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RESUMEN

En el presente trabajo se analizaron 40 secuencias de 254 pb de la regién
control mitocondrial de totoaba (Totoaba macdonaldi). Durante el periodo
2001-2002 se colectaron organismos del medio natural asi como organismos
criados en cautiverio. Mediante el andlisis de estas secuencias, se evalud la
variabilidad genética de la poblacién natural de totoaba. Del mismo modo se
identificaron los linajes maternos presentes en el cultivo. Se identificaron 5
haplotipos en total, 4 en medio natural, 2 de los cuales estan representados en
los reproductores del cultivo y un haplotipo Unico dentro cultivo, al cual
pertenece la totalidad de la generacion filial. Se observaron altos valores de
diversidad haplotipica aunque dentro de los rangos reportados para otras
especies de peces marinos. Sin embargo, la diversidad nucleotidica
observada resultd particularmente alta debido a la presencia del haplotipo
HAZ2, el cual es substancialmente diferente al resto. Al respecto, se proponen
varias probables causas para esta alta diferenciacién entre haplotipos, sin
embargo, quizd la causa mas factible sea la eliminacion de haplotipos

intermedios debida principalmente a la sobrepesca y la alteracién del habitat.
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INTRODUCCION:

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es el pez mas grande de la familia
Sciaenidae, con una longitud maxima reportada de casi 2 mts. y un peso
aproximado de 100 kg. Esta especie endémica del Golfo de California,
constituyd una importante pesqueria industrial y deportiva basada
principalmente en su migracion anual a las aguas someras del delta del Rio

Colorado en el alto Golfo de California (Cisneros-Mata ef al., 1994).

La especie se clasificd en un principio como Cynoscion macdonaldi Gilbert
1891; sin embargo, algunos rasgos morfolégicos particulares (vejiga natatoria
y cierre de mandibula) sugirieron a los especialistas reclasificarla dentro del
nuevo genero Totoaba. El nombre comin es generalmente utilizado como
“totllava” por autores de habla inglesa para facilitar la pronunciacion de la
palabra extranjera. A su vez, a lo largo de su historia, esta especie ha recibido
varios otros nombres tales como “White Sea Bass” y “Mexican Bass”. El
nombre utilizado aqui “totoaba” es el comunmente usado por autores y por los

propios pescadores (Berdegue, 1955).

La pesca de totoaba tuvo sus inicios en Guaymas, un puerto del Golfo de

California en el Océano Pacifico. La totoaba se tenia en gran estima por los



pescadores locales a principios del siglo XX. Sin embargo, algunos
inmigrantes chinos del lugar descubrieron que la vejiga natatoria o “buche”,
presentaba caracteristicas peculiares, similares a aquellas de algunos peces
en el Oriente, donde propiamente deshidratada y preparada se vendia a

precios exorbitantes.

De esta manera comenzo la explotacién comercial de la totoaba, y hasta 1920
aproximadamente, estuvo enfocada exclusivamente a la exportacion de buche
deshidratado hacia el Oriente, para ser utilizado como ingrediente en la

elaboracion de sopas exéticas (Chute, 1928).

En un principio, Unicamente el buche tenia valor comercial. La carne
ocasionalmente se fileteaba o se salaba para consumo local, pero
normalmente era abandonada en la playa hasta su descomposicion.
Eventualmente se abrié un mercado comercial en Calexico donde la noticia del
gigante “Mexican Sea Bass” atrajo la atencion de los consumidores, y de esta
manera una ruta comercial surgié a través del desierto y de las planicies

lodosas del alto Golfo de California (True ef al., 1996).

En estos tempranos afios de desarrollo, la pesqueria de totoaba fue

directamente responsable del establecimiento de tres comunidades



pesqueras: Golfo de Santa Clara y Puerto Pefiasco en el estado de Sonora, y

San Felipe, en el estado de Baja California (Berdegué, 1955).

A partir de 1929, (cuando se empezaron a generar las estadisticas oficiales
mexicanas), la pesca de totoaba respondia a un creciente mercado
estadounidense, el cual aumentaba sus capacidades de transportacion y
refrigeracion. El alcance y efectividad de las artes de pesca pasaron de
pequefias canoas y arpones, a dinamita y poderosas redes agalleras de nylon.
La captura anual comenzd a incrementarse rapidamente a partir de 1934,
alcanzando un maximo de 2,261 toneladas métricas en 1942. Después de
este afo, y a pesar de la intensificacion del esfuerzo pesquero, la captura
anual disminuyé drasticamente hasta un minimo histérico reportado de 58
toneladas métricas en 1975, debido principalmente a sobrepesca (Flanagan,

1976).

Otra probable causa de la declinacion de la pesqueria es la alteracion del
habitat. A pesar de que el primer reporte de la ecologia de la totoaba fue
publicado en 1916, la mayor parte del conocimiento que se tiene de esta
especie hasta la fecha esta basado en comunicaciones personales y reportes

técnicos, por lo que casi toda la informacién permanece a un nivel anecdético.



Es generalmente aceptado que la totoaba pasa el invierno en las aguas
profundas cerca del centro del Golfo de California alrededor de las grandes
islas. A principios de la primavera migran hacia el extremo norte del Golfo de
California, donde se reproducen durante el verano. Se asume que la razén de
tal migracion hacia los habitats estuarinos del alto Golfo, es debida a que es

una especie anadroma (True ef al., 1996).

A partir de 1935, la mayor parte del cauce del Rio Colorado fue retenido por
presas rio arriba, ocasionando una gran reduccién del aporte de agua
continental al ambiente estuarino. A pesar de que los adultos contintan
migrando y reproduciéndose en el alto Golfo, la reduccion de este aporte pudo
haber tenido un impacto tanto en la ruta migratoria, como en el desarrollo de
larvas y juveniles, ya que esta region pudo haber fungido como una importante

area de crianza de la especie.

En 1976, el gobierno mexicano declaré una veda indefinida para la pesca de
esta especie, la cual, para ese entonces se consideraba como amenazada. A
su vez, en 1991, un conjunto de instituciones de investigacion y educativas,
bajo la direccidon de la Secretaria de Pesca y el gobierno del estado de
Sonora, establecieron un comité pera la preservacion de esta especie. Otra
importante accién por parte del gobierno mexicano, fue el establecimiento de

la “Reserva de la Bidsfera Alto Golfo y del Delta del Colorado”, un parque



nacional establecido en 1993, el cual contempla las areas de reproduccion y

crianza de la totoaba.

A finales de 1993, la Facultad de Ciencias Marinas (FCM) de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC), inici6 un programa de captura y
manutenciébn  de reproductores de totoaba cuyo objetivo principal es
desarrollar la tecnologia y conocimiento para el cultivo de esta especie en el

cual basar cautiverio, un programa de repoblamiento.

Los programas de repoblamiento han sido identificados como un importante
herramienta para incrementar poblaciones naturales de especies anadromas,
como el salmén. Las poblaciones objetivo deben ser aquellas que: 1) de otra
manera se extingan dentro de unas pocas generaciones (e.g. Fleming, 1994),
0 2) que se encuentren substancialmente por debajo de su capacidad de

carga (Waples, 1991).

A lo largo del siglo pasado, los repoblamientos artificiales han sido utilizados
principalmente para mitigar el declinamiento o la extirpacion, debidas
principalmente a degradacion del habitat, sobrepesca y/o bloqueo de rutas
migratorias. Recientemente, ha habido un creciente interés en la utilizacion de
peces cultivados para la recuperacién de la abundancia de poblaciones

naturales. Esta aproximacion, generalmente involucra la colecta de una



fraccidon de la poblaciéon natural para ser utilizada como pie de cria, cultivar su
progenia y liberarla en el medio natural para repoblar a la poblacion natural

(Waples, 1994).

Los esfuerzos han sido enfocados primordialmente a incubar los huevos en las
instalaciones del cultivo hasta una fase juvenil y liberarlos posteriormente.
Debido a que la mortalidad huevo-juvenil es tipicamente alta en el medio
natural, un cultivo exitoso ofrece una ventaja substancial de supervivencia en
los estadios tempranos, lo que tedricamente se traduce en un incremento

significativo de adultos.

Claramente, la propagacion artificial puede jugar un papel importante en la
conservacion de una especie. Las altas tasas de sobrevivencia, que
generalmente se consiguen, pueden temporalmente ayudar a sostener
especies en peligro de extincidbn hasta que las condiciones ambientales o
sociales sean favorables, y la poblaciébn pueda persistir por si misma. Sin
embargo, se deben de reconocer también los aspectos negativos del
repoblamiento artificial. Mientras que el repoblamiento puede temporalmente
ayudar a resolver problemas demogréficos, puede causar también cambios
genéticos directos o indirectos, los cuales pueden incrementar el peligro de
extincibn una vez que se suspenda el programa de repoblamiento

(Reisenbichler et al., 1999).



Del mismo modo, se pueden presentar otro tipo problemas. Por ejemplo, el
repoblamiento puede traer consigo efectos ecoldgicos negativos como la
introduccién de enfermedades o competencia con la poblacién natural. Entre
los impactos genéticos desfavorables se considera la introduccién de rasgos
no adaptativos. Recientemente, Ryman and Laikre (1991) sefialaron otro
posible efecto genético deletereo del repoblamiento, el cual consiste
principalmente en que si el programa de repoblamiento es exitoso y lo
suficientemente intenso en magnitud y tiempo de duracién, una gran fraccion
de los individuos en la poblacién pos-repoblada, derivara directamente de un
numero relativamente pequerio de reproductores de la poblacion inicial. El
resultado, en efecto, puede dar origen a un cuello de botella artificial,
incrementando los niveles de endogamia y erosionar la diversidad genética,
duplicando asi los efectos que la sobrepesca y la degradacion del habitat

pudieron haber tenido sobre la poblacion natural.

Debido a lo anterior, se presenta la necesidad de obtener un punto de vista
evolutivo, basado en estudios genéticos, que refleje la situacion actual de la
especie, asi como establecer una caracterizacion genética mediante la
implementacion de marcadores moleculares que refleje la interaccion Medio

Natural-Reproductores-Progenia en el evento de repoblamiento.



El estudio de la evoluciéon e historia natural visto desde un punto de vista
molecular es practicamente nuevo. Comienza con una serie de publicaciones
en 1966, donde Harris, Hubby y Lewontin utilizaron frecuencias alozimicas
para cuantificar la variacion genética en drosofilas y humanos. Las alozimas
son variantes protéicas de un determinado locus que tienen un
comportamiento mendeliano. De esta manera pueden ser interpretadas como
simples productos alélicos de un gen (Avise, 1994). En la actualidad, unos 35
afios después, se cuenta con una basta literatura en la cual los datos de
alozimas han sido utilizados para responder preguntas que tratan con
patrones de apareamiento local, variacidbn entre intervalos de especies y
estructura poblacional a fina escala, entre muchos otros. Hoy en dia la
electroforesis de proteinas sigue siendo un método muy popular para la

implementacién de marcadores moleculares.

Sin embargo, la mayoria de los estudios alozimaticos multilocus, son
probablemente robustos en lo que respecta a estudios que involucran la
microevoluciéon y/o la seleccién, y se tiene evidencia substancial que la
mayoria de la variacion observada en enzimas no es neutral. Por ello, queda
claro que el marcador genético ideal para estudios donde interesa conocer la
variabilidad genetica y aplicar esta para establecer patrones filogenético o
familiares es aquel DNA no-codificante, en vez de un producto de un gene que

este expuesto a procesos selectivos (Kimura 1983).



Con el desarrollo de las nuevas técnicas moleculares, ahora se tiene la opcion
de examinar secuencias de acidos nucléicos, y actualmente varios métodos
son capaces de detectar mutaciones individuales de nucleétidos. Las regiones
altamente variables del DNA pueden algunas veces proveer una “huella
digital” Unica de cada individuo y esa accesibilidad a tan fina escala de
variacion genética, es una de las razones mas persuasivas para trabajar con

marcadores de DNA (Avise, 1984).

El aspecto fisico del DNA también ofrece numerosas ventajas sobre las
alozimas. EI DNA se encuentra en casi todas las células de todos los
organismos y puede ser recuperado tanto de tejido viviente como de tejido
muerto. AlUn mas, el tejido puede ser almacenado facilmente en condiciones
de campo y en muchos de los casos sblo se necesita de miligramos de tejido
para el andlisis (cuando se amplifica con PCR [Reaccion en Cadena de la
Polimerasal)). La molécula es tan estable que secuencias reconocibles pueden

permanecer intactas por cientos de millones arios (Avise ef al., 1979).

El polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP’s), fue de
los primeros marcadores de DNA utilizados por los bidlogos poblacionales. Un
RFLP resulta cuando la variacion en los sitios de restriccion es detectada por
hibridacion “Southern Blot”. La variacion de un RFLP puede algunas veces ser

detectada mediante la tincién con bromuro de etidio, en una electroforesis de



10

DNA digerido, en gel de agarosa. Esto puede ser implementado para
moléculas pequerfias como DNA mitocondrial (mtDNA), lo cual produce un
cierto numero de fragmentos a partir del tratamiento del DNA con varias

enzimas de restriccion (Parker, 1998).

Particularmente, durante los afios setenta y ochenta, los estudios que
utilizaron mtDNA como marcador molecular recibieron gran interés. Este
marcador en particular, resulta muy conveniente debido a razones
conceptuales y técnicas. Por ejemplo, las mutaciones se acumulan de manera
mas rapida en este tipo de DNA que en el nuclear, lo que nos permite una
amplia visibn del acervo genético de la poblacion. El alto nidmero de
polimorfismos en las dos porciones hipervariables de la regién control,
permiten discriminaciéon entre individuos. La posibilidad de recuperar mtDNA a
partir de peces pequefios o degradados es mayor que utilizando DNA nuclear,
ya que las moléculas de mtDNA estan presentes en cientos a miles de copias
por célula. Por ello, musculo, hueso o piel, aun degradados por condiciones
ambientales o por manejo de muestra, pueden ser utilizados para la
extraccion del genoma mitocondrial. Asimismo, el mtDNA se hereda por via
materna solamente, asi que en situaciones en donde hay varias madres
putativas, o donde un individuo no este disponible para hacer una

comparacion directa, cualquier individuo relacionado maternalmente, nos



podra ofrecer una muestra de referencia de los linajes maternos en la

interaccién Medio Natural-Reproductores-Progeriia.

De igual manera, este tipo de DNA haploide, es mas sensible a reducciones
severas en el tamafio de poblacion. Debido a esto y con base en las
frecuencias de los distintos haplotipos se puede obtener una idea general
cuantitativa del efecto de un cuello de botella sobre la variabilidad genética en

poblaciones naturales.

En este estudio se analiza la variabilidad genética de una muestra restringida
de la poblacién natural de totoaba, el grupo de reproductores y una generacion
filial de la poblacién en cultivo. Se pretende evaluar la representatividad de la
variacion genética de la poblaciéon natural en los reproductores y el numero de
hembras participantes en el evento reproductivo. Lo anterior con base en el
analisis de secuencias de un fragmento polimérfico de la regidn control del

mtDNA.
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MATERIALES Y METODOS:

Un total de 40 muestras fueron obtenidas de organismos de la poblacién
natural (20), asi como también de organismos de cultivo (20) durante el
periodo 2001-2002. Los reproductores se encuntran separados en dos
estanques, el estanque No.1 Contiene 5 organismbs (HGL, HDR, MN, MN2,
HN). Las muestras tomadas de la poblacién en cautiverio (H1, H2, H10, H11,
H13, H15, H17, H19, H23, H25) corresponden a la generacion F1 de un
evento reproductivo de este estanque. El estanque No. 2 contiene los 5
organismos restantes (HCU, MCC HG, HGS,RCH), la “H” y “M” en cada clave

indican hembra y macho respectivamente.

La mayoria de los organismos de la poblacion natural (N1, N2, N12, N14, N15,
N16, N17, N18, N19, N20, N21, N22, N23), fueron colectados de forma
incidental, mediante arrastres de redes camaroneras realizados por barcos de
investigacion del Centro Regional de Investigacion Pesquera (CRIP) entre los
puertos de San Felipe y Santa Clara. El resto de las muestras (N24, N25, N26,
N27, N28, N29, y N30), fueron obtenidas directamente de pescadores en el

puerto de San Felipe. (Fig. 1).
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(Fig. 1) Zona de estudio.

Las extracciones individuales de DNA se realizaron a partir de tejido de la
membrana interespinal de la aleta dorsal, utilizando la técnica estandar de
fenol cloroformo (Sambrook ef al., 1989). Todas las muestras se mantuvieron
a —-80 °C antes de ser procesadas. Aproximadamente 40-170 mg. de tejido

fueron digeridos en 520 microlitros de amortiguador de lisis (400 pl .1M Tris,
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pH 8.0, 0.05 M etilenodiaminetetracetido (EDTA), 40 ul 1% w:v de dodecil
sulfato de sodio (SDS), y 80 pl (10 pg/ul) de proteinasa K) en constante

movimiento por 24 hrs. a temperatura ambiente.

Para la separacion de proteinas y la extraccion de &cidos nucléicos el
producto de la digestién enzimética se centrifugd por 5 minutos a 10,000 x g.
Se ftransfirieron 200 pl de cada sobrenadante a tubos estériles. El
sobrenadante restante se congelé a -80°C. Se agregaron 200 pl de fenol
equilibrado y se agité hasta formar una emulsion, posteriormente se centrifugd
a 12,000 x g durante 1 minuto. Se separé la fase acuosa en un tubo que
contenia 100 pl de fenol equilibrado, 100 ul de cloroformo alcohol isoamilico
(24:1), se agit6 hasta formar una emulsién y se centrifugé a 12,000 x g durante
1 minuto . Se separd la fase acuosa en un tubo que contenia 200 ul de
cloroformo alcohol isoamilico y se agit6. Posteriormente se centrifugo a 12,000
X g durante 1 minuto. Finalmente se repitié el paso anterior depositando la

fase acuosa en un tubo estéril.

La precipitacion de DNA fue realizada a partir de etanol/acetato de sodio,
agregando 0.1 vol. (20 pl) de acetato de sodio 3 M y 2 vol. (400 ul) de etanol
absoluto frio. Se dej6 precipitar a -80°C por 3 horas y se centrifugd por 15

minutos a 14,000 x g. El precipitado obtenido fue lavado con 200 ul de etanol
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al 70% y se centrifugé de acuerdo a las condiciones anteriores. Se deseché el

sobrenadante y se dej6 secar el precipitado durante 15 minutos a 55°C.

Después de resuspender el precipitado en 25 ul de TE ph 8, se evalud la
calidad y cantidad del DNA extraido mediante electroforesis en geles de

agarosa al 1% durante 30 minutos a 100 Volts.

Los cebadores utilizados para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
fueron disefiados a partir de una secuencia publicada (Genebank, No. de
acceso AF054805) de la region control mitocondrial de Red Drum (Sciaenops
ocellatus). Los cebadores se disefiaron utilizando el programa DNASTAR™
Primer Select (Windows 3.0a), contemplando los siguientes parametros:

A.-) El tamafio de los cebadores debera de ser entre 18 y 25 nucleétidos.

B.-) Debera tener un alto contenido de G y C (> del 50%) distribuido
regularmente a lo largo del cebador, evitando en lo posible tripletes de Ay T.
C.-) La temperatura de fusién (tm) debe ser proporcional en ambos cebadores
y encontrarse en un rango de 45-65°C.

D.-) No se debe obtener estructuras secundarias (hairpins).

E.-) Se deben presentar la menor cantidad posible de dimeros (sin
homologias) en los cebadores.

F.-) Se debe evitar la formacion de productos alternos (Sharrocks, 1994).
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Finalmente, se obtuvieron cebadores de 20 y 21 secuencias nucléicas y fueron
designados como TOTF (5-CCACCACTAATTCCCAAAAC-3) y TOTR (5-

TGTCCCTCACCTTCAATAACC-3') respectivamente.

La amplificaciéon de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 27.3 pl
conteniendo 23.5 pl de Gibco®™® PCR Supermix, 0.8 ul de Tag DNA
Polimerasa, 1 pmol de cebador TOTF, 1 pmol de cebador TOTR y 1 ul de DNA
molde. La amplificacion se realiz6 en un termociclador Perkin EImer 480 segun

las condiciones descritas en la tabla |.

Tabla (I) Condiciones programadas en el termociclador para la amplificacion

No. de Ciclos Tiempo (Minutos) || Temperatura °C.
-- ]

Desnaturalizacion

Inicial

-

i
Bl
i

i
11
Il

I
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La limpieza del producto de PCR se realiz6 mediante la utilizacion del kit
CONCERT Rapid Purification System Gibco®R-, Se aplicé una electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1% para determinar la concentracién final del
DNA. La secuenciacion del DNA purificado se llevé a cabo en un secuenciador
automatico ABI Prism 3100 de electroforesis capilar, y las secuencias
resultantes fueron revisadas para su edicion en el programa SEQUENCHER

ver. 4.1 para Macintosh.

Una vez obtenidas las secuencias de aproximadamente 320 pares de bases
(pb) en promedio, se localiz6 la secuencia correspondiente a los cebadores y
se elimind la parte subsiguiente hacia los extremos 5’ y 3’ incluyendo los
cebadores. Hecho esto, se cargd al programa con la secuencia 5-3’y 3-5’ de
cada organismo, se alinearon automaticamente con un 85% de similitud como
parametro de entrada y se obtuvo una secuencia consenso para cada

organismo.

Posteriormente, se editd de manera individual la secuencia consenso
perteneciente a cada organismo. Para tal efecto, se revisaron manualmente
las secuencias 5-3’, y 3-5" asi como su respectivo cromatograma y, de
manera simultanea, basandonos en la lectura del cromatograma que
presentara mayor nitidez, se editaron las posiciones en las cuales se presentd

discrepancia entre las secuencias. Del mismo modo, se eliminaron del analisis
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los primeros 40 pb (aprox.) de los extremos 5’ y 3’ de la secuencia consenso,
ya que estos presentaban un alto grado de inconsistencias y ambigliedades
mostradas por los cromatogramas, obteniendo secuencias finales de 254 pb

en total.

Las secuencias consenso resultantes (Anexo 1) de la edicidon fueron
alimentadas al programa Megalin (opcién Clustal) para ser alineadas y
construir un arbol filogenético preliminar. Cabe sefialar que en este punto, se
incluydé una secuencia tipo de Red Drum (Sciaenops ocellatus) con el objeto
de enraizar el arbol filogenético. Las secuencias fueron alineadas
automaticamente por el método Clustal, del mismo modo se obtuvo la matriz
de distancias euclidianas y con base en ésta se construyé el arbol filogenético

con el algoritmo UPGMA.

A partir de las secuencias alineadas, se determinaron manualmente los
diferentes haplotipos presentes y posteriormente se comprobaron éstos
utilizando un programa particular realizado en Matlab 5.3 (ANEXO 2). Con el
base en estos haplotipos, se utilizo el programa Arlequin ver.2 para determinar
indice de diversidad genética, el indice de diversidad nucleotidica, las
diferencias pareadas entre los haplotipos, la distribucién observada del

numero de diferencias pareadas entre los haplotipos (Mismatch distribution),a
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la frecuencia haplotipica, asi como también se realizé un andlisis de varianza

molecular (AMOVA).

Los algoritmos utilizados para las diferentes estimaciones son los siguientes:

indice de Diversidad Genética

v(#)= n(;%ﬁ 2n- 2){%1)? —[Zk)pf)z}LiZ:jpf —[gplzjz

i=1 i=l1

(1.0)
Donde » es el numero de copias de genes en la muestra, k& es el nimero de haplotipos, y, pi

es la frecuencia en la muestra del i-avo haplotipo.

indice de diversidad nucleotidica.

k

b Zpipf‘?if

B o=

n L
_ n+l 2(n2+n+3) 5
Via,)= 3(n-1)L Tt on(n-1) "

(1.1)

Donde dij es un estimado de las mutaciones que han ocurrido desde la divergencia de los
hapotipos i yj . k es el nimero de haplotipos, L es el nimero de loci, pi es la frecuencia del
haplotipo i.
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Distribuciéon observada del nimero de diferencias pareadas entre los

haplotipos (Mismatch distribution)

FS(r,0,,6,)= FS(9,)+ exp(— T 91; 1Ji %[FS - j6,)-Fs-,0,)

1 j=0

(1.2)

9S
Donde F (9) = W es la probabilidad de observar 2 haplotipos con S

(@+1

diferencias de manera aleatoria. 7 es el tiempo en generaciones transcurrido de un tamafo de
poblacion N, aN, . u es latasa de mutacion. Por lo tanto: 8, = 2uN,, 6, = 2uN,, T = 2ut

Analisis de varianza molecular (Tabll)

(Tabla 1) AMOVA

Donde: G=Ndmero de grupos, P=Nimero de poblaciones, N=Numero total de individuos,
SSD(EG)=Suma cuadrada de desviaciones entre grupos, SSD(EP/DG)=Suma cuadrada de
desviaciones entre poblaciones/dentro de los grupos, SSD(DP)=Suma cuadrada de
desviaciones dentro de las poblaciones, SSD(T)=Suma cuadrada de desviaciones total.

Fuente de variacion Grados de libertad Suma de Esperado media
cuadrados SSD cuadrados
Entre grupos G-1 SSD(EG) n'o?+n'cl +o?
Entre P-G SSD(EP/DG) no? + o’
poblaciones/dentro ¢
de los grupos
Dentro de las N-P SSD(DP) o2
poblaciones ¢
Total N-1 SSD(T) o’
N N-5,
SG = Z Z_I’, n= - )
2€G peg Ng P-G
2 NZ
Sy — Z Np Z &
I= PpEP N ” - geG N
G-1 ~ G-1

(1.3)
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Estadisticos F:

2 2 2 2

F _O'a F.o. = O'b F _O'a+O'b
CcT 24 8C T 3 st/ A 2
(o O'b+0'c O'T

(1.4)

Las secuencias consenso particulares de cada organismo se transformaron a
sistema numérico mediante un programa particular realizado en Matlab ver.
5.3 (ANEXO 3) y a partir de estas se construyeron arboles filogenéticos en el
programa STATISTICA ver. 6.0 utilizando los algoritmos UPGMA, Single

Linkage, y Complete Linkage.
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RESULTADOS

De la extraccién realizada a partir de tejido la membrana inter-espinal de la
aleta dorsal de cada organismo, se obtuvo DNA de alto peso molecular y de
calidad adecuada. Posteriormente, se amplificé utilizando los cebadores
disefiados y se purificé el producto, obteniéndose una concentracion final de

DNA de alrededor de 150 ng/ul para ser secuenciado (Fig. 2).

Fig. (2) Electroforegrama en agarosa al 1% de DNA purificado de 38 organismos de Tofoaba
macdonaldi pertenecientes al medio natural, carril extremo izquierdo escalera molecular 250
pares de bases.

1.- Diversidad haplotipica total.

Se analizaron los datos de secuencias de una porcién de 254-pb de la regién

control mitocondrial de 40 organismos pertenecientes a la poblacién natural y

medio de cultivo, de las cuales se encontré un total de 5 Haplotipos: HA1,
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HA2, HA3, HA4, HA5 y se incluyé como grupo externo el “Red Drum” HRD

(Anexo 3).

Los haplotipos compartidos entre MN Y RR fueron HA2 y HAS5, el compartido
por RRy CU fue HA1. La distribucién haplotipica no se presentd homogénea
entre de las poblaciones siendo el medio natural la que contiene mayor

numero de haplotipos (Tabla Il1).

Tabla(lll)  Distribucion  haplotipica entre las poblaciones  MN=Medio  Natural,
RR=Reproductores CU=Cultivo, HRD=Red Drum.

Haplotipo MN RR CuU RD
No.Organismos 20 10 10 1
HA1 0 1 10 0
HA2 7 5 0 0
HA3 4 0 0 0
HA4 3 0 0 0
HA5 6 4 0 0
HRD 0 0 0 1

Asimismo, el haplotipo que presenté mayor frecuencia relativa fue el HA2, con

una frecuencia acumulada de 0.85 (Tabla IV).
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Tabla(lV) Frecuencia relativa de haplotipos entre las poblaciones MN=Medio Natural,
RR=Reproductores,CU=Cultivo, HDR=Red Drum.

Haplotipo MN RR CU HDR
No.Organismos 20 10 10 1
HA1 0 0.1 1 0
HA2 0.35 0.5 0 0
HA3 0.2 0 0 0
HA4 0.15 0 0 0
HA5 0.3 0.4 0 0
HDR 0 0 0 1

2.0 DIVERSIDAD HAPLOTIPICA POR GRUPO (MN):

La poblacion del medio natural consisti6 en 20 muestras en las cuales se
presentaron 4 haplotipos HA2, HA3, HA4 y HA5, con 100 sitios polimorficos y
una diversidad genética de 0.7632 +/- 0.0460. Se observaron 61
transversiones y 40 transiciones. La razén transiciones:transversiones fue de
0.65:1. La frecuencias relativa de los cuatro nucleétidos difirid, adenina fue la
mas prevalente (37.40%), seguida de timina (25.00%), citosina (26.34%) y
guanina 11.26% presentando una diversidad nucleotidica de 0.252338 +/-

0.126953.
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A su vez, las distancias inter-haplotipicas fueron mayores entre los haplotipos

HA2-HAS, seguida de HA2-HA3 y HA2-HA4 (Tabla V)

Tabla(V) Matriz de Distancias Inter-haplotipicas de la poblacion MN. SD en la diagonal

superior.

HA5 HA4 HA2 HA3
HAS5 0.0123 0.0599 0.0131
HA4 0.0365 0.0591 0.00920
HA2 0.5104 0.5025 0.0592
HA3 0.0409 0.0200 0.5027

La distribucién observada del nimero de diferencias pareadas entre los

genotipos (mismach disrtibution) tuvo una distribucién bimodal presentandose

en un mayor porcentaje 10 diferencias entre pares de haplotipos (Fig.3 ).

AYINIROD

Fig.(3) Diferencias pareadas entre los Haplotipos de la poblacion Medio Natural.
OBS =observado, SIM = simulado.



Por lo que respecta a los Reproductores, se encontraron 3 haplotipos HA2,
HA1 y HA5 en 10 muestras. Se presentaron 97 sitios polimérficos y una
diversidad genética de 0.6444 +/- 0.1012. Se observaron 60 transversiones,
37 transiciones. La razédn transiciones:transversiones fue de 0.61:1. La
frecuencia relativa de los cuatro nucledtidos se presenté en los siguientes
porcentajes: adenina (37.40%), timina (25.00%), citosina (26.34%) y guanina

(11.26%). Su diversidad nucleotidica resulté en 0.284718 +/-0.151903.

Las distancias inter-haplotipicas dentro del grupo de los reproductores se

presentaron mayores entre los haplotipos HA2-HA5 y HA-HA2. (Tabla VI).

Tab(VI) Matriz de Distancias interhaplotipicas de la poblacion RR. SD en la diagonal superior

HA1 HAS5 HA2
HA1 0.0116  0.0584
HAS  0.0324 0.0599

HA2  0.4949 0.5104
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Del mismo modo, la distribucion observada en el nimero de diferencias
pareadas entre los genotipos (mismach disrtibution) mostré una distribucion

bimodal presentandose en un mayor porcentaje 8 diferencias entre pares de

haplotipos (Fig. 4).

-
-

>
[=)

2P ANEOR0A

N S

Fig.(4) Diferencias pareadas entre los haplotipos de la poblacion de reproductores.
OBS=0bservado, SIM=Simulado.

2.2 DIVERSIDAD HAPLOTIPICA POR GRUPO (CU):

En la poblacién de cultivo, se encontré solamente un haplotipo HA1 en 10
muestras. Por lo tanto su diversidad genética, asi como nucleotidica es 0.0. La
frecuencia relativa de sus nucledtidos se presentd en los siguientes

porcentajes: adenina (37.40%), timina (25.20%), citosina (26.38%) y guanina
(11.02%).
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2.3 DIVERSIDAD HAPLOTIPICA POR GRUPO (RD):

El grupo externo fue constituido solamente por una muestra con el haplotipo
HDR. Debido a esto su diversidad genética asi como haplotipica se reporta
con un valor de 0.0. La frecuencia relativa de sus nucledtidos consistio
principalmente de adenina (40.16%), timina (24.02%), citocina (24.41%) y

guanina (11.42%).

En lo referente al andlisis de varianza molecular se encontré la mayor
variacién entre grupos 69.21% (P=0.00196+-0.00136), una variacién del
25.43% (P=0.01760+-0.00482) dentro de las poblaciones y un 5.37%

(P=0.25024+-0.01032) entre los grupos dentro de las poblaciones.

Los valores de la comparacién de diferencias pareadas de las poblaciones
resultaron mayores entre los reproductores y el cultivo, mientras que dentro de
las poblaciones, los reproductores tuvieron un mayor nimero de diferencias

pareadas. (Tabla VII).
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Tab(VIl) DIFERENCIAS PROMEDIADAS PAREADAS ENTRE LAS POBLACIONES.

Encima Diagonal: No. Promedio de Diferencias Pareadas Entre las Poblaciones (PiXY)
Diagonal : No. Promedio de Diferencias Pareadas Dentro las Poblaciones(PiX)
Debajo Diagonal: No. Promedio Corregido de Diferencias Pareadas(PiXY-(PiX+PiY)/2)

Distancia: Kimura 2P

MN RR CuU
MN  64.09388 66.05783 47.32633
RR  -2.14825 72.31830 66.14923

CU 15.27940 29.99008 0.00000

Finalmente, se generaron arboles filogenéticos utilizando varios algoritmos;
Single Linkage (vecino mas cercano) Complete Linkage (vecino mas distante)

y UPGMA. El resultado fue el mismo en todos los casos (Fig. 5)

FILOGENIA
UPGMA

19 ]

14

DISTANCIA

ORGANISMO

Fig. 5. Arbol filogenético de la totalidad de las muestras de totoaba generado con el algoritmo
UPGMA. Incluye Red Drum.
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DISCUSION

Los resultados de variabilidad haplotipica obtenidos en el presente estudio
fueron altos, pero dentro de los rangos reportados para otras especies de
peces marinos, incluyendo una especie endémica del Golfo de California
(Axoclinus nigricaudus) la cual, tampoco presenta resultados fuera de los
intervalos reportados para regioén control del mtDNA (Riginos & Nachman,

2001).

Sin embargo, la diversidad nucleotidica observada resulta particularmente alta
en comparacion al resto de las especies de peces marinos que han sido
estudiadas mediante el andlisis de su mtDNA. Por ejemplo, uno de los
estudios mas completos en que se han realizado utilizando el genoma
mitocondrial para evaluar la variabilidad genética en especies de peces es el
de Churikov ef al. (2001). En ese estudio, se analizaron siete segmentos del
mtDNA, que comprende el 97% del genoma mitocondrial en tres especies de
salmén del Pacifico Oncorhynchus gorbusha, O. keta, O. nerka. La diversidad
haplotipica que obtuvieron para las tres especies fluctué en un intervalo de
0.098 a 0.77 mientras que su composicion nucleotidica se mantuvo entre
0.032 y 0.56. Esto coincide con los valores de variabilidad genética

encontrados en el genoma mitocondrial de la totoaba.
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Del mismo modo, se ha caracterizado la diversidad genética de las
poblaciones de salmén (Salmo salar), de practicamente toda Europa,
mediante el analisis del mtDNA de 2369 organismos distribuidos alrededor del
continente. En este estudio se encontraron niveles maximos de diversidad
haplotipica de 0.70 con una diversidad nucleotidica maxima reportada de
0.011, (Nilsson et al, 2001). Esta ultima, es significativamente menor a la
observada en el presente estudio tanto para las muestras del medio natural,

como para las muestras de los reproductores

Por otro lado, se ha evaluado la variabilidad genética de otras especies de
salménidos como la trucha café (Salmo frutta) en el Danubio austriaco. Este
estudio se realizd en 27 poblaciones, con un total de 600 individuos
reportando diversidades haplotipicas y nucelotidicas promedio de 0.62 vy
0.007, respectivamente con 12 haplotipos observados (Weiss, 2001). Otros
estudios de la misma especie, han reportado intervalos de diversidad
haplotipica de 0.22 a 0.80, asi como de diversidad nucleotidica en el intervalo
de 0.0009 a 0.0044 (Aurelle, 2001). De igual manera, en estos dos estudios,
los valores de diversidad haplotipica se aproximan a los observados en la

totoaba, mas no asi los valores de diversidad nucleotidica.

Dentro de la familia de los Sciaenidos, en especies mas cercanas

genéticamente a la totoaba, se han reportado indices de diversidad genética
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para el red drum (Sciaenops ocellatus). Esta especie del Atlantico, de la
misma manera que la totoaba, posee un gran valor comercial y fue objeto de
pesca industrial intensa a mediados del siglo XX. En este caso se obtuvo la
secuencia de 209 especimenes, en los cuales encontraron 134 haplotipos
diferentes, lo que resultd en una diversidad haplotipica promedio de 0.98, y

una diversidad nucleotidica promedio de 0.03 (Seyoum et al, 2000).

Los altos indices de diversidad nucleotidica se deben principalmente a la
presencia del haplotipo HA2 en las muestras del medio natural. Debido a que
este haplotipo es substancialmente diferente al resto, su observacion en las

muestras del medio natural se traduce en una alta diversidad nucleotidica.

El haplotipo HA2 esta representado de igual manera dentro del grupo de los
reproductores (Tab Ill). A pesar de que los reproductores fueron capturados
dentro de la misma zona de muestreo, transcurrieron 6 afos entre la captura
de éstos y la colecta de muestras del medio natural empleadas en el presente
estudio. Este hecho indica que el haplotipo HA2 prevalece en la poblacion, por

lo tanto, su hallazgo no es fortuito.

Lo anterior adquiere relevancia no por la presencia de este haplotipo en si,
sino por la ausencia de otros haplotipos que potencialmente formarian parte

de la variabilidad genética de la poblacién del medio natural.
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Al respecto, podrian ser varias las probables causas que explicaran la
ausencia de estos haplotipos. En primer lugar, se podria atribuir a la falta de
una muestra mas abundante y completa, ya que si damos por cierto el patrén
migratorio de la totoaba, el cual considera al alto Golfo como el area de
reproduccion y crianza de la especie, entonces, dado el tamario pequefio de la
muestra, probablemente no se ha colectando toda la extension de la variacion

de haplotipos existentes en la poblacién natural.

Otra posible explicacion podria ser la presencia de una marcada
estructuracion dentro de la poblaciéon natural. Una fuerte estructuracion en
subpoblaciones o demos, trae como resultado una diferenciaciéon entre los
haplotipos pertenecientes a cada uno de éstos. La estructuracion se genera
mediante el aislamiento reproductivo de grupos de organismos; sin embargo,
en el caso de organismos moviles es factible que exista coincidencia de
organismos de mas de una subpoblacién en un punto del espacio por razones
troficas, etoldgicas, etc. Probablemente tan marcada divergencia entre el
haplotipo HA2 y el resto, esté dada a causa de un aislamiento por distancia. A
pesar de los altos niveles de flujo génico en organismos marinos, el
aislamiento por distancia (Wrigth 1943) ha sido observado en un gran nimero
de peces e invertebrados (e.g Johnson & Black 1995; Pogson et al., 1995). Se
tiene evidencia que las relaciones entre la distancia geogréfica y la distancia

genética dependen principalmente de la escala de la recolecta. Por ejemplo,
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Palumbi et al. (1997), observaron una alta diferenciacion genética en una
poblacién de cangrejos del Caribe Unicamente a una escala geografica amplia.
Del mismo modo, en poblaciones de esturiéon, se han encontrado
correlaciones positivas de distancias genéticas y geograficas entre
archipiélagos, mas no dentro de los archipiélagos (Planes et al, 1997).
Algunas comparaciones entre corales solitarios altamente dispersos y no
dispersos, han revelado aislamiento por distancia entre los que se consideran

altamente dispersos, mas no asi por los no dispersos (Helleberg, 1996).

A su vez, la discontinuidad del habitat podria reducir el flujo genético en
poblaciones de organismos marinos. Por ejemplo, varios estudios han
encontrado que poblaciones islefias aisladas por aguas oceanicas son
genéticamente divergentes de aquellas continentales ( Winans 1980; Bell et
al., 1982; Johnson & Black 1995). Del mismo modo, a lo largo de lineas de
costa rocosas, se han reportado poblaciones de copépodos divergentes a
aquellas poblaciones que ocupan un habitat arenoso (Burton & Feldman
1981). El mismo patrén se ha observado en el pez gato (Ayvazian et al., 1994)
en el cual, subpoblaciones pertenecientes a un habitat discontinuo divergen de

sus homdlogas de habitats continuos.

En el caso del Golfo de California, se consideran al menos dos distintas areas

biogeograficas basadas en rango de distribuciones, composicion de la
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comunidad ictiolégica, diferencias de salinidad, temperatura y corrientes
(Thomson & Gillian 1983) y se conoce un caso de aislamiento por distancia en
un pez de la region Axoclinus nigricaudus. Esta especie es endémica del
Golfo de California y se reporta una alta diferenciacién haplotipica entre los
organismos recolectados en las costas de Baja California, las cuales
presentan un habitat discontinuo principalmente conformado por costas
rocosas, y los obtenidos de las costas de Sonora, que por su parte presentan
en su mayoria habitats uniformemente arenosos (Riginos & Nachman 2001).
Debido a esto, se podria especular un bajo flujo génico dentro de la poblacion
de totoaba, formando asi subpoblaciones que se agregan en al alto Golfo,
originadas principalmente mediante un aislamiento por distancia en conjuncion
a la discontinuidad del habitat que se presenta en el Golfo de California. Sin
embargo, hasta el momento esto no es mas que una especulacién, ya que
para corroborarlo se requiere de un muestreo a mayor escala geografica que

abarque el rango completo de distribucién de la especie.

Quiza la razén mas convincente de la ausencia de ciertos haplotipos
potenciales sea la combinacién de factores que llevaron a esta especie al
peligro de extincion, como lo son la sobrepesca y la alteracién del hébitat.
Como se menciond anteriormente, el mtDNA es sensible a cambios severos
en el tamafio efectivo de la poblacién, es decir el nimero de individuos que

contribuyen al reservorio genético de la poblacién y dejan descendencia a la
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siguiente generacion. Por lo tanto, la ausencia de estos haplotipos, bien puede
ser atribuida a algun evento lo suficientemente intenso en tiempo y magnitud
como la sobrepesca y alteracion del habitat, que redujo significativamente el
tamafio efectivo de la poblacion, eliminando asi una gran porcion de

haplotipos de la poblacion.

Por otro lado, encontramos un haplotipo dentro del grupo de los reproductores
(HA1), que no esta representado en las muestras del medio natural. A pesar
de que este haplotipo presentd la menor frecuencia dentro del grupo de los
reproductores (Tab. IV), es este Unico haplotipo el que dio origen a la progenia
con la que se esta repoblando a la poblacion natural. Si este haplotipo
efectivamente es poco frecuente en el medio natural, lo anterior resultaria
conveniente para fines del repoblamiento, debido a que por medio del cultivo,
tedricamente se esta incrementando la frecuencia de este haplotipo en el

medio natural.

Como se menciond con anterioridad, el mtDNA se hereda Unicamente por via
materna, por lo tanto, la nula variabilidad genética observada en la poblacion
en cautiverio corresponde solamente al linaje materno de los individuos que le
dieron origen. Queda por conocer si en realidad la variabilidad genética de la
progenia es en efecto nula. Para tal efecto, se necesita de un analisis con

técnicas capaces de detectar variacién genética a nivel nuclear, como lo son
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los microsatélites, en el cual se incluya a los machos del grupo de
reproductores para conocer si la progenia proviene de una sola pareja o

presenta paternidad multiple.

CONSIDERACIONES FINALES

Se debe poner en contexto las variables que pueden influenciar directamente
los niveles de variabilidad encontrados, tales como el intervalo de distribucion
de la especie, el area de recolecta y el tamario de muestra. La mayoria de las
muestras de totoaba fueron obtenidas en un area geogréfica reducida (San
Felipe-Santa Clara) (Fig. 1) en relacién a la distribucion de la especie a lo
largo del Golfo de California. Del mismo modo, las muestras restantes se
colectaron exclusivamente en las costas del puerto de San Felipe. Este
aspecto, aunado al hecho que la toma de muestras se realizé totalmente de
manera aleatoria, sin ningun tipo de disefio de recoleccién, reduce
potencialmente la probabilidad de observar un mayor nimero de haplotipos y
por lo tanto el intervalo completo de diversidad genética representado en la
muestra. En lo posterior, se debera realizar una recoleccion mas completa en
magnitud e intensidad aumentando principalmente el tamafio de muestra y el

area de colecta.
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Finalmente, el presente estudio provee descripciones basicas de la
composicion genética de la totoaba y plantea algunas posibles hipotesis
respecto a las interpretaciones de los resultados obtenidos. Sin embargo, no
es posible afirmar de manera conclusiva la estructura o no estructura de la
poblacion, la cual es de fundamental importancia para establecer las bases de

un plan de manejo.
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ANEXO 2
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$ENCUENTRA LAS DIFERENCIAS PAREADAS DE NUCLEOTIDOS ENTRE

DOS SECUENCIAS
%Y MUESTRA LA POSICION DE ESTAS.

T='T';
A='A';

C='C','

G='G','

N='N';

seql = input ('Alimenta Secuencia 1:'):

seq2

o=length (findstr (seql, seqg2))
if o==
for k=1l:length (seql)
if seql (k) ~=seq2 (k)
k
[seql (k),seq2 (k)]
end
end
end

input ('Alimenta Secuencia 2:');



