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y disfrutar de todo el trayecto.
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Cuando somos mas grandes que lo que hacemos, nada puede desequilibrarnos.
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Quiza s6lo seamos agua fluyendo; el camino nos lo tenemos que hacer nosotros.
Mas no permitas que el cauce esclavice al rio, no sea que en vez de un camino tengas una
carcel.

Amo mi locura que me vacuna contra la estupidez.

Amo el amor que me inmuniza ante la infelicidad
gue pulula por doquier, infectando almas
y atrofiando corazones.

El amor es, a nivel suitil,
la esencia de nuestra instancia inmunoldgica.

Disfruta de lo que tienes, recibe lo que venga,
crea e inventa lo que necesites, haz sélo lo que puedas,
y fundamentalmente celebra lo que tengas.

La vida es un canto a la belleza,
una convocatoria a la transparencia

Cuando esto lo descubras desde la vivencia,
el viento volvera a ser tu amigo,
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y el amanecer en ritual.

La noche se vestira de colores,
las estrellas hablaran el idioma del corazén
y el espiritu de la tierra reposara otra vez tranquilo.

iMe declaro vivo!

Chamald.
Indio Quechua
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RESUMEN

Dentro de la pesquerias de escama que llevan a cabo las comunidades pesqueras del Alto Golfo de
California, uno de los principales recursos explotados es la corvina golfina (Cynoscion othonopterus).
Aunque el analisis de la estructura de tallas y edades de las capturas ha generado informacién basica
sobre la demografia y dinamica poblacional de la especie, se desconocen sus niveles de diversidad y
estructura genética; aspectos relevantes que permiten evaluar la salud genética y la historia
demografica de una poblacién y que deben tomarse en cuenta al plantear estrategias de manejo para
especies explotadas comercialmente. Con el propdsito de aportar esta informacion, se llevé a cabo un
analisis genético molecular a partir de 137 muestras obtenidas del desembarque de la pesqueria
durante las temporadas de pesca de 2009 y 2010 en San Felipe, B.C. y el Golfo de Santa Clara, Son.,
México. La secuencia de tres genes mitocondriales (RC, COIl y Cit B) y el genotipado con 5
microsatélites (Cac03, Cacl3, Cacl4, Cacl8 y Tmac25) evidencié la presencia de otras especies de
corvinas, con gran similitud morfolégica, que forman parte de la captura incidental en la pesqueria. A
través del analisis filogenético y de una prueba de asignacién poblacional con base en los genotipos
multilocus se confirmé la presencia de al menos cuatro especies de corvinas en la pesqueria. La
identificacién taxondmica resulté ambigua empleando las caracteristicas diagndsticas, en contraste la
identificacién molecular con base en el las secuencias de Cit B permitié asignar al menos a las dos
especies principales en la pesqueria: la corvina golfina (C. othonopterus) y la corvina rayada (C.
reticulatus), representando el 65.5% y el 30.3% de las capturas respectivamente. Los valores de
diversidad genética mitocondriales y nucleares fueron menores para la corvina golfina (H = 0.688; & =
0.004; Ho = 0.737) que para la corvina rayada (H = 0.986; = = 0.016; Ho = 0.766). Tales valores, en
conjunto con el analisis de la demografia historica, colocan a la corvina golfina dentro de un escenario
demogréfico caracterizado por un cuello de botella y a la corvina rayada en un escenario
demograficamente estable. Pese a que en la actualidad la captura de corvina golfina se encuentra
regulada por la Carta Nacional Pesquera, las estrategias de administracién no consideran la
pesqueria como multiespecifica. Los resultados obtenidos en el presente estudio indican no solo que
cerca del 30% de la captura de corvina golfina corresponde a otra especie, sino que estas especies
presentan distintos niveles de salud genética e historias demogréficas contrastantes. Llama la
atencion el hecho de que la diversidad genética de corvina golfina resultara menor a la reportada para
la totoaba (Totoaba macdonaldi; H = 0.962, = = 0.013; Ho = 0.733), especie considerada en peligro
de extinciéon y que se encuentra veda permanente desde 1975. Lo anterior, debe ser tomado en
cuenta al establecer una estrategia adecuada de manejo, cuyas regulaciones permitan el uso

sustentable de estos recursos pesqueros.
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ABSTRACT

Of the major finfish resource exploited by the fishing communities in the Upper Gulf of California's it's
the Gulf weakfish (Cynoscion othonopterus). Although the analysis of the size and age structure of
catches has generated basic information on the demography and population dynamics of this
weakfish, the levels of diversity and genetic structure are unknown, two relevant aspects for assessing
the genetic health and demographic history of a population and to be taken into account in
management strategies to raise commercially exploited species. In order to provide this information,
we conducted a molecular genetic analysis from 137 samples from the landing of the fishery during the
fishing seasons of 2009 and 2010 in San Felipe, BC and the Gulf of Santa Clara, Son., Mexico. The
sequence of three mitochondrial genes (RC, COIl and Cit B) and with 5 microsatellite genotyping
(CaCo03, Cacl3, Cacl4, Cacl8 and Tmac25) showed the presence of other species of weakfish, with
great morphological similarities, which are part of the bycatch in the fishery. Phylogenetic analysis and
population assignment tests based on multilocus genotypes confirmed the presence of at least four
species of weakfish in the fishery. Although taxonomic identification was ambiguous when using
morphometric parameters, molecular identification based on Cit B sequences allowed to assign to
species level, at least to the two main species in the fishery: gulf weakfish (C. othonopterus) and
striped weakfish (C. reticulatus), representing 65.5% and 30.3% of the catch respectively. The values
of mitochondrial and nuclear genetic diversity were lower for the gulf weakfish (H = 0.688; = = 0.004;
H, = 0.737) than for striped weakfish (H = 0.986; = = 0.016; H, = 0.766). These values, together with
the analysis of historical demography, place the gulf weakfish in a scenario characterized by a
population bottleneck and the striped weakfish in a demographically stable scenario. Although today
the capture of gulf weakfish is regulated by the National Fisheries Chart, management strategies do
not consider as a multispecies fishery. The results obtained in this study indicate not only that about
30% of the gulf weakfish catch up to other species, but these species have different levels of genetic
health and contrasting demographic histories. It is noteworthy that the genetic diversity of gulf weakfish
is lower than that reported for totoaba (Totoaba macdonaldi; H = 0.962, = = 0.013; H, = 0.733), a
species considered in danger of extinction and that ban is permanent since 1975. All above aspects
should be considered in the establishment of an appropriate management strategy to ensure, the

sustainable use of these fisheries resources.
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SIGLAS Y ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNmt: ADN mitocondrial

ADNnN: ADN nuclear

ADNt: ADN gendmico o total.

AGC: Alto Golfo de California

ANP: Area Natural Protegida

BC: Baja California

Cit B: Citocromo B

COFEMER: Comision Federal de Mejora Regulatoria

CONANP: Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas

COl: Citocromo oxidasa |

DOF: Diario Oficial de la Federacion

FAQO: Organizacidn para la Alimentacién y la Agricultura (Food and Agriculture Organization)
FFE: Fundacion Friedrich Ebert

FSCPP: Federacién de Sociedades Cooperativas de Produccién Pesquera
GdC: Golfo de California

IAM: Mutacién de Alelos Infinitos (Infinite Allele Mutation)

MSN: Red de la Minima Dispersién (Minimum Spannig Net)

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
RAMSAR: Convencién sobre los Humedales de Importancia Internacional
RBAGCyYDCR: Reserva de la Biosfera del Alto Golfo de California y Delta del Rio Colorado
RC: Regién Control

SC: Santa Clara

SF: San Felipe

Son: Sonora

SMM: Modelo de Mutacion por Pasos (Stepwise Mutation Model)

SSD: Sumatoria de las Diferencias Cuadradas (Sumatory of square diferences)
WWF: Fondo Mundial para la Naturaleza (World Wildlife Fund)
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1. INTRODUCCION

Los océanos constituyen el almacén mas grande de organismos en la
tierra que sirven como fuente de recursos alimenticios y econdmicos para el
hombre. Si bien, la actividad pesquera ha incentivado la economia y contribuido
a la construccion social de diferentes regiones, la sobreexplotacion de los
recursos ha generado situaciones adversas dentro de los ecosistemas (Ruiz,
2009).

De acuerdo con Harvey (2001), alrededor del 44% de las pesquerias
marinas a nivel mundial se encuentran sobre-explotadas. Esto es en parte,
porque la administracion de pesquerias por si sola es una tarea dificil (Castro,
2004), ya que para lograr un ordenamiento adecuado, las autoridades
responsables del cuidado del medio ambiente se ven en la necesidad de
determinar cuales instrumentos de la politica pesquera son mas viables, de tal
forma que se satisfagan los criterios biologicos, ecoldgicos y los posibles
impactos bioecondmicos resultantes de las estrategias de manejo integral

sostenible de los recursos pesqueros (Quiroz et al., 2008).

Aunado a lo anterior, para la mayoria de los recursos pesqueros no
existe suficiente informacion que permita la creacion de estrategias adecuadas
de explotacion (Craig et al., 2004) o bien, la reestructuracion de los escasos
reglamentos de pesca existentes. Por desgracia, la falta de informacion en
cualquiera de los ambitos biolégicos, ecoldgicos o socioecondmicos, limita en
gran medida el aprovechamiento sustentable y puede acelerar el proceso de

declinacién de los recursos naturales (Mustafa, 1999).



El Golfo de California (GdC en lo sucesivo) posee una amplia variedad
de ecosistemas marinos y costeros que lo convierten en un punto focal para la

biodiversidad marina tropical (Roberts et al., 2002).

Ademas, el GdC es considerado como uno de los sistemas de agua mas
productivos del mundo (DOF, 2007); esto se refleja, en el hecho de que la
actividad pesquera sea una de las actividades econdmicas mas importantes y

de mayor tradicion en la zona (Humedales RAMSAR, 2001).

Una zona de especial dinamismo es la regién norte del GdC, conocida
como el Alto Golfo de California (AGC en lo sucesivo), en donde existe una gran
diversidad de especies con alto valor econdmico, asi como con un elevado
namero de endemismos (Quiroz et al., 2008). EI AGC representa un cuerpo de
agua de gran importancia para la economia de importacion y exportacion de
productos pesqueros de Meéxico y es considerado como la regidbn mas
productiva, ya que las actividades de acuacultura y pesca aportan el 71.16% del
volumen de la produccién pesquera nacional y el 56.85% del valor de la misma,
arrojando en su totalidad una derrama econémica del 60% dentro del sector
pesquero a nivel nacional (Castro, 2004).

Desde un punto de vista administrativo, la actividad pesquera en el AGC
ha sido particularmente problematica ya que, al tener una amplia dispersién
espacial y una marcada disparidad social (Doode y Wong, 2001), se genera un
conflicto permanente en torno al aprovechamiento de los recursos y en especial
respecto a los efectos que la sobrepesca tiene sobre las especies de valor

econdmico y/o ecolégico (Quiroz et al., 2008).

Por su parte, cambios ecoldgicos que ha sufrido el AGC por la reduccién
del flujo de agua dulce por el Rio Colorado, la contaminacion costera y la

eutrofizacibn por residuos de la agricultura, maricultura y asentamientos



urbanos (Arias Patron, 2005), han deteriorado el habitat de numerosas especies
y han puesto en riesgo de extincion regional a al menos seis especies de peces
de las familias Serranidae y Scianidae (Musick et al., 2000).

Por la razones anteriormente descritas, estudiar la actividad pesquera en
el AGC resulta un ejercicio complejo en el que coinciden un conjunto de
problemas socioecondmicos y ambientales, donde destaca el vinculo entre la
rentabilidad de las pesquerias explotadas y su impacto sobre la sustentabilidad
(Cisneros, 2001).

Histéricamente, uno de los principales recursos de escama de mayor
importancia para las comunidades del AGC, ha sido la corvina golfina
(Cynoscion othonopterus). Inicialmente, esta especie era capturada
incidentalmente dentro de la pesqueria de totoaba (Totoaba macdonaldi). Por
razones desconocidas la corvina golfina dejé6 de observarse a inicios de los
afios 60's, llegando incluso a considerarse comercialmente extinta (Roman,
2000). No obstante, la especie reaparecio en las capturas a inicios de los 90's,
convirtiéndose en la pesqueria de escama de mayor importancia dentro de la
Reserva del AGC (Martinez et al., 2009).

A pesar de que en la actualidad la pesqueria de corvina golfina
representa el principal ingreso econémico para la region (Martinez et al., 2009)
gracias a su abundancia y a su gran aceptacion por los consumidores, se han
reportado dafios en la poblacion asociados al incremento en la actividad
pesquera de las Ultimas décadas, que podrian estar afectando a la especie
(WWEF, 2004).

Si bien esta pesqueria se encuentra regulada por la Carta Nacional

Pesquera, para plantear estrategias adecuadas de uso comercial es necesaria



una evaluacién mas detallada que nos permita conocer el estado actual de la

poblacién y su potencial de explotacién.

Estudios basados en la estructura de tallas y edades de la captura de
corvina golfina, han permitido obtener informacion sobre la dindmica de la
poblacién (Roméan, 2000), sin embargo, se desconocen aspectos basicos sobre

la demografia y salud genética poblacional.

Recientemente, se ha incrementado el interés por utilizar marcadores
moleculares como una herramienta para el desarrollo de estrategias de gestion
y preservacion de las poblaciones de pesquerias (Lopez et al., 2010), ya que
los datos moleculares representan una alternativa que puede aportar

informacién a mas corto plazo.

En los ultimos afios, diferentes técnicas moleculares utilizando ADN
nuclear (ADNn) o ADN mitocondrial (ADNmt), han proporcionado informacién
sobre la variabilidad genética y el tamafio efectivo de poblaciones, demostrando
ser eficaces al aportar una perspectiva evolutiva para la conservacion (Santos
et al., 2006).

Por lo anterior, el objetivo principal del presente trabajo consiste en
aportar un analisis de genética poblacional de la pesqueria de corvina golfina
del AGC, utilizando el ADNmt y ADNn como marcadores moleculares.

La informacion obtenida de este analisis nos permitira complementar la
informacion bioldgica existente, parametro clave y necesario que requiere ser
integrado con conocimientos ecoldgicos, socioeconémicos y politicos (Castro,
2004) para lograr un ordenamiento adecuado y un manejo sustentable del
recurso, que eleve la calidad de vida de los pescadores y permita, a su vez, la

recuperacion de la poblacion de corvina.



2. ANTECEDENTES

2.1. Decreto de la Reserva de la Biosfera del Alto Golfo de California y
delta del Rio Colorado RBAGCyDRC

La pesca es la actividad de mayor importancia economica y social en el
AGC, donde la explotacion de recursos pesqueros de gran valor econémico
como el camardn azul (Litopenaeus stylirostris) y corvina golfina (Cynoscion

othonopterus) han contribuido a la construccion social del AGC (Ruiz, 2009).

Desafortunadamente, hubo un incremento historico considerable en el
esfuerzo pesquero, lo que ocasiond por una parte, la captura incidental de
especies no objetivo de gran interés ecologico y comercial (Delgado-Estrella et
al., 1994) como la vaquita marina (Phocoena sinus) y la totoaba (Totoaba
macdonaldi) respectivamente; y por otro lado, una sobreexplotacion de los
recursos pesqueros. Esto a su vez, generé efectos negativos y un desequilibrio
dentro del ecosistema marino (Ruiz, 2009).

Por estas razones, la region del Alto Golfo de California y el delta del Rio
Colorado fue decretada por la Secretaria de Desarrollo Social, como Reserva
de la Biosfera el 10 de junio de 1993. En junio de 1996 se presento el programa
de manejo del area natural protegida y se declara como ANP con caracter de
Reserva de la Biosfera (CONANP, 2004). Con este decreto, se pretendia
incrementar el nivel de vida de los habitantes de la Reserva y garantizar un
aprovechamiento adecuado y sustentable de los recursos naturales
considerando las caracteristicas fisicas, bioldégicas y socioecondémicas y las
actividades que en ella se desarrollan dentro (Quiroz et al., 2008).



2.2. Delimitacion de lareserva y planes de manejo

Las reservas de la biésfera son instrumentos de manejo de los recursos
naturales cuya utilizacion adquiere especial importancia por ser una
herramienta que posibilita incorporar un enfoque de ecosistema Yy

sustentabilidad en el aprovechamiento de los recursos marinos (Encinas, 2008).

La superficie total del decretado de RBAGCyDRC, representa mas del
70% a aguas marinas y costeras (WWF et al., 2005), por lo que el programa y
las acciones administrativas, son preponderantemente pesqueras (CONANP,
2004).

En general, el programa de manejo enfatiza la preservacion de la
biodiversidad, procurando la sustentabilidad y conservacion del Golfo de
California con una pesca responsable de aquellas especies de interés comercial
por parte de los pescadores de esa region (Cudney y Turk, 1998). También,
busca ir mas alla atendiendo a la problematica social propia de comunidades
pesqueras ubicadas dentro del ANP, explorando alternativas productivas que
compensen la regulacion de la pesca (FFE, 1996).

Se utilizé la subzonificacion como herramienta administrativa, ya que
permite determinar las actividades que se pueden desarrollar en las diferentes
zonas, atendiendo a las caracteristicas particulares de cada una, acorde con las
necesidades de proteccion, lo que hace compatible el uso de los recursos con
la conservacion (CONANP, 2004).

Se establecieron principalmente dos zonas de manejo, conforme a los
criterios de zonificacién y lo establecido en el Reglamento de la Ley General del
Equilibrio Ecoldgico y la Proteccién al Ambiente en materia de Areas Naturales

Protegidas:



I. Zona nucleo: Denominada “Delta del Rio Colorado”, es una zona que aloja
fendbmenos naturales de especial importancia como sitios de reproduccion,
desove, crianza y alimentacion de especies marinas y procesos ecoldgicos
relevantes (Humedales RAMSAR, 2001). Esta zona, tiene como principal
objetivo la preservacién de los ecosistemas a mediano y largo plazo, y esta
conformada por sub-zonas de proteccion y de uso restringido (FSCPP, 2009).

II. Zona de Amortiguamiento: Tiene como funcién principal orientar a las
comunidades en las actividades de aprovechamiento que ahi se lleven a cabo,
para que se conduzcan hacia el desarrollo sustentable, creando al mismo
tiempo las condiciones necesarias para lograr la conservacion de los
ecosistemas a largo plazo. Esta conformada por las siguientes subzonas: de
uso tradicional, de aprovechamiento sustentable de los recursos naturales, de
aprovechamiento sustentable de agroecosistemas, de aprovechamiento
especial, de uso publico, de asentamientos humanos, y de recuperacion
(FSCPP, 2009).

No obstante es necesario mencionar, que ya se ha documentado que el
tener diferentes politicas de manejo aunado a la ausencia de informacion de la
ecologia de poblaciones y del ecosistema, puede ser un obstaculo para generar
una gestién integral en las pesquerias de la zona (Puchnick-Legat et al., 2006).
Ademas, el emplear estrategias y acciones de proteccién para mejorar y
conservar los recursos naturales sin el debido respaldo cientifico, comunmente

no soluciona el problema inicial (Povh et al., 2008).



2.3. Problemaética Ecoldgica, Social y Econémica.

Con la declaracion de la Reserva como é&rea natural protegida, las
comunidades de San Felipe en Baja California, Puerto Pefiasco y Golfo de
Santa Clara en Sonora quedaron incluidas en un poligono geogréfico

considerado como area bajo proteccion (Quiroz et al., 2008).

Aunque existe una gran gama de actividades economicas, dadas las
caracteristicas fisicas y climaticas de la region costera del Alto Golfo, la
poblacién del sector primario se dedica primordialmente a las actividades
pesqueras  (Humedales RAMSAR, 2001), por lo que existe una alta
dependencia economica de estas tres comunidades sobre los recursos de la
Reserva (Quiroz et al., 2008).

Tras la declaracion de la zona como ANP, se preveia una mejora en las
condiciones de vida de la poblacion de estas tres comunidades.
Especificamente, se esperaba que los cambios se reflejaran en el tamafio y
variedad en las pesquerias y por tanto, de los organismos capturados,
provocando efectos directos en los ingresos de los pescadores (Quiroz et al.,
2008). Sin embargo, aun existen problemas socioeconémicos y ambientales no
resueltos que impiden la rentabilidad de las pesquerias explotadas

comercialmente por estas comunidades (Castro, 2004).

Por la parte ecoldgica y ambiental, existen tres principales problemas
que han alterado la vegetacion de los humedales que formaban parte del delta y

han modificado las aguas superficiales y el manto acuifero (Cisneros, 1995):

- La disminucién de la calidad y la cantidad de agua dulce hacia el cauce
principal del Rio Colorado y zona deltaica de las aguas del Alto Golfo,

alterando diferentes procesos biologicos.



- Fuentes de contaminacién por descargas de aguas agricolas residuales,
descargas de combustibles de las embarcaciones menores y mayores,
disposicion inadecuada de residuos sélidos y la falta de drenaje en los

poblados.

- El crecimiento excesivo de la poblacion y aumento de la afluencia
turistica no controlada, que excede la infraestructura y servicios de la

Zzona.

Los principales problemas socioecondmicos, son referentes a la pesca y
estan relacionados con los temas de competencia por recursos entre los
pescadores industriales y los riberefios e inclusive entre los mismos pescadores
riberefios, lo cual genera un conflicto interno entre las distintas sociedades
(Cisneros, 2001).

2.4. Historia de la Pesca dentro de la Reserva

La actividad pesquera esta documentada desde principios del siglo XX.
Inicialmente, la especie de interés comercial dentro de la explotacion de los
recursos pesqueros en el AGC, fue la totoaba (Totoaba macdonaldi). En la
década de 1940 las capturas de totoaba disminuyeron drasticamente (Cisneros
et al., 1995).

Mientras esto pasaba, la pesca de camarén pasé a ser, desde 1930, la
principal fuente de ingresos de la actividad pesquera. Sin embargo, en la
década de los ochenta del siglo pasado se registré un colapso econdmico de la
pesca camaronera lo cual generd una crisis en la que quebré la mayoria de las

cooperativas camaroneras que operaban con barcos industriales (WWF, 2004).
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El auge de la pesca riberefia surgié a partir de esta crisis que provoco
una diversificacion del esfuerzo pesquero, sobre todo en las comunidades de
San Felipe y del Golfo de Santa Clara, en donde las que especies no

aprovechadas anteriormente se comenzaron a explotar (WWF, 2005).

Hasta la fecha, la corvina golfina es un pilar importante de la economia
no solo de esta region (AGC) sino de todo el Golfo (DOF, 2007). A pesar de que
no existen estimaciones del esfuerzo pesquero riberefio hasta 2004 (WWF,
2004), entre 1998 y la actualidad, se advierte un incremento sistematico en el
namero de pangas dentro la reserva que se ve reflejado en el decremento de

los volimenes de corvina capturados en los ultimos afios (CONANP, 2004).

Tomando en cuenta que 82% de las pesquerias nacionales explotan a su
maximo sostenible o sobreexplotan a las especies objetivo (Hernandez et al.,
2003) y que oficialmente se ha reconocido que 75% de los recursos pesqueros
de México estan sobreexplotados (WWF, 2004), es necesario contar con una
evaluacion del estado actual de la corvina golfina, para lograr un

aprovechamiento sustentable del recurso.

2.5. Corvina golfina (Cynoscion othonopterus)
2.5.1. Marco General

La familia Sciaenidae comprende 70 géneros y 270 especies de peces
demersales principalmente marinos y de estuario, que en general viven en
ambientes someros de la plataforma continental, aunque algunos se encuentran
en aguas profundas del océano (Farias et al.,, 2006). Se distribuyen
ampliamente en todas las zonas tropicales y subtropicales de los océanos

Atlantico, indico y Pacifico (Nelson, 1994).
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Dentro de la familia Sciaenidae, Cynoscion es uno de los géneros mas
importantes tanto ecoldgica como econdmicamente hablando (Vergara et al.,
2009), pues la mayoria de las especies de este grupo representan recursos

pesqueros con un alto valor comercial.

Asi, las especies de este género, son objeto de una pesca intensiva a lo
largo de sus areas de distribucion, e inclusive se cree que algunas de estas
especies han sido sobreexplotadas, ya que, en las ultimas décadas se ha
reportado un decremento dramético en el numero de las poblaciones
(CONANP, 2004). Esto genero por un lado distintas limitaciones en la pesqueria
y por otro, demand6é nuevas medidas de gestion para restablecer niveles
sostenibles de las poblaciones (WWF, 2004).

El género Cynoscion incluye 26 especies, de las cuales 24 son
conocidas como corvinas (Vergara, 2009). La corvina golfina (Cynoscion
othonopterus), es una de las especies endémicas del AGC, con gran valor
como fuente alimenticia para el humano, por lo que es activamente explotada

en todo su rango (Chao, 2002).

2.5.2. Biologia de la Especie

La corvina golfina fue descrita por Jordan y Gilbert en 1882, de
especimenes colectados en San Felipe, B.C. Las caracteristicas fisicas de la
especie de acuerdo a Chao (1995) son: Cuerpo alargado relativamente esbelto,
perfil de nuca recto, boca grande y oblicua, la mandibula inferior prominente,
menton sin poros ni barbillas, dientes aguzados dispuestos en una o dos series
con un par de dientes caniniformes en el extremo de la mandibula superior; de
coloracion dorso azul metalico y vientre plateado, la mitad superior del cuerpo
con estrias oscuras, axilas pectorales grisaceas, parte distal de las aletas

oscuras, aletas pélvicas y anal amarillas.
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No existe un dimorfismo sexual evidente pero en etapas avanzadas de
maduracion de las gbénadas, el vientre de las hembras es muy abultado. La
proporcion de sexos es 1:1 en casi todo el afio, a excepcion de la temporada
reproductiva en donde hay un incremento en el nimero de hembras. Se
describe como una especie con una talla maxima de 92 cm., en donde las tallas

comerciales fluctian entre 35y 90 cm.

Las caracteristicas distintivas de la especie de acuerdo a Chao (1995)
son: aleta dorsal con X u Xl (IX-X+1) espinas y 23 a 27 radios blandos, aleta
anal con 11 espinas y 10 u 11 radios, aletas pectorales con 16 o 17 radios,
alcanzando los extremos de las pélvicas, aleta caudal truncada a levemente

marginada, vejiga con un par de apéndices anteriores en forma de cuernos.

Es endémica del Golfo de California, cuya distribucion descrita por Chao
en 1995 es desde la Region de La Paz. B.C.S. y el sur de Sonora hasta el Delta
del Rio Colorado, pero registros confirmados posteriormente son desde el delta
del Rio Colorado hasta Puerto Pefiasco en Sonora y las Islas Encantadas en
Baja California (Roman, 2000).

Realiza una migracion anual al Alto Golfo que aparentemente inicia
durante el mes de octubre y se extiende hasta mayo. Su longevidad maxima es
de 9 afios y alcanza su madurez sexual alrededor de los 2 y 3 afios de vida (40
cm). La reproduccion se da en los meses de abril y mayo, presentando una
fecundidad por Unico desove de 249,556 a 808,166 ovocitos en hembras de
longitudes patron de 60 a 72 cm (Roman, op cit.). Se alimenta principalmente
de sardina bocona C. mysticetus (96%) y al parecer no tiene competidores

alimenticios.
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2.5.3. Pesqueria

Debido a su popularidad tanto en el mercado externo como en el interno,
la corvina golfina se convirtié en la segunda pesqueria de mayor captura en la
Reserva (Martinez et al., 2009) y es considerada como uno de los recursos

pesqueros mas importantes a lo largo de las costas del Alto Golfo (Chao, 2002).

Las capturas se realizan entre febrero y mayo, teniendo las abundancias
mas altas en los meses de marzo y abril (SAGARPA, 2005). La principal
concentracion de la corvina golfina ocurre en la zona nucleo de de la Reserva y
en el cauce del Rio Colorado, donde los pescadores recurrentemente tienden
sus redes de enmalle ocasionando con ello una violacion a la legislacion
ambiental, pues la Ley General del Equilibrio Ecologico y Proteccion al
Ambiente lo prohibe, generando impactos ambientales en el lugar y afectando
el ciclo reproductivo de la especie. Por ello, se han generado distintos
operativos de proteccion y vigilancia (Martinez et al., 2009).

Hoy en dia, la corvina golfina esta considerada en listados de especies
gue requieren proteccion especial (SAGARPA, 2005) y al igual que otros
scianidos del AG se encuentran reguladas por la carta nacional pesquera.
Ademas Cynoscion othonopterus, también esta protegida por la Norma Oficial
Mexicana (NOM-063-PESC-2005), que promueve una pesca responsable
dentro de las aguas de jurisdiccion federal del AGCyDRC (SEMARNAT, 2011).

Siguiendo esta normatividad, la captura de corvina se realiza bajo
amparos de permisos de escama por grupos de pesca artesanal de tres
localidades: San Felipe, B.C., El bajo Rio Colorado (comunidad Cucapah del
delta), y del Golfo de Santa Clara, Son. (SAGARPA, 2005).
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A pesar de los esfuerzos por proteger a la especie y de su importancia
ecoldgica y econdmica, debido a su confinada distribucion, vulnerabilidad del
habitat y por la pérdida del habitat utilizado en la época reproductiva, se ha
registrado una reduccion del stock de la poblacién de C. othonopterus (Quiroz
et al., 2008).

Esta reduccion se refleja en la disminucién de la talla promedio y en la
captura por unidad de esfuerzo, asi como, en la tendencia de los pescadores
riberefios a utilizar chinchorros de linea con tamafio de malla mas chica (5” en
lugar de 6”); situacidbn que puede convertirse en un ejemplo clasico del
agotamiento de un recurso (Quiroz et al., 2008).

Dada la importancia de esta pesqueria y la continuidad de la extraccién
de los recursos, es importante investigar a fondo, la ecologia de la especie, su
historia pesquera y relacionarla con datos genéticos moleculares para obtener
una evaluacion aproximada de los niveles de abundancia del recurso y de la
identidad genética de los mismos. Existen estudios de ecologia de corvina
golfina, pero desafortunadamente la informacion de genética molecular de la

poblacion es muy limitada.

2.6. Estudios Moleculares aplicados al manejo de pesquerias

En genética un marcador molecular o marcador genético, es un
fragmento conocido de la secuencia de ADN que se asocia a una parte
especifica del genoma, utilizada en biologia molecular para identificar una

secuencia particular de ADN de interés (Povh et al., 2008).

Marcadores genéticos como secuencias de ADN nuclear y mitocondrial
puede ser utilizadas para estimar muchos pardmetros de interés para los

ecblogos de poblaciones, tales como las tasas de migracion, tamafio de la



15

poblacidn, los cuellos de botella, el parentesco (Selkoe y Toonen, 2006) niveles
de diversidad genética, comportamiento reproductivo, migracion, demografia y

estructura poblacional (Hoelzel, 1992).

El ADN mitocondrial es el material genético de las mitocondrias de
organismos eucariotas. Es una molécula circular que se desarrolla
rapidamente, por lo que es utilizada eficazmente como herramienta para la
recopilacion de informacion en analisis de genética poblacional. Esto, pues
ademas de ser de facil extraccion y amplificacion, tiene caracteristicas Unicas
dada su transmision via materna, como el rapido ritmo de cambios evolutivos, la
transmision sin recombinacion y la herencia haploide (Avise, 1994). Por lo tanto,
las variaciones en el ADNmt han sido de gran utilidad como linea de base para

la gestion de las poblaciones de especies de peces (Martins et al., 2003).

Por su parte, el ADN nuclear es el material genético contenido en el
nacleo de todos los seres vivos. A diferencia del ADNmt, este se compone de
la informacion heredada de ambos padres, en lugar de ser por via materna
anicamente (Povh et al., 2008). Por ello, a diferencia del ADNmt, que es una
réplica exacta del ADN de la madre del individuo, ADNn no ofrece un perfil
genético que establezca un vinculo directo entre un espécimen y sus
progenitores. Esto hace del ADNn una herramienta menos clara en el
establecimiento de las relaciones filogenéticas. No obstante, uno de los
marcadores moleculares mas utilizados en la genética poblacional para la

evaluacion de temas ecoldgicos, son los microsatélites (Aranguren et al., 2005).

Los microsatélites son repeticiones en tandem de 1-6 nucleétidos
encontrados con alta frecuencia en el genoma nuclear de la mayoria de los

taxones eucariontes (Povh et al., 2008).
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Se consideran herramientas genéticas ideales debido a su alto nivel de
polimorfismo, a que presentan herencia mendeliana simple y codominate
(diferenciando individuos homocigotos y heterocigotos), a que faciles de medir y
analizar, fiables, reproducibles, automatizables y poseen un alto poder
resolutivo a nivel individual que resulta ideal para estudios genéticos

poblacionales (Goldstein y Schldtterer, 1999).

Por ello, se han convertido en el tipo de marcador mas popular y versatil,
pues les permite a los investigadores conocer cuestiones de la ecologia de
poblaciones a fina escala (Selkoe y Toonen, 2006).

Finalmente, tanto el ADNmt como los microsatélites han sido la principal
herramienta para muchos estudios concernientes a genética de poblaciones,
pues al ser marcadores neutrales permiten las estimaciones de parametros

poblacionales que no se ven afectados por la selecciéon (Chapman et al., 2002).

Los marcadores genéticos son instrumentos importantes para el estudio
de poblaciones y lotes de peces. El desarrollo de metodologias moleculares ha
permitido el analisis del genoma y de las variaciones existentes, tanto en
regiones que codifican productos génicos, como en aquellas cuyas funciones

aun permanecen desconocidas (Regitano, 2001).

Existen estudios de corvina golfina (Cynoscion othonopterus) basados en
la estructura de tallas y edades de las capturas de corvina, que han
proporcionado informacion basica sobre su demografia y dinamica poblacional.
No obstante, se desconocen los niveles de diversidad y estructura genética,
aspectos relevantes que nos permiten hacer una evaluacion de la salud
genética e historia demografica y que deben tomarse en cuenta al plantear

estrategias de manejo para especies explotadas comercialmente.
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Por ello, identificamos que seria necesario realizar estudios a nivel de

genética para incluir mejoras en la gestion del recurso.
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3. HIPOTESIS

Debido a que en la pesca histérica comercial de la corvina golfina se
registra la desaparicion de la especie durante 30 - 40 afios, se espera encontrar
baja diversidad genética molecular y evidencia de al menos un evento de cuello

de botella en la abundancia histérica poblacional del recurso.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

% A través del polimorfismo en la secuencia de la Region Control del ADN
mitocondrial y del genotipo multilocus del ADN nuclear, determinar la
identidad y diversidad genética molecular de la corvina golfina
(Cynoscion othonopterus.) en la Reserva de la Biosfera del Alto Golfo de
California y Delta del Rio Colorado, México (RBAGCyDRC).

4.2. Objetivos Particulares

e Estimar los niveles de diversidad haplotipica y nucleotidica de la
region control del ADN mitocondrial de la corvina golfina en la
RBAGCyDRC.

e Estimar los niveles de diversidad genética (heterocigosidad) con
base en el genotipo multilocus (microsatélites) de la corvina
golfina en la RBAGCyDRC

e Determinar si la poblacion silvestre de corvina golfina de la

RBAGCyYDRC esta genéticamente estructurada.

e Plantear un escenario plausible sobre la historia demogréfica de la

corvina golfina.
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5. AREA DE ESTUDIO

5.1. Caracteristicas geograficas Golfo de California

El Golfo de California (=800,000 km2) se encuentra entre la region nor-
occidental del macizo 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 oriental y los estados de Baja California y Baja

California Sur, por la parte occidental (Morgan et al., 2005).

Este volumen de agua puede dividirse en tres regiones: a) La regién
surefia, con una gran cantidad de esteros y bahias que sirven como refugio de
pelagicos menores; b) 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; y c) El Alto Golfo y Delta del Rio Colorado, con
unas extensas planicies mareales y humedales que sirven como sitio de
reproduccion y desove de una gran variedad de especies de de peces de

importancia comercial (Castro, 2004).

La region del Alto Golfo de California y el delta del Rio Colorado fue
decretada como Reserva de la Biosfera dentro de la modalidad ANP
(RBAGCyYDRC). El Alto Golfo de California (AGC) comprende la porcidon norte
de Baja California y noroeste de Sonora, entre los 31°00’ - 32°10’ Norte y
113030’ - 115°15’ Oeste, con una extension de 934,756 hectéareas.

El area en la que se enfoca este estudio, corresponde a dos
comunidades pesqueras muy importantes dentro del AGC, que son Santa Clara
en el estado de Sonora y San Felipe en Baja California.
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Figura 1. Area de estudio: Comunidades pesqueras de la Reserva de la Biosfera del Alto Golfo
de California y Delta del Rio Colorado (RBAGCyYDRC). La localidad 1, es representativa
de la pesqueria de corvina en el estado de Baja California e incluye muestras de San
Felipe, BC. La localidad 2, es representativa de la pesqueria de corvina en el estado de
Sonora e incluye muestras del Golfo de Santa Clara. NOTA: Tomado y modificado de

WWEF (2006).
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5.2. Aspectos Climaticos y Geoldgicos del Golfo de California

El clima es del tipo muy seco (bw) con temperaturas medias de 18 °© a 20
°C y oscilaciones anuales de temperatura mayores de 14 °C. La parte marina de
la reserva presenta un clima mas continental que oceanico; se presentan dos
estaciones, la fria en los meses de noviembre a mayo y la célida en los meses
de junio a octubre (Mosifio y Garcia, 1974), ambas con periodos de lluvia (Lavin
y Organista, 1988). El fondo marino es mucho mas plano y somero (200 m de
profundidad en promedio) en comparacion con la parte terrestre y esta

influenciado por los depdsitos del rio Colorado (Alvarez Borrego et al., 1977).

5.3. Comunidades Pesqueras Muestreadas

5.3.1. San Felipe, Baja California: Esta situado en el Municipio de
Mexicali del Estado de Baja California México en las coordenadas 31°01'39"
Norte y los 114°50'07" Oeste. La jurisdiccion de administracion pesquera a las
qgue los pescaderos de San Felipe, B.C. responden, abarcan la porcién del
cauce principal del Rio Colorado que corresponde a la Zona de
Amortiguamiento (cerca de 20 km) y el litoral desde el limite de la Zona Nucleo

hacia el sur hasta la zona de la Bahia San Luis Gonzaga.

5.3.2. Golfo de Santa Clara, Sonora: Se localiza en el Municipio de San
Luis Rio Colorado del Estado de Sonora México en las coordenadas 31°41'12"
Norte y los 114°29'59" Oeste. La jurisdiccion de administracion pesquera a la
gue responden los pescadores del Golfo de Santa Clara, abarca desde los
limites de Baja California y Sonora en el Rio Colorado hasta el sitio conocido

como Punta Borrascosa.


http://www.nuestro-mexico.com/Sonora/
http://www.nuestro-mexico.com/Sonora/San-Luis-Rio-Colorado/
http://www.nuestro-mexico.com/Sonora/San-Luis-Rio-Colorado/
http://www.nuestro-mexico.com/Sonora/
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6. METODOLOGIA

6.1. Trabajo de Campo (Colecta de Muestras)

El trabajo de Campo se realizd en dos etapas, inicialmente se realizé un
muestreo prospectivo durante la temporada de pesca del 2009 y posteriormente
se realizdé un muestreo formal durante la temporada de pesca del 2010.

6.1.1. Muestreo Prospectivo: Temporada de pesca del 2009

El trabajo de campo fue realizado por el Programa Nacional de
Observadores de Pesca, durante la temporada de pesca de corvina golfina
entre febrero y marzo del afio 2009. El personal de este programa, obtuvo
alrededor de 30 muestras de la captura comercial de los desembarques en San

Felipe, B.C., y otras 30 en Santa Clara, Son., México.

Se cortaron entre 1 y 5 g de tejido muscular de los especimenes
obtenidos de las congeladoras de las cooperativas. El tejido de cada individuo
se colocé en una bolsa de plastico de cierre hermético debidamente etiquetada,
con etanol (ETOH 99%). Finalmente las muestras fueron almacenadas y
preservadas a -20°C en el laboratorio de Ecologia Molecular de la Universidad
Autonoma de Baja California (UABC) - Unidad Ensenada hasta su

procesamiento.

Se amplifico la region control (RC) del ADNmt y se construy6 un arbol
filogenético con las secuencias obtenidas, que mostré mas de un clado de los
especimenes obtenidos como procedentes de una pretendida pesqueria

monoespecifica, con valores de bootstrap mayores a 95%.
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Con base a estos resultados se establecié un segundo muestreo, que se
complementaria con especimenes completos y registros fotogréaficos, que nos
permitieran hacer una clasificacion taxondémica para corroborar la presencia de
Mas especies en la muestra. Este se realizé durante la temporada de pesca de

corvina golfina en marzo del afio del 2010.

6.1.2. Muestreo Formal: Temporada de pesca del 2010

En esta temporada el trabajo de campo se realizé por miembros de la

Universidad Auténoma de Baja California.

Las muestras se obtuvieron de los abastecimientos locales “SCPP Felipe
Angeles SCL” de San Felipe, BC y “SCPP Playa Curvina” de Santa Clara, Son,
México.

Para esta temporada, se llevo un registro fotografico de cada ejemplar
muestreado y adicionalmente al menos un organismo completo para
posteriormente realizar una identificacion taxondmica basada en los caracteres

morfolégicos de las diferentes corvinas encontradas en la pesqueria.

Se disectd una pequeia porcion de tejido del pedunculo caudal de cada
espécimen y el tejido de cada individuo se coloc6 en un tubo eppendorf estéril

con etanol (ETOH 99%) etiquetado segun el ejemplar.

Las muestras fueron almacenadas y preservadas a -20°C en el
laboratorio de Ecologia Molecular de la Universidad Autonoma de Baja

California (UABC) - Unidad Ensenada hasta su procesamiento.
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6.2. Trabajo de Laboratorio (Procesamiento de Muestras)

6.2.1. Clasificacién Taxondmica

Para la identificacion taxondmica de los ejemplares muestreados, se hizo
un analisis de los caracteres diagnosticos en los organismos completos y se
utilizé como apoyo las imagenes del registro fotogréfico. Se utilizaron las guias
o claves dicotomicas de clasificacion de peces de la FAO (1995), para la

identificacion de las especies.

6.2.2. Extraccion del ADN total (ADNt)

La extraccion del ADN geondmico total (ADNt) se realizé utilizando un
método descrito por Wasko y colaboradores en (2003) con algunas
modificaciones (Anexo I). Se cortaron de 20 a 30 mg de tejido de cada muestra
sobre un portaobjetos con ayuda de una navaja de bisturi previamente
esterilizada, transfiriéendose posteriormente a un tubo para hacer la

homogenizacion con un pistilo de polietileno.

La evaluacion cualitativa de la integridad del ADN extraido se llevo a
cabo mediante electroforesis, utilizando geles de agarosa al 1.5% con una
concentracion de 0.5 ug de bromuro de etidio por mililitro de gel (Agarosags,
1.5%). Se colocaron 5 pl del producto de la extraccion de ADN en los pozos del
gel y se corrieron durante 30 min a 80 V, visualizando el rendimiento de la

extraccion en una mesa de luz UV.

La evaluacidon cuantitativa de ADN se efectud en un espectrofotometro
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific).
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6.2.3. ADN mitocondrial (ADNmt)
6.2.3.1. Amplificacidon parcial de la region control del ADNmt

Los cebadores que se utilizaron para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron disefiados por Galarza (2002) a partir de la secuencia
de la regidon control mitocondrial de Sciaenops ocellatus (Genebank, No. De
acceso AF054805) y flanquean una porcién de aproximadamente 390 pares de
bases. Tales cebadores fueron REDRIF (5-CCACCACTAACCCAAAAC-3) vy
REDRIR (5'-TGTCCCTCACCTTCAATAACC-3)).

La amplificacion se realizé en un termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient. EI perfil del termociclador consisti6 de un primer ciclo de
precalentamiento de 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos que incluian 45
segundos de desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de reincorporacién o
acoplamiento de los cebadores a 48°C y 45 segundos de extensién a 70°C. Por
altimo, se agregd un ciclo de 5 minutos de extension final a 72°C. Las
reacciones de amplificacion se prepararon en un volumen final de 25 ul como

se muestra en la Tabla I.

6.2.3.2. Amplificacion parcial del Citocromo B del ADNmt

Los cebadores que se utilizaron para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron disefiados por Palumbi (1996) a partir del Citocromo B
mitocondrial y flanquean una porcién de aproximadamente 761 pares de bases.
Tales cebadores fueron GIuDG.L (5-TGACCTGAARAACCAYCGTTG-3) vy
H16460 (5-CGAYCTTCGGATTACAAGACCG-3).
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La amplificacién se realizé en un termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient. El perfil del termociclador consisti6 de un primer ciclo de
precalentamiento de 2 minutos a 94°C, seguido de 5 ciclos que incluian 45
segundos de desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de reincorporacion o
acoplamiento de los cebadores a 53°C y 1.5 minutos de extensién a 72°C.
Después de estos ciclos, lo precedieron 29 ciclos que incluian 45 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de reincorporacion o acoplamiento de
los cebadores a 58°C y 1.5 minutos de extension a 72°C. Por ultimo, se agregoé
un ciclo de 5 minutos de extension final a 72°C. Las reacciones de amplificacion

se prepararon en un volumen final de 25 ul como se muestra en la tabla I.

6.2.3.3. Amplificacion parcial del COI del ADNmt

Los cebadores que se utilizaron para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron disefiados utilizando la aplicacién en linea Primer-
BLAST del NCBI*, teniendo como base secuencias de la regién del Citocromo
Oxidasa de otros scianidos depositadas en el Gene Bank (Numeros de acceso:
EU180144.1; EU180145; EU180146.1; GU440301.1; EU074399.1). El par de
cebadores elegidos, flanquean una porcion de aproximadamente 451 pares de
bases: FCOIF (5- CAGAACTAAGTCAACCGGCG -3) y FCOIR, (5-
TGTCTTAGCTGCCTGGCATTA -3).

La amplificacion se realizé en un termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient, usando una mezcla de reaccion de 25 ul con las mismas
concentraciones que las empleadas en la amplificacion de la regién control del
ADNmt (Tablal).

! NCBI/ Primer-Blast: Herramienta electrénica para el disefio de cebadores.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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El perfil del termociclador consisti6 de un primer ciclo de
precalentamiento de 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos que incluian 45
segundos de desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de reincorporacion o
acoplamiento de los cebadores a 52°C y 45 segundos de extension a 70°C. Por

altimo, se agreg6 un ciclo de 5 minutos de extension final a 72°C.

Tabla I. Concentracion de los amortiguadores empleados para la amplificacion de los diferentes

regiones del ADN mitocondrial (ADNmt) analizadas en el presente trabajo.

RC(V;=25pl) |CitB(v;=25pl) | COI{V;=25pl)

Solucidn Amortiguadora Tris-HCI pH 8.4 22 mm 22 mm 22 mm
Cloruro de Potasio (KCI) 55 mM 55 mM 55 mM
Cloruro de Magnesio (MgClz) 3.0 mM 2.0mM 3.0 mM
Mezcla de nucledtidos (dMTPs) 220 pM 220 pi 220 uM
Cebadores 280 pmaol 280 pmaol 280 pmaol
Taq ADN Polimerasa (Invitrogen™) 12U 12U 12U
ADNt 5-15ng 5-15ng 5-15ng

NOTA: Los marcadores del ADNmt amplificados son RC regién control, Cit B citocromo B y COI citocromo oxidasa.

Los amplicones de los tres marcadores (Region control, Citocromo B y
Cotocromo Oxidasa) se limpiaron utilizando el kit PCR Purification Kit Pure
Link™ (Invitrogen). Posteriormente se estimé la concentracién final del ADN
amplificado por medio de electroforesis (Agarosaggr 1.5%), colocando 3 pl del
amplicon en los pozos del gel, corriendo las muestras durante 40 min a 80 V y
visualizando el rendimiento de la extraccion en una mesa de luz UV. El tamafio
de los fragmentos de ADN se determin6é por medio de un marcador de peso
molecular de 500 pb (Gico-BRL).
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6.2.3.4. Secuenciacion de los amplicones del ADNmt

Las reacciones de secuenciacion se prepararon en un volumen final de
12ul (6.4 pmoles de alguno de los cebadores (Fwd o Rvs), 80-100 ng del
fragmento de ADN purificado y H,O44e hasta ajustar al volumen final y se
mandaron a secuenciar a SegXcel Inc.? en San Diego, California. Dicha
compariia emplea nucledtidos terminadores de secuencia (BigDye® Terminador

v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) y un secuenciador automéatico

®
DNA ABI PRISM 3130xI Genetic Analyzer de tecnologia capilar. Los
cromatogramas generados por el secuenciador se almacenaron en formato

electrénico hasta su procesamiento.

6.2.4. ADN nuclear (ADNnN)
6.2.4.1. Amplificacion de los loci de microsatélites

Se amplific6 un locus de microsatélite especificos de Totoaba
macdonaldi, caracterizados por Ledn y colaboradores (2010), y cuatro loci de
microsatélite mas, especificos de Cynoscion acoupa caracterizados por Farias y
colaboradores (2006).

Para analizar los productos de PCR de manera automatizada en el
secuenciador, uno de los cebadores lleva una marca fluorescente especifica.
En el presente trabajo, se utilizd el protocolo de etiquetado universal
fluorescente descrito por Schuelke (2000) y por Shimizu y colaboradores
(2002).

2 SeqXcel: 11526 Sorrento Valley Road Suite B2. San Diego, CA 92121
http://www.segxcel.com
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Los microsatélites fueron amplificados en un volumen final de reaccién
de 25 puL, usando un amortiguador 22 mM de Tris-HCI pH 8.4, 55 mM de KClI,
220 uM de dNTP's, 1.2 U de Tagq DNA polimerasa recombinante
(INVITROGEN), 5 -10 ng de ADN gendmico y una concentracion de MgCl,
especifica para cada loci para cada grupo. Los cebadores empleados para las
amplificaciones se mezclaron de la siguiente manera: el cebador Fwd con
etiqueta universal (0.086 uM), el cebador Rvs (0.172 uM) y el cebador Fwd
marcado con el fluorocromo (0.172 uM), respectivamente. La eleccién de los
distintos fluorocromos para los cebadores Fwd de cada microsatélite se muestra

en la Tabla ll.

Dado que se encontraron varias especies en la muestra, fue necesario
utilizar varios perfiles de amplificacion que se diferenciaban en la temperatura

de alineacion de los cebadores (Tabla Il).

Tabla Il. Loci de microsatélites de T. macdonaldi y C. acoupa, utilizados para el analisis
genético poblacional de Cynoscion sp. de la RBAGCyDRC.

Secuencia 5- 3 Tipo de G0 G02 GO03 Go4 GO05
Locus F: forward / R: reverse Repeticion  T°C [MgCl2] T°C [MgClz] T°C [MgCl2] T°C [MgCl2] T°C [MgClz]
Tma06  F: ATTAAAGAAGAGTGCAGGAAC ™= (GT)er 56 15 5 15 53 30 535 15 55 15

R: TGTGTC GATGTGTITGT

Cac03 F: GAGTGACGTCCTCCCTTCTG &7 (GThs 55 15 & 15 & 15 &35 15 60 14
R: GGTGAGTCTGAGCAGGAAGC

Cac1d F- AGGATGGGATGGAGGAAGAG (GA}s 55 15 8 15 &3 15 55 15 60 15
R: TACAGGGTTGTGCTCAGTGG

Cacl4d  F: ATCTTCTCCCCTCCGTCACT &P (CT)z 55 15 8 15 & 15 53 15 G0 15
R: CTGTGTTGTTAAGGCGCATC

Cacls  F: GCTCGCCTCTCGTGTGTAAT V& (G 55 15 & 15 & 15 &5 15 &5 15
R: CCTGTGAAACAGCCCATGTA

NOTA: Tma = T. macdonaldi; Cac = C. acoupa; G01, G02, GO3 y G04 grupos asignados; T°C indica la temperatura de
alineacion utilizada en la reaccion de PCR para cada cebador y [MgCI2] la concentracion de cloruro de
magnesio. Los cebadores F empleados contenian una secuencia complementaria a la de la secuencia marcada
con un fluorocromo especifico: 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3'. Al final de la secuencia de cada cebador F se
indica color del fluorocromo con el que fueron etiquetados. Los alelos resultantes tienen tamafios de alrededor
de 18 a 20 pares de bases mas que los reportados en otras especies debido a la incorporacion de la secuencia
universal (Universal Sequence Tag).
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Asi, todos consistian en un periodo de desnaturalizacion inicial de 3 min
a 94° C, seqguido de 25 ciclos de 20 seg a 96° C, 40 seg a la temperatura
Optima de alineacion de cada microsatélite para cada grupo (Tabla Il), y 40 seg
a 72° C; posteriormente 8 ciclos de 20 seg a 95° C, 40 sega 53 °Cy 40 seg a

72° C, culminando con una extension final de 15 min a 72° C.

La eficiencia de la reaccion de PCR fue evaluada cualitativamente
mediante una electroforesis (Agarosagw: 2.0%), colocando 5 pl del producto en
los pozos del gel, corriendo durante 90 min a 80 V y visualizando bajo una

lampara de luz ultravioleta.

Después de lo anterior, los productos de amplificacion de los 5 loci se
mezclaron y se diluyeron hasta llevarlas a una concentracion aproximada final
de 2-4 ng/ul por locus, que es la concentracion promedio que se requiere para

el andlisis de fragmentos en el secuenciador automatico.

6.2.4.2. Andlisis del genotipo multilocus del ADNn (PCR)

Después del proceso de amplificacion de las muestras a través de la

PCR, estas fueron genotipadas en un secuenciador automatico de DNA ABI

®
PRISM 3130xl Genetic Analyzer del laboratorio SegXcel Inc., en la ciudad de
San Diego, California, EE.UU.
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6.3. Trabajo de Gabinete (Analisis estadistico)

6.3.1. ADN mitocondrial (ADNmt)

6.3.1.1. Edicidon de las secuencias del ADNmt

Se realiz6 la alineacion y edicion de las secuencias de los
cromatogramas, por medio de los programas ChromasPro version 1.5
(Technelysium Pty Ltd) y UltraEdit-32, respectivamente, para obtener las
secuencias nucleotidicas finales de cada muestra. Una vez alineadas las

secuencias, se removieron los extremos correspondientes a los cebadores.

6.3.1.2 Filogenia intraespecifica

Se aplicé una prueba de hipétesis jerarquica para establecer el modelo
de sustitucion nucleotidica que mejor se ajuste a los datos observados usando
el programa ModelTest (Posada y Crandall, 1998). EI modelo asi seleccionado
fue empleado para calcular la distancia genética molecular y reconstruir asi la
filogenia intraespecifica a través de un éarbol filogenético de minima evolucién
(Rzhetsky y Nei, 1993; Tamura et al., 2007) y una red de la minima dispersion
(minimum spanning network, ) (Excoffier et al., 1992).

6.3.1.2. Diversidad genética

Inicialmente se realiz6é la identificacion de los sitios variables entre las
secuencias mediante el programa MEGA 4.0 (Tamura et al.,, 2007). Este
programa permitié identificar las secuencias distintas (haplotipos) y el calculo de

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

6.3.1.3. Estructura genética

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

mismaos.

Se usaron dos matrices de distancia genética entre los individuos: el
namero de diferencias nucletidicas y la basada en el modelo de Tamura-Nei

seleccionado por el ModelTest.

Todos los analisis de estructura poblacional se realizaron con ayuda del
programa Arlequin ver. 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2006).
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6.3.1.4. Historia demografica

La distribucion de diferencias pareadas es afectada por multiples
factores, como los son los cambios demogréaficos, la seleccion y la
recombinacién (Mousset et al., 2004). Asi pues, para el andlisis de la
demografia histérica se compard la distribucién de diferencias pareadas
observadas con la esperada bajo un escenario de expansion demografica.

Dado que el correcto uso de los algoritmos anteriormente sefialados
supone neutralidad de los marcadores, se aplicé el indice D de Tajima para
probar neutralidad y evaluar de forma paralela si existia evidencia de expansion
demografica. Estos analisis se efectuaron en el programa Arlequin ver. 3.5.1.2
(Excoffier et al., 2006).

Adicionalmente, los valores de diversidad genética (H y z,) obtenidos
para las corvinas de este estudio se compararon con aquellos reportados para
otras especies a través de un andlisis discriminante (Johnson, 1994). Se
utilizaron los criterios propuestos por Grant y Bowen (1998), quienes reconocen
cuatro categorias con base en los valores de HYy =,, asignando un escenario
demografico a cada una de ellas. Estas categorias se emplearon como criterios
de clasificacion a priori y el andlisis discriminante indicé dentro de cual de los

escenarios queda mejor clasificada la especie en cuestion.
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6.3.2. ADN nuclear (ADNnN)
6.3.2.1. Lectura de Alelos del genotipo multilocus del ADNn

Los archivos electronicos correspondientes a cada cromatograma, fueron
leidos mediante el GeneMarker Software V1.85 (SoftGenetics LLC), que
determina el tamafio de los alelos en cada locus y para cada individuo, segun la

informacion obtenida de los cromatogramas.

Se registr6 del tamafio de los alelos por tres personas de forma
independiente, para evaluar la consistencia en la asignacion de los alelos

mediante la comparacion de los mismos.

La forma en que se interpretan los resultados, fundamentalmente se
sustenta en que, una sola sefial (un solo pico del cromatograma) indica el
genotipo de un individuo homocigoto ya que ambos alelos son del mismo

tamafo y la sefial de ambos alelos se traslapa.

En cambio, dos sefiales indica el genotipo de un individuo heterocigoto,
donde cada sefal representa a cada uno de sus alelos (Selkoe y Toonen,
2006). Los alelos de cada individuo generan un set Unico que corresponde al

genotipo multilocus.

Como control de calidad del genotipado, cada investigador evalué la
consistencia en el tamafio de los alelos para las muestras testigo y verifico la

ausencia de sefial en los controles negativos.

Posteriormente, se realizé el analisis de los genotipos multilocus a través
de los programas MICRO-CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004),
MSTOOLS v3.1.1 (Park 2001) y ARLEQUIN v3.1 (Excoffier et al., 2005).
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Esto, con la finalidad de hacer una seleccién de los microsatélites con el

mejor desempefio y evitar asi introducir un sesgo en los andlisis subsecuentes.

El software MICRO-CHECKER identifica los errores en el genotipado ya
sea por la presencia de alelos nulos (alelos no amplificados), por la
amplificacion diferencial de los alelos (allelic dropout), el tartamudeo de

polimerasa (stutter peaks) o por errores tipograficos.

Por su parte, el software MSTOOLS (Park, 2001) detecta la presencia de
muestras con genotipos incompletos o alelos raros, asi como aquellos
genotipos idénticos o casi idénticos que pudieran estar asociados con

problemas en la calidad y la reproducibilidad del genotipado.

Finalmente, el software ARLEQUIN analiza el desequilibrio en el
ligamiento entre los microsatélites (Pairwise linkage disequilibrium), es decir, si
dos loci se encuentran ligados o se segregan independientemente. En el caso
de detectarse loci ligados, estos no deberan considerarse en el analisis, para
evitar la introduccién de sesgo en los estimadores de diversidad genética (ver
Guo y Thompson 1992).

6.3.2.2. Diversidad genética

Para hacer el andlisis de frecuencias alélicas y diversidad genética (Ho:
heterocigosidad observada y He: heterocigosidad esperada) para cada locus,
se utilizé el programa Arlequin ver. 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2006), GenALEXx
v6.3 (Peakall y Smouse 2006) y MSTOOLS v3.1.1 (Park 2001).

En dichos programas se estimaron, con base en las frecuencias alélicas,
las desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para cada locus en

cada poblacion.
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Una diferencia significativa entre Ho y He nos habla de cierto nivel de
subdivision en la poblacién (efecto Whalund), aunque también podria ser reflejo
de errores de genotipado asociados a la presencia de alelos nulos. Para
analizar los microsatélites y evaluar su calidad, se utilizd el software Micro-

checker.

6.3.2.3 Estructura genética

Con el objeto de establecer la posible presencia de estructura genética,
entre las dos localidades muestreadas, se efectudé un analisis de varianza
molecular (AMOVA) jerarquico, mediante el programa Arlequin 3.5.1.2
(Excoffier, 2006).

La significancia estadistica del AMOVA fue evaluada a través de 5,000

permutaciones no paramétricas con base en el estadistico F de Wright (FST

Wright, 1965).

Para el AMOVA se emplearon dos aproximaciones teéricas del modelo
de mutacion de los loci de microsatélites. La primera aproximaciéon 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

mutacion da origen a un nuevo alelo.

En la segunda aproximacion, basada en el modelo de mutacion por

pasos (SMM) y representada a través del indice RST, se considera no solo la

frecuencia de los alelos, sino la distancia genética molecular encontrada entre
estos (Balloux y Lugon-Moulin 2002). El nivel de significancia de todos los

analisis estadisticos se fijo al 95% (0=0.05).
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6.3.2.4. Historia Demografica

Se utilizé el programa Bottleneck V2.6, que calcula para cada muestra de
la poblacion y para cada locus, la distribucion de la heterocigosidad esperada
en base al niumero de alelos observado (k) segun el tamafio de la muestra (n),

en el supuesto de equilibrio mutacion-deriva.

Este programa, permite el calculo de la media (He esperada), que se
compara con la heterocigosidad observada, para establecer si hay un exceso o
déficit de heterocigosidad en cada loci. Posteriormente, con base en los
resultados de las pruebas estadisticas para cada modelo de mutacion (ver
Cornuet y Luikart, 1996); Luikart et al., 1997), la forma de la distribucion 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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7. RESULTADOS

7.1. Andlisis Preliminares

7.1.1. Andlisis Preliminares ADNmt

Se logré obtener, amplificar y secuenciar la region control (RC) del
ADNmt de los 51 especimenes recolectados en el afio 2009, 29 organismos
correspondientes a la localidad de San Felipe B.C., México (SF en lo sucesivo)
y 22 a la localidad de Santa Clara Son., México (SC en lo sucesivo) (Tabla Ill).

Al momento de editar y alinear las secuencias, se observd un nimero de
diferencias pareadas mucho mayor al esperado, en las muestras de la localidad
de SF. Ademas, se observo una diversidad mucho mas alta de la esperada para
una sola especie, por lo que las secuencias mostraban un sub-agrupamiento

anormal (Los subgrupos fueron nombrados: G01, G02, GO3 y G04).

Dadas estas caracteristicas, se sospechd que existia la posibilidad de
tener mas de una especie dentro de las muestras analizadas para esta
localidad; por ello, se decidio hacer un arbol filogenético preliminar para verificar
si trataba o no de diferentes especies segun el porcentaje de remuestreo por
bootstrap que divide a las especies segun las diferencias filogenéticas entre las
secuencias (Figura 2).

La topologia del arbol filogenético reconstruido con las secuencias de RC
de las muestras de corvina del 2009, evidencié la presencia de tres especies de
corvinas (GO1, G03 y G04) dentro de las muestras de San Felipe, al exhibir
valores de bootstrap mayores a 90% en los nodos basales de cada subgrupo
(Figura 2).
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Debido a que se desconocia la identificacion de las especies
encontradas dentro de la muestra y no se contaba con el ejemplar completo de
alguna o cada especie para realizar su identificacion taxonémica, se procedio a
complementar el trabajo de campo del 2009, realizando un nuevo muestreo en
la temporada de pesca de corvina golfina en el afio 2010 (Revisar Metodologia:

Trabajo de campo).

G03 Csp01565F2009
G03 Csp0205F2009
G03 Cspl025C2009
G03 Cspl01SC2009

100

G005 Tmad1OP2007

Figura 2. Arbol filogenético preliminar de las muestras de corvina ssp. del 2009, de las costas
de la RBAGCyDRC de Baja California, México. Reconstruccién basada en el criterio
del vecino mas cercano (Neighbor-Joining) y empleando el modelo de sustitucién
nucleotidica basado en el Numero de Diferencias. Se indican sobre los nodos los
valores de sustento de las ramas después de 5000 remuestreos por bootstrap. NOTA:
En esta figura se muestran solo algunos ejemplares de cada grupo encontrado en el
2009 (G01,G03 y GO04), también se incluyd como grupo externo una muestra de
Totoaba macdonaldi analizada en el 2007 (G05).

De los 89 especimenes recolectados en el afio 2010, se logré obtener,
amplificar y secuenciar la regién control del ADNmt de todos los organismos. En
total, se obtuvo, amplificé y secuencié la regién control del ADNmt de 140
especimenes recolectados en las temporadas de pesca de corvina golfina de
los afios 2009 y 2010 (Tabla III).
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Tabla Ill. Numero de especimenes de corvina recolectados en las costas del AGC durante las
temporadas de pesca del 2009 y 2010.

San Felipe Santa Clara
N (2009) N(2010) N ({2009) N (2010) TOTAL
G01 13 29 0 0 42
G02 0 4 0 0 4
G032 14 25 22 31 92
G4 2 0 0 0 2
TOTAL 23 58 22 31 140

NOTA: Donde N representa el nimero total de especimenes y G01, G02, G03, G04 los grupos asignados.

Se realiz0 la amplificacion de la RC del ADNmt de los 140
especimenes. De este andlisis se hizo un é&rbol filogenético que nuevamente
definié con altos valores de boostrap 3 especies en las muestras de San Felipe
2009 (GO01, G03 y G04) y una mas (G02) encontrada Unicamente durante la
temporada de pesca del muestreo del 2010.

Se decidio agregar al arbol algunas secuencias homologas de otros
scianidos depositadas en el GeneBank, para ver si se lograba identificar alguna
de las especies presentes en la muestra. No obstante, no se obtuvo ninguna

aproximacion (Figura 3).
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— G02Csp048SF2010
98L—— G020CT002SF2010
C nebulosus2009
G05TmaJ010P2007
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Figura 3. Arbol filogenético preliminar de las muestras de RC de corvina ssp. del 2009 y 2010,
de las costas de la RBAGCyDRC de Baja California, México. Reconstrucciéon basada
en el criterio del vecino mas cercano (Neighbor-Joining) y empleando el modelo de
sustitucion nucleotidica basado en el Numero de Diferencias. Se indican sobre los
nodos los valores de sustento de las ramas después de 5000 remuestreos por
bootstrap. NOTA: En esta figura se muestran solo algunos ejemplares de cada grupo
encontrado, también se incluyé como grupo externo una muestra de Totoaba
macdonaldi analizada en el 2007 (G05) y otras secuencias del Genebank.
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7.1.2. Anélisis preliminares ADNn

Las pruebas preliminares del ADNn corroboraron lo encontrado por el
marcador de ADNmt, es decir, la presencia 4 especies. En la figura 4 se
muestra la grafica de asignacién de poblaciones segun el genotipo multilocus
de las muestras corvina, en la que se obtuvo una asignacion correcta del 100%

de los casos para las muestras de cada grupo (Figura 4).

Asignacion de poblaciones

-15.000 -10.000 -5.000
-5.000
[ |
- * GD1
-10.000 -
W GO2
mn
G03
+ . Wi -15.000
. f“’#ﬁ & OG04
* -20.000 -

Figura 4. Asignacién de poblaciones segun el genotipo multilocus de las muestras corvina de
las costas del AGC, Baja California, México. NOTA: En esta figura se muestran los
puntos resultantes de valores de asignacion (x,y) arrojados por el GenAlex (v6.3)
para cada ejemplar. Los subgrupos fueron nombrados nuevamente G01, G02, G03 y
GO04 ya que coinciden con el agrupamiento del arbol filogenético preliminar de las
muestras de RC.

A pesar de que los seis microsatélites juntos muestran un 100% de
asignacion correcta de poblaciones segun el genotipo multilocus de las
muestras corvina, si se analizan los microsatélites por separado, vemos que
cada uno tiene diferente potencial de asignacion (Tabla IV). De estos resultados
podriamos concluir que el microsatélite Tma06 es el de mejor potencial de
asignacion con un 93% de casos bien clasificados.



Tabla IV. Resumen de la asignacion de poblaciones por microsatélite.
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Tmalb Cac03 Cac13 Cac14 Cac18 ToDOS
Grupo BC Mc BC MC BC Mc BC MC BC Mc BC MC
G01 H 2 17 16 KN 2 32 1 3 2 i3 0
G02 3 1 0 4 4 0 1 3 4 4 0
G03 32 2 27 7 27 7 29 5 30 4 M 0
G04 2 0 0 2 2 0 2 0 2 2 0
Total 63 A 44 29 64 9 64 9 67 6 73 0

Porcentaje 93% 7%  60% 40% 88% 12% 688% 12% 92% 8%

100%

0%

NOTA: Tma06 Loci de microsatélites de T. macdonaldi y Cac03, Cacl13, Cacl4 y Cacl8 loci de microsatélites de C.

acoupa; BC denota el nimero de casos bien clasificados, mientras que MC denota el nimero de casos mal

clasificados.

7.2. ldentificacion

7.2.1. Identificacién taxondmica con base en la morfometria

Para lograr identificar las especies encontradas, se realizd un registro

fotografico de los especimenes muestreados y se preservd al menos un

organismo completo de aquellos especimenes con aparente disimilitud

morfolégica del muestreo del 2010, para su posterior andlisis taxonémico

(Organismos tipo, Figura 5).

Como primera aproximacion en la identificacion de los especimenes, se

encuestd a los pescadores riberefios de la comunidad de San Felipe que nos

proporcionaron los organismos del muestreo.
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Con base a esta entrevista, se distinguieron 4 grupos de especimenes en
la captura (Figura 5), los cuales fueron etiquetados e identificados de forma
preliminar segun lo que los pescadores indicaron. Asi se obtuvo, que el
organismo tipo (OT en lo sucesivo) OTO1 corresponde a una corvina plateada,

el OT02 y OT04 a corvinas golfinas y el OT03 a una corvina chano (Tabla V).

Los OT’s fueron transportados al laboratorio de Vertebrados, en donde
se realizo la identificacion taxondmica de los organismos, utilizando las guias y
claves de identificacion de la FAO (1995). Posteriormente los organismos

" 3 de la Facultad de Ciencias.

fueron depositados en la “Coleccién Ictiologica

De acuerdo con las claves de identificacion y la opinion de dos
especialistas en la identificacion de peces®, el OT01 correspondi6 a la corvina
de aleta corta (Cynoscion parvipinnis), el OT02 a corvina golfina (Cynoscion
othonopterus) y tanto el OTO3 como el OT04 a corvinas rayadas (Cynoscion
reticulatus) (Tabla V).

¥ Coleccion Ictiolégica del laboratorio de Vertebrados de la Facultad de Ciencias de la UABC,
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Figura 5. Organismos Tipo con diferencias morfolégicas aparentes, colectados durante el
muestreo del 2010, de la pesqueria de corvina golfina de las costas de la
RBAGCyDRC de Baja California, México.
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7.2.2. ldentificacion taxondmica a nivel molecular

Los analisis preliminares del ADNmt evidenciaron la presencia de cuatro
grupos de secuencias (G01, G02, G03 y G04) dentro de las muestras de San
Felipe de las temporadas de pesca del 2009 y 2010. Tentativamente se

consider6 que cada uno de estos grupos representaba una especie.

Debido a que en la identificacibn de estas especies putativas se
presentaron discrepancias entre lo reportado por los pescadores y las
identificaciones basadas en las claves taxonOmicas, se decidié hacer un
analisis genético molecular con el objeto de identificar sin ambiguedades las
especies encontradas.

Dado que dentro de las secuencias de la region control del ADNmt
disponibles en el GeneBank para diferentes scianidos, no se encuentran las de
la mayoria de las especies presentes en el AGC, no se logré obtener ninguna
aproximacion confiable en la identificacion de los organismos tipo (Figura 3).
Por esta razén, se decidi6 complementar estos analisis con el analisis de otro

gen mitocondrial: el citocromo oxidasa (COl).

Mediante el arbol filogenético reconstruido con las secuencias de COI
(Figura 6) de las muestras de corvina depositadas en el GeneBank de
diferentes estudios y las secuencias obtenidas en el presente estudio,
Unicamente se logro identificar al G022 como filogenéticamente cercana a la
corvina aleta corta (Cynoscion parvipinnis), mientras que el resto de los grupos

(G01, G03 y G04) permanecieron sin identificacion (Tabla V).
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87 Cynoscion G1

Cynoscion G3

C arenarius

90 C regalis

C nebulosus

Cynoscion G2

100 C panvipinnis
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A nobilis

C guatucupa

Figura 6. Arbol filogenético preliminar de las secuencias de COI de las muestras de corvina de
las costas de la RBAGCyDRC de Baja California, México. Reconstruccion basada en
el criterio del vecino mas cercano (Neighbor-Joining) y empleando el modelo de
sustitucion nucleotidica basado en el Numero de Diferencias. Se indican sobre los
nodos los valores de sustento de las ramas después de 5000 remuestreos por
bootstrap.

Finalmente, para la identificacion molecular de las especies encontradas
en la muestra de San Felipe, B.C., durante las temporadas de pesca del 2009 y
2010 (Tabla 1), se decidio amplificar la region del citocromo b (Cit B), ya que
recientemente Vergara-Chen y colaboradores (2009) realizaron un analisis
filogenético con este gen, en el que se incluyen un gran numero de especies del
grupo Cynoscion particularmente aquellas que se distribuyen en el Golfo de

California y el Pacifico mexicano.

La topologia del arbol filogenético reconstruido con las secuencias de Cit
B del estudio de Vergara-Chen y colaboradores (2009) y las obtenidas en el
presente estudio, permitié la asignacion de los grupos de secuencias
encontrados en el muestreo de San Felipe, B.C., a aquellas especies con las
gue gquedaron agrupadas y cuyos nodos basales presentaron valores de
bootstrap mayores a 95% (Figura 7).
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De este Ultima aproximacion resulté que la especie del grupo 1 (G01) es
corvina rayada o Cynoscion reticulatus; la especie del grupo 2 (G02) no se
logro identificar al no agruparse con ninguna especie enlistada por Vergara y
colaboradores (2009); la especie del grupo 3 (G03) es Cynoscion othonopterus
o bien corvina golfina; y finalmente, la especie del grupo 4 resultd

filogenéticamente cercana a Isopisthus remifer (Figura 7).

100 — Cynoscion G1

84 L C reticulatus

Cynoscion G3

96

100 L————— C othonopterus

C xanthulus

91

91 C panvipinnis

Cynoscion G4

L — | remifer
A nobilis

Cynoscion G2

Figura 7. Arbol filogenético preliminar de las secuencias de Cit B de las muestras de corvina de
las costas de la RBAGCyDRC de Baja California, México. Reconstruccion basada en
el criterio del vecino mas cercano (Neighbor-Joining) y empleando el modelo de
sustitucion nucleotidica basado en el Numero de Diferencias. Se indican sobre los
nodos los valores de sustento de las ramas después de 5000 remuestreos por
bootstrap.

Posteriormente se realiz6 una comparacion del arbol filogenético
obtenido del andlisis de las secuencias del citocromo B (Cit B) con aquellos
obtenidos con la region control (RC) y el citocromo oxidasa (COIl) para

corroborar la clasificacion e identificacion (Tabla V).
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De esta comparacién, observamos que las topologias de las
reconstrucciones filogeneticas de los genes mitocondriales COl y Cit B (Figuras
6 y 7 respectivamente), ademas de diferir, no concuerdan con lo descrito por

los pescadores o por las guias de identificacion de la FAO (Tabla V).

Sin embargo, los resultados encontrados con el Cit B concuerdan, al
menos para los dos grupos de secuencias con mayor representacion en la
muestra, con las identificaciones realizadas con ayuda de los especialistas
mediante las claves de identificacion de la FAO. Ademas, el haber encontrado
un mayor numero de individuos en el grupo G03 (N=92) clasificada por el Cit B
como corvina golfina (Cynoscion othonopterus) concuerda con lo esperado

tratandose de una pesqueria de corvina golfina.

Por lo anterior, a reserva de que se requieren estudios a detalle sobre la
taxonomia de los scianidos del AGC, se decidio tomar como la identificacion
mas confiable y la asignacion correcta de los grupos a cada especie, aquella

basada en las secuencias del Cit B (Tabla V).
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Tabla V. Identificacién de los diferentes especimenes muestreados en San Felipe (SF). Donde G01, G02, GO3 y G04 hacen referencia a
los grupos encontrados filogenéticamente; SF(N+) es el nimero total de especimenes recolectados de cada grupo en la localidad de
San Felipe; SC(Nt) es el nimero total de especimenes recolectados de cada grupo en la localidad de Santa Clara; OT son los
organismos completos tipo, recolectados en el muestreo formal de San Felipe durante la temporada de pesca del 2010; Especie:
Pescadores hace referencia a la identificacion de los organismos disimiles segun los pescadores; Especie: Taxonomia hace referencia a
la identificacion de los organismos disimiles segun las claves taxondémicas de la FAO; Especie: Cit B hace referencia a la identificacion
de los organismos disimiles segun las secuencias mitocondriales del Cit B obtenidas en el presente estudio y su comparacion con las
del estudio filogenético de Vergara-Chen y colaboradores (2009); Especie: COI hace referencia a la identificacién de los organismos
disimiles segun las secuencias mitocondriales del del COI obtenidas en el presente estudio y comparadas con las del GeneBank.

Grupe SF{Nm SC(N1) oOT Especie: Pescadores Especie: Taxonomia Especie: Cit B Especie: COI
G01 42 0 3y4 Corvina Chano vs Corvina Golfina Cynoscion reticulatus Cynoscion reticulatus Cynoscion ssp
G02 4 0 2 Corvina Golfina Cynoscion othonopterus Cynoscion ssp Cynoscion parvipinnis
G03 39 53 1 Corvina Plateada Cynoscion parvipinnis Cynoscion othonopterus Cynoscion ssp
G04 2 0 - - - - Cynoscion ssp

Cynoscion othonopterus Cynoscion reticulatus Cynoscion parvipinnis Isopisthus remifer

Figura 8. Imagenes de las especies identificadas, tomadas del foro internacional de pesca realizado por la FAO.
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La prueba de hipétesis jerarquica implementada en el programa
ModelTest estableci6 como mejor modelo el de sustitucion nucleotidica el de
Kimura 2-P. La figura 9 muestra el arbol filogenético intraespecifico reconstruido
con base en dicho modelo y bajo el criterio de optimizacidbn por minima

evolucion.

=03 Csp0155F2009
03 Csp0025C2009
503 Csp0475F2010
503 Csp0455C2010
=01 Csp0015F2009

100

|\l G011 Cspl025F2009
=04 Csp0185F2009
100 Y——— G04 Csp017TSF2009

02 Csp0485F2010

Cynoscion acoupa

Cynoscion arenarius

g2L—— Cynoscion regalis

Atractoscion nobilis

Totoaba macdonaldi

¥BL—— Siaenops ocellatus

Distancia genética de Kimura-2P (Gamma = 0.25)

Figura 9. Arbol filogenético linearizado de las secuencias de RC de las muestras corvina de las
costas del AGC, Baja California, México. Reconstruccion basada en el criterio de
minima evolucién y empleando el modelo de sustitucién nucleotidica de Kimura 2P.
Se indican sobre los nodos los valores de sustento de las ramas después de 5000
remuestreos por bootstrap.
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Se unieron las secuencias de los tres genes mitocondriales (Region
control, Cit B y COI) y se construyé un arbol filogenético, para hacer una
relacion filogenética de las especies encontradas segun las diferencias entre las

secuencias (Figura 10).

100 Cynoscion G01
&g Cynoscion G03

Cynoscion G04
A nobilis

Cynoscion G02

Figura 10. Arbol filogenético de las secuencias unidas (RC, Cit B y COI) de las muestras de
corvina de las costas de la RBAGCyDRC de Baja California, México. Reconstruccién
basada en el criterio del vecino mas cercano (Neighbor-Joining) y empleando el
modelo de sustitucién nucleotidica basado en el Numero de Diferencias. Se indican
sobre los nodos los valores de sustento de las ramas después de 5000 remuestreos
por bootstrap.

Para los subsecuentes andlisis genéticos se decidio trabajar no solo con
la corvina golfina (G03), sino incluir también a la corvina rayada (G01). Esto
debido a que ambas se presentaron en nameros importantes dentro de la
captura: 65.5% (N=92) y 30.3% (N=42), respectivamente (Tabla III).
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7.3. Diversidad Genética
7.3.1. Diversidad genética del ADNmt

7.3.1.1. Corvina Golfina (G03: Cynoscion othonopterus)

Para el andlisis por separado, se logré obtener, amplificar y secuenciar la
region control del ADNmt de los 92 especimenes recolectados. Después de
editar y alinear las secuencias se pudo comparar sin ambigliedades un
fragmento homodlogo de 402 (324 UL) pares de bases correspondiente a la

region control mitocondrial (Tabla VI).

La composicion nucleotidica promedio de las secuencias de corvina GO1
resultd en una mayor proporcion pirimidica (C= 23.18%; T= 29.58%; A=
39.81%; G=7.43%).

Tabla VI. Secuencia nucleotidica de la porcién de la region control mitocondrial de la corvina
G03. La secuencia corresponde al haplotipo GO3H 01 que fue el que se presentd con mayor
frecuencia en la muestra analizada. Entre corchetes se especifica el nimero del sitio para el
ultimo nucleétido de cada linea.

CCACCACTAA
ATATCTATAT
TTTAATALAC
AARGCATTAA
AACACCACAL
TTTTAATGTA

TTCCCAMMAC
ACACCATACA
ATTTCCTGET
CTCAMAMACT
TCCATAAGTC
GTAAGAMNCCS

TAGTATTCTA
ATTATATTAA
TTACCCCATT
CCAATGTCTA
TAGATATACC
ACCA

AACTAMMCTA
CCATATCAAT
CATACATCAC
TTAAATACAN
ATGCACCCAL

CTCTTTGCAC
AGTATTCAAG
CATTTAAAGA
CTGEGCGALAC
CATCCTATTT

ACATATGCAT
TACATATATG
TAAMATACAT
TTATATACCT
TCCCTCAARL

[0&0]
[120]
[180]
[240]
[200]
[324]

En la Tabla VIl se presentan los sitios variables que definen cada

haplotipo, asi como la frecuencia relativa de los mismos.

En

los 92

especimenes analizados se observaron 25 sitios variables, 8 de ellos
filogenéticamente informativos (parsimoniosos), que permitieron distinguir 23

haplotipos mitocondriales de G03.



55

Tabla VII. Sitios variables y frecuencia relativa de los haplotipos mitocondriales de la corvina
GO03 observados para la costas del AGC de Baja California, México.

[0O0O0OO0OCOCO0OO0O 1111111112222 23333]
[ 21233224 0012346890567 9350011]

Haplotipo Frecuencia [ 08 2 3 388 797 16835965118 9367 9]

GO3HO1
GO3H02
GO3HO3
GO3H04
GO3HOS
GO3H0G6
GO3HO7
GO3H08
GO3HO09
GO3H10
GO3H11
GO03H12
GO03H13
GO03H14
GO3H15
GO3H16
GO3H17
GO3H18
GO3H19
GO3H20
GO3H21
GO03H22
GO03H23

0.549
0.011
0.044
0.077
0.011
0.011
0.011
0.011
0.077
0.011
0.033
0.022
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011
0.022
0.011
0.011
0.011
0.011
0.011

CCACACCC ATTCATAATACCATAATC

C A

NOTA: Los sitios parsimoniosamente informativos se indican con sombreado gris.
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7.3.1.2 Corvina Rayada (G01: Cynoscion reticulatus)

Para el andlisis por separado, se logré obtener, amplificar y secuenciar la
region control del ADNmt de los 42 especimenes recolectados. Después de
editar y alinear las secuencias se pudo comparar sin ambigledades un
fragmento homoélogo de 444 (365 UL) pares de bases correspondiente a la
region control mitocondrial (Tabla VIII).

La composicion nucleotidica promedio de las secuencias de corvina GO1
resultd en una mayor proporcion pirimidinica (C= 21.61%; T= 28.52%; A=
39.68%; G= 10.19%)).

Tabla VIII. Secuencia nucleotidica de la porcion de la region control mitocondrial de la corvina
GO01. La secuencia corresponde al haplotipo GO1H3 que fue junto con el GO1H12 el que se
presentd con mayor frecuencia en la muestra analizada. Entre corchetes se especifica el
numero del sitio para el dltimo nucleétido de cada linea.

CACCACTAAT
ATGTATATAC
TTATCAACAT
AAGCATATTA
ACAGTAAALAT
CTTAATGTAG
AGGGA

TCCCAAMACT
ACCATACAAT
TTCCTGGTTT
AAGAAACTCC
TCATAAGTCT
TAAGAACCGA

AGTATTCTAA
TATATTAACC
AACCCATTCA
AACAHAAACACT
AGATATACCA
CCATCAGTTG

ACTAAACTAC
ATATCAATAG
TACATCACCA
AAAACACAAC
TGCACCCAAC
ATTTCTTAAT

TCTTTGCAAC
TATTCAAGTA
TTALALAGAT
TGGCGAAACT
ATCCTATAAT
GCATTCGGTT

ATATGCATAT
CATACATGTT
GAAATACACH
TATATACCTA
COCTCAAAMAT
ATTGAAGGTG

[ &0]
[120]
[1580]
[240]
[300]
[360]
[365]

En
haplotipo,

la tabla IX se presentan los sitios variables que definen cada

asi como

la frecuencia relativa de

l[os mismos.

En

los 42

especimenes analizados se observaron 33 sitios variables, 20 de ellos
filogenéticamente informativos (parsimoniosos), que permitieron distinguir 31
haplotipos mitocondriales de GO1. Los haplotipos GO1HO03 y GO1H12 exhibieron
las mayores frecuencias relativas encontrandose en 6 de los especimenes

muestreados, 3 para cada uno.
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Tabla IX. Sitios variables y frecuencia relativa de los haplotipos mitocondriales de la corvina
GO01 observados para las costas del AGC de Baja California, México.

[oj00111111111111112222222222233333]
[45700145667777789001135577892455¢6 ]
Haplotipo Frecuencia [ 79 9158054713489 734956701164475394]

CAATCGTTAAGAAACAGACCACTTTCCTGTTTAG

GO1HOL 0.025 e e e e e e e e e e

GO1HO2 0.025 T

GO1HO3 0.075 .o

GO1HD04 0.025 e e e T

GO1HO5 0.050 L T

GO1HOGE 0.025 L C T ..
GO1HOY 0.025 B < G. N C.
GO1HO8 0.050 G. N cC.
GO1HO3 0.025 G. P T

GO1H10 0.025 e < TT. T

GO1H11 0.025 e e N T

GO1H12 0.075 B S G. N

GO1H13 0.025 T I S G. . T.

G01H14 0.025 P G. G. T.

GO1H1S 0.025 P G. G. T

GO1H16 0.025 G. .. G. . CT.

GO1H17 0.050 G . G . G . LT

GO1H18 0.025 G. G. G. L T . CT.

GO1H1S 0.025 G. G. T. . CT.

G01H20 0.025 B e S I

GO1H21 0.025 e T T e S T. .
GO1H22 0.025 e e e e e e e e e e e e e e e e e TT.
GO1H23 0.025 T e

GO1H24 0.025 T e < T e .

GO1H25 0.025 T. .. Lo G0 T e e C
GO1H26 0.050 cC. A . AGGG. ..o CL T

GO1H27 0.025 c. A . AGGG. G. . C. T.

GO1H28 0.025 c. A AGGG. T. CCT.

GO1H29 0.050 c. AGGG. .. CT. C
GO1H30 0.025 .. 00 AL L. AGGG. G. .. CT.
GO1H31 0.025 P L G G. . T T. GGA

NOTA: Los sitios parsimoniosamente informativos se indican con sombreado gris.



58

En particular, tanto el nidmero de haplotipos relativo al nimero de
individuos analizados, la diversidad haplotipica y la diversidad nucleotidica

fueron mayores para GO1 que para GO3 (Tabla X).

El polimorfismo en la region control mitocondrial de la corvina (G01) se
caracteriz0 por una alta proporcion de transiciones 5:1, mientras que para la
corvina ssp (G03) hubo un equilibrio casi 1:1 de transicion/transversion (Tabla
X).

Los valores de diversidad genética molecular del ADNmt (H y 7M)
muestran que la especie con menor diversidad es la corvina golfina (GO3:

Cynoscion othonopterus).

Tabla X. Polimorfismo de la region control mitocondrial y diversidad genética de la corvina de la
RBAGCyDRC.

Especie n nHd V 5§ Ts5 Tv InDels Razon H ITn

nHfn (s.d) (s.d)
G03: Corvinagolfina 92 23 25 25 14 11 3 0.250 0.688 (0.054) 0.004 (0.003)
G01: Corvinarayada 42 31 33 33 28 5 2 0.738 0.986 (0.009) 0.016 (0.009)

NOTA: n representa el nimero de individuos analizados, ny el nimero de haplotipos, V el nimero de sitios variables en
la secuencia, S el nimero de sustituciones nucleotidcas, Ts el nimero de transiciones, Tv el nimero de
transversiones, InDels el nimero de inserciones/deleciones, A la diversidad haplotipica, s.d. la desviacion
estandar y 7, la diversidad nucleotidica.
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7.3.2. Diversidad Genética del ADNn

Mediante el andlisis de cinco loci de microsatélites, se detectaron un total
de 11 alelos en los 35 individuos de la corvina rayada (Cynoscion reticulatus) de
las costas del AGC, Baja California, México (Tabla Xl).

En el caso de la corvina golfina (Cynoscion othonopterus) de las costas
del AGC, Baja California, México., el andlisis de seis loci de microsatélites
mostré la presencia de 14 alelos diferentes en los 35 individuos analizados
(Tabla XI).

Tabla XI. Polimorfismo del genotipo multilocus del ADNn y diversidad genética de la corvina de
la RBAGCyDRC.

Especie N Na Ho HE
G03: Corvina golfina 35 13.8 0.7371 0.7831
G01: Corvina rayada 35 11.4 0.7657 0.7640

NOTA: N representa el nimero de individuos analizados, N, el nimero de alelos, Ho la heterocigosis
observada y He la Heterocigosis esperada.

Los valores de diversidad genética molecular del ADNn (numero de
alelos e individuos heterocigéticos) muestran que la especie con menor

diversidad es la corvina golfina (G03: Cynoscion othonopterus) (Tabla Xl).

En términos generales los valores de diversidad genética molecular tanto
del ADNmt como del ADNn nos dicen que la especie con menor diversidad es la

corvina golfina (G03: Cynoscion othonopterus) (Tabla X'y XI).
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7.4. Estructura Genética

7.4.1. Estructura genética de la corvina golfina (G03: Cynoscion

othonopterus): ADNmt

Los analisis de estructura poblacional entre las corvinas de San Felipe
(SF) y Santa Clara (SC) se realizaron mediante un analisis de varianza
molecular (AMOVA). Para este andlisis se calculd el estadistico F de Wright
(Fst) Y su analogo @sr. La significancia estadistica del AMOVA se estimo6 con

base en 10,000 permutaciones.

La estimacién de diferenciacion genética obtenida resulté de Fst= -
0.005 (p = 0.5532 "~ 0.1799). En cuanto a la particién de la varianza, se observé
gue cerca del 100.49% de ella fue explicada por las diferencias dentro de las

localidades y -0.49% estuvo asociada con las diferencias entre localidades.

Dado que el método de distancia Kimura-2P es el que mejor se ajusta a
los datos del presente estudio, se dard prioridad a los resultados obtenidos
mediante esta aproximacion. La estimacién de diferenciacion genética obtenida
por este método resultd de @st = 0.0084 (p = 0.14663 ™~ 0.01160). En cuanto a
la particion de la varianza, se observé que cerca del 99.16% de ella fue
explicada por las diferencias dentro de las localidades y el 0.84% estuvo

asociada con las diferencias entre localidades.

Los indices empleados Fst y @st del AMOVA resultaron en valores muy
bajos y no significativos de diferenciacién genética. En resumen, el analisis de
estructura sugiere la existencia de una poblacion continua y homogéneamente
distribuida por un flujo genético intenso entre las localidades que limita el

establecimiento de estructura genética entre SFy SC.
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Este resultado es congruente con lo sugerido por el arbol filogenético y la
red de la minima dispersién (Figura 9 y 12 respectivamente), que corroboran
la ausencia de estructura poblacional. No obstante, se hace notoria la presencia

de haplotipos exclusivos a cada localidad.

7.4.2. Estructura genética de la corvina golfina (G03:Cynoscion

othonopterus): ADNn

Las corvinas de localidad de San felipe BC., presentan valores de
heterocigosis similares a los que presentan las de la localidad de Santa Clara
Son (Tabla XlI).

Tabla XIl. Estadisticos descriptivos para cada una de las dos localidades analizadas para
determinar la diversidad genética de corvina golfina (G03: Cynoscion othonopterus) de las
muestras de la RBAGCyDR de Baja California, México.

Poblacion N Na Ho (5.D) HE (5.D)
Santa Clara 17 1060 0.7176 (0.0488) 0.7975 (0.0892)
San Felipe 17 940 0.7416 (0.0475) 0.7622 (0.0969)
Global 34 1320 0.7294 (0.0341) 0.7795 (0.0940)

NOTA: N ndmero de individuos analizados, Na nimero de alelos, Ho proporciéon observada de
heterocigotos y He proporcién esperada de heterocigotos y s.d. la desviacion estandar.

La estimacién de diferenciacién genética obtenida resulté de Fst= -
0.00164 (p = 0.61832 *" 0.00553). En cuanto a la particién de la varianza, se
observé que cerca del 100.16% de ella fue explicada por las diferencias dentro
de las localidades y menos del -0.16% estuvo asociada con las diferencias

entre localidades.
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La estimacion de diferenciacion genética obtenida para el Rst = -0.013
(p = 0.79218 *0.00390). En cuanto a la particién de la varianza, se observo
que mas del 100% de ella fue explicada por las diferencias dentro de las
localidades y menos del 0% estuvo asociada con las diferencias entre

localidades.

Independientemente del indice empleado del AMOVA, lo valores
resultaron muy bajos y no significativos de diferenciacion genética. Por lo tanto,
el anadlisis de estructura del ADNn, también sugiere la existencia de una
poblacién continua y homogéneamente distribuida.

Los resultados de los indices de diferenciacion genética del ADNmt y
ADNN resultado son congruentes y pueden explicarse por el hecho de que a
pesar de la presencia de haplotipos y/o genotipos exclusivos a cada localidad,
los haplotipos/genotipos mayormente representados se encuentran

homogéneamente distribuidos a lo largo del area de estudio.

7.5. Demografia Historica

7.5.1. Demografia Historica ADNmt
7.5.1.1. Corvina Golfina (G03: Cynoscion othonopterus)

Dado que no se encontraron diferencias significativas entre localidades
segun el examen de estructura genética, se procedié a realizar el analisis de la
historia demografica con base en la distribucion de frecuencias del niumero de
diferencias nucleotidicas pareadas y la prueba de neutralidad de Tajima
considerando que todos los individuos muestreados forman parte de una sola

poblacion.



63

Se encontr6 una distribucion de las frecuencias del nimero de

diferencias pareadas observadas sesgada al eje de las ordenadas (Figura 11).

Los resultados de las pruebas de expansion demografica a través de la
sumatoria de las diferencias cuadradas (Sumatory of square diferences SSD),
entre la distribucion de frecuencias observada y la esperada bajo la hipotesis de
expansion, sugieren que la poblacion no presenta huellas demograficas de
expansion al no detectarse diferencias significativas entre ellas. Por su parte, el
indice de neutralidad de Tajima fue negativo y significativo (Tabla XllIl), por lo
que puede inferirse una expansioén demogréfica (Schmidt y Pool, 2002).

La gréafica de la red de la minima dispersion para la corvina golfina, no
mostrd polarizacion de los linajes de SF y SC. Por otra parte, mostro la
ocurrencia de un solo haplotipo central del que deriva el resto y de abundancias

disimiles (Figura 12).

El comportamiento de la curva DFP (Figura 11) y la gréafica del MSN
(Figura 12), como lo encontrado por el encontrado por el indice de neutralidad
de Tajima (Tabla XlIl) denotan una poblacion con huellas de expansion en
algdn momento de su historia evolutiva. Es importante mencionar que al
efectuar el andlisis para cada localidad, el valor de SSD obtenido para SC fue

estadisticamente significativo y mucho més alto que en SF (Tabla XIllI).

Tabla XIIl. Valores de SSD y del indice D de Tajima, con sus correspondientes valores de
significancia, para las muestras de corvina golfina de las costas del AGC, México.

D p (D sim < D obs) SSD  p (Sim S5D >= Obs SSD)

G03: Comnvina Gaolfina -2.360 0.001 0.001 0.640
G01: Convina Rayada -0.946 0.174 0.003 0.420
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7.5.1.2. Corvina Rayada (GO1: Cynoscion reticulatus)

Se realiz6 el analisis de la historia demografica con base en la
distribucion de frecuencias del numero de diferencias nucleotidicas pareadas

(DFP) y la prueba de neutralidad de Tajima (D).

Se encontré una distribucion central de las frecuencias del numero de
diferencias pareadas observadas (Figura 11). Los resultados de las pruebas de
expansion demografica a través de la sumatoria de las diferencias cuadradas
(SSD), entre la distribucién de frecuencias observada y la esperada bajo la
hipotesis de expansidon, sugieren que la poblacion no presenta huellas
demograficas de expansion al no detectarse diferencias significativas entre ellas
(Tabla XIII).

Por su parte, el indice de neutralidad de Tajima fue negativo y no
significativo (Tabla XllIl), por lo que puede inferirse un equilibrio demografico
(Schmidt y Pool, 2002).

Se decidid6 complementar estas pruebas con la grafica de la red de la
minima dispersion, pues si bien esta figura no tiene solidez estadistica, muestra
visualmente la dispersion de los haplotipos y segun la configuracion que estos
tomen se evidencia la historia evolutiva de la poblacién. La red no mostro la
ocurrencia de un solo haplotipo central del que deriven el resto. Ademas,
muestra la presencia de muchos haplotipos de abundancias similares (Figura
12).

Tanto el comportamiento de la curva DFP (Figura 11) y la grafica del
MSN (Figura 12), como lo encontrado por el encontrado por el indice de
neutralidad de Tajima (Tabla Xlll) denotan una poblacion grande y estable con

equilibrio demogréfico a lo largo de la historia evolutiva de la poblacion.
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Figura 11

. Distribucion de diferencias pareadas observadas con las esperadas, bajo un

escenario de expansion demografica para A: Corvina golfina (G03: Cynoscion
othonopterus) y B: Corvina rayada (GO1: Cynoscion reticulatus).
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@)

QO Santa Clara
Q@ san Felipe

Figura 12. Red de la minima dispersién (MSN) para los linajes mitocondriales de corvina golfina (A) y rayada (B) de las costas del AGC
(B.C.,México). Los circulos denotan los haplotipos y su tamafio es proporcional al nimero de individuos que presentan cada
linaje. Las lineas interconectan los linajes representando las relaciones filogenéticos y las lineas perpendiculares
corresponden al nimero de sustituciones nucleotidicas. Los nimeros designan a los linajes (p.e. 1 = GO1H01, 2 = GO1H02; 1
= GO3HO01, 2 = GO3HO02, etc.).
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Con el objeto de esclarecer el escenario demografico mas plausible para
la corvina golfina, se consideraron las categorias propuestas por Grant y Bowen
(1998). Estos autores plantean distintos escenarios demograficos que podrian
explicar los niveles de diversidad genética poblacional reportados en la

literatura para diversas especies de peces marinos (Tabla XIV).

Tabla XIV. Historias demograficas inferidas a partir de los valores de diversidad genética en
poblaciones de peces. Tomado de Grant y Bowen (1998).

Categoria H T, Escenario demografico Ejemplo
1 Baja Baja  Cuello de botella reciente Cynoscion regalis *
Efecto fundador Micropogonias undulatus ®
2 Alta Baja Cuello de botella seguido por crecimiento poblacional rapido Cynoscion acoupa ©
3 Baja Alta Divergencia entre poblaciones geograficamente subdivididas Especies continentales
4 Alta Alta Pablacién grande y estable con una larga historia evolutiva Sciaenops ocellatus °
Contacto secundario entre linajes diferenciados Macrodon ancylodon

NOTA: Se citan, a manera de ejemplos y con fines comparativos, algunas especies de scianidos, familia a la que
pertenece la corvina golfina: * Graves et al. (1992), ® Lankford et al. (1999), ¢ Rodrigues et al. (2008), ¢ Seyoum et
al. (2000), Santos et al. (2006)

Segun los valores encontrados de diversidad haplotipica (H) y
nucleotidica (#,), la corvina golfina cae dentro de la segunda categoria,
mientras que la corvina rayada cae dentro de la cuarta categoria. Debido a que
en su analisis, Grant y Bowen no especifican intervalos de confianza para cada
categoria, se realiz6 un analisis discriminante con los valores de diversidad
haplotipica (A) y nucleotidica () reportados por estos y otros autores (Tabla
XIV, Figura 13).
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Tabla XV. Matriz de clasificacion del analisis discriminante para valores de diversidad genética
en diversas especies de peces marinos.

Categoria1 Categoria2 Categoria 4

% CBC 15% 50% 35%
Categoria 1 100% 7 0 0
Categoria 2 100% 0 24 0
Categoria 4 7% 0 4 13
TOTAL 92% 7 28 13

NOTA: La categoria 3 se excluy6 por ser tipicamente de especies de aguas continentales. Donde
%CBC es el porcentaje de casos bien clasificados dentro de la categoria pre asignada.

&« Categonad
1 Categoria 2| |
Categora 4

TOT
ol & Guﬁ o
G01A

Raiz Cananica 2

i -4 -2 ] 2 4 ] g

Raiz Candnica 1
Figura 13. Dispersion bidimensional de acuerdo a los valores canonicos generados en el
andlisis discriminante. Las categorias a las que se hace referencia se basan en los
criterios planteados por Grant y Bowen (1998). Donde GO03: Corvina golfina
(Cynoscion othonopterus), GO01: Corvina rayada (GO01: Cynoscion reticulatus) y

TOT: Totoaba macdonaldi. El resto de los puntos pertenecen a las raices canénicas
de otras especies (Anexo V).
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A pesar de que el analisis discriminante muestra un 14% de casos mal
clasificados para la segunda categoria, ninguno de dichos casos corresponde a
alguna de las especies identificadas en la pesqueria de corvina en el presente
estudio (Tabla XV).

7.5.2. Demografia Historica ADNn

Los resultados de las pruebas estadisticas arrojados por el programa
Bottleneck para las modelaciones de demografia historica de la corvina golfina
(Cynoscion othonopterus), no muestran una diferencia significativa entre la
heterocigosidad esperada y la observada bajo el modelo de mutacién de alelos
infinitos (IAM). No obstante, las modelaciones realizadas bajo el modelo de
mutacion por pasos (SMM), marcan una diferencia significativa entre la

heterocigosidad esperada y la observada.

Por su parte, en la corvina rayada (Cynoscion reticulatus), los resultados
de ambas pruebas estadisticas (Sign test y Wilcoxon test) no evidenciaron
diferencias significativas entre la heterocigosidad esperada y la observada bajo
ninguno de los dos modelos de mutacion considerados (IAM o SMM; Tabla
XVI).

Tabla XVI. Pruebas Estadisticas para las modelaciones de demografia historica en el supuesto
de equilibrio mutacién-deriva, de las poblaciones de scianidos del AGC, B.C, México. Segun los
modelos de Mutacidn de Alelos Infinitos (IAM) y Mutacion por Pasos (SMM).

SIGN TEST WILCOXON TEST
IAM SMM IAM SMM
=03: Convina golfina 0.333 0.011 0.063 0.031

G01: Corvina rayada 0.663 0.325 0.813 0.156
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8. DISCUSION

8.1. Identificacion del recurso (Caracterizacion Molecular)

Aunque la corvina golfina (Cynoscion othonopterus) representa un
importante recurso econémico, se ha reportado que dentro de esta pesqueria
existen otros organismos con poco valor comercial que son capturados
incidentalmente. Gran parte de la captura incidental esta representada por otras
especies de corvinas con caracteristicas morfométricas y meristicas muy

similares.

El éxito de cualquier programa de conservacion o la creacion de politicas
de manejo efectivas, dependen en gran medida de la informacién biolégica y de

las estadisticas de captura de la o las especies en cuestion (Roman, 2000).

Desafortunadamente, la notable similitud en la morfologia entre las
especies de corvinas (desde los patrones de coloracion hasta caracteres
métricos en los que se basan las guias de identificacién), representa un

problema puesto que las relaciones intergenéricas del grupo son poco claras.

Por lo anterior, cualquier estrategia de uso o conservacion de la corvina
golfina que no tome en cuenta estos aspectos, podria no tener buenos
resultados al estar basando las decisiones en informacion que no corresponde
exclusivamente a la especie en cuestion, sino a varias especies; es decir,
considerando una sola poblacion cuando en realidad la pesqueria se realiza
sobre varias poblaciones y especies.
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La filogenia del género Cynoscion no ha sido suficientemente estudiada,
por lo que la diferenciacién y la especiacion esta escasamente documentada
(Santos et al., 2006).

En particular, la variabilidad genética de la corvina golfina es
desconocida o existe poca informacion y ademas, hasta el momento no se
habia estudiado con detalle a las diferentes especies que caen dentro de la

captura de su pesqueria.

Por lo mismo, el presente andlisis de la variabilidad genética de la
poblacion de la corvina golfina representa una primera aproximacion en la
evaluacion genética de este recurso pesquero. Gracias al estudio de las
muestras provenientes de la captura de esta especie con métodos genético-
moleculares (Haplotipos del ADNmt y genotipos multilocus del ADNn) y con el
apoyo de los criterios taxondmicos clasicos, se logré identificar que al menos
otra especie representa un importante porcentaje de la captura en esta
pesqueria y realizar una evaluacién del porcentaje de captura de otras corvinas

en la pesqueria de corvina golfina.

Asi, en el presente estudio se muestra, que al menos en San Felipe, la
proporcion de peces que no pertenece a corvina golfina pero que son
morfolégicamente similares, es muy alta (34.5%) y el que el 30.3% del
porcentaje total de organismos capturados pertenezca a una sola especie (GO1:
Cynoscion reticulatus o Corvina rayada), es un llamado de atencion que debe

tomarse en cuenta para el manejo de la pesqueria de San Felipe (Tabla Ill).

Una posible razén por la que no se tome especial precaucién en la
separacion de la captura en San Felipe, es que la pesqueria se realiza
mayormente sobre las agregaciones reproductivas, con lo cual es considerada

como pesca monoespecifica.
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Confirmar que en la pesqueria de corvina golfina de San Felipe se realiza
no sobre una, sino sobre varias especies y el haber podido estimar la
proporcidn en que se encuentran ambas en la captura, es una importante
contribucion que marca que las cuestiones relacionadas con la gestion de la
pesqueria de estos scianidos deben ser reconsideradas, al mismo tiempo que,
abre un importante debate sobre la legislacién que actualmente se ejerce para

la captura de estos recursos.

Asi, estos resultados requieren la urgente atencion de los responsables
de las politicas de conservacion y gestion de la pesqueria, ya que para la
implementacion exitosa de programas de manejo, es fundamental la correcta

identificacion de las especies capturadas.

El hecho de que en Santa Clara no se hayan encontrado otras especies
de corvinas en el producto que se prepara para comercializarse, podria ser
indicio de que a diferencia de las Asociaciones pesqueras de San Felipe, en
Santa Clara existe una buena separacion de la captura objetivo y la incidental,
dentro de la pesqueria de corvina golfina. Otra alternativa, es que la corvina
rayada presente patrones de migracion o ciclos biolégicos diferenciales a la

corvina golfina, en los que su estancia en Santa clara sea baja o nula.

En base a esto Ultimo, es necesario mencionar que la distribucion
geografica es una caracteristicas ecolégica fundamental en la diferenciacién las
especies, sin embargo, como se muestra en los resultados, la de identificacion
y clasificacion de corvinas no es una tarea sencilla y ni las caracteristicas
ecolégicas, ni las morfologicas permitieron distinguir el nivel taxondémico de
cada una, ya que existe una fuerte discrepancia entre la clasificacion arrojada
por lo descrito por los pescadores, lo encontrado mediante las claves

taxonomicas y lo encontrado por distintos marcadores moleculares.
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A diferencia de la taxonomia tradicional y las identificaciones de los
pescadores, las cuales no permitieron identificar sin ambigiedad a estas
especies, los marcadores moleculares mostraron claramente la presencia de
otras 3 especies, con una clara divergencia genética, lo que confirma la
presencia de al menos cuatro especies dentro de la pesqueria de corvina
golfina en San Felipe, B.C (Figuras 6, 7, 9y 10; Tabla V).

Debido a que el trabajo de Vergara-Chen y colaboradores (2009) es un
estudio exclusivamente filogenético, en el que se incluye un gran niamero de
especies del grupo Cynoscion (19 de las 24 especies), con el objetivo principal
de proporcionar una base molecular para futuros estudios comparativos de este
grupo, se consideré que la identificacion/asignacion mas confiable de las
muestras aqui analizadas seria la aportada por el analisis de las secuencias del
Cit B (Tabla V).

Por otra lado, al evaluar las relaciones filogenéticas con los diferentes
genes que se analizaron en el presente estudio, se observaron discrepancias
en la topologia de los arboles (Figuras 6, 7 y 9). Sin embargo, el andlisis
conjunto de la secuencia compuesta de los tres genes (Figura 10), resulté muy
similar a la encontrada por usando exclusivamente el Cit B, en congruencia con
otros estudios que sugieren que el Cit B es particularmente atil para analisis de
la relacidn entre los taxones que recientemente divergieron en poblaciones o en
especies, ademas de ser uno de los genes mas estudiados en estudios de
sistematica, filogeografia, comparaciones intergenéricas o interespecificas y de

diferenciacion de especies (Santos et al., 2003).
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Las ambigledades resultantes entre la identificacion realizada por los
pescadores y la identificacidbn taxonOmica a través de las guias disponibles
actualmente, ponen en evidencia que los marcadores moleculares son mas
adecuados en la separacion e identificacion de las especies de corvinas, asi
como la necesidad de estudios méas detallados sobre la taxonomia y filogenia
de los scianidos del AGC (Tabla V).

Dicha necesidad, podria satisfacerse a través de una evaluacion mas
rigurosa con marcadores genéticos, logrando aportar informacion fundamental
para conocer la diversidad y el estado actual de las poblaciones silvestres que

estan siendo explotadas por esta pesqueria.

8.2. Diversidad Genética como herramienta para explorar la historia

demografica.

El que los valores de diversidad genética molecular tanto del ADNmt (H y
II) como del ADNn (Na e individuos heterocigoticos) fueran menores para
corvina golfina (G03: Cynoscion othonopterus) que para corvina rayada (GO1:
Cynoscion reticulatus), refleja de manera indirecta una menor salud genética en
la poblacion de corvina golfina, por lo que requiere mayor atencion en la

elaboracion de las estrategias de uso y conservacion (Tabla X y XI).

La variabilidad genética mitocondrial encontrada para corvina golfina y
corvina rayada de las costas del AGC puede compararse con valores de
diversidad de especies filogenéticamente cercanas para obtener una
aproximacion general del estado poblacional de la especie y de su demografia.
Esto pues, existen similitudes asociadas con la historia de vida de cada especie
que influyen en la tasa de acumulacion de sustituciones nucleotidica (Martin y
Palumbi, 1993).



75

Entonces, si hacemos una analogia de los valores de variabilidad
genética de las especies encontradas en el presente estudio, con los de otras
especies filogenéticamente cercanas anteriormente estudiadas, vemos que los
valores de diversidad de corvina golfina (Cynoscion othonopterus #=0.688, z,=
0.004) son similares a los valores de la corvina amarilla (Cynoscion acoupa
H=0.892, m= 0.003; Rodrigues et al, 1992), scianido explotado
comercialmente cuya poblacién es continua, genéticamente homogénea y de

tamafo pequefio (Ver Anexo lll; Grant y Bowen, 1998).

Comparando el escenario propuesto para corvina amarilla, primeramente
vemos que a pesar de que existe presencia de haplotipos/genotipos de corvina
golfina exclusivos en cada localidad, el hecho de que los haplotipos/genotipos
mayormente representados se encuentren homogéneamente distribuidos, hace
que los indices de diferenciacion genética tanto del ADNmt como del ADNN,
tomen valores bajos y no significativos que sugieren un flujo intenso de la
especie entre San Felipe y Santa Clara que no permiten la formacién de
estructura genética. Ademas, el arbol filogenético y el MSN (Figura 9 y 12),
coinciden con estos indices, sugiriendo que la poblacién de corvina golfina es

continua y esta homogéneamente distribuida, al igual que la corvina amarilla.

Es importante identificar si la pesqueria se lleva a cabo en uno varios
stocks para la gestion sostenible; el hecho de que sea una sola poblacion
genéticamente homogénea, facilita las convenciones politicas o administrativas
(Pereira, 2009).

Las estimaciones del tamafio efectivo basadas en el ADNmt reflejan la
demografia historica, en lugar de tamafos contemporaneos. En cualquier caso,
si aparecen tamafos pequefios de la poblacion establecido por niveles bajos de
la variabilidad genética, la poblacion esta vulnerable a la sobreexplotacion
(Pereira, 2009).
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Asi, para conocer si la poblacién de corvina golfina pudiera ser pequefia,
podemos analizar los valores de diversidad genética mitocondrial obtenidos en
este estudio, sabiendo que la disminucién de la densidad poblacional puede
ser causada por la pérdida de linajes maternos y generar una reduccion en la

variabilidad genética.

No obstante, también hay que tener en cuenta que una amplia varianza
en el éxito reproductivo puede reducir el tamafio genético efectivo de la
poblacién sin realmente reducir su abundancia. Es decir, cuando crias de las
especies de grandes agregaciones de desove presentan una tasa de éxito de
supervivencia diferencial (hipotesis de concurso-posibilidad de adaptacion) y
por lo tanto, para un afio determinado, la mayoria de los jovenes reclutados se
genera a partir de un numero reducido de adultos. Sin embargo, estas
fluctuaciones se traducen en bajos niveles de diversidad genética mitocondrial
tanto de H como de 7z, (Categoria 1; Grant y Bowen, 1998), que no es el caso

para los valores encontrados en corvina golfina.

Asi, una de las maneras en que podriamos ver una disminucion en los
niveles de abundancia de la poblacién traducido en bajos valores de diversidad,
seria en eventos de un cuello de botella reciente (Baker y Clapham, 2004). Por

ello, se decidid hacer varios analisis demograficos.

Si analizamos los resultados de corvina golfina en las pruebas de
expansion demografica (SSD) (Tabla XIlIl), sugieren que la poblacion no
presenta huellas demograficas de expansion, lo cual no coincide con el indice
de neutralidad de Tajima, la curva DFP y la grafica del MSN que denotan una
posible expansion demografica en la poblacion en algun momento de su historia

evolutiva.
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Para esclarecer el escenario demogréafico del ADNmt mas plausible para
la corvina golfina, se consideraron las categorias propuestas por Grant y Bowen
(1998). Los bajos valores de diversidad encontrados en corvina golfina (Tabla

IV), caen dentro de la categoria de clasificacion 2 de Grant y Bowen (1998).

Esto implica un evento de cuello de botella seguido de un rapido
crecimiento poblacional en algin momento de su historia evolutiva, que haya
permitido cierta acumulacién de sustituciones nucleotidicas y coincide con lo
encontrado por el indice de neutralidad de Tajima, la curva DFP y la grafica del
MSN (Tabla XIll, Figura 11y 12 respectivamente).

Por su parte, los patrones de demografia histérica basados en la
distribucion de frecuencias de alelos del ADNn de la corvina golfina (Cynoscion
othonopterus) apoyan que la poblacion ha experimentado una reciente
reduccion de su tamafio efectivo poblacional, pues muestra una reduccién
relativa de los numeros de los alelos y heterocigosis en los loci polimérficos
(Figura 14). Este escenario esta estadisticamente sustentado, por las pruebas
Sign y Wilcoxon utilizando el modelo de Mutacion por Pasos (SMM).

Es necesario mencionar que bajo el modelo de Mutacion de Alelos
Infinitos (IAM) no existe una diferencia significativa entre la heterocigosidad
esperada y la observada segun las pruebas estadisticas empleadas, con lo cual
la reduccién del tamafio efectivo poblacional no estaria sustentada. No
obstante, los microsatélites tienen mas probabilidades de evolucionar a través
de la SMM (Slatkin; Goldstein et al., 1999) que bajo un escenario de alelos
infinitos (IAM).
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Figura 14. Distribucién de frecuencias de alelos del ADNn de la corvina golfina (Cynoscion
othonopterus), corvina rayada (Cynoscion reticulatus) y totoaba (Totoaba
macdonaldi) de las costas del AGC de Baja California (México). Donde el eje X

muestra el nidmero de alelos y el eje Y muestra los valores de exceso de
heterocigosis segun la distribuciéon normal en forma de L.
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El escenario planteado por ambos marcadores, también se veria
sustentado por la historia pesquera de la poblacién de corvina, en la que segun
versiones de los pescadores del Golfo de Santa Clara esta especie no se
registro por 30 - 40 afios y posteriormente resurge en la década de los 90°s
(Roman, 2000).

A pesar de que se observa un incremento en los volimenes de captura
en los dltimos afos, los resultados de CPUE del trabajo de Roman, indican que
la produccion de corvina por panga por dia aumentd, pero igualmente aumento
el numero de pangas que ingresaron a la pesqueria. Lo anterior es una
evidencia de coémo el esfuerzo pesquero incrementd y esto puede estar
ocultando la tendencia de la pesqueria a caer en una sobreexplotacion. Esto es,
aparentemente la producciéon anual de corvina ha aumentado afio con afio sin
considerar que el incremento en la flota pesquera favorecera una produccién
mas alta respecto al afio anterior hasta un cierto limite y que de continuar asi la
tendencia en el incremento de la flota pesquera puede en algunos afios
colapsarse esta pesqueria (Roman, 2008). Ademas, el incremento en las
capturas estan aln muy por debajo en comparacion con los picos maximos de

captura registrados a principios del 2000 (Figura 15).

Asi pues, si observamos el mapa de distribucién geografica (Figura 16),
los valores de los indices de diferenciacion genética, los valores de diversidad
genética el escenario demogréfico de la corvina golfina (ADNmt y ADNn) y la
historia de la pesqueria, podriamos deducir que la poblacién de esta especie
tiene el mismo escenario que el planteado por Rodrigues y colaboradores
(1992) para corvina amarilla, que hace referencia a una poblacion continua,

genéticamente homogénea y de tamafio pequefio.
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El hecho de que la poblacién acabe de sufrir una reduccion significativa
en su tamafo, es de gran importancia para la conservacion porque seria una
poblacién con mayor riesgo de extincion, pues en las especies amenazadas hay
mayor propension a aumentar las tasas de endogamia, a la pérdida de variacion
genética y a la fijacion de alelos ligeramente deletéreos y reducir asi su

potencial de adaptacion (Cornet y Liukart, 1996).

Captura de corvina golfina AGC, B.C.,México.
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Figura 15. Captura de corvina golfina de las costas del AGC de Baja California (México) a
través del tiempo. Tomado de Roman-Rodriguez (2008).
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Figura 16. Distribucion geogréfica de la corvina golfina y la corvina rayada. (A) De acuerdo con
Chao (1995) la distribucién de la corvina golfina abrca desde la Region de La Paz,
B.C.S. y el sur de Sonora, hasta el Delta del Rio Colorado. Sin embargo, de acuerdo
a los ultimos registros confirmados, aparentemente se restringe a la porcion norte del
Golfo de California, alcanzando Puerto Pefiasco, Sonora y las Islas Encantadas,
Baja California. (B) Distribucién de la corvina rayada. Mapas tomados de la lista roja
de especies amenazadas (IUCN).
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Desafortunadamente, la poca disponibilidad del recurso para ser
monitoreado ha limitado los estudios, lo cual desfavorece las gestiones para
definir una norma especifica para la especie. Dado que en el decreto y
posteriormente en el programa de manejo de la RBAGCDRC no se especifica
de manera explicita regulacién alguna para esta pesqueria dentro de la
Reserva, las autoridades competentes consideran no tener elementos

suficientes para emitir una norma exclusiva para la especie.

Por su parte, los valores de corvina rayada (Cynoscion reticulatus
H=0.986, 7,= 0.016) son similares a los valores de diversidad de corvina roja
(Sciaenops ocellatus A=0.950, == 0.025; Seyoum et al., 2000), especie
explotada comercialmente pero cuyas poblaciones presentan una marcada
estructura genética y son muy abundantes (Ver Anexo lll; Grant y Bowen,
1998). De igual forma, los valores de corvina rayada son similares a los de
totoaba (Totoaba macdonaldi /#=0.962, =,= 0.013; Enriquez et al., Datos no
publicados), también especie explotada comercialmente, pero que esta
considerada como en amenaza o en peligro de extincién por la IUCN®, CITES®
y NOM-0597 (ver Anexo Ill; Grant y Bowen, 1998).

Para saber si la poblacion de corvina rayada (Cynoscion reticulatus)
presenta un escenario similar al de la corvina roja o al de totoaba, se discutiran
poco a poco los resultados encontrados. Primeramente, no podemos saber si la
poblacién esta genéticamente estructurada, ya que necesitariamos muestrear
varias localidades que sean representativas de lo largo de su distribucion
(Figura 16).

® [UCN: The IUCN Red List of Threatened Species. Version 2011.1.

http://www.iucnredlist.org

® CITES: Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres

http://www.cites.org

" NOM: Norma Oficial Mexicana (NOM 059-SEMARNAT-2001).
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Sin embargo, podemos analizar los resultados de las pruebas de
expansion demografica del ADNmt (SSD, Tabla XIlIlI), que sugieren gque la
poblacidén no presenta huellas demograficas de expansion, lo cual coincide con
el indice de neutralidad de Tajima, la curva DFP vy la grafica del MSN (Tabla
XIlIl, Figuras 11 y 12 respectivamente), que denotan una poblacion grande y
estable con equilibrio demografico a lo largo de la historia evolutiva de la
poblacidon. Esto coincide con los altos valores de diversidad encontrados en
corvina rayada, que son mas comunes para el caso de poblaciones grandes y
estables con una larga historia evolutiva segin los escenarios propuestos por
Grant y Bowen (1998).

Por su parte, los patrones de demografia historica basados en la
distribucion de frecuencias de alelos del ADNn en forma de L evidencian un
equilibrio mutacion-deriva, descartando una reciente reduccién en su tamafo

efectivo poblacional (Figura 14).

Por ultimo, analizando la distribucién geografica de la corvina rayada
(Figura 16) y teniendo en cuenta que su explotacion pesquera es baja y se
practica solo en algunas zonas de toda su distribucion (lo que generaria un
menor impacto en la salud genética de la poblacion), podriamos deducir que el
escenario propuesto por Seyoum y colaboradores (2000) para corvina roja es el

mismo que presenta la poblacion de corvina rayada.

Por el contrario, el escenario que plantea la [IUCN para totoaba, se sale
completamente de los parametros encontrados para especies como corvina
rayada y corvina roja. No obstante, cabe mencionar que el dltimo estudio

genético molecular realizado para totoaba por Enriquez y colaboradores (2008),
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plantea para la especie un escenario en el que a diferencia de lo reportado
anteriormente, la poblacion de totoaba es grande y estable con una larga
historia evolutiva, lo cual concuerda a su vez, con el escenario propuesto por
Grant y Bowen (1998) para especies con valores similares de diversidad

genética molecular.

Resulta interesante hacer la observacion de que la totoaba (Totoaba
macdonaldi) es una especie que se encuentra actualmente protegida y de la
cual se tiene prohibida su pesca, aun presentando valores de diversidad que la
colocan en un escenario demogréfico estable segun los resultados encontrados
por Enriquez y colaboradores (2008). Dichos valores de diversidad son mucho
mas altos que los que presenta corvina golfina, cuya diversidad es tan baja que
segun Grant y Bowen (op cit.) es una poblacién que aun no llega a su equilibrio

demografico.

Para finalizar con la observacion, la corvina golfina a diferencia de
totoaba, no cuenta con un programa de manejo sustentable o proteccién
especial, pues si bien esta protegida por la NOM, no se encuentra enlistada
como criticamente amenazada o en peligro de extincién sino como una especie

vulnerable.

Comparando los resultados encontrados para ambas especies, vemos
gue la diversidad genética de la corvina golfina es baja y mucho menor a la de
corvina rayada y que su rango de distribucion es mucho mas reducido, se esto,
se puede inferir que la densidad demografica de corvina golfina es por ende
mucho menor la de corvina rayada. Una evidencia que apoya que la densidad

demografica de corvina golfina es menor la de corvina rayada, resulta de la
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comparacion de la razén del nimero de haplotipos con respecto al nUmero de
individuos muestreados de estas especies (Raz6on= 025 y 0.74
respectivamente), con respecto a la de Sciaenops ocellatus (h= 209 nH= 134
Razon= 0.64) (Seyoum et al., 2000), cuya poblacion reproductora ha sido

estimada en 14 millones de individuos aproximadamente.

Cabe mencionar, que los escenarios demograficos anteriormente
planteados son solamente un panorama de la demografia historica poblacional
de centenas a miles de afios (ADNmt) o decenas de afios (ADNn), por lo que de
ninguna forma hablan del tamafio actual de la poblacién.

8.3. Recomendaciones

¢, Qué consideraciones deberian tomarse en cuenta para la creacion de

estrategias de manejo de la pesqueria de corvina golfina?

La administracion y gestion de las especies encontradas dentro de la
pesqueria de corvina golfina, puede ser mejorada llevando a cabo estudios
basicos que contribuyan al conocimiento de su biologia, ecologia y dinamica
poblacional, para que en corto plazo estos estudios sean integrados a
propuestas que permitan normar las pesquerias y del mismo modo apoyen el
planteamiento de estrategias de uso, que aseguren un aprovechamiento

ordenado y sustentable, asi como la conservacion de las especies.

No obstante, se recomienda que se tome como prioridad realizar mas
estudios enfocados a la gestion de corvina golfina, puesto que ademas de ser
una especie endémica y de gran interés comercial, su poblacion estd mas

vulnerable a la sobreexplotacion.
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Esto pues, ambos marcadores ADNmt y ADNn, coinciden en plantear un
escenario de cuello de botella para su poblacion. Si bien, la magnitud de ese
cuello y el impacto sobre la abundancia del recurso se desconocen, estos
pueden estimarse a través de un analisis de las capturas y de tallas. No
obstante, esto llevaria bastante tiempo y se necesitaria garantizar la correcta
identificacion del recurso, es por ello que una mejor opcidn pudiera ser el uso

de modelos genéticos para estimar tamafios poblacionales.

Desafortunadamente, los modelos que permiten el uso de estos
marcadores para estimar el tamafio efectivo histérico y actual de las
poblaciones, requieren de una mayor cantidad de datos de los que se carece en

el presente estudio.

Por un lado, para usar secuencias del ADNmt como informacion base
para estos modelos, se requiere conocer principalmente el tiempo de
divergencia y tiempo generacional de la especie lo cual resulta complicado
dada la escasez de los estudios bioldgicos de la especie y la poca fiabilidad de
los mismos dada la problematica de su identificacion. Mientras que por otro
lado, para usar genotipos multilocus del ADNn como informacién base para
estos modelos, se requiere un muestreo de varias generaciones usando un
mayor numero de microsatélites, que ademas de permitir distinguir claramente
la especie, daria informacion sobre los cambios en las frecuencias alélicas y por

ende de la magnitud del tamafio efectivo de la poblacion.

Asi, la posibilidad de hacer un muestreo anual o perioddico en las mismas
localidades y durante la época de reproduccion de la especie, (que es cuando
se encuentra mas accesible para la pesca y monitoreo) permitiria realizar un
seguimiento y evaluar mas detalladamente cada una de las especies, para

analizar la genética poblacional con estos marcadores. También, se podria
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hacer una aproximacién de la abundancia historica del recurso (N basado en el
ADNmt o ADNn) y contrastarla con la abundancia actual aproximada (Ne
basado en el ADNn).

Conocer la talla efectiva de la poblacién (N¢), es una manera de obtener
informacion demografica muy relevante para que uno pueda predecir las
consecuencias evolutivas de una poblacion de determinado tamafo. Por ello,
conocer N ha resultado de gran interés en la bilogia de la conservacion pues
nos permite determinar la tasa de perdida de variabilidad genética, asi como la
tasa de incremento de endogamia en una poblacion (Hoelzel, 1992).

No obstante, con la informacion con la que se cuenta hasta el momento

se pueden hacer algunas observaciones y recomendaciones.

Aunque el volumen capturado se ha incrementado en los dltimos afios,
también asi lo ha hecho el esfuerzo pesquero (Roman, 2000), por lo que no
debe esperarse a que se alcance una caida drastica en estas producciones
para hacer las evaluaciones pertinentes y tomar las medidas de manejo y
conservacion adecuadas. Esto, es motivo suficiente para respaldar la propuesta
de emitir una norma exclusiva para la pesqueria de la especie, porque si bien,
el hecho de que una especie sea endémica no excluye que pueda ser
explotada, también obliga a la consideracién de su endemismo como un factor

de suma importancia para limitar el esfuerzo pesquero sobre sus poblaciones.

Por otro lado, dado que el analisis filogenético basado tanto secuencias
de ADNmt como de ADNN, reveld la presencia de varias especies dentro de la
comercializacion de “corvina golfina” en San Felipe, B.C, México y teniendo en
cuenta el hecho de que no existen estrategias de gestion que se hayan
implementado para cada especie presente dentro de la pesqueria de corvina

golfina, y que las especies presentes tienen escenarios de salud genética muy
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distintos, se recomienda establecer regimenes de explotacion independientes
para cada una de las especies identificadas para lograr una gestion eficaz y
preservar la integridad genética de cada una de las poblaciones.
Evidentemente, para poder lograr este objetivo, se necesitarian mas estudios
tanto de la biologia de cada especie como de su salud genética poblacional,
para poder establecer criterios de diferenciacion de las especies que caen

dentro de las capturas.

Las recomendaciones de este estudio se basan en los resultados
encontrados por dos tipos de marcadores. Hasta la fecha, tanto las secuencias
del ADNmt como del ADNn, han sido utilizadas exitosamente para proporcionar
datos criticos necesarios para el manejo de pesquerias. Asi, estas
observaciones estan potencialmente reforzadas, no obstante, es recomendable
hacer estudios posteriores en los que se aumente el numero de localidades
muestreadas y se haga un seguimiento temporal de las capturas a través de
marcadores moleculares, ya que, tal vez sea la Unica forma de conocer la

composicion real de las capturas.

Finalmente, se recomienda un mayor esfuerzo, de autoridades y grupos
organizados, para encontrar soluciones al manejo de la Reserva, para generar
un programa que permita la recuperacion de las especies y que eleve la calidad
de vida de los pescadores. Para que con ello, se garantice un equilibrio entre la
pesca y la calidad de vida de los pescadores, logrando una gestion sustentable

en las pesquerias del Alto Golfo de California.
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9. CONCLUSIONES

e Las claves taxonomicas resultan insuficientes para la identificacion de las
diferentes corvinas del AGC, dado que, los caracteres diagnosticos en los
que se basan las guias de identificacibn de estas especies, son
completamente idénticos o0 se superponen, generando identificaciones
ambiguas. Por el contrario, todos los marcadores moleculares empleados
sirvieron para diferenciar las especies, no obstante, solo el Cit B fue de
utilidad para la identificacion.

e El andlisis filogenético basado tanto secuencias de ADNmt como de ADNN,
revel6 la presencia de varias especies dentro del producto de
comercializacidon de “corvina golfina” en San Felipe, B.C, México, a diferencia
de Santa Clara, B.C, México, donde el producto de comercializacién contenia

una sola especie.

e Los analisis genético moleculares del ADNmt y del ADNn, evidencian que la
poblacidn de corvina golfina (G0O3: Cynoscion othonopterus) es una poblacién
continua y homogéneamente distribuida, con baja diversidad molecular.
Ademas de ser una poblacion que sufrio un evento de cuello de botella en
algin momento de su historia evolutiva y mas recientemente experimento
una reduccién en su tamafio efectivo. Por el contrario, la poblacion de
corvina rayada (GO1: Cynoscion reticulatus) es grande y estable, con altos
valores de diversidad molecular. Ademas, de ser una poblacion con un

equilibrio demogréfico a lo largo de su historia evolutiva.
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e Los marcadores moleculares utilizados, proporcionan una base en el estudio
de la diversidad genética en poblaciones de corvinas, que tendra
aplicaciones para la evaluacion del impacto de las pesquerias sobre la
diversidad genética silvestre de estos scianidos que sirva para la gestion de

la pesca.
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Anexo |. Extraccion y purificaciéon de ADN

Buffer U Wasko et al., 2003 (50ml)

- 0.5 ml de Tris-HCI (10 mM pH 8)
- 0.365 gr de NaCl (125 mM)

- 1mlEDTA (10 mM pH 8)

- 1.25ml SDS 0.5%

- 12 gr Urea (4M)

- H,Ogqqe UV (0.2 uM)

Solucion amortiguadora de almacenamiento

- Tris-HCI 5% mM, pH 8.0
- EDTA 0.1 mM, pH 8.0
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Procedimiento:

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.

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

Agregar 400 pul de la solucién de Sales-U y homogeneizar con ayuda de un pistilo
plastico estéril. El uso de una cantidad mayor de tejido requerird de un mayor volumen
de solucion, por lo que se recomienda no colocar mas de 30 mg.

Agregar 3 ul de RNAsa (10 mg/ml).

Asegurarse que los tubos estén perfectamente tapados e incubarlos a una temperatura
de 42° C por una hora.

Agregar 3 ul de Proteinaza K (10 mg/ml).

Incubar a una temperatura de 42° C por 10 horas como minimo (esto puede variar
dependiendo del tipo de tejido).

Afadir 300 ul de NaCl ( 6 M ); agitar brevemente los tubos e incubar 5 minutos a
temperatura ambiente.

Centrifugar a 10, 000 X g por 30 minutos.

Recuperar en un nuevo tubo de 1.5 ml entre 600 y 700 ul de mezcla. Evitar acarrear
debris del fondo o la nata que se forma sobre la mezcla de extraccion.

Agregar 650 ul de isopropanol al 99%, tapar el tubo, agitar vigorosamente durante al
menos segundos e incubar a -70° C por 10 minutos.

Centrifugar a 12, 000 x g por 15 minutos.

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

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

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

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

Resuspender el ADN en 30 pl de solucion amortiguadora de almacenamiento.

Guardar a 4° C si el ADN se va a utilizar inmediatamente o almacenar a -20° C.
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Anexo Il. Secuenciacion del ADNmt

La secuenciacién de ADN radica en una electroforesis capilar en la que los productos
de la PCR se mezclan con un marcador estandar de peso molecular (GS-600LI1Z) y se separan

de acuerdo a su tamano.

El laser del secuenciador, funciona a modo de escéaner, detecta los fragmentos
etiquetados con cada fluorocromo a una longitud de onda especifica y determina el orden de los

nuclétidos del fragmento analizado.

El software del secuenciador ordena las lecturas y hace un cromatograma en el que

cada pico corresponde a la sefial de un nucleétido marcado.

S R R OO o e e s e R e e e e G s e e e S e T e D R e
3,000 - --; (ocoqsnmprasysanalt cosnndiee cuan i flegenempress ol bosc e e non e, P & e E

g0 S PR Eo e 5 e R e W e SRR P S et Pty HERER, e e (e e et o R PR S N et v

T SRR R e e B S R R R T I R IR et SRR

Figura A. Ejemplo de un fragmento de cromatograma generado por el software del
secuenciador. La posicion del pico a lo largo del eje de las abscisas corresponde a la posicion
del nucleétido en el fragmento analizado. El eje de las ordenadas hace referencia a la
intensidad y corresponde a la cantidad de DNA marcado, es decir, a la concentracion del
fragmento marcado.
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Anexo Ill. Amplificacién de Microsatélites.

En el presente trabajo, se utilizd el protocolo de etiquetado universal fluorescente
descrito por Schuelke (2000) y por Shimizu y colaboradores (2002).

Este sistema se basa en reacciones en cadena de la polimerasa impulsado por la
secuencia de los cebadores especificos al organismo de estudio y un cebador “Forward” (Fwd)
marcado con fluorescencia en su extremo 5°. La secuencia especifica del cebador Fwd esta
disefiado con una regién extra de reconocimiento universal (M13), no homologa a ninguna otra
secuencia genémica del organismo de estudio. Las secuencias complementarias marcadas
actian como plantillas para el cebador “Reverse” (Rvs) marcado con un fluorocromo especifico
(6-FAM®, VIC®, PET® o NED®, Applied Biosystems) para que los productos puedan leerse por
el secuenciador automatico “Eppendorf Mastercycler” (Shimizu et al., 2002).

Set de Cebadores de deteccion PCR Usando el cebador universal marcado
Cebador Fwd Cebador Rvs
Paso 1
[j_——
Croven D >

+
: ¥ .

Cebador Universal L
Paso 3 *
“ﬂﬂ 8 -
(Fan) ]
\ 4
ateloa  (FITac] 1
atetos  (FITAG] ]

Figura B. Tomada de Schimizu y colaboradores, 2002. El cebador esta disefiado con una
secuencia de etiqueta en el extremo 5°. El producto de extension del Rvs tendra una etiqueta
complementaria en su extremo 3°. El cebador fluorescente universal puede hibridarse a la
secuencia etiquetada, y dado que el cebador universal no contiene ninguna secuencia
genomica homologa al individuo de estudio, se hibridara solo a los productos de extension
complementaria de la secuencia de cebadores especificos.
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El genotipado es una electroforesis capilar durante la cual los amplicones se mezclan
con un marcador estandar de peso molecular (GS-600LIZ) y se separan de acuerdo a su
tamafio. Un laser integrado al secuenciador, funciona a modo de escaner detectando los

fragmentos etiquetados con cada fluorocromo a una longitud de onda especifica.

El software del secuenciador convierte los patrones de bandeo en un grafico o
cromatograma en el que cada pico corresponde a la sefial de cada fragmento marcado. La
posicion del pico a lo largo del eje de las abscisas corresponde al tamafio del locus medido en
pares de bases. El eje de las ordenadas hace referencia a la intensidad y corresponde a la
cantidad de ADN marcado, es decir, a la concentracion del fragmento marcado. Los
cromatogramas generados por el secuenciador se almacenaron en formato electrénico hasta su

procesamiento.



103

Anexo IV. Diversidad genética y valores de las raices candnicas
del andlisis discriminante para los grupos propuestos por Grant
y Bowen (1998).

Hombre cientifico Fuente Bibliografica Grupo H x R1 R2
Pomatomus saltstrix Graves et al, 1992 G1 0.1100 0.0007 5.8156 -1.8502
Lutiznus campechanus Camper et al. 1993 G1 0.1300 0.0013 5.6090 -1.9614
Macruronus novaezelandise Baker &t &i, 1995, G1 0.2800 0.0008 4521 -1.0719%
Gadus morhua Carr et af, 1995, G1 0.3000 0.0013 43319 -1.0636
Gadus morhus Carr y Marshall 1981; Zwanenburg st 5, 1932 G1 0.3500 0.0018 3.8341 -0.8441
Sebastes capensis Rocha-Olivares et &, 1999, G1 0.4000 0.0016 3.5525 -0.583%
Micropogonias undulatus Lankford et a!, 1999 G1 0.4700 0.0043 27728 -0.7458
Thymalluzs articus Redenbach v Taylor, 1988 G2 0.5500 0.0011 2.3975 0.3424
Decapterus sp. Graves, 1998. G2 0.5800 0.0018 21815 0377
Istiophorus slbicans Graves, 1998 G2 0.5900 0.0040 1.8995 -0.0577
Makzirs nigricans Finnerty v Block 1992, G2 0.6000 0.0016 2.0500 0.4823
Cynoscion G03 Este Trabajo G2 0.6879 0.0040 1.1664 0.4642
Maksirs nigricans Finnerty v Block 1992, G2 0.7400 0.0033 0.8385 0.8707
Larabicus quadrilineatus Froukh et al., 2007, G2 0.2000 0.0038 0.3407 1.0803
Larabicus guadrilinestus Froukh st &, 2007. G2 0.2000 0.0032 0.3407 1.0903
Rhinogobius maculafascistus  Cheng ef al, 2005. G2 0.8200 0.0007 0.4819 1.7993
Makairs nigricans Finnerty v Block 1992. G2 0.8200 0.0029 0.2751 1.3711
Tetrapturus sudsy Graves, 1998 G2 0.8200 0.0030 0.2857 1.3516
Thunnus albacares Graves, 1998. G2 0.8400 0.0028 0.1342 1.4862
Sehastes helvomacuiatus Rocha Olivares, ef 2. 1999 G2 0.8570 0.0030 -0.0123 1.5470
Larabicus qusdrilinestus Froukh st &, 2007. G2 0.8500 0.0054 -0.2604 1.0957
Sebastes helvomacuiatus Rocha Olivares, ef &l 1999 G2 0.8820 0.0099 -0.6986 0.2304
Sehastes helvomscuistus Rocha Olivares, et 5. 1999 G2 0.8800 0.0099 -0.8338 0.3255
Cynoscion acoupa Rodrigues et &, 2008 G2 0.8920 0.0029 -0.2639 1.7852
Makairs nigricans Graves, 1998 G2 0.9100 0.0059 -0.5831 1.2825
Larabicus qusdrilinestus Froukh st &, 2007. G2 0.9200 0.0064 -0.8052 1.2120
Gasterosteus aculestus Orti et &, 1994. G2 0.9300 0.0071 -0.9461 1.1345
Larabicus gusdrilinestus Froukh st &, 2007. G2 0.9500 0.0079 -1.1716 1.0844
Larabicus quadrilineatus Froukh et al., 2007. G2 0.9500 0.0082 -1.1888 1.0280
Rhinogobivs maculafasciatus  Cheng et al, 2005. G2 0.9700 0.0044 -0.9528 18713
Ansecypriz hizspanics Alves st sl 2001. G2 1.0000 0.0065 -1.4158 1.6210
Oncorynchus Kisutch Gharrett et a!, 2001 G4 0.2000 0.0170 -0.8003 -1.4789
Lates calcarifer Chenoweth st af, 1998 G4 0.8230 0.0320 -2.4834 42770
Leoporinus elongatus Martins ef !, 2003 G4 0.8480 0.0220 -1.7310 -2.1988
Scomber sp. Graves, 1998 G4 0.8500 0.0190 -1.53%1 -1.5513
Pomatomus saltatrix Graves, 1998 G4 0.9200 0.0109 -1.2283 0.3421
Sebastes helvomaculatus Rocha Clivares, et al. 1999 G4 0.9450 0.0118 -1.4819 0.3378
Agipenszer zinensi Zhang et al, 2003 G4 0.9490 0.0110 -1.4555 0.4758
Atractoscion nobilis Rios et al., Datos no publicados G4 0.9500 0.0113 -1.4513 0.4227
Scisenops ocellatus Seyoum et i, 2000 G4 0.9500 0.0250 -2.7783 -2.2439
Atractoscion nobilis Rios &t !, Datos no publicados G4 0.9597 0.0102 -1.4807 0.6220
Scomber japonicus Graves, 1998. G4 0.9600 0.0248 -2.8356 -2.1521
Totoaba macdonaldi Enriquez et &/, Datos no publicados G4 0.9821 0.0127 -1.711% 0.2120
Atractoscion nobilis Rios &t !, Datos no publicados G4 0.8715 0.0098 15117 0.8282
Rhinogobivs maculafasciatus  Cheng et al, 2005. G4 0.9800 0.0192 -2.4554 -0.9565
Rhinogobivs maculafsscistus  Cheng et 5, 2005. G4 0.9800 0.0227 -2. 78584 -1.8378
Scisenops ocellatus Seyoum et i, 2000 G4 0.9800 0.0300 -3.4748 -3.0586
Cynoscion G01 Este Trabajo G4 0.9859 0.0160 -2.2010 0.2986
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