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RESUMEN

La corvina golfina Cynoscion otohonopterus esta siendo explotada comercialmente
desde 1992 durante sus agregaciones reproductivas en el Alto Golfo de California
(AGC). Debido a su importancia socioeconémica y ecoldgica, y con el fin de
aportar informacion que pueda traducirse en un aprovechamiento sustentable, se
realizd6 un estudio a nivel genético molecular para evaluar su variabilidad e
identidad genética. Por ello, se efectu6 un analisis de microsatélites marcados
mediante el protocolo de etiquetado universal fluorescente. El andlisis exploratorio
aporté un grupo confiable e informativo de 10 microsatélites (Cyne12, Soc609,
Soc826, Tmac74, CacMic14, Soc554, Soc507, Tmac06, CacMic18y Cyne2) a
partir de muestras provenientes de las localidades pesqueras de Santa Clara, El
Zanjon y San Felipe. Los valores de diversidad genética obtenidos mostraron en
todas las localidades y a nivel global, una menor heterocigosidad observada
respecto a la esperada (Ho=0.552 y He=0.720). La diversidad genética de la
corvina golfina es baja y menor que la reportada en estudios anteriores para otras
especies de escianidos del AGC. En cuanto a la estructura poblacional, no se
evidenciaron diferencias significativas entre los grupos muestreados, tanto para el
Fst como para el Rst. Los datos de demografia histérica de la poblacién, colocan
a la especie en un escenario demografico caracterizado por un cuello de botella.
Asi mismo, se deduce una reciente reduccidn significativa en el tamano
poblacional. La deriva génica y la consecuente endogamia, repercuten en la
pérdida de variabilidad genética, disminuyendo la eficacia biolégica de los
individuos de la poblacién. En su conjunto, estos factores, sumados a la
explotacion pesquera, no favorecen que la poblacion pueda alcanzar su equilibrio
demografico por lo que la pesca de esta especie podria colapsar. Los resultados
que se presentan en este estudio, deben ser tomados en cuenta al establecer una
estrategia adecuada de manejo, cuyas regulaciones permitan el uso sustentable
de estos recursos pesqueros de forma que la pesca no exceda el rendimiento

maximo sostenible y se puedan generar en la zona otras alternativas pesqueras.



ABSTRACT

The Gulf Corvina Cynoscion othonopterus has been commercially exploited at its
breeding aggregations in the Upper Gulf of California (AGC) since 1992. Due to its
socioeconomic and ecological importance, and intending to provide information
that could be translated into a sustainable exploitation, a genetic-molecular leveled
study was carried out to estimate its genetic identity and diversity by means of
fluorescent labeled microsatellite loci and throughout an automatized fragment
analysis.. The exploratory analysis provided a reliable and informative set of 10
microsatellites (Cyne12, Soc609, Soc826, Tmac74, CacMic14, Soc554, Soc507,
Tmac06, CacMic18y, Cyne2), from samples taken from the fishing “Santa Clara”,
‘El Zanjon” and “San Felipe” fishing grounds. Observed genetic diversity
(heterozygosity) was lower than the expected under Hardy-Weinberg equilibrium
through all localities and at a global scale (Ho=0.552 y He=0.720). This level of
genetic diversity are lower than those previously reported for the species, as well
as to those from other sciaenid species that inhabit the AGC. There were no
significant differences among fishing grounds, neither for the Fst nor for the Rsr,
thus suggesting a single homogenous population. The analyses on the population
demographic history pointed out a scenario with a recent bottleneck, which
appears to had significantly reduced its abundance. An increase in endogamy
driven by genetic drift in such a reduced population may be of particular concern
for the conservation of this species. Genetic viability of the population could be
reduced as a consequence of lessening the biological efficacy of the individuals.
Overall, evidences from all above factors, plus the current exploitation scheme, do
not favor that the population can reach its demographic balance, thus alerting us to
avoid on a possible collapse of the fishery. The results presented on this study
must be taken for setting up an adequate strategy that allows the sustainable use
of these fishing resources in a manner that the fishing does not exceed the
maximum sustainable performance, and other fishing alternatives can be

generated in the area.



INTRODUCCION

El Golfo de California alberga cerca de 30 especies de esciénidos, de las cuales
ocho se encuentran reguladas por la carta nacional de pesca (SAGARPA, 2010).
Entre estas, la corvina golfina (Cynoscion othonopterus) debido a su distribucion
confinada, vulnerabilidad y pérdida de su habitat utilizado en la época reproductiva
(SAGARPA, 2005) es considerada en listados de especies que requieren

proteccién especial y regulaciones especificas (SAGARPA, 2006).

Por otro lado, en la carta nacional pesquera (SAGARPA, 2010), se establecen
como prioritarios los estudios enfocados a las poblaciones de esciénidos, los
cuales permitan determinar periddicamente la salud de las pesquerias. Ademas,
establece la prioridad en “reforzar el sistema de investigacion para la corvina
golfina, debido a que se captura en época de reproduccién en el Alto Golfo de

California”.

La corvina golfina es endémica del Alto Golfo de California (AGC) y uno de los
principales recursos explotados en esa region, para la cual se han hecho estudios
pesqueros, incluyendo aspectos de biometria, madurez y proporcién sexual
(Barrera y Campoy, 1992; Campoy, 1999; CRIP Ensenada y Guaymas, 1995;
Castro-Gonzélez, 2004; Alvarez-Tinajero, 1997; Villanueva-Fortanelli, 1992;
Campoy y Roman, 1998 y Roman-Rodriguez, 2000), asi como estudios
prospectivos de su diversidad, estructura y genética de poblaciones (Rios Medina,
2012). En estos ultimos se reporta una baja variabilidad genética, lo que justifica la
necesidad de profundizar en el estudio genético de este recurso, utilizando un
abanico mas amplio de marcadores moleculares como los microsatélites los
cuales puedan contribuir con bases cientificas para el manejo y explotacién
sustentable de esta especie de valor comercial y ecologico.



Por tanto, se efectué un estudio mas detallado acerca de la variabilidad genética
de corvina golfina con la perspectiva de que sirva como base para los planes de

manejo y conservacion.



ANTECEDENTES

Contexto Biolégico de Cynoscion othonopterus

La especie Cynoscion othonopterus, conocida comunmente como corvina golfina,
es un pez perteneciente a la familia Sciaenidae, la cual comprende 70 géneros y
270 especies (Farias et al., 2006). Los esciénidos, en su mayoria viven en habitats
marinos y se encuentran distribuidos en las zonas subtropicales y tropicales de los
océanos Pacifico, Atlantico e indico (Nelson, 1994). Particularmente, el género
Cynoscion comprende 26 especies, de las cuales 24 se conocen como corvina
(Vergara, 2009). No obstante, la corvina golfina es endémica del Alto Golfo de
California (AGC) y se encuentra altamente explotada en el ambito de distribucion
conocida (Roman-Rodriguez, 2000).

La corvina golfina se caracteriza por tener un amplio espectro tréfico y habitos
demersales. Su longevidad promedio es de 9 afnos, alcanzando una longitud
total de 80 cm (Roman, 1998), y alcanza su madurez sexual entre los 2 y 3 afos,
cuando mide alrededor de 40 cm. En su etapa adulta habita las aguas del AGC, y
entra a reproducirse en el Delta del Rio Colorado formando agregaciones. Es un
desovador total con una fecundidad que oscila entre 261,146 a 925,641
huevecillos en hembras que miden en promedio entre 60 y 72 cm (Roman-
Rodriguez, 2000). Es un pez diddromo asociado a fondos arenosos y suaves del
Alto Golfo, y depende en gran medida de los ambientes salobres y oligohalinos del
Rio Colorado para reproducirse (Alvarez de Williams, 1998).

Distribucién del recurso corvina golfina y descripcion del area de estudio

Cynoscion othonopterus se encuentra distribuida desde el delta del Rio Colorado
hasta Puerto Pefasco (Sonora) y el archipiélago San Luis Gonzaga en Baja

California. Cabe destacar que la corvina golfina realiza migraciones anualmente al



Alto Golfo de California durante el periodo comprendido de octubre a mayo
(Roman-Rodriguez, 2000), siendo capturada para pesca comercial a gran escala
durante su periodo reproductivo (Paredes et al., 2010).
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Figura 1. Registros de captura de la corvina golfina y en el Alto Golfo de California y el Delta del
Rio Colorado. A. Area de distribucién en la captura de corvina golfina en el norte del Golfo de
California (Roman-Rodriguez y Barrera-Guevara, 2006). B. Limites y divisién de la RAGCyDRC
(Diaz, 2010).

La corvina golfina se pesca principalmente dentro del &rea perteneciente a la
Reserva de la Biosfera del Alto Golfo de California y Delta del Rio Colorado (Fig.
1A). Esta zona estd representada en mas de un 70% por aguas marinas
(CONANP-SEMARNAT, 2007) y fue establecida con el fin de preservar la
biodiversidad, asegurar la sustentabilidad y conservar el AGC (Cudney y Turk,
1998). En el decreto que le dio origen, se establecieron dos zonas de manejo, una
zona amortiguamiento y una zona nucleo, siguiendo los lineamientos de la Ley
General del Equilibrio Ecolégico y de Proteccién al Ambiente en materia de areas
naturales protegidas. La zona de amortiguamiento (Fig. 1B), tiene como objetivo la
orientacién a las comunidades respecto al aprovechamiento y manejo sustentable

de los recursos naturales. La zona nucleo (Fig 1B), es la zona Delta de rio



Colorado, caracterizada por sucesos ecolégicos de importancia (RAMSAR, 2001),
a diferencia de la zona de amortiguamiento, esta zona busca preservar los
ecosistemas a mediano y largo plazo, con subzonas de proteccién asi como de
uso restringido (FSCPP, 2009).

Cabe mencionar que la regién del Alto Golfo de California y Delta el Rio Colorado,
fue declarada Reserva de la Bidsfera a partir del 1993, posteriormente en 1996 fue
declarada como Area Natural Protegida con caracter de Reserva de la Biosfera
(CONANP, 2004), debido a que el incremento en los esfuerzos pesqueros, generd

efectos negativos y un desequilibrio dentro del ecosistema marino (Ruiz, 2009).

El ecosistema incluye un numero significativo de especies cosmopolitas y
endémicas, asi como especies bandera, asi mismo, se encuentra asociado con
zonas de crianza y desove de varias especies marinas. También, existen zonas
importantes de entrada y alta concentracibn de nutrientes y pigmentos
fotosintéticos (CONANP, 2006). El clima es del tipo muy seco con temperaturas
medias de 18° a 20 °C y precipitaciones medias anuales de 100 mm con lluvias
muy escasas en verano e invierno (CONANP-SEMARNAT, 2007).

Vulnerabilidad de la Especie y Problematica Actual

La pesqueria de corvina golfina es una de las mas importantes en el Alto Golfo de
California (Rodriguez y Bracamonte, 2008), en donde, la poblacién del sector
primario se dedica a las actividades relacionadas con la explotacion pesquera
(RMSAR, 2001), razdn por la cual la economia sea altamente dependiente de los
recursos de la reserva (Quiroz et al., 2008). Tal es el caso, que a partir de la pesca
de corvina golfina, la produccién en afnos como el 2009 fue de 31 millones de
pesos (Paredes et al., 2010). Al quedar incluidas dentro de un area protegida, las
comunidades de Puerto Pefasco, Santa Clara y San Felipe, se enfrentan con
problemas socioeconémicos y ambientales que impiden la rentabilidad de las



pesquerias (Castro-Gonzalez, 2004). Esta problemética, ha generado una
competencia por los recursos, en la que se ven enfrentados pescadores

industriales y riberefos (Cisneros, 2001).

Aunado a los problemas socioecondmicos presentes en la zona, aparecen de
forma importante dificultades ecolégicas y ambientales que han modificado las
aguas superficiales y el manto acuifero, y han alterado la vegetacién de los
humedales. Entre estas se encuentran la contaminacién por descarga de aguas
agricolas, de combustible de las embarcaciones, la mala disposicion de los
residuos sélidos y falta de drenaje en los poblados. La disminucion de la calidad y
cantidad de agua dulce hacia el cauce principal y zona delta del Rio Colorado,
también se ha producido alteracion notable en los procesos biologicos (Cisneros,
1995).

La mayor parte de la pesca de corvina golfina tiene lugar durante el periodo
migratorio a los campos de desove, crianza y maduraciéon. La pesca se realiza
anualmente durante cuatro a seis mareas. Cada marea comprende de siete a
ocho dias durante los meses de febrero a mayo (Paredes et al.,, 2010),
obteniéndose las mayores abundancias en los meses de marzo y abril (SAGARPA
2005). El 90% de las capturas se obtiene en tres dias de pesca en cada marea.
Cuando faltan cuatro dias para la luna llena o nueva, se forma grandes
agrupaciones de corvina, las cuales a la mafnana siguiente llegan a la zona del
estuario, en donde desovan por la noche. Se ha mencionado que el desove se
relaciona con el cambio de areas y en este periodo, la pesca sobrepasa los 500
Kg por viaje y la actividad es de mas de 300 embarcaciones diarias (Paredes et
al., 2010). No obstante, es posible registrar capturas desde noviembre hasta junio
en areas cercanas a San Felipe, B.C. y el Golfo de Santa Clara, Sonora (IAES,
2011).



Aunque en los océanos de todo el mundo, existen inmensas agregaciones de
algunas especies de peces en épocas reproductivas, como en el caso de corvina
golfina, muchas de esas especies han colapsado numeéricamente a causa de las
pesquerias. Las pesquerias ven este tipo de recurso como un recurso inagotable,
pues la cantidad de pesca no cambia con el tiempo y finalmente colapsa con la
captura de un ultimo grupo (Paredes et al., 2010).

Ahora bien, la corvina golfina, es considerada como uno de los recursos
pesqueros mas importantes en las costas del AGC (Chao, 2002), y se ha
convertido en la segunda especie con mayor captura dentro de la reserva, dado su
auge en la comercializacion en el mercado interno y en otras pares de pais
(Martinez et al., 2009), asi como a paises asiaticos (CNAPESCA, 2013). En busca
de un manejo del recurso y segun la normatividad, se cuenta con permiso para la
pesca en San Felipe, Baja California; el Bajo Rio Colorado, y el Golfo de Santa
Clara, Sonora (SAGARPA, 2005).

Para la proteccibn de C. othonopterus se han desplegado una serie de
recomendaciones. Por un lado, se encuentra considerada en los listados de
especies que requieren proteccién especial (SAGARPA, 2005); no obstante, se
encuentra regulada en la Carta Nacional Pesquera; ademas de estar protegida por
la Norma Oficial Mexicana (NOM-063-PESC-2005), la cual procura una pesca
responsable dentro de las aguas de la jurisdiccion federal del Alto Golfo de
California y Delta del Rio Colorado (SEMARNAT, 2011). Asi mismo, la Ley
General de Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente, establece que en las
zonas nucleo de las reservas de la biosfera s6lo se permiten actividades de
preservacion y educacion ambiental, en consecuencia podemos considerar que se
excluyen actividades como las pesquerias, no obstante en el Alto Golfo de
California en ésta zona se desarrolla parte de esta actividad pesquera, afectando
el ciclo reproductivo de la especie y produciendo impactos en el ecosistema del
lugar (Martinez et al., 2009).



Otro aspecto que ha resultado problematico es la dinamica de oferta y demanda,
misma que hace que el valor del kilo de corvina en ocasiones fluctie en cuestion
de horas (desde 25 pesos el kilo hasta 2 pesos) en respuesta al excedente de
pescado que se descarga en los embarcaderos (Paredes et al., 2010). En el 2012
tuvo un valor cercano a 50 millones de pesos a un precio ponderado de $18.86 por
kilogramo, esto sin considerar el precio del buche. En dicha temporada de captura
el precio de buche inici6 a $180.00 por kilogramo hasta un maximo de $250.00
(Castro-Gonzélez, 2012).

En el 2009, se implementé un programa de verificacion para que la pesca se
realice mayormente de dia, y se acordd que el precio por kilo no fuera menor a 8
pesos durante toda la temporada. Asi mismo la NOM-063-PESC en 2005
establecié que la talla minima de captura es de 65 cm y la red es de 5 3/4” con
una longitud maxima de 293 metros. Pese a esto, aun existen algunos pescadores
que no se apegan a las normatividades y se reportan ademas una gran cantidad
de embarcaciones irregulares (Paredes et al., 2010). Por otro lado, se ha
encontrado que dentro de la actividad pesquera de corvina golfina, no solo esta
especie es afectada, ya que hay evidencia de la captura de otras especies de
corvina en San Felipe, B.C, México (Rios Medina, 2012).

La corvina golfina es un pilar importante de la economia del AGC (DOF, 2007).
Desde 1998 se ha visto un incremento en el nimero de pangas dentro de la
reserva (CONANP, 2004). Asi mismo, es importante destacar que se ha registrado
una reduccion en el stock de la poblacién de corvina golfina, debido a la
vulnerabilidad de su habitat en la temporada reproductiva (Quiroz et al., 2008).
Dicha reduccién se ha visto reflejada en la disminucién de la talla promedio y en la
captura por unidad de esfuerzo, evidenciado por el hecho que hasta la temporada
de pesca entre 2008-2009 la luz de malla de las redes tenia diferentes tamanos
desde 7.6 cm hasta 16.5cm y en su mayoria, no cumplian con las especificaciones

consignadas en el instrumento de regulacion (Solana et al., 2012). El hecho de
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que una poblacién sufra recientemente una reduccién significativa en su tamafno,
implica una amenaza para la supervivencia y podria tener consecuencias en el
aumento de la tasa de endogamia y reducir entonces su potencial de adaptacion
(Cornet y Liukart, 1996).

Cabe aclarar que cuando se habla de vulnerabilidad o especie vulnerable, se hace
referencia a que se considera que la especie se esta enfrentando a un riesgo de
extincion alto en estado de vida silvestre. La corvina golfina, se encuentra en la
categoria vulnerable con criterio D2 que aplica para especies en un “area de
ocupacion restringida con una posibilidad razonable de verse afectada por una
amenaza futura que podria elevar al taxén a un peligro critico en tiempo muy
corto” (IUCN, 2012).

Contexto historico

A comienzos de la década de 1960, la corvina golfina estuvo ausente
comercialmente, pero una vez que se reactivdo su pesqueria en 1993, comenzé
un aumento en la produccion y el esfuerzo pesquero que se prolongo hasta el afo
2000, lo cual fue ocasionado porque a finales de la década de 1980 la pesca del
camardon disminuyé de manera importante y afecté la economia de las
comunidades dedicadas a este tipo de pesca (Campoy, 1999; WWF, 2004), de
forma tal que la alternativa se vio reflejada en la pesca de especies de escama
(Valdez-Gardea, 2002; WWF, 2005), la cual ha sido realizada en embarcaciones
menores, afectando asi el indice de abundancia de la poblacién. Desde que la
pesqueria de esta especie resurgié en 1992, se han reportado mas de 43000
toneladas en total (Paredes et al., 2010).

En detalle, durante el periodo comprendido entre 1993 y 1997, el esfuerzo

pesquero aumentd en un 93,2%, no obstante, en el afno 2002 el incremento llegd
al 152,3%, donde se obtuvo la maxima produccion histérica de 4299 toneladas en
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557 embarcaciones (de las cuales 337 fueron embarcaciones de nuevo ingreso).
En los siguientes afnos (2003, 2005 y 2009) se presenté un decremento en la
produccidén alrededor de las 1500 toneladas, aun cuando el numero de
embarcaciones estaba entre 500 y 570 (Ruelas-Pena et al., 2013).
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Figura 2. Datos historicos de la pesca de corvina golfina. A. Produccién entre 1987 y 2011 en
toneladas de peso eviscerado para Baja California y Sonora. (Subdelegacion Federal de Pesca en
Baja California y Sonora). B. Captura y esfuerzo de pesca histéricos de la flota comercial (Ruelas-
Peria, et al., 2013).
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La maxima produccién fue observada en el 2002 para Sonora, con un volumen
registrado de 4368.9 toneladas de peso eviscerado, y para Baja California con una
producciéon maxima de 1,147 toneladas de peso eviscerado en el 2007 (Fig. 2A)
(DOF, 2013).

La produccion registrada de corvina golfina en el 2010 fue casi la mitad de la
maxima produccion histérica de la pesqueria, en este mismo afo cuando la
produccidn presentd un incremento, la relacién esfuerzo e indice de abundancia
se mantuvo negativo. El volumen total en 2012 fue de 2665 toneladas de peso
eviscerado (Subdelegacion Federal de Pesca de Baja California y Sonora, 2012), y
el 45% de la captura se obtuvo en dos dias de trabajo (DOF, 2013).

Actualmente en la pesqueria de la corvina golfina participan aproximadamente de
400 a 600 pangas provenientes de El Golfo de Santa Clara (Sonora), de 100 a 300
de San Felipe (Baja California) y de 60 a 100 de El Zanjon, basado en los
reportes del Programa de Ordenamiento de la Corvina Golfina en el Alto Golfo de
California (CONAPESCA-SAGARPA) y el estudio realizado por Solana y

colaboradores (2012).

Por otro lado se ha demostrado en el caso de corvina golfina que el
comportamiento de la biomasa del stock es inversamente proporcional al esfuerzo
de pesca; la disminucion de la biomasa se aceler6 a partir de 1998 debido al
aumento del esfuerzo de pesca. Al comparar los puntos de referencia biolégicos y
el manejo de la pesqueria, se ha observado que, durante la fase de crecimiento de
la pesqueria (periodo: 1993-1996), el efecto neto del esfuerzo de pesca estuvo
49.2% por abajo del esfuerzo de pesca en el punto de referencia biolégico
(Ruelas-Pena et al., 2013).

Después de 1996 el esfuerzo de pesca se fue incrementando gradualmente y, en
el 2001, registré6 un 39.3% mas de su nivel optimo. Posteriormente, el esfuerzo
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pesquero aplicado en 1997 es el que mas se aproxima al valor de su maximo
rendimiento sostenible, con una diferencia de 6.3%, por lo cual el esfuerzo
pesquero se ha mantenido por encima de su nivel éptimo (Fig. 2B). Por otro lado,
la biomasa en el maximo rendimiento sostenible es del orden de 3,100 toneladas
(peso total, no eviscerado), equivalentes a un esfuerzo de 457 embarcaciones.
Con base en lo anterior, durante el 2010 la pesqueria se encontraba a un 23,2%
de alcanzar su maximo rendimiento. Para lograrlo, hubiera sido necesario
disminuir el esfuerzo de pesca en un 16%, permitiendo asi disminuir la mortalidad
por pesca (Ruelas-Pena et al., 2013).

Bases a nivel de genética poblacional de Cynoscion othonopterus

El andlisis a nivel de marcadores moleculares en corvina golfina, ha sugerido que
los valores de diversidad genética de ADNm y ADNn son menores para corvina
golfina que para corvina rayada, lo cual es el reflejo de una menor salud genética
en la poblacion de golfina (Rios-Medina, 2012). Asi mismo, al hacer una
comparacién de los valores de diversidad genética de corvina golfina con corvina
amarilla, se observé que los valores de golfina (Rios-Medina, 2012) son similares
a los de amarilla (Cynoscion acoupa) (Rodrigues et al., 1992), cuya especie es
explotada comercialmente y presenta una poblacion genéticamente homogénea y
de tamano pequerio (Rios Medina, 2012).

Rios Medina (2012), también sugiri6 con base en ADNmt y ADNn que existe un
flujo genético intenso de corvina golfina entre San Felipe y Santa Clara, lo cual no
permite la formacion de estructura genética. Aunado a esto, sefalé que la especie
todavia no llega su a equilibrio demografico, y por tanto tiene una diversidad

genética muy baja.

Patrones relacionados con la demografia histérica con base en las frecuencias de
los alelos de ADNn de corvina golfina, sugieren que la poblacion ha
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experimentado una reciente reduccién de su tamano efectivo poblacional. Asi
mismo, los analisis basados en ADNm proponen que la especie sufri6 un evento
de cuello de botella seguido de un rapido crecimiento poblacional en algun
momento de la historia evolutiva (Rios-Medina, 2012).

Importancia del Analisis con Base en Microsatélites

Los antecedentes conocidos a acerca de la genética poblacional de corvina golfina
estan basados en el andlisis de ADNm y ADNn (Rios-Medina, 2012), estos
antecedentes explican satisfactoriamente los analisis llevados a cabo a partir de
ADNm empleando citocromo B, sin embargo, los andlisis basados en ADNn
empleando microsatélites, necesitan ser revisados y corroborados con un grupo

amplio de estos marcadores, (Aranguren et al., 2005).

Los microsatélites son repeticiones cortas en tandem, de 1 a 6 nucledtidos
encontrados con alta frecuencia en el genoma nuclear (Povh et al., 2008). Este
tipo de marcadores, son altamente polimérficos y presentan herencia mendeliana
simple y codominante, son faciles de medir, fiables, reproducibles, automatizables
y presentan alta resolucion a nivel individual (Goldstein y Schlotterer, 1999),
permitiendo el andlisis poblacional a fina escala (Selkoe y Toonen, 2006).

Los estudios basados en marcadores genéticos como secuencias de ADN nuclear
y mitocondrial son de gran importancia para el manejo de las pesquerias, ya que
puede ser utilizados para estimar muchos pardmetros de interés para los ecélogos
de poblaciones, tales como las tasas de migracion, tamafno de la poblacion, los
cuellos de botella, el parentesco (Selkoe y Toonen, 2006) niveles de diversidad
genética, comportamiento reproductivo, migraciéon, demografia y estructura
poblacional (Hoelzel, 1992). Estos marcadores son instrumentos importantes para

el estudio de poblaciones y lotes de peces. (Regitano, 2001).
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Descripcion del area de estudio

El Golfo de California, comprende una extensién de aproximadamente 800,000
Km?, entre la regién occidental del macizo continental de la Republica Mexicana y
la peninsula de Baja California. Es un cuerpo de agua que abarca los margenes
del estado de Sonora y Sinaloa en la region Este y en la regién Oeste, los estados
de Baja California y Baja California Sur (Morgan et al., 2005).

Durante el otofio, en el Golfo de California y la costa adyacente, el enfriamiento de
las capas superficiales de agua y la fuerza del viento aumentan de tal forma que
provocan la ruptura de la termoclina, permitiendo que los nutrientes disueltos en
las capas de agua mas profundas asciendan y enriquezcan el agua superficial. De
esta manera, las aguas superiores del Golfo de California permanecen
enriquecidas durante el invierno, dando lugar a un «florecimiento» de fitoplancton
tan pronto llegan las radiaciones intensas y el calentamiento solar de la primavera.
Asi, las estaciones de invierno y primavera son las mas productivas en la

ecorregiéon (Ulloa et al, 2006).

En la parte norte de la reserva, el clima es del tipo muy seco (bw) con
temperaturas medias de 182 a 20 °C y precipitaciones medias anuales de 100 mm
con lluvias muy escasas en verano e invierno, y oscilaciones anuales de
temperatura mayores de 14 °C. También, la zona norte del Alto Golfo de California
presenta zonas importantes de entrada de nutrientes al ecosistema marino. Estan
asociados con zonas de desove y crianza de especies marinas y exportacion de
larvas y juveniles en la regién Norte y hacia el Sur del Golfo de California. Existen
zonas de alta concentraciéon de nutrientes y pigmentos fotosintéticos, como los
canales del Delta del Rio Colorado, que constituyen la zona nucleo de la reserva,
asi como el extremo norte del Alto Golfo de California donde se ubica la zona de
amortiguamiento (CONANP, 2006).
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El Golfo de California se divide en tres regiones, como lo indica Castro-Gonzélez,
2004

1) La region sureia, con una gran cantidad de esteros y bahias que sirven como
refugio de pelagicos menores.

2) La region media de las grandes islas del Golfo, con mas de 100 islas
importantes que son zonas de grandes surgencias para la comunidad de peces

pelagicos.

3) La region de El Alto Golfo y Delta del Rio Colorado, con reproduccién y desove
de una gran variedad de especies de peces de importancia comercial (Castro-
Gonzaalez, 2004). Debido a la predominancia de los vientos del norte en esta
ecorregidbn marina, las costas de Sonora y Sinaloa son generalmente las mas

productivas. (Torres-Orozco 1993).

En la regién del Alto Golfo de California y el delta del Rio Colorado, fue decretada
un area como Reserva de la Biésfera dentro de la modalidad de ANP
(RBAGCyYDRC). Esta region, comprende la porcién norte de Baja California y
noroeste de Sonora, entre los 31°00°.32°10’ Norte y 113°30’-115°15’ Oeste, con
una extensién de 934,756 hectareas (CONANP-SEMARNAT, 2007).

En esta area, se encuentran cuatro comunidades pesqueras. Puerto Penasco
(Sonora); Santa Clara (Sonora); ElI Zanjén ubicado en la boca del Rio Colorado
(Baja California), y Puerto de San Felipe (Baja California). Puerto Pefasco, Santa
Clara y San Felipe, se encuentran ubicados en la zona de amortiguamiento de la
reserva, mientras que El Zanjén se ubica en la zona nucleo de la reserva
(CONANP-SEMARNAT, 2007).
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Santa Clara, es una comunidad que tradicionalmente ha capturado corvina golfina
ademas de otros recursos pesqueros. La falta de actividades econdmicas alternas
en la comunidad ha originado que la economia de las familias se centre en la
pesca. Producto de ello, existen 80 sociedades cooperativas de produccién
pesquera (DOF, 2012). La jurisdiccion pesquera a la que se encuentran adscritos
va desde los limites de Baja California y Sonora en el Rio Colorado hasta el sitio

conocido como Punta Borrascosa.

En San Felipe, al igual que Santa Clara, la pesca cobra un papel primordial en la
economia de este puerto. Alli, se encuentran la mayoria de los permisionarios. Su
jurisdiccién abarca la porcion del cauce principal del Rio Colorado (el litoral desde
el limite de la Zona Nucleo hacia el sur, hasta la zona de la Bahia San Luis
Gonzaga) (DOF, 2012).

El Zanjon esta conformado por la comunidad indigena Cucapa. Son un pueblo
amerindio que vive en el Norte de Baja California, cerca de la frontera entre
Estados Unidos y México. Una parte de la tribu vive en Estados Unidos en la rivera
del Rio Colorado al Suroeste de Yuma, Arizona. La pesca es el sustento
economico de la comunidad y su cultura esta estrechamente relacionada al Delta
del Rio Colorado. Alli se encuentran establecidas dos sociedades cooperativas de
produccién pesquera, una unién de produccion pesquera, y cuatro sociedades de
produccién rural (DOF, 2012).
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HIPOTESIS

Debido a la distribucién confinada, vulnerabilidad y captura en época reproductiva
de la corvina golfina (Cynoscion othonopterus), asi como a los indicios de baja
variabilidad genética y la evidencia de un cuello de botella de la poblacién, se
espera encontrar baja variabilidad con base en microsatélites y ver un impacto

marcado del cuello de botella.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la variabilidad genética de la corvina golfina (Cynoscion othonopterus)
gue se encuentran en la Reserva de la Biosfera del Alto Golfo de California y Delta
del Rio Colorado.

Objetivos Especificos

1. Estandarizar, optimizar e implementar los microsatélites especificos para la

genotipificacion con microsatélites de la corvina golfina.
2. Seleccionar el grupo de microsatélites con mayor poder informativo para

estimar la variabilidad genética en esta especie.

3. Caracterizar la variabilidad y la conectividad genética entre las localidades en
donde se realiza la pesca de la corvina golfina, en la Reserva del Alto Golfo de
California y Delta del Rio Colorado.
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METODOS

Muestreos

Los muestreos se llevaron a cabo en el puerto de San Felipe y en las
comunidades de Santa Clara y El Zanjon (Fig. 1). Se trabajé con muestras
tomadas en San Felipe en 2010 y en Santa Clara en noviembre de 2012. En
marzo de 2013 se realizd6 un muestreo en las localidades de Santa Clara y El
Zanjon sobre las zonas de desembarque, donde se tomaron de forma individual
muestras de tejido del musculo de la porcion del pedunculo caudal y se efectud un
registro fotografico, para verificar la identidad taxonémica de la especie de cada
ejemplar, asi mismo se observaron los caracteres diagnésticos para su
identificacion taxonémica. El numero de muestras examinadas en cada localidad
fue como sigue: San Felipe en 2010 (n= 11), Santa Clara en 2012 (nh=19) y en
2013 (n= 15), El Zanj6én (n= 29). Adicionalmente, se incluyé como grupo externo
o de referencia la especie congénerica Cynoscion reticulatus, la cual cont6é con 11
individuos muestreados en 2012.

Las muestras de tejido obtenidas en Santa Clara fueron preservadas a -80°C; las
muestras correspondientes a El Zanjén fueron preservadas en etanol absoluto a -
20°C. Las muestras histéricas de San Felipe fueron tomadas de la aleta y se
encontraban preservadas en etanol absoluto a -20°C. La identificacién taxonémica
de los organismos fue basada en Chao (1995).

21



32.0° ~

; X ’
\-@ENSENADA N LEC ZANJON [ ZONA NUCLEO
<< \‘} SPOLEODE STA-CLARA AMORTIGUAMIENTO
31.5° 1‘ BAHIA OMETEPEC }%, :
$ = PTQ PENASCO \9
§ 0 = & . o¢
- % ’ Yy 9
' A PTA. ESTRELLA '9‘7
QV ALTO GOLFO
30.5°— > | % eSAN QUINTIN (/A\o DE e o
Y CALIFORNIA
% ‘ Y
30.0°— \S\Zp JeEL ROSARIO
O& SAN LUIS GONZAGA's. -~
‘Vo . v I.\ANGEL DE LA GUARDA
29.5° /A
0 oo
1. TIBURON
29.0°- A2 Ny 1

116.5° 116.0° 115.5° 115.0° 114.5° 114.0° 113.5° 113.0° 112.5°

Figura 3. Localidades de Muestreo. Se indican las localidades muestreadas en recuadros negros
sobre la linea de costa en el Alto Golfo de California. Tomado y modificado de Castro-Gonzalez
(2011).

Extraccion de ADN

Una vez obtenidas las muestras, se llevé a cabo la extraccion individual de ADN
total, empleando el método de extraccién salina basado en el procedimiento de
Wasko y colaboradores (2003).

Posteriormente, se evalud la integridad del DNA en una electroforesis (5 V/cm)

horizontal de agarosa al 1%, tefido con bromuro de etidio (0.5 ug/*mL) y se

visualizé en un transiluminador de luz UV.
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Optimizacion y amplificacion de microsatélites

Para este estudio se probaron 23 microsatélites especificos para esciénidos
(O'Malley et al., 2003; Farias et al., 2006; Karlsson et al., 2008; Garcia de Ledn et
al.,, 2010; Portnoy et al., 2012; Renshaw et al., 2012), de los cuales se
seleccionaron 10 loci previamente optimizados y evaluados en Totoaba
macdonaldi, Sciaenops ocellatus y Cynoscion nebulosus (Tabla 1). Los cebadores
para dichos loci fueron probados en muestras de Cynoscion othonopterus y C.
reticulatus con el objeto de optimizar las condiciones de amplificacion y evaluar los
niveles de polimorfismo en la especie de estudio, tomando como base las
condiciones de amplificacion estandarizadas por Calderdn y colaboradores (2012)
y empleando el protocolo de etiquetado universal fluorescente (Schuelke, 2000;
Shimizu et al., 2002). Este consiste en que el cebador “forward” de cada locus se
etiquete en el extremo 5 con una secuencia universal (M13), lo que permite al
cebador “reverse” generar en el amplicon la cadena complementaria a la de un
segundo cebador “forward” (5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) marcado con un
fluorocromo especifico (6-FAM®, VIC®, PET® o NED®, Applied Biosystems). De
esta forma, los amplicones pueden ser marcados con el fluorocromo seleccionado

para su deteccidén en un secuenciador automatico.

La estandarizacion del PCR de cada microsatélite en muestras de Cynoscion
othonopterus, se realiz6 en un volumen de reaccion de 14.3 uL. Se empleé 22 mM
de Tris-HCI pH 8.4, 55 mM de KCI, 1.5 mM MgCl, 220 uM de dNTPs, 1.2 U de Taq
polimerasa, y alrededor de 50 ng de ADN gendmico. Cada juego de cebadores se
mezcld de la siguiente manera: 0.086 uM de forward, 0.172 uM de reverse y

0.172 uM marcado con fluorocromo.
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Tabla 1. Loci y cebadores empleados en el andlisis genético poblacional. Se indican las especies

(sp) a las que corresponde cada uno: So (Sciaenops ocellatus), Cn (Cynoscion nebulosus), Tm

(Totoaba macdonaldi), Cac (Cynoscion acoupa).

Rango
Locus sp Cebadores Repeticion Gen Bank Alélico Autores
Reportado
Soc826  So GGCAGGATTTAGGCAATTCA (GTGA)11 JF509133  183-211 Ri{‘sgg‘f’;t
Cn ACACACTCCTGTGTGCAACC 210-294 R;’“gg:";‘
Soc507 So  GCTGAGCAGAAAAGATGAGATAG  (GATA)24 EF609021  291-379 Kglr'sgggget
CAGAGAGCCCAATGAAGGTC
Soc554 So  GAAAGTAGTCCAACATCCAAGT (CA)40  EF609054 204-276 K:{'Sgggset
AAATGCCAGTTTTCTCAGG
Soc609  So CCCGCATTAGACAGAAAAC (CA)23  EF609099  281-351 K;”Sgggsm
ATGGGTATGTGTGGCTTACAG
Piller and
Cyne2 Cn GCGTGAGGAGCTAGGAATCA (GT)M2 255-295 Ll
AGCTGCAGAGAGACGCATTA*
Piller and
Cyne12 Cn GACTCACACTTCATACGGCT (GT)"21 147-195 LSSl
TTACTGTCACCTCCCGTTGG*
Garcia de
Tmac0 TGTAAAACGACGGCCAGT HM13004
6a '™  ATTAAAGAAGAGTGCAGGAAC (@17 8 144-180 |eogoc?t0al.,
TGTGTCTTTTGATGTGTTTGT
Tmac? TGTAAAACGACGGCCAGT (AG)18GG( HM13421 CETRICE
Tm 116-168  |eon et al.
4 ATCGATTTTCATCAACAGGT AG)17 9 eI,
GTCTTTCTCTCTGCGTTTCT
CacMic F-5-TGTAAAACGACGGCCAGT DQ28503 Farias et
14 ©8  ATCTTCTCCCCTCCGTCACT-3' (Cujiiz 4 145161 41 2006
R-5-CTGTGTTGTTAAGGCGCATC-3'
CacMic F-5-TGTAAAACGACGGCCAGT DQ28503 Farias et
18 ©8  GCTCGCCTCTCGTGTGTAAT-3' D 8 290-302 | 2006

R-5-CCTGTGAAACAGCCCATGTA-3'
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Las condiciones de la reaccion de PCR, fueron las siguientes: 3 min a 94°C, 20
seg a 96°C, 40 seg empleando diferentes temperaturas de anillamiento durante la
estandarizacion para cada juego de cebadores especificos de cada microsatélite

(Tabla 2), finalmente 40 seg a 72°C, esta reaccién se realiz6 por 25 ciclos.

Tabla 2. Temperaturas de anillamiento empleadas para cada microsatélite. Tm, temperatura de
anillamiento.
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Posteriormente se realizd una segunda reaccion de PCR inmediata a la reaccién
anterior, con las siguientes condiciones para todos los microsatélites, 8 ciclos de

20 seg a 95°C, 40 seg a 53°C y 40 seg a 72°C, terminando con una extension final
de 15 min a 72°C.

Seleccion de microsatélites

Los productos de PCR se evaluaron mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1.5% corrida a 5 V/cm durante 90 minutos. Los microsatélites
empleados para el analisis fueron seleccionados en varias etapas. Primero, se
escogieron los microsatélites que al ser amplificados mostraron productos
favorables de tamano esperado, tomando como base dos muestras para cada
especie. Después, los loci de dicho grupo, fueron marcados con fluorocromos vy
amplificados, verificando los productos en gel de agarosa. Finalmente, este grupo

de microsatélites marcados y con amplicones de buena intensidad, se evalué
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mediante un analisis automatizado de fragmentos y se eligieron los microsatélites
mas informativos y que mostraron un patron de alelos definido en el

electroferograma.

Genotipado

El genotipado de las muestras se efectué a través del programa GeneMarker
V1.8.5 (SoftGenetics EE.UU), con el que se determiné el tamarfio de los alelos a
partir de los archivos digitales de los electroferogramas. El registro del tamafo de
los alelos se realizd por tres personas de forma independiente y fueron
comparados posteriormente, asi se definid la consistencia en la asignacion de

alelos.

La consistencia en el tamafno de los alelos se evalu6 para las muestras testigo y
entre los registros de los observadores independientes. Seguidamente se realizé
la asignacién de alelos con el apoyo del software FlexiBin (Amos et al., 2007). Una
vez asignados los alelos, se procedié a analizar los genotipos multilocus a través
de los programas MICRO-CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2003),
MSTOOLS v3.1.1 (Park, 2001) GenALEx v6.3 (Peakal y Smouse, 2006) y
ARLEQUIN v3.1 (Excoffier et al., 2005); con el fin de hacer una estricta seleccién
de los microsatélites con el mejor desempefio y evitar introducir un sesgo en los

siguientes analisis.

Con el programa MICRO-CHECKER se identificaron errores en el genotipado
debido a alelos no amplificados (alelos nulos), amplificacion diferencial de los
alelos (allelic dropout), tartamudeo de polimerasa (stutter peaks) o errores

tipograficos.

Posteriormente, con el programa MSTOOLS (Park, 2001) se determind el
contenido de informacion polimérfica de cada locus.
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Por otra parte, el software GenAlex se empled para verificar la correcta asignaciéon
de las poblaciones segun el genotipo multilocus (Peakal y Smouse 2006).

Por ultimo, el analisis de desequilibrio en el ligamiento entre los microsatélites
(Pairwise linkage disequilibrium) se llevé a cabo en el programa ARLEQUIN. En
este caso, si dos loci se encuentran ligados, no se considera como marcadores
con segregacién independiente, para evitar la introduccion de sesgo al estimar la

diversidad genética (Guo y Thompson, 1992).

Analisis de datos

Diversidad genética

El analisis de diversidad para cada locus se realizd con los programas ARLEQUIN
v3.1 (Excoffier et al., 2005), GenALEx v6.3 (Peakall y Smouse, 2006) y MSTOOLS
v3.1.1 (Park, 2001). Todos estos programas calculan, con base en las frecuencias
alélicas, la heterocigosidad observada (Ho) y la esperada (He) bajo las
condiciones de equilibrio de Hardy—Weinberg para cada locus. Para analizar los
microsatélites y evaluar su calidad, se utilizé el software Microchecker.

Estructura poblacional

Para determinar la estructura genética poblacional entre las localidades
muestreadas, se usoO el analisis de varianza molecular (AMOVA) jerarquico a
través del programa ARLEQUIN V 3.5.1.2.

La significancia estadistica del AMOVA se evalué a través de 5000 permutaciones
no paramétricas, con base al estadistico F de Wright (Fst Wright, 1965). Ademas,
se emplearon dos aproximaciones tedricas del modelo de mutacién de los loci de
microsatélites, La primera aproximacion se basa en el modelo de alelos infinitos
(IAM) y esta representado por el indice Fst, el cual s6lo considera la frecuencia de
los alelos detectados considerando que cada mutacién da origen a un nuevo alelo.
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La segunda se basa en el modelo de mutacién por pasos (SMM) y se representa a
través del indice Rst, considerando ademas de la frecuencia de los alelos, la
distancia genética molecular encontrada entre estos (Balloux y Lugon-Moulin,
2002). El nivel de significancia de todos los analisis estadistico fue considerado del
95% (0=0.05).

Historia demografica

Se utilizd el programa Bottleneck V 2.6, que calcula la distribucion de la
heterocigosidad esperada en base al numero de alelos observados (k), segun el
tamano de la muestra (n), en el supuesto de equilibrio mutacién-deriva, para cada

muestra de poblacién y cada locus.

Este programa, permite el célculo de la media (He esperada), que se compara con
la heterocigosidad observada, para establecer si hay un exceso o déficit de
heterocigosidad en cada locus. Seguidamente, con base en los resultados de las
pruebas estadisticas para cada modelo de mutacién (Cornuet y Luikart, 1996;
Luikart et al. 1997), la forma de la distribucidén de frecuencias de alelos se compara
con la esperada bajo condiciones de equilibrio deriva-mutacion (forma de L) o de
eventos de cuellos de botella (sin forma de L).
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RESULTADOS

El presente estudio sobre la caracterizacién genético-poblacional de la corvina
golfina, fue basado en 74 ejemplares (con tamarnos entre 300 mm hasta 710 mm
de longitud total) procedentes de diferentes localidades y temporadas en la
Reserva del Alto Golfo de California (Tabla 3).

Tabla 3. Numero de especimenes de corvina golfina Cynoscion othonopterus recolectados en las
costas del AGC durante las temporadas de pesca del 2010 al 2013. N representa el nimero total
de especimenes.

Grupo Grupos asighados N
(Localidad/ano)

San Felipe 2010 GO1 11
Santa Clara 2012 Go02 19
Santa Clara 2013 GO03 15
El Zanjén 2013 Go4 29
Total 74

Por otro lado, fue seleccionado un grupo confiable e informativo de microsatélites
para hacer una evaluacién del estado genético poblacional de corvina golfina,
considerando que fueron evaluados rigurosamente y se evitd introducir sesgos o
errores en los andlisis. Asi mismo, no se encontrd evidencia de alelos nulos o
desequilibrio de ligamiento, ninguno de los loci resulté ser monomorfico (p>0.05 )

y los valores de PIC fueron encontrados entre 0,1y 1,0 (Tabla 4).
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Tabla 4. Contenido de informacién polimérfica (PIC) de cada loci evaluado en corvina golfina.

Locus PIC
Cyne12 0.8958
Soc609 0.7543
Soc826 0.9515
Tmac74 0.2769

CacMic14 0.8402

Soc54 0.7964
Soc507 0.9634
Tmac06 0.4779

CacMic18 0.8088

Cyne2 0.9215

Diversidad genética

A través del analisis de los 10 microsatélites mostrados en la tabla 4, los
indicadores de la diversidad genética molecular evidencian, en este caso, un
namero menor de heterocigotos observados en la muestra respecto al nimero

esperado (Tabla 5).
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Tabla 5. Polimorfismo promedio del genotipo multilocus y diversidad genética de C. othonopterus
de Reserva de la Biésfera del Alto Golfo de California y Delta del Rio Colorado. N, nimero de
individuos analizados; Na, numero de alelos; Ho, heterocigosidad observada; He, heterocigosidad
esperada.

Especie N Na Ho (D.E) He (D.E)

C. othonopterus 74 19.273 0.552 (0.297) 0.720 (0.307)

Por otra parte, fue posible detectar en promedio, 19 alelos en la corvina golfina
(Tabla 5). En detalle, el locus 074 presentd 11 alelos; los loci 012 y 014, 18 alelos
cada uno; para el locus 554, se determinaron 21 alelos; en los loci 609 y 826 se
encontraron 11 alelos en cada uno; en el 826, 11 alelos; en el locus 006 se
indicaron 8 alelos; en el 018, 15 alelos; y el locus 507 fue en el que se determiné
mayor polimorfismo con 47 alelos (Tabla 6) y un PIC de 0.9634 (tabla 4).
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Tabla 6. Numero de alelos encontrados por locus y por localidad para corvina golfina en San
Felipe (2010), Santa Clara (2012 y 2013) y El Zanjon (2013). Na, numero de alelos; Ho
(heterocigosidad observada) y He (heterocigosidad esperada).

< fr_ (L] 8
N [*2] © Q N~ Q
(= (&) ()] (%] (8] » »n = o O
Total de Alelos por Locus
7 18 11 11 18 21 47 8 15 25
San Felipe 2010
Na 3 9 5 11 6 6 21 3 11 12
Ho 0,0909 0,4 0,8182 0,5 0,7 0,2727 0,9091 0,5455 0,9091 0,7273
He 0,1775 0,9211 0,7576 0,9368 0,6579 0,6364 0,9957 0,5411 0,8745 0,9394
Santa Clara 2012
Na 4 13 7 19 9 11 24 5 7 14
Ho 0,1053 10,3684 0,6842 10,4737 0,6842 0,3684 0,8421 0,3684 10,8947 10,7895
He 0,3656 0,8777 0,8137 0,9602 0,8563 0,7738 0,9616 0,5477 0,8265 0,9147
Santa Clara 2013
Na 5 11 10 14 12 15 20 5 12 16
Ho 0,2 0,5333 10,7333 0,5 0,6667 0,8 0,7333 0,4667 1 0,9333
He 04575 0,8966 0,7977 0,9339 0,8874 0,8736 0,9724 0,5356 0,908 0,9517
El Zanjon 2013
Na 3 17 10 28 14 13 30 5 12 18
Ho 10,0345 0,3214 0,8571 0,5556 0,7931 0,5862 0,8966 0,6207 0,7586 0,7857
He 10,1942 10,9234 10,7695 09665 0,8857 0,8524 0,9704 0,5154 0,7973 0,9331
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Asignacion de poblaciones

Para la asignacion de poblaciones se realizd el analisis basado en el genotipo
multilocus de las muestras de corvina golfina, y se observé que no hay una
separacion de los cuatro grupos de muestreo. En la figura 4 se observa que El
grupo de El Zanjon 2013 (ES13) cruza todos los grupos.

Asignacion de Poblaciones
30,000 -
25,000 - ¢
$3 * F11
20,000 - * e
*N #5C12
' 4
15,000 - 5C13
ES13
10,000 -
5,000 -
0,000 T T T T T 1
0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000

Figura 4. Asignacién de poblaciones de las muestras de corvina golfina, tomadas en la Reserva
del Ato Golfo y Delta de Rio Colorado, Baja California, México. Se muestran los puntos resultantes
de los valores de asignacién para cada ejemplar. SC12, Santa Clara, afio 2012; SC13, Santa
Clara, afio 2013; ES13, El Zanjén, afio 2013; SF11, San Felipe afo 2010.

Ahora bien, con un total de 74 ejemplares y 10 loci, el grupo de microsatélites
empleado para corvina en el presente estudio, muestra un 96% de asignacion
correcta de los grupos, mientras que el 4% restante corresponde a 3 casos mal
clasificados de las 29 muestras tomadas en El Zanjén (ES2013), para los demas
grupos el total de muestras estan bien clasificadas (Tabla 7). Cabe anotar, que

33



dos de los casos mal clasificados estan ubicados en el grupo Santa Clara 2012 y
el otro caso se clasifica en San Felipe 2010.

Tabla 7. Asignacién de poblaciones. BC, indica el numero de casos bien clasificados; MC, indica el
namero de casos mal clasificados.

Grupo BC MC
San Felipe 2010 11
Santa Clara 2012 19
Santa Clara 2013 15
El Zanjon 2013 26 3
Total 71 3
Porcentaje 96% 4%

Estructura genética

Los valores de heterocigosidad obtenidos para cada grupo, son similares entre las
cuatro localidades muestreadas. Es posible observar que aunque presentan
diferente cantidad de alelos cada una, los valores de heterocigosis esperada
superan los de la heterocigosis encontrada (Tabla 8).
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Tabla 8. Estadisticos descriptivos para cada una de las localidades analizadas en la RBAGCyDR.
N, nimero de individuos analizados; Na, promedio numero de alelos; Ho, proporcion observada de
heterocigotos; He, proporcion esperada de heterocigotos; S.D, desviacion estandar.

Grupo N Na Ho (D.E) He (D.E)
San Felipe 11 8.09 0.534 (0.316) 0.692 (0.294)
Sta Clara 2010 19 11.30 0.558 (0.258) 0.789 (0.191)
Sta Clara 2012 15 12.00 0.657 (0.238) 0.821 (0.179)
El Zanjén 29 15.00 0.621 (0.268) 0.781 (0.246)

Ahora bien, los resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) arrojado
por el software Arlequin, permiten observar que la estimacion de la diferenciacién
genética se presentd con valores muy bajos (alrededor de 0) y estadisticamente no
significativos, tanto para el Fstcomo para el Rst (Tabla 9).

En cuanto a la particion de varianza, en el caso del Fst, se observé que el 99.54%
fue explicada por las diferencias dentro de las localidades y el 0.46% fue asociada
a las diferencias entre las localidades (Tabla. 9).

Por su parte, para el Rsr, la particion de varianza fue asociada en mas de un

100% por las diferencias dentro de las localidades y el 0% fue explicada por las
diferencias entre las localidades (Tabla 9).
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Tabla 9. indices de diferenciacién genética.

indice Valor p Varianza entre  Varianza dentro
grupos (%) de grupos (%)

Fst 0.00465 0.57185+0.01255 0.46% 99.54%

Rst -0.00065 0.52199+0.01685 0.00% 100.07%

Historia Demografica

Los resultados de las pruebas estadisticas realizadas a través del software
Bottleneck (Tabla 10), en el caso del modelo de mutacién por pasos (SMM),
marcan una diferencia significativa entre la heterocigosis observada respecto a la
esperada para ambos estadisticos (Sign Test y Wilcoxon Test). Sin embargo,
sobre el modelo de mutacion de alelos infinitos (IAM), no se evidenci6 diferencia
significativa entre la heterocigosis observada y la esperada, bajo ninguno de los

dos estadisticos.

Tabla 10. Pruebas estadisticas para modelaciones de demografia histérica en el supuesto
equilibrio deriva-mutacion. Segun los modelos de Mutacién de Alelos Infinitos (IAM) y Mutacién por
pasos (SMM).

Prueba SIGN Prueba WILCOXON
SMM 1AM SMM 1AM
C. othonopterus 0.00046 0.49365 0.00195 0.83105
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DISCUSION

Identificacion del recurso

Los caracteres anatdmicos que permitieron el diagndstico en la identificacion
taxondmica de la corvina golfina fueron el nimero de branquiespinas, el cual se
precisa entre 22 y 27. Este intervalo en el nimero de branquespinas lo distingue
de otras especies congenéricas que exhiben numeros por debajo de 16

branquiespinas (Chao, 1995).

Validacion de la implementacién y seleccion de microsatélites

El analisis de control de calidad del juego de microsatélites empleado en evaluar
los aspectos genético —poblacionales de corvina golfina, no elimind ninguno de los
10 marcadores evaluados, es decir, los resultados de control de calidad, validan
el juego implementado de microsatélites, ya que fue posible descartar la presencia
de alelos nulos, no se reporta desequilibrio de ligamiento, ninguno de los loci fue

asignado como monomorfico.

A través de los resultados presentados, se brinda un anadlisis con mayor
resolucién respecto a los datos obtenidos en el trabajo de Rios-Medina (2012), ya
que en el presente trabajo, se emple6 un total de 10 loci, 5 loci mas que en dicho
estudio. De los 10 loci analizados, todos cuentan con un contenido de informacion
polimorfica cercano a 1.0, y tres de ellos fueron también empleados en el estudio
de Rios-Medina (2012) (Tma06, Cac14, Cac18). Asi mismo, Rios-Medina (2012),
emple6 35 muestras de corvina golfina, provenientes de los sitios de desembarque
de Santa Clara y San Felipe; por su parte, la presente investigacion, se realizé con
un mayor numero de muestras (n=74) provenientes de tres sitios de desembarque
(Santa Clara, San Felipe y El Zanjén), lo cual brinda a la vez un panorama mas
amplio de la riqueza alélica de la especie, ya que en este caso se encontraron
19.3 alelos, mientras que Rios-Medina (op cit) estimé 13.8 alelos.
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Frecuencias y Variabilidad Genética

En este estudio realizado en corvina golfina, se encontré que la homocigosidad
observada en la poblacion, es mayor que la homocigosidad esperada, es decir, la
variabilidad genética de la especie es baja. Este escenario, refleja una tendencia
de endogamia en la especie (Moreira et al., 2003; Povh et al, 2006) y en
consecuencia, indirectamente, la pérdida de la eficacia biolégica ya que se podrian
fijar alelos deletéreos (Lande, 1988) y reducir entonces su potencial de adaptacion
(Comet y Liukart, 1996). Por lo tanto la pesqueria de corvina golfina actualmente
puede no ser sustentable, ya que la variabilidad genética, se ha considerado como
un indicador adecuado que permite conocer la viabilidad de la explotacién de
poblaciones por medio de la pesca (De la Rosa-Velez y Rodriguez-Romero, 1990),
y segun lo indica Pereira (2009), cuando una poblacién presenta niveles bajos de
variabilidad genética, esta se encuentra en un estado vulnerable a la

sobreexplotacion.

Dado que la pesqueria de la corvina golfina puede no ser sustentable, es
recomendable comenzar a promover la pesca de otras especies que se
encuentren en la zona y cuya dindmica poblacional sea conocida, y de esa
manera disminuir y reemplazar de forma paulatina la pesca de la corvina golfina,
ya que una pesqueria sustentable esta basada en la conservacion del recurso
(INAPESCA, 2006). También, si se reduce de este modo la pesca de corvina
golfina, es posible aprovechar el alto valor comercial del buche de esta especie
para compensar econémicamente la reduccién de las cuotas de captura y aunado
a esto, es importante vigilar estrictamente el cumplimiento de las medidas de
manejo que se han tomado hasta ahora respecto a la captura de la especie para

promover la conservacion.

Es necesario tener en cuenta que la captura pesquera afecta en primer término al
recurso objetivo. Asi, si el esfuerzo de captura, llega a superar la capacidad de
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recuperacion de las poblaciones, se reduce la abundancia de la especie, su
potencial de desove y posiblemente sus parametros poblacionales, como la
velocidad de crecimiento, edad a la maduracion, estructura de edades y tamanos,
y la variabilidad genética (Garcia et al., 2003).

Los resultados obtenidos en cuanto a variabilidad genética de ADNn (Ho=0.552 vy
He=0.720) son menores que los encontrados en 2012 por Rios-Medina (Ho=
0.7371 y He=0.7831) para corvina golfina. A su vez, estos valores de
heterocigosidad observada (Ho) y los encontrados en el presente analisis de
corvina golfina, son menores que los reportados por Rios-Medina (2012) en el
caso de corvina rayada (Cynoscion reticulatus) (Ho=0.7657 y He=0.7640), cuyos
valores de Ho corresponden a los de He. En contraste, corvina rayada cuenta con
un ambito de distribucion mas amplio que la golfina en el AGC, y ademas presenta
una explotacion pesquera baja y no se encuentra amenazada (IUCN, 2011).

También, existen otras especies de esciénidos del Golfo de California que han
estado en peligro, principalmente porque fueron sobreexplotadas comercialmente
hasta estar en peligro de extincién, como es el caso de Totoaba macdonaldi. La
pesqueria de totoaba, también estaba dirigida hacia las agregaciones
reproductivas como sucede con la corvina golfina, dicha pesqueria colapsé en los
70’s y actualmente esta protegida mediante la veda de su pesca. No obstante,
estudios recientes basados en analisis de microsatélites, han demostrado que la
especie presenta valores de variabilidad genética dentro de los rangos esperados
(Garcia de Leén et al., 2010, Calderon-Marmolejo et al., 2013), y estudios basados
en ADNm la encuentran dentro de un escenario demografico estable (Enriquez et
al., 2008).

En el caso de la corvina golfina, se ha planteado que sufrié recientemente una

reduccién en su tamano efectivo (Rios-Medina, 2012), escenario congruente con
la baja variabilidad genética encontrada en el presente estudio, ya que el tamafo
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de la poblacion puede afectar a la frecuencia en la que un mutante se encuentra
presente e influir en la diversidad génica de la poblacién. Es decir, dado que las
tasas de mutacion son relativamente constantes y casi siempre bastante bajas, las
poblaciones grandes tienen normalmente una mayor diversidad génica (mas

alelos, mas mutantes) que las poblaciones pequenas.

También, la reduccion de la variabilidad genética genera mayor sensibilidad de las
poblaciones a las variables ambientales y puede provocar la extincion de una
especie (Guttman y Berg, 1998). Asi, poblaciones sometidas a sobreexplotacion
pesquera estan destinadas al colapso de su pesqueria y probablemente a su
extincion. Esto ya ha ocurrido en otras especies de interés pesquero, cuyas
pesquerias han colapsado, y las especies se encuentran en peligro de extincidén o
ya se reportan como extintas. Por ejemplo, el sabalito (Steindachnerina
brevipinna) en el rio Parana y el salmén de rio (Brycon orbignyanus) especie
endémica de pez de la familia characidae de la Cuenca del Rio Plata en Argentina
que presentan baja variabilidad genética y se encuentran en peligro (Oliveira et
al., 2002; Lopera-Barrero et al., 2006).

Asignacion de Poblaciones y Estructura Poblacional

El analisis de varianza molecular (AMOVA), explica que el principal componente
de la diversidad genética de C. othonopterus de las localidades estudiadas
corresponde a la varianza dentro de los grupos, mientras que una contribucién
mucho menor corresponde a la varianza entre los grupos muestreados. En el
analisis, los valores obtenidos de p (p>0.05), permiten aceptar la hipétesis nula de
no hay diferencias entre los grupos muestreados, por lo cual se confirma que
existe una sola poblacion de corvina golfina en la RBAGC y DRC.
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De manera congruente, los indices de diferenciacién, comprueban la hipotesis
nula. En detalle, el Fst, se puede interpretar como la medida de la cantidad de
diferenciacion entre subpoblaciones, a partir de las varianzas de frecuencias de
los alelos (Wright, 1978), pero puede llegar a ser cuestionable si se emplea en
andlisis con microsatélites por la alta tasa de mutacién de estos (Weber y Wong
1993., Jarne y Lagoda 1996., Balloux y Lugon, 2002). En cambio, el Rst (calculado
a partir de las variaciones de los tamanos de los alelos) es un analogo del Fst,
pero asume el modelo de mutacion por pasos (SMM), reflejando asi, con mayor
precision el patrédn de mutacion de los microsatélites (Slatkin, 1995., Balloux y
Lugon, 2002) y es independiente de la tasa de mutacion (Kimmel y col. 1996)
aunque presenta una alta tasa de variacion. Teniendo en cuenta estos aspectos,
en el presente estudio, los analisis de diferenciacion, son concordantes entre si, lo

cual valida sin duda los resultados obtenidos.

Es prioritario saber que las estimaciones del Fst o Rst podrian no ser confiables
en el caso de tener una varianza asociada alta; en dicha situacién se recomienda
reducir la varianza incrementando el tamafo de muestras y el numero de loci
(Balloux y Lugon, 2002). Por consiguiente, en esta investigacidn se trabajé con un
namero de muestra mayor y una mayor cantidad de loci que los reportados en el
trabajo de Rios-Medina (2012).

Es necesario mencionar que pese al escenario poblacional que presenta la
especie, en el cual no hay una estructura, los resultados encontrados a través del
andlisis de asignacion de poblaciones permite ver una aparente diferenciacion de
los grupos muestreados. Sin embargo, es muy importante tener en cuenta que los
andlisis de F mostraron que esta diferencia no es significativa. Este hecho,
evidencia entonces que la especie presenta flujo genético, y es en consecuencia

una poblacién continua.

De cualquier modo, en relacién con las aparentes agrupaciones en la poblacion,
cabe anotar que la distribucién de la especie esta asociada a su ciclo biolégico. La
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corvina golfina depende en gran medida para reproducirse de los ambientes
salobres y oligohalinos del Rio Colorado (Alvarez de Williams, 1998). Los juveniles
se asocian a la zona de marismas, praderas de pastos marinos y zonas rocosas al
sur de la zona de crianza. Migran hacia el sur por la costa de Baja California,
probablemente buscando areas de proteccion contra depredadores; los adultos
frecuentan aguas mas profundas del Alto Golfo de California (Acosta-Valenzuela,
2008). En su primer afo de edad se mueven hacia al sur de la zona de crianza, ya
que es posible encontrar juveniles en zonas aledanas a San Felipe y Puertecitos,
B.C. (Roman, 1998).

Debido a que la presencia o ausencia de estructura genética se refleja en el
numero de alelos que se intercambian entre las poblaciones, esta tiene
importantes consecuencias en la composicién genética de los individuos (Barton y
Hewitt 1985). Esta importancia se da porque el flujo de genes genera nuevo
polimorfismo en la poblacién y aumenta el tamafo efectivo poblacional pero
poblaciones aisladas y pequenas estan sujetas a la deriva genética y a la fijacién
de mutaciones deletéreas (Frankham y Ralls 1998; Saccheri et al., 1998 ;
Eldridgeet al. 1999 ; Higgins y Lynch 2001). Por tanto, el conocer la estructura de
las poblaciones, puede brindar instrucciones valiosas para las estrategias de
conservacion y manejo (Rossiter et al. 2000; Eizirik et al. 2001).

En este caso, el hecho de que sea una sola poblacién genéticamente homogénea,
facilita las convenciones politicas o administrativas (Pereira, 2009).

Historia Demografica

En cuanto a la historia demogréfica de la poblacion, los analisis basados en la
distribucién de frecuencias de alelos de corvina golfina demuestran la evidencia de
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un cuello de botella en la poblacién. En este sentido, bajo el modelo de Mutacion
de Alelos Infinitos (IAM) no se detectdo diferencia significativa entre la
heterocigosidad observada y la esperada segun las pruebas estadisticas
empleadas, con lo cual la reduccidén del tamafo efectivo poblacional no estaria
sustentada. Sin embargo, los microsatélites tienen mas probabilidades de
evolucionar a través del modelo de mutacién por pasos (SMM) (Goldstein y
Schlétterer., 1999) que bajo un escenario de alelos infinitos. Asi pues, en el
presente estudio, si hay una diferencia significativa entre la heterocigosidad
observada y la esperada segun el SMM bajo las pruebas de sign y Wilcoxon,
poniendo de manifiesto la reduccidén del tamano efectivo poblacional y la reduccion

relativa de los numeros de los alelos.

De esta forma, una de las maneras en que es posible ver una disminucion en los
niveles de abundancia de la poblacién traducido en bajos valores de diversidad, es
en eventos de un cuello de botella recientes (Baker y Clapham, 2004).

El hecho de que la poblacién acabe de sufrir una reduccion significativa en su
tamano, es de gran importancia para la conservacion porque seria una poblacién
con mayor riesgo de extincion, ya que las especies amenazadas presentan mayor
propension a aumentar las tasas de endogamia, a la pérdida de variacién genética
y a la fijacién de alelos ligeramente deletéreos que en consecuencia reducen su
potencial de adaptacidén (Cornuet y Luikart, 1996). La conjuncion de estos factores
con la explotacion pesquera y la falta de mayor proteccion de la especie, no
favorecen que la poblacién pueda alcanzar su equilibrio demografico.

Rios-Medina (2012) encontr6 evidencias de reduccion del tamafno poblacional de
la corvina golfina a mayor escala temporal a través del ADN mitocondrial.
Adicionalmente, los resultados obtenidos en el presente estudio, permiten ver un
cuello de botella mds marcado que el detectado por Rios-Medina (op cit.), quien
emple6 un menor numero de marcadores tipo microsatélites. Este escenario que
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ha sido posible observar, resulta congruente con la historia pesquera de la
poblacion de corvina golfina, en la que de acuerdo con las observaciones de los
pescadores del Golfo de Santa Clara esta especie no se registré por 30 a 40 afos
y posteriormente resurgié en la década de los 90°s (Roman, 2000).

Por otra parte, se ha reportado una disminucién en la talla promedio de la captura
comercial de corvina golfina. El problema radica en que la poblacién mas longeva
esta siendo extraida, lo que dificulta encontrar individuos con talla mayor a los 80
0 90 centimetros. Ademas, la poblacidn esta sufriendo una fuerte presion de pesca
que impide el reclutamiento de organismos longevos al stock reproductivo
(CEDRSSA, 2005).

Segun lo plantean Ruelas-Pena (2013), el stock de corvina golfina ha disminuido
desde 1999. Por lo tanto, es importante que se tome en cuenta que un incremento
paulatino en la flota pesquera, como ocurrié en el periodo comprendido hasta el
ano 2000, podria favorecer una cuota de captura mas alta y que de continuar asi,
la tendencia en el incremento de la flota pesquera puede colapsar esta pesqueria
en algunos anos (Roman, 2008).

Es necesario mencionar que en la Carta Nacional Pesquera (2010), la pesqueria
de corvina se considera aprovechada al maximo sustentable. De acuerdo con la
curva ajustada al modelo de produccion de Schaefer, el RMS para la corvina es de
3,300 toneladas anual, considerando un esfuerzo de 1,600 embarcaciones. Sin
embargo Ruelas-Pefia (2013), plantean que el RMS es de 3,100 toneladas,
correspondientes a un esfuerzo de 457 embarcaciones. Estos datos aunados a los
resultados obtenidos en esta investigacién, indican que la pesqueria de corvina
golfina (Cynoscion othonopterus) requiere especial atencion.

Asi mismo, es importante tener presente que un aumento temporal en la captura,

tras una expansién del esfuerzo pesquero, no debe prestarse para creer
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errobneamente que todavia hay potencial para una mayor intensificacion de la
pesca, como lo plantea Panayotou (1983). Respecto a esto, hay evidencias de que
después del 2002, la produccion de corvina golfina disminuydé gradualmente, a
pesar de que el esfuerzo de pesca permanecié constante (Ruelas-Pefa et al.,
2013), en consecuencia, estas variables influyen en el estado de vulnerabilidad

genética y supervivencia de la poblacién.
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Recomendaciones

1. De forma general, es recomendable que se tomen en cuenta medidas que
permitan conservar la diversidad genética de la poblacién de la corvina golfina
en la Reserva del Alto Golfo de California y Delta del Rio Colorado. Entre ellas,
hacer solo uso de redes agalleras con 14.6 cm de luz de malla, lo cual mantiene
la pesca incidental de individuos menores a 65 cm de longitud total por debajo
del 35% y es la Unica que cumple con la normatividad mexicana (Solana et al.,
2012), asi se garantiza que no sea reducido el tamafo efectivo de la poblacion.

2. Aumentar el monitoreo y vigilancia de la zona de captura de la corvina golfina,
de forma que la pesca no exceda el rendimiento maximo sostenible (Ruelas-
Pena, 2013).

3. Proponer y fomentar la pesca sustentada de otras especies en la zona del Alto
Golfo de California y Delta del Rio Colorado, cuyas dinamicas poblacionales
estén plenamente conocidas. De no establecerse esta alternativa podria
generar un colapso en la pesqueria de la corvina golfina en el corto plazo,
afectando de manera inmediata a las comunidades de pescadores que

dependen de esta pesqueria.

4. Respecto a las investigaciones que procuran la conservacion de corvina golfina,
también hacen falta estudios que permitan determinar la tasa de pérdida de la
variabilidad genética, asi como la tasa de incremento de endogamia en la
poblacion, por ejemplo, estudiando la talla efectiva de la poblacién (Hoelzel,
1992). De esta forma, se pueden predecir las consecuencias evolutivas de una
poblacion de determinado tamano.

5. Es conveniente tomar medidas como las que se han discutido en este trabajo,

las cuales vayan mas alla del plan de manejo que actualmente se ha
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manifestado para corvina golfina (DOF, 2012) y mientras tanto, se ofrezca un
estricto cumplimiento al plan de manejo. Si bien, la corvina golfina es una
especie que se encuentra regulada por la NOM, no se ha clasificado como una
especie amenazada, a diferencia de otras especies del AGC que se encuentran
con su estatus en peligro y su pesca se encuentra en veda. Es importante
senalar que las medidas propuestas deben garantizar la calidad de vida de los

pescadores y la conservacion de los recursos.
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CONCLUSIONES

» El grupo de microsatélites implementado es informativo y puede ser empleado
en futuros analisis genético-poblacionales de C. othonopterus.

» Cynoscion othonopterus presenta una variabilidad genética baja.

» La especie se encuentra como una sola poblacién continua en el RBAGCyDRC.

» La poblacién de corvina golfina ha pasado por un evento reciente de cuello de
botella marcado.
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ANEXOS

Tabla I. Andlisis de Varianza Molecular para Fst.

Coeficiente de Suma de Componentes Porcentaje
variacion d.f.  cuadrados de varianza de variacion
Entre

Poblaciones 3 11.917 0.01592 Va 0.46
Dentro de

Poblaciones 144 490.907 3.40908 Vb 99.54
Total 147 502.824 3.42500

indice de Fijacion ~ FST:  0.00465

Tabla Il. Andlisis de Varianza Molecular para Rst.

Coeficiente de Suma de Componentes Porcentaje
variacion d.f. cuadrados de varianza  de variacion
Entre

Poblaciones 3 4593.137 -1.02064 Va -0.07
Dentro de

Poblaciones 144 225671.559 1567.16360 Vb 100.07
Total 147 230264.696 1566.14296

indice de Fijacion  FST:

-0.00065
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Tabla lll. Listado de alelos por locus, encontrados en corvina golfina en las

localidades de muestres de San Felipe en el ario 2010, Santa Calara en 2012 y
2013 y El Zanjén en 2013.

SAN FELIPE 2010

T ¢ g g§ 3 3 5 &€ 8 3 g
@ 2 ? ] s i f S 3 s <
e > @) Q [} @] @] £ e [ o
- (&) wn 1%7] 8 n n = - 8
91 156 254 219 152 185 264 135 172 238 275
106 158 256 231 154 192 331 137 175 240 276
108 161 257 256 163 196 335 139 242 278
163 259 260 167 198 337 244 280
167 261 264 169 202 345 248 282
171 268 173 210 347 250 284
173 272 351 252 286
177 276 359 255 288
181 284 361 257 290
296 369 259 292
300 373 261 298
375 307
381
383
387
389
391
395
397
400

412
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Cont. Tabla lll

SANTA CLARA 2012
T ¢ g & F 3 5 & 8 3 g
8 2 | ] = B 8 o S = c
] > [e] o O o o £ e [T) o
= (&) (7] " 8 (72} n = - 8
91 154 250 142 134 181 278 135 175 238 271
93 156 252 151 152 185 309 137 240 275
97 161 254 203 156 188 319 139 242 276
106 163 256 223 163 190 321 141 246 278
165 257 227 165 192 341 153 248 280
167 259 231 167 194 343 250 282
169 261 239 169 196 347 252 286
171 243 171 198 357 288
173 248 173 202 361 292
175 252 212 363 294
177 256 214 367 296
179 258 371 298
185 260 373 309
272 375 315
276 377
280 379
292 381
296 385
306 387
389
391
393
404

422
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Cont. Tabla lll

SANTA CLARA 2013
T ¢ g g§ 3 3 5 &€ 8 3 g
@ 2 ? ] s ‘3 f S 3 s <
e > @) Q [} @] @] £ e [ o
- (&) wn 1%7] 8 n n = - 8
85 154 246 199 130 181 341 133 175 238 267
87 156 250 203 140 183 345 135 240 271
91 161 252 215 150 190 351 137 242 273
97 163 254 239 152 192 353 139 244 275
106 167 255 243 154 194 355 155 246 276
169 256 252 156 196 357 248 278
171 257 256 159 198 359 250 280
175 258 260 163 200 361 252 282
177 259 264 165 202 367 255 284
179 261 268 167 204 369 257 286
181 272 169 208 371 259 288
288 175 210 373 261 290
292 212 379 292
308 221 381 305
225 383 313
387 315
391
393
395

397
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Cont. Tabla lll

EL ZANJON 2013

¥ & 2 e T 3 5 & 8 37 o
s ¢ & § = 8 8 % § = g
E>-O°OOOEEOO
- (6] n 7] ég n n = = ég
91 154 250 155 144 183 238 123 175 236 273
97 156 252 173 152 185 248 133 238 275
106 158 254 181 154 186 252 135 240 276
160 256 189 156 188 266 137 242 278
161 257 193 159 190 276 139 246 280
163 259 199 161 192 311 248 282
165 261 207 163 194 321 250 284
167 263 211 165 196 351 252 286
169 265 215 167 198 353 255 288
171 267 219 169 200 355 257 290
173 223 171 202 359 263 292
175 227 173 217 361 265 294
177 231 175 233 363 296
179 239 185 365 298
181 243 367 300
183 247 369 301
197 252 371 317
256 373 319
260 375
264 379
268 381
271 383
272 387
276 389
280 391
284 395
288 400
292 404
430

444
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