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RESUMEN de la tesis que presenta Osiris Yurikoe Rios Vargas, como reguisito parcial
para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en ECOLOGIA MARINA.
Ensenada, Baja California. Noviembre 2007.

EVALUACION GENETICA DE LAS ETAPAS TEMPRANAS DE VIDA DE

Sardinops sagax caeruleus

Resumen aprobado por:

!
Dr. Axayacatl Rocha Olivares

Sardinops sagax caeruleus es una especie pelagica costera que exhibe variacion
morfométrica asi como afinidad por desovar en habitats especificos a lo largo de su rango de
distribucion, desde Canada hasta el Golfo de California. La distribucion de huevos y larvas asi
como modelos de migracion latitudinal a partir de datos de captura sugieren la existencia de

orupos de desove afines a diferentes rangos de temperatura. Esta afinidad reproductiva por

diferentes rangos de temperatura podria resultar en el aislamiento reproductivo entre grupos.
Sin embargo, estudios de genética poblacional no han encontrado diferenciacion genética
significativa entre subpoblaciones de sardinas a través del rango de distribucion. Estos
resultados son consistentes con ¢l gran potencial migratorio que exhiben los adultos. Si los
grupos de sardinas reproductivas estan sincronizados por desovar a temperaturas especificas,
entonces el aislamiento reproductivo entre grupos deberia de producir diferenciacion genética.
En consccuencia, en este estudio se evalud la variabilidad genética de larvas de sardina como
proxy de los grupos de adultos reproductivos que desovan en diferentes rangos de temperatura
(costa del sur de California (CSC) v el Golfo de California (GC)). Este estudio hipotetiza la
divergencia genética entre grupos de desove debido al uso de diferentes habitats reproductivos.
Las muestras de CSC fueron colectadas en abril de 1999 mientras que las de GC en diciembre
de 2006. Se examinaron nueve loci microsatelitales en los individuos colectados. E1 nimero de
alelos por locus fue de 19 a 56, con un promedio de 35. La heterocigosis promedio observada
(Ho) y esperada (He) para todos los loci fue 0.904 y 0.926 respectivamente para SCB y 0.857 y
0.905 para GC. Se detectd diferenciacion genética pequena pero estadisticamente significativa
(Fgr=0.009 y 0.007 p<0.005) asi como heterogeneidad en las frecuencias alélicas entre
regiones. Sin embargo, el analisis de varianza molecular no indicé diferenciacion genética
estadisticamente significativa. Dados estos resultados consideramos que esta diferenciacion
podria apoyar la hipotesis de aislamiento reproductive, sin embargo, las diferencias genéticas
también podrian ser resultado de un muestreo no representativo de los grupos de desove
hipotéticos. Dicho sesgo podria producir significancia estadistica en ausencia de diferenciacion
genética entre grupos de desove, por lo que es necesario un analisis mas detallado de los
adultos reproductivos y de su progenie.

Palabras clave: Sardinops sagax caeruleus, larvas, microsatélites, costa sur de California,
Golfo de California
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ABSTRACT of the thesis presented by Osiris Yuriko Rios Vargas as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE ECOLOGY.
Ensenada, Baja California. November 2007.

GENETIC ASSESSMENT OF THE EARLY LIFE HISTORY STAGES OF
Sardinops sagax caeruleus

Abstract approved by:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares

Sardinops sagax caeruleus is a coastal-pelagic species showing morphological variation
as well as affinity for specific spawning grounds along its range of distribution from Canada to
the Gulf of California. Egg and larvae distributions as well as latitudinal models of migration
based on catch data suggest the existence of spawning groups with affinity to distinct
temperature intervals. This reproductive affinity for different temperature intervals could result
in reproductive isolation of spawning groups. However, genetic studies have found no
significant differentiation among subpopulations from throughout its range, which is consistent
with their large migratory potential. If reproductive groups of sardines are tuned to spawn at
specific temperatures, their isolation should produce genetic differentiation. Therefore, in this
study we assessed the genetic variability of sardine larvae as proxies of the adult reproductive
groups that spawn at distinct temperature intervals (Southern California Bight (SCB) and the
central region of the Gulf of California (GC)). We hypothesized genetic divergence between
groups due to the use of different spawning habitats. Samples were collected in April 1999 off
SCB and December 2006 in GC, individuals were surveyed for polymorphisms at nine
microsatellite loci. The number of alleles per locus ranged from 19 to 56 and averaged 35. The
mean observed (Hop) and expected (Hg) heterozygosities over all loci were, respectively, 0.904
and 0.926 for the SCB and 0.857 and 0.905 for the GC. Shallow but significant genetic
differentiation (Fsr = 0.009-0.007 p<0.005) as well as heterogeneity in allele frequencies were
detected between regions, but they were not revealed by an Analysis of Molecular Variance.
This differentiation could reflect the hypothesized isolation of spawning groups. Alternatively,
it could reflect a non representative sampling of the hypothetic spawning groups leading to
statistical significance under the hypothesis of no genetic isolation. In order to determine the
actual causes of this genetic differentiation a closer genetic analysis of both reproductive adults
and their progeny is required in these contrasting habitats.

Key words: Sardinops sagax caeruleus, larvae, microsatellites, Southern California,
Gulf of California.
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I. Introduccion

La distribucion espacio-temporal de la actividad reproductiva de la sardina
Monterrey (Sardinops sagax caeruleus) a lo largo de la costa del Pacifico de norte América
sugiere la existencia de diferentes grupos de desove, cada uno con preferencias térmicas
distintas. Si estos grupos poseen una fisiologia reproductiva caracteristica, entonces podria
esperarse aislamiento reproductivo y divergencia genética entre diferentes grupos de
desove. Esta investigacion plante6 como hipdtesis de trabajo la diferenciacion genética de
larvas de sardina provenientes de diferentes habitats de desove (costa sur de California y
Golfo de California). El mecanismo que explicaria la diferenciacion genética seria el
aislamiento reproductivo de grupos de desove que presentan afinidad por desovar dentro de
un rango especifico de variables ambientales (e.gr. temperatura). Para probar esta hipdtesis,
se estimo el grado de variabilidad y diferenciacion genética de larvas de sardina mediante el
uso de marcadores genéticos (microsatélites). Los resultados de este trabajo tienen como
objetivo documentar el grado de diferenciacion genética entre grupos de desove. El enfoque
en las etapas larvarias tiene la ventaja de reducir los posibles efectos de migracion y mezcla
que podrian tener los estudios que usan sardinas adultas para la caracterizacion de
estructura genética. En comparacion a los adultos, las larvas poseen una capacidad limitada
de migracion. Esta investigacion es relevante ya que contribuird a la identificacion de

diferentes grupos de desove de sardina Monterrey.



Il. Antecedentes

11.1. La sardina del Pacifico: aspectos bioldgicos, ecoldgicos y pesqueros

La sardina del Pacifico (Sardinops sagax caeruleus), también conocida como
sardina Monterrey, es una especie pelagica-costera de la familia Clupeidae (Whitehead et
al., 1985). Su rango de distribucion es amplio a lo largo de la costa del Pacifico de
Norteamérica, desde la Columbia Britanica, Canada, hasta el interior del Golfo de
California, México (Cascorbi, 2004).

Historicamente, esta especie ha presentado variaciones latitudinales en su
abundancia y distribucion (Radovich, 1982; Baumgartner et al., 1992; MacFarlane y
Beamish 2001; Rodriguez-Sanchez, 2002; Cascorbi, 2004; Félix-Uraga et al., 2004) (Figura
la). El mecanismo responsable de estas variaciones historicas son eventos atmosféricos de
escala decadal e interdecadal que repercuten en toda la cuenca del Pacifico a nivel
oceanografico y biologico (Lluch-Belda et al., 1989; Chavez et al., 2003; Lluch-Belda et
al., 2003). Estos autores sefialan que series de tiempo fisicas como: temperatura
atmosférica global, indice de circulacion atmosférica, niveles de dioxido de carbono
atmosférico, asi como la Oscilacion Decadal del Pacifico y El Nifio Oscilacion del Sur
(PDO y ENSO por sus siglas en inglés, respectivamente) se encuentran en fase con las
variaciones de la captura de sardina en la cuenca del Pacifico frente a las costas de
California, Japon y Pert-Chile. A partir de estas observaciones, Chavez et al. (2003)
sugirieron un modelo de regimenes bioldgicos en funcion de la variabilidad oceanografica.
Estos regimenes tienen un ciclo aproximado de 50 afios. Durante la mitad del ciclo, el

Pacifico permanece en promedio mas céalido debido a que la estratificacion térmica en la



costa este del Pacifico ecuatorial y subtropical es mayor. Esto ocasiona que la termoclina
sea mas profunda y que los eventos de surgencia sean menos intensos, resultando en una
disminucion de la productividad. Durante estas condiciones (conocido como el régimen
calido de sardina) la sardina es muy abundante. Durante la otra mitad del ciclo, el Pacifico
permanece mas frio en promedio debido a que la estratificacion térmica en la costa este del
Pacifico ecuatorial y subtropical es menor, lo cual ocasiona que la termoclina sea mas
somera y que los eventos de surgencia sean mas intensos, resultando en una mayor
productividad. Durante este tiempo (conocido como régimen frio de anchoveta), la sardina

es escasa mientras que la anchoveta es muy abundante.
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Figura 1. Fluctuaciones de la captura de sardina (Sardinops sagax caeruleus) durante 1917-2005 en
las costas de California.



Las variaciones en abundancia y distribucion de la sardina del Pacifico como
consecuencia de eventos atmosférico-oceanograficos, asi como el amplio potencial
migratorio de esta especie han constituido el principal problema al que tienen que
enfrentarse las investigaciones que tratan de identificar stocks y sus limites geograficos a lo
largo del rango de distribucion (Lluch-Belda et al., 2003; Smith, 2005). El stock esta
considerado como la unidad basica de manejo pesquero (Jennings et al., 2001). Estas
unidades de manejo se caracterizan por poseer parametros de historia de vida particulares
como: fecundidad, tasas de crecimiento, mortalidad y estructura de edades, que conllevan a
una dindmica poblacional propia. Otros atributos de los stocks son su abundancia, rango de
distribuciéon, movimientos en espacio-tiempo, areas de reproduccion, y caracteristicas
fenotipicas, bioquimicas y genéticas. La identificacion de stocks es necesaria porque de esa
manera se pueden establecer estrategias de manejo y conservacion de los recursos
explotados (Jennings et al., 2001).

Smith (2005) senala que la distribucion geografica y estacional del desove
representa informacion clave para identificar y describir los limites geograficos entre
stocks. Al respecto, se han reconocido mediante cruceros prospectivos las principales areas
de desove asociadas a diferentes temporadas del afo, y se han medido variables
oceanograficas como temperatura, salinidad e indices de surgencia con el objetivo de
describir el habitat de desove de los distintos grupos (Tabla I) (Lluch-Belda et al., 1991;

Hernandez-Vazquez, 1994; Hamman et al., 1998; Baumgartner et al., 2000).



Tabla I. Areas de desove, estacionalidad y valores de temperatura asociados.

Rango de temperatura

Area de desove Estacion del afio °C durante el méximo Referencia
de desove
Pacifico noroeste verano 14-16 McFarlane et al., 2005
(Vancouver)
Punta Concepcion, primavera 13-15 Lluch-Belda et al., 1991
California.
Costa sur de primavera 13-15 Lluch-Belda et al., 1991
California
Punta Eugenia, B.C. primavera-verano 15-16 Hernandez-Vazquez,

1994

Bahia Magdalena, verano superior a 20 Lluch-Belda et al., 1991
B.C.S. (fuera de la bahia)
(dos maximos) invierno 16-20
(dentro de la bahia)
Golfo de California Invierno 17-20 Hamman et al., 1998

I1. 2. Identificacion de stocks

11.2. 1. Habitat de desove

Planque et al. (2007) clasificaron el héabitat de desove de peces marinos en tres
categorias: habitat potencial, realizado y exitoso. El habitat potencial se define dentro del
rango de condiciones ambientales bajo las cuales una especie puede desovar. En algunas
especies el rango puede ser muy amplio, por lo que el habitat potencial puede ser inferido a
partir de experimentos en un acuario en el que se tenga control de las variables fisicas que
influyen directamente en el desove (i.e. temperatura y fotoperiodo) (Nikolsky, 1963;
Marshall, 1976). El hébitat de desove realizado es definido como la regién donde los
individuos de la especie de interés desovan en el presente y es el que generalmente se

observa durante cruceros prospectivos. El habitat de desove exitoso es definido como el



habitat donde hubo desove y se obtuvo un reclutamiento exitoso a la poblacion adulta. El
habitat de desove exitoso se encuentra contenido dentro del habitat realizado y no puede ser
documentado a partir de los patrones de desove pues se requiere que los juveniles sean

reclutados a la poblacion.

De acuerdo con el criterio de Planque et al. (2007) y las observaciones relacionadas
con el habitat de desove a lo largo del rango de distribucion de la sardina (Lluch-Belda et
al., 1991; Hernandez-Vazquez, 1994, Hamman et al., 1998; Baumgartner et al., 2000;
McFarlane et al., 2005) (Tabla I) se puede considerar que su habitat de desove potencial se
extiende desde las costas de Vancouver, donde la ocurrencia de huevos ha sido observada
de forma esporadica (McFarlane et al., 2002; Emmett et al., 2005; McFarlane et al., 2005),
hasta las costas del centro del Golfo de California (Hamman et al., 1998). El desove dentro
del habitat potencial puede ocurrir a lo largo de todo el afio en el rango de 12-25° C (Tabla
I), observandose dos méaximos: el primero a 14-15° C y el segundo a temperaturas mayores
a 18.5° C frente a las costas del Pacifico. En el interior del Golfo de California el desove
ocurre entre los 17-20° C (Lluch-Belda et al., 1991; Hamman et al., 1998). Adicionalmente,
se ha observado la presencia de huevos de sardina (con mayor frecuencia) cuando los

indices de surgencia de Bakun son intermedios (Lluch-Belda et al., 1991).

11.2. 2. Migracién y principales &reas de desove de diferentes grupos de sardinas

Clark (1945) estudio el potencial migratorio de la sardina mediante un programa de
marcado y recaptura llevado a cabo a mediados del siglo pasado (desde 1936 hasta 1942).

Las observaciones de este programa indicaron que individuos marcados frente a la costa sur



de California durante febrero-marzo fueron recapturados en latitudes mas nortenas, frente a
la Columbia Britdnica, en julio. En contraste, las sardinas marcadas frente a Columbia
Britanica durante julio-agosto fueron recapturadas frente a la costa sur de California
durante diciembre-enero. Adicionalmente, sardinas marcadas frente a la Bahia Sebastian
Vizcaino, Baja California, fueron recapturadas hasta la costa de San Francisco, California
(Figura 2). El autor propuso que la rapidez de la migracién latitudinal esta asociada con la
talla del pez, ya que las sardinas mas grandes se desplazaron mas rdpidamente hacia
campos pesqueros distantes mientras que sardinas de menor talla tendieron a mantenerse
por mas tiempo en la localidad en la cual fueron marcadas o hicieron migraciones mas

cortas.

sardinas marcadas en el sardinas marcadas en el
,'. Pacifico noroeste @ centro de California
I

sardinas marcadas en
México

sardinas marcadas en el
sur de California @

Figura 2. Movimientos migratorios latitudinales de la sardina observados a través de un
programa de marcado y recaptura Clark (1945).



Félix-Uraga et al. (2004) infirieron el movimiento migratorio latitudinal
contemporaneo de la sardina asociando variables oceanograficas (i.e. datos mensuales de
temperatura superficial del mar) y datos mensuales de captura comercial de los principales
campos pesqueros durante el periodo 1981-2002. Sus observaciones indicaron que los
maximos de captura comercial se encontraban dentro de tres intervalos de temperatura
superficial del mar: el primero entre 13-17 °C, el segundo entre 17-22 °C y el tercero entre
22-27 °C (Figura 3). Con base en estas observaciones, Félix et al. (2004) consideran tres
grupos de sardinas afines a los rangos de temperatura previamente mencionados (grupo
frio, templado y calido). Por ejemplo, las sardinas dentro del rango de 13-17 °C (grupo frio)
son capturadas en la pesqueria de San Pedro California de enero-abril (Figura 3 y 4). Entre
abril y julio alcanza su rango de distribucion mas surefio (en ocasiones hasta Punta
Eugenia, Baja California). Posteriormente, este grupo frio inicia su migracion hacia el norte
(Oregon, Washington y Columbia Britanica) siguiendo la temperatura superficial del mar.
Esta migracion, que inicia en julio y termina a finales de octubre, se refleja en los datos de
captura de esa region (McFarlane et al., 2005). En invierno, la migracion es hacia el sur ya
que la temperatura superficial del mar es menor a 13 °C en las latitudes mas nortefias.

Las sardinas que tienen afinidad por el rango de 17-22° C (grupo templado) son
capturadas dentro de Bahia Magdalena (limite latitudinal més surefio) de enero a junio, con
un maximo en abril-mayo. Posteriormente, el grupo migra hacia el norte siguiendo ese
rango de temperaturas hasta Ensenada y San Pedro California (limite latitudinal nortefio).
En Ensenada, el maximo de captura ocurre de septiembre a finales de noviembre entre 17-
22° C, este grupo puede extenderse hasta San Pedro California. El grupo templado inicia

nuevamente su movimiento hacia el sur en invierno, cuando la temperatura superficial del



mar es menor a 17 °C (Figura 3 y 4). Notese que este grupo (en su migracion latitudinal)
cruza dos veces al afio la Bahia de Sebastian Vizcaino, esto puede verse reflejado en la
temperatura asociada a los datos de captura de la pesqueria de Isla de Cedros a lo largo de
todo el afo, los cuales se encuentran dentro del rango de 17-22 °C. Adicionalmente, se ha
observado un grupo de sardinas que habita entre los 22-27 °C (grupo calido) y que es
capturado fuera de Bahia Magdalena de agosto a octubre (Figura 3 y 4). Se sabe poco sobre
la integridad y migracion de este grupo, aunque se ha sugerido que se desplaza hacia la
zona sur del Golfo de California (Félix-Uraga et al. 2004). La Tabla II indica las areas y
época del afio en las cuales se ha observado el desove a través del rango de distribucion e
integra el modelo migratorio propuesto por Félix et al. (2004). Cabe mencionar que la
temperatura y el fotoperiodo serian el mecanismo fisico que estableceria el ciclo migratorio
latitudinal de la sardina, ya que estas variables estan directamente relacionadas con la
fisiologia energética y reproductiva del organismo (Nikolsky, 1963; Marshall, 1976). El
impacto de estas variables sobre la sardina del Pacifico ha sido escasamente estudiado. Sin
embargo, se sabe que los peces migran por tres causas principales: alimentacion,
reproduccion y para protegerse del invierno (Nikolsky, 1963; Marshall, 1976). Desde el
punto de vista reproductivo, la temperatura y el fotoperiodo estdn directamente
relacionados con el control de la sintesis de la hormona PPG (Gonadotropina Pituitaria
Ictioldgica, por sus siglas en inglés), que tiene como blanco las gonadas que sintetizaran las
otras hormonas responsables de la maduracion de los ovarios en las hembras y la
produccion de esperma en los machos (Nikolsky, 1963; Marshall, 1976). Estos cambios
fisioldgicos asociados al medio ambiente ocasionan un cambio en el comportamiento de los

individuos que los llevaria a realizar movimientos migratorios con el fin de reproducirse
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(Nikolsky, 1963; Marshall, 1976). Desde el punto de vista energético, diferentes
temperaturas ocasionan un cambio en la tasa metabolica y en el consumo de 6xigeno, lo
cual lleva a un cambio en el comportamiento migratorio (Brown, 1957). Se debe destacar la
falta de estudios fisiologicos detallados en la sardina del Pacifico que permitan explicar las
causas de los movimiento migratorios (i.e. por alimentacion, desove o para protegerse del
invierno) en relacién con la variabilidad ambiental interanual e interdecadal. Al respecto,
Félix et al. (2004) mencionan que el movimiento migratorio de los grupos de sardina hacia
el sur (en invierno) es favorecido por el fortalecimiento de la Corriente de California,
mientras que en verano-otofilo el movimiento hacia el norte es favorecido por el

establecimiento de un flujo en contracorriente hacia el norte (Figura 4).

Tabla II. Areas de desove de los grupos migratorios de sardina.

Grupos migratorios Desova durante su migracién | Desova durante su migracion
Temp. °C (referencia) hacia el norte hacia el sur
Frio Pacifico noroeste (Vancouver, Costa de California y Baja
13-17 (1,2,5) Washington y Oregon) California
VERANO INVIERNO
Templado Hasta la costa sur de California Bahia Magdalena
17-22 (2,3) VERANO INVIERNO
Calido Desde Bahia Magdalena (sin datos)
22-27 (2) hasta Punta Eugenia
VERANO
Golfo de California Golfo de California (grupo residente)
17-23 4) INVIERNO

Referncias 1. McFarlane et al., 2004. 2. Lluch-Belda et al., 1991. 3. Hernandez-Vazquez, 1994.
4. Hamman et al., 1998. 5. Baumgartner et al., 2000.
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Figura 3. Maximos de captura asociados a intervalos de temperatura superficial del mar de

las principales pesquerias de sardina frente a la costa del Pacifico de Norte América durante
1981-2002. Tomado de Félix-Uraga et al. (2004).
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Figura 4. Migracion estacional-latitudinal de grupos de sardina del Pacifico en funcion del
rango de temperatura que habitan y las principales areas de desove. (F) grupo frio, (T) grupo
templado (C) grupo calido. Flecha azul: migracién hacia el sur. Flecha roja: migracion hacia el

norte. Tomado de Félix-Uraga et al. (2004).
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El grupo subdartico desova en la costa sur de California frente a San Pedro, de
febrero a abril entre 13-15° C, asociado a valores altos de indices de surgencia (Lluch-Belda
et al 1991). El mayor porcentaje de hembras en estado de madurez IV y V (pre-desove) se
observa en febrero y marzo (Figura 5) mientras que el mdximo de abundancia de huevos y
larvas frente a esta costa se registra en abril y puede extenderse hasta la costa de Baja
California (en ocasiones hasta Punta Eugenia). Adicionalmente, se puede observar un
segundo méaximo en la abundancia de huevos y larvas en agosto (Figura 5). En Ensenada, el
mayor porcentaje de hembras maduras se observa en los primeros meses del afo (Figura 5)
mientras que el méximo de abundancia de huevos y larvas ocurre en abril entre 13-16° C.
Cabe mencionar que el grupo subartico en su migracion hacia el norte desova
esporadicamente en el Pacifico noroeste (Vancouver) entre 14-16° C de mayo a septiembre

(McFarlane et al., 2005).
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Figura 5. Patron estacional de madurez y desove frente a la costa sur de California y Baja
California. Tomado de Félix-Uraga et al. (2004).
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Dentro de Bahia Magdalena, el desove inicia en enero. El mayor porcentaje de
hembras en estado de madurez IV y V (pre-desove) se observa en febrero y marzo (Figura
6) con un maximo en la abundancia de huevos y larvas en los mismos meses a una
temperatura de 17-20 °C (Funes-Rodriguez et al., 2001). Se puede observar un segundo
maximo de desove que ocurre ocasionalmente en el exterior de la bahia durante julio-

septiembre, y puede extenderse hacia el norte hasta Punta Eugenia a temperaturas mayores

a 20 °C (Lluch-Belda et al.,1991).
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Figura 6. Patron estacional de madurez y desove dentro de Bahia Magdalena. Tomado de Félix-
Uraga et al. (2004).
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En la zona centro del Golfo de California, se capturan sardinas en el rango de 17-23
°C desde noviembre hasta junio, con un maximo de captura en abril y mayo (Martinez,
1985). El desove puede ocurrir desde octubre hasta marzo entre los 17-20° C (Figura 7). El
maximo de huevos y larvas en esta zona se ha observado durante diciembre-enero
(Nevarez-Martinez, 1990; Hammann et al., 1998). Respecto a la migracion, Sokolov (1974)
consideran que estas sardinas migran hacia el sur del Golfo en invierno con el fin de
desovar, mientras que en verano migran hacia el norte para alimentarse. Sin embargo, no se
tiene precision en relacion al limite de distribucion de este cuarto grupo y tampoco se sabe

si este realiza movimientos migratorios fuera del Golfo de California.
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Figura 7. Patron estacional de desove dentro del Golfo de California. Tomado de Nevarez-
Martinez (1990).
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El modelo conceptual previo integra de manera general los patrones migratorios y
las 4reas de desove de la sardina del Pacifico en asociacion con la temperatura superficial
del mar. Se debe tener en cuenta que la sardina es una especie que responde de forma muy
dindmica a la variabilidad oceanografica interanual e interdecadal, por lo que los limites de
migracion entre grupos asi como la distribucion espacial del desove que considera este
modelo puede variar ampliamente de un afio a otro. Se recomienda cautela al considerar

este modelo conceptual como un fendmeno histdrico regular.

11.2.3. Grupos identificados a partir de la variabilidad fenotipica

Clark (1947) identific6 una clina latitudinal norte-sur a partir del conteo de
vértebras de sardinas colectadas de 1921-1941. Las sardinas nortefias colectadas desde el
Alaska hasta Punta Eugenia tuvieron 51.7 vértebras en promedio, mientras que las sardinas
del sur colectadas desde Bahia Magdalena al interior del Golfo de California tuvieron en
promedio 50.9 vértebras. Posteriormente, Wisner (1961) analiz6 vértebras de sardinas
colectadas entre 1950 y 1957. El autor observo 51.5 vértebras en promedio desde San Pedro
hasta Bahia Magdalena y 51.02 en el interior del Golfo de California. Ambos autores
identificaron dos grupos de sardinas, auque establecieron diferentes limites de distribucion.
Clark (1947) consideré un grupo desde Alaska hasta Punta Eugenia y el segundo, desde
Baja California Sur hasta Golfo de California, mientras que Wisner (1961) considerd un

grupo frente a la costa del Pacifico y un segundo en el interior del Golfo de California.
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Vrooman (1964) compard la relacion talla-edad de cinco grupos de sardinas
colectados desde la Bahia de Tomales, California, hasta Guaymas, Sonora. Los resultados
indicaron una diferencia entre Tomales y Guaymas de aproximadamente 100 milimetros. El
grupo de Guaymas tuvo una longitud estandar promedio de 150 mm de longitud estandar
para sardinas de dos y tres afios de edad contra un promedio de 220 mm en la muestra de la
Bahia de Tomales, para sardinas de la misma edad. Los resultados de este estudio indicaron

una clina latitudinal norte-sur con respecto a la relacion talla-edad.

Hedgecock et al. (1989) encontraron un rango de longitud estdndar de 192-240 mm
para sardinas provenientes del Sur de California y 145-162 mm para sardinas provenientes
de Bahia Magdalena y el Golfo de California a una edad promedio agrupada de 1.5 afios.
En este estudio, se corrobord la clina latitudinal de tallas sugerida en estudios previos

(Clark, 1947; Wisner, 1961; Vrooman, 1964).

Butler et al. (1996) observaron diferencias de tamafios entre el sur de California
(162 mm promedio) y Baja California (142 mm promedio) para las sardinas de un afio de
edad durante 1991-1993, aunque con un cierto grado de traslape. La longitud estandar
(promediada sobre todas las areas de estudio) fue de 155 mm para sardinas de un afio de

edad.

Félix-Uraga et al. (2005) analizaron variables morfométricas de otolitos colectados
desde Bahia Magdalena hasta Ensenada tomando en cuenta el modelo de migracion
propuesto por Félix-Uraga et al. (2004). Los resultados de este estudio indicaron diferencias
significativas entre grupos aunque con un cierto grado de traslape. Esto se tomo como

evidencia a favor de la existencia de tres stocks (frio, templado y calido). Los autores
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consideran que las diferencias morfométricas de los otolitos estan determinadas por las

condiciones ambientales locales.

Los estudios previos son evidencia de la existencia de variabilidad fenotipica de la
sardina a través de su rango de distribucion. El patron que ha podido observarse es el de
una clina norte-sur que puede ser explicada por la variabilidad del habitat en el que se
desarrollan los organismos (e.gr. diferentes rangos de temperatura). Dependiendo del autor
y el estudio, se han identificado diferentes grupos de sardinas que presentan limites de
distribucion variables. La variabilidad en los limites de distribucion puede deberse a que
estos grupos no se encuentran completamente aislados, ya que se observa un cierto grado
de traslape en las variables morfométricas medidas debido posiblemente al alto potencial
migratorio y a la ausencia de barreras geograficas que prevengan la mezcla de sardinas de

diferentes grupos, especialmente en las areas de contacto entre los grupos.
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11.2.4. Variabilidad genética

Los primeros estudios que brindaron informacion indirecta sobre variabilidad
genética de la sardina se llevaron a cabo en la década de 1960 utilizando reacciones
cruzadas de antigenos de eritrocitos. Los antigenos de grupos sanguineos son carbohidratos
asociados a la membrana celular que inducen la formaciéon de anticuerpos debido a que el
sistema inmune los reconoce como extrafios. En estos estudios, se observaron diferencias
entre sardinas del grupo nortefio (colectadas frente a Monterrey, San Pedro, San Diego en
California y Ensenada, México), el surefio (colectadas en Bahia Vizcaino, Punta Eugenia y
Bahia Magdalena) y del Golfo de California (Sprague y Vrooman. 1962; Vrooman 1964).
Por lo tanto, los autores hipotetizaron la existencia de tres subpoblaciones de sardinas. Cabe
mencionar que los anticuerpos son moléculas que resultan de la expresion de genes, y que
los estudios inmunologicos de la década de 1960 no pudieron cuantificar la variabilidad
nucleotidica debido a que los procedimientos técnicos para poder estimarla aun no habian
sido desarrollados. En la actualidad, se cuenta con la capacidad técnica que permitiria
estimar la variabilidad de estos genes, sin embargo, estos estudios no han sido realizados.

El primer estudio de genética poblacional utilizé aloenzimas, que son marcadores
bioquimicos resultantes de la expresion de formas alélicas de genes mendelianos
involucrados en rutas metabolicas. Hedgecock et al., (1989) estudiaron 32 loci
aloenzimaticos en sardinas adultas provenientes de cinco sitios de muestreo desde la Bahia
de Tomales, California, hasta Guaymas, Sonora. La heterocigosis observada fue
extremadamente baja (en promedio 1% para los cinco sitios de muestreo). Los autores
observaron nueve loci polimdrficos de entre los 32 analizados. Ocho de ellos presentaron

solamente dos variantes alélicas, mientras que el locus 6PGDH presento tres alelos en una
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muestra de Guaymas. Los 23 loci restantes fueron monomorficos, por lo cual no fue posible
encontrar diferenciacion alélica entre poblaciones. Adicionalmente, se compararon los
niveles de variacion aloenzimatica con respecto a otras 15 especies de clupeidos, la
heterocigosis promedio fue de 7%, mientras que la heterocigosis promedio observada en la
sardina fue de 1%. Los autores atribuyeron la baja variabilidad genética a un cuello de
botella genético que ocurrié en un pasado distante, el cual elimin6 casi toda la variacion
aloenzimatica. Los autores consideraron como evidencia las variaciones historicas de
abundancia estimadas a partir de la deposicion de escamas en sedimentos anaerobicos de la
cuenca de Santa Barbara en el sur de California (Soutar y Isaacs, 1969). Una hipoétesis
alternativa que discuten Hedgecock et al. (1989), es que la sardina haya colonizado
recientemente el sistema de la Corriente de California, y que los niveles de variacion
genética tan bajos sean resultado de un pequefio numero de fundadores. Esto seria
consistente con el estudio de Fitch (1969), que reportd que los restos fosiles de Sardinops
estdn ausentes en sedimentos de la costa sur de California durante el Plioceno y
Pleistoceno, mientras que si hay fosiles de otras especies pelagicas como Clupea pallasi,
Engraulis mordax, Merluccius productus, Scomber japonicus y Trachurus symmetricus.
Adicionalmente, la baja variabilidad de loci aloenzimaticos podria ser explicada por el
efecto de seleccion a favor de los alelos predominantes, lo cual no ha sido evaluado. Por
ultimo, los autores sefalan que los resultados de su estudio deben de ser tomados con
cautela, dado el tamafio de muestra pequefio de algunos sitios. El estudio de las aloenzimas
(al igual que el de antigenos) no cuantifico la variabilidad nucleotidica de los genes

involucrados en la expresion de estas proteinas. Cabe mencionar que no se realizaron
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estudios de genética poblacional de la sardina Monterrey durante los 14 afios subsiguientes
al estudio de Hedgecock et al. (1989).

Recientemente, Lecomte et al. (2004) estudiaron secuencias nucleotidicas del gen
mitocondrial citocromo b de sardinas provenientes de la captura de cuatro sitios de
muestreo (Isla de Vancouver, San Diego, Bahia de Todos Santos y Guaymas), para evaluar
distintas hipotesis acerca de la biogeografia historica de la sardina. Los autores proponen
dos modelos biogeograficos: el modelo de cuenca y el modelo de autoreclutamiento. El
modelo de cuenca considera que durante periodos en los que las condiciones ambientales
son adversas, la distribucion de sardina se restringe a un rango geografico (cuenca) donde
prevalecen condiciones ambientales apropiadas. Bajo este modelo, se considera que la
diversidad genética se concentra en el nlicleo de la cuenca y disminuye hacia los extremos
de la misma cuando los organismos se dispersan nuevamente al reestablecerse condiciones
favorables. Por otra parte, el modelo de autoreclutamiento considera que durante
condiciones adversas la sardina se contrae a una serie de subpoblacionales locales semi-
aisladas, con la posibilidad de que algunas de ellas no puedan completar su ciclo de vida
dentro del ambiente local y sean extirpadas. Bajo este modelo, se espera un grado de
estructura genética poblacional debido a dicho aislamiento, y no se predice la existencia de
un gradiente geografico en la diversidad genética. Lecomte et al. (2004) observaron niveles
altos de diversidad haplotipica (San Diego h = 0.92, SD = 0.04) mientras que el minimo de
diversidad se encontr6 en uno de los extremos del rango (Guaymas h = 0.83, SD = 0.07).
Ademads, se observaron diferencias significativas en el numero de haplotipos entre
localidades (Chi*> = 10.61 p = 0.001). Estas observaciones fueron consistentes con la

hipotesis del modelo de cuenca, colocando a San Diego como el nicleo geografico de la
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cuenca. Sin embargo, el andlisis de homogeneidad de las frecuencias haplotipicas entre
subpoblaciones no fue significativo, indicando ausencia de estructura poblacional. En
consecuencia, los autores consideraron que la sardina del Pacifico posee una sola poza
genética a través de su rango de distribucion para el marcador molecular que emplearon.
Adicionalmente, se estimo6 el tiempo de coalescencia para los haplotipos asumiendo 2% de
divergencia por millén de afios entre linajes y un tiempo generacional de 4.4 afios. Los
haplotipos estudiados convergieron hace 241,000 afios, fecha en la que tedricamente existio
el haplotipo ancestral a los haplotipos actuales. Finalmente, los autores no pudieron
distinguir patrones filogeograficos al elaborar genealogias con los haplotipos estudiados y
consideraron como causa de la ausencia de estructura filogeografica el alto potencial
migratorio de la sardina, el cual podria estar homogeneizando genéticamente a las
subpoblaciones hipotéticas sugeridas a partir de estudios de diferencias morfométricas y
meristicas (Clark, 1947; Wisner, 1961; Vrooman, 1964; Hedgecock et al., 1989). Los
autores consideraron que las diferencias fenotipicas son respuestas ontogenéticas a las
condiciones ambientales en las que se encuentran inmersos los organismos y no a
adaptaciones locales o al aislamiento reproductivo.

Finalmente, Gutiérrez-Flores (2007) estudi6 secuencias de genes mitocondriales
(NADS5 y NADG6) asi como ocho loci nucleares (microsatélites) en muestras de sardinas
adultas colectadas desde la isla de Vancouver hasta Guaymas entre 2003 y 2006 durante
diferentes estaciones del afio, para evaluar la hipotesis de la existencia de tres stocks de
sardinas afines a diferentes rangos de temperatura (stock frio, templado y calido de Félix-
Uraga et al., 2004). La autora encontrd 137 haplotipos para NADS y 128 para NAD6. No se

encontrd6 un patron latitudinal con respecto a la diversidad haplotipica mitocondrial, a
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diferencia del estudio de Lecomte et al. (2004). En los ocho microsatélites evaluados,
encontro altos niveles de polimorfismo, con valores de heterocigosidad esperada (He) entre
0.89 y 0.93 y tampoco mostraron ninguna clina latitudinal. Los indices de fijacion (Fst)
obtenidos con los datos mitocondriales y nucleares no fueron significativos, indicando
homogeneidad genética espacio-temporal de las sardinas muestreadas a lo largo de su rango
actual de distribucion. Adicionalmente, genealogias de los genes NADS y 6 no reflejaron
ningun patron filogeografico. La autora considera que los valores altos de diversidad
genética que observo se mantienen a pesar de las fluctuaciones demograficas historicas
debido a un efecto de almacenamiento de genotipos en adultos, asi como a un amplio
traslape entre generaciones. También considera que la falta de patrones filogeograficos se
debe a que no ha transcurrido el tiempo suficiente para generar diferenciacion entre linajes
y que las diferencias fenotipicas reportadas para la especie son el resultado de la alta
plasticidad de la sardina dentro de su habitat.

En resumen, los estudios de genética poblacional de la sardina del Pacifico
realizados con sardinas provenientes de las pesquerias no han podido rechazar la hipotesis
nula de que esta especie constituye una poblacion panmictica a través de su rango de
distribucion. Estos resultados genéticos contradicen la evidencia de variabilidad fenotipica
(morfométrica y meristica), asi como los patrones de preferencias a rangos de temperatura
que han servido para identificar y proponer la existencia de diferentes subpoblaciones. Esta
aparente paradoja constituye el principal problema en la identificaciéon de stocks y el
establecimiento de sus limites geograficos. El origen de esta problematica reside en una
dindmica compleja en la biologia histérica y contempordnea de la sardina monterrey que

involucra los siguientes factores:
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1. La posible colonizacion reciente (post-Pleistoceno) de la costa del Pacifico de
Norteamérica asociada a un ntimero pequefio de individuos que colonizaron el
area

2. El alto potencial migratorio en ausencia de barreras oceanograficas que limiten
el flujo genético de esta especie

3. Las contracciones y expansiones de los limites geograficos de sub-poblaciones
en respuesta a la variabilidad oceanografica interanual e interdecadal

4. Las fluctuaciones demograficas a lo largo del tiempo asociadas a la variabilidad
oceanografica interanual e interdecadal

5. La naturaleza de los marcadores moleculares estudiados y las fuerzas evolutivas
que acttan sobre los grupos de sardina del Pacifico

11.2.5. Los microsatélites: marcadores moleculares empleados en la identificacion

de subpoblaciones

Los microsatélites son fragmentos de ADN, en su mayoria no codificante, presentes
en los cromosomas nucleares de eucariontes. Se caracterizan por (1) tener una secuencia de
dos a seis nucledtidos repetidos en tandem (motivos de repeticion), como por ejemplo
(GATA),, donde n es el nimero de veces que se repite dicho motivo, (2) tener altas tasas de
mutacion, en el rango de 107 a 10° mutaciones por locus por generacién, (3) estar
ampliamente distribuidos en los genomas nucleares, (4) segregarse independientemente de
forma Mendeliana y (5) ser codominates. Los microsatélites presentan altos niveles de
polimorfismo debido a sus altas tasas de mutacién, que pueden aumentar o disminuir el

numero de motivos de repeticion durante la replicacion del ADN (Schlotterer, 2000).
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Los loci microsatelitales se ajustan a la teoria neutral de evoluciéon molecular
propuesta por Kimura (1968). Esta teoria sugiere que las variantes alélicas presentes en una
poblacion no estdn sujetas a seleccion natural y en consecuencia sélo sufren el efecto de la
mutacion y de la deriva genética al azar. Por lo anterior, la cantidad de variacion genética
en loci microsatelitales es funcion de la tasa de mutacion y del tamafio efectivo de la
poblacion, de lo cual depende la magnitud del efecto de deriva genética (Balloux y Lugon-
Moulin 2002). Debido a su alto nivel de polimorfismo, los microsatélites han sido
utilizados en estudios de genética poblacional para evaluar diversidad e identificar
estructura genética, asi como para el establecimiento de relaciones de parentesco (Zhang y

Hewitt, 2003).
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Objetivos

I11.1 Objetivo general

Estimar el grado de diferenciacion genética de larvas de Sardinops sagax
caeruleus asociadas a diferentes temperaturas y grupos de desove mediante

el uso de marcadores moleculares (microsatélites).

111.2. Objetivos particulares

Obtener larvas de diferentes grupos de desove de sardina Monterrey

Estimar la diversidad genética (i.e. heterocigosis y niumero de alélos por locus)

para cada localidad

Estimar el tamafio minimo de muestra necesario para caracterizar de manera
representativa la diversidad genética de la poblacion

Estimar los niveles de diferenciacion genética
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IV.  Hipdtesis

Tomando en cuenta el modelo de migraciones latitudinales de grupos de sardinas afines
a diferentes rangos de temperatura, se esperaria detectar diferencias genéticas en la
descendencia de los mismos. El mecanismo que explicaria las diferencias genéticas de
la descendencia seria el aislamiento reproductivo, debido a la supuesta afinidad térmica

que tienen los adultos por el hébitat en el que desovan.

Alternativamente, existe la posibilidad de no encontrar diferencias genéticas en la
descendencia proveniente de diferentes grupos de desove a pesar de haber sido
originada en distintos habitats, debido a que no hay aislamiento reproductivo entre

grupos.
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V. Materiales y métodos
V.1 Obtencion de muestras

Se obtuvieron 271 larvas provenientes de la costa sur de California. Las larvas
fueron colectadas por medio de arrastres de plancton oblicuos con redes tipo Bongo y
preservadas en etanol (95%) durante los cruceros organizados por California Cooperative
Oceanic Fisheries Investigations (CALCOFI por sus siglas en inglés) durante abril de 1999
(Tabla II). Estas muestras forman parte de la coleccion de larvas de ictioplancton del
National Marine Fisheries Service Southwest Fisheries Science Center (SWFSC) en San
Diego, California.

Se obtuvieron 94 larvas provenientes de la costa oeste del Golfo de California. Las
larvas fueron colectadas por medio de arrastres verticales con redes tipo Bongo y
preservadas en etanol (95%) a bordo del Crucero Prospectivo de Pelagicos Menores del
Golfo de California realizado por el Instituto Nacional de la Pesca en Guaymas, Sonora,
durante diciembre de 2006 (Tabla III). Debido al pequefio tamafio de muestra obtenido en
el Golfo, se decidi6 agrupar las muestras en Grupo A y Grupo B separadas por una
distancia de 200 km el uno del otro. Las larvas provenientes de la costa sur de California
fueron separadas por personal de SWFSC, mientras que las larvas provenientes del Golfo
de California fueron separadas en CICESE. Para identificar correctamente las larvas de
sardina se compararon caracteres morfoldgicos clave dependiendo del estadio ontogenético
(Moser et al., 1996) (Anexo 1). En el estadio larvario de saco vitelino, se observo la
presencia de la gota de aceite y pigmentos caracteristicos en la parte dorsal de la cabeza. En

el estadio de preflexion-flexion, se observo la forma del cuerpo (tubular-alargado). Ademas
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se observaron pigmentos caracteristicos dispuestos en ambos lados de la parte dorsal del

intestino y en la aleta caudal. Para el estado de flexion, se observé la separacion entre la

aleta dorsal y anal por 5-6 paquetes musculares (Anexo 1). La identificacion de cada larva

para andlisis genéticos fue validada por el Dr. William Watson, experto en identificacion de

ictioplancton del SWFSC San Diego, California.

Tabla III. Tamano de muestra, fecha y temperatura superficial del mar al momento

del muestreo.

Region Estacion | Coordenadas | Tamafio de muestra Temperatura
Geograficas superficial del mar
(lat. N lon.W)
Cal. 1 33°43° 70 12.28
o 123°38’
COSta(Z‘;:ﬁ g;‘;l)fomla Cal. 2 33929° 74 12.28
122°32’
Cal.3 33°09° 75 12.69
123°13’
Cal. 4 32°59° 52 13
120°21°
Golfo 1 26°55° 31 19
111°56’
Golfo 2 27°15° 20 19
Golfo de California 112709
(diciembre 2006) Golfo 3 28° 06’ 14 19
112° 46’
Golfo 4 28°12° 11 19
112°47
Golfo 5 29°20° 18 19.5
113°17°

* Con la finalidad de incrementar los tamafios de muestra las estaciones del Golfo de California se
agruparon como sigue: Grupo A: Golfo 1y 2; Grupo B: Golfo 3,4y 5.
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Durante la etapa de identificacion se observo que el etanol (95%) usado para
preservar el tejido puede deformar a las larvas debido a la deshidratacion. El encogimiento
dificulta hacer mediciones precisas de la longitud pero no interfiere con la identificacion a
menos que la larva se encuentre dafiada debido a una mala conservacion o dafio fisico del

tejido.

R
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Figura 8. Localidades de colecta frente a la costa su de California (1999) y Golfo
de California (2006).
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V.2. Extraccion de ADN y amplificacion de microsateélites

Se extrajo ADN geondmico de un globo ocular o de una porcion de tejido del
extremo posterior de la cola de la larva (aproximadamente 1 mm). Las disecciones se
hicieron con la ayuda de un microscopio estereoscopico. El tejido de cada larva se depositd
en viales para PCR de 0.2 ml que contenian 125 pl de la resina Chelex 100 (10%).
Posteriormente, los tejidos fueron incubados a 60 °C por 20 minutos y a 99 °C por 25
minutos para liberar el ADN gendmico del tejido. Las extracciones se mantuvieron a 4 °C

hasta el momento de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

Se amplificaron nueve loci microsatelitales especificos para Sardinops sagax
caeruleus: A7, A8, All, C5, DI, D6, D9, H11, H4 via PCR con pares de cebadores
desarrollados por Pereyra et al. (2004) (Anexo 2). Las reacciones de PCR (12 ul de
volumen total) consistieron de: 1X amortiguador de reaccion, 0.2 mM de dNTP, 0.5 uM del
cebador forward con marca fluorescente, 0.5 uM del cebador reverse, 0.3 unidades de Taq
polimerasa (New England Biolabs) y 2 ul de ADN geondmico. Los ciclos de temperatura

se muestran en el Anexo 2.

Adicionalmente, se probaron dos loci correspondientes a Sardina pilchardus (Sp2 y
Sapi44) asi como los loci H4F y G9 especificos para sardina, desarrollados por Pereyra et
al. (2004). Sp2, Sapi44 y HA4F fueron excluidos porque tuvieron un porcentaje de
amplificacion muy bajo y G9 se excluyd por presentar exceso de homocigotos lo cual

sugiere la presencia de alelos nulos.
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V.3. Genotipificacion

El tamafio y la intensidad de fluorescencia de los microsatélites amplificados via
PCR fue registrado por medio de electroforesis en capilares con gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 6% en un secuenciador automatico Gene Analyzer ABI 3100 (Applied
Biosystems Inc, CA). Posteriormente, la informacion registrada por el secuenciador pasé
por un control de calidad con el programa GeneMaper™ v.3.5. El control de calidad
consistié en la comparacion de la muestra con un patrén grafico previamente establecido
para cada locus y se excluyeron datos con patrones atipicos. Los genotipos que pasaron
satisfactoriamente el andlisis de calidad fueron utilizados en la elaboracion de los

estadisticos que se muestran en la seccion de resultados

V.4 Andlisis de datos

V.4.1. Estimacion de diversidad genética

Para cuantificar el grado de diversidad genética se estimé la heterocigosis (H) por
locus para cada localidad. Esta medida representa la proporcion de individuos (2n)
muestreados que poseen dos copias alélicas distintas. La heterocigosis toma valores entre
cero y uno, el cero se interpreta como ausencia de heterocigosis (i.e. locus con una sola
variante alélica) mientras que un valor de uno refleja la ausencia de homocigotos (i.e.
individuos con un par de alélos idénticos). La heterocigosis fue calculada con el programa
GENEPOP version 3.4 (Raymond y Rousset, 1995). También se estimo la heterocigosis
esperada (He), la cual puede ser entendida como la probabilidad esperada de que un

genotipo (2n) sea heterocigoto al muestrear un par de alelos de la poza genética suponiendo
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equilibrio de Hardy-Weinberg (i.e., union aleatoria de gametos y ausencia de fuerzas
evolutivas) a partir de la ecuacion:

n n
He=—"(1- T x?)
n-1 5

n = namero de individuos analizados X = frecuencia de cada alelo

Adicionalmente, se obtuvieron valores de otras medidas de variabilidad genética
como el numero total de alelos (na) y el numero de alelos privados a cada sitio de colecta
(u). El nimero de alelos privados corresponde a aquellas variantes alélicas que fueron
observadas unicamente en una localidad. Ambos valores fueron determinados por conteo
directo del nimero de alélos. Posteriormente, se realizoé una prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg, la cual asume union aleatoria de gametos y ausencia de fuerzas evolutivas (i.e.
seleccion natural, mutacion, flujo genético y deriva genética). De existir equilibrio de
Hardy-Weinberg, las frecuencias alélicas y genotipicas permaneceran constantes de una
generacion a otra. La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg se realizo por locus, para
cada uno de los sitios de muestreo con el programa Genepop v.3.4 (Raymond y Rousset,
1995) y su significancia se estimo por el método de cadena de Markov (Guo y Thompson,

1992).
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V.4.2. Estimacion del tamafio de muestra

Para examinar el patrén de incremento de alelos por locus en funcion del tamafio de
muestra, se construyeron curvas de acumulacion de alélos con el programa Resampling
Stats v3.0 (Simon, 2006). Para esto se realizaron 1000 remuestreos con reemplazo tomando
diferentes tamafios de muestra. El nimero total de alélos descubierto en estos 1000
remuestreos fue promediado y graficado en funcién del nimero de alelos muestreados
(tamano de muestra diploide -2n-).

1V.4.3. Estimacion de estructura genética

Para cuantificar el grado de diferenciacion genética entre localidades se realizaron
pruebas de homogeneidad alélica y genotipica con el programa Genepop v.3.4. Para las
pruebas alélicas se elaboran tablas de contingencia para cada localidad. La hipdtesis nula de
esta prueba es que las frecuencias alélicas son idénticas en todas las localidades. La prueba
de hipotesis consiste en una Chi® a través del método de Fisher, como se describe en
Raymond y Rousset (1995). Para las pruebas de homogeneidad genotipica también se
elaboran tablas de contingencia de los genotipos en cada localidad. De manera similar, la
hipotesis nula es que la distribucion genotipica es idéntica en todas las localidades. Las
pruebas de homogeneidad alélica y genotipica se realizaron tomando en cuenta el tamafio
alélico expresado en pares de bases y motivos de repeticion de los microsatélites.
Adicionalmente, se estim6 el indice de fijacion Fsr con el programa Arlequin v 3.1
(Excoffer y Schneider, 2005). El estadistico Fsr compara la pérdida de heterocigosis
promedio para todos los loci asumiendo equilibrio de Hardy-Weinberg en cada localidad
contra la heterocigosis promedio esperada (asumiendo equilibrio de Hardy-Weinberg) en la

poblacion a partir de la siguiente ecuacion:
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H T = heterocigosis promedio esperada para la poblacion

H g = heterocigosis promedio esperada para la subpoblacion

Cuando Fgr tiende a 0, la heterocigosis en las subpoblaciones serd igual a la

heterocigosis de la poblacion lo cual indica ausencia de estructura genética debido al
apareamiento aleatorio en toda la poblacion. Si Fsr tiende a la unidad, entonces habra
diferencias en las frecuencias de heterocigotos en cada subpoblacion (debido a perdida-

fijacion de alelos) con respecto a la frecuencia esperada en la poblacion.

En este estudio, se calculd el estadistico Fst entre regiones (costa sur de California y
Golfo de California) y entre localidades (usando las muestras agrupadas; Fig. 8). El método
estadistico utilizado por el programa Arlequin consiste en un analisis jerarquico de varianza
de las frecuencias genotipicas, que descompone la varianza total en componentes de
varianza en funcidn de los niveles jerarquicos establecidos dentro de subpoblaciones, entre
subpoblaciones y entre grupos (Weir y Cockerham, 1984). Adicionalmente, se hizo un
andlisis de varianza molecular (AMOVA por sus siglas inglés). EIl AMOVA mide el nivel
de estructura genética tomando en cuenta diferentes niveles jerdrquicos: dentro de
localidades, entre localidades y entre regiones geograficas. Para medir el nivel de estructura
genética el AMOVA elabora sumas de cuadrados de los tamafios alélicos expresados en
motivos de repeticion, asumiendo el modelo de mutaciéon por pasos (Kimura y Ohta, 1978).

Este modelo considera que cada mutacion crea un nuevo alelo, ya sea adicionando o
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eliminando una unidad de repeticion del microsatélite con una probabilidad U/2 en ambas
direcciones. En consecuencia, alelos de muy diferentes tamafios estaran menos relacionados
en comparacion con alelos de tamafio similar. Por medio del AMOVA se obtuvo el
estadistico Rgr, el cual es andlogo al estadistico Fsr. Cuando Rgr tiende a cero, la varianza
molecular en cada localidad es la misma que la varianza poblacional, lo cual indica
ausencia de diferencias genéticas. Cuando Rgrtiende a la unidad, la varianza en la localidad
es mayor que la varianza poblacional, indicando diferencias entre localidades en nivel

genético.

Cabe mencionar que para las estimaciones de diferenciacion genética se utilizaron
solamente aquellas larvas para las cuales la amplificacion y genotipificacion de
microsatélites fue exitosa en cuatro o mas loci. Para el estadistico Fst se tomaron en cuenta
cinco de los nueve loci (A7, C5, D1, D6, H4), mientras que para el AMOVA se tomaron en
cuenta cuatro (A7, C5, D6, H4). No se incluyeron los loci restantes porque tuvieron mas de
25% de los datos faltantes debido a problemas técnicos asociados con la amplificacion,

genotipificado o asignacion del nimero de motivos de repeticion.

Finalmente, se estim¢ la distancia genética de Nei (Da) y la distancia de Cavalli-
Sforza y Edwards (Dc) entre muestras. La distancia genética puede ser entendida como una
medida del tiempo de divergencia genética de una subpoblacion con respecto a una
poblacion ancestral. La distancia genética toma valores entre cero y uno. El cero indica
ausencia de diferencias genéticas entre las muestras comparadas, mientras que la unidad
indica que las muestras comparadas no tienen alelos en comun y divergen totalmente una

de otra. La matriz de distancias genéticas de Nei se utilizé para elaborar un dendrograma
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con el método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA por sus

siglas en inglés).

VI. Resultados

V1.1Genotipificado de loci microsatelitales

La Tabla IV indica el nimero total de individuos muestreados por locus para los
cuales la amplificacion y genotipificacion fue exitosa en cada una de las estaciones de la
costa sur de California y Golfo de California. Cabe mencionar que no todos los ensayos de
laboratorio fueron exitosos debido a problemas de preservacion de tejido, asi como
problemas técnicos relacionados con la amplificacion y genotipificacion, por lo que la
cantidad de individuos totales para cada locus de la Tabla IV es menor al tamafio de
muestra colectado en cada localidad.

Tabla IV. Numero de individuos genotipificados exitosamente por locus y por

localidad.
Localidades
Locus Cal. 1 Cal. 2 Cal. 3 Cal. 4 Grupo A | Grupo B
A7 47 65 69 46 33 24
A8 27 38 31 30 42 28
All 27 26 23 26 42 26
C5 42 63 64 41 44 29
D1 41 46 41 37 45 28
D6 55 48 63 47 39 27
D9 24 14 22 26 40 29
HI11 33 31 23 34 46 27
H4 44 59 50 38 49 27
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V1.2. Diversidad de loci microsatelitales

Se observaron altos niveles de polimorfismo en los nueve loci evaluados. EI nimero
minimo de alelos fue de 19 para el locus D6, mientras que el maximo fue de 56 para A8. En
promedio se observaron 35 alelos por locus. El nimero promedio de alelos privados por
locus en la costa sur de California fue de nueve, mientras que en el Golfo se observaron 15
alelos privados por locus en promedio. Se observaron valores de heterocigosis promedio
mayores en la costa sur de California Ho= 0.904 y He= 0.926 en comparacioén con las
muestras del Golfo Ho= 0.857 y He= 0.905 El maximo valor de diversidad (i.e. uno) se

observo en el locus D1 en la costa sur de California (Figura 9) (Tabla V).
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Figura 9. Valores de heterocigosis observada promedio (Ho) y error estandar por locus
para la costa sur de California y Golfo de California.
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Se encontrd desequilibrio de Hardy-Weinberg en las frecuencias genotipicas de los

loci Al1, C5, D1, D6, H4 y H11 en larvas de sardina colectadas en algunas localidades de

la costa sur de California y del Golfo de California luego de aplicar la correccion secuencial

de Bonferoni. Cabe mencionar que el desequilibrio de frecuencias genotipicas no fue

recurrente para alguna localidad o para algin locus en particular. En todos los casos el

desequilibrio fue ligero, ya sea con un exceso o déficit de heterocigotos en relacion a la

frecuencia esperada (Tabla V).

Tabla V. Niveles de variacion genética de larvas de Sardinops sagax caeruleus
colectadas en la costa sur de California (1999) y Golfo de California (2006).

Costa sur de California 1999 Golfo de California 2006
Cal.1 Cal.2 Cal.3 Cal. 4 Promedio Grupo A  Grupo B Promedio
A7 (65-148 pb)
N 47 65 69 46 56.75 33 24 28.5
na (u) 23 23 26(2) 28(1) 31(3) 22 (8) 18 (4) 26 (12)
Ho 0.894 0.846 0913 0.826  0.870 +/-0.02 0.767 0.889 0.828+/- 0.061
He 0921 0.877 0910 0.915 0.905 0.876 0.811 0.843
A8 (196-291 pb)
N 27 38 31 30 31.5 42 28 35
na (u) 31(4) 35(4) 35(4) 324 56 (16) 42 (15) 32 (5) 47 (20)
Ho 1.000 1.000 0.935 0.966  0.975+/-0.016 0.905 1.000 0.952+/- 0.047
He 0974 0959 0978 0.976 0.972 0.978 0.971 0.974
Al1 (236-399 pb)
N 27 26 23 26 25.5 42 26 34
na (u) 16(2) 17(2) 19(4) 16(2) 33 (10) 22 (9) 16 (3) 25(12)
Ho 0.741 0.846 0.957 0.884  0.857+/-0.045 0.810 0.821 0.816+/- 0.006
He 0.923 0.920 0935 0.923 0.925 0.926 0.908 0917
C5 (109-203 pb)
N 42 63 64 41 52.5 44 29 36.5
na (u) 30(3) 36(2) 40(7) 27 50 (12) 30(12) 24 (6) 36 (18)
Ho 0.857 0.905 0.859 0.927  0.887+/-0.017 0.978 0.759 0.868+/- 0.109
He 0.945 0.959 0.956 0.948 0.952 0.888 0.955 0.921




40

Tabla V. Continuacion

Costa sur de California 1999 Golfo de California 2006
Cal.1 Cal.2 Cal.3 Cal. 4 Promedio Grupo A Grupo B Promedio
D1 (161-376 pb)
N 41 46 41 37 41.25 45 28 36.5
na (u) 31(2) 30(4) 29(3) 27(2) 46 (11) 32(17) 26 (11) 43 (28)
Ho 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000+/- 0 0.956 0.862 0.909+/- 0.047
He 0.959 0959 0.960 0.954 0.958 0.962 0.949 0.955
D6 (109-191 pb)
N 55 48 63 47 53.25 39 27 33
na (u) 16(1) 16(4) 15 15(2) 28 (7) 13 (6) 13 (6) 19 (12)
Ho 0.873 0.729 0.777 0.870 0.812+/- 0.036 0.658 0.778 0.718+/- 0.060
He 0.851 0.746 0.802 0.825 0.806 0.644 0.820 0.732
D9 (254-326 pb)
N 24 14 22 26 21.5 40 29 34.5
na (u) 18(3) 12(1) 14(1) 14(2) 25(7) 21(7) 17 (3) 24 (10)
Ho 0.875 0929 0.773 0.885 0.865+/-0.033 0.825 0.759 0.792+/- 0.033
He 0.941 0910 0914 00913 0.919 0.920 0.932 0.926
H4 (171-263 pb)
N 44 59 50 38 47.75 49 27 38
na (u) 31(4) 29(2) 24(2) 26(5 49 (13) 27 (11) 21 (5) 32 (16)
Ho 0977 0932 0.940 0.947 0.949+/-0.01 0.979 0.926 0.952+/- 0.027
He 0945 0950 0.930 0.946 0.943 0.934 0.946 0.940
HI11 (145-192 pb)
N 33 31 23 34 30.25 46 27 36.5
na (u) 22(1) 23(3) 19 241 31(5) 25(7) 21 (3) 28 (10)
Ho 0.879 0967 0.870 0.970 0.921+/-0.027 0.869 0.889 0.879+/- 01
He 0.949 0951 0.947 0.951 0.949 0.939 0.930 0.934
Ho promedio 0.899 0906 0.891 0.919 0.904 0.861 0.854 0.857
He promedio 0934 0915 0.926 0.928 0.926 0.896 0914 0.905

(n) total de individuos examinados, (na) numero de alelos observados, (u) nimero de alelos
privados para la localidad (Hp) Heterocigosis observada +/- error estandar (Hg) Heterocigosis
esperada. En negritas, frecuencias en desequilibrio de Hardy-Weinberg después de aplicar
correccion secuencial de Bonferoni.
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V1.3. Acumulacidn de alelos en funcién del tamafio de muestra

La Figura 10a muestra el nimero de alelos acumulados en funcion del tamafio de
muestra para cada locus, mientras que la Figura 10b representa el porcentaje acumulado de
alelos. En ambas figuras se observa que el nimero de alelos descubiertos disminuye
conforme aumenta el tamafio de muestra (-2n-). Mas del 80% de las variantes alélicas se
encuentra en un tamafio de muestra de 2n=75 individuos. En la Figura 10a se distinguen
dos grupos: el primer grupo posee menos de 25 alelos (A7, All, D6, D9, H11) mientras
que el segundo posee mas de 30 alelos (A8, C5, D1, H4). Ya que el nimero promedio de
alélos para cada grupo es distinto, se sugiere un tamafio minimo de muestra de 2n= 75 a
100 individuos por localidad. Tamafios de muestra de 75 a 100 individuos permiten tener
representados mas del 80% de los alelos que se pueden encontrar en estos nueve loci
(Figura 10b), aumentando el poder de las inferencias estadisticas que se emplean en

genética de poblaciones.
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Figura 10. Curva de descubrimiento de alelos y porcentaje de alelos acumulados para
nueve loci microsatelitales en funcidon de un tamafio de muestra variable.
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V1.4. Diferenciacion genética de grupos larvarios

Las pruebas de homogeneidad alélica a partir de tamafios alélicos resultaron en una
heterogeneidad global significativa entre las muestras (Chi2=o0, df=18 p=0.005). Los analisis
entre pares de localidades indicaron diferencias significativas entre el Grupo A con respecto
a Cal.1, Cal. 3 y Cal. 4 (Tabla VI). Estos resultados implican que la distribucion alélica
entre estas localidades es distinta. Las pruebas de homogeneidad alélica por locus
correspondientes indicaron que estas diferencias son atribuibles a los loci A11, C5 y D6

(Tabla VII).

Tabla VI.- Valores de Chi® de la prueba de homogeneidad alélica (bajo la diagonal) y
valores de -p- por arriba de la diagonal. En negritas, se indican los valores significativos
después de la correccion de Bonferoni.

Cal.1 | Cal.2 | Cal.3 | Cal.4 | Grupo A | Grupo B
Cal. 1 - 0.018 | 0.840 | 0.237 0.001 0.397
Cal. 2 32.551 - 0.630 | 0.005 0.074 0.244
Cal. 3 12.121 | 15.454 - 0.482 0.001 0.635
Cal. 4 21.872 | 36.827 | 17.603 - 0.001 0.017
Grupo A o0 27.249 0 00 - 0.005
GrupoB | 19.00 | 21.712 | 15.383 | 32.801 | 37.147 -

Tabla VII. Prueba de homogeneidad alélica por locus; en negritas se indican los valores
significativos después de la correccion de Bonferoni.

Loci
A7 A8 All C5 D1 D6 D9 H4 H11
| P-value 0.442 | 0.906 | 0.001 | 0.001 | 0.330 | 0.001 | 0.940 | 0.709 | 0.745
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Las pruebas de homogeneidad genotipica a partir de tamafios alélicos resultaron en
una heterogeneidad global significativa entre las muestras (Chi2=32.58, df= 18
p=0.018). Los analisis entre pares de localidades indicaron una diferencia significativa
entre el Grupo A y Cal 4 (Tabla VIII). Estas diferencias fueron atribuidas a los loci
A1l y D6 al realizar las pruebas de heterogeneidad genotipica por locus (Tabla IX).
No se observaron diferencias significativas en las pruebas de homogeneidad alélica
y genotipica al examinar motivos de repeticion (Tabla X).

Tabla VIIL- Valores de Chi’ de la prueba de homogeneidad genotipica (bajo la

diagonal) y valores de -p- (por arriba de la diagonal). En negritas, se indican los valores
significativos después de la correccion de Bonferoni.

Cal.1 | Cal.2 | Cal.3 | Cal.4 | Grupo A | Grupo B
Cal. 1 - 0.027 | 0.912 | 0.273 0.008 0.566
Cal. 2 31.169 - 0.733 | 0.005 0.272 0.305
Cal. 3 10.54 | 13.928 - 0.583 0.005 0.758
Cal. 4 18.903 | 37.067 | 16.127 - 0.002 0.073
Grupo A | 35.246 | 21.137 | 34.087 | 39.176 - 0.136
Grupo B | 16.369 | 20.494 | 13.537 | 27.326 | 24.61 -

Tabla IX Prueba de homogeneidad genotipica por locus. En negritas se indican los
valores significativos después de la correccion de Bonferoni.

Loci
A7 A8 All C5 D1 D6 D9 H4 H11
| P-value | 0.772 0.888 0.017 | 0.024 | 0.101 | 0.005 | 0.905 | 0.727 | 0.866
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Tabla X.- Valores de significancia -p- correspondientes a las pruebas Chi® de
homogeneidad alelica (arriba de la diagonal) y genotipica (debajo de la diagonal) a
partir de motivos de repeticion.

Cal.1 | Cal.2 | Cal.3 | Cal. 4 | Grupo A | Grupo B

Cal. 1 - 0.026 | 0.766 | 0.938 | 0.131 0.199
Cal. 2 0.083 - 0.722 | 0.235 | 0.845 0.235
Cal. 3 0.868 | 0.887 - 0.779 | 0.161 0.292
Cal. 4 0.963 | 0.352 | 0.803 - 0.605 0.400
Grupo A | 0.153 | 0.809 | 0.120 | 0.607 0.213

Grupo B | 0.244 | 0.252 | 0.354 | 0.463 | 0.283 -

El estadistico Fsr indicoé pequefias diferencias genéticas significativas (cercanas a
cero) al comparar entre regiones: costa sur de California (n=199) y Golfo de California
(n=77) (Fsr=0.0026 p=0.0059). También se encontraron pequefias diferencias genéticas
significativas (cercanas a cero) al comparar entre pares de localidades de la muestra del
Golfo de California (Grupo A) y entre las estaciones Cal. 3 y Cal. 4 de la costa sur de
California (Tabla XI). Se observd un Fgsr significativo entre los grupos del Golfo de
California (Grupo A y B). Cabe mencionar que antes de la correccion secuencial de
Bonferoni también se observaron diferencias entre las muestras Grupo A y Cal. 1 y entre
Grupo B y Cal. 4 (Tabla XI en cursivas). Los valores negativos de Fsr son un artefacto
estadistico que sucede cuando por efecto de redondeo la suma de las diferencias cuadradas
entre poblaciones es ligeramente menor a la suma de las diferencias cuadradas dentro de
poblaciones, lo cual resulta en un nimero negativo que debe de interpretarse como un valor

de cero.
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Tabla XI Estadistico Fst entre pares de localidades. Valores de Fsr debajo de la
diagonal, valores de p arriba de la diagonal, en negritas valores significativos
después de la correccion de Bonferoni.

Cal. 1 | Cal.2 | Cal.3 | Cal. 4 | Grupo A | Grupo B

0.999 | 0.999 | 0.920 0.016 0.460
0.985 | 0.991 0.061 0.998
0.192 0.002 0.787

Cal. 1 -
Cal. 2 -0.012 -
Cal. 3 -0.007 | -0.004 -
Cal. 4 -0.003 | -0.005 | 0.001

- 0.001 0.026
Grupo A | 0.006 | 0.003 | 0.007 | 0.009 - 0.001
Grupo B | -0.005 | -0.010 | -0.002 | 0.006 0.01 -

El AMOVA global entre muestras de la costa sur de California y el Golfo de
California indic6 ausencia de diferenciacion genética ya que la prueba resultd no
significativa (Tabla XII). El mayor componente de varianza se encontrd dentro de las

localidades de colecta.

Tabla XII.- Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre poblaciones para cuatro
loci microsatelitales (A7, C5, D6 y H4) a partir de motivos de repeticion.

Fuente de | Grados | Sumade | Componentes | Porcentaje | Indice de | Valor
variacion de cuadrados de la de fijacion p
libertad varianza variacion Rgr
Entre 5 186.36 -0.5 -0.58 -0.005 0.890
poblaciones
Dentro de 672 69084.77 102.8 100.58
poblaciones
Total 677 69271.13 102.2
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Los valores de Rgsr para poblaciones pareadas indicaron ausencia de diferencias
significativas (Tabla XIII). EIl AMOVA jerarquico de tres niveles también indic6 ausencia
de diferenciacion genética, ya que toda la varianza molecular se encontrd dentro de
poblaciones locales y ninguna entre poblaciones o entre regiones, por lo cual los valores de

los indices R no fueron significativos (Tabla XIV).

Tabla XIII. Rgr pareados (debajo de diagnonal) y sus valores de p (arriba de la

diagonal).
Cal.1 | Cal.2 | Cal.3 | Cal.4 | Grupo A | Grupo B
Cal. 1 . 0916 | 0912 | 0.630 | 0.958 0.994
Cal. 2 -0.009 - 0.362 | 0.196 | 0.649 0.432
Cal. 3 -0.010 | 0.001 - 0.179 | 0.680 0.791
Cal. 4 -0.004 | 0.006 | 0.006 0.843 0.900

Grupo A | -0.016 | -0.004 | -0.005 | -0.010 - 0.666
Grupo B | -0.031 | -0.001 | -0.010 | -0.014 | -0.008 -

Tabla XIV.- Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) entre regiones y entre localidades
dentro de cada region para cuatro loci microsatelitales (A7, C5, D6 y H4) a partir de
motivos de repeticion.

Fuente de | Grados de Suma de Varianza | Porcentaje de | Indices de | Valor
variacion libertad cuadrados variacion fijacion p
Entre 1 -93.97 -0.693 -0.68 Rer 1
regiones -0.0068
Entre 4 280.33 -0.284 -0.28 Rsc 0.69
poblaciones -0.0027
dentro de
cada region
Dentro de 672 69084.77 102.80 100.96 Rst 0.90
poblaciones 0.0096
Total 677 69271.13 101.82
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V1. 5 Distancia genética entre larvas

Se calculd la distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards (Dc), asi como la
distancia genética de Nei (Da) entre pares de muestras (Tabla XV) y se elabord un
dendograma con el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean) para cada matriz de distancia. Las topologias resultaron idénticas para ambas

matrices por lo que se presenta solamente la topologia obtenida con (Da) (Figura 6).

Tabla XV.- Matrices de distancias genéticas Cavalli-Sforza y Edwards (Dc) arriba de la
diagonal y Nei (Da) debajo de la diagonal.

| Cal. 1] Cal.2 | Cal.3 | Cal. 4 | Grupo A | Grupo B |

|cal.1 | - |o0142]0.130]0.122| 0.140| 0.167 |
|Cal.2 0333 - ]0.09]0129] 0.114] 0.146 |
|Cal.3 [0318[0277] - ]o0120] o0.141] 0.162 |
|Cal.4 [03090319]0308] - | o0.121] 0.166 |
| Grupo A | 0.334 [ 0299 | 0331 ] 0309 | - | 0.163 |

| GrupoB [ 0.361 | 0.339 [ 0359 [ 0362 [ 0359 | - |

El dendrograma de distancias genéticas de Nei (Da) (Figura 6) indica que las larvas
del Grupo B del Golfo son las mas distintas genéticamente de las de otras localidades. Se
destaca la formacién de un grupo formado por larvas de la misma area geografica, CalCOFI
linea 80 estaciones 8 y 9 (Cal. 2 y Cal. 3) que son genéticamente mas similares entre si en
comparacion con otras localidades del sur de California. Esto podria sugerir la presencia de

al menos un grupo de desove discreto dentro del habitat subértico, aunque no esté lo
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suficientemente diferenciado como para producir estadisticos que indiquen niveles

significativos de estructura genética.

Cal. 3

0.0135

0. 0455

Cal. 2

0.037

Cal. 4

00138 et [ 0027

00605

Cal. 1

w— 0. 0670

0.0808

Grupo A

Grupo B

0.08 0.06 0.04 0.02

Distancia genética

Figura 11. Dendograma de distancias genéticas Nei (Da) 1983

0.00
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V11 Discusion
VI1.1. Diversidad

Los nueve loci utilizados en este estudio fueron altamente polimoérficos; cinco loci
(A7, Al11, D6, D9, H11) presentaron en promedio menos de 25 alelos, mientras que AS,
C5, D1 y H4 presentaron mas de 30 alelos. Las razones que pueden explicar el alto nivel de
polimorfismo son tasas de mutacion (p) altas, tamafio efectivo poblacional (Ne) grande y
deriva genética baja, lo cual resulta en la acumulacion de un alto nimero de alelos (Balloux
y Lugon-Moulin 2002).

Los valores de diversidad genética (Ho) promedio de las larvas fueron cercanos al
maximo teorico (i.e. 1) y resultaron mas altos que los observados para las sardinas adultas
estudiadas por Gutiérrez-Flores (2007) (Tabla XVI). Esta observacion puede ser explicada
a partir de la contribucion al pool de larvas por varias cohortes de sardinas en etapa
reproductiva, ya que la contribucion gamética de una sola cohorte (i.e. una fraccion de la
poblacion reproductiva) resultaria en la disminucion de la variabilidad genética de la

descendencia en relacion al total de la poblacion reproductiva (Hedgecock 1994).

Tabla XVI. Valores de heterocigosis observada (Ho) en larvas y adultos de sardinas.

| Loci microsatelitales |
| A7 | A8 |AIl| C5 | DI | D6 | D9 | H4 | HII |
| Larvas - °r °r °r 1 |
| Sur California (1999) | 0.870.97 | 0.85]0.88| 1 |0.81]0.86]0.94|0.92 |
| Golfo California (2006) | 0.82 | 0.95 | 0.81 | 0.86 | 0.90 | 0.71 | 0.79 | 0.95 | 0.87 |
Adultos
Gutierrez (2003-2006) | 0.75 | 0.89 | 0.77 | 0.80 | 0.92 | 0.78 | 0.80 | ND | 0.78

ND (Sin datos disponibles)
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Los niveles de diversidad genética observados en larvas y sardinas adultas
analizadas en estudios previos (Lecomte et al., 2004; Gutiérrez, 2007) son muy distintos a
los bajos niveles de variabilidad (casi nulos) observados por medio de aloenzimas
(Hedgecock et al., 1989). Los valores de diversidad genética tan contrastantes entre
aloenzimas y microsatélites pueden ser explicados en parte porque las aloenzimas
desempefian un papel funcional y pueden estar sujetas a seleccion natural. En cambio, los
microsatélites no estan sujetos a presion selectiva y, en consecuencia, la deriva genética y la
tasa de mutacion determinan los niveles de polimorfismo. Cabe mencionar que los altos
niveles de polimorfismo y heterocigosis observada en microsatélites y ADN mitocondrial
sugieren que estos loci no parecen haber sufrido pérdidas significativas de diversidad como
resultado de las fluctuaciones demograficas drasticas ocurridas a mediados del siglo
pasado, o a las ocurridas historicamente (Baumgartner et al., 1992). Por otro lado, si bien
los microsatélites han sido considerados como marcadores selectivamente neutrales,
estudios recientes en el genoma humano han revelado que algunos desérdenes neurologicos
y varias enfermedades de tipo degenerativo se encuentran asociadas a variaciones en el
nimero de motivos de repeticion de microsatélites en regiones codificantes y reguladoras
de genes estructurales (Mirkin, 2007; Pearson., et al 2005). Sin embargo, hasta la fecha no
se tiene evidencia que indique cudl es el efecto que tienen los microsatélites sobre la
sobrevivencia en peces y si existe alguna implicacion sobre las estimaciones de genética

poblacional.
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VII. 2. Diferenciacion genética

Se observo diferenciacion genética significativa entre regiones por medio del
estadistico Fsr (Fsr=0.0026 p<0.01). Adicionalmente, se observaron diferencias
significativas entre dos pares de localidades de la costa sur de California y el Golfo de
California (Fsr=0.009 y 0.007 p<0.01 tomando en cuenta cinco loci) (Tabla XI). Sin
embargo, no se detectaron diferencias genéticas tomando en cuenta cuatro loci por medio
del AMOVA. Estos resultados opuestos pueden ser explicados a partir de multiples puntos
de vista y su interpretacion debe de ser cuidadosa. Desde el punto de vista ecologico,
Hedgecock (1982) considera que diferencias genéticas observadas en larvas de peces de
diferentes localidades podrian deberse a la retencion de las mismas en la zona donde fueron
originadas; la magnitud de estas diferencias dependerd de cuanta mezcla de larvas se
presente entre diferentes localidades a través del tiempo. Si la mezcla de larvas entre
localidades es alta, entonces sera imposible distinguir diferencias ya que las muestras seran
genéticamente homogéneas. En este estudio, las larvas provinieron de campos de desove
lejanos (mas de 2000 km. de separacion) y fueron colectadas en diferentes afos, por lo que
la mezcla de larvas puede ser descartada. Adicionalmente, no existe evidencia que indique
migraciones de sardinas del Golfo hasta la costa de California y viceversa, por cual lo que
las diferencias genéticas observadas entre regiones podrian estar reflejando la
diferenciacion entre grupos de desove producida por el aislamiento entre regiones debido a
la distancia y la afinidad térmica del habitat, incluyendo el de desove.

Por otra parte, las diferencias que resultaron del estadistico Fsr podrian explicarse a
partir de un muestreo sesgado de las larvas que llevaria a rechazar la hipotesis nula de

homogeneidad genética cuando esta es cierta por lo que se estaria cometiendo un error de
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tipo I. Alternativamente, las muestras podrian estar sesgadas si ciertos genotipos fueron
seleccionados de manera fortuita, pudiendo haber sobrerepresentado alguna cohorte a
expensas de otra, debido a que las sardinas maduras no desovan sincrénicamente, ni la tasa
de supervivencia de las larvas es constante. Adicionalmente, las capturas se realizaron en
un pequefio intervalo de tiempo en una pequeia area dentro del habitat de desove, por lo
cual los datos genéticos podrian provenir de un subconjunto no representativo del grupo de
desove. Para saber si las muestras son representativas, se sugiere el muestreo sistematico de
larvas asociadas a habitats y grupos de desove a través del tiempo y su comparacion
genética usando los mismos marcadores moleculares. De encontrarse los mismos patrones
genéticos, entonces podrian definirse diferentes grupos de desove. Se debe tener en cuenta
que las diferencias observadas también podrian deberse al efecto del agrupamiento artificial
que se hizo de los individuos provenientes del Golfo de California debido a los tamafos de
muestra bajos obtenidos para cada localidad. Este agrupamiento pudo aumentar la
probabilidad de obtener una prueba estadisticamente significativa en el estadistico Fsry en
las pruebas de heterogeneidad genotipica y alélica al sobre-o sub-representar la frecuencia
de algunos genotipos. Por lo tanto, es necesario un estudio genético de la descendencia
proveniente de diferentes habitats de desove a través del tiempo.

Las estimaciones de diferenciacion genética (Fst y Rsr) no fueron congruentes
debido a que son sensibles a los distintos modelos de mutacion que suponen. En el caso de
la Fsr, se supone el modelo mutacional de alelos infinitos. Este modelo considera que cada
mutacion genera un alelo diferente a una tasa de mutacion (p). Las estimaciones bajo este
supuesto no consideran la posibilidad de homoplasia alélica. La homoplasia indica

convergencia o paralelismo evolutivo, es decir, que dos alelos del mismo tamafio (i.e. alelos
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idénticos en estado) resulten ser idénticos por convergencia (i.e., dos alelos mutantes
provenientes de alelos distintos convergen en un mismo tamafo, uno por borrado y otro por
adicion de un motivo de repeticidn) y no por co-ancestria. Por lo tanto, al estimar Fgr
mediante tamanos alélicos se puede perder informacion sobre el proceso evolutivo de los
microsatélites. Debido a que los microsatélites muestran altas tasas de mutacion,
aproximadamente de 10° (Schlotterer, 2000), la probabilidad de identificar dos alelos
idénticos disminuye y por lo tanto este estadistico resultara en valores poco precisos
(Rousset, 1996). Por otra parte, el estadistico Rsr, que considera el modelo de mutacion por
pasos, es mas afin al proceso evolutivo de los microsatélites. Sin embargo, la desventaja de
este estadistico radica en el alto nivel de varianza asociada a los tamanos alélicos. Por
ejemplo, si se observan alelos de todos tamafios (no congruentes con el patron de pérdida o
aumento de motivo) entonces la varianza alélica sera muy alta y el estadistico Rst (al
basarse en la varianza de los tamafios alélicos) serd menos preciso (Nauta y Weissing,
1996). En nivel estadistico, se ha observado que el desempefio de Fsr y Rsr depende del
sesgo y de la varianza de los estimadores. De acuerdo con Hartl y Clark (1997), se ha
sugerido que valores de Fsr entre 0-0.05 indican poca diferenciacion genética, valores entre
0.05-0.15 indican diferenciacion moderada, valores entre 0.15-0.25 alta diferenciacion y
valores por arriba de 0.25 marcada diferenciacion genética. Balloux y Lugon-Moulin
(2002) consideran que un valor de Fsr de 0.05 es razonablemente bajo y se puede estar
cometiendo un error de tipo 1 al rechazar la hipdtesis nula de panmixia cuando esta es
verdadera. En el medio ambiente marino, donde las barreras geograficas no son evidentes,
se ha observado que muchas especies de peces tienen alta capacidad de dispersion y una

tasa alta de flujo genético, por lo que la sefial de diferenciacion entre poblaciones es débil.
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Ward et al. (1994) revis6 valores de Fsren 57 especies de peces marinos y encontraron una
mediana en el valor de Fg7=0.020. Los autores indican que esta observacion es consistente
con el alto potencial migratorio que poseen los peces de ambiente marino en comparacion
con especies de ambiente anadromo y dulceacuicola en los cuales el flujo genético es mas
restringido. Una forma de reducir la varianza de los estadisticos es a través del incremento
en el nimero de individuos por poblacion analizada, o en el nimero de loci evaluados
(Gaggiotti et al., 1999; Balloux y Lugon-Moulin, 2002).

En resumen, se debe ser cauteloso respecto a la interpretacion de los resultados de
diferenciacion obtenidos por medio de Fsr y pruebas heterogeneidad genotipica y alélica.
Los valores obtenidos fueron someros pero significativos y probablemente estén asociados
a una agrupacion artificial de muestras. Sin embargo, también existe la posibilidad de que
las diferencias genéticas observadas estén indicando diferenciacion incipiente entre las
sardinas del Golfo y de la Costa sur de California como resultado del aislamiento
reproductivo debido a la afinidad térmica a la que se da el desove. Cabe mencionar que los
valores de diferenciacion obtenidos provienen de la comparacion entre dos puntos en el
tiempo 1999 y 2006, para la costa sur de California y Golfo de California, respectivamente.
Dados estos resultados, se sugiere la realizacion de muestreos contemporaneos a través del
tiempo con tamafios de muestra que sean representativos del nimero de alelos asi como de
las frecuencias alélicas y genotipicas dentro de cada grupo de desove. Estos muestreos son
necesarios para confirmar o rechazar los resultados de diferenciacion obtenidos en este

estudio.
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VI11.3. Identificacion de stocks: conservacion y manejo

Desde el punto de vista de la genética de la conservacion, el objetivo es mantener la
variabilidad genética dentro y entre poblaciones, pues esta variabilidad es considerada
como la materia prima que dard lugar a las futuras adaptaciones de la especie en respuesta a
cambios en el medio y de esa manera, poder continuar su proceso evolutivo (Avise, 1996).
Desde la perspectiva pesquera, el objetivo se centra en el mantenimiento de los recursos
genéticos dentro de las poblaciones sin perderlos como consecuencia de la explotacion
(Allendorf y Leary, 1988; Graves, 1996 Hindar et al., 2004). Para esto es necesario
caracterizar el habitat, la composicion poblacional a través del rango de distribucion, los
patrones de migracion, el niimero efectivo de individuos migrantes de la especie de interés,
asi como tener estimaciones precisas del grado de diferenciacion genética y del tamafio
efectivo poblacional. El conocimiento de estos parametros es crucial para la identificacion
de diferentes stocks (Allendor et al., 1997).

En este estudio, se encontraron indicios de diferenciacion genética en muestras de
larvas de sardina colectadas en la costa sur de California y la zona centro del Golfo de
California, que deben ser consideradas en conjunto con evidencias bioldgicas (i.e.
porcentaje de hembras maduras, maximo de abundancia de huevos y larvas) oceanograficas
(i.e. temperatura superficial del mar, salinidad e indice de surgencia) que sefialan la
existencia de diferentes grupos de desove a través del rango de distribucion. En este
estudio, se estudiaron dos grupos: el primero desova en el presente frente a la costa sur de
California, mientras que el segundo grupo desova en el interior del Golfo de California.
Adicionalmente, seria de gran relevancia el estudio microquimico de estructuras calcareas

(i.e. otolitos) de larvas y juveniles como indicadores de areas de procreacion y retencion. Es
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importante mencionar que en este estudio las diferencias en nivel genético fueron muy
ligeras, por lo que se podria llegar a cuestionar su significado en el establecimiento de
diferentes grupos de sardinas. Para tratar de resolver esto se cuenta con evidencia derivada
de méximos estacionales de captura, asi como estudios de talla-edad. Sin embargo, el
encontrar diferencias meristicas no implica que éstas se deban a un componente genético
por lo que se necesitan estudios mas detallados que estén directamente relacionados con la
variabilidad fenotipica en respuesta al ambiente (i.e. genes involucrados en la expresion de
proteinas responsables del crecimiento). Alternativamente, la identificacion de grupos de
sardinas que habitan diferentes habitats puede hacerse mediante estudios de genes
involucrados en la expresion de proteinas indicadoras de estrés, asi como en la expresion de
anticuerpos. Quizas la contribuciéon mas importante de este estudio es la revaloracion de los
habitats de desove y su potencial para la identificacion de diferentes grupos de sardinas.
Los habitats de desove representan un punto clave en el ciclo reproductivo de sardinas ya
que la descendencia serd reclutada a la poblacion. Si las diferencias genéticas que se
observaron en las larvas son consistentes en el tiempo y las sardinas desovantes exhiben
caracteristicas particulares a nivel demografico y morfolégico, entonces esto podria
implicar un evento de divergencia genética incipiente y la existencia de grupos de sardinas

locales que estarian adaptandose a rangos de condiciones ambientales propias de cada zona.
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VI11.4 Perspectivas

En vista de los resultados de esta investigacion, se hace necesario un estudio
genético mas detallado de las etapas larvarias en la costa sur de California y Golfo de
California. Especificamente, es necesario corroborar si las diferencias genéticas
encontradas son persistentes en el tiempo. Para este estudio se requiere de un muestreo
representativo de larvas  (entre 75 y 100 como tamafo minimo de muestra)
Adicionalmente, se debe aumentar el porcentaje de amplificaciones exitosas para cada
locus para poder incluir més loci en los estadisticos de diferenciacion. También se
recomienda la evaluacion genética en paralelo de los adultos reproductivos cercanos al
habitat de desove de interés. En los proximos estudios se debe tomar en cuenta el
comportamiento reproductivo de la especie, asi como el registro detallado de las variables
oceanograficas asociadas a los habitats de desove. Adicionalmente, se deben incluir
variables de tipo demografico y morfométrico, asi como datos de captura y ambientales,

para aumentar la resolucion en cuanto a la identificacion de diferentes grupos de desove.
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VII1. Conclusiones

Los marcadores moleculares empleados en este estudio resultaron ser altamente
polimérficos. Los niveles de diversidad genética en larvas de sardina fueron muy
altos y mayores a los de sardinas adultas obtenidos con los mismos marcadores

moleculares.

Las estimaciones de Fsr indicaron diferenciacion genética ligera pero
estadisticamente significativa entre regiones, especificamente entre el grupo A que
proviene del Golfo de California con las estaciones Cal. 3 y Cal. 4 que corresponden
a la costa sur de California. Las diferencias genéticas estimadas son someras y
podrian ser el resultado de un muestreo no representativo de los grupos de desove
hipotetizados. Sin embargo, los resultados obtenidos hacen patente la necesidad de
la evaluacion genética de una serie de tiempo de larvas en las areas de desove del
sur de California y golfo de California para confirmar la diferenciacion genética

observada en este estudio.

Se recomienda la adopcién del principio precautorio en el manejo de la sardina
monterrey, considerando distintas a las de la costa del Pacifico de las del Golfo de
California, debido a que el conjunto de evidencia a nivel morfométrico, habitats de
desove, datos de captura, asi como las estimaciones genéticas de este estudio

indican diferencias.
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X. Anexos

Anexo 1. Morfologia de larvas de sardina

Etapas larvarias de Sardinops sagax caeruleus: Huevo, 1.4-2.1 mm; larva en saco vitelino,
3.0 mm; larva en preflexion, 6.1 mm; larva en flexioén, 9.1 mm; larva en postflexion, 19.7
mm; transformacion, 31.3 mm. Tomado de Moser et al., 1996



Anexo 2. Primers y condiciones de amplificacion de loci microsatelitales

Secuencia, motivo de repeticion y temperatura de alineamiento para los cebadores

empleados en este estudio. Elaborados por (Pereyra et al., 2004).

Nombre Secuencia del cebador (5'-3") Motivo de repeticion Temperatura
del de
cebador alineamiento
°C

A7 JCTCCTCACTCAGCCGCTAAGGA (GA)12 64
GGGTAACATTTCGGCAAGTGCT

A8 |GTGATACTCTCTGCCTTGGA (CA)26 54
GCACTTTGTCCTAGTAAATAGC

All |GAGCTGGAAATCTGGTGATATTTAG|(GATA)2GCTA(GATA)SGCTA(GATA)S 64
CCTGTTCACAAGTTAGAGCATTC

C5 |GAACGCAGACATAAAAGGGTC (TC)STT(TC)4 58
GGGTATGTGGTGATTATCGTTC

D1 |GCTCTGGTCGGAGGCTCTATC (CA)29GG(CA)3 64
GGTGTTCACGTGGGCTGGTA

D6 |CGGCTATTCTTAGACTAGGTG (TG)18 54
CCCCATCAGCAATGAATAAG

D9 |GGTCATCTGCTTCAACAACAC (CA)9(GA)8 58
GCAGCCTGTCTGAAACTCTG

H4 |CGAGTTTGTCCCACACCTGGAG (GT)9 54
CTCCAAGCACCGAGAGCATC

H11 JCACGGCACGTTACGTTTCAG (TG)11ITA(TG)6 64

CCAGCGTGTCATGAAATGATG

Temperatura, tiempo y nimero de ciclos empleados para la amplificacion por

medido de PCR de nueve loci microsatélitales.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min.) Numero de ciclos
1 94 3:00 1
2 94 0:45 30
3 alineamiento 0:30 30
4 72 1:00 30
5 72 10:00 1
6 4 0 FIN




	II.1. La sardina del Pacífico: aspectos biológicos, ecológicos y pesqueros 
	II.2. 1. Hábitat de desove 
	II.2. 2. Migración y principales áreas de desove de diferentes grupos de sardinas  
	II.2.3. Grupos identificados a partir de la variabilidad fenotípica  
	 II.2.4. Variabilidad genética 
	II.2.5. Los microsatélites: marcadores moleculares empleados en la identificación de subpoblaciones   
	III.1 Objetivo general  
	III.2. Objetivos particulares  
	1. Obtener larvas de diferentes grupos de desove de sardina Monterrey  
	2. Estimar la diversidad genética (i.e. heterocigosis y número de alélos por locus) para cada localidad 
	V.2. Extracción de ADN y amplificación de microsatélites  
	V.3. Genotipificación  
	V.4 Análisis de datos 
	V.4.1. Estimación de diversidad genética 
	VI.1Genotipificado de loci microsatelitales 
	VI.2. Diversidad de loci microsatelitales 
	VI.3. Acumulación de alelos en función del tamaño de muestra 
	VI.4. Diferenciación genética de grupos larvarios  


