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RESUMEN

Basado en el decremento de los volumenes de desembarque de corvina blanca (Atractoscion
nobilis) desde finales de los afos veintes del siglo pasado, se ha sugerido que los niveles de
abundancia de esta especie han sido afectados tanto por causas naturales (p.e. ENSO, PDO,
etc.) como antropogénicas (p.e. sobre-explotacion, deterioro del habitat, etc.). Esta problematica
es de particular interés para el gobierno de los Estados Unidos de América (EE.UU.) ya que la
corvina blanca es un importante recurso para la pesca comercial y deportiva en las costas de
California. Como alternativa para incrementar la abundancia de la especie, se promovié desde
principios de los afios 80’s el desarrollo de un plan de repoblaciéon con organismos de cultivo en
el Instituto “Hubbs-SeaWorld”. Sin embargo, la estrategia de repoblacién puede tener como
principal consecuencia negativa la dilucion de diversidad genética en las poblaciones silvestres;
tal ha sido el caso para especies como el salmén y la trucha. Aunque la corvina blanca se
distribuye desde Alaska hasta Baja California Sur, existe controversia acerca de los limites y la
conectividad entre sus stocks y la intensidad del flujo genético entre estos; parametros clave
para evaluar el impacto del programa de repoblacién sobre las poblaciones silvestres y para el
adecuado manejo del mismo. Es por ello que en el presente estudio se evalud, a través de los
niveles de diversidad genética, la conectividad entre los organismos que se distribuyen en la
costa occidental de la Peninsula de Baja California y de California. El analisis de las secuencias
de ADN mitocondrial detectd niveles de diversidad genética mayores a los esperados para una
especie intensamente explotada e indican, por el contrario, que la poblacion es
demograficamente estable y abundante. A pesar de que no se encontré evidencia de estructura
genética, la ocurrencia de haplotipos exclusivos de cada localidad sugiere que la poblacion de
corvina blanca podria encontrarse en proceso de diferenciacién, o bien que en algun momento
de su historia evolutiva haya estado estructurada. Los altos niveles de diversidad genética en
una poblacién aparentemente continua no son congruentes con el colapso que se ha atribuido a
la sobrepesca de esta especie en las costas de California. Las fluctuaciones histéricas en la
abundancia de corvina blanca parecen estar mas relacionadas con cambios en la disponibilidad
del recurso en respuesta al efecto combinado de eventos oceanograficos a gran escala (PDO y
ENSO), escenario que explicaria también la alta diversidad genética y la ausencia de estructura
poblacional. La informacién aqui obtenida es relevante por el hecho de que, los indicios de
diferenciacién genética y las amplias fluctuaciones en la disponibilidad de la especie resaltan la
necesidad de usar marcadores genéticos con una resolucion temporal de menor escala (p.e.
microsatélites) para el seguimiento del programa de repoblacion y de sus efectos sobre la
poblacion natural con la finalidad de establecer una estrategia adecuada de manejo que permita

el uso sustentable de este recurso pesquero.
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ABSTRACT

Based on the decline of white seabass (Atractoscion nobilis) catches at the end of the 1920’s, it
has been speculated that the abundance of this species has been affected both by natural (i.e.
ENSO, PDO) and anthropogenic causes (i.e. over-fishing, habitat degradation). This problem is
of particular interest to the United States of America due to the fact that white seabass
represents an important resource for the commercial and sport fishing industry along the coast
of California. In the early 1980°s, the Hubbs-SeaWorld Institute developed a repopulation
program as an alternative to increase the abundance of this fish stocks. However, repopulation
strategies can have a negative diluting effect on the genetic diversity of wild populations as it has
been demonstrated for other species (i.e. salmon and trout). Even though white seabass has a
range that goes from Alaska to Baja California Sur, there is some controversy about the limits
and the intensity of gene flow between stocks; key parameters for both the evaluation of the
impact of the repopulation program on the wild populations and a better fishery management
program. For these reasons, the goal of the present research was to evaluate the genetic
diversity and connectivity among white seabass populations found along the western coast of
the peninsula of Baja California and California. Sequencing of the mitochondrial DNA control
region detected higher levels of genetic diversity than expected for an overexploited species,
conversely indicating that the population is demographically stable and abundant. Despite no
evidence of genetic structure was found, the occurrence of exclusive haplotypes at each location
suggests that the population between Baja California and California could be developing genetic
differentiation, or that genetic structure may have occurred sometime along the evolutionary
history of the species. High levels of genetic diversity in an apparently continuous population are
not consistent with a collapse due to over fishing. Historical fluctuations on white seabass
abundance seem to be a consequence of changes in the availability of the stocks related to
large-scale oceanographic events (PDO and ENSO); a scenario that could also be explaining
the high genetic diversity and the lack of population structure. The information obtained here is
of great relevance due to the fact that, the indications of a genetic separation emphasizes the
need to utilize higher resolution, genetic markers than can explain variation at a smaller time
scale (i.e. microsatellites) in order to better the management strategy of the repopulation

program and sustainable use of this fishery resource.
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INTRODUCCION

El océano desempefia un papel de gran importancia como fuente de
recursos alimenticios en la vida de la humanidad. La fauna marina es tan rica y
basta, que el agua oceanica alberga cerca de 180,000 especies de animales,
entre ellas alrededor de 16,000 variedades de peces (Marcano, 2007). Desde
principios de la historia, la comunidad primitiva utilizaba los recursos bioldgicos

para consumo propio.

En la medida en que el desarrollo cientifico-técnico se hizo mas efectivo
las  posibilidades de explotacion de los recursos aumentaron
considerablemente, impactando en forma negativa a numerosas especies de
peces. La conservacion de estas especies es de vital importancia, pues ademas
de representar un recurso para el consumo humano, constituyen un eslabén
trofico clave en las comunidades acuaticas, en donde desempefian un papel

primordial en el funcionamiento integral de la biosfera (Bruton, 1995).

Tanto la comunidad cientifica como las asociaciones gubernamentales y
no gubernamentales, reconocen que las pesquerias de todo el mundo estan
experimentando una rapida transicion de poblaciones estables a sobre-
explotadas. De acuerdo con Harvey (2001), alrededor del 44% de pesquerias
marinas a nivel mundial se encuentran sobre-explotadas. Ademas, no existe
suficiente informacion sobre la biologia y dinamica poblacional de la mayor
parte de las pesquerias, para la creacion de estrategias adecuadas de manejo
(Craig et al., 2004) o bien, para la reestructuracion de los reglamentos de pesca
existentes. La falta de esta informacion limita en gran medida el manejo
sustentable y puede acelerar el proceso de declinacion de los recursos
naturales (Mustafa, 1999).



Actualmente, una de las alternativas mas empleadas para mitigar el
efecto de sobre-pesca ha sido la creacion de programas de repoblacion
(Waples, 1991). De acuerdo con Bartley (1995), esta practica implica el uso de
piscifactorias para mantener, ampliar o incrementar el numero de organismos
de las pesquerias existentes o bien para crear otras nuevas, a través de la
liberacién de organismos cultivados (p.e. trucha de arroyo, Reisenbichler et al.,
1997; salmon, Waples, 1994; Clifford, 1998; trucha marrén, Hansen et al., 2000;
tambor rojo, Seyoum et al., 2000).

La repoblacién marina ha sido criticada por dos motivos principales: la
falta de pruebas de que esta actividad resulte beneficiosa para la pesqueria y
los altos costos de mantenimiento de las piscifactorias (Bartley, 1995). No
obstante, una de las principales preocupaciones para los cientificos es la
incertidumbre sobre las consecuencias genéticas producto de la interaccién

entre peces de criadero y poblaciones silvestres.

Hoy dia la mayoria de este tipo de programas centra su atencion en
incrementar numéricamente la poblacion olvidando mantener la diversidad
genética de la misma. En la reproduccion artificial con fines de repoblacion el
tamano efectivo poblacional (niumero de reproductores) es generalmente
pequefio, por lo que la endogamia puede provocar la acumulacion de pequeias
mutaciones deletéreas y la adaptacion genética al cautiverio, trayendo como
ultima consecuencia una pérdida de diversidad genética (Hedgecock, 2004;
Kapuscinski y Miller, 2007; Frankham, 2008).

Waples (1991) menciona entre las causas mas importantes de la pérdida
de diversidad genética: hibridizacion e introgresion, diferencias en la
adaptabilidad, reduccion en el tamano efectivo de la poblacion y la transferencia
entre stocks. Esto ha sido demostrado en varios estudios recientes que han
abordado la tematica (Hindar et al., 1991; Clifford et al., 1998a, b).



El principal efecto negativo de la dilucion de la diversidad genética de los
peces silvestres, es que puede disminuir la capacidad de la especie a soportar
cambios en el ambiente, ya que se generan problemas secundarios, entre los
que destacan la reducciéon del éxito reproductivo, el incremento en la
vulnerabilidad a enfermedades por efectos de la endogamia y por ende,
mayores tasas de mortandad (Hedgecock, 2004). En conjunto, todos estos
factores pueden reducir la abundancia de la poblacion generando un colapso en
las pesquerias e incluso, en casos extremos, la extincion de la especie
(Mustafa, 1999).

Debido a los riesgos potenciales de los programas de repoblacion
descritos anteriormente, uno de los aspectos que han cobrado mayor
importancia en este campo es el seguimiento, a través de marcadores
genéticos moleculares, de aquellos organismos liberados que nacen por
reproduccioén artificial con el objeto de evaluar los efectos sobre las poblaciones
silvestres (Moran, 2002). Por ello, hoy en dia, los programas de repoblacién
dirigen su atencion hacia la genética como principal herramienta de apoyo para
la toma de decisiones dentro de la biologia pesquera y la acuicultura (Bartley y
Kent, 1990).

Acorde con esta tendencia, el presente estudio emplea un marcador
genético molecular como una primera aproximacién para analizar el caso
particular de la corvina blanca, una de las muchas especies de scianidos con
una historia de sobre-explotacion y para la que se ha implementado un
programa de repoblacion. Esto tiene como finalidad evaluar el impacto que

dicho programa pudiera tener sobre la poblacion silvestre.



ANTECEDENTES

La corvina blanca (Atractoscion nobilis) pertenece a la familia
Sciaenidae, una de las familias de peces mas diversas y abundantes. La pesca
de esta especie, existe desde finales de 1800s, pero el incremento intensivo en
la actividad pesquera, aunado a fluctuaciones oceanograficas y a la
degradacion natural y antropoldgica de su habitat, ha generado una reduccién

considerable en su poblacion (Hanan et al., 2001; Williams, 2006).

Esta problematica a recibido especial interés por parte de los Estados
Unidos Americanos (EE.UU), ya que la corvina blanca es un recurso pesquero
de gran importancia econdmica para el gobierno del estado de California, tanto
desde el punto de vista de la pesca deportiva (Vojkovich y Reed, 1983), al ser el
scianido mas grande que habita las aguas de California (llegando a medir 1.7m
y pesar 38kg), asi como, desde el de la pesca comercial, por la gran demanda
que tiene en el mercado, dada la alta calidad nutricional de la especie (Moser et
al., 1983).

Las capturas deportivas, después de alcanzar su punto maximo en 1949,
sufrieron una notable disminucion hasta 1978. Entre 1980 y 1991, aumentaron
moderadamente las capturas pero representaron tan solo el 2% del pico de
1949 (Vojkovich y Crooke, 2001). Por su parte, las capturas comerciales totales
fueron disminuyendo lentamente desde principios de 1900’s (Vojkovich y Reed,
1983).

Como respuesta a la disminucion en la abundancia de la especie, desde
1931 entraron en vigor distintas reglamentaciones que incluyeron desde vedas
temporales y limites en el nimero y/o tamafio de los organismos capturados,
hasta restricciones en las técnicas de pesca (Vojkovich y Crooke, 2001). No

obstante, entre 1980 y 1981 hubo un colapso de la pesqueria comercial que



extrajo solamente el 10% de lo que histéricamente se habia capturado (Allen et
al., 2007).

Ademas, es importante senalar que en 1982 el gobierno mexicano
excluyé de su zona econdmica exclusiva a la flota pesquera norteamericana,
por lo que los volumenes de desembarque de corvina blanca en California se
redujeron cerca de un 40%. Sin ninguna otra accion de manejo, la captura

comercial se mantuvo en niveles bajos en los 80°s y los 90°s (Allen et al., 2007).

Aunque algunas de las medidas de proteccion tomadas desde 1930 aun
estan vigentes hoy dia, el Departamento de Pesca y Caza de California,
establecio a principios de los afios 80°s el programa de repoblacién como una
nueva alternativa para restaurar los niveles de abundancia de la corvina blanca
en sus costas. Entre 1986 y 2003 el Instituto de Investigaciones “Hubbs-
SeaWorld” en Carlsbad, California, liberé alrededor de 744,000 organismos
producto de su programa de reproduccion en cautiverio (Hedgecock, 2004). Ya
para el 2006, la cifra excede 1.1 millones de juveniles liberados (Shane et al.,
2006).

Actualmente existen indicios de que la poblacion de corvina blanca de las
costas de California se esta recuperando de los bajos niveles de abundancia
detectados en los afos setentas, ochentas y la mayoria de los noventas (Allen
et al., 2007). Es en estos momentos cuando las autoridades del gobierno
mexicano y los cientificos de la region, debemos mostrar interés por dar
seguimiento y monitorear el programa de repoblacion, ya que, como se
mencionod anteriormente, si bien este tipo de programas tienen el potencial para
reconstruir numéricamente las poblaciones, también pueden generar

interacciones negativas en la poblacién silvestre.



En los ultimos anos, diferentes técnicas moleculares utilizando ADN
nuclear o ADN mitocondrial (ADNmt), han proporcionado nueva informacién
sobre la variabilidad genética de poblaciones silvestres y cultivadas de un
importante numero de especies de peces (Bielawski y Pumo, 1997; Nielsen et
al., 1995; Pérez-Enriquez et al., 1999; Koh et al., 1999; Iguchi et al., 1999; Reilly
et al., 1999; Sivasundar et al., 2001; Yoon y Park, 2002; Was y Wenne, 2002).

Investigadores del Programa de “Hubbs-SeaWorld”, han estudiado el
caso particular de corvina blanca. Pese a que Hedgecock (2004) y su grupo han
realizado varios estudios de esta indole, mediante el analisis de ADNmt y
recientemente mediante el analisis de marcadores de ADN nuclear
(microsatélites), ninguno de estos estudios incluye muestras de la Peninsula de

Baja California.

La corvina blanca se distribuye desde el sur de Alaska, EE.UU., hasta la
porcién sur de la Peninsula de Baja California, México (Castro-Aguirre et al.,
2005). Aunque se caracteriza por ser un pez migratorio (Buhr, 2003), poco es lo
qgue se sabe sobre el nivel de conectividad de las poblaciones de esta especie a
lo largo de su distribucién. Cabe sefalar que aunque existen ciertas evidencias
que sugieren una mezcla de organismos entre California y México (Vojkovich y
Crooke, 2001; Williams, 2006), una distribucion geografica vasta vy
aparentemente continua, no garantiza la homogeneidad de la poblacién o la

falta de barreras de cruzamiento (Mustafa, 1999).

Aunado a lo anterior, existe controversia acerca de la principal zona de
desove y por ende de la zona de mayor importancia desde el punto de vista de
diversidad genética. Por un lado, algunos autores mencionan que el nucleo de
la poblacion parece ser la porcion central de Baja California, México (Moser,
1983; Vojkovich y Crooke, 2001; Williams, 2006) al encontrar la mayoria de los
huevos y larvas en la zona costera entre San Sebastian Vizcaino y Bahia San

Juanico, en la costa occidental de la peninsula Baja California (Vojkovich y



Crooke, 2001). Esto sugiere que los reproductores se concentran
principalmente en esta zona y por esta razén podria considerarse la zona de
mayor importancia en términos de conservacion. Por su parte, autores como
Buhr (2003) sefiala que la poblacion se encuentra centralizada entre Punta
Concepcion en California y Bahia Ballenas en la costa occidental de la
peninsula de Baja California (la cual es una area muy extensa que incluye

ambas localidades del area de estudio).

Asi pues, ante este panorama en el que se desconoce la relacién entre
los organismos que habitan las costas de los EE.UU. y los de las costas de
Meéxico, no es posible evaluar con bases sdlidas el impacto del programa de
repoblacion sobre los organismos de nuestras aguas costeras. Dado que en
este programa se utilizan organismos de las costas de California para
conformar el nucleo de reproductores, el impacto sobre la poblacion silvestre
podria no ser tan severo si realmente existe un solo stock de corvina blanca con
un area de desove extensa. Por el contrario, si hubiese mas de un stock y poca
conectividad genética entre estos, el programa de repoblacion en vigor tendria
mayor impacto al estar liberando sélo una fraccion del total de las variantes

genéticas que ocurren en la poblacién silvestre.

Ante este panorama, se hace evidente entonces la necesidad de realizar
un estudio de variabilidad genética que incluya organismos de ambas
localidades que permita esclarecer si existe o no estructura poblacional en la
corvina blanca. Esta informacién es fundamental para la delimitacion de la
pesca y de las unidades de gestién, asi como para la evaluacion de las
interacciones de la pesqueria y, en una escala de tiempo mas larga, la

conservacion de la variacién genética (Graves, 1997).

El ADNmt puede ser una herramienta muy eficaz para la recopilacion de
informacion en analisis de genética poblacional, ya que ademas de ser de facil

extraccién y amplificacion, tiene caracteristicas unicas dada su transmision via



materna, como el rapido ritmo de cambios evolutivos, la transmisién sin

recombinacién y la herencia haploide (Avise, 1994).

A pesar del alto polimorfismo que presenta, la estructura y organizacion
del genoma mitocondrial de vertebrados es altamente conservada (Noack et al.,
1996). Por lo tanto, las variaciones en el ADNmt han sido de gran utilidad como
linea de base para la gestidon de las poblaciones de especies de peces (Martins
et al., 2003). No obstante, es importante hacer énfasis en que este tipo de
marcador, en el que se analiza la variabilidad de la region control de ADNmt,
posee una escala temporal evolutiva que refleja los cambios histéricos que ha

sufrido una poblacién (miles-millones de anos).

Debido a que el objetivo del presente estudio es el de evaluar las
posibles consecuencias e impactos del programa de repoblacion sobre un
escenario sustentado con informacion cientifica, se plantea un estudio
prospectivo en el que se empleara una aproximacidon genética para establecer
la relacion que guardan aquellos organismos de la poblacion silvestre de
corvina blanca del sur de California, suplementada con organismos del
programa de reproduccion artificial desde hace 28 afios, con respecto a los

organismos de la porcion central de Baja California.



HIPOTESIS

Debido a que la porcion central de Baja California se considera la
principal zona de desove de la corvina blanca, se espera encontrar una mayor
diversidad genética en las localidades de la costa de Baja California con
respecto a las del sur de California. Sin embargo, el patrén migratorio de la
especie sugiere un intenso flujo génico y la ausencia de estructuracién de la

poblacion.

OBJETIVOS
Objetivo General
o Establecer el nivel de conectividad entre la poblacion silvestre de
corvina blanca de la porcién central de Baja California con respecto a
aquella de la costa del Sur de California.

Objetivos Particulares

1. Estimar los niveles de diversidad haplotipica y nucleotidica de la corvina

blanca en la region control del ADN mitocondrial.

2. Determinar si la poblacién silvestre de corvina blanca esta genéticamente

estructurada.

3. Plantear un escenario plausible sobre la historia demografica de la
poblacion de corvina blanca con base en datos moleculares a nivel de
ADN.



AREA DE ESTUDIO
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Figura 1. Area de estudio. La localidad 1, es representativa de California (EE.UU.) e incluye
muestras de la costa de San Diego y de las islas Santa Rosa y Santa Catalina. La
localidad 2, es representativa de Baja California (México) e incluye muestras de la
costa de Guerrero Negro.
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Localidad 1: California (EE.UU.)

e |Isla Santa Rosa pertenece al estado de California, EUA. Es una
pequefia isla de 70km? aproximadamente que se encuentra al NO de
San Diego. Se ubica geograficamente en 33° 37’ 16.59” N y 120° 06’
13.42” O.

e |Isla Santa Catalina pertenece al estado de California, EUA. Es una
pequefia isla de 80km? aproximadamente que se encuentra al NO de
San Diego. Se ubica geograficamente en 33° 23’ 01.02” Ny 118° 25’
39.2” O.

e San Diego pertenece al estado de California, EUA. Colinda al norte
con la ciudad de Los Angeles y al sur con Baja California México, al
oeste con el Océano Pacifico y al este con Arizona. Se ubica

geograficamente en 32° 42’ Ny 117 °6’ O.

Localidad 2: Baja California (México)

e Guerrero Negro forma parte de Mulegé que es uno de los municipios
del estado de Baja California Sur, México. Se localiza en la porcion
media occidental de la Peninsula de Baja California en el paralelo 28, el
cual separa los estados de Baja California y Baja California Sur. Se
ubica geograficamente en 27° 57' 32 N, 114° 03' 22 O.
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METODOLOGIA

I. Trabajo de Campo (Colecta de Muestras)

En el presente estudio, se emplearon muestras de corvina blanca
obtenidas de los mercados locales del Sur de California, EE.UU. y de Baja

California Sur, México.

Para representar las costas de California (CC), se tomaron 34 muestras
del mercado de San Diego, en donde se mercadean organismos de la costa (7)
y de las islas Santa Rosa (20) y Santa Catalina (7), mientras que para
representar la costa occidental de Baja California (BC), se tomaron 25 muestras
del mercado de Guerrero Negro, donde se mercadean organismos propios de

esta costa.

Para el estudio de estructura genética de las poblaciones de corvina, se
disectaron de 20-30 mg de tejido muscular de los especimenes obtenidos en los
mercados. El tejido de cada individuo se coloc6d en un tubo estéril con cierre
hermético debidamente etiquetado. Finalmente las muestras fueron
preservadas a -70° C en el laboratorio de Ecologia Molecular de la Universidad

Auténoma de Baja California - Unidad Ensenada hasta su procesamiento.
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Il. Trabajo de Laboratorio

i. Extraccion del ADN

La extraccién del ADN geondmico total (ADNt) se realizd por el método

de Sales-CTAB (Hoelzel et al., 1991) con algunas modificaciones (Anexo 1).

Se cortaron de 20 a 30 mg de tejido de cada muestra sobre un
portaobjetos con ayuda de una navaja de bisturi previamente esterilizada,
transfiriéndose posteriormente a un tubo para hacer la homogenizacién con un

pistilo de polietileno.

La evaluacion cualitativa de la integridad del ADN extraido se llevo a
cabo mediante electroforesis, utilizando geles de agarosa al 2% con una
concentracion de 1.5 pg de bromuro de etidio por mililitro de gel (2%
Agarosagsr). Se colocaron 6 pl del producto de la extraccion de ADN en los
pozos del gel y se corrieron durante 30 min a 80 V, visualizando el rendimiento
de la extraccion en una mesa de luz UV. Finalmente, la evaluacion cuantitativa
de ADN se efectud en un espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (Thermo

Scientific).

ii. Amplificacion parcial de la region control de ADNmt (PCR)

Los cebadores que se utilizaron para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron disenados por Galarza (2002) a partir de la secuencia
de la regién control mitocondrial de Sciaenops ocellatus (Genebank, No. De
acceso AF054805) y flanquean una porcion de aproximadamente 390 pares de
bases. Tales cebadores son REDRIF (5-CCACCACTAACCCAAAAC-3) vy
REDRIR (5'-TGTCCCTCACCTTCAATAACC-3').
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La amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 30 upl
conteniendo de una solucién amortiguadora con Tris-HCI pH 8.4 10 mM, cloruro
de potasio (KCI) 55 mM, cloruro de magnesio (MgCl;) 3.0 mM, mezcla de
nucleotidos (ANTPs) 220 uM, 280 pmol de cada cebador y 1.1 U de Taq ADN

Polimerasa (Invitrogen™), partiendo de entre 5y 15 ng de ADNt.

La amplificacion se realizé en un termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient. El perfil del termociclador consisti6 de un primer ciclo de
precalentamiento de 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos que incluian 45
segundos de desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de reincorporacion o
acoplamiento de los cebadores a 48°C y 45 segundos de extension a 70°C. Por

ultimo, se agregd un ciclo de 5 minutos de extensién final a 70°C.

Los amplicones se limpiaron utilizando el kit PCR Purification Kit Pure
Link™ (Invitrogen). Posteriormente se estimé la concentracién final del ADN
amplificado por medio de electroforesis en geles de agarosa al 2% tefidos con
bromuro de etidio (EtBr, 0.05 ul/mL). El tamafio de los fragmentos de ADN se

determind por medio de un marcador de peso molecular de 500 pb (Gico-BRL).

iii. Secuenciacion

Las reacciones de secuenciacion se prepararon en un volumen final de
12ul (6.4 pmoles de alguno de los cebadores (REDRIF o REDRIR), 80-100 ng
del fragmento de DNA purificado y H»O44e hasta ajustar al volumen y se
mandaron a secuenciar a SeqgXcel Inc., San Diego, California
(www.seqgxcel.com), quienes emplean nucleotidos terminadores de secuencia
(BigDye® Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) en una

reaccion de secuenciacion ciclica.
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Los productos de secuenciacion fueron evaluados en un secuenciador
automatico ABI Prism 3100 de tecnologia capilar. Los cromatogramas
generados por el secuenciador se almacenaron en formato electronico hasta su

procesamiento.

iv. Edicidon de las secuencias

Se realiz6 la alineacion y edicion de las secuencias de los
cromatogramas, por medio de los programas ChromasPro version 1.33
(Technelysium Pty Ltd) y UltraEdit-32, respectivamente, para obtener las
secuencias nucleotidicas consenso de ambas cadenas de cada muestra. Una
vez alineadas las secuencias, se removieron los extremos correspondientes a

los cebadores.
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lll. Trabajo de Gabinete (Analisis estadistico)

i. Numero y frecuencia de haplotipos mitocondriales

Inicialmente se realizé la identificacion de los sitios variables entre las
secuencias mediante el programa MEGA 3.0 (Tamura et al, 2007). Este
programa permitio identificar las secuencias distintas (haplotipos) y el calculo de

sus frecuencias relativas.

ii. Diversidad genética

Para estimar el nivel de variabilidad genética se calcul6 la diversidad
haplotipica # de acuerdo a Nei (1987), el numero de diferencias pareadas
entre haplotipos 7 y la diversidad nucleotidica =, con base en los algoritmos de
Tajima (1983) y Nei (1987). Para ello se utilizé el programa Arlequin ver. 3.11
(Excoffier et al., 2006).

iii. Filogenia intraespecifica

Se aplicé una prueba de hipodtesis jerarquica para establecer el modelo
de sustitucidon nucleotidica que mejor se ajuste a los datos observados usando

el programa ModelTest (Posada y Crandall, 1998).

El modelo asi seleccionado fue empleado para calcular la distancia
genética molecular y reconstruir asi la filogenia intraespecifica a través de un
arbol filogenético de minima evolucién (Rzhetsky y Nei, 1993; Tamura et al.,
2007) y una red de la minima dispersion (minimum spanning network, )
(Excoffier et al., 1992).
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iv. Estructura genética

Aunque la arquitectura de la red de la minima dispersion permite evaluar
de forma grafica si existe estructuracion entre las poblaciones asociadas a un
patrén filogeografico de los haplotipos, se calculdé también la particion de la
varianza genética por medio de un analisis de varianza molecular (AMOVA)
para determinar el grado de estructuracion entre BC y CC. Dicho analisis se
realiz6 empleando el estadistico F de Wright (Fsr, Weir y Cockerham, 1984),
que considera exclusivamente la frecuencia de los haplotipos, y su analogo @sr
(Excoffier et al., 1992), que considera ademas las distancias genéticas entre los

mismos.

Todos los analisis de estructura poblacional se realizaron con ayuda del

programa Arlequin ver. 3.11 (Excoffier et al., 2006).

v. Historia demografica

La distribucion de diferencias pareadas es afectada por multiples
factores, como los son los cambios demograficos, la seleccion y la
recombinacion (Mousset et al., 2004). Asi pues, para el analisis de la
demografia historica se compard la distribucion de diferencias pareadas
observadas con la esperada bajo un escenario de expansion demogréfica.
Adicionalmente, dado que el correcto uso de los algoritmos anteriormente
sefalados supone neutralidad de los marcadores, se aplicod el indice D de
Tajima para probar neutralidad y evaluar de forma paralela si existia evidencia
de expansién demografica. Estos analisis se efectuaron en el programa
Arlequin ver. 3.11 (Excoffier et al., 2006).
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Adicionalmente, los valores de diversidad genética (H y =) obtenidos
para la corvina blanca en este estudio se compararon con aquellos reportados
para otras especies a través de un analisis discriminante (Johnson, 1994). Se
utilizaron los criterios propuestos por Grant y Bowen (1998), quienes reconocen
cuatro categorias con base en los valores de Ay =, asignando un escenario
demografico a cada una de ellas. Estas categorias se emplearon como criterios
de clasificacion a priori y el analisis discriminante indicd dentro de cual de los

escenarios queda mejor clasificada la corvina blanca.
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RESULTADOS

l. Variabilidad Genética

Se logro obtener, amplificar y secuenciar la region control del ADN de los
59 especimenes recolectados. Después de editar y alinear las secuencias, se
pudo comparar sin ambigliedades un fragmento homdlogo de 331 pares de
bases correspondiente a la regién control mitocondrial (Tabla I). La composicién
nucleotidica promedio de las secuencias de corvina blanca resultd en una
mayor proporcion pirimidinica (C= 18.63%; T= 35.14%; A= 36.14%; G=
10.08%).

Tabla I. Secuencia nucleotidica de la porcidon de la regiéon control mitocondrial de la corvina
blanca. La secuencia corresponde al haplotipo AnH18 que fue el que se presentd con mayor
frecuencia en la muestra analizada. Entre corchetes se especifica el numero del sitio para el
ultimo nucledtido de cada linea.

TAGTATTCTA AACTAAACTA CTCTTTGCGA TGCAAAATAC ATGTATGTAT ATACACCATA [ 60]
CAATTATATT AACCATATCA ATAGTATTTA AGTACATTAC TGTTTTATAA CCATTTCTTG [120]
GTTTCCCCCA TTCATATATC ACCATTTTAA GATTATATAC ATAAAGCATA ATACTATTAA [180]
CTAACTATCT TTATAATATG GTTACTAGCG AAACTTATGG CCCTAACAGT ACAGTCCATA [240]
GGTCAAGATA TAACACGGAC TCAACATATT GTAATTCTTC AAATTCTTAA TGTAGTAAGA [300]

ACCGACCATC AGTTGATTTC TTAATGCACA C [331]

En la tabla Il se presentan los sitios variables que definen cada haplotipo,
asi como la frecuencia relativa de los mismos en cada localidad y de manera
global. En los 59 especimenes analizados se observaron 30 sitios variables, 14
de ellos filogenéticamente informativos (parsimoniosos), que permitieron

distinguir 32 haplotipos mitocondriales de corvina blanca.
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Siete de los haplotipos ocurrieron en ambas localidades (AnHO1, AnH11,
AnH13, AnH14, AnH18, AnH22 y AnH26) y exhibieron las mayores frecuencias
relativas; el conjunto de todos ellos ocurrié en cerca del 53% de los individuos
muestreados. El haplotipo AnH18 fue el mas abundante en la muestra de BC
(20%), mientras que para CC lo fue el haplotipo AnH22 (12%). Aunque en
términos generales el haplotipo mas abundante fue AnH18, este representd tan
solo al 14% de los individuos (8) y en contraste, un importante numero de
haplotipos estuvieron representados exclusivamente por un individuo, tanto en

BC (10 haplotipos) como en CC (9 haplotipos).

En particular, tanto el numero de haplotipos relativo al numero de
individuos analizados, como la diversidad nucleotidica fueron ligeramente
mayores para BC. En contraste, la diversidad haplotipica resulté menor en BC
que en CC, muy probablemente como consecuencia de que BC presenté mayor

heterogeneidad en las frecuencias relativas de sus haplotipos (Tabla Ill).
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Tabla Il. Sitios variables y frecuencia relativa de los haplotipos mitocondriales de la corvina blanca observados para la costa occidental
de la Peninsula de Baja California, México (BC) y la costa de California, EE.UU. (CC). Los sitios parsimoniosamente informativos se

indican con sombreado gris.

oo0o0o0111111111 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 22 222 23
113 8 2 3 4556 8 9 90001 2 2 2 2 3 47 7 7 8 8 9 2
Haplotipo Frecuencia 1 3 4 8 5 5 6 2 5 9 91 7 17 8 2 01 2 3 2 1 6 8 9 46 59 Muestras
BC cC Totalk A C AT CTTAATTCTTG GAGAGTT CTCTATTTTTCGSC
AnHO1 0.08 0.06 0.07 . . - - - - - .- - BC14,BC19, CC01, CC02
AnHO2 0.00 0.06 0.03 . . - - A - - - - CC07, CC08
AnHO3 0.00 0.03 0.02 . . - - - A - I - CC19
AnHO04 0.00 0.03 0.02 . . - G - .- . T - - CCO09
AnHO5 0.00 0.03 0.02 . . - - G . cC T . I R CC04
AnHO06 0.00 0.03 0.02 . . - - G . CTT - - - CC21
AnHO7 0.00 0.06 0.03 . . - - - - G - - CCO03, CC26
AnHO8 0.04 0.00 0.02 . . A . R R R G - - BC08
AnHO9 0.00 0.03 0.02 . . C R R R G .. - CC12
AnH10 0.00 0.03 0.02 . . - T - R R G . - CC22
AnH11 0.04 0.06 0.05 . . .- - . A - - G - - BC11, CC11, CC33
AnH12 0.04 0.00 0.02 . . T . - c . . G . R G . - BCO7
AnH13 0.04 0.03 0.03 . . - R A R A . R G - - BC24, CC24
AnH14 0.04 0.06 0.05 . . - - - - - c R G - - BC02,CC05, CC20
AnH15 0.04 0.00 0.02 . . T . C G . . R o R G - - BC21
AnH16 0.00 0.03 0.02 . . - c . - C - G - - CC06
AnH17 0.04 0.00 0.02 . . - - - c T . G . - BC06
AnH18 0.20 0.09 0.14 . . - - - . C .. c G . . . . BCO03,BC12,BC17,BC18,BC22,CC10,CC15,CC31
AnH19 0.04 0.00 0.02 . . - - R A R G C . . R BCO04
AnH20 0.04 0.00 002 . T - R R A R G C . . - BC25
AnH21 0.00 0.03 0.02 . . - - - - c . - CC29
AnH22 0.08 0.12 0.10 . . - - - - . C - BC10,BC23,CC13,CC14,CC16,CC34
AnH23 0.04 0.00 0.02 G . - - - - - . C - BC09
AnH24 0.00 0.03 0.02 . . - G - R R - . C - - CC30
AnH25 0.04 0.00 0.02 . . - - - - - G - T . . BC16
AnH26 0.12 0.06 0.08 . . [ - - R . G - A . BC05,BC13,BC15,CC25,CC28
AnH27 0.04 0.00 0.02 . . [ R R R . T . . G - A . BC20
AnH28 0.00 0.03 0.02 . . - - - C . CG - A . CC32
AnH29 0.00 0.06 0.03 . . - - - - - - . C . A . CC17,CC18
AnH30 0.00 0.03 0.02 . . - - A A - - G . . C T CC23
AnH31 0.04 0.00 0.02 . . - - - - ... - BCO1
AnH32 0.00 0.03 0.02 . . - - - C - C G - - - Ccc27
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El polimorfismo en la region control mitocondrial de la corvina blanca se
caracterizé por una alta proporcion de transiciones (Tabla Ill). Considerando a
todo el conjunto de organismos, la proporcion transicion/transversion fue de
14:1 y se detectaron 2 deleciones. No obstante, el numero y el tipo de
sustituciones nucleotidicas, incluidas las deleciones, fue practicamente el

mismo para BC y CC.

De manera global, la diversidad haplotipica estimada y su desviacion
estandar fue de 0.96 + 0.012 pese a las marcadas diferencias en la frecuencia
relativa de los haplotipos. Este valor denota la ocurrencia de mas de un
haplotipo comun en ambas localidades (Tabla Ill). Por su parte, el numero
promedio de diferencias nucleotidicas entre los distintos haplotipos maternos y
su desviacién estandar fue de 3.37 + 1.75, mientras que en la estimacion de
diversidad nucleotidica promedio y su desviacion estandar se encontré un valor
de 0.0102 + 0.0059 (Tabla IlI).

Tabla Ill. Polimorfismo de la region control mitocondrial y diversidad genética de la corvina
blanca de las costas de la Peninsula de Baja California, México (BC), y California, EE.UU. (CC).

Localidad N N4y v S Ts Tv InDels Razén H Ttn
ng/n (s.d.) (s.d.)
BC 25 17 20 20 19 1 1 0.680 0.9500 (0.030) 0.0113 (0.007)
cC 34 22 22 21 20 1 1 0.647 0.9715 (0.014) 0.0098 (0.006)
Global 59 32 22 30 28 2 1 0.542 0.9597 (0.012) 0.0102 (0.006)

Nota: n representa el nimero de individuos analizados, Ny el nimero de haplotipos, V el numero de sitios variables en
la secuencia, S el niumero de sustituciones nucleotidcas, Ts el niumero de transiciones, Tv el numero de

transversiones, InDels el numero de inserciones/deleciones, H la diversidad haplotipica, s.d. la desviacion
estandar y 7, la diversidad nucleotidica.
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Il. Distancia Genética Molecular

La prueba de hipotesis jerarquica implementada en el programa
ModelTest estableci6 como mejor modelo de sustitucion nucleotidica el de
Tamura-Nei con una tasa heterogénea entre sitios (TrN+I+G; -InL = 805.507; K
= 164, Gamma = 0.249).

La figura 2 muestra el arbol filogenético intraespecifico de la corvina
blanca reconstruido con base en dicho modelo y bajo el criterio de optimizacién
por minima evolucién. La topologia del arbol estuvo pobremente sustentada al

exhibir valores de bootstrap menores a 50 en los nodos basales.

La topologia del arbol filogenético resultdé congruente con la arquitectura
de la red de minima dispersién (Fig. 3). Aunque dicha arquitectura denota la
presencia de algunos haplotipos comunes y de muchos otros con baja
frecuencia, estos se encuentran distribuidos homogéneamente a lo largo y
ancho de la red de minima dispersion. La red no mostré polarizacion de los
linajes y tampoco la ocurrencia de un solo haplotipo central del que deriven el
resto. Como se mencion6é anteriormente, BC y CC comparten siete de los
haplotipos, que como puede apreciarse en la figura 3, son aquellos

representados por un mayor numero de individuos.

Tanto el arbol filogenético, como la red de la minima dispersion,
evidencian la ausencia de estructura poblacional y sugieren una historia
demografica estable. Sin embargo, estos aspectos se analizaron de forma

independiente y los resultados de dichos analisis se presentan a continuacion.
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Figura 2. Arbol filogenético linearizado de los linajes mitocondriales de corvina blanca de las
costas de la Peninsula de Baja California, México (BC) y California, EE.UU. (CC).
Reconstruccion basada en el criterio de minima evolucién y empleando el modelo de
sustitucion nucleotidica de Tamura-Nei con correccion Gamma (Gamma = 0.25). Se
indican sobre los nodos los valores de sustento de las ramas después de 5000
remuestreos por bootstrap.
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Figura 3. Red de la minima dispersion (MSN) para los linajes mitocondriales de corvina blanca
de las costas de la Peninsula de Baja California (México) y California (EE.UU.). Los
circulos denotan los haplotipos y su tamafio es proporcional al nimero de individuos
que presentan cada linaje. Las lineas interconectan los linajes representando las
relaciones filogenéticos y las lineas perpendiculares corresponden al numero de
sustituciones nucleotidicas. Los numeros designan a los linajes (p.e. 1 = AnHO01, 2 =
AnHO2, etc.).

1. Estructura Genética

La existencia de estructura poblacional entre las corvinas blancas de BC
y CC se realizé mediante un analisis de varianza molecular (AMOVA). Para este
analisis se calcularon los estadisticos F de Wright (Fsr) y sus analogos ®sr
usando dos matrices de distancia genética entre los individuos: el numero de
diferencias nucletidicas y la basada en el modelo de Tamura-Nei seleccionado
por el ModelTest (Tabla IV). Para todos los casos, la significancia estadistica

del AMOVA se estimd con base en 10,000 permutaciones.
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Tabla IV. Valores obtenidos de los distintos indices de diferenciacion en el examen de
estructura genética de las muestras de corvina blanca de las costas de la Peninsula de Baja
California, México (BC), y California, EE.UU. (CC).

Diferenciacion

genética Particion de la varianza p (s.d.)
Entre Dentro de
Localidades las localidades
Fsr -0.0058 -0.58 100.58 0.696 (0.004)
D7 0.0049 0.49 99.51 0.291 ( 0.004)
Qs7° 0.0064 0.64 99.36 0.272 (0.005)

Nota: Fsr se calculé por medio del F-estadistico convencional de las frecuencias de haplotipos, ®sr ? se calculé por
medio de las diferencias pareadas y ®@sr ® se calculo por medio del método de distancia Tamura-Nei con una Gamma
de 0.25.

Dado que el método de distancia Tamura-Nei es el que mejor se ajusta a
los datos del presente estudio, se dara prioridad a los resultados obtenidos
mediante esta aproximacioén. La estimacion de diferenciacion genética obtenida
por este método resultdé de 0.0064 (p = 0.272). En cuanto a la particion de la
varianza, se observo que cerca del 99% de ella fue explicada por las diferencias
dentro de las localidades y menos del 1% estuvo asociada con las diferencias
entre localidades. Se infiere, por lo tanto, un flujo genético intenso entre las

localidades que limita el establecimiento de estructura genética entre BC y CC.

Independientemente del indice empleado, el AMOVA resulté en valores
muy bajos y no significativos de diferenciacién genética (Tabla IV). En resumen,
el analisis de estructura sugiere la existencia de una poblaciéon continua y
homogéneamente distribuida entre la porcidn central de la peninsula de Baja

California y la porcion sur de California.
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Este resultado es congruente con lo sugerido por la red de la minima
dispersion (Fig. 3) y puede explicarse por el hecho de que los haplotipos se

encuentran homogéneamente distribuidos a lo largo del area de estudio.

V. Demografia histérica

Dado que no se encontraron diferencias significativas entre localidades
segun el examen de estructura genética, se procedio a realizar el analisis de la
historia demografica con base en la distribucién de frecuencias del numero de
diferencias nucleotidicas pareadas y la prueba de neutralidad de Tajima
considerando, en primera instancia, que todos los individuos muestreados
forman parte de una sola poblacién (Tabla V). Sin embargo, debido a que la
mayoria de los haplotipos ocurrieron so6lo en alguna de las localidades (ver
Tabla Il), se decidi6 realizar también el analisis de demografia histérica para
cada localidad (Tabla V).

La distribucion de frecuencias del numero de diferencias pareadas
observadas mostré el comportamiento unimodal tipico de una poblacién en
expansion (Fig. 4). En contraste, los resultados de las pruebas de expansion
demografica a través de la sumatoria de las diferencias cuadradas (SSD), entre
la distribucion de frecuencias observada y la esperada bajo la hipotesis de
expansion, sugieren que la poblacién global no presenta huellas demograficas
de expansion al no detectarse diferencias significativas entre ellas (SSD =
0.0101, p = 0.5).

Es importante mencionar que al efectuar el andlisis para cada localidad,
el valor de SSD obtenido para BC fue estadisticamente significativo y mucho
mas alto que en CC (Tabla V). Este resultado plantea la posibilidad de que la
demografia de las localidades haya sido distinta a lo largo de su historia

evolutiva.
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Figura 4. Distribucion de diferencias pareadas observadas con las esperadas, bajo un
escenario de expansion demografica de la Peninsula de Baja California, México (BC),
y California, EE.UU. (CC).

Tabla V. Valores de ssd (Sumatory of square diferences) y sus correspondientes valores de
significancia, de las muestras de corvina blanca de las costas de la Peninsula de Baja
California, México (BC), y California, EE.UU. (CC).

Localidad SSD P (sim SSD 2 Obs SSD)
Global 0.0101 0.50
BC 0.0310 0.00
CC 0.0046 0.20
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El indice D de Tajima usando todo el conjunto de datos como una sola
poblacién resulté en un valor negativo y significativo (Tabla VI). Sin embargo,
aunque los valores del indice calculados para cada localidad fueron no
significativos. Ya que cuando este indice toma valores negativos y significativos
puede inferirse expansion demografica (Schmidt y Pool, 2002), este resultado
no es congruente con el sugerido por el analisis del numero de diferencias

pareadas (Tabla V).

Tabla VI. Valores del indice D de Tajima y los correspondientes valores de significancia
estadistica para la poblacion de corvina blanca de las costas de la Peninsula de Baja California,
México (BC), y California, EE.UU. (CC).

Localidad D de Tajima P (D sim 2 D Obs)
Global -1.530 0.030
BC -1.152 0.103
CcC -1.294 0.100

Con el objeto de esclarecer el escenario demografico mas plausible para
la corvina blanca, se consideraron las categorias propuestas por Grant y Bowen
(1998). Estos autores plantean distintos escenarios demograficos que podrian
explicar los niveles de diversidad genética poblacional reportados en la

literatura para diversas especies de peces marinos (Tabla VII).
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Tabla VII. Historias demograficas inferidas a partir de los valores de diversidad genética en
poblaciones de peces. Tomado de Grant y Bowen (1998).

Categoria H

Tin

Escenario demografico

Ejemplo

1 Baja
2 Alta
3 Baja
4 Alta

Baja

Baja

Alta

Alta

Cuello de botella reciente

Efecto fundador

Cuello de botella seguido por crecimiento poblacional rapido

Divergencia entre poblaciones geograficamente subdivididas

Poblacién grande y estable con una larga historia evolutiva

Contacto secundario entre linajes diferenciados

Cynoscion regalis ®

Micropogonias undulatus b

Cynoscion acoupa °

Especies continentales

Sciaenops ocellatus °

Macrodon ancylodon °

Nota: Se citan, a manera de ejemplos y con fines comparativos, algunas especies de scianidos, familia a la que

pertenece la corvina blanca: ® Graves et al. (1992), ° Lankford et al. (1999), © Rodrigues et al. (2008), ¢ Seyoum et
al. (2000), Santos et al. (2006)

Debido a que en su analisis, Grant y Bowen no especifican intervalos de

confianza para cada categoria, se realizé un analisis discriminante con los

valores de diversidad haplotipica (H) y nucleotidica () reportados por estos y

otros autores (Anexo 2; Tabla VIIl). Este analisis asigné correctamente todos los

casos clasificados a priori en las categorias arriba mencionadas (Lamda de

Wilks = 0.064, p=0.00) e indic6 que la corvina blanca queda bien clasificada

dentro de la categoria 4 (Tabla VIII, Figura 5). Esto sugiere, de nueva cuenta y

en contraste a lo que indico el analisis de diferencias pareadas (Tabla V), que la

poblacién de corvina blanca exhibe una historia demografica que corresponde a

la de una poblacién grande y estable.
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Tabla VIII. Matriz de clasificaciéon del analisis discriminante para valores de diversidad genética
en diversas especies de peces marinos.

Porcentaje de casos correctamente clasificados Categoria 1 Categoria 2 Categoria 4
15.22% 50.00% 34.78%
Categoria 1 100 7 0 0
Categoria 2 100 0 23 0
Categoria 4 100 0 0 16
Total 100 7 23 16

Nota: El valor Lambda de Wilks resulté 0.06425 y fue significativo (p = 0.00). La categoria 3 se excluyd por ser
tipicamente de especies de aguas continentales.
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Figura 5. Dispersion bidimensional de acuerdo a los valores candnicos generados en el analisis
discriminante. Las categorias a las que se hace referencia se basan en los criterios
planteados por Grant y Bowen (1998). Los cuadros azules corresponden a las
especies de la categoria 1, los cuadros rojos a las de la categoria 2 y cuadros verdes
a aquellas de la categoria 4. Las elipses representan los intervalos de confianza para
cada categoria al 95%. Los valores de diversidad genética y las respectivas fuentes
de los datos se detallan en el Anexo 2. Los valores para corvina blanca obtenidos en
este trabajo se indican con una letra C en color verde.
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DISCUSION

La variabilidad genética estimada en el presente estudio para la corvina
blanca Atractoscion nobilis de la costa occidental de la Peninsula de Baja
California y la costa de California puede considerarse alta al compararla con la
de muchas otras especies marinas (#=0.96, m= 0.0102; ver Anexo 3; Grant y
Bowen, 1998). Sin embargo, debido a que existen diferencias asociadas con la
historia de vida de cada especie que influyen en la tasa de acumulacion de
sustituciones nucleotidicas (Martin y Palumbi, 1993), resulta mas adecuado
comparar los valores de diversidad entre especies filogenéticamente cercanas y

con demografias similares.

Al igual que la corvina blanca, muchos otros miembros de la familia
Sciaenidae son explotados comercial y recreativamente debido a su gran
abundancia, su alto valor nutricional y la buena aceptacion por parte del
consumidor (Carpenter, 2002). La corvina blanca exhibié una diversidad
genética menor a la reportada para Sciaenops ocellatus (H=0.98, == 0.0300,
Seyoum et al., 2000) y Macrodon ancylodon (H=0.91, m= 0.0190; Santos et al.,
2006), ambas explotadas comercialmente pero cuyas poblaciones presentan
una marcada estructura genética y son muy abundantes. En contraste, presenté
niveles de diversidad genética mas altos que los de Micropongias undulatus
(H=0.47, m= 0.0043; Lankford et al., 1999) y Cynoscion acoupa (H=1.0, m=
0.0035; Rodrigues et al, en prensa), scianidos también explotados
comercialmente pero que conforman poblaciones continuas, genéticamente
homogéneas y de menor tamafo. Como se discutira mas adelante, la corvina
blanca tiene una poblacién con caracteristicas intermedias a las de estos
scianidos y que explican satisfactoriamente los niveles de diversidad que

presenta.
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Aun cuando el decremento paulatino en los volumenes de captura de
corvina blanca durante mediados del siglo pasado y el colapso de la pesqueria
en 1980 se ha considerado consecuencia de la sobrepesca (Allen et al., 2007),
existe también otro factor fuertemente relacionado con la reduccién en la
abundancia: las fluctuaciones naturales producto de las condiciones

ambientales (Harvey, 2001).

Los altos valores de diversidad detectados en este estudio para la
corvina blanca no corresponden a los de especies que hayan sufrido una
reduccion drastica en su abundancia (Anexo 3; Grant y Bowen 1998). Las
poblaciones de pelagicos menores (sardinas, arenques, anchovetas) se
caracterizan por sufrir colapsos en respuesta a condiciones ambientales
adversas, aunque estas tienden a recuperarse tiempo después (Hedgecock,
1994; Wolf et al., 2001). La disminucion de la densidad poblacional puede
causar la pérdida de linajes maternos y reducir la variabilidad genética, pero
una amplia varianza en el éxito reproductivo puede reducir el tamafio genético
efectivo de la poblacion sin realmente reducir la abundancia. Estas
fluctuaciones, sin embargo, se traducen en bajos niveles de diversidad (#=0.8-
0.9, m= 0.005; Categoria 1; Grant y Bowen, 1998) que son reflejo de la
combinacion del efecto de la deriva génica que se intensifica al reducirse el
numero de individuos y de la varianza en el éxito reproductivo de ciertos linajes
maternos (haplotipos). Valores tan bajos de diversidad contrastan con los
encontrados en la corvina blanca, lo que permite inferir que su poblacién no

parece haberse reducido de manera importante durante su historia evolutiva.

Ahora bien, la diversidad genética invariablemente disminuye cuando
una poblacién declina, pero esta no disminuye tan rapido como lo hacen los
niveles de abundancia a menos de que haya sufrido un cuello de botella

reciente (Baker y Clapham, 2004).
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Aunque el colapso que sufrio la pesqueria de corvina blanca en 1980 se
considera consecuencia de la sobrepesca (Hedgecock, 2004; Allen et al., 2007),
el incremento en los niveles de abundancia de esta especie en los ultimos 10
anos se ha interpretado como un signo de recuperacion (Allen et al., 2007). Los
valores aqui estimados de diversidad genética para la corvina blanca no
podrian ser explicados por un rapido crecimiento poblacional y la acumulacién
de sustituciones nucleotidicas (p.e. Categoria 2; Grant y Bowen 1998). Esto se
debe a que la tasa de sustitucion del ADN mitocondrial en peces se ha
estimado en alrededor de 3.5% por cada millén de afios (Donaldson y Wilson,
1999), dejando fuera toda posibilidad de que la diversidad genética se haya
recuperado dentro del marco temporal que atafie a la historia de esta

pesqueria.

Entonces, una posible explicacion para los niveles de diversidad
detectados en la corvina blanca pudiera ser que la abundancia de la poblacion
previa a las capturas era de una magnitud tal, y en la que las variantes
genéticas estaban amplia y homogéneamente distribuidas, que la “sobre-
explotacion” no haya tenido un efecto significativo sobre la diversidad genética

de la poblacién, reteniendo gran parte de su polimorfismo ancestral.

Una evidencia que apoya que la densidad demografica de corvina blanca
es alta, resulta de la comparacién de la razon del numero de haplotipos con
respecto al numero de individuos muestreados (Tabla Ill). Esta razén es similar
a la de Sciaenops ocellatus (n= 209 nH= 134 Razén= 0.64) (Seyoum et al.,
2000), cuya poblacidén reproductora ha sido estimada en 14 millones de
individuos aproximadamente. A su vez, también resulta similar a la de
Macrodon ancylodon (n= 130 nH= 43 Raz6n=0.41) que a pesar de no haber
sido censada, su densidad demografica se calcula dentro del mismo orden de
magnitud (Santos et al., 20006).
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Evidencias de la ausencia de estructura genética, que apoyarian el
escenario planteado anteriormente, son el pobre sustento de la topologia del
arbol filogenético (Fig. 2) y la arquitectura balanceada de la red de la minima
dispersion de los haplotipos maternos (Fig. 3). Ambos analisis concuerdan con
los resultados obtenidos del analisis de estructura genética (Tabla 1V) e indican
que los niveles de flujo génico entre las corvinas blancas de las localidades
estudiadas han sido suficientes para prevenir una fuerte divergencia genética

entre los haplotipos de ambas localidades.

Esta homogeneidad en la poblacién de corvina blanca podria explicarse
simplemente por el hecho de que en peces marinos el flujo de genes es mayor
que en especies de agua dulce, al no existir barreras geograficas tan evidentes
en el ambiente marino (Harvey, 2001).

Aun cuando la distribucién de la diversidad genética en peces marinos es
muy variable, las especies de gran movilidad aseguran un flujo génico efectivo
suficiente que previene el establecimiento de estructura genética. Mientras
tanto, las especies que estan confinadas a areas del mar geograficamente
definidas, permiten la acumulacién diferencial de la variabilidad genética y por
ende una estructura poblacional espacial (Mustafa, 1999). Poder ubicar a la
corvina blanca en alguno de estos dos grupos de peces resulta complicado,
pues aunque se caracteriza por ser un pez migratorio (Vojkovich y Reed, 1983),
los estudios de marcaje realizados por Buhr (2003) indican que mientras
algunos individuos pueden recorrer hasta 136 km en seis meses, otros

permanecen en areas definidas al menos por 6 afos.

La ausencia de estructura genética encontrada en el presente estudio,
sugiere que la corvina blanca que se distribuye entre la porcion central de la
Peninsula de Baja California y las costas de California conforman una unica

poblacién, apoyando las observaciones de Buhr (2003) con referencia a que la
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poblacién se encuentra centralizada entre Punta Concepcién en California y

Bahia Ballenas en la costa occidental de la peninsula de Baja California.

Es importante tomar en cuenta que la homogeneidad genética entre
agrupaciones de diferentes regiones no siempre implica que no existan varios
stocks separados (Harvey, 2001). El haber encontrado haplotipos exclusivos de
corvina blanca en cada una de las localidades aqui estudiadas, sugiere la
posibilidad de que exista mas de un stock. Esta ultima observacion apoyaria la
idea de Moser (1983), Vojkovich y Crooke (2001) y Williams (2006), de que el
nucleo de la poblacién es la porcion central de Baja California, México y de que
existe cierta mezcla de organismos entre California y México. No obstante, al
comparar la razén nH/n y la diversidad nucleotidica de Baja California con la
obtenida en California vemos que ambas son ligeramente superiores en las
costas mexicanas (Tabla Ill). Esto sugiere un mayor tamafo poblacional y un
mayor numero de linajes maternos en BC, por lo que presuntamente es esta la
zona de mayor importancia en términos del numero de reproductores y de

conservacion de la diversidad genética.

En resumen, la alta diversidad genética y la ausencia de estructura
genética que resultaron del presente estudio, sugieren que la poblacién de
corvina blanca que se distribuye entre Guerrero Negro, B.C.S., México, y
California, EE.UU., es una poblacion grande, genéticamente homogénea y
demograficamente estable (Tablas Ill, IV y V; Figs. 3, 4 y 5; Categoria 4; Granty
Bowen 1998).

Ante este ultimo escenario, queda entonces la siguiente interrogante:
¢ Cual fue la causa del colapso en la pesqueria de corvina blanca en las costas

de California si era un recurso tan abundante?

Una posible explicacion seria que la reduccién en la abundancia de
corvina blanca haya sido solo aparente, reduciendo tan solo la disponibilidad del

recurso a la pesqueria. Las series de tiempo de los fendmenos oceanograficos
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a gran escala que ocurren en el Océano Pacifico Nororiental, la Oscilacién
Surefia El Nifio (ENSO) y la Oscilacién Decadal del Pacifico (PDO), aportan

cierta evidencia que podria sustentar dicho escenario.

Aunque este aspecto rebasa los objetivos del presente trabajo, y a
reserva de que seria necesario explorar mas a detalle la relacion de estos
fendmenos con la pesqueria de la corvina blanca, existe una aparente relacién
entre la fase fria de la PDO vy los valores positivos de la anomalia ENSO con la
abundancia de esta especie (Figura 6). La fase fria (valores negativos) de la
PDO favorece la productividad en la costa oeste de Norteamérica, mientras que
la fase calida (valores positivos) la inhibe (Zhang et al., 1997; Mantua et al,,
1997). Por su parte, los eventos ENSO de mayor intensidad (valores de
anomalia positiva) provocan que especies tropicales y subtropicales desplacen
su distribucién hacia latitudes mayores (Fiedler, 2002) y favorece el
reclutamiento de especies que se distribuyen tipicamente en aguas mas calidas
(Lenarz et al., 1995) y particularmente el de la corvina blanca (Williams et al.,
2006; Allen et al., 2007). Es probable entonces que la combinacién de ambos
fendmenos, fase fria del PDO y anomalias positivas del ENSO, tenga un efecto
temporal aditivo y positivo sobre la abundancia de la corvina blanca en las
costas de California, escenario que seria congruente con el de una poblacién de
tamafo moderado y demograficamente estable en la que se presenten
importantes fluctuaciones de escala decadal en sus capturas que generan una
mezcla temporal entre los organismos de ambas localidades favoreciendo la

homogeneidad poblacional.

Esto explicaria, la existencia de la gran cantidad de haplotipos exclusivos
a cada localidad que generan pequefias diferencias, que aunque no son
significativas, estan sugiriendo una diferenciacion espacial que posiblemente
queda opacada por los eventos oceanograficos de gran escala que tienden a
homogenizar la diversidad genética al poner en contacto esporadicamente los

stocks de ambas localidades. Patrones similares en los que la diversidad es
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mayor hacia los trépicos y menor hacia los polos se encontraron en Macrodon

ancylodon (Santos et al., 2006).

En una poblacion con dichas caracteristicas, el efecto de la pesca no

impactaria de manera importante la diversidad genética de la poblacién y las

migraciones temporales serian suficientes para eliminar cualquier diferencia

genética significativa entre dos agregaciones reproductoras.
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Figura 6. Serie de tiempo comparativa de los fendmenos oceanograficos del Océano Pacifico

Nororiental y la captura de corvina blanca. La Oscilacion Surefia El Nifio (ENSO) esta
representada en linea roja (datos tomados de NOAA,
http://www.cpc.ncep.noaa.gov/data/indices) y la Oscilacion Decadal del Pacifico
(PDO) en linea azul (datos tomados de Mantua, et al. 1997; Zhang, et al. 1997). Las
barras grises y blancas corresponden a la captura en las costas de BC y de CC
respectivamente.
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Recomendaciones

Los altos valores de diversidad genética y la ausencia de estructura
poblacional resultante del presente estudio permiten plantear que la
probabilidad de que el programa de repoblacion de corvina blanca que se
desarrolla en el sur de California tenga un impacto directo sobre la distribucion
de las variantes genéticas es minima. Sin embargo, se recomienda que dicho
programa incluya a algunos de los haplotipos exclusivos de aguas costeras
mexicanas dentro de su stock reproductor, buscando con ello que el tamafo
efectivo de las poblaciones de criadero sea lo mas amplio posible y de esta

forma demorar la inevitable pérdida de la variabilidad genética.

Es necesario mencionar, que no soélo es importante preservar el mayor
numero de haplotipos, sino también mantener la frecuencia relativa encontrada
en la poblacién silvestre. Para ello, el perfil genético de la progenie de los
desoves del programa de repoblacion, debe ser controlado durante periodos
prolongados de tiempo, asegurando que los niveles de variabilidad genética se
mantengan y evitando generar, de forma artificial, diferencias en la produccion
de progenie entre los linajes del cultivo y en consecuencia del stock silvestre.
Del mismo modo, se podria determinar si las estrategias de liberacién de este
programa tienen éxito en el aumento de la poblacion y en la adaptabilidad de
los organismos de cultivo, ya que, esto tiene consecuencias importantes para

las acciones de manejo y gestion eficaz.

El ADNmt resulto ser una herramienta muy eficaz para la recopilacion de
informacion en analisis de genética poblacional, sin embargo es importante
reconocer que el tamafo de la muestra empleada en este estudio fue limitado,
por lo que se recomienda ampliar el numero de individuos de cada localidad, asi
como incluir otras localidades a lo largo de la distribucion de la especie para
una evaluacion mas rigurosa de la situacién de Afractoscion nobilis. Por otra

parte, el uso de marcadores genéticos de mayor resolucién temporal que
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pudieran reflejar eventos recientes en la dinamica de la poblacién de corvina
blanca, ayudaria para realizar un monitoreo del programa de repoblacion,
ademas de que generarian mas datos genéticos que corroborarian el escenario
aqui planteado. Esto seria de gran valor para establecer un claro panorama de
la distribucion, la dinamica, los alcances de la migracion y el desove, lo que
ayudaria a comprender de mejor manera los atributos genéticos de la poblacion
y su historia evolutiva, estableciendo con ello una linea de base mucho mas
sélida para el disefio de las estrategias de manejo de este importante recurso

pesquero.
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CONCLUSIONES

e Con base en el polimorfismo de las secuencias de la region control
del ADNmt, puede concluirse que la corvina blanca que habita en las
costas del Sur de California, EE.UU. y de Baja California Sur, México

exhibe una alta diversidad genética.

e La corvina blanca que habita entre las costas del Sur de California,
EE.UU. y Baja California Sur, México conforman una unica poblacion
con un alto nivel de conectividad entre ellas. No obstante, la gran
cantidad de haplotipos exclusivos a cada localidad sugiere la
existencia de pequefas diferencias a nivel local que eventualmente
pudieran diluirse por el efecto combinado de eventos oceanograficos

a gran escala.

e La historia demografica reconstruida a partir de los datos moleculares
de corvina blanca, sugieren que su poblacién ha sido abundante y

estable a lo largo del tiempo evolutivo.

e Aparentemente las fluctuaciones histéricas en la abundancia de
corvina blanca de las costas de California EE.UU., estan muy
relacionadas con cambios oceanograficos a gran escala (PDO vy
ENSO).

e En conjunto, los resultados de los analisis realizados sugiere la
existencia de un unico stock en el que la mayor parte de la diversidad
genética y probablemente la mayor abundancia ocurre en las costas
de la Peninsula de Baja California, por lo que se recomienda que el
programa de repoblacidon en vigor tome en cuenta los haplotipos
exclusivos de estas costas para preservar el mayor numero de

variantes genéticas.
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Anexo l. Extraccion y purificaciéon de ADN (Técnica Sales-CTAB)

Reactivos necesarios:

Soluciéon amortiguadora de sales A
Soluciéon amortiguadora de CTAB

LiCI5 M

Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v)
Isopropanol 99%

Etanol 70%

Solucién amortiguadora de almacenamiento

Solucién amortiguadora de sales A:
Tris-HCI pH 8.0 200 mM

NaCl 250 mM

EDTA pH 8.0 25 mM

SDS al 0.5%

Solucién amortiguadora de CTAB:
Tris-HCI pH 8.0 100 mM

EDTA pH 8.0 25 mM

CTAB al 2.0%

PVPP al 0.1%

SDS al 0.1%

B-ME al 0.2% (agregar justo antes de empezar la solucién)

Soluciéon amortiguadora de almacenamiento
Tris-HCI 5.0% mM, pH 8.0
EDTA 0.1 mM, pH 8.0
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Procedimiento:

10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.

Cortar el tejido en fragmentos pequefios y pesar aproximadamente de 10 a 30 mg;
colocar esta cantidad en un tubo de 1.5 ml estéril.

Agregar 175 pl de la solucion de sales y homogeneizar con ayuda de un pistilo plastico
estéril. El uso de una cantidad mayor de tejido requerira de un mayor volumen de
solucién, por lo que se recomienda no colocar mas de 30 mg.

Asegurarse que los tubos estén perfectamente tapados e incubarlos a una temperatura
de entre 30 y 50° C hasta que el tejido se digiera (esto puede variar dependiendo del
tipo de tejido entre 25 minutos y 3 horas).

Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente mientras se calienta la solucién de
CTAB a65°C.

Agregar 125 pl de solucion de CTAB; agitar brevemente los tubos e incubar a 65° por
10-15 minutos.

Afadir 300 pl de LiCl 5 M; agitar vigorosamente e incubar 5 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 12, 000 X g por 5 minutos.

Recuperar en un nuevo tubo de 1.5 ml entre 500 y 550 ul de mezcla. Evitar acarrear
debris del fondo o la nata que se forma sobre la mezcla de extraccién.

Agregar 550 pl de Cloroformo: alcohol isoamilico a la fraccién recuperada; mezclar
vigorosamente por algunos segundos y centrifugar a 12, 000 x g durante 10 minutos.
Recuperar aproximadamente 500 pl del sobrenadante (fase acuosa) en un nuevo tubo
de 1.5 ml. Evitar succionar con la pipeta la solucién subyacente (fase organica).
Agregar 500 pl de isopropanol al 99%, tapar el tubo, agitar vigorosamente durante al
menos segundos e incubar a -70° C por 10 minutos.

Centrifugar a 12, 000 x g por 15 minutos.

Generalmente, puede apreciarse el ADN precipitado en el fondo del tubo. Decantar el
alcohol cuidando que el precipitado no se despegue de la pared del tubo.

Agregar 500 ul de etanol al 70% y centrifugar por 5 minutos a 12, 000 x g.

Decantar de nuevo el alcohol y dejar secando los tubos abiertos e invertidos sobre
papel secante durante unos 5 minutos.

Secar en la centrifuga al vacio a 55-60° C por 15 minutos.

Resuspender el ADN en 30 ul de solucién amortiguadora de almacenamiento.

Guardar a 4° C si el ADN se va a utilizar inmediatamente o almacenar a -20° C.
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Anexo |l. Diversidad genética y valores de las raices canénicas del analisis
discriminante para los grupos propuestos por Grant y Bowen (1998).

Grupo Nombre cientifico H b Fuente Bibliografica Raiz 1 Raiz 2
1 Gadus morhua 0.3000 | 0.0013 | Carr et al., 1995. 5.694 0.718
Gadus morhua 0.3600 | 0.0018 | Zwanenburg et al., 1992. 5.233 0.430
Macruronus novaezelandiae 0.2800 | 0.0008 | Baker et al., 1995. 5.525 1.070
Micropogonias undulatus 0.4700 | 0.0043 | Lankford et al., 1999 4.366 -0.080
Pomatomus saltatrix 0.1100 | 0.0007 | Graves et al., 1992 6.162 2.417
Lutjanus campechanus 0.1300 | 0.0013 | Camper et al. 1993 5.917 2.394
Sebastes capensis 0.4000 | 0.0016 | Rocha-Olivares et al., 1999. 4.328 0.714
2 Anaecypris hispanica 1.0000 | 0.0065 | Alves et al., 2001. 0.966 -3.153
Cynoscion acoupa 1.0000 | 0.0035 | Rodrigues et al., 2008 0.828 -3.043
Decapterus sp. 0.5800 | 0.0018 | Graves, 1998. 2.946 -0.149
Gasterosteus aculeatus 0.9300 | 0.0071 | Orti et al., 1994. 0.928 -2.360
Istiophorus albicans 0.5900 | 0.004 | Graves, 1998. 2.616 0.004
Larabicus quadrilineatus 0.8000 | 0.0038 | Froukh et al., 2007. 1.350 -1.278
Larabicus quadrilineatus 0.9200 | 0.0064 | Froukh et al., 2007. 0.567 -1.963
Larabicus quadrilineatus 0.8600 | 0.0054 | Froukh et al., 2007. 0.752 -1.456
Larabicus quadrilineatus 0.9500 | 0.0079 | Froukh et al., 2007. 0.130 -1.942
Larabicus quadrilineatus 0.8000 | 0.0038 | Froukh et al., 2007. 0.798 -0.838
Larabicus quadrilineatus 0.9500 | 0.0082 | Froukh et al., 2007. -0.146 | -1.723
Makaira nigricans 0.7400 | 0.0033 | Finnerty y Block 1992. 0.844 -0.220
Makaira nigricans 0.6000 | 0.0016 | Finnerty y Block 1992. 1.458 0.818
Makaira nigricans 0.8200 | 0.0029 | Finnerty y Block 1992. 0.138 -0.531
Makaira nigricans 0.9100 | 0.0059 | Graves, 1998. -0.484 | -1.018
Rhinogobius maculafasciatus 0.9800 | 0.0227 | Cheng et al., 2005. -0.998 | -1.372
Rhinogobius maculafasciatus 0.9800 | 0.0192 | Cheng et al., 2005. -1.136 | -1.262
Rhinogobius maculafasciatus 0.9700 | 0.0044 | Cheng et al., 2005. -1.221 -1.086
Rhinogobius maculafasciatus 0.8200 | 0.0007 | Cheng et al., 2005. -0.553 0.019
Sebastes helvomaculatus 0.8570 | 0.003 | Rocha Olivares, et al. 1999 -0.890 -0.117
Tetrapturus audax 0.8200 | 0.003 | Graves, 1998. -0.829 0.239
Thunnus albacares 0.8400 | 0.0028 | Graves, 1998. -1.075 0.216
Thymallus articus 0.5600 | 0.0011 | Redenbach y Taylor, 1999. 0.292 2.182
4 Acipenser sinensi 0.9490 | 0.011 | Zhang et al., 2003 -1.936 | -0.287
Lates calcarifer 0.8230 | 0.032 | Chenoweth et al., 1998 -1.398 0.659
Leoporinus elongatus 0.8480 | 0.022 | Martins et al., 2003 -1.670 0.603
Oncorynchus kisutch 0.8000 | 0.017 | Gharrett et al., 2001 -1.550 1.031
Pomatomus saltatrix 0.9200 | 0.0109 | Graves, 1998. -2.333 0.345
Sciaenops ocellatus 0.9500 | 0.025 | Seyoum et al., 2000 -2.632 0.256
Sciaenops ocellatus 0.9800 0.03 Seyoum et al., 2000 -2.932 0.168
Scomber japonicus 0.9600 | 0.0248 | Graves, 1998. -2.962 0.410
Scomber sp. 0.8600 | 0.019 | Graves, 1998. -2.563 1.183
Sebastes helvomaculatus 0.8800 | 0.0099 | Rocha Olivares, et al. 1999 -2.809 1.160
Sebastes helvomaculatus 0.8620 | 0.0099 | Rocha Olivares, et al. 1999 -2.850 1.390
Sebastes helvomaculatus 0.9450 | 0.0116 | Rocha Olivares, et al. 1999 -3.434 0.949
Totoaba macdonaldi 0.9582 | 0.0132 | Quezada et al., Datos no publicados -3.643 0.972
Atractoscion nobilis 0.9715 | 0.0098 | Este trabajo -3.853 0.993
Atractoscion nobilis 0.9500 | 0.0113 | Este trabajo -3.875 1.246
Atractoscion nobilis 0.9597 | 0.0102 | Este trabajo -4.066 1.292
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