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RESUMEN

El término biodiversidad implica varias escalas Palabras clave:

biol6gicas cuya evaluaciéon es complicada. | Diversidad genética

Esta diversidad es aprovechada a través de la . Chupalodo
) ] Variabilidad genética

pesca, que genera alteraciones a los ecosistemas FAC
Golfo de California

y probablemente evolucién inducida por la
selectividad.

Dada la importancia del Golfo de California y que el conocimiento de
la variabilidad genética de las especies que lo habitan es incipiente,
se propone evaluar su diversidad y las probables afecciones de
la pesca, presentando como caso estudio el chupalodo Porichthys
analis, que es una especie de la fauna de acompafiamiento en la
pesqueria del camarén (FAC). Para ello, se tomaron muestras de la
FAC de cruceros de investigacion y de pesca comercial (2004-2005).
Se realiz6 la identificacién de las especies, se colectaron muestras
de tejido muscular y se preservaron en alcohol (70%) hasta la
extracciéon de ADN total, que se us6 como templado en reacciones
de amplificacién mediante PCR. Se amplificaron regiones especificas
del ADNmt: 16S, 467 pb; 12-16S, 2.400 pb. Los amplicones menores
a 500 pb se secuenciaron y compararon con las bases de datos
disponibles (Blast), mientras que los mayores fueron analizados
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mediante RFLP, probando 11 endonucleasas. Se consideraron dos
localidades: Lobos sujeta a pesca (n = 10) y El Colorado, libre de
pesca (n = 17). Las estimaciones de diversidad derivadas de RFLPs
(haplotipica: Lobos, 0.95; Colorado, 0.96; genotipica: Lobos 0.95,
El Colorado 0.97), son ligeramente distintas de las obtenidas por
secuenciacion (haplotipica: Lobos 0.5, El colorado 0.9; nucleotidica:
Lobos 0.5, El Colorado 10.4). No obstante, el andlisis AMOVA y
de indice de fijacion (Fst = 0.50, P>0.05) no son significativos, ni
tampoco prueba exacta de diferenciacién poblacional (P = 0.01). La
especie no presentd una distinciéon genética entre las poblaciones.

INTRODUCCION

El término biodiversidad comprende cuatro escalas de variabilidad
bioldgica: de genes, de especies, de ecosistemas y de paisaje (Féral
2002). No obstante, su evaluaciéon en cualquiera de ellas resulta
complicada. Por dicha razén, a pesar de lo poco representativo
que pueda ser, se continda utilizando el nimero de especies como
indicador de biodiversidad, presentando los ambientes ocednicos
una mayor biodiversidad que los dulceacuicolas o terrestres. De los
33 phyla reconocidos, 32 estan presentes en el medio marino y 21
son exclusivamente marinos. Aunque albergan un mayor nimero
de especies, el conocimiento que se tiene sobre la diversidad de las
mismas es mucho menor que en las terrestres. Hasta el momento,
se han descrito cerca de 250,000 especies marinas, a diferencia de
los 1.7 millones de especies identificadas en ecosistemas terrestres
(Figueroa 2005).

Meéxico cuenta con un extenso litoral de 11 mil kilémetros, ademas
de los espacios marinos adyacentes a la costa (los mares territoriales
y la zona econémica exclusiva que abarca 2.9 millones de km?).
Por su conformacion geografica, el pais comprende cuatro mares
regionales principales: océano Pacifico, Golfo de California, Golfo de
Meéxico y Mar Caribe. Sus caracteristicas fisiogréficas, derivadas de
la interaccién de procesos geolégicos, oceanograficos, la confluencia
de aguas tropicales y templadas, hacen que la biodiversidad marina
tanto en ndamero de especies, como en diversidad y endemismos
sea digna de mencion (SEMARNAT 2001). Tan solo en el Golfo
de California se distribuyen mas de 5,500 especies, la mayoria de
ellas en aguas someras o intermareales, dado que al igual que en
otros paises, en México se cuenta con mayor informacioén de estos
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ambientes marinos, mientras que la fauna de los mares profundos es
casi desconocida, tanto en el habitat benténico como en el pelagico.

La biodiversidad oceanica, provee una gran variedad beneficios
para el humano, es la principal fuente de alimento, turismo,
transporte, cultura y recreacion para mas de 100 paises (Cohen
1997). Asi, las especies marinas de peces, moluscos y crustaceos,
aportan alrededor del 16% del total del consumo de proteina a
escala mundial. Desafortunadamente, al igual que otras actividades
humanas; la pesca directa o indirectamente causa deterioro y
pérdida de la biodiversidad marina.

La pesca y sus efectos

Elefecto mas evidente delaactividad pesquera es lamortalidad delas
especies objetivo de la pesca. Ante los procesos de sobreexplotacion
frecuentemente se argumenta que al volverse los rendimientos
incosteables por escasez del recurso, ocurre la extincién econémica
de la especie, mucho antes que la extincion biolégica, permitiendo la
recuperacion de las poblaciones. Sin embargo, este preceptono aplica
en especies de alto valor comercial y escasamente reguladas, pues
su valor aumenta conforme escasean, incentivando asi su captura;
o en aquellas que forman parte de pesquerias multiespecificas o de
la fauna de acompafiamiento, pues no son sujetas de evaluaciones
rutinarias (Dulvy et al. 2003). Mas complejo de evaluar resulta el
dafio a las especies de la fauna de acompanamiento que no son
objetivo de la captura, y de aquellas afectadas indirectamente por
las alteraciones que la pesca genera en la estructura y funcién de los
ecosistemas marinos. De éste modo, las especies marinas no pueden
considerarse menos propensas a la extincién basado en su elevadas
abundancias, su alta fecundidad y la capacidad de dispersion en el
ambiente marino, pues al menos parala fecundidad, no parece existir
evidencia que les confiera mayor resiliencia ante las reducciones
registradas en la abundancia para gran parte de ellas (Dulvy et al.
2003, Reynolds et al. 2005)

Las afecciones son variadas en intensidad y escala, dependiendo
de las artes y métodos de pesca utilizados, las comunidades
biologicas implicadas y la historia de vida de las especies
involucradas (Alverson et al. 1994, Rochet et al. 2000, Hutchings y
Bakun 2005). Dichos efectos en los ecosistemas marinos han sido
ampliamente considerados (Rosenberg 2003) y sefialados como el
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primer indicador de deterioro de su estado de salud (Diaz de Leén
et al. 2004). Comprenden cambios en la biomasa y productividad
de la biota asociada; en la estructura del habitat; en la diversidad y
tipo de especies que componen un sistema; (Jenings y Kaiser 1998,
Rosenberg 2003), la remocion de depredadores tope (Myers y Worm
2003), en la variedad de las poblaciones de una especie; y entre las
mas insospechadas, la evoluciéon genética inducida por la fuerza
selectiva de la pesca (Kuparinen y Merild 2007, Hutchings y Fraser
2008, Heino y Dieckmann 2008).

Mas del 70% de los recursos pesqueros mundiales explotados
se encuentran en deterioro o sobre sus niveles maximos de
aprovechamiento (FAO 2001, Diaz de Le6n 2004). Ante esta situacion,
a partir de 1998 en México se ha iniciado la integracién de los primeros
diagnosticos cientificos (INP 1998, INP 2000) que han sustentado a
la Carta Nacional Pesquera 2000, 2004 y 2006 (SEMARNAT 2000,
SAGARPA 2004, SAGARPA 2006). En ella, se presentan aspectos
técnicos de las pesquerias a través de indicadores que explican el
estado de salud de los recursos sujetos a explotacion, de las medidas
de control, manejo y las instituciones asociadas.

Aunque la producciéon pesquera de México se basa en 587 especies
marinas conocidas de peces, crusticeos, moluscos, equinodermos
(erizos) y algas, la mitad de la produccién pesquera del pais descansa
basicamente en tres pesquerias: la de peldgicos menores (sardinas y
anchovetas) que comprende la tercera parte; la de tanidos (atunes,
barriletes y bonitos) y la de camarén (SAGARPA 2002). Los efectos
negativos dela pescasobrelabiodiversidad se empiezana documentar
en México. Asi, se han encontrado evidencias de disminuciéon de
niveles tréficos en el ecosistema del Golfo de California (Sala et al.
2003), y de problemas de sustentabilidad (Diaz de Leén 2004). Se
han detectado grupos genéticos en algunas de las especies de peces
comerciales cuya distribucién comprende el Golfo de California
como Paralabrax maculatofasciatus (Stepien et al., 2001), Albula sp.
(Pfeiler 1996), sugiriéndose incluso en algunos casos afecciones en
la variabilidad genética asociada a la explotaciéon (Varela-Romero y
Grijalva-Chon, 2004).

Estudios genéticos como una herramienta para determinar la estructura y

salud de las poblaciones silvestres.
En la basqueda del aprovechamiento de los recursos a largo plazo,
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se ha tratado de elucidar la estructura poblacional de las especies y
las consecuencias de su explotacién. Se han utilizado variaciones de
la distribucion y abundancia geografica y temporal, de caracteres
morfométricos y meristicos, inmunoldgicos, de historia de vida, entre
otras. El advenimiento, diversificacion, estandarizaciéon y reduccion
de costos de las técnicas moleculares ha permitido que sean
utilizadas con éste propdsito, tanto en pesquerias como en acciones
de conservacién (Shaklee y Currens 2003).

Los primeros estudios moleculares que se efectuaron para discernir
la variacién genética poblacional, comprendieron electroforesis de
alozimas, detectando que en los teledsteos marinos la heterocigosis
oscila del 0.0 en el eglefino, Lophius litulor, el rape blanco L. piscatorius,
el Liparis tanakae y tres especies de cotideos, a mas del 17% en el
pelagico paparda del Pacifico Cololabis saira y en el costero findulo
Fundulus heteroclitus (Smith 1996). Como promedio para 106 especies
marinas fue del 5.5% arrojando altos niveles para los clupeiformes,
ateriniformes y pleuronectiformes; y bajos niveles los gadiformes y los
escorpeniformes (Smith y Fujio 1982), asi como los elasmobranquios
(Smith 1986). Posteriormente se han empleado los marcadores
directos del ADN mas sensibles, que han puesto de manifiesto una
estructura mas compleja de las poblaciones (Smith 1996). No obstante,
no son muy abundantes los estudios sobre la diversidad del ADNmt
en las especies marinas y la mayor parte de las especies ensayadas
tienen baja diversidad de secuencia intraespecifica (Ovenden 1990).
La proporcién de la diversidad genética debida a la subdivisién de las
poblaciones se eleva de 1.6 % en las especies marinas hasta 3.7 % en
los anadromos y al 29.4 % en las especies de agua dulce (Gyllensten
1985). De este modo, las poblaciones de especies marinas estan
menos diferenciadas genéticamente que las especies de agua dulce,
incluso cuando se estima con ADNmt (Avise et al. 1987); esto sucede
probablemente debido a la mayor facilidad de las especies marinas
a la dispersién o desplazamiento, estando sujetas a un mayor flujo
genético (Waples 1987).

Algunas especies marinas dificilmente son afectadas por la deriva
génica, aun cuando han sido severamente alteradas por intervenciones
antropogénicas, mantenido tamafios efectivos suficientes para
conservar su variabilidad (Stephenson y Kornfield 1990). En otros
casos, se han reportado cambios en la variabilidad genética a través
del tiempo, en ocasiones explicados por efectos de flujo genético
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(Lacson y Morizot 1991). A pesar de esto, existe evidencia creciente
de que las tasas usuales de explotacién pueden contribuir a cambios
evolutivos en las caracteristicas de historia vital de las especies. Son
pocos los estudios empiricos que han comprobado dichos impactos,
a partir de muestras pretéritas recolectadas y analizadas mediante
técnicas moleculares. Esto ha permitido detectar una disminucién
en la variabilidad genética y en algunas ocasiones relacionarla con
disminuciones de la abundancia por sobreexplotacién (Borisov
1979, Smith et al. 1991, Hauser et al. 2002, Hutchinson et al. 2003,
Qiu-Hong et al. 2006). De manera alternativa y ante la carencia de
registros histéricos, se han utilizado herramientas de modelacion
para estimar la probabilidad y el tipo del posible impacto evolutivo
(Andersen et al. 2007, Williams y Shertzer 2005, de Roos et al. 2006).
En cualquier caso ha sido necesaria la disponibilidad de algun tipo
de informacién genética de las especies. Aun asi, resulta bastante
complicado poder discernir entre los rasgos de historia vital, la
proporciéon que es hereditaria y su capacidad de fijacion, de aquella
que surge como respuesta a factores ambientales diferentes de la
presion selectiva de la pesca (Kuparinen y Merila 2007).

De manera general, la estimacion de la variabilidad genética
permite: 1) discriminar la diferenciacién o estructura genética
existente, cuando a partir de un conglomerado aparentemente
homogéneo, se pueden discernir poblaciones distintas o especies
cripticas, contribuyendo en el segundo caso al inventario de la
diversidad como ntimero de especies (Savolainen et al. 2005,
Rubinoff 2006); 2) ya sea que se discriminen poblaciones de la
misma especie o especies distintas, de ser necesario se pueden
disefiar estrategias de manejo o explotaciéon diferencial (Laikre et al.
2005); 3) inferir eventos demogréficos pretéritos como expansiones y
contracciones; o incluso presentes, como migraciones o flujo génico,
tamafio poblacional efectivo (de Young y Honeycutt 2005, Hansen
2003); y 4) auxiliar en la designacién de areas de reserva (Palumbi
2003, Roberts et al. 2003).

Sin embrago, el nivel de conocimiento de la genética de
poblaciones de la fauna ictica en el Golfo de California es incipiente,
y las deficiencias en la informacién disponible impiden el analisis
histérico sobre la biogeografia de las especies, o la diferenciacién
de stocks o grupos poblacionales con fines de manejo, por lo que
este trabajo se sustenta en la segunda recomendacién realizada en el
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reporte “La diversidad genética de los recursos pesqueros marinos:
Posibles repercusiones en la pesca” (Smith 1996) que textualmente
cita: “Seria conveniente recopilar y registrar datos sobre los niveles
de la diversidad genética en las especies explotadas, especialmente
las explotadas recientemente o ligeramente. Hasta la fecha la mayor
parte de los estudios genéticos se han centrado en la identificacion
de las poblaciones. Los conocimientos y recursos reunidos para
estos estudios podrian adaptarse para los estudios internos de
las poblaciones, y utilizar tanto los caracteres del ciclo biol6gico
como los marcadores moleculares para examinar la genética del
reclutamiento, y las variaciones genéticas de las poblaciones. Una
combinacién de estudios experimentales y de campo permitiria
una comprobaciéon mas rigurosa de las variaciones genéticas
en las poblaciones explotadas”. De acuerdo a lo anterior, en este
trabajo se presenta como caso estudio los avances obtenidos, para
el chupalodo Porichthys analis (Batrachoididae; Hubbs y Schultz
1939), que representa un 14.51 % de la fauna de acompafiamiento
del camarén (FAC) en la pesqueria del Golfo de California.

El chupalido, Porichthys analis.

También conocido como chupalodo, sapo de luto o darkedge
midshipman fish, es un pez marino demersal que habita en clima
subtropical (32°N - 18°N), a profundidades que van desde los 0
a los 224 m (Robertson y Allen 2002). Se ha reportado en océano
Pacifico Central Este, con una distribucién que abarca el Golfo
de California hasta la bahia de Tenacatita (Jalisco), México. Esta
especie es practicamente endémica del Golfo de California, una
de las més grandes del género y ha sido catalogada como un
recurso pesquero potencial (Collete 1995); aunque a la fecha
carece de importancia econémica. Algunas especies de la familia
Batrachoididae se han utilizado en biomedicina, en investigaciones
evolutivas y ecofisioloégicas como modelo experimental (Wang y
Walsh 2000, Walsh et al. 2004), pero el conocimiento de P. analis es
incipiente. Recientemente Gonzalez-Ochoa et al. (2009), estimaron
algunos parametros poblacionales importantes de la especie
como: la relacién talla-peso, los pardmetros de crecimiento de von
Bertalanffy, las tasas de mortalidad natural, y total, el patrén de
reclutamiento (primavera-verano), la proporcion sexual y la talla de
primera madurez.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Lasmuestras proviene delas proximidades delaciudad de Guaymas,
Sonora (México), que estd ubicada en el margen noreste del Golfo de
California (Fig. 1). Las muestras se recolectaron en El Colorado (n
= 24) una zona no sujeta a actividades de pesca (considerada como
no impactada al norte de Guaymas y en Lobos, (n = 30) un area
sujeta a actividades de arrastre durante las temporadas de pesca de
camaroén al sur de Guaymas. Las muestras se colectaron durante los
meses de julio y agosto del 2004 a bordo del buque de investigacion
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Figura 1. Mapa de localizacion de las dreas de muestreo de P. analis durante el verano
de 2004 en el BIP XL

Manejo de muestras
Una vez capturados los ejemplares se analizaron las variables
morfométricas y meristicas necesarias para la identificacion
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taxonémica de los organismos. Posteriormente, se tomaron
fracciones de tejido muscular de 1 cm® que se transfirieron a tubos
estériles en los que se fijaron con 2 volimenes de etanol al 70%. Una
vez fijados los tejidos en alcohol, se mantuvieron en refrigeracién
hasta su traslado al laboratorio (CIBNOR, La Paz).

Andlisis de dcidos nucleicos

Se propuso como andlisis de 4cidos nucleicos, la secuenciacién
directa de fragmentos generados mediante la amplificacion de
fragmentos de ADN mitocondrial, especificamente la secciéon que
codifica el gen 165 ADN ribosomal (ADNTr), asi como analisis PCR-
RFLP como marcadores de variabilidad genética.

Aislamiento de ADN genomico

Se disectaron secciones ctibicas de tejido de aproximadamente 50-
100 mg de peso. Los tejidos se colocaron independientemente en
tubos para microcentrifuga (1.6 mL) con 1 ml de buffer de lisis
(Tris 0.1M pH 8.0, EDTA 0.1M, NaCl 0.15M, b mercaptoetanol 2%,
sarcosil 4%), y 6.6 pL de pronasa (3.3 mg/mL) (Sigma). Los tubos
se incubaron (2 h, 45 °C), agitandolos cada 30 min y adicionando
otros 6.6 uL de pronasa después de la primer hora de incubacioén.
Se agregd6 cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé
(17,000xg, 10 min, 25°C). La fase acuosa se recuperé en tubos
nuevos y se le adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto para la
precipitacién de los acidos nucleicos, incubandolos toda la noche
a -20°C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron (17,000xg,
20 min, 4°C) y el sobrenadante fue desechado; al botén obtenido
(ADN) se le realizaron tres lavados con etanol 70%, centrifugando
finalmente a 17,000xg. Para eliminar residuos de etanol los tubos se
secaron al aire a temperatura ambiente y al pellet resultante se le
agregaron 99 uL de TE y 1pL de ARNasa y se incubaron (1 h, 37°C).
Posteriormente, se realizaron extracciones cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) de acuerdo al procedimiento antes mencionado.
Finalmente, se cuantificé y determind la pureza del ADN mediante
espectrofotometria con luz UV por el método de Warburg-Christian
(1941) y la integridad del ADN se verific6 en geles de TBE/agarosa
(Trizma Base 10mM, acido bérico, 0.5M, EDTA 1mM pH 8.0) al
0.8% pretefiidos con bromuro de etidio. La electroforesis se llevé a
cabo en una cdmara horizontal (Wide Mini-Sub Cell, Bio-Rad) a 70V
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durante 1 h a temperatura ambiente. Los geles se observaron bajo
luz UV y se documentaron fotograficamente mediante el sistema
UVIDoc (UVP, England); para las reacciones de PCR se tomaron 100
ng de ADN de estas preparaciones:

PCR y PCR-RFLP (PCR-restriccion fragment length polymosphism)

Cebadores: Los cebadores empleados fueron disefiados a partir de
secuencias reportadas por diversos autores para ambas subunidades
ribosomales (125y 16S) de una gran variedad de peces, que flanquean
zonas hipervariables: SM16F2 (5-ACCTGTATGAATGGCA-3) y SM16R2
(5-CTCAGATCACGTAGGA-3), o SM12F1 (5-ACCGCGGTTATACGA-3)
y SM16R2 (5'-CTCAGATCACGTAGGA-3) reveladas mediante andlisis
de alineamiento Blast con otras secuencias de vertebrados (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Como se muestra en la Figura
2 se realizaron dos tipos de amplificaciones: a) amplificaciéon
del fragmento hipervariable 16S de 476 pb (combinacién I), y b)
amplificaciéon de un fragmento hipervariable combinado 125-16S de
2,400 pb (combinacién II).

F \ L I'M
RC || 128ARNr|| 16S aRNr || Nd1 |||| Nd2

' | 476 pb Q
Il 2400pb

Figura 2. Representacién esquematica de un fragmento del mapa genético del ADN
mitocondrial de peces (modificado a partir de Meyer 1994).

Amplificacién mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR): E1 ADN obtenido se us6 como templado para la amplificaciéon
de fragmentos especificos correspondientes a ambas regiones
ribosomales (combinaciones I y II). La mezcla de reaccién contenia
1ul de ADN (100 ng/pl), 1 pl (10 pM) de cada oligo, 5 ul de buffer
PCR 10X, 1 pl de dNTP’s (10mM), 18.3 pl de agua mili-Q estéril y 1U
de Taq pol (0.2 pl). Finalmente, se adicionaron 30 pl de aceite mineral.
Las mezclas de reacciéon fueron amplificadas en un termociclador
Techne (GENIUS, Mod. FGENO5TP) bajo las siguientes condiciones:
5 min a 94°C (1 ciclo); 30 seg a 94°C/30 seg a 40°C/1 min a 72°C
(40 ciclos) y finalmente, 10 min a 72°C (1 ciclo). Los productos de
amplificacion fueron separados en geles de agarosa/TBE al 1%
preteftidos con bromuro de etidio, llevandose a cabo la electroforesis
en una camara horizontal (Wide Mini-Sub Cell, Bio-Rad) a 70 V
durante 1 h a temperatura ambiente. Los geles se observaron bajo
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luz UV en un transiluminador y se documentaron fotograficamente
mediante el sistema UVIDoc (UVP, England). Los productos de PCR
fueron purificados mediante el método de silica gel (Davies y Cook
2001) y secuenciados (MACROGEN, http://www.macrogen.com).
Se realizaron analisis de alineamiento entre las secuencias obtenidas
para la subunidad ribosomal 16S (para verificar la identidad de los
fragmentos amplificados y realizar la determinacién taxondémica
molecular), usando el programa DNAMan; adicionalmente se
realizaron andlisis de alineamiento entre las secuencias obtenidas
en el presente estudio y aquellas reportadas en el NCBI Blast
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para ambas subunidades
ribosomales.

Analisis de RFLP y secuenciaciéon: Se tomaron 5 pl de los
productos de PCR de la combinacién II (2,400 pb) y se digirieron
con las enzimas de restricciéon Alu I, Bam HI, Eco RI, Hae III, Hind
I1I, Pst I y Sac I (Boehinger Mannheim &). Las reacciones se llevaron
a cabo de la siguiente manera: 5 pl de ADN (de unstock 1 ug/pl), 2.5
ul de 10 X buffer, 0.2 pl de la enzima a probar (de un stock 10 U/ pul) y
21.3 pl de agua destilada estéril. Las digestiones se incubaron a 37°C
en un bafo marfa durante 2 h (Sambrook et al. 2001). Después del
periodo de incubacién los productos de la digestion se prepararon
para la electroforesis adicionando 5 ul de LB buffer (50% glicerol,
1 mM EDTA pH 8.0, 0.25 % de azul de bromofenol) a los 25 pl de
reaccion. Estas preparaciones se analizaron en geles de agarosa al
1% en TBE 1X (Trizma-Base 10.8 g, acido bérico 5.5 g; 4 ml de EDTA
0.5 M pH 8.0/por litro de tampoén) pretefiidos con bromuro de
etidio (Sambrook et al. 2001). Los resultados se foto-documentaron
y analizaron determinando el ntimero y tamafio de las bandas
obtenidas para generar una base de datos de patrones de bandeo
para cada poblaciéon y especie.

Se construy6é un arbol de similitud para inferir visualmente
estructura poblacional utilizando el método de UPMGA. Asi
mismo, un arbol filogenético estimando la distancia genética relativa
por método de ligamiento Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987);
y un bootstrap con 10,000 iteraciones. Para éste, se consultaron
las bases internacionales de datos y mediante alineamiento con
BLAST, se utilizaron las seis especies con las que se obtuvieron los
mayores valores de identidad (Tabla 1) (fam. Batrachoididae, Clase
Actinopterigii) y una especie de tiburén (Fam. Carcharhinidae, clase
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Chondrichthyes) como grupo externo.

Para estimar la diversidad genética se emple6 el indice de
diversidad haplotipica de Nei y Tajima (1981). Se utiliz6 la prueba
de neutralidad de Tajima (Tajima 1989a, Tajima 1996). Se estimaron
los indices de fijacion F_ para determinar posible estructura
Tabla 1.- Andlisis bioinformatico de las secuencias de nucleétidos de los fragmentos

hipervariables del gen 16S ribosomal del chupalodo P. analis y el Gen Bank mediante
Blast.

. Clave de . Identidad Proporcién
Especie Ejemplar Localidad Locus (%) (pb)
Porichthys analis Po an 0461C Colorado GQ904231 94 391/391
Porichthys analis Po an 0474C Colorado GQ904229 99 391/391
Porichthys analis Po an 0475C Colorado GQ904230 99 391/391
Porichthys analis Po an 0476C Colorado GQ904228 100 391/391
Porichthys analis Po an 0477C Colorado GQ904232 100 391/391
Porichthys analis Po an 0431L Lobos GQ904236 100 391/391
Porichthys analis Po an 0440L Lobos GQ904234 100 391/391
Porichthys analis Po an 0439L Lobos GQ904235 100 391/391
Porichthys analis Po an 0445L Lobos GQ904233 100 391/391
Porichthys myriaster NA NA AP006739.1 95 367/385
Porichthys notatus NA NA AY820729.2 94 364/386
Daector quadrizonatus NA NA DQ532862 87 322/367
Opsanus beta NA NA DQ532925 86 317/368
Thalassophryne amazonica NA NA DQ532971 85 314/366
Opsanus tau NA NA AY292597 84 285/338

poblacional y la prueba exacta de diferenciacién entre poblaciones
(Raymond y Rousset 1995). Los anteriores andlisis se efectuaron
mediante el programa ARLEQUIN (Excoffier et al. 2006), tanto para
los resultados de los patrones de corte generados con enzimas de
restriccién, como para las secuencias amplificadas por PCR.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de ADN genomico y PCR

El estado del ADN de las muestras de peces fue aceptable aunque
con cierta degradacion; sin embargo, dada la sensibilidad de la
técnica de PCR, fue posible obtener productos de amplificacién al
utilizar cebadores universales (Leyva 2002) que amplifican regiones
especificas del ADN mitocondrial (ADNmt), especificamente
regiones de los genes que codifican las subunidades ribosomales
12-165 y 16 S (Fig. 3). Como marcador en sistemética molecular
y genética de poblaciones, el ADN mitocondrial presenta como
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ventajas: 1) herencia exclusivamente materna, aunque con raras
excepciones. 2) no esta sujeto a recombinacién y provee una serie
de marcadores homélogos completamente ligados, que permiten
la definicién clara de genealogias maternas. Esto a su vez, puede
permitir la discriminacién entre ascendencia comtn y convergencia.
3) su tasa de mutacién es mayor que el genoma nuclear, lo que

potencializa la capacidad de estudios a escala poblacional (Billington

16s 12s + 16s

2003).

0.47 kb 2.4 kb

Figura 3. Electroforesisagarosa/TBE (1.5%) de amplicones delasregiones ribosomales
16S y 125-16S (combinaciones de cebadores I y II) usando como templado ADN
genémico. Técnica de tincién EtBr.

Secuenciacion

Los 10 productos de PCR obtenidos con la combinacién I de oligos
(fragmento hipervariable del gen 16S; 5 para El Colorado y 5 para
Lobos), se obtuvieron 9 secuencias de nucleétidos, de 391 bases.
Los valores de diversidad se muestran en la Tabla 2. Las secuencias
fueron ingresadas en los bancos de datos internacionales (NCBI) y el
analisis de alineamiento mostré identidades entre las secuencias de
P. analis del 94 al 100% (Tabla 1), agrupandose todos los organismos
de Lobos en un solo clado, en tanto que algunos ejemplares
provenientes de El Colorado, se agruparon con el clado de Lobos y
otros fuera del mismo, sin formar un grupo compacto (Fig. 4). Aun
asi, la similitud entre organismos de P. analis es mayor que cuando
se incluye en el arreglo otras especies del género, P. myriaster (95%)
y P. notatus (92%).
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Porichtys notatus

Porichtys myryaster
P. analis 0476 C 100%
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P. analis 0477 C 100%
P. analis 0439 L 9% 94%

99%

P. analis 0475 C J
P. analis 0474 C

P. analis 0461 C

Figura 4. Cladograma de homologia construido a partir de las secuencias ribosomales
16S de chupalodo P. analis recolectado en el Golfo de California en dos localidades: El
Colorado y Lobos. Externo, P. myriaster (AP006739.1); método de ligamiento UPGMA
(Sneath y Sokal 1973).

En la figura 5 se muestra el arbol filogenético. Nuevamente, los
organismos de P. analis (Subfam. Porichthynae) presentan los
menores valores de distancia genética entre si y se agrupan en un
solo clado, excepto un organismo procedente de El Colorado. En
clados distintos y a mayor distancia se agrupan Opsauns tau y O. beta
(Subfam. Batrachoidinae), Daector quadrizonatus y Thalassophryne
amazonica (Subfam. Thalasophyrininae).

En la determinacién de si existe la formaciéon de grupos entre
los organismos de P. analis, el valor del indice de fijaciéon mediante
comparacion pareada de las secuencias entre El Colorado y Lobos

Tabla 2. Diversidad genética detectada entre las localidades de Lobos y el Colorado
a partir de las secuencias y los RFLPs analizados.

Poblacion n Diversidad
Secuencias n RFLPs
Nucleotidica ~ Haplotipica . Haplotipica
Genotipica
() (h) P (h)
Lobos 4 0.5 0.5 10 0.95 0.95
Colorado 5 104 0.9 17 0.97 0.96
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resulto no ser significativo (Fg, = -0.048, P = 0.95). La prueba exacta
de diferenciacion tampoco es significativa (I’=1.0) por lo que no hay
diferenciacion entre las poblaciones Lobos y El Colorado, (Raymond
y Rousset, 1995)

Andlisis RFLP

Para la realizacién del analisis RFLP del chupalodo P. analis, se
utilizaron amplicones de 2400 pb (SM12SF2-SM16SR2, combinacién
IT). Enla figura 6 se muestra patrones de restriccién distinguibles que
rindieron las enzimas Alu I, Hae Il y Pst I y en los que se observan
diferencias entre individuos de la misma especie (muestras Po an
0471-0477), por lo que con estos datos se calculd la variabilidad
genética entre individuos analizados de las dos localidades. Los
amplicones de 2,400 pb no rindieron productos de restriccién con
las enzimas Eco RI, Sac I, Hind III y Bam HI, por lo que estos datos
no fueron utilizados para el andlisis. A través de los PCR-RFPL
se han logrado demostrar diferencias altamente significativas
en frecuencias génicas de poblaciones dentro de amplias zonas
geograficas (Elo 1995, Garcia et al. 1994, Mattoccia et al. 1986) y ha
sido ampliamente utilizado, ya que presenta las ventajas de: 1) no
requerir muestras de tejido mayores a 500 mg; 2) ser relativamente
sencilla y rapida de ejecutar (Sakallah et al. 1995, Williams et al.
1990); 3) ser suficientemente sensible para delimitar diferencias
entre poblaciones y 4) tener resultados que corresponden con los de
aloenzimas (Benzie et al. 1993).

Analisis de variabilidad genética

Se analizaron dos grupos de organismos de la misma especie,
colectados con un mes de diferencia en localidades distintas (con
base en grado de perturbacion). Mediante la digestion de los
amplicones de 2.4 kb obtenidos mediante PCR, se construy6 una
base de datos, siendo considerados como loci independientes cada
una de las bandas generadas. Para este analisis, solo se consideraron
los productos de digestion de las enzimas Alu I, Hae Il y Pst [ (fig.
6, Tabla 3), ya que las enzimas Eco RI, Sac I, Bam HI y Hind III
no rindieron productos de digestion (datos no mostrados). Se
identificaron 14 bandas polimérficas: 7 con Alu I, 4 con Hae Ill y
3 con Pst I y se generaron 21 haplotipos compuestos. La frecuencia
de aparicion de los loci se muestra en la figura 7 y Tabla 3. La
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diversidad haplotipica estimada a partir de RFLPs fue de 0.98
(Lobos 0.95, Colorado 0.96). La diversidad genotipica fue de 0.97
para El Colorado y 0.95 para Lobos.

0-05

| I—
0-036
0-024 Daector quadrizonatu: 0.051
Subfam. Thalassophyrininae
Thalassoph: 0.085
0-070
0-041
0-068 Opsanus tau: 0.079
0-045 Subfam. Batrachoidinae

Clase Actinopterygii o or5-OPsanus be: 0.050

0-034
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0- OT
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P. analis 0476 C: 0.010
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Porychth; iaster_: 0.032
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Clase Chondrichthyes

Carcharin : 0.125
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Figura 5. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias ribosomales 16S de
chupalodo P. analis del Golfo de California y las 6 especies con mayor homologia de
acuerdo al andlisis Blast (tabla 2). Método de ligamiento Neighbor-Joining (Saitou y
Nei 1987); bootstrap con 10,000 iteraciones.

La frecuencia de aparicién de los diferentes haplotipos varia de
acuerdo a la localidad muestreada (fig. 7). Esto aunado al resultado
del arbol de homologia sugiere que podria tratarse de poblaciones
diferentes. En un analisis de varianza que incluye el valor del indice
de fijacion (F,), éste no es significativo (Tabla 4) y la prueba exacta de
diferenciacién indica que no existe distincién entre las poblaciones
(P=0.01).

En relacién a los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica
a artir de secuencias, son practicamente mayores para el Colorado,
la poblacién no sujeta a actividad pesquera (no impactada). No
obstante, esto podria deberse al menor nimero de muestra utilizado
en los andlisis con secuencias. Aunque también con reducido
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ndmero de muestras, podrian ser més confiables los denotados por
los RFLPs, donde los valores de diversidad son similares para ambas
poblaciones reforzando que se trata de un solo grupo genético.

El analisis mediante RFLPs ha sido usado en la muy sutil
discriminaciéon de grupos genéticos, sugiriendo la existencia
dos grupos poblacionales de Opsanus beta en la costa este de
Norteamérica (Avise et al. 1987). La magnitud de la estructuracién
genética poblacional esta parcialmente relacionada con patrones de
historia de vida y con la capacidad de dispersion (Bay et al. 2006).

Tabla 3.- Frecuencia relativa de los haplotipos compuestos generados mediante el
corte de amplicones (2400 pb) con las enzimas de restriccion.

Haplotipo Enzimas Frecuencia  Relativa
Compuesto 23 EEIZIzziiizi o o
<L L CC T ST T T & A A
1 0011110011101 1 0.0588 0.0000
2 0011100011101 1 0.0588 0.0000
3 0001110101101 1 0.1176 0.0000
4 001111010110 11 0.1180 0.0000
5 000O0OOCT1TT1TO01O0O0T1TFO0 0.0000 0.1000
6 000O0OOCG11T10110 11 0.0000 0.1000
7 0001111101101 1 0.0588 0.0000
8 0011111101101 1 0.0588 0.0000
9 000O0O0OOCG11T1011111 0.0000 0.1000
10 0111110101101 1 0.0588 0.0000
11 0111000101101 1 0.0588 0.0000
12 0111100101101 1 0.0588 0.0000
13 0111101101 1011 0.1176 0.0000
14 0101111101101 1 0.0588 0.0000
15 1011110101101 1 0.0588 0.0000
16 1000110110110 11 0.0000 0.2000
17 1000111 11011011 0.0000 0.2000
18 100011 11010010 0.0000 0.1000
19 10001101101 1111 0.0000 0.1000
20 1000111 11011111 0.0000 0.1000
21 1111110101101 1 0.1176 0.0000

Las especies de la familia Batrachoididae carecen de
estadios larvales, por lo que su capacidad de dispersién podria
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P. analis Alul -

P. analis Pstl

Figura 6. Analisis RFPL de amplicones de 2.4 Kb de chupalodo P. analis, de la
localidad de El Colorado, contados con Alu I, Pst I y Hae IIL

Tabla 4. Analisis de varianza y valor pareado del FST para las poblaciones de Lobos
y el Colorado.

Fuente de Sumade Componentes Porcentajede  Indice de
Variacion &' cuadrados dela varianza la variacion fijacion Fy;
Entre 1 18436 1.35856 50.57

poblaciones

Dentrodelas o5 53 194 132776 4943

poblaciones

Total 26 51.630 2.68632 0.50573*

* El valor de P de F; no es significativo.

ser restringida al movimiento de juveniles y adultos. Riginos
(2005) sugiere que algunas especies de peces costeros en Golfo de
California presentan una leve diferenciacion poblacional genética,
evidenciable solamente por andlisis de coalescencia. Quizéd seria
maés evidente la distincién entre poblaciones del Golfo de California
y la costa del Pacifico de la peninsula de Baja California, como lo
han comprobado Bernardi et al. (2003), aunque dicha diferenciacién
se habria generado por procesos naturales en la escala de tiempo
geoldgica y no como presion selectiva por pesca. Saillant et al. (2006)
mediante el analisis de microsatélites, no encuentraron distincién de
grupos poblacionales, ni una reduccién en la variabilidad genética
atribuible a la pesca en el pargo rojo Lutjanus campechanus. Por otro
lado, algunas especies podrian tener una estructura metapoblacional
dificil de distinguir con los marcadores genéticos selectivamente
neutros (Pruett et al. 2005). En nuestro caso, se usaron marcadores
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sometidos a seleccién (el gen ribosomal).

Es necesario incluir en los anélisis otras localidades, tanto
impactadas como no impactadas para determinar con mayor certeza,
el efecto que podria tener la actividad pesquera en los pardmetros
poblacionales del chupalodo.

0.25 1
W El Colorado | Lobos

0.20 A

0.10 4

0.05 4

0.00 e
2 3 4

1

Frecuencia Relativa (%)

T T T T T T T

56 7 8 9 10 111213 14 15 16 17 18 19 20 21
Haplotipo

Figura 7. Frecuencia de los haplotipos derivados del andlisis PCR-RFPL de
fragmentos de 2.4 kb de P. analis colectado en dos localidades de la costa de Sonora:
Lobos (impactada) y El Colorado (no impactada).

Aunque se determiné la variabilidad genética para la especie, la
ausencia de registros previos, dificulta evaluar la manera en que
el arte y método de pesca podrian afectar el acervo genético de la
especie. De esto deriva la importancia de realizar este tipo de anélisis
de manera sistematica, el presente estudio se puede considerar
como preliminar o el punto de partida, para tener elementos que
permitan identificar los riesgos potenciales o reales de las especies
que conforman la FAC ante la pesqueria de camarén, ya que sin
este tipo de estudios, todo lo que se puede argumentar a favor o en
contra son especulaciones.
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