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RESUMEN

Antecedentes: Los cultivos de camaron del noroeste de México han presentado epizootias desde el 2013
con pérdidas de mas del 80%. Como Unico antecedente se conoce la enfermedad de la necrosis hepatopan-
creatica aguda (AHPND), causada en Asia por una cepa nueva de Vibrio parahaemolyticus (VP-AHPND+) que
produce las toxinas PirA y PirB del plasmido pVA1. Objetivos: Caracterizar al agente causal de epizootias
en granjas, realizar comparaciones genomicas de secuenciacion de la region 16S ADNr para identificar la
variabilidad entre las cepas y evaluar la resistencia desarrollada contra antibicticos in vitro. Métodos: Se mo-
nitorearon esteros, drenes y granjas del sur de Sonora, colectandose asépticamente muestras de agua, se-
dimento y camardn. Se realizaron cultivos bacterianos en TCBS y las colonias verdes fueron resembradas en
CHROMagar Vibrio. Los aislados patdgenos se identificaron por PCR-AP3 especifico para la cepa VP-AHPND+.
El polimorfismo de las cepas se analizd mediante secuenciacion de la region 16S ADNr y la técnica de rep-
PCR (GTG)5. La resistencia a antibi6ticos se realizo con oxitetraciclina, florfenicol, enrofloxacina, magnacina
y sulfacloropiridacina-trimetroprim. Resultados: Durante el 2013-2014 se aislaron 444 cepas (82 del 2013y
362 del 2014). Se seleccionaron 83 de estas, de las cuales 16 fueron positivas por PCR. Las secuencias de la
region 16S ADNr se compararon con las del banco de genes y se encontrd que tienen elevada homologia con
las de VP-AHPND-+ de Sinaloa con diferencias de las Tailandia y China, el polimorfismo ocurre principalmente
en 15 secuencias nucleotidicas. Respecto a las pruebas de resistencia a antibidticos se identificaron cepas
resistentes a oxitetraciclina y sulfacloropiridacina-trimetroprim. Conclusiones: El VP-AHPND+ se identifico
como agente causal de la AHPND en granjas de Sonora y presento polimorfismo entre las cepas las cuales
fueron resistentes a antibiéticos aplicados regularmente en las granjas.

Palabras clave: camaron, Litopenaeus vannamei, sindrome de la mortalidad temprana, Vibrio parahae-
molyticus AHPND+.

ABSTRACT

Background: Shrimp farms in northwestern Mexico have had outbreaks since 2013 with losses of more
than 80%. The only background is the acute hepatopancreatic necrosis diseases (AHPND) originated in Asia
for a new strains of Vibrio parahaemolyticus (VP-AHPND+) that produce toxins PirA and PirB of the plasmid
pVA1. Goals: To characterize the causative agent of epizootics in farms; to perform genomic comparisons
of sequencing of the 16S rDNA region to identify the variability that occurs in the strains and evaluate the
resistance developed against antibiotics in vitro. Methods: Estuaries, drains, and farms of southern Sonora
were monitored; samples of water, sediment and shrimps were aseptically sampled. Bacterial cultures were
performed in TCBS and the green colonies were streaked in the selective culture media CHROMagar Vibrio
medium. Bacteria were identified by PCR-AP3 specific for the strains VP-AHPND+. Polymorphism of strains
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were analyzed by sequencing the 16S rDNA region and the rep-PCR
(GTG)5 technique. Antibiotic resistance was examined for oxitetracicli-
ne, florfenicol, enrofloxacin, magnacin, sulfacloropiridacin-trimetroprim
and enrofloxacin. Results: Throughout 2013-2014, 444 strains were
isolated (82 from 2013, and 362 from 2014). Eighty-three were se-
lected, from which 16 were PCR-positives. Sequences from 16S rDNA
region were compared with those deposited at GenBank, and a high
homology was found with sequences from VP-AHPND+ from Sinaloa
with differences of those from Thailand and China, polymorphism oc-
cur mainly in 15 nucleotide sequences. Regards to antibiotic resistance
tests, strains with resistance to oxytetracycline and sulfachloropyridazi-
ne-trimethoprim were found. Conclusions: VP-AHPND+ was identified
as the causative agent of AHPND in shrimp farms from Sonora and the
polymorphism among the strains was confirmed, also antibiotic resis-
tance was found against antibiotics, regularly applied to shrimp farms.

Keywords: bearly mortality syndrome, Litopenaeus vannamei, shrimp,
Vibrio parahaemolyticus AHPND +

INTRODUCCION

El cultivo de camarén es una industria productiva a nivel mundial con
un crecimiento exponencial en la ultima década. El principal estado
productor de camardn en nuestro pais es Sinaloa con mas de 96 mil
toneladas, le sigue Sonora con 75 mil toneladas y Nayarit con 17 mil
toneladas (Garcia, 2020). En el pais existen 1,447 granjas, con un area
total de 45,000 hectareas destinadas al cultivo de camarén; esta ac-
tividad es el sustento de miles de habitantes de las costas de Sonora,
Sinaloa, Nayarit, Baja California Sur y Tamaulipas, ademas de otros 11
estados, lugares donde se concentra la produccion de 237 mil 647 to-
neladas (CONAPESCA, 2018; Garcia, 2020).

El mayor problema al que se habia enfrentado la camaronicultura
en el pais eran las epizootias causadas por infecciones virales. Dentro
de los patdgenos que ocasionan las mayores pérdidas a la industria
mexicana se encuentran los virus de la necrosis hipodérmica y hemato-
poyética infecciosa (IHHNV= Infectious hypodermal and hematopoietic
necrosis virus), del sindrome de Taura (TSV= Taura syndrome virus) y el
virus del sindrome de mancha blanca (WSSV=White spot syndrome vi-
rus) (Lightner & Redman, 1998; Flegel et al., 2008; Lightner, 2011). Sin
embargo, desde el 2009 se presento en Asia una enfermedad bacteria-
na emergente llamada sindrome de la muerte temprana (EMS= Early
mortality syndrome) o enfermedad de la necrosis hepatopancreética
aguda (AHPND= Acute hepatopancreatic necrosis disease), el agente
causal es una cepa nueva de Vibrio parahaemolyticus (VP-AHPND+)
(Flegel, 2012; Tran et al., 2013). La enfermedad EMS/AHPND se propa-
g6 en el 2010 hacia granjas del sur de China y la isla de Hainan; para
principios de 2011 se habia detectado en Vietnam y Malasia (Lightner
et al., 2012), lo que ocasiond pérdidas billonarias en produccion. En el
noroeste de México (Nayarit, Sinaloa y Sonora) se presentaron epizoo-
tias severas en el cultivo de camardn desde el 2013 (SENASICA, 2014)
las cuales generaron grandes pérdidas de hasta el 80% en la produc-
cion en el inicio del cultivo, debido a patologias similares a AHPND (Tran
etal., 2013), en México ya existian reportes en Sinaloa (Soto-Rodriguez
et al., 2015), donde actualmente contindan las epizootias (CESASIN,
2020). Por consiguiente, el comité Estatal de Sanidad Acuicola del Es-
tado de Sonora A. C. (COSAES) reportd pérdidas millonarias, pues si en
el 2009 la produccion alcanzé 81,423 toneladas, en 2013 solo llego
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a 13,192 toneladas, por lo que se recomendd cerrar las granjas en el
siguiente ciclo 2014, aunque ya no es tan grave la enfermedad en la
camaronicultura, la produccioén continta con pérdidas (COSAES, 2017).
Las estimaciones anteriores del impacto econémico acumulativo de
AHPND han oscilado entre $ 8 mil millones de ddlares para Asia y $
4 mil millones para Estados Unidos (Aranguren-Caro et al., 2020), pais
donde iniciaron las mortalidades en el 2017 (Dhar et al., 2019).

La enfermedad AHPND se caracteriza por el desprendimiento ma-
sivo de los tibulos de las células epiteliales del hepatopancreas (HP),
causada por las toxinas PirA y PirB de V-AHPND+. El diagndstico pre-
ciso se bhasa en la deteccion de una region intergénica de PirA para
validar la presencia especifica del patogeno (Sirikharin et al., 2015). Es
importante subrayar la resistencia a antibiéticos que han desarrollado
algunas cepas de VP-AHPND+ a la oxitetraciclina y tetraciclina rela-
cionada con el gen tet, transportado por un plasmido; otros aislados
presentan resistencia a las quinolonas, probablemente por la adquisi-
cion de plasmidos que median la resistencia a las quinolonas (PMQR)
o debido a los cambios en expresion de las bombas de expulsion y
porinas que controlan la cantidad de droga en la célula bacteriana (Han
et al., 2015; Rortana et al., 2018).

Debido a la importancia que tiene AHPND, los objetivos del presen-
te trabajo fueron (1) identificar los aislados bacterianos de las cepas
causantes de epizootias mediante analisis por PCR con los primers AP3
especificos (2) realizar comparaciones gendmicas de secuenciacion de
la region 16S ADNr de las cepas colectadas durante los ciclos de cultivo
2013 y 2014 para determinar si el agente causal de las mortalidades
atipicas del camardn en las granjas del estado de Sonora son la misma
o diferentes cepas de V. parahaemolyticus que causa la VP-AHPND+
en Asia; (3) Determinar el perfil genomico con elementos de PCR pa-
lindrdmicos extragénicos repetitivos, conocido como rep-PCR, con los
primers GTC,y (4) evaluar la resistencia de VP-AHPND+ a antibidticos
comerciales.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: En el ciclo de cultivo del 2013, los sitios de muestreo
fueron nueve, seis de ellos ubicados en la Junta Local de Sanidad Acui-
cola (JLSA) de Cruz de Piedra en el centro de Sonora (27°57°3” Latitud
Norte y 110°40’33” de Longitud Oeste), una en Tobari (27°03°00” LN y
109°53'00” LO) y dos en Atanasia (26° 47’ 2.59” LN y 109° 48’ 48.20”
LO). Las muestras incluyeron camardn (silvestre y de cultivo), sedimen-
toy agua.

Para las muestras del ciclo 2014 se monitorearon cuerpos de agua
(esteros y drenes) circundantes a las granjas que presentaron morta-
lidad en el ciclo 2013, las localidades son en los esteros de Melagos
(27° 09’ 46.90” LN, 110° 15’ 58.49” L0), Atanasia (27° 08’ 08.85” LN,
110° 11’ 27.67” LO) y El Riito (26° 47’ 2.59” LN, 109° 48’ 48.20” LO)
(COSAES, 2017).

Colecta de muestras: Las muestras se colectaron asépticamente en
bolsas estériles (Whirl-pack, Fort Atkinson, Wisconsin) y consistieron en
100 mL de agua y 50 g de sedimento de cada sitio, introduciéndolas
en las columnas de agua o esteros adjuntos al area de suministro de
las granjas. Estas se almacenaron en hieleras para trasportarlas y ana-
lizarlas en el laboratorio como lo recomienda la Norma oficial Mexicana
(NOM-230-SSA1-2002). Para la captura de los camarones silvestres o
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de cultivo, se utilizd el muestreo dirigido con una atarraya convencional,
mediante, en el cual se colectaron organismos con caracteristicas o
signos anormales que presumiblemente estén asociados con alguna
enfermedad (OIE, 2013). Para la transportacion de los organismos vivos
al laboratorio se utilizaron acuarios de plastico limpios con agua del
mismo sitio (Joshi et al., 2014).

Andlisis bacterioldgicos de agua: se sembraron directamente 100
pL de la muestra en placa en el medio de cultivo TCBS (Thiosulfate
Citrate Bile Salts Sucrose; DIFCO, BD, México), posteriormente se in-
cubaron por 18 a 24 h a 28 - 30 °C (Gomez-Gil et al., 1998; Soto-Ro-
driguez et al., 2010). En el caso del sedimento este se mezcld 1:1 con
agua marina estéril y se macerd con un mortero, posteriormente se
centrifugd para separar las bacterias del sedimento para diluirlas en
forma seriadas (10" - 10%), sembrandose 100 ulL en el medio de cultivo
(Galaviz-Silva et al., 2018).

Andlisis bacterioldgico de postlarvas (PL's): se pesé un gramo de
muestra y se macer6 en 10 mL de solucion salina al 2% estéril, des-
pués se sembraron 100 pL en el medio de cultivo TCBS y se incubaron
de 18 a 24 h a una temperatura de 28 a 30 °C (Gomez-Gil et al., 1998;
Soto-Rodriguez et al., 2010). Para el andlisis bacteriologico de HP en
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juveniles, se utilizaron pinzas de diseccion estériles y bajo condicio-
nes asépticas se peso 1 g de cada uno para macerarse en 10 mL de
solucion salina al 2% estéril en mortero; de este se cultivaron 100 pL
en TCBS y se prosiguidé como en el caso de las PL's (Gomez-Gil et al.,
1998; Soto-Rodriguez et al., 2010).

Aislamiento y purificacion de cepas bacteriologicas: Para la pre-se-
leccion de colonias de VP se incluy6 tnicamente las colonias verdes
del agar TCBS (crecimiento tipico de V. parahaemolyticus) con o sin
presencia de bioluminiscencia y se resembrd en agar tripticaseina de
soya (TSA; DIFCO, BD) + 2% de NaCl y en CHROMagar Vibrio que es un
medio diferencial para VP, pero no para VP-AHPND+, donde crece de
color malva (CHROMagar, Paris, Francia), el método que se utilizd fue
por estria cruzada a una temperatura de 35°C por 24 h (Di-Pinto et al.,
2011). Estas cepas de VP fueron agrupadas por area de colecta y tipo
de muestra (sedimento, agua, PL’s o juveniles), seleccionandose solo
una para la identificacion definitiva por PCR con primers especificos
para VP-AHPND+.

En el 2013 se revisaron 106 casos y en el 2014 fueron 496 (Tabla
1y 2, respectivamente).

Tabla 1. Aislados bacterianos de Vibrio parahaemolyticus (no confirmados AHPND+) en agua, sedimento y camaron del ciclo de cultivo 2013 en tres

Juntas Locales de Sanidad Acuicola (JLSA) en el sur de Sonora.

JLSA Agua (N/P?) Sedimento (N/P) Larva (N/P) HP °(N/P) Total (N/P)
Atanasia 8/6* 7/5 5/3* 3/3 2317
Mélagos 8/5* 5/4* 77 3/3* 23/19
El Riito 51 5/2 30/27 20/16 60/46
Total 21/12 17/11 42/37 26/22 106/82

2 (N/P) = (Nimero de casos/Positivos); °HP= Hepatopancreas. Se marcan con (*) el tipo de muestra donde se detectaron los casos AHPND+.

Tabla 2. Aislados bacterianos de V. parahaemolyticus (no confirmados AHPND+) en agua, sedimento y camaron durante el ciclo de cultivo 2014 en

11 Juntas Locales de Sanidad Acuicola (JLSA) en el estado de Sonora.

JLSA Agua (N/P?) Sedimento (N/P) Larva (N/P) HP 5(N/P) Total (N/P)
Aquiropo - - - 7/5 7/5
Atanasia 20/16 5/3 10/4 30/28 65/51
Bahia de Kino 4/2 - 11 7/6 12/9
Bahia de Lobos 40/30* 20/15* - 25/22* 85/67
Cruz de Piedra 10/7 10/5 101 10/5** 40/18
Mélagos 40/39* 15/10 15/11 70/61* 140/121
El Riito 5/3 5/2 - 10/6 20/11
Santa Barbara - - 5/1 5/1 10/2
Siari 2/2 - - - 2/2
Tastiota 10/2 - - 10/9* 20/11
Tobari 15/13* 10/5 10/4* 30/21 65/43
*Sin definir 10/8 - - 20/14 30/22
Total 156/122 65/40 51/22 224/178 496/362

34(N/P) = Nimero de casos/Positivos; ® HP = Hepatopancreas; SM : Sin muestra. Se marcan con (*) el tipo de muestra donde se detectaron los casos AHPND+.
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Patogenicidad de las cepas: Las colonias con crecimiento en CHRO-
Magar Vibrio y positivas por PCR, fueron inoculadas en camarones de
1 g (Megalarvas de Sinaloa, S. de R.L.) para comprobar el segundo y
tercer postulado de Koch (EI microorganismo debe poder ser extraido
y aislado de un organismo enfermo y cultivarse en un cultivo puro y el
microorganismo que se ha cultivado en un cultivo deberia poder causar la
enfermedad una vez introducido en un organismo sano, respectivamen-
te). Se inoculd un grupo de cinco camarones por cada cepa de VP-AHP-
ND+ en acuarios previamente desinfectados y separados en agua marina
sintética (35 %o, Rangen, Buhl, ID, USA); los retos de patogenicidad se
realizaron por inmersion por 15 min con cultivos frescos de las cepas
(incubados 24 h a 30 °C, a una concentracion de 0.5 de la escala de
McFarland). Después de la inmersion, los camarones se regresaron al
acuario correspondiente junto con el indculo (Tran et al., 2013). El caldo
soya tripticaseina (TSB) estéril + 2 % NaCl se us6 como control negativo.
El control positivo consistio en el indculo con la cepa VP-AHPND+ MC32,
proporcionada por Ricardo Sanchez Diaz. Los camarones retados en los
bioensayos se mantuvieron en observacion hasta la manifestacion de los
signos clinicos de la AHPND (anorexia, nado erratico, HP palido, intestino
vacio y letargia (Soto-Rodriguez et al., 2015); de los camarones enfermos
se obtuvieron muestras para histopatologia y PCR.

Caracterizacion molecular: La extraccion del ADN de las cepas bac-
terianas obtenidas de estdmago, HP, agua y sedimento, se realiz6 con
DNAzol (Invitrogen, Carlbad, CA., USA), segln las instrucciones del fa-
bricante. Se utilizaron 100 ng de ADN de las muestras cuantificadas
en el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA) disueltas en 50 pL de agua estéril y se conservaron
a -20°C hasta su uso (Galaviz-Silva et al., 2018).

Identificacion por PCR: Se realizo la identificacion de VP-AHPND+ por
medio de PCR punto final. El coctel de reaccion se prepar6 con una mez-
cla de amortiguador 5X, 1.5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0.2 uM de
cada primer especifico (AP3F) - 5’-ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC-3’
y (AP3R) - 5’-21 GTGGTAATAGATTGTACAGAA-3’, 3 L de ADN de la mues-
tray 1 U de Taq polimerasa GoTaq (Promega, Madison, WI), para tener
el volumen final de 25 pL con agua bidestilada (H,0d) (Sirikharin et al.,
2015). Se utilizd un programa de precalentamiento de 94° por 5 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion de 94° por 30 s, anillamiento
de 53°C por 30 s, extension de 72°C por 40 s y una extension final de
72 por 5 min en un termociclador (MultiGene thermal cycler, Labnet In-
ternational, Inc., Edison, NJ). Se obtuvieron productos amplificados de
336 pb observados en un transiluminador de luz UV (Bio-Rad) en geles
de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio (Sirikharin et al., 2015).

Analisis genomico de la region 16S rADN: La caracterizacion mole-
cular del polimorfismo de las cepas se analizd amplificandose la region
del gen 16S ADNr de las bacterias PCR positivas con los primers: UTF
(5’-CTYAAAKRAATTGRCGGRRRSSC - 3’) y U1R (5’-CGGGCGGTGTGTR-
CAARRSSC-3’) (Rivas et al., 2004). Se prepard una mezcla de 25 pL
con amortiguador 5X, 1.5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0.2 uM de
cada primer, ADN de las bacterias (100 ng), 1 U de Taq polimerasa (Go-
Tag, Promega) y H,0d. EI programa de amplificacion inicié con un ciclo
de 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
durante 1 min, alineamiento a 55°C por 2 min y extension a 72°C du-
rante 1 min con una extension final a 72°C por 7 min. Los productos se
visualizaron en geles de agarosa al 1%, en un transiluminador UV (Bio-
Rad). Posteriormente los amplicones fueron purificados con el estuche
QIAquick PCR (Qiagen). La secuenciacion se realizo en los Servicios Ge-
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nomicos de CINVESTAV-LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato. La secuencia
de los productos amplificados se depositd en el GenBank (https://www.
nchi.nlm.nih.gov/genbank/) para compararlas con las registradas en el
banco de datos y determinar la homologia con Blast (https://blast.ncbi.
nim.nih.gov/). Se elabor6 el dendrograma que determina la evolucion
filogenética y el grado de similitud con las descritas en otras regiones
geograficas. Las ramas corresponden a particiones en al menos 500
réplicas por “bootstrap”. La distancia evolutiva se comput6 con el mé-
todo “p-distance” y son el nimero de diferencia en las bases por sitio,
involucrandose a 17 secuencias de nucledtidos. EI analisis se realizo
con Mega 7 (Saitou & Nei, 1987).

Variabilidad de las cepas por rep-PCR - (GTG),: Para discriminar
entre cepas PirA+ seleccionadas por PCR, se utilizé la técnica de rep-
PCR (GTG),, la cual se basa en la amplificacion de secuencias palin-
drémicas repetidas intercaladas en el ADN. Se preparé una mezcla de
25 L para PCR con amortiguador 5X Taq Green (Promega), 25 mM
MgCl,, 25 mM desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs), 25 uM del
primer (GTG), 5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’, H,0d, ADN (100 ng/uL) y 1 U
de ADN polimerasa (GoTaq, Promega). La amplificacion comenzd con
una pre desnaturalizacion a 95°C (7 min), seguido por 4 ciclos de 95°C
(2 min), 36°C (2 min) y 72°C (2 min), mas 30 ciclos de 95°C (1 min),
50°C (1 min) y 72°C (1 min). La elongacion final fue a 72°C por 5 min.
Las muestras se analizaron visualmente en electroforesis de geles de
agarosa al 1.5% en 1X TBE (Tris Borato EDTA), a 100V por 1 h'y 30 min
y de estos se seleccionaron las cepas con perfiles o patrones de bandas
diferentes (Matsheka et al., 2005).

Resistencia a los antibidticos: Los antibidticos comerciales AVIMEX
(Cd. De México, México) utilizados para los antibiogramas fueron: Oxi-
blend (Oxitetraciclina: 0XD), Flor-blend (Florfenicol: FLD), Enro-blend
(Enrofloxacina: EBD), Magna-mix (Magnacina: MGX), Tri-mex (Sulfaclo-
ropiridacina y Trimetroprim: TX) y Aviflox (Enrofloxacina: AFX). El gra-
do de sensibilidad se establecié de acuerdo al didmetro de inhibicion:
muy sensible (>17 mm), sensible (12-16 mm), intermedio (8-11 mm)
y resistente (< 12-17 mm, segun el antibiotico), de acuerdo al criterio
establecido de CLSI (2005a; 2005b) ajustandose la turbidez de la sus-
pension bacteriana a 0.5 de la escala de McFarland en el medio de
cultivo Mueller Hinton (DIFCO, DB) con 2% de NaCl por triplicado para
cada antibi6tico y bacteria evaluada (Yano et al., 2014).

Analisis estadistico: Para el analisis de datos de antibiogramas, se
realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) simple para comparar entre las
variables analizadas, con pruebas de rangos mdltiples y la prueba de
(LSD) Fisher con el Paquete estadistico STATISTICA Version 5.0.

RESULTADOS

Andlisis bacteriano: De los muestreos en los esteros y en granja de
camaron se aislaron colonias verdes caracteristica en el crecimiento de
VP en el agar TCBS (se ignoraron las colonias amarillas). Estas colonias
se ordenaron segun el tipo de muestra y localidad, agrupandose en 82
aislados en los ciclos de cultivo del 2013; la mayoria provino de El Riito
con 46 cepas aisladas, 27 de larvas, 16 de HP, 2 de sedimento y una
de agua (Tabla 1). Las muestras analizadas de granjas de cultivo en las
JLSA durante el ciclo de cultivo 2014 ascendieron a 362 cepas de VP, la
mayoria de Mélagos (121), Bahia de Lobos (67), Atanasia (51) y Tobari
(43) sumando en ambos afos 444 muestras procesadas (Tabla 2).
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Todas estas cepas se resembraron en el medio de cultivo CHROMagar
Vibrio y 186 presentaron caracteristicas para VP con coloracion malva,
de los cuales se seleccionaron 83 cepas que representa el 18.6%; se
descartaron aquellas que se repetian el lugar de procedencia y mismo
tipo de muestra (PL’s, juveniles, sedimento o agua) para la identifica-
¢ion por PCR para VP-AHPND+ con el método AP3.

Identificacion por PCR: Las cepas positivas por PCR fueron 16, mos-
trando los amplicones de 336 pb (Fig. 1), la procedencia de las mues-
tras (agua, sedimento, PL's o juveniles) y la localidad donde fueron
obtenidas se describen en la Tabla 3.
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Se obtuvieron nueve cepas VP-AHPND+ de HP de camarones (HP y
PL’s) de granjas que presentaban epizootias. De las muestras de agua se
recuperaron otros cinco aislados y dos de sedimento en los estanques.

Caracterizacion bioquimica de las cepas: El perfil bioquimico de las
cepas VP-AHPND+ muestra tres grupos diferentes. En la Tabla 3 se en-
listan el grupo de cepas que mostraron el mismo perfil bioquimico y PCR
positivo a AP3. El segundo grupo presenta diferencias por fermentar la
ramnosa y una cepa fue positiva a ornitina. El tercer grupo muestra un
perfil idéntico a la cepa de referencia de ATCC 17802 de V. parahae-
molyticus AHPND -, el segundo y tercer grupo fueron descartados en el
proceso de preseleccion de crecimiento en CHROMagar Vibrio.

Figura 1. Cepas AHPND+ con primer AP3, cepas positivas con amplicones de 336 pb

Tabla 3. Cepas positivas para VP-AHPND+ por localidad y tipo de muestra

CLAVE Localidad Ciclode  \ estra  pcrApg  NUmero de acceso

cultivo al GenBank
Vp-B25 Tobari Agua + MH091005.1
Vp-D2 Bahia de Lobos Sedimento + MH091006.1
Vp-D11F  Tobari Larva + MH091007.1
Vp-D12F  Atanasia Larva + MH091008.1
D19F Mélagos Sedimento + MH091009.1
D50 Bahia de Lobos HP + MH091010.1
D74F Mélagos Larva + MH091011.1
D92 Cruz de Piedra HP + MH091012.1
D125 Bahia de Lobos Agua + MH091013.1
D139 Cruz de Piedra HP + MH091014.1
D141 Mélagos HP + MH091015.1
D190 Mélagos HP + MH091016.1
D196F Atanasia Agua + MH091017.1
D236pF Tastiota HP + MH091018.1
D254 Mélagos Agua + MH091019.1
D266 Mélagos Agua + MH091021.1
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Secuenciacion de la region 16S ADNr: Las secuencias de la region
16S ADNr de las cepas aisladas de Sonora se depositaron en el Gen-
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con los niimeros de acceso cita-
dos en la Tabla 3. En el analisis evolutivo se definen tres grupos (Fig. 1):
Las primeras que se originaron en Tailandia (3HP y 5HP) y China que
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surgieron en el 2009 (Fig. 2A) y se caracterizan por tener 15 secuen-
cias (Fig. 2B) diferentes de nucleétidos en las regiones analizadas que
enmarcan el polimorfismo de la region 16S ADNr y separan el origen
evolutivo; en la segunda rama se separan las cepas de Sonora descri-
tas en este trabajo y luego las Sinaloa.

E ITS—D74

ITS
gi 667697176 S1392(SONORA) = JPLU00000000
ITS—D190

ITS—-D2

D125

gi 667698292 S1708(SONORA) = JPLV00000000

ITS—D50
ITS—-D19

ITS—-D92

ITS—D254
ITS—D147
gi 576307520 MO605(SINALOA) = JALL00000000
ITS-D196
ITS—D2E3

ITS—-D2368
ITS—-D12

ITS—139

ITS—-D117

[~ 9t 6697168518 gb SHP TAHI = JPkT00000000

[ gi 669768687 gb CHINA= JPKU00000000

ITS—B25

gi 6697167370 gb 3HP TAHI = JrPKs00000000

Figura 2A. Relacion evolutiva de las taxas: (A) La historia evolutiva fue inferida con el método NJ (Neighbor-Joining) con 500 réplicas, indicandose la distancia de las

cepas asiaticas, las de Sinaloa y Sonora.

5HP-THAI 3HP-TAHI CHINA SINALOA SONORA CEPAS - ITS
REGION (2013) (2013) (2013) (2013) (2013) (SONORA 2014)
18,692 - 18,693 TC CA TC AC TC -
18,710 - 18,711 TC 1 TC GT - -
18,733 - 18,736 TAT GTG TAT TGG GAA GGG
18,776 - 18,777 AT i AT AA cc AA
18,810 - 18,813 TGG TCA TGG CAA CAA T
18,866 - 18,868 TGT ATT TGT CGT cTT T
18,940 - 18,942 GAA GTT GAA GCA CTG GGG
18,969 - 18,977 | TAGACGAAT  AATCCTAGG TAGACGAAT AGTCCAGA  AAATCTTGT | GGGCGTAAA
18,993 - 19,001 | ACACTATGG  SSTGAGTGG ACACTATGG TGCTGGTAA  TGTTCTTGA | GGTTTGTTA
19,009 - 19,013 TAGAG GAACC TAGAG GCAGT TGGGT CAGAT
19,045 - 19,053 | CGCTGTGAT TAAGGTGAA CGCTGTGAT TGCAGCGAT  CACATCAAT | CAACCTCGG
19,437 - 19,446 | TGTATTTACT TGCTCGCGCA TGTATTTACT CGAAAGTAAT CCAGTGTAAG | TGGTTTAATT
19,477 - 19,886 | AGGGTTACTT GCTCTCGCTC AGGGTTACTT ATTCCTAACA GCGTGTACTG | ACTCTTGACA
19,518 - 19,525 | CTACGTTG TITCTCTT ~ CTACGTTG  TCATTCCT TAATGGTG ATGGATTG
19,555 - 19,561 | GCCTCTC GCGCTCA GCCTCTC ACGCTCT GTGGCAC GTGCTGC

Figura 2B. El analisis evolutivo involucrd 15 secuencias de nucle6tidos que marcan el polimorfimo de las cepas. Todas las posiciones que contenian espacios vacios

(gaps) fueron eliminados. Habia un total de 825 posiciones en la hoja de datos. El analisis evolutivo se realizd con MEGA7.
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92 123 139 141 190 196 236 254 263

Figura 3. Perfil de amplicones para las cepas de VP-AHPND+ donde se utilizo la técnica de rep-PCR (GTG),, la cual se basa en la amplificacion de secuencias palin-
drémicas repetidas intercaladas en el ADN , la lectura del gel se realizé con el software GelAnalizer 2010.

Variabilidad de cepas por PCR - (GTG),: El analisis demuestra que
existe polimorfismo entre las cepas de estudio representado primero
por cinco grupos (A, B, C, D y E) que muestran el mismo perfil de am-
plicones (Fig. 3). La distribucion de las cepas, el lugar de procedencia
y la cantidad de cepas por JLSA muestra que la mayor variabilidad de
las cepas VP-AHPND+ ocurrid en el sur de Sonora, donde se obtuvieron
la mayoria de las cepas identificadas en el presente estudio, con una
mayor variedad de biotipos, esto se debe a que se encuentran la mayor
concentracion de granjas de cultivo de camardn en el estado, de las 11
JLSA que se muestrearon, solo en 6 JLSA se obtuvieron las cepas de
VP-AHPND+. En cuatro JLSA al sur de estado se identificaron 15 cepas
positivas, dos cepas para el centro y una para el norte de Sonora (Fig. 4).

Resistencia a los antibidticos: Los resultados de los antibiogramas
con los antibidticos comerciales muestran que algunas cepas presen-
tan un mayor grado de inhibicion o resistencia a algtn antibiético (Fig.
5). Enla Tabla 4 y Fig. 5 se registran los diametros para todas las cepas
evaluadas, incluso también con la cepa de referencia ATCC y MC32.
Todas las cepas presentan diferencias significativas (P< 0.05) entre
los halos de inhibicién de los antibiéticos evaluados, las cepas mos-
traron mayor sensibilidad a EVD, FLD, AFX y MGX. Doce cepas (75 %)
presentaron resistencia a OXD, con halos de inhibicion de 7 a 12 mm,
(Fig. 5y 6). En la Tabla 4 se muestran diferencias significativas entre las
cepas en la inhibicion con EBD, FLD, MGX y AFX. El 62.5 % (10 cepas)
presentaron resistencia al antibiético TX sin mostrar halos de inhibicion.

D2 —-DS50— D125 —= ->.. =

D19 -D7

4—D141—-D190- D:

i — D263

Figura 4. Distribucion de las cepas positivas a AHPND en el estado de Sonora.
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Tabla 4. Antibiogramas de las cepas AHPND+ de Sonora.

Antibiogramas (halos de inhibicién en mm)

Cepas OXD EBD FLD MGX TX AFX
ATCC 24 22 30 26 22 22
B25 12* 26 31 20 0* 28
D2 12* 24 29 19 0* 26
D11F 7* 22 30 22 26 26
D12F 8 22 30 22 26 23
D19F 10* 24 29 19 0* 25
D50 10* 26 30 20 0* 27
D74F 12* 25 31 21 0* 25
D92 24 21 28 19 21 22
D125 12 27 31 24 0* 26
D139 23 22 29 19 21 22
D141 11+ 25 31 22 0* 26
D190 12 25 32 21 0* 26
D196F 24 24 30 23 19 24
D236pF 25 25 30 19 21 24
D254 10* 25 30 20 0* 26
D266 12 23 29 18 0* 24
MC32 9* 22 29 22 0* 23
X 154 248 30°¢ 21° 9k 25°

* = Resistente; OXD= Oxitetraciclina; EBD= Enrofloxacina; FLD= Florfenicol; MGX= Magnacina; TX= Sulfacloropiridacina y Trimetroprim; AFX= Aviflox, Enrofloxacina.

[ Letras distintas presentaron diferencias significativas (P<0.05).

Inhibicion de AHPND
35
C
30 .
o b
£ 25
£ 20 :
S 4
S 15
2 e
€ 10
5
0 : : : : :
OXD EBD FLD MGX TX AFX
Antibiodticos

Figura 5. Diametro de inhibicion (mm) de los antibidticos contra las cepas AHPND+. Letras distintas presentaron diferencias significativas (P<0.05).
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Patogenicidad de las cepas: Los retos con los camarones infectados
demostraron la patogenicidad de las 16 cepas de VP-AHPND+ con va-
riacion en el periodo de incubacion de la enfermedad y mortalidad, re-
conociéndose dos grupos principales; el grupo de los aislados Vp-B25,
Vp-D2, Vp-D11, Vp-12F, D19F y D50 causaron signos clinicos a partir
de las 8 horas de post infeccion con mortalidad que inici6 a las 18 h; en
cambio, los retos con las cepas del segundo grupo (D74F, D92, D125,
D139, D141, D190, D196F, D236pF, D254 y D266) mostraron signos
clinicos a las 25 h con mortalidad inicial a las 72 h. Los signos de los
ejemplares con AHPND incluyeron inicialmente nado erratico, letargia,
el intestino vacio y HP palido (Fig. 7). Los resultados histopatoldgicos
demuestran los tubulos hepatopancreaticos con infiltracion hemocitica,
necrosis epitelial, masas bacterianas dentro del lumen y descamacion
del epitelio de los tubulos HP (Fig. 8).

DISCUSION

De acuerdo al primer objetivo de este estudio, los analisis bacterianos
en CHROMagar y por PCR con el método AP3 (Sirikharin et al., 2015)
confirman la presencia de VP-AHPND+ en Sonora, lo cual se reafirma
por los reportes de la presencia del patdgeno en el vecino estado de
Sinaloa (Soto-Rodriguez et al., 2015). El agente etioldgico se distribu-
y6 en muestras de agua, sedimento y camaron, tanto en las areas de
afuera, asi como en el interior de las granjas de cultivo, debido a que
VP es cominmente encontrado en el medio ambiente marino aunado
a que la bacteria es altamente patdgena, porque contiene un plasmido
facilmente transmisible a otras cepas (Hastuti & Desrina, 2016) e inclu-
S0 otras especies de bacterias como /. harveyi (Muthukrishnan et al.,
2019) V. owensii (Liu et al., 2015), V. campbellii (Dong et al., 2017) y
Vibrio punensis (Restrepo et al., 2018). Estos plasmidos expresan genes
PirA'y PirB que codifican las toxinas proteinicas (12.7 kDa and 50.1
kDa) que lisan el hepatopancreas del camaron y le causan la muerte
(Kondo et al., 2014). Los aislados de VP-AHPND+ de agua y sedimento
explican la alta recurrencia de epizootias de AHPND en las granjas de
camaron, al ser contaminadas con el medio ambiente local (Yang et al.,
2019), debido a que las PL’s son certificadas como negativas por los
laboratorios de diagndstico recomendados por los Comités de Sanidad
Acuicola locales. Estos resultados subrayan la importancia de mejorar
los programas de buenas practicas de manejo incluyendo uso de reser-
vorios de agua tratada antes de la siembra (FAOQ, 2014).

En el transcurso de la identificacion se descartaron las colonias
amarillas que crecen en TCBS por ser de otras especies de Vibrio (V.
cholerae, V. alginolyticus) aunque son muy comunes en el agua de mar
por ser halofilicos, y ademas de ser cepas habituales y oportunistas en
estomago e intestino de camaron, encontrandose frecuentemente en la
fase tardia de la enfermedad junto con las cepas patdgenas AHPND+
que crecen en colonias de color verde (Soto-Rodriguez et al., 2015).

Los signos clinicos macroscopicos e histopatoldgicos que causaron
las cepas AHPND+ concuerdan con las que se describe en las cepas de
Asia y América, asi como la variabilidad en el tiempo en que se presen-
tan los signos y el tiempo de sobrevivencia que oscila de 4 a 10 horas
(cepas M0O904 y M06-07) 6 2-4 dias (BpShHep31 y BpShHep 24) (Tran
et al., 2013; Soto-Rodriguez et al., 2015; Sirikharin et al., 2015; Mu-
thukrishnan et al., 2019). Las comparaciones genémicas de secuencia-
cion de la region 16S ADNr de las cepas colectadas durante los ciclos
de cultivo 2013 y 2014 indican que fueron diferentes las cepas de I/
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Figura 6. Halos de inhibicion de la cepa B25 a los antibi6ticos (EBD, MGX, OXD, TX).
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parahaemolyticus que causaron la VP-AHPND+, respaldado asi mismo
por los andlisis de “DNA fingerprint”, incluso se ha demostrado que
la virulencia depende de la cepa, densidad, ruta de infeccion, tiempo
de exposicion, edad y condicion del camaron (Soto-Rodriguez et al.,
2015; Muthukrishnan et al., 2019) como en otras especies de Vibrio (Al-
day-Sanz et al., 2002). Asi como las cepas de Sinaloa y Thailandia pre-
sentan elevada diversidad de polimorfismo en las cepas patogenas de
V. parahaemolyticus, algunas con la maxima virulencia entre las 7-10
h con mortalidades del 50% y las menos virulentas con mortalidades a
las 17 h en los retos experimentales (Joshi et al., 2014; Soto-Rodriguez
et al.,, 2015). En nuestros resultados se diferencian de las cepas de
Tailandia, China y el Noreste de México (Sinaloa y Sonora) con base en
las secuencias de la region 16S ADNT, lo cual concuerda con reportes
recientes que reconocen tres cladas filogenéticas basado en la alinea-
cion de secuencias nucleotidicas del plasmido pVA1 que hospedan (La-
tinoamericana, Asiatica y Cosmopolita), diferenciandose en la ausencia
del transposon Tn3 en la clada Asiatica y ademas, algunas deleciones
(pérdida de secuencias de ADN o nucledtidos) en la region pirAB encon-
trada en las cepas Latinoamericanas (Gonzalez-Gomez et al., 2020).

Galaviz-Silva L. et al.

La evaluacion de la resistencia a antibiéticos del agente causal in
vitro, mediante pruebas de inhibicion de VP-AHPND+, demostr6 que se
han desarrollado cepas con resistencia a OXD y TX. Las variaciones de
inhibicion obtenidas con el OXD pueden ser debido a que este antibid-
tico es el mas utilizado en el cultivo de camarén en México, donde los
antibiéticos mas comunes para contrarrestar las enfermedades pro-
ducidas por bacterias del género Vibrio son OXD, FLD, trimetormeto-
prim-sulfametoxazol, saraoxacina (SARA) y EBD (Santiago et al., 2009).
Existen escasos reportes de resistencia de VP-AHPND+ en México que
reportan dos cepas resistentes a ampicilina, OXD y tetraciclina (Han
et al., 2015). Los aislados de VP-AHPND+ de China han presentado
perfiles de resistencia mdltiple a antibibiéticos como amikacina, gen-
tamicina, tetraciclina, y ciprofloxacina (Yang et al., 2019). Este trabajo
confirma los resultados de Han et al. (2015) de la resistencia a OXD,
aumentando asi la lista de cepas resistentes y reportamos por prime-
ra ocasion la resistencia a TX. Aunque también se presentaron cepas
sensibles, se sugiere que la aplicacion de farmacos requiere de un
abordaje cuidadoso, con el fin de no incurrir en la generacion de nue-
vas resistencias (Varela-Mejia & Alfaro-Mora, 2018). Por ende, lo mas

Figura 7. Signos macroscopicos caracteristicos de la infeccion con las cepas VP-AHPND+. (7a) con Hepatopancreas palido (A, asterisco) e intestino vacio (flecha)
infectado experimentalmente y (7b) HP palido (A), disectado para histopatologia. Los ejemplares sanos muestran HP rojo, del grupo control y controle negativo (B).
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Figura 8. Histopatologia del hepatopancreas (HP) de camarones infectados con VP-AHPND+. Tabulos del HP con infiltracién hemocitica (flecha corta), necrosis en
epitelio tubular (flecha larga), lumen tubular con masas de bacterias patégenas (*) y limen con descamacion del epitelio de los tibulos del HP (circulo). En el recuadro,
corte histoldgico del control negativo con los tlbuos sanos (vacuolas lipidicas y lumen de tibulos libres de infeccion.

recomendable es minimizar el uso de antibiéticos considerado como un
Ultimo recurso en operaciones de cultivo de camaron. De acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-05-PESC-2002 en la
camaronicultura nacional, se prohibe el uso de cloranfenicol y de fura-
zolidona para la prevencion y tratamiento de enfermedades y cualquier
tratamiento con antibicticos treinta dias antes de realizar la cosecha
(Chavez-Sanchez & Higuera-Ciapara, 2003).
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ABSTRACT

Background: Gracilaria parvispora is an invasive red seaweed located in coastal lagoons along the Tropical
Mexican Pacific. Gracilaria species are the main source of agar around the world. Goals: Spatial and seasonal
trends of the properties of native agar from the invasive seaweed G. parvispora were determined in three
localities in the states of Oaxaca and Chiapas belonging to coastal lagoons along the Tropical Mexican Pacific:
Ballenato, Pareddn, and San Vicente. Methods: Native agar was obtained from dry samples of seaweed and
the agar yield, gel strength, melting and gelling temperatures, hysteresis, and sulfate and 3,6-anhydrogalac-
tose content were determined for each sample. Moreover, the polysaccharide structures and the location of
sulfate groups in agar samples were identified. Results: The phycocolloid is a polysaccharide agar type. The
agar yield was significantly different between seasons and localities, with the highest values during the dry
season (19.9 + 0.004 %) at Paredon (20.6 + 0.01 %). Gel strength, melting temperature and gel hysteresis
showed significant spatial differences; the highest values were obtained in Ballenato (367.3 + 14.2 g cm~?,
80.2 =1.4°C, 44.3 + 2.2 °C, respectively); gelling temperature did not show significant differences between
localities or seasons. Chemical properties were significantly different between seasons: 3,6-anhydrogalac-
tose content was higher during the dry season (36.2 + 0.2 %), and sulfate content was higher during the
rainy season (12.69 + 0.21 %). Salinity was significantly different between seasons, and the highest was
obtained during the dry season (38.7 = 0.1). Surface water temperature varied between localities, and the
highest mean value was recorded at Paredon (32.5 + 0.2 °C). Conclusions: The chemical properties of the
G. parvispora native agar were lower than the standards for food and industrial use.

Key words: 3,6-Anhydrogalactose, coastal lagoons, FTIR-ATR spectroscopy, seasonal variation, sulfate content.

RESUMEN

Antecedentes: Gracilaria parvispora es un alga roja invasora que se encuentra en lagunas costeras del Paci-
fico Mexicano Tropical. A nivel mundial, las especies de Gracilaria son la fuente principal de agar. Objetivos:
Se determinaron las tendencias espaciales y temporales de las propiedades del agar nativo de G. parvispora
en tres localidades de los estados de Oaxaca y Chiapas, pertenecientes a lagunas costeras del Pacifico Mexi-
cano Tropical: Ballenato, Paredon y San Vicente. Métodos: Se determin el rendimiento del agar, la fuerza de
gel, la temperatura de fusion y gelificacion, la histéresis, y el contenido de sulfatos y 3,6-anhidrogalactosa
del agar nativo obtenido de muestras secas de macroalga. Ademas, se identificaron las estructuras de los
polisacaridos y la posicion de los grupos sulfato en las muestras. Resultados: El ficocoloide es un polisa-
carido tipo agar. El rendimiento mostrd diferencias significativas entre localidades y temporadas, con valores
mayores durante la temporada de secas (19.9 + 0.004 %) y en Paredon (20.6 + 0.01 %). La fuerza de gel,
la temperatura de fusion y la histéresis mostraron diferencias espaciales significativas; con valores mas
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altos para las muestras de Ballenato (367.3 = 14.2 gcm?,80.2 + 1.4
°C, 44.3 = 2.2 °C, respectivamente); la temperatura de gelificacion no
mostrd diferencias significativas entre localidades o temporadas. Las
propiedades quimicas mostraron diferencias significativas entre tem-
poradas: el contenido de 3,6-anhidrogalactosa fue mayor durante la
temporada de secas (36.2 + 0.2 %), y el contenido de sulfato fue mayor
durante la temporada de lluvias (12.69 = 0.21 %). La salinidad fue
significativamente diferente entre temporadas, con mayor valor para la
temporada de secas (38.7 + 0.1). La temperatura superficial del agua
vario entre localidades, la mas alta se registré en Paredon (32.5 + 0.2
°C). Conclusiones: Las propiedades quimicas de G. parvispora fueron
menores a los estandares para su uso industrial y alimenticio.

Palabras clave: 3,6-anhidrogalactosa, contenido de sulfatos, espec-
troscopia FTIR-ATR, lagunas costeras, variacion estacional.

INTRODUCTION

Agar is one of the three main commercial seaweed extracts, and the
most expensive in the hydrocolloids market with a price ranging from
351045 USD kg~ (Callaway, 2015). The world agar industry is based on
the red algae Gelidium, Gelidiella, Gracilaria and Pterocladia (Armisén
& Galatas, 1987; McHugh, 2003); nevertheless, the main agar source
worldwide (65%) is extracted from Gracilaria species (McHugh, 2002).

Ten species of Gracilaria have been recorded from the Tropical
Mexican Pacific (TMP) but studies on these species are mainly floristic
assessments (e.g., Mendoza-Gonzalez & Mateo-Cid, 1999; Ledn-Tejera
& Gonzélez-Gonzalez, 2000; Mateo-Cid & Mendoza-Gonzélez, 2012).
In the coastal lagoons along the TMP, the invasive species Gracilaria
parvisporal. A. Abbott has been recorded with abundant biomass (Drec-
kmann, 1999); however, reports about the physical and/or chemical
properties of its native agar for the area or another Tropical region are
non-existent.

Agar is a complex water-soluble polysaccharide composed of
repeating agarobiose units of alternating 1,3-linked D-galactose and
1,4-linked 3,6-anhydro-L-galactose residues (Lahaye & Yaphe, 1988).
In order to identify the polysaccharide structures and the location of
sulfate groups in agar samples, the infrared (IR) spectroscopy techni-
que has been widely applied. In particular, Fourier-transform infrared
spectroscopy with attenuated total reflectance (FTIR-ATR) is a tech-
nique that provides information from a few milligrams of dried and
ground algal material (Murano, 1995; Freile-Pelegrin & Murano, 2005;
Gomez-Ordofiez & Rupérez, 2011).

In general, the chemical and physical properties of agar vary with
the species and with environmental factors such as light, nutrients, sa-
linity, and temperature (Oyieke, 1993; Armisén, 1995). Vergara-Rodarte
et al. (2010) found that native agar properties of G. parvispora (as G.
vermiculophylla), inhabiting a Temperate-Tropical region showed sea-
sonal variations, where the highest values for agar yield, gel strength,
melting temperature and gelling temperature occurred in summer. In
that research, the agar properties were improved by an alkali treatment
(Vergara-Rodarte et al., 2010).

In particular, for Gracilaria species distributed in Tropical regions,
the agar yield and gel strength are higher during the dry season in com-
parison with the rainy season, and this is associated with high salinity
and high seawater temperature (John & Asare, 1975; Marinho-Soriano
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et al., 2001; Buriyo & Kivaisi, 2003; Ordufa-Rojas et al., 2008). Also,
higher 3,6-anhydrogalactose (3,6-AG) and sulfate contents occurs in
dry season with positive correlations to sea surface water temperature;
as well as a negative correlation between 3,6-AG and sulfate content
(Oyieke, 1993; Buriyo & Kivaisi, 2003; Freile-Pelegrin & Murano, 2005;
Orduia-Rojas et al., 2008).

The aim of this study was to determine spatial and seasonal trends
in the physical and chemical properties of G. parvispora native agar,
from three coastal lagoons located in the TMP, and their correlation with
salinity and temperature.

MATERIAL AND METHODS

Study areas. G. parvispora was collected in three points located in
three localities in the states of Oaxaca and Chiapas: Ballenato in Chan-
tuto-Panzacola Lagoon, Chiapas (August 5, 2015 and April 13, 2016)
(15.1661° N, 92.8596° W to 15.1652° N, 92.8609° W); Paredon in Mar
Muerto Lagoon, Oaxaca-Chiapas (August 6, 2015 and April 14, 2016)
(16.0405° N, 93.8712° W to0 16.0523° N, 93.8713° W) ; and San Vicen-
te, in the Superior Lagoon, Oaxaca (August 7, 2015 and April 15, 2016)
(16.3692° N, 94.9597° W to 16.3675° N, 94.9598° W). In the region,
the rainy season occurs from May to November, and the dry season
occurs from December to April (Contreras et al., 1997; Tapia-Garcia et
al., 2011).

Sampling. G. parvisporathalli were collected along three transects (100
m x 5 m) from August 5-7, 2015 (rainy season) and April 13-15, 2016
(dry season). The collect was carried out only once for each sampling
site per season. Transects were placed parallel to the sandy bar, sepa-
rated from each other by 30 m, and at a maximum depth of 1.5 m. At
six points along each transect, environmental parameters (temperature
and salinity only) were recorded using a CTD profiler (CastAway™-CTD).
The collected seaweeds were sun-dried on the beach and later trans-
ported to the laboratory, where they were ground to 0.8 mm and stored
in plastic bags at room temperature. Species identification was carried
out considering morphological and reproductive characteristics (Abbott,
1985; Dreckmann, 1999; Garcia-Rodriguez et al., 2013).

Agar extraction. The extraction was carried out in triplicate and ac-
cording to the method of Arvizu-Higuera et al. (2008). Fifteen grams of
dry seaweed were placed in 800 mL of hot distilled water; when the
solution reached 80°C, the pH was adjusted to 6.2-6.5 with 10% phos-
phoric acid. The seaweeds were boiled for 1.5 h, and the extract ob-
tained was mixed with diatomaceous earth and filtered under vacuum
pressure. The clarified filtrate was allowed to gel at room temperature
on plastic trays and then frozen overnight and subsequently thawed
at room temperature. The agar was dehydrated with 96% ethanol and
dried in an oven at 55°C for 24 h. The agar yield was calculated as the
percentage of dry matter.

Physical properties. In order to measure the gel strength, melting and
gelling temperatures, a 1.5% solution (w/v) of each native agar sample
was prepared. The solution was stored in plastic containers (8 x 3.5
x 3 ¢cm) and allowed to gel at room temperature (22°C) overnight. Gel
strength was measured using a texture analyzer (TA.XT plus, Stable
Micro Systems, Godalming, Surrey, UK) and Exponent 32° software (Ca-
macho & Hernandez-Carmona, 2012). To measure melting temperature,
agar solution was poured into a test tube (1.7 cm diameter, 15 cm
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height) and allowed to gel. Later on, an iron ball (7 mm diameter) was
placed on the gel surface. The test tube was clamped in a water bath,
and the temperature gradually increased. The melting temperature was
recorded with a thermocouple thermometer (Digi-Sense 8528-20, Co-
le-Parmer Instrument Co., Niles, IL, USA) when the gel started to melt,
and the ball sank into the solution. Gelling temperature was measured
using the same solution that was allowed to cool down while conti-
nuously moving the tube vertically and horizontally. The probe of the
thermocouple thermometer was inserted into the solution, and when it
ceased flowing, the gelling temperature was recorded. Hysteresis was
calculated as the difference between the melting and gelling tempera-
tures (Arvizu-Higuera et al., 2008).

Chemical properties. The 3,6-AG content was determined by the re-
sorcinol-acetal method (Yaphe & Arsenault, 1965), using D-fructose as
standard. Absorbance was measured at 555 nm. The concentration of
sulfates was determined by the rhodizonate method (Terho & Hartiala,
1971), using sodium sulfate as standard. Absorbance was measured
at 520 nm.

16°40'0"N

16°0'0"N  16°20'0"N
1 1 1
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Statistical analysis. Data were computed to obtain the average and
standard error (=1 SE). Comparisons of physical and chemical proper-
ties of native agar samples, both between localities and seasons, were
tested with a two-way multivariate analysis of variance (MANOVA), at o
= 0.05. MANOVA assumptions were evaluated through a residual analy-
sis for the linear model test (Dobson, 2002). When significant differen-
ces in the MANOVA test were obtained (p < 0.05), a posteriori ANOVA on
the significant variables was carried out, and a Tukey test was applied
to evaluate levels, factors, and interactions effects (Hair et al., 1999).
Also, the Parsons coefficient was computed between agar properties
and salinity and temperature values, as well as between agar properties
(Statistica v.8 Software, StatSoft 2008). For the variables measured as
percentages, in order to accomplish normality assumptions, they were
arcsine-transformed (Zar, 2010).

FTIR-ATR spectroscopy analysis. FTIR spectra were acquired with a
Perkin Elmer spectrophotometer model TWO with ATR. Each spectrum
was obtained by adding 18 scans at a resolution of 4 cm~" in the spec-
tral range of 500-4000 cm~". The spectra were made with Spectra-
gryph v1.2.10 software (Menges, 2020).

Pacific Ocean

95°0'0"W  94°40'0"W  94°200°W  94°0'0"W  93°40'0"W 93°200°W  93°0'0"W  92°40'0"W

Figure 1. Study area. Sampling sites in coastal lagoons in the Tropical Mexican Pacific: a) San Vicente, b) Paredén, and c) Ballenato.
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RESULTS

Agar. Significant differences (p < 0.05) were obtained for all the asses-
sed variables (Table 1), except for the gelling temperature that was not
affected by the locality, season, or locality/season interaction effect (p
> 0.05). The significant differences were associated with locality and/
or season or their interaction. The locality factor affected agar yield, gel
strength, melting temperature and gel hysteresis (Table 2). The season
factor was significant for 3,6-AG and sulfate concentration and agar
yield. The interaction effect was obtained for agar yield, gel strength,
melting temperature and hysteresis (Table 2).

Trejo-Méndez M. de J. et al.

The agar yield during the study period was 18.5 + 0.01%. The hi-
ghest agar yield was recorded from Pareddn (20.6 + 0.01%), and it
was significantly different from the other localities; also, a significantly
higher value was obtained in the dry season (19.9 =+ 0.004%) in com-
parison with the rainy season (17 = 0.004%) (Fig. 2). For the interaction
effect, the agar yield values for Ballenato (19.8 + 0.01%) and Paredon
(23.7 = 0.01%) during the dry season were significantly higher, while
no significant differences were detected between seasons for San Vi-
cente (Fig. 2).

Table 1. Two-way MANOVA of physical and chemical properties of native agar extracted from Gracilaria parvispora, and for the measured environmental parameters.

Effect A\ Wilks F DF effect DF error p
Physical and chemical agar properties
Locality 0.024 6.370 12 14 <0.001*
Season 0.053 20.667 6 7 <0.001*
Locality/season interaction 0.040 4.694 12 14 0.003*
Environmental parameters
Locality 0.001 153.77 4 22 <0.001*
Season 0.011 472.847 2 1 <0.001*
Locality/season interaction 0.020 35.7 4 22 <0.001*

DF = Degrees of freedom; F = Proportion of variance; p = Probability values; *significant value (p < 0.05).

28 o B Rainy season
(] Dryseason
24
22
20 2
18
16
14
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10

Agar yield (%)

Ballenato Paredén San Vicente
Locality

Figure 2. Interaction, locality, or season effects on native agar yield obtained
from Gracilaria parvispora collected in three localities in the Tropical Mexican
Pacific, n = 3. The asterisk (*) over the dry season bar indicates the presence
of single seasonal effect, the agar yield was significantly higher for dry season.
Two asterisks (**) indicate the presence of single locality effect, and they are
placed over the bars corresponding to the locality that was significantly different.

The values obtained for gel strength, melting temperature, and hys-
teresis for the study period were 259.2 + 20.1 g cm2, 74.6 + 2.0°C,
and 38.1 + 3.1°C, respectively. The gel strength (367.3 + 14.2 g cm?)
and melting temperature (80.2 = 1.4°C) for Ballenato were significantly
different to those for the other two localities. A significant difference
for hysteresis was found only between Ballenato (44.3 + 2.2°C) and
San Vicente (33.5 + 2.2°C). Gel strength, melting temperature and hys-
teresis of agar gels from the Ballenato sample showed higher values
(Fig. 3 a-c). Regarding the locality/season interaction effect, for Pareddn
during the rainy season, gel strength (267.3 = 20.1 g cm~), melting
temperature (78.5 + 2.0°C) and hysteresis (43.5 = 3.1°C) were sig-
nificantly higher, while for San Vicente during the dry season, melting
temperature (79.7 + 2.0°C) and hysteresis (43.3 + 2.0°C) were also
significantly higher. For Ballenato, no significant difference was detec-
ted between seasons (Fig. 3 a-c).

The gelling temperature did not show significant differences be-
tween seasons and/or localities or interaction effects. For the study pe-
riod, the gelling temperature was 35.6 + 3.9°C; the higher values were
obtained for San Vicente during the rainy season, while the lower values
were obtained for Pareddn during the dry season (Fig. 4).

The 3,6-AG and sulfate content in agar samples obtained in the
study period was 33.5 + 4.5%, and 8.9 = 4.7%, respectively. The 3,6-
AG content was higher in the dry season (36.2 + 0.02%) than in the
rainy season (30.7 = 0.02%) (Fig. 5a), while the sulfate content was
significantly higher in the rainy season (12.69 = 0.21%) than in the dry
season (4.75 = 0.15%) (Fig. 5b).
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Table 2. A posteriori test of physical and chemical properties of native agar extracted from Gracilaria parvispora, and of the measured environmental
parameters.

Source of variation DF SS MS F P
Agar yield
Season 1 20.67 20.67 16.139 0.001*
Locality 2 23.68 11.84 9.247 0.003*
Interaction 2 30.37 15.19 11.858 0.001*
Error 12 15.37 1.28
Gel strength
Season 1 1874 1874 1.549 0.237
Locality 2 109162 54581 45112 0.000*
Interaction 2 44504 22252 18.391 0.000*
Error 12 14519 1210
Melting temperature
Season 1 9 9 0.718 0.413
Locality 2 285.6 142.8 11.360 0.001*
Interaction 2 665.2 332.6 26.460 0.000*
Error 12 150.8 12.6
Gelling temperature
Season 1 8.24 8.24 0.743 0.405
Locality 2 67.28 33.64 3.036 0.086
Interaction 2 47.09 23.54 2125 0.162
Error 12 132.98 11.08
Hysteresis
Season 1 34.51 34.51 1.209 0.293
Locality 2 370.78 185.39 6.495 0.012*
Interaction 2 859.43 429.72 15.055 0.000*
Error 12 342.51 28.54
3,6-AG
Season 1 50.34 50.34 10.914 0.006*
Locality 2 1.32 0.66 0.143 0.868
Interaction 2 22.5 11.28 2.445 0.129
Error 12 55.35 4.61
Sulfates
Season 1 308.62 308.62 49.808 0.000*
Locality 2 34.36 17.178 2.772 0.102
Interaction 2 30.47 15.238 2.459 0.127
Error 12 74.354 6.196
Salinity
Season 1 73.91 73.91 1016.036 0.000*
Locality 2 78.55 39.27 539.926 0.000*
Interaction 2 33.82 16.91 232.472 0.000*
Error 12 0.87 0.07
Surface water temperature
Season 1 0.39 0.39 2.399 0.147
Locality 2 22.80 11.40 70.725 0.000*
Interaction 2 12.99 6.49 40.285 0.000*
Error 12 1.93 0.16

DF = Degrees of freedom; SS = Sum of squares; MS = Mean squares; F = Proportion of variance; p = Probability values; *significant value (p < 0.05).
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Figure 3 a-c. Interaction, locality, or season effects on gel strength (a), melting
temperature (b) and hysteresis (c) of native agar obtained from Gracilaria par-
vispora collected in three localities in the Tropical Mexican Pacific, n = 3. One
asterisk (*) indicates the presence of locality/season interaction effect, the aste-
risk is placed over the bar season corresponding to the highest values obtained
for each locality. Two asterisks (**) indicate the presence of single locality effect,
they are placed over the locality bars that presented significant differences. For
hysteresis, Ballenato and San Vicente samples were significantly different each
other.
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Agar properties were correlated with each other in different ways.
For example, agar yield showed a negative correlation with gel strength
and melting temperature, but a positive correlation with 3,6-AG content.
Moreover, gel strength was positively correlated with melting tempera-
ture and hysteresis. Melting temperature showed a positive correlation
with hysteresis. Finally, hysteresis was negatively correlated with ge-
lling temperature, while sulfate content was negatively correlated with
3,6-AG content (Table 3).

Environmental parameters. Average salinity values were significantly
different (p < 0.05) among the effects given by locality, season, and for
the locality/season interaction (Tables 1 and 2). For the locality effect,
the highest salinity was recorded in San Vicente (39.5 + 0.1), followed
by Paredon (32.5 + 0.1) and Ballenato (30.8 = 0.1), while a seasonal
effect was significant, with higher values during the dry season (38.7 +
0.1) than during the rainy season (34.6 + 0.1) (Fig. 6). The salinity was
significantly (p < 0.05) different for all the localities between seasons.

The surface water temperature was significantly different (p <
0.05) between localities and for the locality/season interaction effects
(Tables 1 and 2). The highest surface water temperature was in Paredon
(32.5 + 0.2°C), followed by Ballenato (30.8 + 0.2°C) and San Vicente
(29.8 = 0.2°C), while significantly different values were obtained for all
the localities between seasons (Fig. 7).

The relation between salinity and surface water temperature with
agar properties showed a negative correlation between gelling tem-
perature and surface water temperature (r = —0.55), and a negative
correlation between sulfate content and salinity (r = —0.49) (Table 3).

FTIR-ATR spectroscopy analysis. The FTIR-ATR spectrum of native
agar samples extracted from G. parvispora (Figs. 8 and 9) showed a
pattern of absorption bands at 1240-1260, 1040, 930, 890, 868, 850
and 820-805 cm~" which correspond to a sulfated polysaccharide agar
type (Matsuhiro, 1996; Pereira et al., 2013).

[ | Rainy season

48 [ ] Dryseason

46

42
40
38
36
34
32
30
28

Gelling temperature (°C)

Ballenato Pareddon San Vicente
Locality

Figure 4. Spatial and seasonal variations in gelling temperature of native agar
obtained from Gracilaria parvispora collected in three localities in the Tropical
Mexican Pacific, n = 3. No significant differences were detected.
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Table 3. Correlations between physical and chemical properties of extracted agar from Gracilaria parvispora, and those versus environmental

parameters.
Agar properties and Y GS  MT GT H  36AG SOC S  SWT
environmental parameters 4
Agar yield: Y - -0.52*  -0.48* 0.06 —-0.42 0.48* -0.10 -0.01 0.00
Gel strength: GS - 0.79* 0.04 0.64* 0.09 -0.31 -0.25 -0.11
Melting temperature: MT - -0.23 0.92* -0.00 -0.37 0.14 0.17
Gelling temperature: GT - -0.59* 0.21 0.27 0.02 -0.51*
Hysteresis: H - -0.09  -042 0.10 0.34
3,6-AG content: 3,6AG - -0.61* 0.21 -0.21
Sulfate content: SO,C - -0.49*  0.07
Salinity: S - -0.10
*Significant correlations (p < 0.05).
DISCUSSION
a) Il Rainy season
This research is the first one about the physical and chemical properties a6 ] Dryseason
of native agar obtained from G. parvispora inhabiting Tropical regions. 44 *
Overall, the agar properties had significant differences among locations 2 .
and seasons. There were no significant correlations between agar pro- 0
perties and environmental parameters, except for the gelling tempera- ~ 138
ture vs surface water temperature, and sulfate content vs salinity (Table g\°, 36
3). The lack of correlations could be associated with the prevalence of 2 34 B
high salinity and temperature values on the sampling periods, where & 32
variations were not biologically significant. o 30
28

According to the environmental characteristics for the region, the
samplings were done at the end of the dry season (April) and in the
middle of the rainy season (August) (rainy season from May to Novem-
ber, and the dry season from December to April, Contreras et al., 1997;
Tapia-Garcia et al., 2011). Thus, the obtained results in this study are
a guide to know how the agar properties are for G. parvispora inhabi-
ting in Tropical Mexican Pacific concerning the seasons and localities;
however, a continuous sampling would support a complete understan-
ding of the seasonal variation of agar properties.

For G. parvispora but inhabiting a Temperate-Tropical region, Ver-
gara-Rodarte et al. (2010) determined seasonal effects on yield, gelling
temperature, gel strength, and melting temperature in native and alka-
li-treated agar. Their described patterns agree with the obtained results
in the present study, except for gelling temperature. Regarding the ob-
tained values for native agar properties, the results by Vergara-Rodarte
et al. (2010) are also similar to those of the present study, except for
agar yield and gel strength that were higher and lower than those we
have obtained, respectively.

In particular, the mean agar yield obtained were 18.5 = 3.1 %, with
arange from 14.8 + 0.01 % for Ballenato in rainy season to 23.7 = 0.01
% for Pareddn in dry season, respectively. This range was near to those
of other invasive species of the Gracilarieae tribe (Gurgel et al., 2018) in
Temperate-Tropical regions, e.9., G. parvispora (15-34.6%) (Arvizu-Hi-
guera et al., 2008; Krueger-Hadfield et al., 2016, as G. vermiculophylla),
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Figure 5 a-b. Interaction, locality, or season effects on 3,6-AG (a) and sulfa-
te content (b) of native agar obtained from Gracilaria parvispora collected in
three localities in the Tropical Mexican Pacific, n = 3. Asterisk (*) indicates the
presence of single season effects, the asterisk is placed over the season bar
corresponding to the highest obtained values for agar properties.
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Figure 6. Interaction, locality, or season effects on salinity from the sampled
locations, and during the rainy (August 2015) and dry seasons (April 2016). One
asterisk (*) indicates the presence of single seasonal effect, and single asterisks
are placed over the de bars season corresponding to the highest values obtained
for salinity. Two asterisks (**) indicate the presence of single locality effect, and
these are placed over the localities bars that presented significant differences
between each other for salinity.

and Agarophyton vermiculophyllum (Ohmi) Gurgel, J. N. Norris et Frede-
ricq (15-33%) (Villanueva et al., 2010b, as G. vermiculophylla). The agar
yield showed seasonal differences, with lower values during the rainy
season, and lower salinity (Figs. 2 and 6). The obtained results agree
with previous studies on other Gracilarieae tribe species in Tropical or
Temperate-Tropical regions, where a low agar yield was obtained in
the rainy season when both, a lower salinity and water temperature
occur. This has been explained as an effect by rainwater leach to the
coast that impacts the physiological performance of the seaweed (e.g.,
ionic balance, cellular exudation) (John & Asare, 1975; Buriyo & Kivaisi,
2003; Orduiia-Rojas et al., 2008). In contrast, high agar yields have
been reported for the rainy season and as the result of the agar deposi-
tion between the cell walls to increase structural support in low-salinity
waters (Bird, 1988; Sornalakshmi, 2017).

Regarding the gel strength of G. parvispora native agar, this was
higher (e.g., Ballenato 367.3 + 14.2 g cm=?) than other reports from
Tropical Gracilarieae tribe species, such as G. cervicornis (Turner) J.
Agardh (< 50 g cm?) (Freile-Pelegrin & Murano, 2005), G. parvispora
(170 g cm?) (Vergara-Rodarte et al., 2010, as G. vermiculophylla), and
Hydropuntia edulis (S. G. Gmelin) Gurgel & Fredericq (78.05-166.66 g
cm) (Lee et al., 2016; as G. edulis). The negative correlation that was
detected between gel strength and agar yield (r = —0.52, Table 3) has
been described for other Gracilarieae tribe species such as Crassiphy-
cus crassissimus (P. Crouan & H. Crouan) Gurgel, J. N. Norris & Frede-
ricq (Freile-Pelegrin & Murano, 2005; as G. crassissima) in a Tropical
region, and G. parvisporain a Temperate-Tropical region (Arvizu-Higue-

Trejo-Méndez M. de J. et al.

[l Rainy season
[] Dry season

wa
w

34 *k
33
32
31
30
29
28
27

*%

*%

Surface water temperature (°C)

Ballenato Paredon San Vicente
Locality

Figure 7. Interaction, locality, or season effects on the surface water tempera-
ture from sampled locations, and during rainy (August 2015) and dry seasons
(April 2016). One asterisk (*) indicates the presence of single seasonal effect, the
asterisk is placed over the bar season corresponding to the highest values obtai-
ned for temperature for each locality. Two asterisks (**) indicate the presence of
single locality effect, and they are placed over the localities bar with significant
differences. All the temperatures were significant different among localities.

ra et al., 2008; Krueger-Hadfield et al. 2016; as G. vermiculophylla).
Interspecific differences also have been reported for gel strength and
attributed to structural differences among agar molecules that define
the gelling properties of agar (substitution patterns, molecular weight,
and distribution) (Oyieke, 1993; Marinho-Soriano et al., 2001; Lee et
al., 2016)

Regarding the gelling temperature of native agar from G. parvispo-
ra, the obtained values were in accordance with standard values (32°C
to 39°C), while hysteresis and melting temperature were lower than the
standard values (hysteresis > 45°C, melting temperature > 85°C) (Mu-
rano, 1995; Armisén & Galatas, 2000). However, the hysteresis obtained
for Ballenato gels was close to the required standards. In general, the
gelling temperature is influenced by the presence of methyl groups on
the agar molecular structure, the melting temperature depends on the
molecular weight (higher molecular weight results in higher melting
temperature), and high hysteresis derives from high agarose content
(Murano, 1995; Armisén & Galatas, 2000).

The mean 3,6-AG content obtained for G. parvispora agar was 33.5
+ 4.5 %, which ranged from 28.6 + 4.4 % to 39.2 + 4.5 %. This ran-
ge agree with those obtained for other Gracilarieae tribe species (from
Temperate to Tropical regions) (25.4-40.3%), including G. tenuistipitata
var. liui Zhang & M. Xia (25.3%) from Temperate-Tropical regions, and
Hydropuntia edulis (as G. edulis) (37.5%) and G. gracilis (Stackhouse)
Steentoft, L. M. Irvine & Farnham (40.3%) from Tropical regions (Rebello
et al., 1997). The sulfate content obtained for G. parvispora in the dry
season (4.75 + 0.15%) falls in the range of values cited for the genus
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Figure 8. FTIR-ATR spectrum of a native agar sample obtained from Gracilaria
parvispora representative of the dry season (Paredon locality).

Gracilaria (< 10%) (Murano, 1995), while the sulfate content obtained
in the rainy season is higher than those values (12.69 + 0.21%). The
negative correlation found between 3,6-AG and sulfate content (r =
—0.52, Table 3) has also been described previously for Gracilarieae tribe
species (Freile-Pelegrin & Robledo, 1997b). Finally, the seasonal varia-
tion of 3,6-AG and sulfate content observed agrees with the values re-

b) W\
| \

Ion

BA

v

1245

| | | | | | |
[ | [ [ | | |

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
ot

133

ported for several Gracilaria species (Murano, 1995; Hung et al., 2000;
Buriyo & Kivaisi, 2003).

For the FTIR-ATR spectroscopy analysis, the spectra show absorp-
tion bands at 3330 cm~" assigned to OH groups, and a weak signal at
2943 cm" assigned to CH, groups. The band at 2896 cm™" is attributed
to CH, groups; the highest intensity of this band with respect to that
for CH, suggests the presence of methyl esters (0-CH,). The signals
observed in the range of 1380-1200 cm~" are related to the vibratio-
nal modes of sulfate groups, mainly the bands around 1245 cm-". This
band is related to the presence of a-L-galactose-6-sulfate, a precursor
of 3,6-AG which gives a strong signal at 930 cm~" corresponding to the
vibrational modes of the C-0-C bridge present in this monomer. Weak
signals observed at 868 cm~' correspond to L-galactose-6-sulfate; the
bands at 850 and 820 cm~" are attributed to vibrations of the sulfate
group of D-galactose-4-sulfate (Figs. 8 and 9) (Praiboon et al., 2006;
Villanueva et al., 2010a; Barros et al., 2013; Guerrero et al., 2014).

In sulfated polysaccharides such as agar, the position of the sul-
fate groups can be determined by the absorption bands in the range
of 800-880 cm~". In the literature, the bands at 845 cm-" and a small
shoulder at 830 cm~" are attributed to vibrations of the 4-0-sulfate and
2-0-sulfate bonds of D-galactose; the signals at 820 and 805 cm~'
are attributed to substitutions in the C6 and C2 carbons of L-galactose
and 3,6-AG, respectively. The presence of sulfates in carbon 4 of L-ga-
lactose is related to gel strength, a parameter of agar quality (Tako,
2015). This signal decreases with alkaline treatment (Fig. 9), and the gel
strength increases; other bands that are affected and that are represen-
tative of the presence of sulfates are those in the range of 1380-1200
cm-', specifically those around 1245 cm-'. When L-galactose-6 sulfate
loses sulfate due to alkaline treatment, this band decreases in intensity;
L-galactose-6 sulfate gives way to 3,6-AG, and the band at 930 cm~’
increases and, with this, the gel strength (Mazumder et al., 2002; Viana
et al., 2004; Heydari et al., 2014).
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Figure 9. Comparative FTIR-ATR spectra of the native agar obtained from Gracilaria parvispora collected in the localities of Paredon (PA), San Vicente (SV) and Ballenato

(BA), in the rainy season (a) and dry season (b).
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The native agar of G. parvispora shows a pattern of substitution of
sulfate groups similar to those obtained from other sources previously
reported (Praiboon et al., 2006). Moreover, it does not show considera-
ble differences between either samples collected in a different area or
at different times.

In conclusion, the properties of native agar from G. parvispora are
similar to those for other Gracilarieae tribe species distributed in Tropi-
cal and Temperate-Tropical regions. The agar yield was relatively low,
but it is in the range previously cited for G. parvispora and for other Gra-
cilaria species. The gel strength of G. parvispora native agar from TMP
is higher than reported for other Gracilarieae tribe species; however,
the gel strength does not comply with the standards required for com-
mercial use. Melting temperature and hysteresis values were low and
close to the characteristic values of agar gels. The gelling temperature
was lower than those established for the genus. The mean values for
3,6-AG and sulfate content are in the range reported for other Gracila-
rieae tribe species. In particular, the best native agar properties of G.
parvispora were found for gels obtained from Ballenato samples and
during the dry season. The gel strength and melting temperature were
close to standard values. Moreover, in order to improve gel properties,
it may be necessary to carry out an alkaline treatment as proposed by
Freile-Pelegrin and Robledo (1997a) and Arvizu-Higuera ef al. (2008).
Finally, a longer sampling period is suggested to follow the continuous
agar variations along the time.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue inferir cudles son los potenciales factores socioeconémicos y pesque-
ros que generan diferencias en las pesquerias de pequefia escala a nivel local, usando como modelo las
comunidades de Chiapas (Benemérito de las Américas-BAM y Frontera Corozal, zona selva) y Tabasco (San
Pedro, Balancan y Tenosique, zona de planicie inundable) en la cuenca del Usumacinta, México. Reconocer la
influencia e interaccion de factores socioecondmicos locales dentro de los modelos pesqueros, permitira una
gestion que considere las particularidades de cada region o comunidad. Los datos fueron obtenidos mediante
encuestas y muestreos pesqueros realizados en 2015 y 2017-2018 y analizados con arboles de inferencia
condicional (AIC). Por la naturaleza socioecoldgica de la pesca, que incluye una gran cantidad de factores, se
utilizaron dos AIC, uno para analizar los aspectos socioeconémicos y otro para analizar aspectos pesqueros.
El AIC socioecondmico, indicd que la variable mas importante de division entre comunidades fue el destino
del producto pesquero, donde BAM queda separado, con la mayoria de las capturas para autoconsumo; la
edad de los pescadores, escolaridad y estado civil también fueron importantes para distinguir las comunida-
des. La precision del AIC socioecondmico fue de 61.0+7.0 % (95% intevalo de confianza). El AIC pesquero
indico igualmente, que BAM fue diferente, obteniendo el mayor promedio de tasa de captura (61.76+95.83
kg/dia de pesca) en 2015, sin distincion de especies. Las capturas estuvieron compuestas por 23 especies
de peces y dos de crustaceos, capturados con siete artes de pesca, la red agallera fue la mas frecuente. Se
resalta la complejidad y diversidad que tiene la pesca de pequefia escala de agua dulce en escalas geografi-
cas locales y la importancia de la aplicacion de métodos de analisis complejos para poder identificar patrones
y diferencias que expliquen el comportamiento de procesos socioeconomicos.

Palabras claves: arbol de inferencia condicional, pesquerias continentales, sistemas socioecoldgicos.

ABSTRACT

The objective of this research was to infer what are the potential socioeconomic and fishery factors that
generate differences in small-scale fisheries at the local level, using as model communities of Chiapas
(Benemérito de las Américas-BAM and Frontera Corozal, jungle area) and Tabasco (San Pedro, Balancan and
Tenosique, floodplain area) in the Usumacinta basin, Mexico. Recognizing the influence and interaction of
local socioeconomic factors within fishery models will allow a management considering the particularities of
each region or community. The data were obtained through fisheries surveys and sampling surveys, carried
outin 2015 and 2017-2018. Data were analyzed with conditional inference trees (AIC). Due to the socio-eco-
logical nature of fisheries, which includes many factors, two AIC were used, one to analyze socio-economic
aspects and the other to analyze fisheries aspects. The socioeconomic AlC indicated that the most important
variable of division between communities was the destination of the fishery product, where BAM is separated,
with most of the catches for self-consumption; the age of the fishermen, schooling and marital status were
also important to separate the communities. The accuracy of the socioeconomic AIC was 61.0+7.0% (95%
confidence). The fishery AIC also indicated that BAM was different, obtaining the highest average catch rate
(61.76+95.83 kg/day of fishing) in 2015, without distinction of species. The catches were composed of 23
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species of fish and two of crustaceans, caught with seven fishing gear,
the gillnet was the most frequent. Our results highlight the complexity
and diversity of small-scale freshwater fisheries on local geographical
scales and the importance of applying complex analysis methods to
identify patterns and differences that explain the behavior of socioeco-
nomic processes.

Keywords: conditional inference tree, inland fisheries, socio-environ-
mental systems.

INTRODUCCION

Los recursos pesqueros son vulnerables a la sobrexplotacion, asi como
a la creciente contaminacion y destruccion de sus habitats (Allison et
al., 2009; Barrientos et al., 2018; Sumaila et al., 2011). Es el caso de
la pesca de pequefia escala, en especial aquellas realizadas en agua
dulce, donde la sobrepesca y su efecto en la biodiversidad suelen pasar
desapercibidos (Arlinghaus et al., 2002; Soria-Barreto et al., 2018). Esto
sucede incluso a pesar de que la actividad pesquera en ambientes dul-
ceacuicolas provee trabajo y alimento para el sustento de millares de
asentamientos humanos que circundan estos cuerpos de agua (Mendo-
za-Carranza et al., 2018a; Soria-Barreto et al., 2018).

Las pesquerias en ambientes de agua dulce se caracterizan por
factores socioecondmicos (e.g. multiples comunidades involucradas,
diferente aprovechamiento de recursos con relacién a usos y costum-
bres, diferentes objetivos de aprovechamiento) y ambientales comple-
jos (e.g. multiples habitats, dificil acceso a las zonas de pesca y recep-
cion de productos pesqueros, multiples puntos de entrega, cadenas de
distribucion y mercadeo diversas), lo que las hace dificiles de evaluar
y monitorear (Smith et al., 2005). Esta complejidad socioecoldgica, di-
ficulta su estudio y a pesar de que en América Latina la pesca de pe-
quefa escala es usualmente ejercida y tiene una alta relevancia social
especialmente para las comunidades de zonas rurales, esta ha sido
poco estudiada (Cetra & Petrere, 2001; Arreguin-Sanchez & Arcos-Hui-
tron, 2011; Barrientos et al., 2018). La aportacion de la pesca de agua
dulce a la seguridad alimentaria se ha ignorado en gran medida y las
prioridades de investigacion, subsidios e inversion se destinan a otros
sectores como a la agricultura, la ganaderia y la acuacultura de espe-
cies exoticas (Béné & Friend, 2011).

Las pesquerias de pequefia escala de agua dulce son consideradas
como sistemas socioecoldgicos (Basurto et al., 2013), donde existen
problemas de sistemas adaptativos, ademas de aspectos conductua-
les complicados e impredecibles y las causas, aunque a veces sim-
ples, son dificiles de describir y predecir (Martin & Pope, 2011). Todos
estos factores, son de entorno no lineal en tiempo y espacio, y tie-
nen un caracter muy cambiante, lo cual hace dificil analizar y prede-
cir sus patrones (Smith & Basurto, 2019). El entorno socioecoldgico
y las complejas relaciones entre las diversos componentes (sociales,
pesqueros y ambientales) que integran la pesca de pequefia escala,
plantea desafios en cuanto al manejo, analisis e interpretacion de da-
tos se refiere. Herramientas estadisticas intensivas como la estadistica
multivariada, redes neuronales y los arboles de inferencia condicional,
pueden ayudar a comprender el funcionamiento de estos sistemas (e.g.
Mendoza-Carranza et al., 2018b; Mendoza-Carranza et al., 2013).

El rio Usumacinta el mas caudaloso de México, posee la mayor
riqueza de especies endémicas de peces en la region sur de México
(Elias et al., 2020; Mendoza-Carranza et al., 2018a; Rodiles-Hernan-
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dez et al., 2018; Soria-Barreto et al., 2018). La cuenca del Usumacinta
desemboca en el Golfo de México, y sustenta a una gran diversidad
de habitats dulceacuicolas y estuarinos (Instituto Nacional de Ecologia,
2000) donde la pesca es una de las principales actividades economi-
cas (Inda-Diaz et al., 2009; Mendoza-Carranza et al., 2013). Como en
otros territorios continentales y marino-costeros de México, la pesca
de pequefia escala provee la mayor parte de la produccion pesquera
y es una fuente de alimento directa para las poblaciones locales, por
lo que esta actividad tiene una alta importancia socioecondmica (Arre-
guin-Sanchez & Arcos-Huitron, 2011; Smith et al., 2005).

Estudios previos describen que la pesca varia a lo largo de la
cuenca baja del Usumacinta (Mendoza-Carranza et al., 2013), pero
esta variacion en los patrones de pesca no ha sido relacionada con
la dimension socioeconomica, por lo que el conocimiento de la posi-
ble influencia que estos factores tienen sobre la pesca es limitado. Por
la amplitud de areas por las cuales atraviesa el rio Usumacinta, sus
recursos pesqueros son sometidos a diversas formas de explotacion
(Inda-Diaz et al., 2009; Mendoza-Carranza et al., 2013). Los patrones
de explotacion de estos recursos pueden variar en funcion del habitat
y a factores socioeconémicos y culturales de las comunidades por las
que el rio Usumacinta atraviesa (e.g. Lynch et al., 2017; Puc-Alcocer et
al., 2019). Estas condiciones hacen que esta zona sea un buen modelo
para analizar como diversos factores socioecologicos estan relaciona-
dos con los patrones de pesca en escalas geograficas locales, especial-
mente a nivel de comunidades.

Dentro del contexto de la explotacion y manejo de recursos pes-
queros, reconocer e integrar la influencia e interaccion de factores so-
cioecondmicos locales dentro de los modelos pesqueros, permitira una
gestion detallada que considere las particularidades socioecologicas
que tiene cada region o comunidad. El objetivo de este trabajo es in-
ferir cuales son los principales factores socioecondmicos y pesqueros
que explican las similitudes y diferencias en las pesquerias de pequefia
escala de agua dulce en escalas geogréficas locales, tomando como
modelo cuatro comunidades asociadas al rio Usumacinta, México.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La cuenca del rio Usumacinta tiene un area de
73,195.22 km? compartida entre México (42%) y Guatemala (58%),
comienza en la zona alta de la serrania de los Cuchumatanes en Gua-
temala y desemboca en el Golfo de México. El rio Usumacinta tiene una
longitud total de 560 km, con precipitacion promedio anual de 2,700
mm en la zona costera y hasta 4,000 mm en la sierra, su caudal prome-
dio es de 1,700 m?® por segundo (Nooren et al., 2017; Yafiez-Arancibia
etal., 2009). Debido a su gran extension, en este estudio, la cuenca del
Usumacinta fue dividida en dos zonas dentro del territorio mexicano:
Chiapas y Tabasco denominadas arbitrariamente como selva y planicie
costera (Mendoza-Carranza et al., 2018b; Soria-Barreto et al., 2018).

En Chiapas predomina la selva tropical media y alta, donde el princi-
pal tributario de la cuenca del Usumacinta es el rio Lacanttn. Este afluen-
te recorre areas protegidas como la Reserva de la Biosfera Lacantin,
Reserva de la Biosfera de Montes Azules y el monumento natural Yax-
chilan. Las localidades incluidas fueron: Benemérito de las Américas y
Frontera Corozal en el municipio de Ocosingo, ambas comunidades se
encuentran mas de 400 km de la capital del estado de Chiapas por via
terrestre (Fig. 1). En Tabasco el ambiente se caracteriza por la presencia
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de lagunas asociadas a la planicie de inundacion del rio Usumacinta y rio
San Pedro en Balancan, Tabasco, donde predomina los pastizales (Palma
etal., 2007). En esta area se incluyeron dos sitios de muestreo, uno en el
municipio de Balancan, en la cooperativa llamada “Pescadores riberefios
del rio San Pedro” y el otro en el municipio y cuidad de Tenosique, en la
cooperativa “Tenosique el grande” que opera sobre el rio Usumacinta; es-
tas comunidades se encuentran aproximadamente a 200 km de la capital
del estado de Tabasco por via terrestre (Fig. 1). Ademas de los contrastes
ambientales entre las regiones donde se encuentran ubicados los sitios
de muestreo, estas localidades fueron elegidas por ser comunidades ubi-
cadas en las margenes del rio Usumacinta, donde la pesca representa
una de las principales actividades.

Recolecta de datos. La informacion utilizada en este estudio se
obtuvo de las bases de datos generadas en dos proyectos para las
cuatro comunidades seleccionadas, el primero financiado por la Co-
mision Federal de Electricidad (CFE) “La pesca en la cuenca del Rio
Usumacinta” (2015), y el segundo financiado por el Fomento Regional
para el Desarrollo Cientifico, Tecnoldgico y de Innovacion (FORDECYT,
2017-2018) “Cambio global y sustentabilidad en la cuenca del rio Usu-
macinta y zona marina de influencia. Bases para la adaptacion al cam-
bio climético desde la ciencia y la gestion del territorio”.

Los datos recolectados en cada proyecto fueron por medio de en-
cuestas dirigidas a presidentes de cooperativas y pescadores, con el
fin de obtener informacion socioeconémica y pesquera sobre las condi-
ciones en las que se realiza |la pesca en la cuenca. Estas encuestas se

|
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aplicaron una sola vez durante los primeros tres meses de la ejecucion
de cada proyecto (2015, 2017 y 2018). Fueron realizadas 59 encuestas
en Chiapas (9 en 2015y 50 en 2017-18) y 94 en Tabasco (31 en 2015
y 63 en 2017-18). Los datos obtenidos fueron: edad, estado civil, es-
colaridad, destino de las capturas (venta o autoconsumo), nimero de
dependientes econdmicos y tiempo viviendo en la comunidad. Adicio-
nalmente al instrumento ya mencionado (entrevistas), también fueron
realizadas entrevistas no estructuradas a pescadores, asi como obser-
vaciones de campo (participante), que fueron incorporadas en bitacora
(Diaz-Bravo et al., 2013; Bonilla & Rodriguez, 2005). La informacion
obtenida a partir de esta metodologia no fue relatada en resultados,
desde que el enfoque de este trabajo es de indole cuantitativo. Sin em-
bargo, algunas de estas observaciones son discutidas.

Para la recolecta de datos de la actividad pesquera como infraes-
tructura para conservacion y manejo de productos pesqueros, tipo de
embarcacion, artes de pesca, composicion de especies capturadas y
peso de la captura en kilogramos y estructura de tallas (longitud total
en cm), se capacitaron a pescadores de cada comunidad para el llena-
do de formatos pesqueros (tipo de embarcacion, artes de pesca, tiempo
de pesca, especies capturadas) y para la toma de datos biométricos
de crustaceos y peces (Longitud total en cm - LT) (Mendoza-Carranza
et al., 2018a). Se registraron 94 eventos de pesca en Tabasco y 160
en Chiapas durante 2015 y 84 eventos de pesca en Tabasco y 126
en Chiapas durante 2017-18. La recolecta de datos fue irregular a lo
largo del periodo de muestreo. Sin embargo, fueron cubiertos todos los
meses que abarcaron los periodos anuales.

1
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D Cuenca Usumacinta

Figura 1 Cuenca del Rio Usumacinta, México, Zona de muestreo: Frontera Corozal (FRO), Beneméritos de las Américas (BAM), Tenosique (TEN) y San Pedro Balancan (SPB)
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Analisis estadisticos. Con el fin de determinar diferencias entre las
frecuencias del estado civil de los pescadores, edad, grado académico
y dependientes econdmicos entre las localidades estudiadas (Benemé-
rito de las Américas (BAM), Frontera Corozal (FRO), San Pedro Balancan
(SPB) y Tenosique (TEN)) se utilizd un anélisis de Chi cuadrada (Zar,
2010). Asi mismo, también se realizaron analisis de Chi cuadrada para
detectar diferencias significativas en el uso de artes de artes de pesca
entre localidades. Para determinar las diferencias en la tasa y talla de
captura de las especies entre las comunidades, se utiliz el analisis no
paramétrico de varianza de Kruskal-Wallis, debido a la falta de nor-
malidad y homocedasticidad en los datos (Sokal & Rohlf, 1995). Se
realizaron tablas comparativas de la tasa y talla de captura para poder
distinguir e identificar similitudes y diferencias entre las comunidades
muestreadas. Asimismo, se realizd un listado de artes de pesca que se
utilizan para las capturas de peces y crustaceos en cada comunidad.

Con el objetivo de identificar el grado de importancia de las va-
riables elegidas en el estudio y detectar posibles diferencias entre
las comunidades muestreadas, se realizaron arboles de inferencia
condicional (AIC) con el paquete partykit del programa R (Hothorn et al.,
2010). EI AIC socioecondmico, se aplicd con el objetivo de saber qué va-
riables socioecondmicas pueden distinguir y caracterizar a las diversas
comunidades de pescadores muestreadas. Los factores para el andlisis
fueron: el afio (2015, 2017 y 2018), la edad de los pescadores, estado
civil, nimero de dependientes, tiempo radicando en la comunidad y el
destino de la captura (autoconsumo o venta).

Argueta-Hernandez C. et al.

Para el AIC pesquero, se escogieron las variables que pudieran influir
sobre la tasa de captura (kg/dia especie) (Mendoza-Carranza et al.,
2018b; Tsehaye et al., 2007; Winker et al., 2013). Los factores para el
analisis fueron: afio (2015, 2017 y 2018), estaciones del afio (lluvias y
secas) localidad, infraestructura asociada a la pesca, especies, artes
de pesca. El AIC identifica los mejores predictores para las variables
respuesta con divisiones significativas (p < 0.05), por lo que las varia-
bles no significativas son descartadas por el mismo. Este andlisis se
basa en una prueba de significancia basada en permutaciones para
seleccionar factores que influyen sobre cierta variable. Tanto factores
como variables respuesta pueden ser todo tipo, incluidas variables de
respuesta nominales, ordinales, numéricas y multivariadas, por lo cual
es ideal en situaciones donde los datos son de naturaleza mudiltiple o
escasos (Hothorn et al., 2006).

RESULTADOS

Componente socioecondémico. Respecto al perfil demografico de los
pescadores encuestados, en Chiapas el 62.71 % fueron pescadores jo-
venes que estuvieron con edad entre los 21-40 afios. Por el contrario, en
Tabasco con 42.55% los pescadores fueron mayores de 41 afios (Tabla
1). A pesar de esto, la distribucion de edades en las comunidades fue
homogénea (X>= 1.80 p > 0.05). Respecto al estado civil, mas del 80%
de los pescadores encuestados en todas las localidades estan casados o
en union libre (Tabla 1). La prueba de X? indic6 una relacion significativa
entre el tipo de estado civil y las comunidades (X?=60.02, p < 0.001).

Tabla 1. Proporcion (%) de pescadores con respecto a grupos de edad, escolaridad, estado civil y dependientes econémicos. Benemérito de las
Américas (BAM), Frontera Corozal (FRO), San Pedro Balancan (SPB) y Tenosique (TEN), (n) nimero de encuestados.

Caracteristicas

(personas) TEN (56) SPB (38) FRO (22) BAM (38) Tabasco (94) Chiapas (60)
Edad del pescador
Menor de 20 afios 3.57 2.63 4.55 5.41 3.19 5.09
Entre 21 y 40 afios 25.00 52.63 95.45 43.24 36.17 62.71
Entre 41y 50 afios 17.86 18.42 24.32 18.09 15.25
Mayor de 51 afios 53.57 26.32 27.03 42.55 16.95
Estado civil del pescador
Soltero 16.07 7.89 9.09 10.71 12.77 10.00
Casado/Unién libre 82.14 81.58 90.91 85.71 81.91 88.00
Viudo 1.79 5.26 0 3.19 0
Divorciado 0 5.26 3.57 213 2.00
Nivel educativo del pescador
Sin estudios 12.73 7.89 0 25.00 10.75 14.00
Primaria 56.36 57.89 50.00 46.43 56.99 48.00
Secundaria 23.64 21.05 27.27 25.00 22.58 26.00
Preparatoria 3.63 13.16 18.18 3.57 7.53 10.00
Universidad 3.64 0 4.55 0 215 2.00
Dependientes econémicos
Menor de 2 46.43 28.95 43.75 44.44 39.36 4419
Entre 3y 6 48.21 68.42 56.25 55.56 56.38 55.81
Mas de 7 5.36 2.63 0 0 4.26 0
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Respecto al grado de estudio, el nivel basico fue el mas comun en
todas las comunidades. La primaria alcanzo 56.99 % en Tabasco y 48.00
% en Chiapas de los pescadores entrevistados, seguida de la educacion
secundaria con 22.58 % en Tabasco y 26.06 % en Chiapas; el 10.75 %
y 14.00 % de los pescadores no tuvieron estudios en Tabasco y Chiapas
respectivamente. La distribucion del grado de estudios y las localidades
de residencia estuvieron relacionados (X*=19.60, p = 0.07).

El 76.0 % de los encuestados cuenta con casa propia, y el nimero
de dependientes econdmicos reportados por los pescadores en ambas
localidades estuvieron en un rango de 3 a 6 personas, en Tabasco con
el 56.38 % y en Chiapas con el 55.81 % (Tabla 1. La prueba e X? indicd
una relacion significativa entre el nimero de dependientes y las comu-
nidades (X?=97.81, p < 0.05).
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La precision de salida del AIC para discriminar los diversos elemen-
tos (pescadores/localidad), de acuerdo con sus caracteristicas socioe-
condmicas fue de 61.0+7.0% IC (intervalo de confianza al 95%). La
matriz de confusion indico que, del total de pescadores de Benemérito
de las Américas, el arbol clasificd correctamente el 81%, en Frontera
Corozal el 100% fue clasificado correctamente y el 55% en Tenosique.
San Pedro Balancan presentd el mayor porcentaje de clasificados erro-
neamente con el 82 % (Tabla 2).

Tabla 2. Matriz de confusion de la funcion del arbol de inferencia condi-
cional basada en atributos sociales obtenidos de las diferentes comu-
nidades Tenosique (TEN), San Pedro Balancan (SPB), Benemérito de las
Américas (BAM) y Frontera Corozal (FRO).

Arbol de inferencia condicional. El destino de la captura (venta-au- Valores
toconsumo) fue la variable SOC|oecopom|ca de division mas importante TEN BAM FRO SPB
entre los pescadores de las comunidades muestreadas (nodo 1, p <
0.001); indicando que en Benemérito de las Américas (BAM) la ma- TEN 36 2 0 14
yor parte de las capturas son destinadas al autoconsumo (Fig. 2). Los Prediccion BAM 14 39 0 3
siguientes nodos que separan a los pescadores de las comunidades FRO 13 3 22 14
analizadas fueron: edad (Edad, p < 0.001), estado civil (Civil, p < 0.028) SPB 3 4 0 7
y escolaridad (Escol, p < 0.023), donde los solteros y casados que co- N
mercializan las capturas se localizan en su mayoria en Frontera Corozal ~ Valores positivos (%) 55 81 100 18
(FRO, nodo 5), mientras que, los que estan en union libre en su mayoria Valores negativos (%) 45 19 0 82
se localizan en San Pedro Balancan (SPB, nodo 6).
L
Venta
P <0.001
VENTA
AUTOCONSUMO
3
Edad
/ P <0.001 \
/s 40 > 40\
4 7
Civil Escol
P <0.028 P<0.023
C S/\U Ne Pr Se
Nodo 2 (n=25) Nodo 5 (n=52) Nodo 6 (n=14) Nodo 8 (n=11) Nodo 9 (n=52)
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Figura 2. Arbol de inferencia condicional de las principales variables sociales y que influyen en las comunidades estudiadas de la cuenca del Usumacinta, México.
Benemérito de las Américas (BAM), Frontera Corozal (FRO), San Pedro Balancan (SPB) y Tenosique (TEN)
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Componente pesquero. Una diferencia fundamental entre los puntos
de recepcion de Chiapas y Tabasco es que, en el primer caso, no exis-
te infraestructura consolidada para la conservacion y manejo de pro-
ductos pesqueros, caso contrario ocurre en Tabasco donde en ambos
puntos de muestreo existe una infraestructura basica para conserva-
cion (hielo) y manejo de productos pesqueros. Con respecto al tipo de
embarcacion, todas las comunidades utilizan solamente dos tipos: los
cayucos, en su mayoria fabricados de fibra de vidrio, con medidas entre
6y 9 m de eslora, y las lanchas de fibra de vidrio con »7 m de eslora.
En las cuatro comunidades se contabilizaron siete diferentes tipos de
artes de pesca, y el mas utilizado en todas las localidades fue la red
agallera, en Tabasco con el 85.0% y 82.0% en Chiapas. La comunidad
que presenté mayor diversidad de artes de pesca fue Frontera Corozal,
con seis artes de pesca. El analisis de X2 indico que existe una relacion
significativa entre las comunidades y el uso de arte de pesca (X>=
195.47, p < 0.001, Fig. 3).

En total se explotan dos especies de crustaceos: la acamaya (Ma-
crobrachium acanthurus, Wiegmann, 1836) y la pigua (M. carcinus,
Linnaeus, 1758) y 23 especies de peces (Tabla 3). Las dos especies
de peces con mayor tasa de captura fueron la carpa herbivora (Cte-
nopharyngodon idella, Valenciennes, 1844) (44+96.2 kg/dia de pesca)
y la carpa comun (Cyprinus carpio, Linnaeus, 1758) (26+25.5 kg/dia
de pesca) ambas especies introducidas (Tabla 3). La mojarra castarrica
(Mayaheros urophthalmus, Ginther, 1862) fue la especie con menor

Z m
L o
= »
Anzuelo 4 4
Atarraya 9 0

Red Agallera
Arpon 5 0
Chinchorro 4 0
Fisga 0 0
Palangre 1 0
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tasa de captura (0.2+0.1 kg/dia de pesca); las demas especies no al-
canzaron la decena de kg/dia de pesca (Tabla 3).

Respecto a las tallas de los organismos capturados, las especies
con mayor talla promedio de captura fueron: el robalo blanco (Centro-
pomus undecimalis, Bloch, 1792) con 89+18 cm LT y el robalo prieto (C.
poeyi Chavez, 1961) con 74+11 c¢m LT. Las menores tallas registradas
fueron: la mojarra blanca Eugerres mexicanus (Steindachner, 1863) y
la mojarra castarrica (M. urophthalmus) con 22+1 c¢m LT para ambas
especies (Tabla 4).

La mayoria de las especies reportadas, fueron capturadas en los
cuatro sitios de muestreo. Sin embargo, M. acanturus, el bagre boca
chica (Ariopsis felis (Linnaeus, 1766)), el pejelagarto (Afractosteus tro-
picus Gill, 1863), C. poeyi, C. carpio, la mojarra blanca (E. mexicanus)
y la castarica M. urophthalmus, solo se pescaron en Tabasco, en tan-
to que el macabil (Brycon guatemalensis Regan, 1908), la mojarra
pozolera (Maskaeros argenteus (Allgayer, 1991)), el sabalo (Megalops
atlanticus Valenciennes, 1847), la lisa (Mugil cephalus Linnaeus, 1758)
y el bagre lacandén (Potamarius nelsoni (Evermann & Goldsborough,
1902)) solo en Chiapas (Tabla 4).

En las localidades muestreadas los organismos capturados con
mas de cinco diferentes artes de pesca fueron el topuche (Aplodinotus
grunniens Rafinesque, 1819), B. guatemalensis 'y C. undecimalis. Por
otra parte, los organismos capturados con solo un arte de pesca fueron
M. acanthurus, M. atlanticusy M. cephalus (Tabla 5).

e 3 & 2
[T om & O
22 2 4 6
26 1 5 7

7 0 3 2

6 0 2 1
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Figura 3. Porcentaje de uso de artes de pesca en las comunidades de la cuenca del Usumacinta, México. Benemérito de las Américas (BAM), Frontera Corozal (FRO),

San Pedro Balancan (SPB) y Tenosique (TEN)
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Tabla 3. Tasa de captura de especies de crustaceos y peces en kg/dia de pesca (media=desviacion estandar) en las comunidades muestreadas,
Tenosique (TEN), San Pedro Balancan (SPB), Benemérito de las Américas (BAM) y Frontera Corozal (FRO). Letras distintas (TN= Tenosique BL=-
Balancan BA=Benemérito de las Américas y FC= Frontera corozal) sobre cada una de las determinaciones indican diferencia estadisticamente
significativa entre las medias (0=0.05).

Nombre cientifico Tasa de captura (kg)
Nombre comiin

TEN SPB BAM FRO Tabasco  Chiapas
CRUSTACEA
%a;cgbrach/um acanthurus (Wiegmann, Acamaya 06:0.4 03 06+0.4 03
Macrobrachium carcinus (Linnaeus, Pigua 0603 5 6+6.3 0603 56463
1758)
ACTINOPTERYGII
Aplodinotus grunniens Rafinesque, 1819 Topuche 1.5+2.4% 0.9+0.8% 9.5+10.48-™ 1.3+2 9.5+10.4
Cathorops aguadulce (Meek, 1904) Curuco 7.6+2.1% 1.6x2™ 7.6+2.1 1.6+2
Atractosteus tropicus Gill, 1863 Pejelagarto 3.7+4.2 3.4£2.7 3.5+3.3
Brycon guatemalensis Regan, 1908 Macabil 0.8+0.3% 20.8+13.2/¢™ 2+184 0.8+0.3 15+14
Centropomus poeyi Chavez, 1961 Robalo prieto 2.0+4.2 2+4.20
Centropomus undecimalis (Bloch, 1792)  Robalo 5.2+5.8% 4.1+5% 2.5+3.18LM 46+5.3 2.5+3.1
Cincelichthys pearsei (Hubbs, 1936) Zacatera 0.7+3.278  0.5+0.2™ 1+1qA™ 0.7+2.9 1+1.1
féi’;‘;p”ar yngodon idelia (Valenciennes, .- herbivora™  8.5+16.6 6141105  37+12  85+166 444062
Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 Carpa comun** 16.7 26+25.5 16.7 26+25.5
fggg’ 6s mexicanus (Steindachner, Mojarrablanca  3.8+3.9 0.8+0.6 0.4 38+39  06+05
Gobiomorus dormitor Lacepéde, 1800 Guabina 0.7+0.6 0.8+0.5 5.4+6.6 0.9+0.4 0.8+0.5 1.9+3.1
Ictalurus meridionalis (Glinther, 1864) Bobo liso 2.8+4.98C  15+15BMC 4 3+483FCBLTN  98+83BAME  25+43 4.6+8.4
Ictiobus meridionalis (Glinther, 1868) Pejepuerco 3.6+3 3.2+1 1.7+1.6 3.6+3 3.1+1
Maskaheros argenteus (Allgayer, 1991)  Pozolera 0.5+0.2 0.5+0.2
Mayaheros urophthalmus (Ginther, Castarrica 02:003  0.2:0.1 0.2+0.1
1862)
Megalops atlanticus Valenciennes, 1847  Sabalo 4+1.6 2.0 4+1.6 2
Mugil cephalus .
Linnaeus, 1758 Lisa 0.7 0.7
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)  Tilapia** 5.6+8.28 2.3+2.18%  1.6+6.28-™ 3.1+2.8 3.9+6.2 1.6+6.1
Vieja melanurus (Hubbs, 1936) Paleta 8+2 8+2
1P gg‘;’” omis managuensis (Gnther, - py o 02:002¢  05:05  03:003  15¢13"  03:0.3 1212
Petenia splendida Giinther, 1862 Tenhuayaca 47+6.9 1.3+1.2 0.6+0.5 3.3£5.6 0.6+0.5
Potamarius nelsoni (Evermann & )
Goldsborough, 1902) Cabeza de Fierro 4+2.6 4+2.6
Vigja bifasciata (Steindachner, 1864) Colorada 4.9+8.6 0.3+0.2 0.3 1.4+1.8% 1.6+4.7 1.3+1.7

** gspecie introducida
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Tabla 4. Longitud total promedio+desviacion estandar en centimetros y (n) niamero de individuos capturados en Tenosique (TEN), San Pedro Balan-
can (SPB), Benemérito de las Américas (BAM) y Frontera Corozal (FRO). Letras distintas (TN= Tenosique BL=Balancan BA=Benemérito de las Amé-
ricas y FC= Frontera corozal) sobre cada una de las determinaciones indican diferencia estadisticamente significativa entre las medias (0=0.05).

Talla de captura (cm)

Nombre cientifico Nombre comiin -
TEN SPB BAM FRO Tabasco Chiapas
CRUSTACEA
%ast,‘é;)brach/um acanthurus (Wiegmann, Acamaya 264 (6) 28 (1) 264 (6) 2 (1)
Macrobrachium carcinus (Linnaeus, Pigua 24+5 (19) 24+5 (19)
1758)
ACTINOPTERYGll
fg%d’"”t"s grunniens Rafinesque, ¢ cne 31+3(85) % 32+2(111)™ o7(1)  32:3196)  27+1(1)
Cathorops aguadulce (Meek, 1904) Curuco 61+16 (5) 61+16 (5)
Atractosteus tropicus Gill, 1863 Pejelagarto 54+9(10) 54+10(72) 54+10 (82)
Brycon guatemalensis Regan, 1908 Macabil 42+16 (99) 400 (4) 42+16 (103)
Centropomus poeyi Chavez, 1961 Robalo prieto 74+11(9) 74+11(9)
Centropomus undecimalis (Bloch, 1792) Robalo blanco ~ 57+19 (124) 8-8 6811: T£269) 89:1? T£209) 6416 (393) 89+18 (209)
Cincelichthys pearsei (Hubbs, 1936 Zacatera 24+3 (10) 24+2 (18) 8- 27+2 (44)  29+6 (48)PABL™ 2442 (28)  28+4 (92)
%i’;"p”a’ yngodon idella (Valenciennes, o, herbivora™  54+10 81) 67:9(32)  54+10(81) 679 (32)
Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 Carpa comUn** 50+6(8) 50+6(8)
Eugerres mexicanus (Steindachner, Mojarra blanca 2041 (33) 22:1(33)
1863)
Gobiomorus dormitor Lacepede, 1800  Guabina 368 (5) 453 (7) 40 (1) 417 (12) 40 (1)
Ictalurus meridionalis (Glnther, 1864)  Bobo liso 48+16 (142) B-B* 40+10 (76) ™ 37i1§' ”(1239) 79+1(2) % 45+14(218) 38+13 (241)
. R, . " 76+13 (248) o

Ictiobus meridionalis (Glinther, 1868)  Pejepuerco 527 (9) Fo 33+4(2) 52+7(9) 75x14(250)
Maskaheros argenteus (Allgayer, 1991) Pozolera 277 (1007 29+1 (8) ® 28+6 (18)
Mayaheros urophthalmus (Giinther, Castarrica 221 () 2041 (4
1862)
Megalops atlanticus Valenciennes, 1847 Sabalo 47+5 (4) 475 (4)
Mugil cephalus

Lisa 665 (5) 665 (5)
Linnaeus, 1758

306 (293) B

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) Tilapia** 0 BL 27+3(933)™ 27+7 (778)™  24+4 (8)™ 2845 (1226) 27+7 (786)

Parachromis managuensis (Glinther,

1867) Pinta** 28+4 (14) 3242 (3) 29+1 (4) 28+4 (14)  30+2(7)
Petenia splendida Giinther, 1862 Tenhuayaca 29+10 (96) B 34+6 (78) ™54 28+4 (105) B 34+5 (4) 319 (174)  28+4 (109)
Potamarius nelsoni (Evermann & Cabeza de

Goldsborough, 1902) Fierro 23+6(3) 23+6(03)
Vigja bifasciata (Steindachner, 1864)  Colorada 211 (11) 8L 2543 (14) ™ 28+6 (11)™  23+3(25) 286 (11)

** especie introducida
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Tabla 5. Lista de peces y crustaceos capturados por las diferentes artes de pesca de la cuenca del Usumacinta, México.

Nombre comiin Arte de pesca

Anzuelo Arpon Atarraya Chinchorro Fisga Palangre = Red Agallera
Acamaya X
Pigua X X X
Topuche X X X X X
Curuco X X X X
pejelagarto X X
Macabil X X X X X
Robalo prieto X X
Robalo X X X X X
Zacatera X X X X X
Carpa herbivora X X X X X X
Mojarra blanca X X
Guabina X X X X
Bobo liso X X X X X X
Pejepuerco X X X X
Pozolera X X
Castarrica X X
Sabalo X
Lisa X
Tilapia X X X X X X
Pinta X X X
Tenhuayaca X X X X X
Cabeza de Fierro X X
Colorada X X X X

Arbol de inferencia condicional. La principal divisién que explica el
comportamiento de la tasa de captura fue la localidad (Local, nodo 1,
p < 0.001) que separa a Benemérito de las Américas de las demas
comunidades (Fig. 4). En esta localidad se observé una subdivision
(nodo 2, p < 0.01), donde el afio 2015, sin distincion de especies, se
asocio al mayor promedio de tasa de captura (61.76+95.83 kg/dia de
pesca). Posteriormente, los afios 2017 y 2018 se dividieron en valores
mas bajos de tasa de captura especialmente por especies, donde /cta-
lurus meridionalis (Giinther, 1864) (B) y Gobiomorus dormitor Lacepéde,
1800 (I) alcanzaron los valores promedio mas altos (9.84+8.44 kg/dia
de pesca, nodo 12). Finalmente, Frontera Corozal y San Pedro Balancan
no presentaron diferencias en sus tasas de captura (4.92+7.09 kg/dia
de pesca), mientras que en Tenosique se observd una tasa de captura
del 9.51+13.15 kg/dia de pesca (nodo 15, Fig. 4).

DISCUSION

Componente socioecondmico. Los enfoques para las politicas y el
manejo pesquero de la pesca continental se basan en elementos pro-
venientes de la pesca marina, por lo tanto, son limitados en su alcance
integral (Nguyen et al., 2016). Rara vez se utilizan enfoques holisticos
que tomen en cuenta la interaccién que existe entre los seres humanos
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y los recursos pesqueros (e.g. Jentoft & Chuenpagdee, 2015; Said &
Chuenpagdee, 2019; Zeller et al., 2006). Debido al tipo de problemas
que se presentan en las pesquerias de pequefia escala, es de gran im-
portancia tratar de incluir los factores socioecondmicos y ambientales,
ya que con ellos se puede tener un mejor entendimiento de esta activi-
dad, la cual es considerada como un sistema socioecoldgico integrado,
adaptativo y complejo (Andrew et al., 2007; Basurto et al., 2013).

El estudio de la pesca continental de pequefia escala suele ser
complicado, debido a que los factores que la integran (socioecondmi-
€0s, pesqueros y ambientales) interactuan en forma dinamica produ-
ciéndose una alta diversidad de respuestas (Caddy & Seijo, 2005; Salas
et al., 2004). Debido al caracter descriptivo de la mayoria de los estu-
dios sociales en la pesca, se favorece una desvinculacion entre estos
factores y los procesos propiamente pesqueros, lo que se traduce en
una pérdida de informacion que podrian proveer en su conjunto (Hil-
born, 2007). Por lo anterior, en este trabajo se aplicé una metodologia
que organiza y relaciona algunos de los factores socioecondémicos mas
importantes, de acuerdo con su relevancia para encontrar descriptores
que indiquen diferencias en la estructura socioeconémica de las cuatro
comunidades y que a simple vista parecen ser muy semejantes (Arlin-
ghaus et al., 2002; Béné, 2006).
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Figura 4. Arbol de inferencia condicional de tasa de captura de las comunidades estudiadas de la cuenca del Usumacinta, México. Los nodos en forma de graficos
de beanplot estan a una escala de 1-200 kg a excepcion del nodo tres donde hubo mayor cantidad de captura y fue necesario poner una escala mayor de 1-500
kg. Benemérito de las Américas (BAM), Frontera Corozal (FRO), San Pedro Balancan (SPB) y Tenosique (TEN). (A) Ctenopharyngodon idella, (B) Ictalurus meridionalis
(G) Vigja bifasciata, (I) Gobiomorus dormitor (J) Mugil cephalus, (L) Eugerres mexicanus, (N) Ictiobus meridionalis, (P) Parachromis managuensis, (R) Centropomus

undecimalis, (V) Oreochromis niloticus.

Se observo que Benemérito de las Américas es diferente a las
demas localidades, debido a que sus productos pesqueros son poco
comercializados y los utilizan mayormente para el autoconsumo. Esto
coincide con lo reportado por Inda-Diaz et al. (2009) donde encon-
traron que en comunidades de Chiapas las capturas son destinadas
para subsistencia y venta local. Otros factores para tomar en cuenta
y que ayudarian a explicar estas diferencias son: la falta de servicios
relacionados con energia eléctrica y en especial infraestructura para el
manejo, conservacion y transporte de las especies capturadas en las
comunidades de Chiapas y que en su conjunto limitan la comercializa-
cion de cualquier tipo de productos, lo cual genera el autoconsumo y
apoya el comercio local (Inteligencia Publica & EDF de México, 2019).
Siendo este ultimo factor coincidente con la localidad, figurando como
un factor diferencial en el AIC socioeconémico (venta).

Un factor cultural que influye en que la pesca sea principalmente
para autoconsumo en las comunidades de Chiapas es la existencia de
la caceria como medio para obtener proteinas de alta calidad (Gar-
cia-Alaniz et al., 2010; Rodas-Trejo et al., 2014). Segun las personas
entrevistadas, con la disminucion de las presas de caza, la pesca se
constituyo una fuente de proteinas de alta calidad con un acceso me-
nos limitado y que de cierta forma se mantiene ligado a un componente

cultural de uso de recursos (Arce-Ibarra & Charles, 2008; Brashares et
al., 2004; Cury & Cayré, 2001).

A pesar de que fueron incluidos varios factores socioeconémicos
que podrian influir en la dinamica de la pesca, muchos otros no pudie-
ron ser considerados dentro de los andlisis, pero si fueron menciona-
dos en entrevistas informales o bien observados durante el transcurso
de la investigacion. Algunos factores culturales y su influencia en el
aprovechamiento de recursos mencionados fueron: la dinamica de los
flujos de mercado y su relacion con la urbanizacion y el impacto de las
organizaciones sociales. sin embargo, estos factores, a pesar de ser
mencionados, quedaron fuera del alcance de esta investigacion. Por lo
anterior, es importante discutir y considerar su posible efecto sobre el
uso de recursos pesqueros en futuras investigaciones.

En las comunidades Chiapanecas, Benemérito de las Américas y
Frontera Corozal, no existen flujos de mercado consolidados hacia el
exterior y los pescadores generalmente se adaptan a las condiciones
economicas locales para su venta (Cetra & Petrere, 2001). Por el con-
trario, las comunidades de Tabasco (Tenosique y San Pedro Balancan),
son localidades con una mayor cercania a grandes centros urbanos
como Villahermosa entre otros, lo que diversifica los canales de mer-
cado, siendo estos locales, estatales y naturales (Palma et al., 2007).
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Otro factor que influye en estas diferencias es que las comunida-
des de Tabasco histéricamente han tenido facilidades para constituir
sociedades cooperativas organizadas (Cano-Salgado et al., 2012), lo
cual genera condiciones para la obtencion de subsidios, apoyos guber-
namentales y permisos de pesca (Bennett, 2017). Ademas, se habili-
tan las ventas en volumen, se pueden alcanzar de diversos canales de
mercado y créditos a bajo interés (Finkbeiner & Basurto, 2015; Unal et
al., 2009). Por el contrario, en las comunidades de Chiapas este tipo de
organizacion practicamente es inexistente, a pesar de que se encuen-
tra una cooperativa reportada en la comunidad de Benemérito de las
Américas, la cual, a lo largo de esta investigacion, no reportd captura
alguna, siendo las capturas observadas provenientes de pescadores
libres. Estos factores se vieron reflejados directamente en AIC socioe-
condmico, especialmente en el nodo “venta” donde las comunidades
de Tabasco venden mayormente sus recursos pesqueros, mientras que
en Chiapas el autoconsumo es predominante.

Dentro de los factores sociales que pueden influir en el comporta-
miento local de la pesca, esta el nivel educativo (Barclay et al., 2017).
Si bien el nivel educativo de los pescadores cambia de comunidad en
comunidad (Cooke et al., 2016; Inteligencia Publica & EDF de México,
2019), el nivel educativo de los pescadores de las comunidades pes-
queras de la cuenca del rio Usumacinta es bajo, siendo predominante
de nivel primaria. Hecho semejante se presenta en la region pesquera
de Guasave, Sinaloa, México donde el grado maximo de escolaridad no
supera los ocho afios, esto es, hasta el nivel secundaria (Inteligencia
Publica & EDF de México, 2019); lo mismo ocurre en la region norte
de Vietnam donde la mayor parte de los pescadores de pequefia es-
cala tienen un nivel educativo de secundaria (Phan-Hai et al., 2020). El
bajo nivel educativo se puede deber a la falta de infraestructura (pocas
escuelas y maestros), incluso, debido a la marginacion de algunas co-
munidades y especialmente a la situacion economica de las familias
de pescadores. Este ultimo factor, obliga a los jovenes a abandonar sus
estudios para dedicarse a la pesca y ayudar al ingreso familiar, lo que
conlleva que los jovenes adopten un estilo de vida diferente de los que
si contintian con sus estudios académicos (Chen & DesJardins, 2008).

Asociaciones entre la desercion escolar y la actividad sexual tem-
prana, el embarazo y el matrimonio son bien reconocidas en socie-
dades rurales y suburbanas (Glynn et al., 2018), lo que provoca que
las personas se casen o vivan en union libre a una corta edad oca-
sionando una urgente necesidad de ingresos econdmicos (Singh &
Vennam, 2016). Lo anterior puede ser una de las causas por lo que la
mayor parte de los pescadores encuestados se encuentran casados o
en union libre, siendo duefios de su vivienda, pero también obligados
a ejercer oficios como la pesca desde muy temprana edad para sos-
tener su estilo de vida. Este hecho, concuerda con el estudio realizado
por Keles & Yilmaz, (2020) donde caracterizaron aspectos sociales de
pescadores duefios de lanchas en la region del Mar Negro de Turquia
donde reportaron que la mayor parte de los pescadores estan casados.

Componente pesquero. Como se observo en el AIC se encontraron
diferencias significativas en las tasas de captura de las especies cap-
turadas dentro y entre las comunidades de Tabasco y Chiapas. Parte de
las diferencias observadas se pueden atribuir a la percepcion que cada
comunidad tiene de la naturaleza y al consiguiente uso de los recursos
pesqueros (Kalikoski et al., 2006; Puc-Alcocer et al., 2019).

El uso de las artes de pesca estuvo se relacionaron con las co-
munidades. Estas diferencias estan posiblemente relacionadas a que
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Frontera Corozal es una comunidad mas aislada y por tanto los pesca-
dores estan mas apegados al uso tradicional de los recursos naturales,
dando una importancia minima a su comercializacion (Lopez-Feldman
et al., 2007). A pesar de las diferencias entre usos de artes en las co-
munidades estudiadas, todas pueden clasificarse como rudimentarias
(Shester & Micheli, 2011).

La tasa de captura puede variar entre especies y por multiples fac-
tores (e.g. tecnoldgico-pesqueros, socioeconémicos, comerciales, entre
otros). Un ejemplo de esta variabilidad es la tasa de captura de la carpa
herbivora (C. idella) donde factores socioecondmicos y ecoldgicos influ-
yen en sus tasas de captura. En particular, Tabasco tiene menor tasa de
captura de esta especie, posiblemente derivado de la alta presion de
pesca derivada de su comercializacion. Por el contrario, en Chiapas la
captura de esta especie es mas selectiva y los pescadores prefirieren
capturar organismos mas grandes para su consumo (Inda-Diaz et al.,
2009). Otro ejemplo es la drastica disminucion en las tasas de captura
de la pigua (M. carcinus), especie de crustaceo altamente valorada en
la cuenca media del rio Usumacinta, principalmente en Tenosique y que
habia sido unos de los recursos pesqueros mas importantes desde el
punto de vista cultural y econémico. Los pescadores mencionan que la
tasa de captura disminuyd desde 2016 al grado que ya no era comer-
cialmente rentable su captura (Mercado-Salas ef al., 2013, obs. pers.
Hernandez-Gomez) lo que concuerda con lo reportado en este estudio,
donde se reportaron capturas minimas de esta especie.

Adicionalmente, |a variabilidad en las tasas de captura puede estar
relacionada a la variacion climatica e hidrologica y la diversidad de es-
pecies y habitats (Strayer & Dudgeon, 2010), pero también depende de
la experiencia de cada pescador o de las condiciones de cada viaje de
pesca, lo que origina incertidumbre en todos los modelos de prediccion
(Branch et al., 2006; Moreau & Coomes, 2008; Salas & Gaertner, 2004).

Durante 2015 la tasa de captura de los recursos pesqueros se ob-
servo superior a los afios 2017 y 2018, esta disminucion y composicion
de especies podria deberse a multiples factores, por ejemplo: el incre-
mento del esfuerzo, incremento de la abundancia de otras especies
invasoras, especialmente el bagre armado (Loricariidae), pérdida de
habitats, alteraciones ecolégicas (Ballesteros & Rodriguez-Rodriguez,
2018; Ibafez, 2019). No obstante, es importante notar que la tasa de
captura de muchos recursos pesqueros presenta marcadas fluctuacio-
nes a lo largo de los afios, por lo que es importante realizar estudios a
corto y mediano plazo.

La introduccion de peces exdticos en México se realizd con el obje-
tivo de incrementar la produccion pesquera y acuicolas (Benitez & Pon-
ce, 2014; Davila-Camacho et al., 2019). Sin embargo, investigaciones
en los ultimos afios, han expuesto resultados dafinos para los ecosis-
temas naturales, donde no se han tomado en cuenta que hay especies
de importancia pesquera en México, asi como especies idoneas para
ser cultivadas con la finalidad de abastecer la demanda de alimentos
(Wakida-Kusonoki, 2007; Amador-del /-'\ngel & Wakida-Kusonoki, 2014).

Actualmente las capturas en las pesquerias de las comunidades
estudiadas estan conformadas en gran parte por especies introducidas,
como la mojarra tilapia (Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)) y la
carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844)), las
cuales han desplazado a especies nativas ocupando y modificando su
habitat (Velazquez et al., 2014), pero a la vez han generado beneficios
econdmicos y cambios en la percepcion social de estos recursos, sien-
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do identificadas por los pescadores como especies “nativas”, pasan-
do a ser por su abundancia, recursos pesqueros de gran importancia
(Mendoza-Carranza et al., 2018a; Meiners-Mandujano et al., 2019). La
importancia de estas especies introducidas es tal que se encuentran
incorporadas en la norma oficial mexicana NOM-037-PESC-2004 (Se-
cretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, 2007).

El impacto que puede ocasionar este grupo de especies introduci-
das sobre las especies nativas es dificil de predecir y evaluar, debido a
la facilidad de adaptacion y agresividad que poseen las especies intro-
ducidas, eso hace que las especies locales estén en desventaja y sean
desplazadas a mediano plazo. Si no se toman medidas urgentes para
recuperar las poblaciones de peces nativos, éstas estarian en peligro
de desaparecer como recurso pesquero de alto valor alimenticio y co-
mercial (Velazquez et al., 2014).

A pesar de la relevante presencia de las especies introducidas, se
observa que la pesca de ambos estados también esta compuesta de
especies nativas, muchas de estas compartidas entre regiones y otras,
al menos en esta investigacion, parecieron ser exclusivas de un estado
u otro. Sin embargo, algunas de estas especies han sido reportadas
tanto en Tabaco como en Chiapas. El pejelagarto (A. tropicus), la carpa
herbivora (C. carpio), la castarica (M. uropthalmus), el sabalo (M. atlan-
ticus) y 1a lisa (M. cephalus) (Inda-Diaz et al., 2009; Mendoza-Carranza
etal.,2018a; Mendoza-Carranza et al., 2013). Estas diferencias pueden
responder a cambios en los métodos de muestreo o bien a cambios de
mediano plazo en la estructura de las comunidades de peces (Biswas
etal., 2017; Fujiwara et al., 2019).

De acuerdo con los resultados, se puede concluir que la pesca si-
gue siendo una actividad relevante dentro del entramado econémico de
las comunidades analizadas en Tabasco, a pesar de la disminucion en
la tasa de captura. En contraste, en Chiapas la pesca es muy relevante
como fuente de proteinas y escasamente sostiene un comercio local
muy variable en el tiempo.

De acuerdo con las encuestas informales realizadas, es posible
plantear la hipdtesis de que los patrones de uso y manejo de los re-
cursos pesqueros son influidos por la percepcion hacia la naturaleza
de los pescadores y que a su vez esta relacionada con la cultura y
costumbres de cada region. Las comunidades de Chiapas tienen un
mayor grado de aislamiento, lo que influye en sus percepciones de uso
y manejo de recursos pesqueros, siendo diferentes a las de las comuni-
dades pesqueras de Tabasco, donde el acceso a vias de comunicacion
y otras actividades econémicas es mas amplio, induciendo procesos de
comercializacion de productos pesqueros (DataMexico, 2020; Gonzalvo
etal., 2015).

En este estudio se resalta el alto grado de incertidumbre que tiene
la pesca de pequefia escala, lo que dificulta la comprension de cémo
interactian todos los factores que estan involucrados, no siendo po-
sible distinguir, clasificar y mesurar facilmente todos los factores in-
volucrados Por ello, herramientas estadisticas intensivas como el AIC
ayudan a comprender mejor la interaccion de las variables socioecono-
micas y pesqueras, permitiendo reconocer el comportamiento interno
de las comunidades pesqueras, y entender las variaciones en la tasa
de captura, los cuales varian de forma relevante en escalas espaciales
y temporales pequenas.

Los resultados de esta investigacion permitieron explicar la es-
tructura socioeconémica de las comunidades pesqueras. Se destaca
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a la pesca como una actividad emergente donde participan personas
jovenes que asumen roles de jefes de familia a edades tempranas. Se
observé que la variacion de la tasa de captura esta relacionada a mul-
tiples factores, cambiantes en escalas de tiempo, donde la diversidad
de artes de pesca y los objetivos de cada comunidad y pescador juegan
un papel relevante. Es importante mencionar que a pesar de que esta
investigacion tuvo un abordaje mdltiple, pero es necesario realizar es-
tudios holisticos y transdiciplinarios que evallien la condicion bioldgica,
ecoldgica, socoeconémica en una forma conjunta, reconociendo que
la diversidad de patrones puede variar en escalas muy pequefias de
tiempo y espacio.
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ABSTRACT

Background: The recent origin of the genera Chirostoma and Poblana, and the scarce morphological diffe-
rentiation between them, have made it difficult to define their taxonomic validity, in addition to the fact that
both genera share a common ancestor, Menidia. Many taxonomic studies have recognized Chirostoma and
Poblana as well-defined genera. Genetic analyses, however, indicate that Poblana is nested within Chirosto-
ma, while other authors synonymize all silversides of the Central Plateau of Mexico within Menidia. Never-
theless, the differentiation between these genera has not currently been explored through a morphometric
analysis. Goals: Under this scenario, in which the taxonomic validity of the genus Menidia is not in doubt, but
the existence of Poblana is uncertain given that for some authors it pertains to the genus Chirostoma, the
morphometric variations among the three genera and their species were analyzed in this study through Geo-
metric Morphometrics. Methods: Seventeen landmarks were used on a sample of 393 Mexican specimens
from various biological collections (216 of Chirostoma, 150 of Poblana and 27 of Menidia) obtained from
several localities. The differences among the genera and species were tested using a Generalized Procrus-
tes Analysis (GPA) and Discriminant Analysis (DA) computing the regression of shape on size-the vector of
allometry, then remove this aspect of variation by looking at residual variation. Results: The cross-validated
analysis showed 98.5% and 84.2% of classification among genera and species respectively, where the
misclassifications were among species of Chirostoma. CGonclusions: Morphometric differences were found
among Poblana, Chirostoma and Menidia, therefore considered as discrete units.

Keywords: Atherinopsidae, Central Plateau, Generalized Procrustes Analysis, Mexico, Silversides

RESUMEN

Antecedentes: El origen reciente de los géneros Chirostomay Poblana, y la escasa diferenciacion morfo-
légica entre ellos, han dificultado definir su validez taxonémica, aunado a que ambos géneros comparten
un ancestro comun, Menidia. Varios estudios taxonémicos han reconocido a Chirostomay Poblana como
géneros bien definidos. Sin embargo, analisis genéticos indican que Poblana esta contenido en Chirostoma,
mientras que otros autores agrupan a todos los pejerreyes de la Mesa Central de México dentro de Menidia.
Sin embargo, la diferenciacion entre estos géneros no se ha explorado actualmente a través de un analisis
morfométrico. Objetivos: Bajo este escenario, en el que la validez taxondmica del género Menidia no esta en
duda, pero la existencia de Poblana es incierta dado que para algunos autores pertenece al género Chirosto-
ma, la variacion morfométrica entre los tres géneros y sus especies se analizaron en este estudio a través de
Morfometria Geométrica. Métodos: Se utilizaron 17 marcas o “landmarks” para una muestra de 393 indivi-
duos de varias colecciones bioldgicas (216 de Chirostoma, 150 de Poblanay 27 de Menidia) procedentes de
diversas localidades de recolecta en México. Las diferencias entre géneros y especies se probaron mediante
un Analisis Generalizado de Procrustes (GPA) y Analisis Discriminante (DA) con los residuales de la regresion
forma-tamafio, para eliminar la variacion asociada al tamafio de los especimenes. Resultados: El analisis
de validacion cruzada mostro 98.5% y 84.2% de clasificacion entre géneros y especies respectivamente, las
clasificaciones errdneas fueron entre especies de Chirostoma. Conclusiones: Se encontraron diferencias
morfométricas entre Poblana, Chirostomay Menidia, por lo que se consideraron como unidades discretas.

Palabras clave: Analisis Generalizado de Procrustes, Atherinopsidae, Mesa Central, México, Pejerreyes
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INTRODUCTION

Silversides of the Menidiini tribe (Family Atherinopsidae), are separated
into four genera: Chirostoma, Labidesthes, Menidia and Poblana. The
monophyly of this group has been supported by morphological (Cher-
noff, 1986; Dyer, 1997; White, 1985) and allozyme analyses (Crabtree,
1987), but there is uncertainty as to the taxonomic validity of the genera
and species of the tribe due to a lack of robust morphological diagnostic
characters (Echelle & Echelle, 1984), especially between Poblana and
Chirostoma.

The taxonomy of Chirostoma is quite complex (Barbour, 1973) and it
has, on several occasions, been separated into two or three genera
(Alvarez, 1970; Jordan & Evermann, 1896). Meek (1904) recognized a
single genus and set its species in three subgenera, though Jordan &
Hubbs (1919) did not find enough evidence to recognize the subgenera.
De Buen (1945) classified three genera and six subgenera, and Barbour
(1973, 1974) established a single genus with 18 species contained in
two groups: jordani and arge. Echelle & Echelle (1984) later discussed
an unpublished study of Barbour where he mentioned that Poblana was
a synonym of Chirostoma and, based on an allozyme analysis, they
suggested that Chirostoma and Poblana should be subsumed under the
name Menidia, and they also highlight that the atherinids on the Mexi-
can Central Plateau comprise, with Menidia peninsulae Goode & Bean
1879, a monophyletic group that excludes all other species of Menidia.

Coyote-Hidalgo (2000) analyzed the taxonomic relationship be-
tween Poblana and Chirostoma using RAPD markers and observed at
intergeneric level that 0.87% of these were exclusive for both genera
and since the molecular space of variability presented a strong overlap,
concluded that a taxonomic review is necessary to determinate its ac-
tual status. Later, Miller et al. (2005) grouped all the silversides of the
Central Plateau under the name Menidia.

Bloom et al. (2009) assessed the monophyly of the tribe Menidiini
and phylogenetic relationships among their genera and species, using
the mitochondrial ND2 gene, in this study the monophyly of the tribe
was supported. Menidia and Chirostoma were not recognized as mo-
nophyletic, and a central Mexican clade inclusive of Chirostoma and
Poblana was recovered as monophyletic. The genus Poblana formed
a monophyletic group, within a larger clade that included Chirostoma
arge Jordan & Snyder 1899, C. contrerasi Barbour 2002 and C. riojai
Solérzano & Ldopez 1965 to the exclusion of other species of Chiros-
toma. This study rejected the hypothesis of Barbour (1973) about of a
diphyletic origin of Chirostoma (jordani and arge groups). The authors
mention that the close relationship of Menidia to Central Plateau silver-
sides (Chirostoma and Poblana) seem to support a recent origin such
as a connection between the Central Plateau and the Rio Grande (=
Rio Bravo).

Bloom et al. (2012) used mitochondrial and nuclear sequence data
to generate a phylogeny for seven of the eight families of Atherinifor-
mes, including the family Atherinopsidae which they did not recognize
as monophyletic. However, in the phylogeny it was observed that a spe-
cies of Poblana was nested within Chirostoma.

Campanella et al. (2015) supported the monophyly of the tribe Me-
nidiini, but at the generic level they do not support the monophyly of
Chirostoma, Poblana and Menidia, suggesting also necessary revisions
to the taxonomy. In addition, the phylogenetic relationships obtained in
this study propose a new classification of families of Atheriniformes and
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subfamilies, tribes and genera of Atherinopsidae, such is the case of
Chirostoma and Poblana considered as synonyms of Menidia.

Morphometrical studies have addressed the morphological varia-
tion of the members of the “humboldtianum group” (Barriga-Sosa et al.,
2002; Alarcon-Duran et al., 2017) and Chirostoma grandocule Stein-
dachner 1894 (Barriga-Sosa et al., 2004) but, to our knowledge, there
is no information on morphological variation between different genera
of the silversides. Thus, the purpose in the present study was to exa-
mine the taxonomic validity of Chirostoma, Poblana and Menidia using
geometric morphometric data. Specifically, we tested if body shape
data could distinguish Poblana from Chirostoma and Menidia. Finally,
we assessed the degree of morphological variation between Poblana
and Chirostoma. So the differences between the three genera and their
species were tested using geometric morphometrics analysis.

MATERIALS AND METHODS

Fish collection. Specimens of Chirostoma were obtained from the Co-
leccion Nacional de Peces del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México (CNPE-IBUNAM). Specimens of Poblana
and Chirostoma jordani Woolman 1894 (Villa del Carbon, Mexico State)
were obtained from the Coleccion de peces de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza de la Universidad Nacional Auténoma de México
(FES-Z). Specimens of Menidia were provided by Manuel Castillo from
the Coleccion del Laboratorio de Peces de la Universidad Autonoma
Metropolitana, Iztapalapa (UAM-I).

We examined 393 specimens that had been previously identified at
the institutions mentioned above, of which 216 belonged to the genus
Chirostoma, 150 to Poblana and 27 to Menidia. We obtained a total of
12 species (1 species of Menidia, 3 of Poblana and 8 of Chirostoma).
The localities from which species were collected could be seen in Ta-
ble 1 and Figure 1. For our study only well-preserved samples with no
damage or deformations were selected, as well as those collected over
a short period to avoid variations generated by the passing of time. For
this reason, only the species described in Table 1 were analyzed, being
aware that there are other representative species for the three genera.

The specimens were stained with methylene blue to better observe
every anatomical structure. The digitalization of each specimen was
carried out using a 14 mexapixel Pentax camera. Seventeen landmarks
were located over the fish anatomy (Fig. 2a, b). The anatomical land-
marks were assigned following a homology criterion, that is, the land-
marks were the same for all specimens (homology in geometric mor-
phometrics sensu stricto) by which these structures are homologous
for the three genera, apart from being easily identifiable and similar
to those used by Barbour (1973), Rodriguez-Ruiz & Granado-Lorencio
(1988), Alaye-Rahy (1993), Soria-Barreto & Paulo-Maya (2005) and Cri-
chigno et al. (2013).

Morphometric analysis. The configurations of the landmark coordi-
nates for the 393 specimens were scaled, translated and rotated using
Generalized Procrustes Analysis (GPA). To eliminate the variation as-
sociated with the size of the specimens it was computed the multiva-
riate allometric regression and a Principal Components Analysis (PCA)
of residuals, later we visualize the Principal Components scores (PCs)
and use them as the input to a Discriminant Analysis (DA). The latter
was computed using PAST (PAleontological STatistics Version 4.06). The
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principal component (PC) scores were labeled for the genera and spe-
cies in order to describe the distribution of the specimens. The extre-
mes of each PC were then used to reconstruct the expected shapes of
the landmark configurations with those particular scores. The recons-
truction was made by adding the products of these PC scores (PCs) and
the eigenvectors for those PCs to the mean tangent coordinates before
projecting back from the tangent to the configuration space (0’Higgins
et al., 2001). The differences in shape between the mean and the sha-
pes represented by the extremes of the PCs of interest were visualized
using deformation grids (Bookstein, 1989; Marcus et al., 1996; Dryden
& Mardia, 1998) and computed using MORPHOLOGIKA2 (0’Higgins &
Jones, 2006).

The scores of the specimens on all the non-zero PCs were sub-
mitted to a Discriminant Analysis (DA) (SPSS v.18.0.0) to examine the
potential that differences in shape may have in classifying unknown
specimens. Generalized ‘Mahalanobis’ distances and discriminant
functions were then computed to assess the efficacy of the discriminant
analysis in the classification. The discriminant analysis was carried out
using a cross-validation approach in which multiple repeated analyses
were carried out leaving out one individual in the construction of the
discriminant function before classifying this individual according to the
function. The exclusion of an individual reduces the likelihood of ove-
restimating the efficacy of the discriminant functions by using them to
classify specimens employed in their construction (Ibafiez et al., 2009).
This approach was applied to each genus and species, and the percen-
tages of correct classification rates were recorded.

The configurations of the landmark coordinates for each genus
were scaled, translated and rotated using a GPA to obtain the con-
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sensus configuration (a single set of landmarks which represents the
central tendency of an observed sample; i.e., each genus). The mor-
phometric distance matrix of Procrustes distances (the square root of
the sum of squared differences between the positions of the landmarks
in two optimally superimposed configurations at centroid size) among
consensus configurations was then calculated by genus. In addition,
the Chirostoma jordani Procrustes distances were compared with the
genera Poblana and Menidia.

RESULTS

The standard length (SL) values of the Poblana, Menidia and Chirostoma
Jordani populations were similar, varying from 3.8 to 6.1 cm. All other
species of Chirostoma were larger in size, C. consocium Jordan & Hu-
bbs 1919, C. promelas Jordan & Snyder 1899 and C. chapalae Jordan &
Snyder 1899 from 5.7 t0 9.2, 6.8 t0 9.1 and 5.7 to 9.8 cm respectively.
Larger specimens were represented by C. labarcae Meek 1902 (range:
5.6-11.5 cm); C. humboldtianum Valenciennes 1835 (range: 5.6-12.8
cm); C. estor Jordan 1879 (range: 8.3-11.1 cm) and especially C. /u-
cius Boulenger 1900 for which the largest size of 15.1-17.9 cm was
recorded (Table 1).

Genus Level Classification. The PCA among genera (Fig. 3) indicated
that the first two components explained 82.4% of the total variance
with the first component explaining 55.6% and the second 26.8%. A
clear separation of the genera Poblana and Menidia with some overlap
with specimens of Chirostoma was observed for the two first princi-
pal components (Fig. 3) in particular specimens from Poblana overlaps
mainly with C. jordani.

Table 1. Sample characteristics, sample size (N), range, mean and Std. of standard length. Superscripts correspond to the sampling sites in Chapala

Lake: 1= (PCC) Petatan and Cojumatlan; 2= (PLC) La Palma.

Species Nomenclature Locality Key name Sampling Catalog N Length range Meanzstd.
Authors date number (cm) (cm)

Poblana letholepis ~ Alvarez 1950 La Preciosa Lake, Puebla Ple-LCP 2002  Novoucher 50 4.1-53  4.8+0.31
P, alchichica de Buen 1945 Alchichica Lake, Puebla Pal-LCA 2004  Novoucher 50  3.8-5.3 4.4+0.38
P squamata Alvarez 1950 Quechulac Lake, Puebla Psg-LCQ 1995  Novoucher 50 4.1-54  4.8+0.29
Menidia beryllina ~ Cope 1867 Pueblo Viejo Lagoon, Veracruz ~ Mbe-PV 1990 Novoucher 27  4.5-6.1 5.2+0.41
Chirostoma jordani Woolman 1894 Villa del Carbon, Mexico State ~ Cjo-SLP 1980 Novoucher 34  3.8-5.1  4.5+0.32
Chapultepec Lake, Mexico City ~ Cjo-LVC 1986 3662 4 46-55  5.1+0.39

Duero River, Michoacan Cjo-CRD 1986 10442 18  3.8-51  4.4+0.34

Xochimilco, Mexico City Cjo-XDF 2012 18171 8 44-54  4.8+0.28

C. humboldtianum  Valenciennes 1835 Chapala Lake, Michoacan' Chu-PCC 1985 2709 15 59-96 8.0+1.08
Chapala Lake, Michoacan? Chu-PLC 1985 7245 9 56-7.0 6.3x0.47

Del Bosque Dam, Michoacan ~ Chu-PBM 1983 2036 6 9.8-128 11.2+1.10

C. consocium Jordan & Hubbs 1919  Chapala Lake, Michoacan' Cco-PCC 1985 2706 17 5.7-9.2 7.4+0.88
Chapala Lake, Michoacan? Cco-PLC 1985 2693 4 7.0-78 7.3x0.37

C. promelas Jordan & Snyder 1899 Chapala Lake, Michoacan Cpr-PCC 1985 2707 6 6.8-9.1 8.0+0.89
C. chapalae Jordan & Snyder 1899 Chapala Lake, Michoacan' Cch-PCC 1985 2705 50 6.1-8.7  7.4+0.56
Chapala Lake, Michoacan? Cch-PLC 1985 2698 6 57-98 7.3x1.45

C. lucius Boulenger 1900 Chapala Lake, Michoacan Clu-PLC 1985 2697 3 15.1-179 16.6+1.43
C. labarcae Meek 1902 Chapala Lake, Michoacan Cla-PLC 1985 2694 15 5.6-6.8 6.3+0.37
La Boquilla Dam, Chihuahua Cla-PBC 1967 7227 10 9.3-11.5 10.6+0.66

C. estor Jordan 1879 Zirahuen Lake, Michoacan Ces-LZM 1991 10203 11 8.3-11.1  9.5+0.84
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Sampling locations

A La Preciosa Lake, Puebla

A Alchichica Lake, Puebla

& Quechulac Lake, Puebla

. Pueblo Viejo Lagoon, Veracruz

. Villa del Carbon, Mexico State

. Chapultepec Lake, Distrito Federal
. Duero River, Michoacan

(:) Xochimilco, Distrito Federal

. Petatan Cojumatlan, Chapala Lake, Michoacan
O La Palma, Chapala Lake, Michoacan
4 . Del Bosque Dam, Michoacan

@ La Boquilla Dam, Chihuahua

‘ Zirahuen Lake, Michoacan

Figure 1. Sampling locations in the high plateau of Central Mexico. Colored symbols represent the localities for each specie described in the Table 1. The shape of the
symbol corresponds to each genus: Triangle = Poblana; Square = Menidia; Circle = Chirostoma.

The general pattern of morphological differences described by the-
se first two PCs was explored using transformation grids (Fig. 3). Lm
1 moves more to dorsal zone in Menidia, as well the Lm 2-4 forms a
more pronounced arc in Chirostoma than in the other two genera. In
Menidia specimens there is a relative displacement of the Lm 7 towards
the ventral area (Fig. 3a, c). Transformation grids (Fig. 3a, c) show the
mean shape of Chirostoma (Fig. 3a), Poblana (Fig. 3b) and Menidia (Fig.
3c) specimens. The genus Chirostoma presented a greater variation in
landmarks 2 and 3 (space of the predorsal fins). In Chirostoma, the
pectoral fin had a dorsally leaned position near landmark 2. Pectoral fin
shape in Menidia and Poblana was very similar to the mean shape: al-
most at the same height as landmark 1, although in every case the end
of the pectoral fin (landmark 7) occurred before the pelvic fin (landmark
9). Landmarks 10 and 11 (anal fin base) also presented variations: in
Poblana it was thinner and getting closer to the caudal fin from land-
mark 11, while in Chirostoma it was thicker and in Menidia it remained
almost like the mean shape.

Procrustes distances among genera showed that Menidia and
Chirostoma are more similar to each other (0.0432 radians), followed
by Poblana and Menidia (0.0492 radians) and lastly Poblana and Chi-
rostoma (0.0519 radians). On the other hand, the Procrustes distances
matrix among Poblana, Menidia and Chirostoma jordani showed that
Poblana and Menidia to be more similar to each other (0.0492 radians),

followed by Menidia and C. jordani (0.0549 radians), while that Poblana
and C. jordani are less similar (0.0625 radians).

Overall discrimination by cross-validated grouped cases was
98.5%. The three genera clearly separate from each other (Wilks’ A =
0.047, p < 0.001) (Fig. 4). The 97.7% of the specimens of Chirostoma
were correctly classified only with one specimen classified as Menidia
(0.5%) and four as Poblana (1.9%). The 96.3% of the specimens of
Menidia were correctly classified only with one specimen classified as
Chirostoma (3.7%) while Poblana was 100% classified (Table 2).

Table 2. Classification results for the discriminant analysis with the
cross-validation testing procedure (cross-validated) for the 3 gene-
ra: Poblana, Menidia and Chirostoma. Total classification success for
cross-validated predicted genus variant membership. In bold the dia-
gonal values.

Predicted Group Membership

Genus Poblana Menidia  Chirostoma  Total
Poblana 100 0 0 100
Menidia 0 96.3 3.7 100
Chirostoma 1.9 0.5 97.7 100
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Figure 2. Location of the 17 homologous landmarks recorded on each individual for the analysis of geometric morphometry a) Landmark definitions used in the body
of each individual; b) Landmark definitions used in the anterior region.

040 0
A & Poblana
] — Menidia
BAR & Chirostoma

as6 -0

PC1 (55.6%)
Figure 3. First two principal components (PCs) of fish shape labelled by genus. Thin plate spline deformation grids for the extreme points of each PC are shown; these
are superimposed on the shapes predicted when the average landmark configuration of all specimens is deformed into that of a hypothetical specimen positioned at
the extreme of the point of interest: a= Chirostoma. b= Poblana. c= Menidia.
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Species Level Classification. The cross-validated analysis showed
84.2% of classification by species (Table 3). Misclassifications occu-
rred within each genus (Fig. 5; Table 3). Individuals of Poblana letholepis
Alvarez 1950, P alchichica de Buen 1945 and P squamataAlvarez 1950
formed a group apart from the other species. Menidia beryllina Cope
1867, Chirostoma jordani and C. labarcae were better classified with
100% of the cross-validation, C. lucius and C. chapalae grouped with
90.9% and 76.0% respectively. The species with lower percentages of
discrimination were Chirostoma estor with 73.2%, C. humboldtianum
with 63.3% (20% similar to C. chapalae), C. promelas with 50.0% (with
33.3% and 16.70% of misclassification with each C. humboldtianum
and C. eston) and C. consocium with 47.6% (38.1% similar to C. estor).
Differences among species were highly significant (Wilks’ A = 4.7 x
105, p <0.001).

DISCUSSION

The discriminant analysis present evidence that morphometric variation
significantly separates the genera Poblana, Chirostoma and Menidia. In
common with the results obtained, this separation indicates the diffe-
rences in the shape of the three genera and agrees with the genetic
analysis of Bloom et al. (2009) in which they maintain Chirostoma and
Poblana as independent, highlighting that are closely related, so they
support a recent origin such as a connection between the Central Pla-
teau and the Rio Grande. In more recent times, Bloom et al. (2012) used
genetic analyses to confirm that Poblana is nested within Chirostoma.
Campanella et al. (2015) formally included Poblana and Chirostoma
within Menidia, confirmed that Poblana is nested within Chirostoma,
and proposed that neither genus is valid as they are both members of
Menidia, following Miller et al. (2005).

Guerra-Magana (1986) taxonomically analyzed 18 morphological
characters in species of Poblana and populations of Chirostoma jordani

Lopez-Valdez M. L. et al.

and found a clear differentiation of the two groups at the genus level.
Our study agrees with that differentiation and it is, at the time, the first
approximation of geometric morphometrics that discriminates Poblana,
Chirostoma and Menidia. Nevertheless, our results statistically discrimi-
nate between the shapes of the Poblana species, for which reason we
do not concur in considering them as subspecies of the Poblana genus,
as Guerra-Magana (1986) mentioned.

Phenotypic traits are essential for identifying discrete phenotypic
entities. Our results show that Poblana and Chirostoma jordani are sta-
tistically different morphs, i.e., each one keeps its own identity, though
C. jordani grouped preferentially with Poblana, in contrast with the other
species of Chirostoma.

The Central Plateau is a region that has been subdivided several
times according to its geographical, hydrological and ichthyological
features (Diaz-Pardo et al., 1993). It is generally established that these
subdivisions favored the fragmentation of different populations of fish
that followed their own evolutionary history after they were isolated.
Thus, the genera Chirostoma and Poblana are examples of these ende-
mic monophyletic groups. There are other examples of this fragmenta-
tion in different populations, i.e., in goodeids (Dominguez-Dominguez
etal., 2008), catostomids (Pérez-Rodriguez et al., 2016), poecilids (Bel-
tran-Lopéz et al., 2018), Chirostoma attenuatum (Betancourt-Resendes
et al., 2018) and the “humboldtianum” clade (Betancourt-Resendes et
al., 2019) between others. Several authors have proposed hypotheses
that try to explain the origin of both Poblana and Chirostoma. Smith &
Miller (1986) suggested that a species resembling Menidia penetrated
Mexican continental waters from the Atlantic coast through the Rio Bra-
vo in the Pliocene-Pleistocene. Back then, the Rio Bravo was connected
with the Central Plateau. Afterwards, this communication was interrup-
ted, and populations were isolated, diverged, dispersed and reached a
wide distribution throughout the Central Plateau. The isolation of the

Table 3. Classification results for the discriminant analysis with the cross-validation testing procedure (cross-validated) for the 12 species: Poblana
letholepis= Ple. Poblana alchichica= Pal. Poblana squamata= Psq. Menidia beryllina= Mbe. Chirostoma jordani= Cjo. Chirostoma humboldtianum=
Chu. Chirostoma consocium= Cco. Chirostoma promelas= Cpr. Chirostoma chapalae= Cch. Chirostoma lucius= Clu. Chirostoma labarcae= Cla.
and Chirostoma estor= Ces. Total classification success for cross-validated predicted species variant membership. In bold the diagonal values.

Predicted Group Membership

Species Ple Pal Psq Mbe Cjo Chu
Ple 920 4.0 4.0 0 0 0
Pal 0 96.0 4.0 0 0 0
Psq 100 8.0 820 0 0 0
Mbe 0 0 0 1000 O 0
Cjo 0 0 0 0 1000 O
Chu 0 0 0 0 0 63.3
Cco 0 0 0 0 0 14.3
Cpr 0 0 0 0 0 333
Cch 0 0 0 0 0 8.0
Clu 0 0 0 0 0 9.1
Cla 0 0 0 0 0 0
Ces 0 0 0 0 0 7.1

Cco Cpr Cch Clu Cla Ces Total
0 0 0 0 0 0 100
0 0 0 0 0 0 100
0 0 0 0 0 0 100
0 0 0 0 0 0 100
0 0 0 0 0 0 100
133 0 200 0 0 33 100
476 0 0 0 0 38.1 100
0 500 O 0 0 16.70 100
8.0 8.0 760 0 0 0 100
0 0 0 909 0 0 100
0 0 0 0 100 O 100
16.1 3.6 0 0 0 73.2 100
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populations then resulted in the genera Chirostoma and Poblana. This
hypothesis supports the results obtained in this study where Chirosto-
ma and Poblana have different shapes.

The Procrustes distances matrix among genera determined that
Poblana and Chirostoma are less alike to each other (with a greater dis-
tance between them) and Menidia and Chirostoma are the most similar.
The Procrustes distances indicated a lower similarity between Poblana
and Chirostoma jordani and a greater similarity between Poblana and
Menidia. The results also show that the mean shapes of Poblana-Chi-
rostoma and Poblana-C. jordani are more different than those of the
other genera, supporting the idea of Poblana and Chirostoma being
morphometrically different.

Chirostoma estor, C. humboldtianum, C. promelas and C. conso-
cium were species that showed the lowest value of discrimination with
greater overlapping with other species, these results could be related
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to high degree of morphological polymorphism of the atherinopsid’s
species (Barriga-Sosa et al., 2002; Bloom et al., 2009). Additionally,
morphological differences within species have been closely linked to
habitat adaptations related with swimming mode where body shapes
are associated to lentic and lotic habitats (Fluker et al., 2011; Foster et
al., 2015; Alarcon-Duran et al., 2017), these same characteristics could
explain the changes in form at the genus level.

We found significant divergent morphometrics in the sampled sil-
versides which were useful in discriminating genera and species despi-
te the strong genetic relationships. Phenotypic variations are a product
of genotype and environment interactions. They are thus a complex and
important biological phenomenon that is still poorly studied. Although
not all species of Poblana, Chirostoma and Menidia were incorporated
in this study, significant morphometric differences were found at genus
level.

4
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—_ [ Menidia
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-8 4 0 4 ]

Axis 1 (77.7%)

Figure 4. Plot of first and second axis of the discriminant analysis among Poblana, Chirostoma and Menidia. White square are centroids of each genus.
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Figure 5. First two axes of the discriminant analysis of fish shape labelled by species. Key names of species as in Table 3.
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ABSTRACT

Background: Plant-origin proteins are alternatives to substitute the fishmeal in diets for aquatic organism,
but their use might require the supplementation of prebiotics, non-digestible components that are metabo-
lized by the intestine microbiota of the host. Goals: To evaluate the effects of inclusion of fructooligosac-
charides (FOS) and mannanoligosaccharides (MOS) to diets with plant protein concentrates for fingerling of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Methods: A basal diet with soy, rice and corn protein concentrates
(234, 241 and 170 g/kg, respectively) was supplemented with FOS (D-FOS) and MOS (D-MOS) with 30 g/
kg. The basal diet was the control (D-Control), and a commercial diet (Comm) was also used. Diets were
fed to triplicate groups of fingerlings of an initial weight of 1.75 = 0.03 g (mean = standard error). After 60
days, the growth performance was determined and samples for contents protein and lipids in muscle and
liver were taken, as well, samples of blood for serum contents of protein, glucose, and triglycerides. Results:
No significant differences were observed in the growth performance among the treatments. Protein content
in muscle did not show significant differences; significantly higher values were observed in the protein liver
contents of Comm. Lipid contents in liver did not show significant differences, but significantly higher lipid
content was observed in the D-MOS for muscle. Contents of serum protein were significantly lower in the
Comm and serum triglycerides were significantly higher in the same diet. Conclusions: Regardless the
inclusion of FOS and MOS, the results indicate the possibility to use the diets without affecting the growth
and wellness of rainbow trout fingerlings, but more research is necessary regarding the possible effects of
lipids on liver and muscle.

Key words: growth performance, plant-protein concentrates, prebiotics, rainbow trout

RESUMEN

Antecedentes: Proteinas de origen vegetal son alternativas para sustituir la harina de pescado en alimentos
para organismos acuaticos, sin embargo podrian requerir la suplementacion con prebidticos, compuestos no
digeribles que son metabolizados por la microbiotia del hospedero. Objetivo: Evaluar los efectos de la inclu-
sion de fructooligosacaridos (FOS) y mananoligosacaridos (MOS) en alimentos con concentrados de proteina
vegetal para crias de trucha arcoisis (Oncorhynchus mykiss). Métodos: El alimento basal con concentrados
de proteina con soya, arroz y maiz (234, 241 and 170 g/kg, respectivamente) se suplementé con 30 g/kg
de FOS (D-FOS) y MOS (D-MOS). El alimento basal se uso como control (D-Control) y se utilizd un alimento
comercial (Comm). Se alimentaron a grupos por triplicados de crias con un peso inicial de 1.75 + 0.03 g
(promedio = error estandar). Después de 60 dias, se determin6 el crecimiento y se tomaron muestras para
analizar los contenidos de proteina y lipidos en musculo e higado, ademas de sangre para los contenidos
en suero de proteina, glucosa y trigliceridos. Resultados: No se observaron diferencias significativas en el
crecimiento entre los tratamientos. El contenido de proteina en misculo no mostro diferencias significativas;
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valores significativamente mayores se observaron en el contenido de
proteina del higado de Comm. Los contenidos de lipidos en el higado
no mostraron diferencias significativas, pero el contenido de lipidos fue
significativamente mayor en el musculo de D-MOS. Los contenidos de
proteina en el suero fueron significativamente menores en Comm y los
trigliceridos en el fueron significativamente mayores en el mismo ali-
mento. Conclusiones: Independientemente de la inclusion de FOS y
MOS, los resultados indicaron la posibilidad de utilizar los alimentos
sin afectar el crecimiento y el bienestar de crias de trucha arcoiris, no
obstante mas investigacion es necesaria sobre los posibles efectos en
el contenido de lipidos en el higado y el musculo.

Palabras clave: concentrado de proteina vegetal, crecimiento, prebid-
ticos, trucha arcoiris

INTRODUCTION

In many countries the feeds for the rainbow trout (Oncorhynchus my-
kiss Walbaum, 1792) still rely on fishmeal (FM), a product derived from
the marine fisheries (Tacon & Metian, 2008; Cid et al., 2020) and with
the actual production fully utilized, the search of replacements for FM
has been a top priority for the aquacultural industry (Gatlin et al., 2007).
Plant origin products, such meals and oils of cereals, legumes, and oily
seeds are economical alternatives to fish-origin products (Welker et
al., 2018) and the protein concentrates are the most promissory ingre-
dients to be included in salmonid feeds (Hardy, 2010). The plant protein
concentrates such as those obtained from soy, rice, and corn, can be
used to replace 75% of fishmeal in the diet of salmonids (Refstie et al.,
2001). A total replacement of the fishmeal with the plant-origin concen-
trates in feeds might require the use of additives to improve the protein
digestibility and the growth. Among such additives are the prebiotics
(Guerreiro et al., 2018), non-digestible components that are metaboli-
zed by the intestine microbiota of the host (Ringe et al., 2010), which
are reported to improve the growth performance (Munir et al., 2016)
and the immunological responses (Dawood & Koshio, 2016).

Among several types of prebiotics, two are of the most used: the
fructooligosaccharides (FOS) and mannanoligosaccharides (MOS). FOS
are chains of B- -fructans bounded by {-(2-1) glycosidic linkages
(Ringe et al., 2010); while MOS are glucomanno-proteins derived from
the cell wall of the yeast Saccharomyces cervisiae (Gainza & Romero,
2017). Their inclusion in diets has been reported for several species of
fish (Yilmaz et al., 2007; Ringe et al., 2010; Dawood & Koshio, 2016;
Guerreiro et al., 2018; Dawood et al., 2018), but limited information is
available regarding their effects when plant-origin proteins are used:
Guerreiro et al. (2015) reported the use of short chain FOS (scFOS) in a
diet with soybean meal and other plant meals for the European seabass
(Dicentrarchus labrax L. 1758), with no effect on growth or gut morpho-
logy. As well, Azeredo et al. (2017) suggested that inclusion of scFOS to
a diet with soybean meal in European seabass might have anti-inflam-
matory effect in the gut. Cid et al. (2020) reported that inclusion of FOS
into a diet with plant-protein concentrates for juvenile rainbow trout,
improved the growth performance and leucocytes count with respect
of the control group fed with a commercial diet. Considering this, the
objective of the present work was to evaluate the inclusion of FOS and
MOS to diets with soy, rice and corn protein concentrates in the growth,
blood serum biochemistry and intestine histology of juvenile rainbow
trout.

Segura-Campos J. M. et al.

MATERIALS AND METHODS

Experimental diets. A basal diet was formulated with protein concen-
trates of soybean (Estril-65, GABSA S.A. de C.V., Mexico; 64 + 1 %, cru-
de protein, dry weight basis), rice (GABSA S.A. de C.V., Mexico; 62 + 2
%, crude protein, dry weight basis) and corn (Glutimex, Ingredion Mexi-
co S.A. de C.V,, Mexico; 59 + 1.5%; crude protein, dry weight basis) as
protein sources. The two experimental diets were prepared by adding
either fructooligosaccharides (Forti-Feed P-95, Ingredion Mexico S.A de
C.V., Mexico; D-FOS, 30 g/kg diet) or mannanoligosaccharides (Acti-
ve-MOS, Ferpac International S.A. de C.V., Mexico; D-MOS, 30 g/kg diet)
to the basal formulation (Table 1). As well, fish oil and soybean lecithin
were added as lipid sources and dextrin as carbohydrate source. Be-
sides a mixture of vitamins and minerals, wheat gluten was added as
binder. a-cellulose was used to bring the diets up to 100%. The diets
were prepared according with Sanchez et al. (2015) by mixing all the
powered ingredients with the oils and water (40%) until obtain a wet
dough. The dough was passed through a meat chopper (Model M-12-
FS, Torrey S.A. de C.V., México) to obtain pellets of 5 mm of diameter.
The diets were dried at 60°C in an inverted oven for 4 h and then, stored
at -20°C until used. The basal diet corresponded to the control (D-Con-
trol), and a commercial diet (Grow Fish trucha 1, Malta Texo de México
S.A. de C.V., México) was also used (Comm).

Table 1. Formulations and proximate composition of the diets fed to
fingerlings of rainbow trout.

Ingredients (g/kg) D-Control  D-FOS D-MO0S
Soy protein concentrate 234 234 234
Rice protein concentrate 241 241 241
Corn protein concentrate 170 170 170
Cod liver oil 70 70 70
Soybean lecithin 50 50 50
Dextrine 100 100 100
Fructooligosaccharides 0 30 0
Mannanoligosaccharides 0 0 30
Mixture of vitamins and minerals’ 40 40 40
Wheat gluten 50 50 50
a-cellulose 45 15 15

Proximate composition

Moisture (%) 81+12 6710 56=09
Crude protein® 47 + 3 47 + 4 45+ 2
Crude lipids? 12+1 132 131
Ash? 5+06 5+08 5=+06

Vitamin and mineral mixture (g/kg): ®-aminobenzoic acid, 1.45; biotin, 0.02;
myo-inositol, 14.5; nicotinic acid, 2.9; Ca-pantothenate, 1.0; pyridoxine-HClI,
0.17; riboflavin, 0.73; thiamine-HCI, 0.22; menadione, 0.17; K-tocopherol,
1.45; cyanocobalamine, 0.0003; calciferol, 0.03, L-ascorbyl-2-phosphate-Mg,
0.25; folic acid, 0.05; choline chloride, 29.65, NaCl, 1.838; MgS0,-7H,0, 6.85;
NaH,P0,-2H,0, 4.36; KH,PO,, 11.99; Ca(H,P0,),2H,0, 6.79; Fe-citrate, 1.48;
Ca-lactate, 16.35; AICI,-6H,0, 0.009; ZnS0,-7H,0, 0.17; CuCl,, 0.0005; Mn-
S0,-4H,0, 0.04; KI, 0.008 and CoCl,, 0.05.

2% dry weight basis
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Experimental fish. Rainbow trout fingerlings of 60-days after hatching
were acquired from the Centro de Produccion Acuicola El Zarco, located
in the municipality of Ocoyoacac, State of Mexico, Mexico. Fish were
transported to the Laboratorio de Produccion Acuicola of UNAM FES
Iztacala and maintained in 500-L tanks provided with continuous fil-
tration and aeration. The fish were fed on a commercial diet (Grow fish
trucha 1, Malta Texo de México S.A. de C.V., México) until the start of
the feeding trial.

Feeding trial. The feeding trial was conducted in a recirculation system
with 12 polypropylene tanks of 100-L. Each tank was randomly stocked
with 20 fingerlings with an initial weight of 1.75 = 0.03 g (mean =
standard error) and each diet was fed to triplicate tanks. Every day, the
fingerlings were fed at 7% of the total biomass of each tank and daily
ration was divided into two equal feeding at 9:00 and 17:00 h. Every
ten days, the fish were weighed, and the size of the ration was adjusted
accordingly. During the trial, the water parameters were (meanz stan-
dard error): dissolved oxygen, 5.3 = 0.1 mg/L; ammonia, 0.0 mg/L; pH
7.5 0.2 y temperature of 16 = 1°C. Water flow in each tank was of 1.5
L/min during the entire trial. All tanks were maintained under a natural
cycle of 11 h light, 13 h darkness. The feeding trail was conducted for
a period of 60 days.

At the end of the feeding trial, the organisms were starved for 24
h and weighed to obtain the growth performance. Then, 9 fish of each
treatment were euthanized with an overdose of MS-222 (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, MO, USA) at 200 mg/L. Blood samples were obtained
from the caudal vein for the determination of the protein, glucose and
triglycerides in the serum. Then, samples of the liver and muscle were
taken for the determination of the protein and lipids contents.

Growth performance. The parameters that were calculated are as fo-
llow:

Weight gain (%) WG= [(final weight — initial weight)/initial weight] x 100

Specific growth rate (%/day) SGR= [(In final weight — In initial weight)/
days] x 100

Feed conversion efficiency FCE= weight gain (g)/total feed intake in dry
weight basis (g)

Survival rate (%) = (initial number of fish/final number of fish) x 100.

Chemical analysis. The contents of protein in the diets, liver and mus-
cle samples were analyzed according with AOAC (1990) by using a
distillation unit (Kjeltec TM2100, Foss Analytics, Denmark). Lipids con-
tents in the diets, liver and muscle were performed by the technique of
Blight & Dyer (1959). The contents of moisture and ash in the diet were
analyzed by the techniques reported by AOAC (1990).

Serum hiochemistry. Samples of blood were allowed to clot for 2 h
at 4 °C, then were centrifuged at 10,000 rpm during 10 min and the
serum (supernatant) was collected and kept at -34°C until analyzed.
The serum was analyzed for contents of protein (microBCA protein as-
say kit, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), glucose (glucose assay
kit ab65333, abcam, Cambridge, UK) and triglycerides (EnzyChrom tri-
glyceride assaykit ETGA-200, BioAssay Systems, Haywars, CA, USA).

Statistical analysis. Data of growth performance (WG, SGR, FER and
survival), contents of protein and lipids in liver and muscle, concentra-
tions of protein, glucose and triglycerides in blood serum were tested
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Table 2. Growth performance (final weight, FW; weight gain, WG; spe-
cific growth rate, SGR and feed conversion efficiency, FCE) and survival
rate of rainbow trout fingerlings with diets plant-origin concentrates
and inclusion of the prebiotics FOS and MOS. Each values represents
the mean of triplicate groups + standard error. Lines with different let-
ters differ significantly (P<0.05).

Treatments
D-Control D-FOS D-MOS Comm
FW (g) 81+0.2 74+04 7602 76=04
WG (%) 354 =20 341+ 34 328+13 330 =33
SGR (%/day) 2.5+0.07 24=+013 24=005 24=x0.05
FCE 12+0.02 13=+0.12 13=0.15 1.1+=0.05
Survival (%) 91=1ab 96 = 3ab 80+10b 100 = 0a

for normality and homoscedasticity with the Shapiro and Wilk W test
and the Barletts’s test, respectively. As all data showed normality and
homoscedasticity, a one-way ANOVA was performed using the Prism
for Mac version 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). When
found, significant differences among the treatments were determined
by a Fisher LSD test with a significant level of 5% (p< 0.05) for each set
of comparisons (Zar, 1999).

RESULTS

The growth performance (FW, WG, SGR, FCE and survival) is shows in
Table 1. Inclusion of prebiotics in the diets with plant protein concen-
trates did not influence the growth of the fingerlings, as values of FW
(p=0.6321), WG (p=0.8826) and SGR (p=0.9396) were lower on the
groups fed with the D-FOS and D-MOS when compared with the D-Con-
trol, although no significant differences were observed. The lowest va-
lues were observed in the group fed the commercial diet. Regarding
the survival rate, no significant differences (p=0.1414) were observed
among the groups and the mortality registered was not conceived to be
related to the treatments.

Liver protein content (Figure 1a) value of the fish fed the commer-
cial diet was significantly higher (p=0.0369) than those observed for
the fingerlings fed the diet D-control and D-MOS. Regarding the protein
content in the muscle (Figure 1b) no significant differences (p=0.3594)
were observed among all the groups.

In Figure 2a, lipid contents in the liver did not show significant di-
fferences (p=0.7261) among the treatments, while significant higher
values (p=0.0588) were observed in the fish fed the D-MOS in the lipid
content of muscle (Figure 2b).

Contents of protein in serum (Figure 3a) were significantly higher
(p=0.0671) in the fish fed diets with plant- protein concentrates when
compared with those fed the commercial diet. Serum glucose contents
(Figure 3b) did not show significant differences (p=0.7601) among the
treatments. Serum triglycerides contents are shown in Figure 3c and
significant higher values (p=0.0024) were observed in the group fed the
commercial diet when compared with the rest of the groups.
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Figure 1a-b. Protein contents of (a) liver and (b) muscle of rainbow trout fingerlings fed diets plant-origin concentrates and inclusion of the prebiotics FOS and MOS.
Each bar represents the mean of triplicate groups = standard error. Bars with different letters differ significantly (P<0.05).

DISCUSSION

The search for sustainable sources of protein to replace the fish meal,
has been a priority for the aquaculture industry in the last years (Gatlin
et al., 2007). Plant protein sources has been recognized for many years
as viable ingredients to be included in feeds for salmonids (Welker et
al., 2018). We report the use of soy, rice and corn protein concentrates
added with the prebiotics (FOS and MOS) for rainbow trout fingerlings.

Although prebiotics have reported to improve the growth of seve-
ral species of fish (Yilmaz et al., 2007; Ringe et al., 2010; Dawood &
Koshio, 2016; Guerreiro et al., 2018; Dawood et al., 2018), the pre-
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sent results showed that inclusion of the prebiotics did not improve the
growth performance of the fingerlings compared with the organisms
fed the D-Control and Comm. It seems that prebiotics do not have the
same effect when plant-origin protein are used, as not growth improve
was reported for the European seabass fed diets with soybean meal
and added with scFOS (Guerreiro et al., 2015) and in rainbow trout fed
diet with grain distiller dried yeast and MOS (Betiku ef al., 2018). Ac-
cording to Dawood & Koshio (2016) prebiotic efficiency depends on the
type, concentration in the diet, the fish species, and length of period of
feeding. As well, Guerreiro et al. (2018) reported that diet composition
might affect the efficiency of the prebiotic, but so far there is not a clear
explanation of lack of effect when plant ingredients are used.
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Figure 2a-b. Lipid contents of (a) liver and (b) muscle of rainbow trout fingerlings fed diets plant-origin concentrates and inclusion of the prebiotics FOS and MOS.
Each bar represents the mean of triplicate groups = standard error. Bars with different letters differ significantly (P<0.05).
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Contents of protein and lipid were assessed in muscle and liver. Re-
ports of the effects of prebiotics on protein and lipid contents are limited:
Yilmaz et al. (2007) reported that MOS increased the protein content in
carcass of rainbow trout; while Cid et al. (2020) reported increased va-
lues of protein contents of rainbow trout fingerlings fed with a plant pro-
tein-based diet added with FOS. In this study, the muscle protein content
was similar among the groups, regardless the inclusion of prebiotics. In
the case of liver, protein contents of the fish fed the diets with the plant
protein concentrates showed lower values than that observed for the fish
fed the commercial diet. However, the liver contents of protein were be-
tween 11 and 13%, which are similar to the 10 to 12.5% reported for
Aguillén et al. (2017) and 12 to 17% found by Cid ef al. (2020), both
studies used with diets based on plant proteins. The muscle lipid contents
were higher to those previously reported in rainbow trout fingerlings fed
different plant protein ingredients (Aguillon et al., 2017; Cid et al., 2020)
and according with Carrillo et al. (2018), such contents might be related
to their use as energy source for muscle. Regarding the lipid contents
in the liver, the tendency of higher values found in the groups fed diets
with plant protein concentrates has been reported previously (Carrillo et
al., 2018). According with Aguillon et al. (2017), the inclusion of taurine
to plant-protein based diets has a hypolipidemic effect and due to an
increase of the bile acid that leads to a higher activity of the lipase (Chat-
zifotis et al., 2008). The diets with the plant protein concentrates were no
added with taurine, which might influence the higher lipid content in liver.
However, more research is necessary to understand the effects of the
plant protein concentrates on the lipid metabolism.

Blood serum biochemistry offers a rapid method to assess the or-
ganism physiology, wellness and it is widely used as a diagnostic tool
(Manera, 2021). Manera & Britti (2006) reported values of 35.9 wg/mL
of serum protein for juvenile rainbow trout, which are similar to those
found in the present work (Figure 3a). The observed levels of protein
in the groups fed the diets with the plant concentrates might indicate
proper dietary protein utilization and normal hepatic function, as it has
been reported that use of plant-origin protein usually cause abnormal
lower values of serum protein (Igbal et al., 2021; Abdel-Tawwab et al.,
2021). Values of serum glucose, in the other hand, were similar to the
1.08 nmol/uL reported by Manera & Britti (2006) and 0.96 nmol/uL re-
ported by Hernandez et al. (2019) for juvenile and fingerlings of rainbow
trout, respectively. Regarding the triglycerides in serum, the normal
contents of rainbow were reported to be 347.5 mg/L (Manera & Britti,
2006) and the organisms fed the commercial diet were found similar.
However, the initial sample and the organism fed with the plant protein
concentrates diets showed lower values. According with the manu-
facture information, the commercial diet had a minimum lipid content
of 16%, around 3% more that the diets with plant-origin proteins and
seems to influence the level of triglycerides in the serum. The use of
the experimental diets with the concentrates, regardless the inclusion
of prebiotics, seems to not affect the normal serum parameters in the
rainbow trout fingerlings.

In conclusion the diets based on soy, rice and corn protein con-
centrates and the inclusion of FOS or MOS, showed no effects in the
growth performance and serum total protein and glucose of rainbow
trout fingerlings. Regardless inclusion of FOS and MOS in the diet, the
present results indicate the possibility to use the formulations without
affecting the growth and wellness of rainbow trout fingerlings, but more
research is necessary regarding the possible effects of lipids on the
liver and muscle.

Vol. 31 No. 2 » 2021

167

(@ 100+
"_T .
c a a a
- 75_
g ab b
= ]
(] -
2 50
S .
§ o254
b}
(D -
0- > A S O
\(.\\'\{b O <<O Q‘O 0@6\
00 0’ Q’ @)
o’
Treatments
(b) _ 1.0+
= .
==
S 0.8-
£ i
£
o 0.6
w
o -
(&)
3 0.4-
o
c .
2 0.2+
Q
(D -
0.0-
R O £ L
& 090090 o
S
Treatments
(c) 500 -

Serum triglycerides (mg/dL)

S
\i\‘\\@ {'\‘K& QO% & 06\@
o QO o @)
S
Treatments

Figure 3a-c. Serum contents of (a) protein, (b) glucose and (c) triglycerides of
rainbow trout fingerlings fed diets plant-origin concentrates and inclusion of the
prebiotics FOS and MOS. Each bar represents the mean of triplicate groups =
standard error. Bars with different letters differ significantly (P<0.05).
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ABSTRACT

Background. The southern zone of the estuary of the Jamapa River, Veracruz, is a place of transition be-
tween the river and the marine environment to which sediments, compounds, and species of crustaceans
are transported to the neritic zone where is the Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano. Objective.
The responses of exposure of Potimirim mexicana postlarvae to diuron, glyphosate, and paraquat, as well
as the relative abundance, diversity of the association of crustaceans, and values of temperature, salinity,
oxygen, pH, and dissolved solids in the estuary were evaluated. Methods. Sampling was carried out with
white light traps in November and March. Living Potimirim mexicana postlarvae were obtained from the
samples to carry out the bioassays; the remaining individuals of the association were fixed in 70% alcohol for
identification and quantification. The environmental factors were measured using a multiparameter Hanna HI
9828. Results. Dissolved oxygen was of 6-7 mgL ", pH of 8-9, temperature of 26-27° C, total dissolved solids
of 700-1,500 ppm and salinity of 0.70-16 ups. Environmental conditions permit the presence of Potimirim
mexicana postlarvae. Six taxa were found: postlarvae of Macrobrachium acanthurus, M. olfersii and Potimirim
mexicana, megalopae of Callinectes sapidus and Armases ricordi, and zoeae of Brachyura. Diversity ranged
from 1.55 to 1.77 bits*individual™, indicating an intermediate stability of the estuary. A total of 12,827 postlar-
vae of P. mexicana were obtained. The LC, values of diuron, paraquat, and glyphosate were 5.94, 1.51, and
221.05 mgL", respectively. Gonclusions. The values found here are consistent with those obtained by other
authors for different species of crustaceans. Due to the important ecological in the food web of P mexicana,
its postlarvae can be used as sensitive test organisms in ecotoxicological studies.

Keywords: Atydae, Decapoda Diversity, herbicide, LC,, postlarvae
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RESUMEN

Antecedentes. La zona sur del estuario del rio Jamapa, Veracruz, es un lugar de transicion entre el rio y
el medio marino al que se transportan sedimentos, compuestos y especies de crustdceos hasta la zona
neritica donde se encuentra el Parque Nacional Sistema Arrecifal Veracruzano. Objetivo. Se evaluaron las
respuestas de exposicion de las postlarvas de Potimirim mexicana a diurdn, glifosato y paraquat, asi como la
abundancia relativa, diversidad de asociacion de crustaceos y valores de temperatura, salinidad, oxigeno, pH
y solidos disueltos en el estuario. Métodos. El muestreo se realizé con trampas de luz blanca en noviembre
y marzo. De las muestras se obtuvieron postlarvas vivas de Potimirim mexicana para realizar los bioensayos;
los restantes individuos de la asociacion se fijaron en alcohol al 70% para su identificacion y cuantificacion.
Los factores ambientales se midieron utilizando un multiparamétrico Hanna H 9828. Resultades. El oxigeno
disuelto fue de 6-7 mgL-1, pH de 8-9, temperatura de 26-27 ° C, sdlidos disueltos totales de 700-1,500 ppm
y salinidad de 0,70-16 ups. Las condiciones ambientales permiten la presencia de postlarvas de Potimirim
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mexicana. Se encontraron seis taxones: postlarvas de Macrobrachium
acanthurus, M. olfersiiy Potimirim mexicana, megalopas de Callinectes
sapidus y Armases ricordiy zoeas de Brachyura. La diversidad oscild
entre 1,55 y 1,77 bits*individuo™, lo que indica una estabilidad inter-
media del estuario. Se obtuvieron un total de 12,827 postlarvas de P,
mexicana. Los valores de LC50 de diurdn, paraquat y glifosato fueron
5.94,1.51y221.05 mgL"', respectivamente. Conclusiones. Los valores
aqui encontrados son consistentes con los obtenidos por otros autores
para diferentes especies de crustaceos. Debido a la importancia ecold-
gica en la trama tréfica de P. mexicana, sus postlarvas pueden usarse
como organismos de prueba sensibles en estudios ecotoxicoldgicos.

Palabras clave: Atydae, Decapoda diversidad, herbicida, LC
vas

50 postlar-

INTRODUCTION

Due to the growing demand for food, farmers need to implement me-
asures to increase production. One of these measures is the use of
chemical substances, such as herbicides, insecticides, fungicides, ne-
maticides, and rodenticides, to protect their crops (FAO, 1997). Among
the agrochemicals that are commonly used in crops near the rivers of
Veracruz, Mexico, diuron, glyphosate, and paraquat are some of the
most frequently used.

Diuron, 3- (3,4-dichlorophenyl) -1,1-dimethylurea, is used to con-
trol weeds and mosses in crops of bananas, pineapples, grapes, cotton,
alfalfa, and sugar cane, as well as in ornamental species such as tulips
and daffodils (Lewis et al., 2016). This herbicide is relatively stable in
neutral waters and tends to become impregnated in suspended solids,
contaminating groundwater. However, it has also been detected in sur-
face waters of agricultural regions (INECC, 2021a). Diuron is considered
extremely toxic to phytoplankton, moderately toxic to insects, and sli-
ghtly toxic to amphibians and crustaceans (IRET, 2021).

Glyphosate, N- (phosphonomethyl) glycine, is a broad-spectrum
herbicide used to control annual and perennial weeds, broadleaf weeds,
and grasses. It is highly soluble in water, relatively volatile, and does not
normally leach into groundwater. It is not persistent in soils but persists
in aquatic systems under certain conditions. It is moderately toxic to
birds, most aquatic organisms, earthworms, and honeybees (Lewis et
al., 2016).

Paraquat, 1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium, an herbicide of the bi-
pyridyls group, is used for the control of glyphosate-tolerant weeds. It
is moderately toxic to birds, slightly to moderately toxic to mollusks and
zooplankton, slightly toxic to crustaceans, and not toxic to moderately
toxic to fish, amphibians, and most insects; there is no toxicity to bees
(INECC, 2021h).

In studies on diuron toxicity to crustaceans, an LC50 of 12 to 16
mg L™ has been obtained (Turner, 2003; Koutsaftis & Aoyama, 2008;
Alyliriik & Gavas, 2013; Shaalaa et al., 2015). Eisler (1990), in a study
on paraquat, report a wide range of LC,, values, ranging from 1 to
100 mg L. Regarding glyphosate, Estrada-Jamillo (2012), using Li-
topenaeus vannamei (Boon, 1931) shrimp larvae, measured an LC,; of
0.5774 mLL".

In Mexico, there is little research on Potimirim mexicana (De Saus-
sure, 1857), the species used in the bioassays in the present study.

Chazaro-Olvera S. et al.

Bortolini et al. (2013) mention that this species is found from the north
of the Gulf of Mexico to Panama, including Cuba, Jamaica, and Puerto
Rico. Recently, Salas-De La Rosa (2018) reported that P mexicana was
the most abundant species, with 5 909 individuals on the coastline of
the northern zone of the Veracruz Reef System during seven night co-
llects of 12 h each one.

Due to the high density and, therefore, the potential for the use of
P. mexicana in studies on the effects of agrochemicals on postlarvae,
the objective of this study was to evaluate the response of P. mexicana
postlarvae to exposure to diuron, glyphosate, and paraquat. The values
of temperature, salinity, oxygen, pH, and total dissolved solids in the
natural habitat of this species were determined and the proportion of
this species in the estuary of the Jamapa River, Veracruz was evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Study area. The Jamapa River has its origin within the states of Puebla
and Veracruz. It joins the Cotaxtla River and later empties into the Gulf
of Mexico in the municipality of Boca del Rio, Veracruz. The estuary
of the Jamapa River has other tributaries such as the Moreno stream
and El Estero (the latter is the communication channel of the Mandinga
Lagoon). The mouth of the Jamapa River discharges its waters to the
Veracruzano Reef System National Park (PNSAV) (Liafio-Carrera et al.,
2019). The Jamapa River basin is located between 18°45’-19°14’N and
95°56’-97°17'W. It has a warm subhumid climate, with an annual ave-
rage temperature above 22°C; the average temperature of the coldest
month is 18°C. Precipitation in the driest month ranges from 0 to 60
mm, with a rainy season in summer, receiving more than 55.3 mm of
rainfall; in winter, only 50 to 10.2% of the total annual precipitation fall.
There are six soil types, with regosol and vertisol being the most preva-
lent ones (Fuentes-Mariles et al., 2014). The level of the Jamapa River
in its estuarine part has a micro-tidal modulation of approximately 2.0
m, with a semidiurnal, diurnal, and lunisolar component every 2 weeks
(Salas-Monreal et al., 2019). As an estuary, it has a navigation channel
in the southern part that generates important changes in its dynamics
(Salas-Monreal et al., 2019). This channel produces strong currents of
more than 0.5 m/s and a continuous exchange of brackish water with
the ocean. On the southern side, the exchange of water from the river
and the ocean is more continuous than on the northern side, where the
water can remain static for periods longer than 24 hours due to low
speed and the continuous supply of water from the Moreno stream. Po-
llution from urban wastewater discharges have increased the nitrogen
concentration to approximately 11miL", likewise, dissolved oxygen has
decreased to concentrations less than 2 miIL" causing hypoxic condi-
tions (Salas-Monreal et al., 2020) (Fig. 1).

Field work. Postlarvae of P mexicana were collected in two samplings,
one carried out in November and the other in March. For the collections,
white light traps made with plastic boxes were used (Chazaro-Olvera
et al., 2018). The samplings were nocturnal, considering the full moon
phase. The traps were placed in three contiguous sites (Site 1, Site 2,
Site 3) at 20:00 h on the first day of sampling and were removed at 8:00
h the next day (Fig. 1). From the in vivo sample, P mexicana postlarvae
were selected to perform the bioassays. The remaining samples were
fixed with 70% alcohol and labeled with the date and place of sam-
pling. At each site, the physicochemical parameters temperature (°C),
salinity (ups), dissolved oxygen (mg L), pH, and total dissolved solids
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(ppm) were measured, using a previously calibrated Hanna® HI 9828
multiparametric device.

Laboratory work. The samples fixed in 70% alcohol were transported
to the Crustacean Laboratory of the Facultad de Estudios Superiores
Iztacala of the Universidad Nacional Auténoma de México for separa-
tion and counting. For identification, a Motic model SMZ-168 optical
microscope was used, following the original description by De Saussure
(1857). Relative abundance, Shannon-Wiener diversity index, and Pie-
lou equitability were obtained from each sampling (Magurran, 1988).

Bioassays. To perform the bioassays, water acclimatization was ca-
rried out 7 hours before the assays, using Elite 802® aerators. The
values of the environmental factors were identical to those registered in
the estuary of the Jamapa River. To carry out the bioassays, 10 postlar-
vae were used for each 500-mL plastic container following the criteria
of Mohapatra & Rengarajan (1995).

The agrochemicals used were obtained from the following com-
mercial brands: Karmex® (diuron 80% active ingredient), Cerillo SL®
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(paraquat 20% active ingredient). Herbipol® (glyphosate 36% active
ingredient). Preliminary 96 h static bioassays were carried out to deter-
mine the concentrations range of the definitive bioassays. The concen-
trations of diuron were 1.75, 3.5, 6.96, and 14 mg L™, those of paraquat
were 0.625, 1.25, 2.5, 5, and 10 mgL™", and those of glyphosate were
101.25, 202.5, 405, 810, and 1,620 mg L. In every bioassay perfor-
med, three replicates were used. All treatments had a control without
agrochemicals. Mortality readings were taken after 1, 2, 4, 8, 18, 24,
36, 48, and 96 hours of exposure (UC-Peraza & Delgado-Blas, 2012).
For toxicity bioassays, the guidelines of the United States Environmental
Protection Agency (US-EPA, 2021) were considered, following the guide
for ecological effect tests (US-EPA, 2016).

The toxicity analysis was carried out with the Probit method, and
the mean lethal concentration (LC, ) was determined with the statistical
program Minitab Version 18.1 (Minitab ©, LLC, State College PA, USA),
and the 95% confidence interval was obtained. To obtain the relative
abundance, Shannon-Wiener diversity index, and Pielou equitability, the
PAST software version 3.26 was used (Harmer et al., 2001).
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Figure 1. Location of the sampling sites in the Rio Jamapa estuary, Boca del Rio, Veracruz.
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RESULTS

Dissolved oxygen ranged between 6 and 7 mgL", the pH between 8
and 9, and temperature between 26 and 27° C, during the study period.
The levels of total dissolved solids were 700 and 1,500 ppm in March
and November, respectively. Salinity ranged between 0.70 - 16 ups in
November and March, respectively (Table 1A). In the bioassays the va-
lues of the physicochemical parameters were similar to the parameters
registered during the sample collection (Table 1B).

In total, 29,769 organisms of six taxa were collected: postlarvae
of Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836), M. olfersii (Wieg-
mann, 1836), and Potimirim mexicana (de Saussure, 1857), megalopas
of Callinectes sapidus Rathbun 1896, and Armases ricordi (H. Milne
Edwards, 1853), and zoeas of the Brachyura Latreille, 1802 (Table 2).
Based on the results of the Shapiro-Wilk test, the abundance data in
March followed a normal distribution (P < 0.05), whereas in November,
this was not the case (P > 0.05). Given the above, the Mann-Whitney
test was applied, and no significant differences were found (U = 14; P
= 0.589) for abundance between the sampling months. This leads us
to infer that the structure of the association remains unchanged in the
cold season. A total of 12,827 postlarvae of P mexicana were obtained;
the highest abundance was recorded in November with 8,967 postlar-
vae. Diversity ranged from 1.55 to 1.77 bits*individual™ in March and
November, respectively (Table 2).

When analyzing the response to herbicides, a mortality of 100%
was obtained for P mexicana with the maximum concentration of 28
mgL" of diuron in both months. Applying the Probit analysis, a diuron
LC50 of 8.98 mg L' was found for P mexicana at 96 h in March, with a
range of 7.94 to 10.06 mg L' (Fig. 2A). For November, an LC, of 6.76
mg L™ was obtained, with a 95 % confidence interval of 5.94 to 7.59
mg L (Fig. 2B).

Table 1. Environmental factors. A, environmental conditions for the collec-
tion of Potimirim mexicana from Jamapa River estuary, Boca del Rio, Vera-
cruz; and B, environmental conditions in the laboratory during bioassays.

A

Environmental factors March November
Dissolved Oxygen (mg/L) 6.93+0.12 579+0.12
pH 8.54 +0.38 7.81 +0.21
Temperature (°C) 26.68 + 0.12 26.08 +0.92
Total dissolved solids (ppm)  732.5 + 34.44 1443.33 = 65.91
Salinity (psu) 15.35 + 0.65 0.89 +0.19

B

Environmental factors March November
Dissolved Oxygen (mg/L) 6.82 +0.12 6.73 +0.15
pH 8.61+0.12 8.71£0.32
Temperature (°C) 27.01 £0.15 27.38 =1.09
Total dissolved solids (ppm)  722.8 + 175.33  1252.66 + 106.69
Salinity (psu) 0.72+0.18 13.99 + 5.48

Chazaro-Olvera S. et al.

With the maximum concentration of 10 mgL" of paraquat, 100%
mortality of P mexicana was recorded for both samplings. With Pro-
bit analysis, a paraquat LC,; of 1.76 mg L™ was found at 96 hours for
March, with a 95 % confidence interval of 1.51 to 2.01 mg L (Fig. 2C).
For November, the LG, was 2.21 mg L', with a 95% confidence interval
of 1.91 to 2.51 mg L (Fig. 2D).

For the maximum glyphosate concentration of 1,620 mg L™, 100%
mortality of P mexicana was recorded for both samplings. Based on the
Probit analysis, a 96-hour glyphosate LC,, of 252.05 mg L™ was obtai-
ned at 96 hours for March, with a 95% confidence interval of 221.05 to
282.55 mg L (Fig. 2E). For November, the LC,, was 247.71 mgL"", with
a 95% confidence interval of 224.18 to 271.15 mg L' (Fig. 2F).

DISCUSSION

The dissolved oxygen concentration values obtained here are similar to
those recorded by Castafieda-Chavez et al. (2017) and Salas-Monreal
etal. (2020), who found between 5 and 6 mgL-"in the study area during
the cold front season. As response to the decrease in temperature, the
dissolved oxygen increases due to intense winds that mix the water
column (Riverén-Enzastiga et al., 2016). In the present study, the values
obtained fall within the range reported previously, suggesting that the
water quality of the Jamapa River allows the presence of Potimirim
postlarvae (DOF, 1989); the recommended value for the protection and
proper development of aquatic life is 5 mgL™".

The pH values are like those found in the Jamapa River basin
(Houbron, 2010). The standard range established is 6.5 to 8.5 units for
drinking water (NOM, 1994), indicating that in the study area, a buffer
effect is present, avoiding water (Bates, 1973); this can be related to
the intermediate stability obtained according to the Shannon-Wiener
diversity values.

Table 2. Association of decapod crustaceans from Rio Jamapa estuary,
Boca del Rio, Veracruz.

Taxa March November Total

Postlarvae of Macro brachium acanthurus 181 556 737

Postlarvae of Macrobrachium olfersii 567 1788 2355
Postlarvae of Potimirim mexicana 3860 8967 12827
Megalopae of Callinectes sapidus 559 1057 1616
Megalopae Armases ricordi 6075 6051 12126
Zoeae of Brachyura 33 75 108
Total 11275 18494 29769
Shapiro-Wilk W 0.03 0.1
Mann-Whitney (March-November) 0.589

Diversity (bits/individual) 1.55 1.77 1.68
Equitability (J) 0.6 0.68 0.65

Hidrobiol6gica
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Figure 2. Toxicity of agrochemicals to postlarvae of Potimirim mexicana. Diuron, Paraquat and Glyphosate. (March: A, C, E), (November: B, D, F)

The temperature was slightly higher than that found by Jasso-Mon-
toya (2012) and Avendafio-Alvarez (2013), Contreras-Espinoza (2016),
and Castafieda-Chavez et al. (2017), who registered values between
23 and 24°C. However, different species of the Atydae family develop
adequately at temperatures around 27°C (Abele & Blum, 1977), which
is consistent with the findings of the present study.

Total dissolved solids were close to or exceeded the maximum
permissible limit of 1,000 ppm (NOM, 1994), potentially resulting in a
significant carry-over of herbicides to the estuary of the Jamapa River
(Aragon-Lopez et al., 2017).

Regarding salinity, values between 6 and 20 ups have been registe-
red at the mouth of the estuary of the Jamapa River (Aké-Castillo, 2016;
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Gonzalez-Vazquez et al., 2019). Likewise, Gonzalez-Vazquez et al.
(2019) mention that values below 2 ups were recorded in September,
which is consistent with that obtained in the present study. Salas-Mon-
real et al. (2020) mention that in the estuary of the Jamapa River, sa-
linity is higher than expected for a river and lower in the estuary, most
likely because of the interaction of the Jamapa River with the mouth of
Arroyo Moreno, which continuously provides fresh water to the system.

The high abundance levels of Brachyura shrimp, megalopa, and
zoea postlarvae is related to the species’ breeding season, their mi-
gratory character, and their high tolerance to changes in environmental
factors (Williams, 1984; Alvarez et al,, 2011). Salas de la Rosa (2018)
also found high abundance values on the coastline of the northern part
of the port of Veracruz after the rainy season.
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With diversity values of 1.5 to 1.8 bits*individual ™, it can be consi-
dered that the community of larvae and postlarvae of the Boca del Rio
Veracruz estuary has an intermediate stability. In this regard, Stub et al.
(1970) mention that diversity values of less than 1 are found in places
with low environmental stability, values of 1 to 2 in places with interme-
diate stability, and values greater than 3 are found in places with stable
environmental conditions.

When analyzing the response to herbicides, Shaalaa et al. (2015)
found that for Artemia salina (Linnaeus, 1758) nauplii, the diuron LC,,
was 6.00 mg L. Alyiiriik & Gavas (2013) found a diuron EC, value of
12.01 mg L' for A. salina larvae, whereas Koutsaftis & Aoyama (2008)
found a diuron LC,, for A. franciscana Kellog, 1906, of 12.5 mg L. With
an active ingredient of 80 to 95%, Turner (2003) found an LG, of 8.4
mg L for Daphnia magna Straus, 1820. Jinlin, et al. (2020) report that
the acute toxicity of diuron (48 h) to Daphnia magna was 17.1 mg-L"!
and Sipcam Pacific Australia (2020) mentions that acute toxicity for the
same species is 6.3-13 mg L. Thus, the LC obtained for 2 mexicana
is within the values commonly observed.

Regarding paraquat, Eisler (1990) found an LC,, for Procambarus
clarkii (Girard, 1852) of 1.4 mg L™ and for Gammarus fasciatus Say,
1818 of 11 mg L. Gil-Diaz et al. (2021) obtained 0.31 pl L', with a 95%
confidence interval with a lower limit of 0.26 pl L' and an upper limit
of 0.35 pl L for the M. olfersii shrimp. Likewise, Barbosa et al. (2014)
mentions that Daphnia similis had LC_, of 4 mg L™ and Macrobrachium
sp. of 5 mg L. The lethal concentrations obtained in this study for P
mexicana were within the range previously reported.

For glyphosate, a wide range of the lethal concentration for crusta-
ceans has been reported. For example, Herrera et al. (2016) obtained an
LC,, range from 5.3 to 930 mg L for Daphnia spp. and Gammarus spp.,
for different species of fish, 10 to 1,000 mg L"in glyphosate have been
found in commercial formulas (Folmar et al., 1979; Morgan & Kiceniuk,
1992). Ashoka-Deepananda et al. (2011) report that the LC, value for
Australian native freshwater shrimp, Paratya australiensis Kemp, 1917,
was greater than 700 mg L of glyphosate. In Daphnia magna Straus,
1820 the LC,, was 82.5 mg L (Melnichuk et al. 2007). In the present
study, the LC,, for P mexicana was in the lower quartile with respect to
previously mentioned values (221.05 mg L").

In conclusion, the average abundance values of larvae and postlar-
vae collected in the present study are consistent with those of larvae
found in other studies in the mouth of the Jamapa River in the cold
front season. The environmental conditions in the Boca del Rio estuary,
Veracruz, allow the presence of postlarvae of Potimirim mexicana, with
a high ecological valence.

Based on the community diversity of larvae and postlarvae of the
Boca del Rio Veracruz estuary, an intermediate stability can be con-
sidered. For P mexicana, the minimum LC50 values were 5.94 mg L™
for diuron, 1.51 mg L™ for paraquat, and 221.05 mg L"for glyphosate.
These values are consistent with those obtained by other authors for
different species of crustaceans. Potimirim mexicana postlarvae are
sensitive test organisms to evaluate the toxicity to diuron, paraquat,
and glyphosate. Taking into consideration the relevant ecological role
of P mexicana due to its high abundance in rivers, estuaries, and
coastal marine environments, its inclusion in ecotoxicological studies
is recommended.

Chazaro-Olvera S. et al.
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RESUMEN

Antecedentes: La textura y el contenido de materia organica de los sedimentos superficiales de los ecosiste-
mas acuaticos ofrecen informacion relevante acerca de la naturaleza de los procesos sedimentarios que alli
ocurren, ademas de que ejercen una influencia notable en el aporte de nutrientes en la columna de agua y en
la composicion y distribucion de la biota béntica. Objetivo: Debido a que son escasos los estudios sobre las
caracteristicas sedimentarias, en este trabajo se realizé una evaluacion de la composicion textural y el con-
tenido de materia organica de los sedimentos superficiales del Lago de Metztitlan. Métodos: Se colectaron
35 muestras de sedimento en las temporadas de secas y lluvias durante 2 afios. El analisis granulométrico
se realizd mediante la técnica de tamizado en himedo y pipeteo. El contenido de materia organica (M0) se
determind mediante el método de pérdida de peso por ignicion a 550°C. Resultados: El andlisis textural
de los sedimentos permitié reconocer un amplio predominio de arcilla limosa en la mayor parte del lago,
ademas de dos grupos menores: limos arcillosos, a lo largo y al frente de la desembocadura del afluente
principal, y arcillas francas, en las areas de menor hidrodindmica. La proporcion de materia orgénica en el
sedimento vario entre 7 y 12%. Los datos obtenidos no mostraron diferencias significativas entre las épocas
del afio analizadas. Conclusiones: El predominio de sedimentos finos con contenido de materia organica,
podria tener un papel preponderante en la estructura tréfica del lago, al hacer de los detritos una importante
via para el flujo de la energia en el ecosistema.

Palabras clave: Lago de Metztitlan, sedimentos, textura, materia organica.

ABSTRACT

Background: Texture and organic matter content of the surface sediments of aquatic ecosystems provide
important information about the nature of the sedimentary processes that occur there also to exerting a
notable influence on the supply of nutrients in the water column and on the composition and distribution of
benthic biota. Goals: Due to the lack of antecedents, in this study an evaluation of the textural characteristics
and organic matter content of the surface sediments of Lake Metztitlan was carried out. Methods: Sediment
samples (n= 35) were collected in the dry and rainy season for 2 years. The granulometric analysis was
carried out using sieving and pipetting techniques. The content of organic matter (OM) was determined by
the ignition technique at 550 °C. Results: The textural analysis of sediments allowed to recognize a wide
predominance of silty clay in the most of the lake bottom, in addition to two smaller groups: clayey silt, along
the front of the mouth of the lake’s main tributary, and clays, in the areas of lower hydrodynamic. Furthermo-
re, the proportion of organic matter in the sedimenst ranged between 7 and 12%. The data obtained did not
show significant differences between the seasons of the year analyzed. Conclusions: The predominance of
fine sediments with content of organic matter, probably have a major role in the trophic structure of the lake
being the detritus an important path to the energy flow in the ecosystem.

Keywords: Lake Metztitlan, Mexico, sediments, texture, organic matter.
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INTRODUCCION

Para la mayoria de los limndlogos y paleolimnologos, el interés por los
sedimentos lacustres radica en el hecho de que en éstos se resume la
historia de vida de un lago (Binford et al., 1983; Bradbury, 2000; Isra-
de-Alcantara et al., 2010; Ortega-Guerrero & Caballero-Miranda, 2011).
Sin embargo, en los sistemas dulceacuicolas también se han estudiado
otras propiedades y procesos sedimentarios, tales como la composi-
cion, resuspension y redepositacion de sedimentos, la microflora aso-
ciada, las tasas de descomposicion, la degradacion de la materia or-
ganica, aspectos de contaminacion y programas de control (Hakanson
& Jansson, 1983; Kalff, 2002; U. S. EPA., 2002; Wetzel, 2001). Aunque
el estudio de los sedimentos superficiales de un lago puede brindar
informacion relevante acerca de las condiciones limnoldgicas que im-
peran en el presente, todavia son pocos los trabajos que se han hecho
en México en este sentido (Pérez-Rojas et al., 2000; Diaz-Vargas et al.,
2005; Sudrez-Marlen et al., 2013; Avila-Hendrik et al., 2014).

El lago de Metztitlan, pertenece a la Region Hidrologica del Alto
Panuco (RH 26) y se encuentra dentro de la Reserva de la Biosfera de la
Barranca de Metztitlan (CONANP, 2003; CONAGUA, 2003).

El lago tuvo su origen en el deslizamiento y depésito de una ava-
lancha de rocas que obstruyd el rio Grande de Tulancingo hace unos
500 a 1100 afios (Suter, 2004). Aguas arriba, este fenémeno cambio
el régimen erosivo del rio por el de acumulacion de sedimentos alu-
viales-lacustres, de manera que el tipico valle fluvial en forma de V/se
transformé en un valle intermontano con un cauce y planicie de inunda-
cion amplia, casi horizontal, aprovechable para la agricultura, conocida
como vega (Lugo-Hubp, 2011).

El lago de Metztitlan es alimentado principalmente por el rio Vena-
dos, el cual cambia de nombre a lo largo de su curso de manera que
al sur de la Reserva se denomina rio Grande de Tulancingo y al norte
de la vega, rio Metztitlan. A lo largo de la trayectoria, el rio Venados
transporta grandes cantidades de solidos disueltos y suspendidos que
tienen como destino final el lago. Asimismo en las riberas de este rio
se realizan actividades agricolas, en las cuales se utilizan agroquimi-
cos como fertilizantes, insecticidas, herbicidas, acaricidas y fungicidas
(Lépez-Herrera et al., 2015).

El lago tiene una dinamica singular, pues su area superficial varia
notablemente afio con afio. Asi por ejemplo, aunque en promedio suele
mantener un area de unas 550 ha y 6 m de profundidad, en octubre
de 1999 alcanz6 3,338 ha y 30 m, respectivamente; sin embargo, en
los afios cuando la precipitacion es escasa la cubeta lacustre llega a
secarse por completo, como ocurrié en julio de 1998, al igual que 10
afios atras (Ibafiez-Aguirre et al., 2002; (Mendoza-Carifio et al., 2018).
Debido a las alteraciones que tanto la cuenca como la cubeta lacustre
han experimentado a través de los afios, el lago tiene un area y longitud
promedio de 5.52 km? y 14.6 km respectivamente, su forma subcircu-
lar y un tanto irregular, de profundidad moderada (2 -10 m), que alberga
un volumen de cerca de 20 millones de metros clbicos de agua y tiene
una profundidad promedio de 3.5 metros (Ibafiez-Aguirre et al., 2002;
CONAGUA, 2003). Cabe mencionar que, hidroldgicamente, el Lago de
Metztitlan y el Rio Grande de Tulancingo constituyen los cuerpos de
agua naturales mas importantes del estado de Hidalgo (Garcia-Arizaga
etal., 1996).
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Los primeros estudios realizados con los sedimentos del lago de
Metztitlan mostraron que una de sus caracteristicas relevantes era la
gran abundancia de materia organica asociada con los materiales ar-
cillosos (Pérez-Rojas, 2000. com per.). Por su parte, Juarez-Flores &
Ibafiez-Aguirre (2003), sefialaron que los sedimentos del lago son emi-
nentemente arcillosos y con proporciones de materia organica de hasta
un 15%. Estos estudios denotaron la importancia de conocer con mayor
detalle las propiedades texturales de los sedimentos, pues podrian te-
ner un papel importante en la estructura tréfica del lago. En virtud de
lo anterior, este trabajo tiene por objetivo determinar las caracteristicas
texturales y el contenido de materia organica de los sedimentos super-
ficiales del Lago de Metztitlan y establecer su distribucion espacial en
este sistema acuatico.

AREA DE ESTUDIO

El lago de Metztitlan esta localizado en las estribaciones de la Sierra
Madre Oriental, entre las coordenadas extremas 20° 39’y 20° 42" Ny
98° 49"y 98° 520, a una altitud de 1,240 m.s.n.m. Se emplaza en el
fondo de una barranca labrada por el rio del mismo nombre en la parte
central del estado de Hidalgo, en la region conocida como Sierra Alta
de Hidalgo (Fig. 1). El clima de esta region es del tipo Bh(h), esto es
semicalido con una temperatura promedio anual de 18° a 22 °C (Gar-
cia, 2004), sin embargo, existen variaciones climaticas importantes en
areas muy proximas entre si. De esta manera, mientras que en la vega
del rio Metztitlan el clima es semicalido y seco, con una precipitacion
anual de 420 mm, en la Sierra, a 1800 metros de altitud y a tan sélo 12
kilémetros de distancia, la precipitacion alcanza un promedio de 1750
mm al afio (CONANP, 2003; Pérez-Rojas, 2003). Estas lluvias garantizan
un constante suministro de agua que drena hacia la vega a través de
cauces superficiales y subterraneos. Las lluvias breves pero intensas
en la cuenca de Metztitlan favorecen que el rio colme rapidamente el
lago y que éste se deshorde ocasionalmente sobre el distrito de riego
08y localidades cercanas (Mendoza-Carifio et al., 2018). La vegetacion
circundante es variada pero predomina el matorral xerdfilo crassicaule
espinoso y rosetofilo (Lopez-Herrera et al., 2015). Desde el afio 2000,
el lago forma parte de la zona de Reserva de la Biosfera “Barranca de
Metztitlan” (SEMARNAP, 1999) y esta considerado como un sitio Ram-
sar (RAMSAR, 2007); esto es, un humedal de importancia para las aves
migratorias. El lago también realiza varias funciones ecosistémicas: re-
tiene nutrimentos y sedimentos, recarga el acuifero subterraneo, esta-
hiliza las condiciones climaticas locales y es fuente de riqueza bioldgica
y genética (Mendoza-Carifio ef al., 2018). En sus margenes no existen
asentamientos humanos. Mientras la vega del rio Metztitlan es una im-
portante region agricola, el lago sostiene una pesqueria basada en la
acuicultura, manejada por pescadores de las comunidades de Hualula
y San Cristdbal, que produce principalmente tilapia, bagre y carpa para
abastecimiento del mercado local.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de sedimentos superficiales se colectaron en 35 estacio-
nes distribuidas en el lago (Fig. 1.), durante dos temporadas contras-
tantes del afio: secas (junio 2007 y 2008) y lluvias (diciembre 2007,
septiembre 2008), empleando una draga tipo Ekman de tres litros de
capacidad. En cada estacion de muestreo se midi¢ la profundidad y

Hidrobiol6gica
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Figura 1. Localizacion de las estaciones de colecta de sedimentos en el Lago de Metztitlan Hgo.

se registraron las siguientes propiedades de los sedimentos: color, por
medio de las tablas de Munsell y olor (organoléptico). Las muestras se
guardaron en bolsas de plastico oscuras y se conservaron en refrigera-
cién hasta su procesamiento en el laboratorio.

El andlisis granulométrico se realizd mediante las técnicas tradicio-
nales de tamizado y pipeteo propuestas por Folk (1974) y Lewis & Mc-
Conchie (1994). La fraccion arenosa se separ6 del resto de la muestra
por tamizado en hiimedo. El porcentaje de la fraccion fina (limo y arcilla)
se calculd por el método de la pipeta, sobre la base del principio de la
Ley de Stokes (1851), segun la cual la velocidad de sedimentacion de
una particula es directamente proporcional al cuadrado de su diametro.
Con el propdsito de conocer la composicion mineral de la fraccion arci-
llosa, se seleccionaron las muestras con mayor cantidad de arcillas (4
muestras) y se analizaron por medio del método de difraccion de rayos
X a intervalo 2 theta de 4° a 70°, utilizando un tubo con anodo de Cu
excitado a 30 kV y 20 mA, barriendo a 2° por min (Gibbs, 1968).

El contenido de materia organica (M0O) se determind mediante
la técnica de pérdida de peso por ignicion a 550°C (Dean, 1974). Se
eligio esta técnica porque la MO se presenta al menos en pequefias
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cantidades en todos los sedimentos lacustres y es mas abundante
en los materiales arcillo-limosos. Ademas, esta técnica permite eva-
luar todo el material organico particulado o disuelto contenido en la
muestra.

A los datos obtenidos en el andlisis de granulometria y de conte-
nido de materia organica, se les aplico un andlisis exploratorio con la
prueba de Kolmogorov — Smirnov para probar normalidad (p < 0.05).
Posteriormente la significancia estadistica entre medias se determind
mediante un andlisis de varianza (ANOVA), las diferencias significativas
entre épocas del afo, se determinaron mediante comparaciones post
hoc utilizando la prueba de Tukey (p < 0.05) (Zar, 1996). Los calculos
se realizaron con el programa InfoStat version 1.1

Posteriormente, con los datos promedio, se realizo un analisis de
correlacion multiple entre los diferentes componentes texturales, para
detectar las relaciones entre ellos (p < 0.05) utilizando el programa
Stata version 2 (Sokol & Rohlf, 2000), conjuntamente se elaboraron los
mapas de distribucion de tamafio de particulas (arenas, limos y arcillas)
y de grupos texturales y el contenido de materia organica total en el
sistema acuatico.
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RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de
profundidad, colory olor de las muestras de sedimentos.

La profundidad promedio registrada en el lago fue de 4.43 m. La
zona somera se localizo en la porcion noreste del lago (estaciones de
muestreo de la 6 a la 17) en este sitio la profundidad promedio es de
1.83 m mientras que el area mas profunda se detectd en la porcion
noroeste del sistema (estaciones de muestreo de la 26 a la 35), aqui la
profundidad promedio fue de 7.25 mt.

Tabla 1. Profundidad de los sitios de muestro y propiedades de Color y Olor
registradas en las muestras de sedimento del Lago de Metztitian Hgo.

Estacion  Profundidad (m) Color Olor

1 1.5 10yr 7/8 Presente
2 2 10yr 6/6 Ausente
3 3 10yr 6/6 Ausente
4 2.5 10yr 7/8 Ausente
5 2 10yr 7/8 Ausente
6 3.9 10yr 7/8 Ausente
7 1.5 10yr 7/8 Ausente
8 1.3 10yr 7/8 Ausente
9 1.3 10yr 7/8 Ausente
10 2 10yr 7/8 Ausente
11 2 10yr 7/8 Ausente
12 1 7.5yr 5/6 Presente
13 1 7.5yr 5/6 Ausente
14 2 10yr 7/8 Ausente
15 2 10yr 7/8 Ausente
16 2 10yr 7/8 Ausente
17 2 7.5yr 5/6 Presente
18 3 10yr 7/8 Ausente
19 8.3 10yr 7/8 Ausente
20 7 10yr 7/8 Ausente
21 5 10yr 7/8 Ausente
22 4 10yr 7/8 Ausente
23 8.5 10yr 6/6 Ausente
24 7 10yr 7/8 Ausente
25 7 10yr 7/8 Ausente
26 4 10yr 7/8 Ausente
27 9.1 10yr 7/8 Ausente
28 4 10yr 7/8 Ausente
29 5 10yr 7/8 Ausente
30 5 10yr6/6 Ausente
31 8.8 7.5yr 5/6 Presente
32 10.3 7.5yr 5/6 Ausente
33 8.8 10yr 6/6 Ausente
34 8.7 7.5yr 5/6 Presente
35 8.8 7.5yr 5/6 Presente
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El color de los sedimentos, de acuerdo con las tablas de Musell
vario de 7.5 YR 5/6, 10YR 7/8 y 10 YR6/6, que corresponde a un color
grisaceo-café con tonalidades claras y oscuras. Los sedimentos con
tonalidades mas oscuras se colectaron en la zona norte del sistema, en
sitios donde la concentracion de MO fue alta (> 10%). La mayoria de
las muestras no presentaron olor con excepcion de las obtenidas en la
zona noroeste del lago (Tabla 1).

El analisis de ANOVA hizo evidente de que no se registraron di-
ferencias significativas entre los datos de granulometria y materia
organica obtenidos en las diferentes épocas del afio analizadas (arena
p = 0.5538, limo p = 0.3978, arcilla p = 0.995, Mat Org p = 0.1730)
(Tabla 2), por esta razén se utilizaron los valores promedio para elabo-
rar los mapas de distribucion de tamafio de particulas (arenas, limos y
arcillas) y el contenido de materia organica total en el lago.

El analisis textural de los sedimentos superficiales permiti6 reco-
nocer tres grupos en el diagrama ternario de Shepard (1954): a) limos
arcillosos, b) arcillas limosas y c) arcillas francas (Fig. 2). Los limos
arcillosos aparecen depositados de forma lenticular en la transicion del
espejo de agua con los terrenos agricolas, en profundidades menores
de 1 my por lo tanto sujetas a inundaciones periddicas. También se
presentan en el interior de la bahia ubicada en el extremo sur del lago,
hacia donde son transportados por las corrientes impulsadas por los
vientos del norte. El grupo de las arcillas limosas cubre la mayor parte
del fondo del sistema acuatico, formando depésitos laminares extensos
en la parte central de la laguna. Las arcillas, por su parte, se localizan
en las zonas que se hallan protegidas del viento y las corrientes gene-
radas por éste, debido a la cercania de las montafias, en la zona norte
de la cubeta lacustre (Fig. 3). En el analisis de correlacion multiple se
detecté una relacion inversa entre los limos y las arcillas, y entre las
arcillas y las arenas (Tabla 3).

Con la finalidad de reconocer detalladamente las facies texturales,
se elaboraron mapas de distribucion porcentual de los contenidos de
arcilla, limo y arena (Fig. 4, 5 y 6). Cabe mencionar que no se observa-
ron sedimentos detriticos gruesos en el interior del lago.

Origen y procedencia. Los sedimentos aloctonos inorganicos del
lago de Metztitlan estan constituidos por lodos y escasas arenas silico-
clasticas, que se forman en el exterior del vaso lacustre y son transpor-
tados por corrientes superficiales, por escurrimientos, y por la erosion
de la linea de costa. El sedimento endogénico (carbonato de calcio) se
deriva de la alteracion quimica que sufren las calizas y suelos de tipo
fluvisol calcarico circundantes (CRM, 2003; SPP, 1992), seguida de su
precipitacion y sedimentacion en el fondo.

El resultado del andlisis por difraccion de rayos X de los sedimen-
tos con porcentajes de arcilla mayores de 75% mostré una composi-
cion homogénea, representada por arcillas del grupo de las esmectitas
(principalmente montmorillonita), ademas de caolinita, cuarzo y dxidos
de zirconio y escandio (Fig. 7). Esto sugiere la procedencia volcanica de
los sedimentos, mismos que aqui se mezclan con aportes importantes
de carbonatos en disolucion que, al precipitarse, acttian como cemen-
tante en los lodos, a los que les confieren una fuerte cohesion cuando
estan himedos y un notable endurecimiento una vez secos.

Hidrobiol6gica
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Tabla 2. Resultados del analisis de ANOVA realizado con los datos obtenidos en la evaluacion de granulometria y de contenido de materia organica

de las muestras de sedimentos del Lago de Metztitlan (n = 35) (p< 0.05).

Arena

Analisis de la varianza

Variable N
arena 140
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)
FV. SC
epocas 0.20
Error 4.82
Total 5.02

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=0.30589
Error: 0.0927 gl: 52

R2
0.04

gl

136
139

n

14
14
14
14

R2
0.05

gl
3
136

epocas Medias
l 0.12

| 0.14

I 0.24

11l 0.25
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
Limo

Andlisis de la varianza

Variable N

limo 140
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)
FV. SC
epocas 413.20
Error 7122.36
Total 7535.55

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=11.75760
Error: 136.9684 gl: 52

139

n

14
14
14
14

R2
3.1E-04

136

epocas Medias

| 30.00

1l 30.93

11l 35.86

Il 35.86
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
Arcilla

Andlisis de la varianza

Variable N

arcilla 140
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

FV. SC
epocas 5.79
Error 18864.43
Total 18870.21

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=19.13500

Error: 362.7775 gl: 52

epocas Medias
I 62.71

| 63.07
Il 63.36
Il 63.57

139

n

14
14
14
14

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

R2Aj
0.00

CM
0.07
0.09

> > > >

R2Aj
3.0E-04

CM
137.73
136.97

> > > >

R2Aj
0.00

CM
1.93
362.78

> > > >

cv
162.82

0.70

Cv
35.29

1.01

cv
30.15

0.01

p-valor
0.5538

p-valor
0.3978

p-valor
0.9995
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Tabla 2. Contintia

Pérez-Rojas A. et al.

Materia organica
Andlisis de la varianza

Variable N
materia 140
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo )
FV. SC
epocas 19.57
Error 196.55
Total 216.13

Test:Tukey Alfa:=0.05 DMS:=1.95320

Error: 3.7799 gl: 52

epocas  Medias n

1l 9.23
Il 10.27
| 10.43
Il 10.83

R2
0.09

al

136
139

14
14
14
14

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

R2Aj
0.04

CM
6.52
3.78

> > > >

cv

19.08

F p-valor
1.73 0.1730

Arcilla

Arcilla
arena
limosa

Shepard, 1954

& Arena
limo arcillo
arcillosa arenoso
15

Arena Arena limosa

Limo arenoso

Limo

Figura 2. Ubicacion de las muestras de sedimentos del Lago de Metztitlan en el diagrama ternario de Sheppard de acuerdo con su valor granulométrico.
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Figura 3. Distribucion espacial de los sedimentos recientes del Lago de Metztitlan. Abreviaturas: a) Arcillas, al) Arcillas limosas, la) Limos arcillosos.

La materia organica (MO) constituye una fraccion importante de los
sedimentos superficiales del lago de Metztitlan, cuyo porcentaje varia
entre 7 y 12%. Las mayores proporciones de MO coinciden en gran
medida con las areas ricas en arcillas de la parte norte del lago, pero
también se presentan en la bahia ubicada en el extremo sur, hacia don-
de la corriente impulsada por el viento del norte transporta la MO en
suspension y la deposita en la margen més alejada (Fig. 8).Este hecho
se corrobord en el andlisis de correlacion mdltiple realizado con los di-
ferentes componentes texturales de los sedimentos, donde se observo
una relacion directa entre las arcillas y el contenido de materia organica
de las muestras (p < 0.05) (tabla 3). Las arcillas limosas, que predomi-
nan en la mayor parte del fondo del lago, estan asociadas a valores de
MO que varian entre 8y 11%.

DISCUSION

La historia reciente del Lago de Metztitlan se inicia a partir de la
transformacion de un sistema Iético de una cuenca abierta en uno

Vol. 31 No. 2 » 2021

Iéntico de una cuenca endorreica. La interrupcion del flujo de unrio y
su transformacién en un lago produjo notables cambios hidrodinami-
cos que dieron como resultado una elevada tasa de sedimentacion.
A partir de la diferencia de altitud entre el nivel actual del fondo del
lago y el punto en donde las aguas resurgen al otro lado del represa-
miento natural, en un manantial ubicado en el valle de Almoldn, a un
par de kilémetros al noroeste del lago, Suter (2004) ha estimado que
los depositos lacustres de Metztitlan tienen un espesor aproximado
de 250 m, mismos que divididos entre el tiempo transcurrido desde
el origen del embalsamiento 500 a 1100 afios (Suter, 2004) resultan
en una tasa de sedimentacion elevada, de 12.5 a 25 cm a™' (Monte-
ro, 2008). Se estima que si estas tasas de aporte de sedimentos no
disminuyen, para el afio 2050, el sistema tendria serios problemas
de azolve ocasionando una pérdida en su profundidad y en su la
capacidad de almacenamiento cercano a un 50%, lo que repercute
significativamente en los riesgos de inundacion aguas arriba (Men-
doza-Carifio et al., 2018).
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El transporte en suspension y la depositacion son los procesos do-
minantes en el lago. Durante la época de lluvias, los sedimentos, la
materia organica y otros constituyentes adsorbidos a dichos materiales
son transportados por el agua y conducidos al lago; al llegar a éste, a
medida que la energia de la corriente fluvial se disipa las particulas se
depositan progresivamente en funcion de su tamafio, de tal suerte que
las mas pequefias llegan a los puntos mas distantes del lago.

El andlisis granulométrico permitio distinguir diversas facies de
deposito en el ambiente y reconocer a las arcillas originadas de la al-
teracion de las rocas volcanicas como el principal componente aldc-
tono de los sedimentos. La importancia de las arcillas radica en las
reacciones que se producen en la interface agua-sedimento, ademas
de que su estructura laminar y su carga eléctrica negativa les permite
asociarse con diversos compuestos organicos, como el amonio (NH,*),
e inorganicos, como los cationes (Ca*+, Mg*+, Na* y K*) (Hakanson &
Jansson, 1983). Aunque el lago esta rodeado en gran parte por lade-
ras montanosas, en el fondo lacustre no se observan sedimentos de
textura gruesa, con excepcion de algunas playas angostas al pie de
las montafias al nor-noroeste, constituidas por clastos del tamafio de
bloques, guijas, guijarros, gravas y arenas gruesas que, en virtud de la
reticula de muestreo empleada en este estudio, no aparecieron en las
muestras analizadas.

98953° 05" W
20942 N
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La MO constituye un rasgo muy importante en los sedimentos del
lago de Metztitlan y es la fraccion sedimentaria de mayores implicacio-
nes ecoldgicas, debido a que su concentracion podria tener un papel
preponderante en la estructura tréfica del lago al hacer que la materia
organica en forma de detritos, constituya una importante via para el
flujo de la energia en el ecosistema (Wetzel, 2001). Los niveles mas
elevados de MO se detectaron en las areas donde los sedimentos son
basicamente arcillosos y de color mas oscuro, lo que, de acuerdo con
Valette (1993), confirma que a menor tamafio de la particula es mayor
la acumulacion de materia organica. Ya que esta MO requiere para ser
degradada de un suministro constante de oxigeno disuelto, las aguas
profundas del lago eventualmente podrian desarrollar condiciones
anoxicas, sin embargo esto no ocurre debido a la agitacion continua de
las aguas, promovida por la accion de los vientos, frecuentes en el area,
que produce una mezcla en toda la columna de agua (Ibafiez-Aguirre
et al., 2002; Montero, 2008; Mendoza-Carifio et al., 2018). Los datos
obtenidos en la evaluacion de olor, nos confirman que no existieron
condiciones de anoxia en la mayoria de los sitios donde se tomaron las
muestras, con excepcion de las estaciones 34 y 35 localizadas en la
parte norte del sistema donde se localizan las facies arcillosas de color
oscuro y los sedimentos presentaron un olor a materia en descom-
posicion. Las concentraciones de MO detectadas en los sedimentos
tuvieron un valor promedio de 10.14+ 1.24%, es importante mencionar

2.0Km

20°40° N +

98750 30" W

Figura 4. Isopletas de la concentracion de arenas en los sedimentos el Lago de Metztitlan. Los valores se expresan en porcentajes.
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Figura 5. Isopletas de la concentracion de limos en los sedimentos el Lago de Metztitlan. Los valores se expresan en porcentajes.

que en las Tablas de Calidad de Sedimentos (NOAA, 1999), marcan que
valores cercanos a 10% se consideran como de riesgo, por su toxici-
dad, para los organismos bentdnicos.

Asimismo los niveles de MO detectados en los sedimentos del lago
de Metztitlan se encuentran entre los valores registrados en otros sis-
temas de agua dulce, como en el lago de Chapala, la laguna de Zem-
poala, el lago de Patzcuaro y la laguna Escondida, pero son inferiores
al compararlos con los reportados para el lago de Catemaco, el lago de
Cuitzeo y la zona de canales de Xochimilco (Tabla 4).

Tabla 3. Valores de coeficientes de correlacion (%) de los diferentes
grupos texturales obtenidos en muestras de sedimentos del Lago de
Metztitlan Hgo.

Arcilla Limo Arena MO
Arcilla 1.00
Limo -0.956* 1.00
Arena -0.444* 0.439* 1.00
MO 0.494* -0.295 -0.1488 1.00

* Relacion significativa (p < 0.05)

Tabla 4. Contenido de materia organica (%) en sedimentos de sistemas acuaticos de México.

Sistema Concentracion de materia organica (%) Fuente
Lago de Chapala, Jal 41-10 Ramirez, 2001
Laguna de Zempoala 10.5+6.3 Diaz-Vargas et al., 2005
Xochimilco 17.76 - 27.38 Hernandez-Quiroz et al., 2019
Lago de Patzcuaro, Mich 6.52 - 28.43 Rodriguez-Serna, 2014
Laguna Escondida Ver. 10-30 Pérez-Rojas et al., 2000
Lago de Catemaco, Ver 20-30 Torres-Orozco & Pérez Rojas, 2002
Lago de Cuitzeo, Mich 14 - 38 Chacon-Torres et al., 2007
Lago de Metztitlan 7-12 Este trabajo

Vol. 31 No. 2 » 2021
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Figura 6. Isopletas de la concentracion de arcillas en los sedimentos el Lago de Metztitlan
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Figura 7. Difractograma de una muestra de la fraccién arcillosa de los sedimentos del Lago de Metztitlan mostrando los picos sobresalientes de la composicion

mineral en 2theta.
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Figura 8. Distribucion espacial de las proporciones de materia organica en los sedimentos superficiales del Lago de Metztitlan, Hgo.

Los sedimentos constituyen el principal aporte de materiales aléctonos
al lago; pero éstos también son importantes acarreadores de metales,
residuos organicos, fertilizantes, plaguicidas y organismos patdgenos
(Montero, 2008; Sepulveda et al., 2019). Ademas constituyen un pro-
blema debido a que causan el azolve de los sistemas acuaticos.

En virtud de lo anterior, aunque abatir las elevadas tasas de sedimen-

tacion debidas a la erosion de las partes altas de la cuenca seria dificil,
costoso e impractico, pues implicaria la construccion de terrazas, di-
ques y obras para control de carcavas, ademas de trabajos de refo-
restacion y construccion de barreras arboreas (Mendoza-Carifio et al.,
2018), si resulta conveniente para la salud del ecosistema comenzar a
tomar algunas medidas para prevenir y reducir en lo posible el ingreso
de material particulado y subproductos que pueden ser nocivos para
los organismos que habitan en el sistema, derivados de las practicas
agricolas que se desarrollan en la vega de Metztitlan.

Vol. 31 No. 2 » 2021

CONCLUSIONES

Los sedimentos recientes del lago de Metztitlan se caracterizaron por
el predominio de la arcilla limosa en la mayor parte del lago; limos
arcillosos a lo largo y al frente de la desembocadura del afluente prin-
cipal, y arcillas en las areas de menor hidrodinamica. El contenido de
materia organica de los sedimentos en las estaciones 1,17, 34 y 35
es elevado (> 10%) y segun las Tablas de Calidad de Sedimento pue-
den constituir un riesgo para los organismos bentonicos. Igualmente,
la MO podria tener un papel muy importante en la estructura tréfica
del mismo. Las propiedades adsorbentes de las arcillas las hacen im-
portantes acarreadoras de diversos tipos de compuestos que pueden
ser nocivos, por esta razén conviene evaluar la pertinencia de tratar
el agua antes de su ingreso al sistema lacustre.
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INSTRUCCIONES PARA AUTORES

HIDROBIOLOGICA es una publicacién cuatrimestral del Departamento
de Hidrobiologia de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud,
Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa (UAM-I), que difunde
trabajos originales e inéditos de investigacion sobre temas relaciona-
dos con el ambiente acuatico. No se aceptaran trabajos previamente
publicados en obras con ISSN o ISBN (proceedings, resimenes en ex-
tenso, libros, etc.). Las contribuciones podran ser en espafiol o en inglés
y en ambos casos contendran un resumen en espafiol y un abstract en
inglés.

HIDROBIOLOGICA publica cuatro tipos de documentos: articulos, no-
tas cientificas, articulos de revision y monografias taxonémicas. A
criterio del Comité Editorial, se podran publicar nimeros especiales so-
bre topicos o temas especificos. No se aceptaran trabajos preliminares
0 inconclusos, ni aquellos que pudiendo integrarse como una unidad,
sean presentados por separado en forma de pequefias contribuciones
0 notas seriadas.

La revista cubre un perfil amplio con las siguientes cuatro areas gene-
rales en la que participan diversos editores asociados:

1 Area Morfologia, Sistematica y Filogenia
2 Area Ambiental

3 Area Manejo de Recursos Acuaticos

4 Area de Ecologia

Los trabajos recibidos seran objeto de arbitraje guiado por miembros
del Comité Editorial y por los asesores del Consejo Editorial. En esta
evaluacion se consideraran:

1) Originalidad y rigor cientifico.

2) Contribucion al avance en las diversas areas del conocimiento
hidrobioldgico.

3) Presentacion, en lo referente a coherencia, continuidad y con-
sistencia.

4) Empleo apropiado de tablas, figuras y fotografias en relacion
con el texto.

Los manuscritos y figuras que no se ajusten a las siguientes ins-
trucciones seran devueltos sin evaluacion a los autores para que
procedan a su adecuacion.

Todo trabajo recibido por los Editores merecera un acuse de recibo inme-
diato. En el caso de contribuciones firmadas por diversos autores, la co-
rrespondencia necesaria durante el proceso editorial se establecera con el
primer autor, salvo indicacion distinta, indicada en el manuscrito.

Una vez que los manuscritos hayan sido revisados y se haya comproba-
do que cumplen cabalmente con las normas editoriales, seran introdu-
cidos en el sistema 0JS (Open Journal System) de Hidrobioldgica para
iniciar su proceso de evaluacion.

Publicar en la revista HIDROBIOLOGICA tiene un costo de recu-
peracion de $500 pesos mexicanos por pagina en blanco y negro
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(aproximadamente 27 délares americanos) y $1000 pesos por pa-
gina a color (aproximadamente 54 dolares americanos)

MANUSCRITOS ORIGINALES

Existen varios tipos de publicaciones que pueden ser enviadas:
a) Articulo cientifico
b) Nota cientifica
¢) Articulo de revision
d) Monografia taxonémica

Las contribuciones deberan ser envia'das a través del portal Open
Journal System (0JS) de HIDROBIOLOGICA, enviando ademas un
aviso a las siguientes direcciones de correo electrénico.

Direccion de la revista Hidrobioldgica: rehb@xanum.uam.mx
Direccion de apoyo a la revista: enlacerevistahidrobiologica@gmail.com

Editora en jefe: ta@xanum.uam.mx

NORMAS EDITORIALES

Los autores deberan ajustar la estructura de su manuscrito de-
pendiendo de la modalidad del trabajo.

Los archivos de texto (manuscrito, pies de figuras, tablas) se enviaran
en formato Word y las figuras (fotografias, mapas, composiciones) en
formato jpg o tif con buena calidad, mayor o igual a 300 ppp (puntos
por pulgada).

FORMATO DE PRESENTACION ARTICULO CIENTIFICO

Los manuscritos se presentaran en tamaio carta, escritos a doble
espacio, sin sangria y utilizando el tipo Univers condensada o Arial
12 puntos en todo el trabajo.

Los margenes del texto tendran 3 ecm de cada lado. Los manuscritos
elaborados en procesadores de palabras: Word o formato RTF, no estaran
justificados, sino alineados a la izquierda y sin espacio interparrafo. La
version final de los manuscritos aceptados debera acompaniarse de la ac-
tualizacion electronica correspondiente.

Titulo

Sera breve y se presentara tanto en inglés como en espafol. Sin dejar
de ser explicito con respecto al tema de trabajo, no debera exceder de
20 palabras y debera estar escrito con mayusculas y mindsculas. Se
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propondra también un titulo resumido en el idioma en que esté escrito
el manuscrito, no mayor de seis palabras. Ambos se presentaran en una
pagina aparte, en la cual se hara constar también el nombre completo
de los autores iniciando con el nombre de pila, indicando claramente
la forma en la que apareceran los créditos y su direccion institucional
completa, incluyendo exclusivamente el correo electronico del autor
designado para la correspondencia.

Para citar las direcciones postales seguir el modelo:

(Laboratorio/Area/Departamento)] (Facultad/Instituto/Centro)] (Universi-
dad, Unidad Académica). (Direccion con calle, nimero y colonia), (Ciu-
dad, Estado o Provincia), (Cadigo postal). (Pais)

Para puntuacion, seguir el ejemplo:

Laboratorio de Biologia Acuatica, Facultad de Biologia, Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo. Avenida Francisco J. Mujica s/n,
Ciudad Universitaria, col. Felicitas del Rio, Morelia, Michoacan, 58040.
México

Resumen

En un solo parrafo y con una extension de minimo 250 a maximo 280
palabras, se escribira en una pagina por separado y sera acompafado
de su traduccion al inglés (Abstract). Ambos deben estructurarse uti-
lizando los siguientes rubros; Antecedentes., Objetivos., Métodos.,
Resultados., Conclusiones.

Palabras clave

Los autores propondran un maximo de cinco palabras clave, tanto en
espafiol, como en inglés (Keywords), y deberan estar ordenadas alfa-
béticamente.

Texto

Dividido en secciones: INTRODUCCION, MATERIALES Y METO-
DOS, RESULTADOS, DISCUSION, AGRADECIMIENTOS, REFEREN-
CIAS, TABLAS (con titulo en la parte superior), LISTADO DE PIES
DE FIGURA, COPIAS DE LAS FIGURAS en Word ordenadas conse-
cutivamente con su pie de figura en la parte inferior. Los titulos de las
secciones se ubicaran en el centro de la pagina, claramente diferencia-
dos del texto y escritas con mayusculas y en negritas. Evitar en lo posible
el uso de subtitulos y en caso necesario, emplear negritas nuevamente y
de forma continua con el texto. Los objetivos y las conclusiones deberan
incluirse en la introduccion y en la discusion, respectivamente. En ningiin
caso se usaran sangrias.

Las paginas deberan ir debidamente foliadas con niimeros consecuti-
vos y arabigos. Para facilitar el arbitraje y la redaccion de los comenta-
rios por parte de los revisores, se recomienda que los renglones de
todo el texto, estén numerados consecutivamente desde el inicio
hasta el final del manuscrito.

En simbolos y unidades se empleara el sistema métrico decimal.

Instrucciones para los autores

Los nombres latinos de especies bioldgicas se escribiran en cursivas
y cuando se citen por primera vez en el texto, incluiran la autoridad
nomenclatural, sin abreviaturas. Para este punto revisar las siguientes
ligas:

http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=search
http://www.algaebase.org/search/species/

http://ucjeps.berkeley.edu/cgi-bin/get_bpu_from_number.pl?look
for=118025118026118027118028

Las citas en el texto que incluyan dos autores deberan incorporar el
simbolo &y para las de tres 0 mas autores se usara et al., (en cursivas)

Taxa nuevos

La descripcion de taxa nuevos para la ciencia deberan ajustarse a los
Codigos Internacionales de Nomenclatura.

Referencias bibliograficas

Los criterios que deberan prevalecer en esta seccion seran:
a) Orden alfabético del apellido del primer autor

b) Citas de trabajos del mismo autor primeramente se orga-
nizaran en orden cronoldgico las que tengan un solo autor, se-
guidas por las publicadas con dos autores en orden alfabético
de acuerdo al apellido del segundo autor y cronoldgico si am-
bos apellidos coinciden.

c) La citas mencionadas en el texto con el apellido del primer
autor seguido de et al. se ordenaran cronoldgicamente.

Los nombres de los autores deberan escribirse con mayusculas y mi-
nasculas, nunca exclusivamente con mayusculas. Las iniciales del pri-
mer autor seguiran el apellido. Para los siguientes autores las iniciales
antecederan el apellido, en el caso de dos 0 més iniciales, estas seran
separadas por un punto, y un espacio adicional. Los titulos de las re-
vistas no deberan abreviarse y, al igual de los titulos de libros, deberan
ser escritos en cursivas. Debera existir una correspondencia total entre
los autores citados en el texto del manuscrito y en las referencias. En
caso necesario de citas del mismo autor, publicadas en el mismo afio,
o del mismo autor en coautoria con dos 0 mas autores (primer apellido
seguido de et al.), usar siglas (a, b, ¢) en minusculas tanto en el texto
como en la seccion de referencias. En ninglin caso usar sangrias.

Un ejemplo de las citas mas comunes se presenta a manera de ayuda:

Publicaciones periddicas

Ahmad, V. U. & M. S. Ali. 1991. Pinnatifinone, a new halogenated chami-
grene from the red alga Laurencia pinnatifida (Lamour). Scientia Phar-
maceutica 59 (2): 243-246.

Ahmad, V. U., M. S. Ali & S. Bano. 1990a. Marine natural products. XII:
laurol, a new metabolite from the red alga Laurencia pinnatifida (La-
mour). Scientia Pharmaceutica 58 (2): 299-301.
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Ahmad, V. U., S. Bano, W. Shaikh, S. Uddin & M. Shameel. 1990b. Iso-
lation and structure determination of 1,1,6,6-tetrachloro, 3,4-diphenyl
hexane from brown alga Dictyota dichotoma. Pakistan Journal of Scien-
tific and Industrial Research 33 (3): 428-430. (Ndtese que ésta y la
cita anterior deberan ser mencionadas en el texto como Ahmad et al.,
1990a y Ahmad et al., 1990b).

Ahmad, V. U., M. S. Ali, S. Bano & M. Shameel. 1991. Pinnatifolide, a
new metabolite from red alga Laurencia pinnatifida Lamour. Pakistan
Journal of Scientific and Industrial Research 34 (1): 161-162.

Libros

Lind, 0. T. 1985. Handbook of common methods in limnology. Kendall-
Hunt Publishing Company, Dubuque. 199 p.

Eaton, A. D., L.S. Clesceri & A. E. greenberg (eds.). 1995. Standard me-
thods for the examination of water and wastewater. 19th ed. American
Public Health Associaton (APHA). Washington, D. C. Folio variado.

Capitulos de libro

Litter, M. M. & D. S. Litter. 1998. Structure and role of algae in tropical
reef communities. /n: Lembi, C. A. & J. R. Waaland (eds.). Algae and
human affairs. Cambridge University Press, pp. 29-56.

Suarez-Morales, E. & M. Elias-Gutiérrez. 1992. Claddceros (Crustacea:
Branchiopoda) de la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana Roo
y zonas adyacentes. /m: Navarro, D. & E. Sudrez-Morales (eds.). Diver-
sidad bioldgica en la reserva de la biosfera de Sian Kaan, Quintana
Roo. Vol. 2. Centro de Investigaciones de Quintana Roo. Chetumal, pp.
145-161.

Tesis

Ibafiez-Aguirre, A. L. 1995. Algunos aspectos de la dindmica de pobla-
ciones de Mugil cephalus (Linneo, 1758) y M. curema (Valenciennes,
1836) (Pisces: Mugilidae) en la Laguna de Tamiahua, Veracruz. Tesis de
Doctorado en Ciencias (Biologia), Facultad de Ciencias, UNAM. CDMX,
México. 216 p.

Otros

CNA (Comision Nacional del Agua). 2003. Ley Federal de Derechos Nor-
mas Aplicables en materia de Aguas Nacionales y sus Bienes Publicos
Inherentes 2003. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F. Enero 2:
173-191.

Systematics Agenda. 2000. 1994. Systematics Agenda 2000: Charting
the Biosphere. Technical Report. New york. 34 p.

Las citas a los documentos que se encuentran en la web deben
hacerse de la siguiente manera: se mencionaran el autor (0 en su
caso la organizacion responsable de la publicacion del documento, como
por ejemplo FAOQ, WHO, FDA etc.), la fecha de consulta y el titulo, seguidos
por:
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En espafiol: disponible en linea en: http://www.fao.org/fishery/ cultu-
redspecies/Litopenaeus_vannamei/en (consultado el 19 febrero 2010).

En inglés: Available online at: http://www.fao.org/fishery/culturedspe-
cies/Litopenaeus_vannamei/en (downloaded February 19, 2010).

Ejemplos:

FAO (Food and Agriculture Organization). 2004. EI estado mundial de
la pesca y la acuicultura-2004 (SOFIA). Disponible en linea en: http://
www.fao.org/docrep/007/y5600e/y5600e00.htm (consultado el 19 fe-
brero 2010).

WHO (World Health Organization). 2004. Vitamin and mineral re-
quirements in human nutrition. 2" ed. World Health Organiza-
tion, Geneva. Available online at: http://whglibdoc.who.int/publi-
cations/2004/9241546123.pdf (downloaded February 19, 2010).

Cuando se trate de articulos, libros etc. disponibles en las dos ma-
neras, se dara primero la cita completa y posteriormente la pagina
web, de acuerdo al siguiente ejemplo:

SAGARPA-CONAPESCA. 2006. Anuario estadistico de acuacultura y
pesca 2006. Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion. Comision Nacional de Pesca. Mazatlan. 219 p.
También disponible en la pagina web (si el escrito es en inglés, usar:
also available at:) http://www.conapesca. sagarpa.gob.mx/wh/cona/
cona_anuario_estadistico_de_pesca

Adicion del DOI a las Referencias

Los libros y publicaciones periodicas colocados en las referencias bi-
bliograficas que posean DOI (Digital Object Identifier), agregarlo al final
de la referencia correspondiente, como se muestra a continuacion:

Calor, A. 2009. Consideragdes Acerca da Filogenia de Trichoptera Kirby
1813: da Andlise dos Dados para as Hipdteses ou dos Cenarios para
os Dados. Entomobrasilis 2 (1): 01-10. DOI:10.12741/ebrasilis.v2i1.24

Tablas

Se presentaran a doble espacio, orientadas verticalmente (a me-
nos que la tabla contenga varias columnas), numeradas con-
secutivamente con ndmeros arabigos, con un breve titulo en la parte
superior y referidas al texto. Deberan escribirse con letras y nimeros
en tipo Univers condensada o Arial 10 puntos, con mayusculas y mi-
nasculas; si son necesarias notas aclaratorias, éstas se pondran en la
parte inferior de la figura, con tamafio de fuente 8. Se evitaran las
lineas verticales y horizontales asi como el uso de columnas que
implique el empleo de tabuladores.

Figuras

Las figuras deben ser originales, en caso de que algunas de ellas que
forman parte del manuscrito hayan sido publicadas previamente, el autor
estara obligado a solicitar los permisos correspondientes e indicar la re-
ferencia y cita correspondiente de donde son tomadas. En caso de que las
figuras se modifiquen, indicarlo con la leyenda "Fig. modificada de (...)".
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Ademas de las figuras incorporadas en el texto en Word, éstas se envia-
ran en archivos separados en alta resolucion, cada uno identificado por
el autor y con la numeracion correspondiente a la figura. Seran nume-
radas consecutivamente con nimeros arabigos y referidas al texto en
forma secuencial. Las leyendas deberan escribirse con mayusculas y
mintsculas. El tamafio maximo para una figura o grupo de figuras sera
de 17 cm de longitud y 13 ¢cm de ancho; el minimo permitido serd de
8 X 8 cm. Letras y nimeros tendran como maximo 10 puntos y como
minimo 8. Las figuras a escala deberan acompafarse de una escala
grafica. Todos los términos, simbolos y abreviaturas seran los emplea-
dos en el texto. Es indispensable que las figuras o dibujos se envien
como archivos TIFF o JPG, con una definicion minima de 300 ppp.,
por ejemplo: Figura_1_Meave_dinos.jpg

Fotografias

Solo las estrictamente indispensables y con buen contraste. Cuando se
realicen composiciones se dejara un pequefio espacio entre foto y foto.
Las dimensiones maximas y minimas se apegaran a las mencionadas
en el inciso de figuras. Los nimeros y letras no seran mayores de 10
puntos ni menores de 8 puntos. Las fotografias deben ser enviadas
por separado y con buena calidad. Se numeraran como figuras en or-
den consecutivo a su referencia en el texto. Se aceptaran figuras, o
fotografias a color, cuando su uso sea indispensable y su costo
sera cubierto por los autores al momento de pagar los gastos de
publicacién.

FORMATO DE PRESENTACION PARA NOTAS
CIENTIFICAS

Para la elaboracion de notas, los autores deberan seguir el formato: Ti-
TULO en el idioma del trabajo, TITULO traducido al inglés o al espafiol,
AUTORES, INSTITUCIONES DE ADSCRIPCION, RESUMEN, ABSTRACT
(resumen en inglés), Palabras clave y Keywords, AGRADECIMIEN-
TOS y REFERENCIAS. Estas se apegaran a las normas editoriales de los
articulos de investigacion, aunque sin apartados en el cuerpo de la
nota. Se ajustara el texto a un minimo de cinco cuartillas y un maximo
de siete, a doble espacio. Se recomienda la presentacion de una sola
tabla o figura.

Instrucciones para los autores

FORMATO DE PRESENTACION PARA ARTICULOS
DE REVISION

Este tipo de articulo podra llevar el mismo formato que los articulos
cientificos o al menos los encabezados de INTRODUCCION, DISCU-
SION y REFERENCIAS, incluyendo en ellos los subtemas que los auto-
res consideren pertinentes.

La recepcion y aceptacion final de los articulos de revision estaran
sujetas a la decision final por parte del Comité Editorial.

FORMATO DE PRESENTACION PARA MONOGRAFIAS
TAXONOMICAS

Este tipo de articulos podra tener el mismo formato que los articulos
cientificos, en la porcion de resultados incluira la descripcion de espe-
cies. La extension de estos trabajos podra ser de hasta 2/3 partes de un
volumen (aprox. 60 paginas del formato Word a doble espacio).

Derechos de autor

La aceptacion final de un manuscrito para su publicacion implica la
cesion de los derechos de autor a la casa editorial de la revista
Hidrobioldgica, Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iz-
tapalapa.

Pruebas de galera

Las pruebas seran revisadas por los autores y devueltas al Editor en
jefe tres dias después de haber sido recibidas. Si las pruebas no se
entregan a tiempo, su contribucion se publicara sin las correcciones
correspondientes.

Direccion Postal

Departamento de Hidrobiologia, DCBS, Universidad Auténoma Metropo-
litana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco N° 186. Col. Vicentina,
Iztapalapa, 09340, Apartado Postal 55-535, Ciudad de México, México.
Edificio AS, cubiculo 305.

Teléfono: 01 (55) 5804 4600 Ext. 3053. Desde otro pais: 52 (55) 5804
4600, Ext. 3053.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

HIDROBIOLOGICA is a peer-reviewed research journal published every
four months by the Departamento de Hidrobiologia de la Division de
Ciencias Biologicas y de la Salud, Universidad Auténoma Metropolita-
na Iztapalapa (UAM-I). The journal publishes original papers related to
aquatic environments. Data previously published in works with ISSN
or ISBN (proceedings, extensive abstracts, books, etc.) will not be ac-
cepted. Contributions can be in Spanish or English. In both cases an
abstract in Spanish and English must be included.

HIDROBIOLOGICA publishes four types of documents: scientific pa-
pers, scientific notes, review papers, and taxonomic monographs.
Periodically, the Editorial Board decides to publish special issues on
specific topics or themes. Preliminary or unfinished works will not be
accepted. Similarly, research presented in serial parts or small contri-
butions are not accepted.

Various associate editors participate with the Journal to cover a
wide variety of topics within the following four general areas:

1 Morphology, Systematics, and Phylogenics
2 Environment

3 Agquatic Resources Management

4 Ecology

All articles received will go through a review process guided by
a member of the Editorial Committee or an Editorial Board Advisor. This
evaluation will consider:

1) Originality and scientific rigor

2) Advances in knowledge of the different areas of hydrobiology
3) Coherence, continuity, and consistency of presentation

4) Appropriate use of tables, figures, and photographs in the text

Manuscripts and figures that do not comply with the following instruc-
tions will be returned to the authors without evaluation so that appro-
priate changes can be made.

All manuscripts received by the Editors will be immediately ack-
nowledged. Correspondence during the editorial process will be di-
rected to the first author unless otherwise indicated in the manuscript.

Once manuscripts have been reviewed and found to comply fully with
the editorial instructions, they will be included in the Hidrobiol6gica
Open Journal System to begin the evaluation process.

Publishing in HIDROBIOLOGICA has a recovery cost of $500 Mexican
pesos per page in black and white (27 USD, approximately) and
$1000 Mexican pesos per page in color (54 USD, approximately).
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ORIGINAL PAPERS

Several types of papers can be submitted:
a)  Scientific article
b)  Scientific note
c) Review article
d)  Taxonomical monograph

Contributions should be submitted through the portal Open Journal
System (0JS) of HIDROBIOLOGICA, also sending a notice to:

Hidrobioldgica: rehb@xanum.uam.mx
Assistant editor: enlacerevistahidrobiologica@gmail.com

Editor-in-chief: ta@xanum.uam.mx

AUTHOR GUIDELINES

Authors must adjust the structure of their paper to the type of manus-
cript being submitted.

Text files (manuscript, figure legends, tables) must be presented in
Word format, while figures (photographs, maps, compositions) should
be in good-quality JPG or TIFF format, equal or higher than 300 dpi.

SUBMISSION FORMAT FOR A SCIENTIFIC PAPER

All manuscripts must be submitted in letter format, single column,
double spaced, without tabs, in Universe Condensed or Arial 12 font.

Texts will have 3 cm margins on each side. Manuscripts written in
Word or RTF word processors should not be justified, but rather alig-
ned to the left with no space between paragraphs. The final version
of accepted manuscripts must be accompanied by relevant electronic
updates.

Title

The title should be concise, no longer than 20 words, and indicative
of the nature of the paper. It must be written in English and Spanish in
capital and lower-case letters. A short title of up to six words should
also be provided in the same language as the rest of the manuscript.
Both titles must be submitted on a separate sheet that includes au-
thors’ names. These should include the last name and one first name
of each author spelt in full, clearly indicating the order in which credits
must appear and their institutional address, including the email of the
corresponding author.
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For postal addresses, follow the pattern:

(Laboratory/Area/Department), (Faculty/Institute/Center), (University/
Campus). (Address with street and number), (City, State or Province),
(ZIP Code). (Country)

For puntuation, follow the example:

Laboratorio de Biologia Acuatica, Facultad de Biologia, Universidad Mi-
choacana de San Nicolas de Hidalgo. Avenida Francisco J. Mujica s/n,
Ciudad Universitaria, col. Felicitas del Rio, Morelia, Michoacan, 58040.
México

Abstract

We require a one-paragraph abstract in English and a one-paragraph
“resumen” in Spanish, each with a maximum length of 250 words.
Both must be submitted on a separate sheet. Background., Goals.,
Methods., Results., Conclusions.

Keywords

Appropriate keywords (4-5) should be provided in English and Spanish
in alphabetical order.

Main text

The following sections must be included in a bold center title: INTRO-
DUCTION. This should state the investigated problem, the aim of the
work, and previous relevant work with appropriate references. The MA-
TERIALS AND METHODS used should be stated clearly in sufficient
detail to permit others to repeat the research, if so desired. RESULTS
should be presented concisely, with tables or illustrations for clarity.
DISCUSSION should cover the significance of the findings without re-
petition of material in the Introduction and Results sections. This section
must contain the conclusions of the work, ACKNOWLEDGEMENTS, and
REFERENGES. It is very important that references be checked carefully.
Subheadings should be avoided but if necessary they must be in bold
and continuously written within the paragraph.

Pages should be numbered consecutively with Arabic numerals.
Please number all lines in the manuscript consecutively in order to
facilitate the review process by allowing reviewers to pinpoint specific
references more easily.

The decimal metric system should be used for symbols and units.

Latin names of biological species should be written in italics. The
first mention of a species in the text should include the nomenclature
authors without abbreviation. In the case of animal species, the
year of publication of the description should be indicated.

References in the text that include two authors should incorporate the
ampersand (&) symbol, whereas three or more authors should include
et al. (in italics).

New taxa

Description should follow the international code of nomenclature.

Instructions for authors

References

References should adhere to the following guidelines:
a) In alphabetical order by the first author’s last name.

b) Citations of works by the same author in chronological order,
then those published by two authors in the same order (alpha-
betically by the second author’s last name and chronologically
in case of coincidence).

c) References in the text with et al. should be ordered chronolo-
gically.

Authors’ names should be written in capital and lower-case let-
ters, not in capital letters exclusively. Initials of the first author will fol-
low the last name. For additional authors, initials will precede the last
name. In the case of two or more initials these should be separated
by a period and a space. Journal titles should not be abbreviated.
Book and journal titles should be in italics. The total number of cited
authors in the text should coincide with the total number of references.
Citations of the same author, published in the same year, or with the
same co-authors (last name followed by et al.), should use the small
letters (a, b, c) within the text and in the reference section. Never use
indentations.

Examples of the most common citations are presented below:

Periodical publishing

Ahmad, V. U. & M. S. Ali. 1991. Pinnatifinone, a new halogenated chami-
grene from the red alga Laurencia pinnatifida (Lamour). Scientia Phar-
maceutica 59 (2): 243-246.

Ahmad, V. U., M. S. Ali & S. Bano. 1990a. Marine natural products. XII:
laurol, a new Metabolite from the red alga Lauren-cia pinnatifida (La-
mour). Scientia Pharmaceutica 58 (2): 299-301.

Ahmad, V. U., S. Bano, W. Shaikh, S. Uddin & M. Shameel. 1990b. Iso-
lation and structure determination of 1,1,6,6-tetrachloro, 3,4-diphenyl
hexane from brown alga Dictyota dichotoma. Pakistan Journal of Scien-
tific and Industrial Research 33 (3): 428-430. (Please note that this ci-
tation and the one before, should be mentioned in the text as Ahmad et
al. 1990a and Ahmad et al. 1990b).

Ahmad, V. U., M. S. Ali, S. Bano & M. Shameel. 1991. Pinnatifolide, a
new metabolite from red alga Laurencia pinnatifida Lamour. Pakistan
Journal of Scientific and Industrial Research 34 (1): 161-162. 4

Books

Lind, 0. T. 1985. Handbook of common methods in limnology. Ken-dall-
Hunt Publishing Company, Dubuque. 199 p.

Eaton,A.D., L. S. Clesceri & A. E. Greenberg (eds.). 1995. Standard me-
thods for the examination of water and wastewater. 19th ed. American
Public Health Associaton (APHA). Maryland. Varied folio.

Book chapter
Litter, M. M. & D. S. Litter. 1998. Structure and role of algae in tropical

reef communities. /n: Lembi, C. A. & J. R. Waaland (eds.). Algae and
human affairs. Cambridge University Press, pp. 29-56.
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Branchiopoda) de la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana Roo
y zonas adyacentes. /n: Navarro, D. y E. Suarez-Morales (eds.). Diver-
sidad bioldgica en la reserva de la biosfera de Sian Ka'an, Quintana
Roo. Vol. 2. Centro de Investigaciones de Quintana Roo. Chetumal, pp.
145-161.

Thesis

Ibafiez-Aguirre, A. L. 1995. Algunos aspectos de la dinamica de pobla-
ciones de Mugil cephalus (Linneo, 1758) y M. curema (Valenciennes,
1836) (Pisces: Mugilidae) en la Laguna de Tamiahua, Veracruz. Tesis de
Doctorado en Ciencias (Biologia), Facultad de Ciencias, UNAM. CDMX,
México. 216 p.
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CNA (Comision Nacional del Agua). 2003. Ley Federal de Derechos Nor-
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Inherentes 2003. Diario Oficial de la Federacion. CDMX, México. Enero
2:173-191.

Systematics Agenda 2000. 1994. Systematics Agenda 2000: Char-
ting the Biosphere. Technical Report. New York. 34 p.

Online citations

References to online-only journals and books should include the author
(or the responsible agency, i.e., FAO, FDA, WHO, etc.), title, website, and
date of access, followed by:

In Spanish: Disponible en linea: http://www.fao.org/fishery/ cultureds-
pecies/Litopenaeus_vannamei/en (consultado el 19 febrero 2010).

In English: Available online at: http://www.fao.org/fishery/ culturedspe-
cies/Litopenaeus_vannamei/en (downloaded February 19, 2010).
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Available on line at: http://www.fao.org/docrep/007/y5600e/y5600e00.
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2nd ed. World Health Organization, Geneva. Available online at: http:/
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February 19, 2010).

Citations available in both printed and online sources should be
cited as follows: First with a complete citation and then the website
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cona_anuario_estadistico_de_pesca
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Addition of DOI to References

The references of books and articles that have DOI (digital object iden-
tifier), it must be added at the end, as shown below:

Calor, A. 2009. Consideragdes About da Filogenia de Trichoptera Kirby
1813: da Andlise dos Dados for Hipoteses ace or dos Cenarios for Da-
dos. Entomobrasilis 2 (1): 01-10. DOI:10.12741 / ebrasilis.v2i1.24

Tabular material

Tabular material must be clearly set out with the number of columns
in each table kept to a minimum and vertically oriented using double
spacing without tabs, Universe Condensed or Arial 10 font. Tables,
numbered consecutively with Arabic numerals, must be typed on sepa-
rate sheets, leaving sufficient space around the copy for printer’s ins-
tructions. Tables must have concise headings at the top that enable
comprehension without reference to the main text. Please ensure that
the data in columns are consistent in the number of significant figures.
Footnotes should be kept to a minimum and indicated by asterisks and
daggers (*, 1) at the bottom of the table with type 8. Vertical and hori-
zontal lines should be avoided.

Figures

Figures should be originals. If you intend to use previously published
figures, you must obtain written permission and indicate the reference
and citation of their original appearance. If the figure was changed,
indicate this with the legend “Figure modified by (...).

In addition to the figures included in the Word file, each one should
be sent as a separate high-resolution file. Number illustrations with
Arabic numerals consecutively, in order of appearance in the text. Le-
gends should be written in capital and lower-case letters. Maximum
size of a figure or group of figures will be 17 cm length and 13 cm
width with a minimum size of 8X8 cm. Numbers and letters in the fi-
gure must be 10 points maximum and 8 points minimum. Figures with
scale must be accompanied with a graph scale. Terms, symbols,
and abbreviations will be the same as in the text. Suitable file types
include Joint Photographic Experts Group (JPEG), Tagged Image
File Format (TIFF) with a minimum resolution of 300 dpi. Example:
Figure_1_Meave_dinos.jpg

Photographs

Keep photographs to a minimum. They should be of good quality and
well contrasted. Number photographs with Arabic numerals consecu-
tively, in order of appearance in the text. When using compositions,
leave a small space between each photo. Photographs should follow
the same size instructions as figures. Photographs should be placed in
separate files.

The Journal will accept color figures and photographs only
when essential to the paper. Authors must cover the additional

production costs of color printing.
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SUBMISSION FORMAT FOR SCIENTIFIC NOTES

The format of a Scientific Note is as follows: TITLE (in Spanish and
English), AUTHORS, INSTITUTIONS, ABSTRACT (with keywords in
alphabetic order), RESUMEN (abstract in Spanish with keywords (“pa-
labras clave”) in alphabetc order), ACKNOWLEDGEMENTS, and RE-
FERENCES. The same format as a scientific paper should apply, but
without separate sections in the body of the note. The minimum and
maximum total manuscript length is 5-7 letter-sized, double-spaced
pages. Please refrain from including more than one table or figure.

SUBMISSION FORMAT FOR A REVIEW PAPER

Review papers will have the same format as original manuscripts with
at least the INTRODUCTION, DISCUSSION, and REFERENCES headings,
and any headings and subheadings that authors consider pertinent.

Reception and final acceptance of review papers will be decided
by the Editorial Board.

Publishing in Hidrobioldgica implies that all authors agree to transfer
the article’s copyright to the Editorial Board of Hidrobioldgica Journal,
Universidad Autdnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.

Instructions for authors

Monographs should have the same format as a scientific paper. The
results section should include a description of the species. The length
of a monograph can be up to two-thirds of a volume (60 double spaced
Word pages).

Copyright
Final acceptance of a manuscript for publication implies the transfer

of all rights to the Editorial Board of Hidrobiologica, Universidad
Autonoma Metropolitana Iztapalapa.

Proofs
Author’s proofs will be emailed to the corresponding author. Proofs must

be corrected and returned to the Associatd Editor within 72 hours after
receipt; failure to do so will result in publication without corrections.

Postal address
Departamento de Hidrobiologia, DCBS, Universidad Auténoma Metropo-
litana, Unidad Iztapalapa, Av. San Rafael Atlixco No. 186. Col. Vicentina,
Iztapalapa, 09340, Apartado Postal 55-535, Ciudad de México, México.
Edificio AS, cubicle 305.

Telephone: +52 55-5804 4600, Ext. 3053.
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