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Resumen:

La totoaba, Totoaba macdonaldi, es uno de los scianidos de mayor talla y es endémica de la porcion
norte del Golfo de California. Pese a que su poblacion se ha considerado severamente afectada por una
combinacién de factores antropogénicos, principalmente la intensa pesqueria a la que estuvo sujeta
entre 1930-1970 y a los cambios en su habitat asociados a la disminucién del flujo de agua del Rio
Colorado hasta el Golfo, estudios recientes sugieren que la salud genética no se encuentra
comprometida y que recurso no es escaso. Como parte de las estrategias de conservacion de esta
especie la UABC desarrolld la biotecnia para la reproduccion en cautiverio con el fin de liberar
experimentalmente alevines de Totoaba a su habitat natural con la finalidad de suplementar. A la fecha,
la UABC y otras instituciones han liberado en conjunto cerca de 500 mil alevines en diferentes regiones
del Golfo de California, pero sin un seguimiento para evaluar el impacto de dichas liberaciones. El
presente estudio plantea monitorizar durante 5 meses la identidad genética de cierto niumero de jévenes
y adultos de Totoaba en las localidades donde se realizan las liberaciones. Para ello se realizara un
muestreo dirigido a la captura de organismos jévenes y se buscara el acceso a aseguramientos de
vejigas natatorias realizados por las autoridades ambientales. El analisis de los genotipos multilocus de
cada individuo capturado o recuperado de los aseguramientos permitira identificar si los individuos
corresponden a la poblacién silvestre o a alguna de las UMAs de reproduccion y crianza de totoaba. De
esta forma se obtendra informacién sobre la supervivencia, movimientos e identidad genética de cada
localidad, misma que servira de linea de base para evaluar la pertinencia de las zonas y el nimero de
organismos en futuras liberaciones.

Palabras claves:Totoaba, suplementacion de alevines, identidad genética.
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RESUMEN

La totoaba, Totoaba macdonaldi, es uno de los scidnidos de mayor talla y es endémica de la porcion norte del Golfo
de California. Pese a que su poblacién se ha considerado severamente afectada por una combinacién de factores
antropogénicos, estudios recientes sugieren que la salud genética no se encuentra comprometida y que el recurso
no es escaso. Como parte de las estrategias de conservacion de esta especie, la UABC desarrollé la biotecnia para la
reproduccidn en cautiverio y establecidé un esquema experimental de liberacidn de alevines de totoaba a su habitat
natural, buscando con ello suplementar la poblacion silvestre y apoyar en la recuperacién de la especie. En conjunto,
las UMA de reproduccidn y crianza de totoaba han liberado cerca de 618 mil alevines de la especie en diferentes
regiones del Golfo de California (San Felipe, Baja California; Bahia Kino, Sonora; Mulegé, Baja California Sur), pero
sin un seguimiento formal para evaluar el posible impacto de dichas liberaciones, la suplementacién con individuos
criados en cautiverio podria tener un efecto no significativo o incluso negativo si reduce la diversidad genética y el
tamafiio efectivo de la poblacidn. A través de la caracterizacidon genética de individuos provenientes de la pesca
incidental en las localidades donde histéricamente se han realizado las liberaciones, asi como de los aseguramientos
de captura ilegal de la especie, se evalud la ocurrencia de individuos producidos en cautiverio en la poblacion
silvestre. En general, los resultados del anadlisis de la estructura de tallas y edades, asi como los niveles de diversidad
genética coinciden con otros estudios recientes al indicar que la poblacion de totoaba es demograficamente estable
y que la especie no se encuentra criticamente amenazada o en peligro de extincidn pues cuenta con un tamafio
efectivo mayor al considerado como el minimo viable para su poblacién. Aunque en las UMA se encuentra
representada tan solo una fraccion de la diversidad genética de la poblacidn silvestre, la diferenciacion genética
entre ellas fue significativa. El poder informativo de los marcadores genéticos empleados resultdé muy alto v,
mediante un andlisis de asignacion parental, permitio identificar en las muestras obtenidas de la poblacion silvestre
a 15 individuos, con edades de 2 y 13 afios, que fueron liberados por las UMA. Aunque el nimero de recapturas fue
muy pequefio, no se encontrd evidencia que sugiera que los organismos liberados en la porcion sur del Golfo de
California se integran a la migraciéon reproductiva en la porcién del Alto Golfo, ni de que individuos liberados en Baja
California o Sonora se desplacen hacia la porciéon sur del Golfo. La estimacion de abundancia obtenida sugiere una
biomasa promedio de 1,511 toneladas y un tamaio efectivo de 16,400 individuos que en conjunto sugieren que la
poblacién no es pequefia y que el potencial adaptativo de la especie no esta en riesgo. Dado que el estado de
conservacion de la especie no es critico, se recomienda reducir el nimero total de liberaciones, pero aumentar su
edad para incrementar las probabilidades de supervivencia de los individuos liberados, asi como implementar una
estrategia coordinada de liberaciones que permita lograr una suplementacién efectiva hacia la poblacién silvestre.
Estas recomendaciones deberan ser evaluadas y gestionadas de la mano con las UMA, pues implican modificaciones
en los esquemas de produccién y costos de operacion.



INTRODUCCION

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es una especie de pez endémica del Golfo de California y que, aunque
en algun momento constituyé una importante pesqueria, actualmente se encuentra protegida por una
veda permanente (DOF 1975). Oficialmente, la especie se encuentra catalogada como en peligro de
extincion (ESA 1979, NOM-059-SEMARNAT-2010), razén por la que su comercializacidn internacional esta
restringida desde la entrada en vigor de la CITES en 1975 cuando México no era signatario aun (CITES
Apéndice |). Sin embargo, varios estudios demograficos y genético-moleculares sugieren que, pese a la
sobreexplotacion que sufrid la especie y a los cambios en su habitat por la reduccién drastica del flujo del
Rio Colorado, el recurso sigue siendo abundante, la estructura de su poblacion es estable y su salud
genética no se encuentra comprometida (Enriquez-Paredes et al. 2008, 2015; De Anda et al. 2013;
Valenzuela-Quifiones et al. 2014, 2016; Rodriguez-Garcia et al 2020, Ruiz-Barreiro 2019, Cisneros-Mata et
al. 2020, IUCN 2021). Como parte del proyecto de investigaciéon “OPTIMIZACION Y EVALUACION DE
MARCADORES MOLECULARES ORIENTADOS A GARANTIZAR LA TRAZABILIDAD DE LA TOTOABA EN
CAUTIVERIO Y EN LA POBLACION SILVESTRE”, que se desarrolla en la UABC desde 2008, se ha integrado
un conjunto de marcadores genéticos mitocondriales y nucleares con un poder informativo sumamente
elevado. Estos marcadores han permitido no solo estimar los niveles de diversidad y salud genética de la
poblacidn silvestre de totoaba, sino también el reconocimiento a nivel individual y la asignacion parental
para garantizar su trazabilidad genética con fines de conservacion o comercializacion (ver NOM-169-

SEMARNAT 2018).

Las Unidades de Manejo para la Conservacidon de la Vida Silvestre (UMA) dedicadas a la crianza y
reproduccidon de totoaba han llevado a cabo, bajo la coordinacién de la Direccién General de Vida
Silvestre, liberaciones de alevines nacidos en cautiverio hacia la poblacién silvestre con fines de
suplementacion. No obstante, en ausencia de datos pesqueros recientes de la especie, es fundamental
contar con un programa de seguimiento de las liberaciones que permita dar certidumbre sobre el estado
actual de su poblacién silvestre. La evaluacién de la supervivencia de los ejemplares liberados puede
aportar informacion sobre la abundancia y la estructura poblacional de la especie, asi como evidenciar

cambios en su distribucidn y acervo genético.

El esfuerzo de las autoridades ambientales de México (PROFEPA y PGR) y de los Estados Unidos de América
(NMFS) para combatir la captura ilegal de totoaba brindd la oportunidad de obtener informacién
morfométrica y genética de algunos de los ejemplares o productos derivados del tréfico ilegal de esta

especie (Maron 2022); registros extraoficiales sugieren que cerca de 30,000 vejigas natatorias o buches
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fueron asegurados entre 2011 y 2021 a nivel global. A través del uso de técnicas genético forense, el
analisis de estos aseguramientos ha permitido identificar organismos que nacieron en cautiverio y que
fueron liberados hacia la poblacién silvestre. Sin embargo, tomando en cuenta que el grupo de tallas y
edades que son objetivo de la captura ilegal esta claramente sesgada hacia la poblacién adulta, no se

contaba con informacidn sobre los organismos mas jévenes.

Con la incorporacién de organismos obtenidos de la captura incidental de la pesca riberefia,
particularmente en las zonas donde se llevan a cabo las liberaciones experimentales de alevines de
totoaba, fue posible: 1) estimar con mayor resolucion el tamafio efectivo de la poblacién, es decir el
numero de organismos reproductivamente activos, y corroborar la estimaciones realizada por Valenzuela-
Quifionez y colaboradores (2014) hace una década; 2) obtener una aproximacién del tamario absoluto de
la poblacidn mediante el uso de un modelo de captura y recaptura genética, y contrastar las estimaciones
de biomasa (INAPESCA, 2019, 2021; Ruiz-Barreiro 2019) y la tendencia demografica de la poblacion; 3)
explorar si la magnitud de la captura ilegal ha tenido efecto en los niveles de diversidad genética; y 4)
monitorizar el impacto de las liberaciones experimentales de progenie producida en cautiverio en la

poblacién silvestre.

En definitiva, bajo el contexto actual, un estudio que permita evaluar la pertinencia y el manejo de las
liberaciones de totoaba resulta indispensable. Actualmente existen tres unidades de reproduccién y
crianza que, en apego a las autorizaciones y a la normatividad de la DGVS, suplementan con crias a la
poblacion silvestre, pero sin un esquema de repoblamiento definido y biolégicamente justificado. Los
esfuerzos y el compromiso con la conservacion por parte de las UMA carecen de sentido si estos no van
acompafiados y respaldados por un seguimiento sistematico con el que pueda evaluarse el impacto de las

suplementaciones a la poblacidn silvestre (Lorenzen et al. 2010).

El contar con informacion detallada sobre la composicidén genética y edades de los organismos liberados
es fundamental para poder establecer las tasas de supervivencia, evaluar el impacto en los niveles de
diversidad genética y estimar el tamafio de la poblacidn silvestre. Con ello se busca tener las bases para
desarrollar estrategias de manejo adaptativo, incrementando la probabilidad de reclutamiento de los
organismos liberados, pero manteniendo los niveles de diversidad genética de la poblacién silvestre. En
esta busqueda de sustentabilidad para el recurso totoaba, la colaboracion de todas las UMA y grupos de
investigacion, asi como el compromiso y apoyo de las autoridades ambientales; es fundamental revertir
la connotacién negativa generalizada que se ha dado a la especie (cocaina del mar o pez del narco) y

demostrar que esta puede transformarse en un ejemplo de manejo de los recursos naturales.



ANTECEDENTES

Distribucidon y caracteristicas del habitat de la totoaba

La totoaba es una especie endémica del Pacifico oriental, y se distribuye principalmente en la porcidon
norte y central del Golfo de California, México. Aunque se le puede encontrar desde la desembocadura
del rio Colorado, en la porcion mas nortena del golfo, hasta el rio Fuerte, en la costa de Sonora, y hasta
Bahia Concepcién en la costa de Baja California (Arvizu y Chavez 1972), su maxima densidad poblacional
ocurre en la regiéon del Alto Golfo de California, en las areas cercanas a Puerto Pefiasco, Son., el Golfo de

Santa Clara, Son. y San Felipe, B.C.

La especie presenta una distribucién diferencial con relacién a su ontogenia. Durante los meses de enero
a marzo, los adultos migran y se congregan en la region del delta del Rio Colorado para llevar a cabo sus
actividades reproductivas (Cisneros-Mata et al. 1995). Solo en el Alto Golfo de California se han
encontrado huevos, larvas y organismos jovenes de totoaba (< 40 cm), por lo que se le considera su habitat

reproductivo y crianza (Mufioz-Valdéz et al. 2010).

El delta del Rio Colorado, donde convergen las costas de Baja California y Sonora, comprende numerosos
canales submarinos separados por barras de mareas que se extienden 50 km hacia el sur (Meckel, 1975).
El Alto Golfo presenta un intervalo amplio de mareas que genera corrientes intensas (Carbajal et al., 1997)
y aguas muy turbias debido a la resuspension del sedimento (Hernandez-Ayén et al., 1993). Estas
condiciones posiblemente proveen de proteccién y alimento a las totoabas jévenes (Guevara-Escamilla et
al. 1973), las cuales permanecen en la zona al menos por un par de afios. En contraste, de junio a octubre,
los adultos se dispersan hacia regiones mas surefias, por lo que la densidad poblacional disminuye,
particularmente en la costa occidental del Golfo (Cisneros-Mata et al. 1995). De acuerdo con algunos
autores, los cambios de la salinidad del agua en el Delta del Rio Colorado y el Alto Golfo de California
pudieran afectar de alguna manera el habitat de desove y crianza de la totoaba (Barrera-Guevara 1990,
Rowell et al. 2008). Sin embargo, el flujo del Rio Colorado ha fluctuado histéricamente, y existe un debate
controversial sobre cémo la reduccién en el flujo, producto de los represamientos, ha impactado los
ambientes ripario, estuarino y marino del norte del Golfo de California (Aragdén-Noriega et al. 2000,
Dettman et al. 2004, Rowell et al. 2008, Valdéz-Mufioz et al. 2010, Brusca et al. 2017, Glenn et al. 2017,
Flessa et al. 2019, Rojas-Bracho et al. 2019). Aun asi, las totoabas adultas retornan cada afio a la regién
del delta a reproducirse y los jovenes siguen ocupando la misma zona de crianza que hace miles de afios

(Ainis et al. 2021).



Generalidades sobre el estado actual de la poblacion de totoaba

La totoaba, Totoaba macdonaldi (Perciformes: Sciaenidae) es un pez endémico del Golfo de California que
alcanza tallas cercanas a los dos metros y puede llegar a pesar cerca de 100 kg. Debido a los habitos
reproductivos gregarios, caracteristicos de su historia de vida, la totoaba es una especie particularmente
vulnerable a la sobrepesca. Su poblacidon se ha considerado severamente afectada por la combinacién de
diversos factores antropogénicos (Berdegué 1955; Arvizu y Chavez 1972; Flanagan y Hendrickson 1976;
Rosales-Juarez y Ramirez-Gonzalez 1987; Barrera-Guevara 1990; Cisneros-Mata et al. 1995, 1997, 2020;
Lercari y Chavez 2007), entre los que destacan: 1) la reduccidén de su abundancia que se ha asociado al
esfuerzo pesquero al que estuvo sujeta entre 1930-1970; 2) alteracion en su habitat que pudieran haber
afectado la capacidad de carga o reclutamiento (p. ej., disminucidn del flujo de agua del Rio Colorado
hacia el Golfo de California) y, mas recientemente; 3) a la captura furtiva rampante (Crosta y Sutherland

2017).

Si bien la pesca de la totoaba representd el punto de partida de la importante actividad pesquera del Alto
Golfo de California, la sobreexplotacién de este recurso aparentemente provocd que las capturas
colapsaran a principio de los afios 70, razén por la que se decreté en veda permanente desde 1975 (DOF
1975). Varios estudios recientes han aportado evidencia que sugiere que la poblacién ha incrementado
su abundancia, que su demografia actual es la de una poblacion estable y que, pese al supuesto colapso
pesquero, sus niveles de diversidad genética no disminuyeron en forma drastica (FSCPP 2009, Valenzuela-
Quifiones et al. 2011, Garcia de Leén 2013, Calderdn et al. 2013). En contraste, otros estudios plantean
un escenario de baja resiliencia a la pesca y por ende una recuperacion incipiente de los niveles de
abundancia (Mdarquez-Farias y Rosales-Juarez 2013) o reducciones importantes en la biomasa disponible

por efectos de la captura ilegal de un afio a otro (Cisneros-Mata 2020).

Luego de casi 40 afos de proteccidn y pese a que se han realizado varios estudios que indican que el
estado de su poblacién no corresponde al de una especie criticamente amenazada (Enriquez-Paredes et
al. 2015; Valenzuela-Quifionez et al. 2014; Cerda-Balcazar et al. 2018; Cisneros-Mata et al. 2020, 2021), la
especie sigue catalogada como en peligro de extincién en la normatividad mexicana (NOM-059-
SEMARNAT-2018). Si bien se ha reconocido que varios factores antropogénicos la impactan
negativamente, no existe consenso en los niveles de abundancia o en la forma en que estos factores
pudieran haber afectado la capacidad de recuperacion de la poblacién (Musick et al. 2000, Valenzuela-
Quinones et al. 2011, Garcia de Ledn 2013, Ruiz-Barreiro et al. 2019, Cisneros-Mata et al. 2020). Esta

controversia sobre el estado de la poblacion, ademads de limitar la posibilidad de establecer estrategias
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adecuadas de conservacién, ha generado descontento entre la comunidad pesquera y conflictos con el
sector gubernamental sobre el uso del recurso (SEMARNAT 2011, Valenzuela-Quifiones et al. 2011,
Sanjurjo-Rivera et al. 2021). Esta situacidon puede magnificarse en el futuro cercano, ya que la mds reciente
evaluacidn de la Unidn Internacional para la Conservacién de la Naturaleza ha cambiado la categoria de

riesgo de la totoaba a “especie vulnerable” (Cisneros-Mata et al. 2021).

Desafortunadamente, ademas de la categoria de riesgo de la poblacién de totoaba, su historia de vida
presenta ciertas caracteristicas que han representado una limitante para contar con datos bioldgico-
pesqueros a través de las técnicas demograficas tradicionales. A pesar de la migracién gregaria estacional
con fines reproductivos, que redne a la mayor parte de la poblacién adulta en la regién del Alto Golfo de
California, existen restricciones obvias para llevar a cabo un muestreo con redes de enmalle dada la
situacidn critica por la que atraviesa la vaquita marina (Phocoena sinus). Por otra parte, la factibilidad de
realizar muestreos no invasivos (pesca con linea y liberacion) es poca; fuera de la regién del Alto Golfo, la
distribucién de la especie puede alcanzar los 300 m de profundidad, por lo que es muy comun la

descompresién y muerte por embolia gaseosa cuando se capturan individuos a profundidad.

Pese a lo anterior, evaluaciones recientes (Ruiz-Barreiro 2019, Cisneros-Mata et a. 2020) sugieren que la
biomasa del recurso totoaba es comparable con las que se han estimado para curvina golfina (Cynoscion
othonpterus,) y chano nortefio (Micropogonias megalops), las cuales se pescan comercialmente en la
region del Alto Golfo de California y cuya biomasa se estima en aproximadamente 20,000 toneladas por
especie (Enciso 2014, Urias-Sotomayor et al. 2022). Por este motivo, el gobierno de México se ha
planteado la posibilidad de reactivar la pesqueria a través del uso de lineas y anzuelos (Ruiz-Barreiro

2019).

Reproduccion en cautiverio: Conservacion y comercializacion

En respuesta a la problematica inicial del estado de conservacién precario en el que se pensaba que estaba
la totoaba, en 1994 la UABC inicié un programa de reproduccién en cautiverio de la especie con fines
conservaciéon. La Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la UABC representa uno de los
principales esfuerzos orientados a la recuperacidn de la especie. Fue ahi donde se desarrollé la biotecnia
para la produccion de alevines de totoaba con fines de repoblamiento o suplementacién a la poblacién
silvestre y que, posteriormente derivd en un programa paralelo de engorda experimental en granjas y

cercos (True 2012). Actualmente operan cinco UMA con registro para totoaba, pero solo tres de ellas



estdn autorizadas para llevar a cabo reproduccidn y crianza de la especie: UBP-UABC en Baja California,
registrada ante DGVS en 2009; CREMES-IAES en Sonora, registrada en 2012; y EOF en Baja California Sur,
registrada en 2013. Estas UMA se encuentran comprometidas con la conservacién y el aprovechamiento
sostenible de la especie, y realizan liberaciones de alevines producidos en cautiverio con fines de
suplementar la poblacién silvestre. Entre 1997 y 2022 se han liberado aproximadamente 618 mil alevines
de totoaba con edades de entre 3 y 8 meses (True 2012, True et al. 2017, UBP-UABC datos no publicados,
IAES-CREMES datos no publicados, EOF datos no publicados, DGVS-SEMARNAT datos no publicados -
2023).

Aunque las liberaciones de alevines se llevan a cabo en diferentes regiones del Golfo de California, la
especie tiene un comportamiento migratorio ontogénico y la Unica zona de crianza que se conoce es la
region del Alto Golfo de California (Cisneros-Mata et al. 1995). Las UMA de la UABC y de IAES realizan sus
liberaciones en el Alto Golfo, particularmente en la zona costera cercana a San Felipe, Baja California, y
en Bahia Kino, Sonora, respectivamente. Por su parte, la UMA de EOF realiza sus liberaciones en Bahia
Concepcién (Mulegé), en la costa oriental de Baja California Sur. La autorizacion de liberaciones de
totoaba fuera del area conocida de crianza se fundamentd en el hecho de que la especie es endémica del
Golfo de California, y que su distribucidn historica abarca hasta Bahia Concepcion, B.C.S. y la
desembocadura de Rio Fuerte, en la costa de Sinaloa (DOF 1975). No obstante, no se ha documentado la
presencia de alevines o animales jévenes (1-2 afios) en la porcidn sur del golfo (Rodriguez-Garcia et al.

2020).

El cultivo de totoaba a escala comercial se ha desarrollado bajo una estricta regulacion normativa por
parte de la Direccion General de Vida Silvestre que, hasta principios de 2022, permitia exclusivamente el
comercio nacional de filetes de la especie. Para ello es necesario demostrar, a lo largo de toda la cadena
de comercializacién, que la carne o filete es parte de la produccién en cautiverio de alguna de las Unidades
de Manejo Ambiental debidamente registradas y autorizadas. En marzo de 2022, el Comité Permanente
de la CITES acepté el primer registro de una UMA de totoaba (Earth Ocean Farms) como “establecimiento
que reproduce especies de fauna del Apéndice | con fines comerciales” (CITES 2022), lo que permite abrir
las puertas a la comercializacidon Unicamente de filete o carne de totoaba para su comercializacién en el
mercado internacional. Esta decision de la CITES ha sido criticada severamente por organizaciones
conservacionistas y algunos miembros de la comunidad cientifica, quienes consideran que bajo tal

escenario se incrementara la demanda de buche de totoaba silvestre, se escalara la captura ilegal y con



ello el riesgo de extincion para la vaquita marina (Gentry et al. 2019, Holden et al. 2021, AWI 2022, CBD
2022, EIA 2022).

La apertura del comercio internacional de la carne de totoaba representa un logro muy importante para
los productores de esta especie, pero también un incentivo para continuar con los esfuerzos de
conservacién y uso sostenible de la especie. La acuicultura integral de la totoaba tiene el potencial para
convertirse en una alternativa econdmica viable, no solo para la iniciativa privada sino también para las
comunidades riberefias del Alto Golfo de California. Esto a través del desarrollo del maricultivo, pero
abriendo también la posibilidad de reactivacion de la pesca con linea y anzuelo, acoplada a un programa

formal de suplementacién de alevines hacia la poblacién silvestre.

Importancia de la evaluacion de las estrategias de suplementacion

La alteracién del habitat por efectos de cambios en el uso de suelo y cuerpos de agua, la contaminacién,
represamientos o derivaciones del flujo de los rios, asi como la extraccién no regulada de especies, ha
generado un interés creciente por establecer programas de reproduccién en cautiverio con fines de
conservacion, los cuales han cobrado importancia en los Ultimos afos (Lorenzen et al. 2010, 2013). No
obstante, los efectos genéticos y demograficos a largo plazo asociados con la liberacién de individuos
nacidos en cautiverio no han sido extensamente estudiados (Kitada 2018). Existe la preocupacion de que
la liberacion de individuos criados en cautiverio, que probablemente cuentan con una menor aptitud
fisica, podria resultar en la reduccién del tamafno poblacional y, consecuentemente, en pérdida de la
diversidad genética de las poblaciones silvestres (Kitada 2018, Willoughby y Christie 2019). Por ello, los
programas de reproduccidén en cautiverio enfocados en la conservaciéon deben tomar medidas para
prevenir la adaptacién genética al cautiverio y llevar a cabo evaluaciones del tamafo de la poblacién que
permitan determinar cuantitativamente la magnitud y frecuencia de las suplementaciones con individuos

nacidos en cautiverio (Willoughby y Christie 2019).

Para evaluar, reorientar e ir adaptando las estrategias de suplementacidn experimental es indispensable
contar con informacidn que permita establecer la cantidad y las zonas mas apropiadas para llevar a cabo
dichas liberaciones. Aunque muchos autores consideran que la distribucidn histérica de la totoaba abarca
principalmente desde el delta del Rio Colorado hasta la regién de las grandes islas, a lo largo de las costas
de Baja California y Sonora, hay también quienes sugieren que estd distribucidn se extendia hasta la

desembocadura del Rio Fuerte, en la costa de Sinaloa, y Bahia Concepcidn en la costa oriental de Baja



California Sur. Sin embargo, la especie presentan una migracidn reproductiva anual, formando
agregaciones en el Alto Golfo de California, particularmente en la regién del delta del Rio Colorado, que
se reconoce histéricamente como la Unica drea de desove y crianza de la especie (Flanagan y Hendrickson

1976, Berdegué 1955, Cisneros-Mata et al. 1995).

Existe informacidon anecdética, reportes de captura de pesca deportiva y colectas cientificas que sugieren
gue, actualmente, la totoaba se distribuye en todo el Golfo de California e incluso fuera de éste, hacia el
sur, en las costas de Jalisco y la porcion sur de la costa occidental de Baja California Sur (Juarez et al. 2016,
Cisneros-Mata et al. 2021). Si bien esto ha sido interpretado como una ampliacién de la distribucién
histérica de la especie, no existe evidencia suficiente para afirmar o descartar que su distribucién ha
cambiado en respuesta a las liberaciones realizadas en la zona sur del golfo. En el mismo sentido, se
desconoce si la liberacién de alevines fuera de la zona de crianza natural de la especie le permite a estos
individuos sobrevivir e integrarse a la migracidon reproductiva, o bien alcanzar su madurez sexual y

reproducirse en otra regién del golfo.

La especie ha empezado a aparecer, cada vez con mayor frecuencia, en la pesca ribereia y deportiva en
el sur del Golfo de California, por lo que, de acuerdo con la normatividad vigente, quienes la capturan
estdn incurriendo en un delito y la autoridad competente deberia de actuar en consecuencia. Este ultimo
escenario podria generar un conflicto en las comunidades pesqueras del sur del Golfo de California,
agravando la problematica actual en torno al recurso. Es en este sentido que la generacién de informacion
sobre la supervivencia y distribucion de los organismos liberados es indispensable para llevar a cabo una

evaluacion de la pertinencia de esta estrategia de conservacién en el contexto actual.

Uso de marcadores genéticos en estudios de la poblacion de totoaba

Los estudios de genética poblacional constituyen una de las herramientas de aproximaciéon mas inmediata
para evaluar el estado de salud de la especie y aspectos sobre su demografia (Allendorf y Ryman 2002).
Es por ello por lo que el uso de marcadores genéticos se integré desde el inicio del desarrollo de la
biotecnia para la reproduccién en cautiverio de la totoaba con la finalidad de asistir en el disefio del plan
de cruzas, dar seguimiento a los lotes de progenie y evaluar la contribucion de los reproductores de origen
silvestre y de primera generacion, todo ello para reducir los posibles efectos de la endogamia por la

suplementacion a la poblacién silvestre y no comprometer los niveles de diversidad genética (Waples y



Do 1994). Paralelamente, estos marcadores han permitido identificar la progenie producida en cautiverio

y darle seguimiento una vez que se ha integrado a la poblacién silvestre (trazabilidad genética).

Con la explosion de métodos gendmicos y la subsecuente creacién de grandes conjuntos de datos de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), estos marcadores genéticos se han convertido en las
herramientas de mayor resolucién para caracterizar poblaciones de vida silvestre, incrementando la
reproducibilidad entre laboratorios y plataformas de analisis, la precisién en las estimaciones de
parametros poblacionales y aspectos demograficos, asi como la identificacion de grupos evolutivamente
independientes (Baetscher et al. 2018, Oldoni et al. 2019, Zimmerman el al. 2020). Aunque aun efectiva,
la caracterizacidn genética a través de herramientas genéticas mas tradicionales como los microsatélites
tiene mucho menor poder que los SNP al estimar la diversidad genética y asignar individuos a grupos

poblacionales.

Los microsatélites fueron seleccionados como marcadores para el sistema de trazabilidad genética en
totoaba (NOM-169-2018-SEMARNAT) debido a que la genotipificacion de los reproductores de la UBP-
UABC vy el seguimiento de las liberaciones experimentales de alevines a la poblacidn silvestre dio inicio
con estos marcadores en 2010. El poder informativo de este conjunto de microsatélites ha mostrado ser
mas que suficiente para llevar a cabo el reconocimiento incluso a nivel individual (Enriquez-Paredes et al.

2015, Cerda-Balcazar 2018).

Con el desarrollo y tecnificacion de la engorda de totoaba en cautiverio, y ante la posible apertura del
comercio internacional de la especie, los marcadores genéticos orientados al seguimiento de la poblacién
silvestre se adecuaron a la nueva necesidad de reconocer si la produccidén que entrara al mercado legal
proviene exclusivamente de las UMA registradas y autorizadas. De esta manera se busca detectar,
sancionar y, por lo tanto, desalentar el “lavado” de producto capturado o producido de forma ilegal,

abonando con ello a consolidar un esquema de acuicultura sostenible de la especie.

Sin embargo, uno de los aspectos mas importantes para poder evaluar el estado de conservacién del
recurso totoaba, impulsar el maricultivo y en el mejor de los casos, establecer estrategias para el uso
sostenible, es el tamafio de su poblacién (Liukart et al. 2010). Una estimacién confiable del tamafo
poblacional es crucial para poder evaluar el nivel de recuperacion de la especie y consolidar un programa
de suplementacidn orientado a la reactivacidn de una pesqueria de baja escala y estrictamente regulada,

gue pueda traer bienestar a las comunidades pesqueras de la region.
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La relevancia ecoldgica-socioeconémica de conocer la abundancia de los recursos ha promovido el
desarrollo de una gran cantidad de métodos para estimar el tamafo censal o absoluto (N¢) de las
poblaciones (Williams et al. 2002; Amstrup et al. 2004), pero bajo el contexto actual ecoldgico-evolutivo
en el drea de la conservacién, los métodos para estimar el tamafio efectivo (N.) de la poblacién a través
del uso de marcadores moleculares han proliferado aun mas (Nunziata y Weisrock 2018). El parameto N.
representa el nimero de individuos reproductores efectivos que pueden explicar los niveles de
variabilidad genética en una poblacion y moldea los niveles de endogamia y de pérdida de diversidad
genética, por lo tanto, proporciona informacién sobre el riesgo de extincidn y del potencial adaptativo de

una especie a largo plazo (Frankham, 2005).

Pese a la relevacia de N, su estimacion en poblaciones naturales es complicada debido a que su
estimacion directa requiere de muchos parametros demograficos dificiles de obtener en poblaciones
pesqueras. Sin embargo, actualmente, la disponibilidad de marcadores genéticos y de herramientas
analiticas brindan la posibilidad de estimar no solo el tamafio censal, sino el tamano efectivo
contemporaneo y aproximaciones del tamafio histdrico ancestral o histérico a partir del mismo juego de
datos moleculares (Pearse et al. 2001; Mowat y Paetkau 2002, Garrigue et al. 2004, Bellemain et al. 2005;
Lukacs y Burnham 2005, Allendorf et al. 2010, Liukart et al. 2010, Madon et al. 2011).

Aunque el tamafio efectivo de la poblacidon de totoaba ha sido estimado con anterioridad (Enriquez-
Paredes et al. 2008, 2015; Valenzuela-Quifiones et al. 2014; Cerda-Balcazar 2018) y se ha sugerido que sus
niveles de diversidad genética no se encuentran comprometidos al corto plazo, la captura ilegal de la
especie ha continuado. Esto hace necesario que se evalué si se han presentado cambios en el tamanio

efectivo a lo largo de la ultima década.
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OBIJETIVOS

Evaluar el impacto de las liberaciones experimentales de progenie producida en cautiverio en la poblacidn

silvestre en las zonas aledarias a los sitios de liberacién. Particularmente:

Evaluar si existen diferencias en la supervivencia y la probabilidad de reclutamiento de los
alevines liberados en diferentes regiones del Golfo de California para adaptar las estrategias
de suplementacién en consecuencia.

e Establecer que proporcion de las variantes genéticas de la poblacidn silvestre estan
representadas en las UMAy en qué proporcion se han liberado para contar con un indicador
de impacto a la poblacidn silvestre.

e Considerando el estado actual de la poblacidn silvestre de totoaba y la problematica
asociada a su captura ilegal, establecer la pertinencia de seguir realizando liberaciones.

e Evaluar, tomando en cuenta la estimacién del tamafio poblacional y la tasa de recaptura

genética, el nUmero y el origen de las crias (pedigri) que deben liberar las UMA para evitar

cambios a corto plazo en la composicion o acervo génico de la poblacidn silvestre.

Para poder cumplir con estos objetivos fue necesario integrar la informacién recopilada como parte
del presente estudio con aquella reunida a lo largo de los ultimos 25 afios y llevar a cabo una serie de
anadlisis que, en su conjunto, permitieron actualizar el estado actual de la poblacién silvestre de

totoaba, evaluar y contextualizar las acciones de conservacién por parte de las UMA:

e Integrar una base de datos unificada, con informacién morfométrica y genética, que
permita dar seguimiento a los lotes de organismos que se liberan hacia la poblacidn silvestre
con fines de conservacion, asi como identificar el origen de la progenie producida con fines
comerciales de acuerdo con lo que establece la NOM-169-SEMARNAT 2018 para la
trazabilidad genética de totoaba.

e Evaluar la estructura de tallas y edades de la poblacidn silvestre de totoaba, y sus cambios
temporales para el periodo 1995-2022.

e Contrastar los niveles de diversidad y diferenciacion genética de la poblacién silvestre de
totoaba con relacién a los lotes de reproductores de las UMA para evaluar la
representatividad de las variantes genéticas silvestres en los lotes en cautiverio.
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Evaluar los cambios temporales en los niveles de diversidad genética de la poblacidon de
totoaba para el periodo 1995-2022, en particular con relacién a las fechas y nimero de
individuos liberados por las UMA con fines de suplementacién

Cuantificar e identificar la UMA de origen de las recapturas genéticas en diferentes regiones
del Golfo de California.

Estimar el tamafio absoluto y el tamano efectivo de la poblacién silvestre de totoaba.
Evaluar la tendencia demografica poblacional entre 2008 y 2020 para determinar si la
magnitud de la pesca ilegal reciente afectd significativamente la salud genética de la
poblacion.

Integrar la informacion generada sobre el tamaiio de la poblacién silvestre de totoaba y su
tendencia demografica, asi como la relacionada con el nUmero y origen de las recapturas
genéticas, para plantear una serie de recomendaciones en torno al impacto y la pertinencia

de las liberaciones como estrategia de conservacion.
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AREA DE ESTUDIO

La fuente de las muestras para llevar a cabo el estudio fue la captura incidental, producto de la pesca
riberefia, en los sitios en los que las UMA realizan tradicionalmente sus liberaciones (San Felipe, Baja
California; Bahia Kino, Sonora; y Bahia Concepcion (Mulegé), Baja California Sur; Figura 1). Por otro lado,
se tuvo acceso a los aseguramientos de la captura ilegal (vejigas o especimenes) que se encuentran bajo
el resguardo de la FGR, PROFEPA y del National Fish and Wildlife Service de los Estados Unidos; la mayor
parte de estos aseguramientos corresponden a la captura ilegal que se lleva a cabo en la region del Alto

Golfo de California, particularmente en San Felipe, Baja California y el Golfo de Santa Clara, Sonora.
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Figura 1. Imagen de satélite del Golfo de California (Google Earth) en el que se muestran los sitios de
liberacidn de cada una de las Unidades de Manejo Ambiental participantes. Earth Ocean
Farms (EOF) realiza sus liberaciones en Bahia Concepcidn (Mulegé) en Baja California Sur.
El Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora -Instituto de Acuacultura
del Estado de Sonora (IAES-CREMES) libera en Bahia Kino, Sonora. Finalmente, la Unidad
de Biotecnologia en Piscicultura de la Universidad Auténoma de Baja California (UBP-
UABC) lleva a cabo sus liberaciones en San Felipe o Puertecitos, Baja California.
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Tomando en consideracién la distribucion diferencial ontogénica de la totoaba (Cisneros-Mata et al.
1995), se describen brevemente las caracteristicas generales del Golfo de California y algunas

particularidades de las localidades donde se efecttan las liberaciones.

Golfo de California

El Golfo de California se ubica entre la Peninsula de Baja California y los estados de Sonoray Sinaloa, en
la zona noroeste de México (ver Figura 1). Tiene una longitud de 1,126 km y su anchura varia entre los 48
y 241 kildmetros. En su extremo norte se encuentra la desembocadura del Rio Colorado y su extremo sur
mantiene comunicaciéon abierta con el Océano Pacifico. La productividad primaria en el Golfo de
California es elevada, lo que sustenta una extraordinaria diversidad bioldgica y una actividad pesquera
intensa (Mercado-Santana et al. 2017). Este mar semicerrado es una cuenca de evaporacién con una
variacion térmica regional muy marcada (Mardones et al. 1999) y fluctuaciones amplias en el nivel de las

mareas, particularmente en su porcién norte (Lavin y Marinone 2003).

En el norte del Golfo de California, la variacion media anual en la temperatura es de 18°C en tanto que,
en contraste, para la porcién sur dicha oscilacidn es de apenas 9°C. Es decir, mientras que la region del
Alto Golfo la temperatura invernal superficial del mar desciende hasta 9°C vy la veraniega llega a 38°C, en
la regién de la boca, la minima temperatura superficial registrada en invierno es de 14°Cy la de verano se

mantiene a 26°C (Aguirre et al. 1995).

La Region de las Grandes Islas, en la porcion central del Golfo de California, constituye una de sus
caracteristicas topograficas mas relevantes, en la cual se encuentran las temperaturas superficiales mas
bajas asociadas a la intensa mezcla por marea (Roden y Groves 1959, Paden et al. 1991, Argote et al. 1995)
y las surgencias de invierno y primavera que hacen que la productividad primaria sea alta (Tershy et al.
1991). En esta region central del golfo, la temperatura superficial muestra una marcada diferencia entre
el invierno y el verano, alcanzando valores de 16°Cy 31°C, respectivamente (Robles y Marinone, 1987) y
minimos de salinidad en la capa superficial por efecto de una corriente que fluye a lo largo de la costa este
hacia el noroeste (Roden 1964). Aunque el flujo de mareas sea masivo en esta region, ocurre muy poco
intercambio de agua entre la porcidn norte y el centro del golfo, lo que restringe el transporte de huevos,

larvas y organismos planctdnicos, y resulta en una barrera biogeografica (Riginos 2005).
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Finalmente, al sur de la Region de las Grandes Islas el golfo tiene basicamente la misma estructura
termohalina que el Océano Pacifico Oriental, pero con modificaciones superficiales debidas a la excesiva

evaporacion (Roden 1964).

Sitios de liberacion de alevines de totoaba producidos en cautiverio

Diversas lagunas y regiones costeras del Golfo de California presentan condiciones de hipersalinidad
similares en salinidad y temperatura similares a las presentes en el habitat de crianza de la totoaba en el
Alto Golfo. Ya que la supervivencia de los alevines pudiera estar relacionada con las diferencias
ambientales entre los sitios de liberacion y el habitat natural de crianza, se describen a continuacion
algunas de las caracteristicas de las localidades donde histéricamente se han realizado las liberaciones de

alevines de totoaba con fines de suplementacién a la poblacion silvestre.

San Felipe y Puertecitos, Baja California

Las liberaciones que lleva a cabo la UBP-UABC se han realizado principalmente en San Felipe, B.C.
(31°01'28.85" N, 114°50'21.08" W), en la regién del Alto Golfo de California. Esta zona presenta una
temperatura minima de 8.3°C en diciembre y maxima de 32.6°C en agosto. La salinidad superficial minima
de 35.3 ppm registrada en octubre y madxima de 41.0 ppm enjulio. El gradiente superficial de temperatura
sufre reversiones al principio de primavera y otofio, debido a un ciclo anual de radiacién solar y a la
temperatura atmosférica. Al igual que en el resto del Alto Golfo de California, el comportamiento de la

masa de agua de esta localidad es de tipo anti-estuarino.

En la linea de costa de San Felipe existen zonas extensas de marisma lodoso, cuyos sedimentos se derivan
del Rio Colorado (Thompson 1969), pero también playas arenosas y pefiascos, asi como algunos sitios con
actividad hidrotermal somera (Gutiérrez y Espindola 2010). Las mareas de la zona son de gran amplitud,

como en todo el Alto Golfo de California, con componentes diurnos y semidiurnos.

Ocasionalmente, la UBP-UABC ha realizado también liberaciones en Puertecitos, B.C. (30°21'02" N,
114°3820” W), localidad situada 86 km al sur de San Felipe. En este sitio, la temperatura superficial y la
salinidad son similares al que se presentan en San Felipe y el resto del Alto Golfo de California, pero tiene
una linea de costa predominantemente rocosa arenosa. Ademas, Puertecitos presenta también sitios de

actividad hidrotermal submarina somera intensa (Gutiérrez y Espindola 2010).
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Bahia Concepcion, Baja California Sur

EOF ha realizado todas sus liberaciones en Bahia Concepcién, Mulegé, B.C.S. (26°40'14.70" N,
111°48'48.92" W). Esta bahia, que se ubica en la parte central de la costa este de la Peninsula de Baja
California), es un cuerpo de agua somero con un canal de 30 m de profundidad y una extensidn de 40 km
de largo por 4.5 km de ancho en su parte mas angosta y 9.5 km en la parte més ancha (275 km?). Tiene
una orientacién paralela a la del Golfo de California, con el que mantiene comunicacién en su extremo
norte (Obeso-Nieblas et al. 1996). Su ubicacién geografica y alta productividad biolégica la convierten en
uno de los cuerpos costeros mas significativos de la parte central del Golfo de California dado que en ella
existe una amplia biodiversidad de especies marinas (Mateo-Cid et al. 1993, Martinez-Lépez y Garate-
Lizdrraga 1994; Romero et al. 1994). Ademas, las condiciones oceanograficas en la region modulan
cambios estacidnales en la productividad de la bahia (Gilmartin y Revelante 1978, Lechuga-Deveze &

Morquecho-Escamilla 1998).

Bahia Concepcidn tiene un promedio anual de evaporacién de 2,067 mm y una precipitacion de 200 a 731
mm al afo, por lo que tiene un comportamiento anti-estuarino. Las variaciones anuales de temperatura
superficial del agua van de 17.5°C en enero a 34.8°C en julio (Mateo-Cid et al. 1993). La marea en tiene un
comportamiento mixto semidiurno, con la secuencia pleamar superior bajamar inferior, lo que produce
corrientes de reflujo mas intensas que las de flujo; esta caracteristica permite que los canales de la bahia
permanezcan dragados (Obeso-Nieblas et al. 1996). En este sitio existen manantiales hidrotermales

asociados a zonas de manglar costero (Gutiérrez y Espindola 2010).

Bahia Kino, Sonora

Bahia de Kino estd ubicada en la porcidn central del Golfo de California en el Estado de Sonora, México
(28°49' N, 111° 56’ W). Tiene un patrén estacional de temperatura superficial del agua, con una maxima
de 32.2°C en agosto y una minima de 15.6°C en enero. Esta region tiene un clima desértico seco con una
evaporacién de ~3000 mm anuales que supera la precipitacién de <300 mm afio—-1 (Garcia 2004), por lo
que la salinidad varia de 35.0 a 38.3 ppm (Grijalva-Chon y Barraza-Guardado 1992). A lo largo de la linea
de costa de Bahia Kino se pueden encontrar distintos tipos de habitat, entre los que destacan un estuario
con manglar asociado, una isla cercana a la costa y playas costeras poco profundas. Ademas, es
importante sefialar que los efluentes de 1,350 hectdreas de varias granjas camaroneras descargan a la

bahia (~160,000 m3/ha/afio).
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METODOLOGIA

Inicialmente se planted que, para evaluar la pertinencia y el impacto de las liberaciones experimentales
de totoaba, cada UMA (UBP-UABC, IAES-CREMES y EOF) liberaria 20,000 jévenes en otofio del 2020;
idealmente, 50% de los alevines liberados a una edad de 3 meses y el otro 50% a los 6 meses de edad Al
realizar un esfuerzo de muestreo simultaneo, desde mediados de noviembre de 2020 y hasta mediados
de abril de 2021, se esperaba poder estimar la tasa de recaptura de estos 60,000 individuos en las
diferentes regiones del Golfo de California. De esta forma, se pretendia reunir evidencia sobre la
proporcién de individuos capturados en la poblacién silvestre que corresponden a las liberaciones de cada
UMA y en cada regidn, asi como aportar informacién sobre la supervivencia y dispersion diferencial en

relacién con la edad a la que los organismos fueron liberados.

Sin embargo, debido a la contingencia de salud en respuesta a la pandemia COVID-19, este esquema de
trabajo no pudo concretarse conforme a lo planeado. Muchas de las actividades comerciales, incluyendo
las del sector pesquero y acuicola fueron afectadas por esta pandemia; las UMA practicamente no
liberaron individuos durante 2020 debido a que se retrasd la produccidn por el cierre parcial del mercado,
asi como a las medidas de distanciamiento social que limitaron el trabajo del personal. En consecuencia,
también el trabajo de campo se llevé a cabo coordinando los esfuerzos de muestreo a distancia y con

ciertas limitaciones de personal.

Si bien el esfuerzo de muestreo fue representativo de las regiones del Golfo de California en las que se
realizan las liberaciones con fines de suplementacién (Figura 1), no fue posible llevar a cabo el seguimiento

simultaneo y equi-proporcional de alevines de una misma cohorte generacional.

Muestreo

Cuando los alevines de totoaba que se producen en las UMA con fines de suplementacion son liberados,
a una talla promedio de 25 cm, los sobrevivientes quedan disponibles tanto a sus depredadores naturales
como a la captura incidental en algunas de las pesquerias riberefias. En este sentido, el muestreo de las
capturas incidentales de la pesca riberefia se llevé a cabo esperando recuperar individuos con edades de
entre uno y tres afos, correspondientes a las liberaciones del periodo 2017-2020 (n= 234,975 individuos)

y que representan el 38% del total de organismos liberados a lo largo de los ultimos 25 afios (Tabla l).
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Tablal. Liberaciones experimentales de alevines de totoaba para suplementar la poblacidn silvestre. Las columnas referidas como
“Disponibilidad” indican desde que periodo los alevines liberados de cada UMA podrian estar apareciendo en la pesca incidental
o de la captura ilegal (*). Las columnas “Liberaciones” y “Escapes” se expresan en numero de alevines o ejemplares.

Afo UMA Liberaciones Escapes ** Disponibilidad para su captura

1997 200

1999 600

2000 1,200

2001 3,300

2002 1,600

2007 2,000

2012 2,070

2013 12,000

2013 43,046

2014 17,000

2014 CREMES 20,000

2014 - 50,000

2015 42,300

2015 CREMES 61,200

2015 - 1,500

2016 35,000

2016 CREMES 45,000

2016 - 15,000

2017 15,000

2017 CREMES 20,000 *

2017 - 30,000 *

2018 0 *

2018 CREMES 20,000 *

2018 40,000 *

2018 25 *

2019 4,200 g

2019 CREMES 250 *

2019 40,000 *

2019 20,000 *

2020 *

2020 CREMES 200 *

2020 0 *

2020 5,300 *

2021 20,000 *

2021 CREMES 0 g

2021 - 20,000 g

2022 *

2022 CREMES 0 g
30,000 &
499,620 118,371

Nota: La informacién de los escapes accidentales de alevines fue proporcionada por la Comisiéon Nacional para el Conocimiento
y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), en colaboracion con la Direccién General de Vida Silvestre (DGVS-SEMARNAT), a
través de una solicitud de acceso a la informacién. Los escapes se sumaron al afio que corresponde a la produccion del lote
y no al afio del escape. El origen de los escapes no se especifica y se manejé como No Determinado (N.D. y en color azul).
No fue posible determinar la edad/talla de los ejemplares en escapes (**), pero se ubicaron en el afio en que fueron
sembrados, no en el afio en que se liberaron de forma accidental.
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Pesca incidental de totoaba en la pesca riberefia 2019-2022

El personal de apoyo en campo operd durante 5 meses consecutivos, reportando y muestreando los
ejemplares de totoaba capturados de forma incidental durante sus jornadas de pesca desde mediados de
noviembre de 2020 y hasta mediados de abril 2021. Adicionalmente, entre febrero de 2021 y enero de
2022, el personal de campo realizé algunos muestreos de oportunidad, tanto de especimenes de la
captura incidental, como de cadaveres y despojos de la captura ilegal de totoaba encontrados durante

recorridos en las playas de San Felipe, Baja California y en el Golfo de Santa Clara, Sonora.

Aunque se intentd que la captura incidental en la pesca riberefia fuera un muestreo semi-invasivo, para
liberar posteriormente a los organismos, esto no fue posible. La mayoria de los individuos capturados se
extrajeron ya sin vida o demasiado estresados y dafiados por las redes o anzuelos. Los especimenes
capturados se almacenaron enteros, en hielo, para procesarlos mds tarde en el laboratorio o alguna
instalacidon adecuada para este fin. Para cada captura se registrd la fecha (mes) y la localidad, etiquetando
con esta informacion una bolsa de pldstico en la que se almacenaron de forma individual en refrigeracion
o congelacion. Ya en el laboratorio, se procedid a disectar cada ejemplar, registrando la longitud patrdn,
longitud total, peso total, sexo, longitud y peso de la vejiga natatoria; informacidn que posteriormente se
utilizé para estimar la edad de cada organismo y realizar el andlisis demografico de la poblacién

(estructura de tallas y edades).

Adicionalmente, se tomaron muestras de piel de la membrana interespinal de la aleta dorsal de cada
individuo, las cuales fueron preservadas -20°C en tubos esterilizados y etiquetados, para extraer

posteriormente el ADN vy realizar los andlisis genéticos correspondientes.

Finalmente se extrajo el par de otolitos (sagittae) para llevar a cabo la determinacion de edad y validar

las estimaciones basadas en la longitud de las vejigas natatorias (Beckman y Wilson 1971).

Aseguramientos de vejigas natatorias 2019-2022

Se gestiond con las autoridades ambientales el acceso a los aseguramientos de ejemplares o vejigas
natatorias de totoaba, de los cuales se obtuvieron algunos datos morfométricos (longitud y peso) y

muestras de tejido como fuente de ADN para, posteriormente, llevar a cabo los andlisis genéticos.

Para las vejigas se registro el estado en el que éstas fueron aseguradas (seca o fresca), la longitud y el peso

individual y, posteriormente, se procedié a tomar sélo una muestra de tejido para la obtencion de ADN.
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Para cada muestra de vejiga se empled una navaja desechable estéril, evitando asi el riesgo de
contaminacidn cruzada entre muestras. Sin embargo, para el caso de las vejigas secas fue necesario
emplear un alicate o tijeras para lamina, por lo que el instrumental tuvo que limpiarse a profundidad con
agua oxigenada y alcohol después de cada toma de muestra. Las muestras de tejido se almacenaron en
tubos esterilizados debidamente etiquetados, los cuales se preservaron a -20°C en el caso de las vejigas

frescas, pero a temperatura ambiente para las vejigas secas.

Los analisis de muestras derivadas de los aseguramientos realizados por autoridades mexicanas fueron
procesados en la Universidad Autdnoma de Baja California, pero los que estaban bajo resguardo de las
autoridades norteamericanas fueron procesados en el National Fish and Wildlife Forensic Laboratory en

colaboracién con la Dra. Mary Burnham-Curtis.

Caddveres (despojos en playas y basureros) 2019-2022

Tanto para cadaveres frescos o descompuestos, como para cadaveres secos, esqueletos o fragmentos de
huesos de totoaba que se encontraron a la deriva, en playa o en tiraderos de pescado, se procedié a la
toma de datos morfométricos y, cuando fue posible, se extrajeron los otolitos para poder estimar la
edad/talla. En los cadaveres frescos se tomaron muestras de las aletas o musculo, mientras que, para el
caso de cadaveres secos o esqueletos, se preservaron fragmentos de hueso o tejido seco adherido al
hueso para llevar a cabo la extraccion de ADN. Ninguno de Los cadaveres frescos o descompuestos que
fueron muestreados presentaban la vejiga natatoria, por lo que se consideraron productos de la captura

ilegal.

Lotes parentales de las UMA 2019-2022

Cada una de las UMA de reproduccidn y crianza de totoaba proporciond muestras de tejido
correspondientes a los lotes parentales silvestres, de primera o segunda generacion registrados ante la
DGVS. Se tomaron muestras de tejido de la aleta dorsal o caudal que se preservadas en alcohol o en

congelacion, dentro de tubos con etiquetas individualizadas.

Las muestras de los parentales son pieza fundamental del presente estudio ya que, a través de técnicas
de genética forense para especies de vida silvestre, permiten identificar los organismos provenientes de
la pesca incidental o la captura ilegal corresponden o no a alguno de los lotes liberados por las UMA antes

de 2020.

21



Muestreo complementario 1995-2018: Base de datos UBP-UABC

Con el fin dar seguimiento a los individuos adultos muestreados en el periodo 2019 y 2021, que podrian
corresponder a lotes de alevines liberados antes de 2019, se incorporaron al estudio los datos
morfomeétricos y genéticos obtenidos previamente por la UBP-UABC, los cuales abarcan el periodo 1995-
2018. Este conjunto de datos permitid, ademas, llevar a cabo una comparacién de los niveles de
diversidad genética de la poblacién de totoaba en la escala temporal y con relaciéon al nimero de

individuos que han sido liberados.

Es importante sefialar que toda la informacién presentada en este trabajo se generd a partir de muestras
de totoaba obtenidas con el respaldo de las autorizaciones correspondientes de la DGVS:
SGPA/DGVS/07301/14, SGPA/DGVS/06959/17 y SGPA/DGVS/03981/19, asi como con el consentimiento
de la Fiscalia General de la Republica (FGR). Las vejigas natatorias obtenidas de las capturas incidentales
y de los indicios gestionados con la FGR se inventariaron y resguardaron temporalmente. Concluido el

analisis de las muestras, se dispuso de las mismas segun los procesos normativos aplicables.

Analisis morfomeétricos: Estructura de tallas y edades
Estimacion de la longitud total a partir de la longitud de la vejiga natatoria

Con base en la informacion morfométrica registrada en especimenes de totoaba de diferentes estadios
de desarrollo, tanto en cautiverio como en vida libre, se ha generado una serie de ecuaciones predictivas
gue permiten calcular la longitud total de los individuos a partir de la longitud de la vejiga natatoria,
independientemente de si se encuentra en estado fresco o seco (UBP-UABC datos no publicados). Esta
informacién se obtuvo tomando como base los registros de la longitud estandar, la longitud total y la
longitud de la vejiga natatoria para un conjunto de ejemplares completos en estado fresco.
Posteriormente, las vejigas de estos organismos fueron desecadas para registrar de nueva cuenta su

longitud total.

Las evidencias de crecimiento isométrico para la especie (Roman-Rodriguez 1994, 2000; Pedrin-Osuna et
al. 2001; De Anda et al. 2013; Rodriguez-Garcia et al. 2020), aunadas a los coeficientes de determinacion
que se obtuvieron a partir de una serie de analisis de regresion lineal (R*>0.95), sustentan el uso de
ecuaciones lineales para el calculo de la longitud estandar del pez a partir de la longitud de la vejiga 'y, a

partir de esta Ultima, la longitud total del pez (Figuras 2 y 3).
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Figura 2. Correlacidn entre la longitud de la vejiga natatoria (buche) y la longitud estandar o
patrén en la totoaba. Se muestra el ajuste lineal para los buches frescos (A) y los
buches secos (B). En el eje de las abscisas se presentan la longitud de los buches en
centimetros y en el eje de las ordenadas la longitud estdndar del espécimen.
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Figura 3. Correlacion entre la longitud estandar o patron de la vejiga natatoria (buche) y la longitud total
en la totoaba. En el eje de las abscisas se presentan la longitud estandar o patrén de los
organismos en milimetros y en el eje de las ordenadas la longitud total (n=502). Para obtener la
longitud total a partir de la longitud estandar basta multiplicar esta Gltima por 1.125.

Estimacion de edad con base en la lectura de los otolitos

Los otolitos sagitales (sagitta) de los ejemplares se extrajeron siguiendo los protocolos descritos por
Chittaroy colaboradores (2020), en particular con los otolitos de ejemplares con tallas pequefias, los cuales
pueden dafiarse con facilidad. Una vez limpios y secos, los otolitos se pesaron y midieron individualmente,

como lo describen Roman-Rodriguez y Hammann (1997) para totoaba.

Los otolitos fueron incluidos en resina epdxica de dos componentes para encapsulado Sayer (Resina +
catalizador). Aproximadamente 24 horas después de haber hecho el vaciado de la resina, una vez que el
encapsulamiento quedd completamente seco, se procedid a seccionar los otolitos con una sierra lenta
Isomet Buheler. Este proceso consistio basicamente en realizar un corte transversal del otolito siguiendo
el protocolo descrito por Secor y colaboradores (1990), buscando que el corte incluya tanto el centro de

crecimiento como el sulco para asegurar una buena definicidn de los anillos y de sus incrementos.
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Una vez cortados los otolitos, se realizaron tres lecturas de los anillos de crecimiento (Beckman et al. 1990,
Lowerre-Barbieri et al. 1994) bajo el microscopio estereoscdpico. Dos de las lecturas las realizé un mismo
observadory la otra la llevd a cabo un observador independiente. Los datos obtenidos de las tres lecturas
se evaluaron mediante el método estadistico planteado por Chang (1982) para obtener un indice de

variacion y uno de reproducibilidad de las lecturas realizadas.

Al momento de realizar la lectura de los otolitos obtenidos de la pesca incidental o de los despojos de la
captura ilegal, se incorporaron también algunos otolitos de individuos de edad conocida y que se
obtuvieron de los decesos de algunos reproductores de la UBP-UABC. Esto permitié contar con una
calibracion mas precisa para las estimaciones de edad y crecimiento de la especie ya que, de acuerdo con
Curiel-Bernal y colaboradores (2021), la variacion del crecimiento individual en totoaba es bastante
amplia. Al no tomar en cuenta esta variacion, puede introducirse un sesgo importante en las evaluaciones
de la estructura de tallas y edades que, en ultima instancia, representa la base de las estimaciones de
biomasa (Cisneros-Mata, 2020). Otras potenciales fuentes de sesgo en las estimaciones de edad estan
asociadas a las tasas de crecimiento diferencial bajo condiciones de cautiverio y la representatividad

heterogénea de los grupos de edad en los muestreos (Curiel-Bernal et al. 2021).

El procesamiento completo de los otolitos, desde su inclusidn en resina, corte, montaje y lectura se
realizaron en la Comision de Ecologia y Desarrollo Sustentable del Estado de Sonora, bajo la coordinacién

y supervisién de la M.C. Martha Judith Roman Rodriguez.

Estimacion de edad con base en la longitud total

El modelo mas estudiado y cominmente empleado para modelar la relacion edad-talla de los peces y
otras especies es el modelo de crecimiento de von Bertalanffy (von Bertalanffy 1938). Aunque varios
autores han demostrado que este modelo es el que mejor describe el crecimiento individual para totoaba,
los parametros que se han reportado para la especie varian considerablemente de un estudio a otro (ver
Tabla Il). A pesar de que, como se menciond anteriormente, las estimaciones de edad calibradas en base
a datos de crecimiento bajo condiciones de cautiverio, el tamafio de muestra en el presente estudio es el
mas grande que se ha empleado a la fecha e incluye, ademds, tanto a individuos muy jévenes como a sub-
adultos y adultos. Con base en lo anterior, las estimaciones de edad se llevaron a cabo empleando los
parametros obtenidos del ajuste de la longitud total y las estimaciones de edad calibradas con las lecturas

de los otolitos para los datos de la UBP-UABC.
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Tabla Il. Pardmetros del modelo de von Bertalanffy que describe el crecimiento individual en totoaba. Se indican el tamafio

de muestra (n), la longitud total infinita (LT-), la constante de crecimiento (k) y el tiempo al momento de la
condicion inicial (to). Los parametros no reportados por alguna de las fuentes se indican como "No Disponibles

(N.D.)".
n LT k to Referencia
N.D. 198.0 cm N.D. N.D. Nakashima 1916
453 149.5cm N.D. N.D. Berdegué 1955
68 173.0cm 0.170 afio? N.D. Flanagan 1973
244 203.0cm 0.120 afio? -2.26 afios Molina-Valdéz et al. 1988
101 156.3 cm 0.231 afio? -1.10 afos Roman-Rodriguez 1994
101 152.4cm 0.316 afio? -0.05 afios Roman-Rodriguez y Hammann 1997
1,549 169.9 cm 0.152 afio? -0.61 afios Cisneros-Mata 1995
365 206.6 cm 0.174 afio! -0.30 afios Pedrin-Osuna et al. 2001
235 156.6 cm 0.220 afio? -0.65 afios De Anda et al. 2013
360 180.0 cm 0.130 afio? N.D. Valenzuela-Quifiones 2014
462 155.4 cm 0.300 afio? -0.48 aios Rodriguez-Garcia et al. 2020
256 149.2 cm 0.290 afio! 0.00 afios Curiel-Bernal et al. 2020
3,150 188.0 cm 0.110 afio? -0.55 afios UBP-UABC no publicado 1995-2018

Analisis genéticos

Procesamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras (extraccién del ADN, secuenciacidén y genotipificacion) y la lectura de
los marcadores genéticos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Ecologia Molecular y el Laboratorio de
Trazabilidad Genética de la UBP, en la Facultad de Ciencias Marinas, ubicados en el Campus Ensenada de
la Universidad Auténoma de Baja California, México. Sin embargo, el proceso automatizado de
secuenciacién y de analisis de fragmentos se realizd en laboratorios comerciales especializados ubicados

en la ciudad de San Diego, California, Estados Unidos (www.segxcel.com o www.retrogen.com).

Es importante sefialar que los productos de las amplificaciones de ADN constituyen material genético
sintético y que, al no estar considerado ADN nativo, no requieren del trdmite de permisos CITES para su
exportacion y reimportacion. Las muestras provenientes de aseguramientos resguardados por el National
Fish and Wildlife Service se procesaron en sus laboratorios durante un par de estancias de investigacion

realizadas a mediados de 2019.
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Extraccion del ADN

Por lo general, el tejido que se usa como fuente de material genético para el caso de peces es el tejido
epidérmico fresco de la porcién interespinal de la aleta dorsal o caudal (fin-clip) o tejido muscular fresco.
Sin embargo, la mayoria de las muestras de totoaba obtenidas en el periodo 2019-2022 fueron de tejido
conectivo de las vejigas natatorias en estado fresco o seco. Adicionalmente se procesaron también
algunas muestras de aletas secas, huesos, esqueletos con sangre seca, musculo o tejido conectivo seco

adherido a huesos, y en muy pocos casos, tejidos no identificados en estado de descomposicion avanzado.

La extraccion de ADN gendmico total de las muestras se llevd a cabo mediante el protocolo répido de
sales descrito en Aljanabi y Martinez (1997), a partir de entre 5y 10 mg de tejido. Después de la digestion
del tejido y la purificacion del ADN gendmico, éste fue resuspendido en 15 pL de solucidn amortiguadora
de almacenamiento (Tris-HCI 5.0 mM pH 7.9, EDTA 0.1 mM pH 8.0) durante ocho horas y finalmente
evaluado tanto cualitativa, como cuantitativamente a través de una electroforesis en geles de agarosa al

1.5% con GelGreen® (30X) y un espectrofotdémetro NanoDrop™ 1000, respectivamente.

Para aquellas muestras con mayor riesgo de degradacion del ADN, como las obtenidas de los despojos de
la captura ilegal, cadaveres secos o en estado de descomposicién (n=146), se realizd6 una segunda
extraccion de ADN, adicionalmente, por medio del DNeasy Blood & Tissue kit de Qiagen® siguiendo las

especificaciones del fabricante.

Amplificacion y secuenciacion de los haplotipos de la region control mitocondrial

Mediante una reaccién de PCR se amplificé una porcion de la region control del ADN mitocondrial (RC-
ADNmt) siguiendo las condiciones descritas en Rios-Medina (2012) y los criterios de control de calidad
recomendados por Morin y colaboradores (2010). Para ello se emplea un par de cebadores que flanquean
una regién de aproximadamente 420 pares de bases de la RC-ADNmt y que han sido optimizados en el
Laboratorio de Ecologia Molecular de la UABC con base en las secuencias mitocondriales de varias
especies de curvinas y roncadores (Familia Scianidae) del Alto Golfo de California: CoRC_F (5'-
GCCGGTCTTGTAAACCGGA-3") y CoRC_R (5'-TGTCCCTCACCTTCAATAGTCG-3). Esta regidn corresponde al
primer bloque hipervariable de la regién control mitocondrial comprendido entre el ARN de transferencia

para prolina (tRNA-Pro) y el bloque central conservado de la region control (Kocher et al., 1989).

La amplificacién se llevé cabo en un volumen de reaccién de PCR de 25 pL (22 mM de Tris-HCl pH 8.4, 55

mM de KCl, 180 uM de dNTPs, 1.2 U/uL de ADN Taq polimerasa PROMEGA, 1.5 mM de MgClI2, 0.20 uM
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de cebador forward, 0.20 uM de cebador reverse) y a partir de 10 a 15 ng de ADN gendmico. El perfil de
amplificacidn consistid en un periodo de desnaturalizacién inicial de 4 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos
conformados de 45 segundos a 96°C para desnaturalizar, 45 segundos a 53°C para el alineamiento de los
cebadores y 45 segundos a una temperatura de extensidn de 72°C. Finalmente, se agregd un periodo de
reacciones de PCR con una temperatura de extension final a 70°C por 600 segundos y un ultimo paso de
enfriamiento hasta alcanzar 15°C. Para cada grupo de muestras amplificadas se incluyeron controles

positivos y negativos como parte del proceso de control de calidad.

Los productos de las reacciones de PCR se evaluaron cualitativamente y semi-cuantitativamente a través
de una electroforesis en gel de agarosa al 2% y GelGreen® 30X. Se cargaron en el gel entre 4 y 5 pL del
producto de PCR de cada muestra y se corrié la electoforesis a 90 volts por 45 minutos. Finalmente, se
visualizé el resultado de la amplificaciéon en un transiluminador de luz UV y corroborar la ausencia de

amplificacién en los controles negativos.

Los tubos o placas de PCR en los que el tamafio y la cantidad de amplicones fue la esperada, se prepararon
para su transporte en frio y se trasladaron a un laboratorio comercial en San Diego, California (SegXcel
Inc. o Retrogen Inc.), en donde el personal técnico purificd los productos de PCR y llevd a cabo la

secuenciacién de forma automatizada en un equipo DNA ABI PRISM 3730.

Los resultados se recibieron en formato electrdnico (cromatogramas), los cuales se revisaron y editaron
en el programa ChromasPro® v2.1.8 (Technelysium Pty Ltd), removiendo la porcién de la secuencia que

corresponde a los cebadores y eliminando aquellas secuencias de calidad baja.

Amplificacién y andlisis de fragmentos automatizado de los microsatélites

Amplificacién de los marcadores microsatélites

Para identificar el genotipo de los individuos, las muestras de ADN se amplificaron con los 24 marcadores
especificados en la NOM-169-SEMARNAT 2018, asi como con otros tres marcadores microsatélites
(O’Malley et al. 2003, Farias et al. 2006, Karlsson et al. 2008, Garcia de Ledn et al. 2010, Renshaw et al.
2012; ver Anexo l). Esta incorporacién de marcadores adicionales respondié a una serie de inconsistencias
de reproducibilidad que detectamos hasta hace un par de afos en algunos de los marcadores

considerados en la norma.

28



El perfil de amplificacién para los microsatélites consistié de un periodo de desnaturalizacidn inicial de 3
minutos a 94°C, seguido de 25 ciclos conformados de 20 segundos a 96°C para desnaturalizar, 40 segundos
a 56°C para el alineamiento de los cebadores y 40 segundos a una temperatura de extensién de 72°C.
Finalmente, se agregd un periodo final de extensidon con una temperatura de 70°C por 600 segundos y un
ultimo paso de enfriamiento hasta alcanzar 15°C (Rios-Medina 2012, Calderén-Marmolejo et al. 2013 y
Cerda-Balcazar et al. 2016). Para cada grupo de muestras amplificadas se incluyeron controles positivos y

negativos como parte del proceso de control de calidad.

Recientemente se incorporé un protocolo optimizado para la genotipificacién con el sistema Qiagen
Multiplex PCR que permite una amplificacién multiple mas eficiente y a menor costo (multiplexing). Esta
reaccion de amplificacidn para cada conjunto multiple de marcadores se realiza en 10 uL de volumen total:
5.0 uL 2X Qiagen® Multiplex PCR Plus Kit, 0.3 uL 10 uM de cada microsatélite, 1.0 uL ADN, ajustar a 10 uL
con H20 ultrapura. El perfil de amplificacidn optimizado con la quimica utilizada para la reaccién consiste
en un periodo de dos ciclos con diferente temperatura de alineacién de cebadores para obtener productos
especificos en cada paso. La primera parte consiste en la desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 95°C,
seguido de 8 ciclos conformados de 30 segundos a 95°C para desnaturalizar, 90 segundos a 57°C para el
alineamiento de los cebadores y 90 segundos a una temperatura de extensién de 72°C. La segunda parte
consta de 25 ciclos que inician con 30 segundos a 95°C para desnaturalizar, 90 segundos a 53°C para el
alineamiento de los cebadores y 90 segundos a una temperatura de extension de 68°C. Finalmente, se
agregd un periodo con una temperatura de extension final a 70°C por 600 segundos y un ultimo paso de

enfriamiento hasta alcanzar 15°C.

Los productos de las reacciones de PCR se evaluaron cualitativamente y semi-cuantitativamente por
medio de una electroforesis en gel de agarosa al 2% con GelGreen®30X. Se cargaron 3 pL de muestra en
cada uno de los pozos del gel usando 90 volts por 45 minutos para la separacion electroforética. Los
productos de PCR se visualizaron en un transiluminador de luz UV para confirmar la amplificacién en las

muestras y la ausencia de amplificacién en los controles negativos.

Analisis automatizado de fragmentos
El registro del tamafio de los amplicones, para llevar a cabo la genotipificacidn, se obtiene mediante un
analisis automatizado de fragmentos en un secuenciador automatico de ADN ABI PRISM® 3130x| Genetic

Analyzer. Para reducir el error asociado a las diferencias en la movilidad de los amplicones en el andlisis
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de fragmentos por el fluorocromo especifico, se incluyd en el andlisis una serie de muestras previamente

genotipificadas.

A lo largo de todo el proceso se siguieron estrictamente las recomendaciones de Morin y colaboradores
(2010) con respecto al control y aseguramiento de la calidad de los procesos de extraccidn y amplificacion.
Para ello se analizan simultdneamente muestras previamente genotipificadas (controles positivos) vy el
conjunto de muestras problema. Adicionalmente, se incluyen controles negativos de extraccién vy
amplificacidon para evaluar la presencia de contaminacion cruzada y discriminar entre alelos reales y

artificios de PCR.

Es sumamente importante resaltar la necesidad de contar con un conjunto de muestras de referencia que
permita detectar problemas en la movilidad de la electroforesis capilar y los cambios de protocolos de los
laboratorios comerciales, procesos que pueden confundir la lectura de los alelos en ausencia de muestras
referenciales. Esto es particularmente relevante cuando se trabaja con distintos laboratorios comerciales
y grupos de investigacion que pueden sintetizar los cebadores siguiendo distintos protocolos o estrategias
para optimizar costos (marcaje universal o fluoréforos de distinta marca comercial). De forma rutinaria se
incluyeron entre 5 y 10 controles positivos por cada placa (90 muestras problema, 5 muestras de
referencia y un control negativo). Igualmente, debe tomarse en cuenta el gestionar muestras de

referencia que se compartan entre los laboratorios que estén realizando la genotipificacién.

La lectura de los electroferogramas y el genotipificado de las muestras se realizaron con ayuda del
programa GeneMarker V3.0 (SoftGenetics E.U.A). A lo largo de todo el proceso se mantuvieron medidas
estrictas de control de calidad, como se ha mencionado anteriormente (Morin et al, 2010), para la lectura
de los genotipos y la asignacién de alelos. Este control de calidad incluyé dos lecturas independientes de
cada muestra y la lectura por un tercero cuando se presentaron discrepancias. Cuando, a pesar de lo
anterior, no se llegd a un consenso en la asignacion de alelos, la muestra se amplificé de nueva cuenta

para corroborar la asignacién correcta del genotipo.

La asignacidn automatizada de alelos (binning) se llevé a cabo de forma simultéanea a través de dos macros
para Excel, Autobin (Guichoux et al. 2011) y Flexibin (Amos et al. 2007). Posteriormente, se analizaron los
genotipos usando el programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) y el macro para Excel
MStools v3.1.1 (Park 2001). El primero de estos programas analiza las frecuencias alélicas y genotipicas
en los individuos para identificar errores de genotipificado tales como: deslizamiento de la polimerasa

(stuttering), alelos nulos (null alleles), amplificacion diferencial aleatoria de alelos (o allelic dropout) y
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errores tipograficos. Usando MStools v3.1.1 se hizo una revisidon de los alelos raros, ya sea por su baja
frecuencia, la presencia de motivos de repeticién diferentes al patrdn tipico o por estar fuera del intervalo

alélico conocido.

Los criterios empleados para dicha revisiéon fueron la presencia de lecturas alélicas fuera de los 50 y 350
pares de bases y la presencia de alelos con saltos de mas de 10 pares de bases con respecto al alelo
anterior. Las muestras con ambigliedades para estos criterios fueron amplificadas y analizadas

nuevamente.

Seleccion de muestras a genotipificar para optimizar la busqueda de recapturas putativas
Para que una muestra genotipificada pueda ser asignada como recaptura genética, esta debe ser progenie
de primera generacion (F1) o segunda generacion (F2) de cualquiera de los lotes parentales registrados
en las UMA. Por lo tanto, se debe contar con una caracterizacién genética completa de todos y cada uno
de los posibles padres; el haplotipo mitocondrial y el genotipo con la totalidad o, en su defecto, la mayor
cantidad de los marcadores empleados. La asignacién se llevd a cabo a través de un andlisis de asignacion

de paternidad, el cual se detalla mas adelante.

Las muestras de todos los reproductores de las UMA (silvestres, F1 o F2), asi como un conjunto de
muestras de la poblacién silvestre tomadas al azar (1000 individuos), fueron genotipificado con el panel
completo de microsatélites. Sin embargo, para optimizar la busqueda de recapturas genéticas e
incrementar el nimero de individuos analizados, las pruebas ulteriores de asignacién y contribucién
parental se realizaron exclusivamente en aquellas muestras con haplotipos mitocondriales (linajes
maternos) representados en los lotes de reproductores en cautiverio. Los individuos con un linaje materno
diferente a los que tienen los parentales de las UMA, especificamente al de las hembras reproductoras,

no pueden ser hijos de éstas.

Todas aquellas muestras con linajes maternos coincidentes con los que se encuentran representados en
las UMA fueron analizadas, inicialmente, con un panel reducido de entre 6 y 10 de los marcadores
microsatélites. Sin embargo, cuando alguna de estas muestras presento el potencial de ser considerada
recaptura genética, se procedidé a genotipificarla con el panel completo de microsatélites para confirmar

la UMA de origen.
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Diversidad y diferenciacion genética

Los electroferogramas del analisis de secuenciacién obtenidos se ensamblaron, revisaron y editaron
utilizando ChromasPro Ver. 2.6.6 (Technelysium, South Brisbane, QLD, Australia) y las secuencias editadas
se alinearon mediante el algoritmo ClustalW implementado en MEGA X (Kumar et al. 2018). La

identificacion de haplotipos, asi como sus frecuencias absolutas y relativas se calcularon en DnaSP Ver.

6.12.03 (Rozas et al. 2017).

Los indices de diversidad genética haplotipica (h) y nucleotidica (m,) global, asi como para cada temporada
de muestreo y cohorte generacional se estimaron con el programa Arlequin Ver 3.5.1.2 (Excoffier y
Lischer, 2010), tanto en la poblacidn silvestre como para cada lote parental de las UMA de reproduccion
y crianza. Adicionalmente se usé el programa PopART (Leigh y Bryant 2015) para reconstruir una red de
la minima dispersion (Excoffier et al., 1992, Bandelt et al. 1999) para representar de forma gréfica la

diversidad genética mitocondrial.

Para el caso de los marcadores nucleares se calculd el nimero vy la frecuencia de alelos, la diversidad
genética (Ho: heterocigosidad observada y He: heterocigosidad esperada) y la probabilidad de identidad
con el programa Gimlet v1.33 (Valiere 2002), ademas del desequilibrio en el ligamiento en el programa
Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer 2010). El andlisis de frecuencias alélicas y diversidad genética (Ho y He)
para cada locus, se realizé mediante los programas Arlequin ver. 3.5 (Excoffier y Lischer 2010) y GenALEx

v6.3 (Peakall y Smouse 2006).

Los coeficientes de diferenciacidon genética entre la poblacidn silvestre y las poblaciones en cautiverio
(UMA), asi como entre temporadas y cohortes generacionales se examinaron mediante un analisis
jerdrquico de varianza molecular (AMOVA; Excoffier et al. 1992) a través de los indices de fijacién Fsr
basados en las frecuencias relativas de las variantes genéticas para ambos tipos de marcadores
(haplotipos mitocondriales y loci microsatélites). Por ultimo, los genotipos multilocus se usaron para
calcular la distancia genética y llevar a cabo un analisis de componentes principales en GenALEx v6.3, lo
gue permitié evaluar de la magnitud del distanciamiento genético entre las muestras de la poblacion

silvestre y las de los paneles parentales de las UMA.

Probabilidad de identidad, exclusion de paternidad y parentesco

Para evaluar el poder informativo del conjunto de microsatélites se empled el programa Coancestry v1.0

(Wang 2011) que implementa métodos para estimar el coeficiente de parentesco (r) y los coeficientes de
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consanguinidad a partir de los genotipos multilocus de un conjunto de individuos. Para ello se decidié usar
el estimador de verosimilitud por triadas (TrioML), el cual incluye a un tercer individuo como control de
referencia al momento de calcular el coeficiente de parentesco entre dos individuos focales. De esta
forma se va reduciendo la probabilidad de que alelos idénticos por estado, se infieran erréneamente como
idénticos por descendencia. Coancestry v1.0 también permitié estimar la probabilidad de exclusién, que
representa qué tan factible es que un individuo sea excluido como uno de los parentales de otro en

funcidn de las frecuencias alélicas presentes en la poblacidn.

De forma paralela, se evalué el parentesco y la asignacidon de paternidad a través del programa Gimlet
v1.3.3 (Valiere 2002), que ejecuta una rutina de identificacion genotipica con etiquetas multilocus. El
programa permite estimar las tasas de error durante la genotipificacidn, reagrupar genotipos idénticos,
identificar uno o varios genotipos comparandolos con referencias, determinar la filiacidon entre individuos
(parentesco) y calcular la probabilidad de identidad para el conjunto de marcadores y cada genotipo. Una
ventaja importante del programa es que admite informacidn demografica especifica sobre los parentales
(sexo, fecha de nacimiento o deceso), lo que hace mas eficiente la rutina de identificacion de padres
putativos al excluir parejas de individuos del mismo sexo o individuos con fechas de deceso posteriores al

nacimiento de un grupo de individuos problema.

Basicamente, estos programas comparan los genotipos multilocus y calculan un valor que puede ir desde
0 (no comparten alelos) hasta 1 (individuos idénticos). A mayor nimero de marcadores genéticos y mayor
numero de alelos en cada marcador, menor sera la probabilidad de identidad. Los valores promedio del
coeficiente de parentesco son de 1.0 para gemelos monocigéticos, de 0.5 para padres-hijos y hermanos
completos, de 0.25 para medios hermanos, tios y abuelos-nietos, de 0.125 para primos de primer orden,

de 0.0625 para primos de segundo orden y de 0 para individuos sin parentesco.

Recapturas genéticas de las UMA en la poblacion silvestre

Para considerar una recaptura genética entre la poblacion silvestre y alguna de las UMA, el individuo debe
de compartir la mitad de sus alelos tanto con la madre, como con el padre (coeficiente de parentesco =
0.5), pero adicionalmente debe portar el mismo linaje materno (haplotipo mitocondrial) que presente la
madre putativa. No se podria considerar como recaptura un individuo si presenta un valor de 0.5 solo con
uno de los parentales de la UMA, asi como cuando presente valores de 0.5 con relacion a dos parentales

del mismo sexo o dos parentales de diferentes UMA.
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Cada muestra analizada se integré a una hoja de cdlculo en la que se asociaron sus datos morfométricos
(talla y edad), sexo e identidad genética de cada individuo (linaje materno y un genotipo multilocus de
alta resolucién). En conjunto, estos datos se usaron para obtener una aproximacién del afio en que los
individuos nacieron (cohorte generacional), el haplotipo materno que le dio origen y una estimacién de

su coeficiente de parentesco con relacion al resto de los individuos muestreados.

Con los datos obtenidos se contrastd el nimero de recapturas genéticas identificadas para cada zona con
respecto al total de organismos muestreados. La proporcion de individuos provenientes de cautiverio con
relacién al total de individuos muestreados y el nimero de individuos de cada cohorte generacional

deberia ser reflejo de la abundancia y la distribucién natural de la especie.

Tamafio absoluto de la poblacion: Marcaje-Recaptura genética

El método de captura-marcaje-recaptura consiste en capturar individuos y marcarlos para,
posteriormente, liberarlos y |llevar cabo una segunda captura para contabilizar la
proporcién de individuos marcados o recapturados. Bdsicamente, el modelo considera que el nimero de
individuos marcados (mi) dentro de la segunda muestra (n:) debe ser proporcional al nimero de

individuos marcados en toda la poblacién (no); esto es, N/no= ni/m: (Seber 2002).

Por lo tanto, el tamafio total de la poblacién (N), que corresponde al momento en el que se incorporaron
los individuos marcados a la poblacidn, se puede estimar dividiendo el niumero de individuos marcados
por la proporcién de individuos marcados en la segunda muestra (Besbeas et al. 2002). En principio, la
segunda captura debe llevarse a cabo no mucho tiempo después de la liberacidn para evitar el sesgo
causado por la mortalidad o la pérdida de las marcas. Ademas, la segunda muestra debe ser tomada al
azar, bajo el supuesto de que los individuos marcados tengan la misma probabilidad de captura que los
no marcados, lo que incluye que no exista mortalidad diferencial entre marcados y no marcados (Seber

2002).

El uso de un marcaje genético, en lugar de las marcas fisicas (etiquetas, implantes, anillos o chips
electrdnicos), tiene la ventaja de que el marcaje es natural, no invasivo y permanente, por lo que no
representa una desventaja para la supervivencia y la detectabilidad de los individuos marcados (Garrigue

et al. 2004).
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Para el caso de las liberaciones de totoaba, si se cuenta con el genotipo de todos los parentales de las
UMA, la progenie que estos produzcan posee una marca genética que permite identificar los parentales
que le dieron origen (coeficiente de parentesco). En este sentido, dado que todos los reproductores de
las UMA fueron genotipifcados, todos los alevines de totoaba producidos en cautiverio cuentan con un

sistema de marcaje genético que permite su identificacion.

Cuando al andlisis de asignacidon de paternidad confirma que ambos padres de un individuo eran
reproductores de una de las UMA, se le consideré como recaptura (m:). Usando como base la edad
estimada por el modelo de von Bertalanffy, se infirid la cohorte generacional de cada recaptura genética
y, por tanto, el afio correspondiente de su liberacién. El nimero de individuos liberados por cada UMA,
en un ano especifico, representd el nimero de individuos marcados genéticamente o primer muestreo
(no) a, mientras que el segundo muestreo (n1) correspondid al nimero total de muestras analizadas para

la cohorte generacional de cada recaptura.

Tomando en cuenta las limitaciones asociadas al método de marcaje-captura-recaptura, principalmente
asociadas con la homogeneidad en la probabilidad de recaptura (Baddi et al. 2012), se decidié usar al
menos dos estimadores de captura-recaptura para estimar el tamafio de la poblacién al momento de la
liberacion (N). Para ello se seleccionaron los estimadores de Chapman (1951) y de Bailey (1952), los cuales

son insesgados con respecto a tamafio de muestra:

Nchapman= [((no+1)*(n1+1))/(m1+1)}-1
Va r(NChapman)= [(n0+1)*(n1+1)*(nl)‘ml)*(nl'ml)]/[(m1+1)2*(m1+2)]
Neailey= [no*(n1+1)]/(ma+1)

Va r(N Bailey)= [noz*(n1+1)*(n1‘m1)]/[(m1+1)2*(m1+2)]

Proyeccion demogrdfica de la poblacion: Tabla de vida y tamafo censal

Ya que el modelo de captura-recaptura estima el tamafio de la poblacién correspondiente al momento
del primer muestreo, entonces N se consideré representativa de la abundancia del grupo de individuos
de entre 3 y 8 meses, que es la edad promedio a la que las UMA liberan los alevines de totoaba. Por lo
tanto, fue necesario reconstruir la tabla de vida con base en la mejor informacion bioldgica disponible

para la especie.
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Utilizando el programa Crystall Ball v11.0 (ORACLE Technology) se realizé una simulacidn de Monte Carlo
o de probabilidad multiple para estimar los posibles tamafios total de la poblacién silvestre de totoaba,
asi como su tendencia demografica. Esta simulacién predice un conjunto de posibles resultados con base
en la distribucion de probabilidades para cualquier variable que tenga una incertidumbre inherente, por
lo que se incluyeron las distribuciones de frecuencia para la proporcidn de sexos, asi como las tasas de
mortalidad total y fecundidad promedio por grupo de edad. Las distribuciones de estos pardmetros se
construyeron usando como base los valores reportados especificamente para totoaba, tanto en cautiverio
como para la poblacion silvestre, pero también los de otras especies de scidanidos con historias de vida y
metabolismos similares (Pauly 1980; Holt 1981; Green et al. 1985; Ross y Steven 1995; Cisneros-Mata et
al. 1995, 1997; Porch 2000; Pedrin-Osuna et al. 2001; Lercariy Chavez 2007; Stewart y Scharf 2008; Hervas
et al. 2010; Valdéz-Mufioz et al. 2010; True 2012; De Anda-Montafiez 2013; Valenzuela-Quifionez 2015;
Bennetts et al. 2019; Giffard-Mena et al. 2020; Rodriguez-Garcia et al. 2020). Los detalles sobre los

parametros y las distribuciones empleadas en la simulacion se detallan en el Anexo Il

Tamafio efectivo de la poblacion silvestre

La teoria coalescente propone que el nimero y frecuencia de las variantes genéticas presentes en una
poblacién son el resultado de las mutaciones que originaron de un ancestro comun, las cuales se fueron
acumulando o perdiendo en respuesta a cambios demograficos. Si se conoce la tasa en la que aparecen
estas mutaciones, se puede estimar el tiempo necesario para explicar las diferencias entre la diversidad
genética inicial y la que se observa actualmente en la poblacidn y, en consecuencia, el tamafio efectivo de
la poblacidn (N.). En este sentido, las poblaciones mas grandes suelen conservar la variacion genética por
mas tiempo, ya que se espera que estas se pierdan mds lentamente cuando muchos individuos de la

poblacion las poseen (Kingman 1982).

La incertidumbre asociada a las estimaciones de la tasa de mutacion (u) es alta para la region control
mitocondrial (1.5 x 108 a 1.5 x 10 cambios por sitio por generacidn), que exhibe valores particularmente
muy variables en peces dseos (Ruzzante et al., 2008; Valenzuela-Quifionez et al., 2016; Allio et al., 2017).
Ademas, existe evidencia de que las estimaciones de este pardmetro muestran una dependencia temporal
gue genera valores mayores mientras menor sea el tiempo de coalescencia de los linajes mitocondriales

(Burridge et al., 2008).
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En constaste, u es relativamente estable para el caso de los microsatélites, con un valor promedio de 5.0
x 10* cambios por locus por generacion (Ellegren, 2000; Garza and Williamson, 2001; Selkoe and Toonen,
2006). Este valor es muy cercano al que se ha reportado para el caso especifico de totoaba (5.4 x 104

Valenzuela-Quifionez et al. 2014).

Para estimar N, se usé el programa DIYABC Ver 2.1.0 (Cornuet et al., 2014), el cual permite hacer
inferencias sobre la historia demografica de una poblacidn a través de métodos de calculo bayesiano
aproximado (ABC). Este programa simula distintos escenarios de cambio histdrico en el tamafio efectivo
poblacional con base en algoritmos coalescentes, lo que permite contrastarlos simultdneamente vy

cuantificar su sustento relativo (Cornuet et al., 2010).

Se probaron escenarios contrastantes, representados por razones N. actual: N. ancestral de distintas
magnitudes asociadas con eventos de expansién o reduccién poblacional, asi como de estabilidad
demografica. Los detalles de la eleccidon de los modelos histdricos y los intervalos de las distribuciones de

los parametros que se consideraron se detallan en el Anexo lil.

Dicha simulacidn consistié en 500 millones de conjuntos de datos para cada escenario, evaluando y
contrastando los valores observados para el nimero de haplotipos, el nimero de sitios segregantes y la

D de Tajima con los de cada simulacion.
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RESULTADOS

Muestreo: Integracion de la base de datos 1995-2018 y 2019-2022

Los datos que se obtuvieron en el presente estudio, correspondiente al periodo 2019-2022, se integraron
a una serie de bases de datos que incluyen informacién de los individuos reproductores de dos de las UMA
de reproduccion y crianza de totoaba (CREMES-IAES y EOF); ejemplares recolectados con el apoyo de los
equipos de campo integrados por pescadores riberefios; aseguramientos de trafico ilegal de vida silvestre
obtenidas con la colaboracidon de autoridades mexicanas y norteamericanas; asi como de algunos
muestreos de oportunidad en restos o despojos de la captura ilegal varados en playa o localizados en

tiraderos de basura.

Los equipos de apoyo en campo realizaron en promedio 15 viajes de pesca efectivos por mes entre
mediados de noviembre de 2020 y mediados de abril 2021; un total de 88 viajes (369 horas) en San Felipe,
Baja California; 63 viajes (258 horas) en Bahia Kino, Sonora; y 74 (271 horas) en Mulegé (Baja California
Sur). Ademas, se lograron obtener muestras de la captura incidental en el Golfo de Santa Clara gracias a
la colaboracién de algunos miembros de la comunidad pesquera. Es importante sefialar que, a pesar de
gue los equipos de campo realizaron un mayor nimero de viajes al que se reporta, se consideraron como
esfuerzo de captura solo los dias (horas) de pesca efectiva en los que las condiciones ambientales
permitieron la navegacion y la pesca. En conjunto los equipos de campo pudieron recuperar 96 individuos

capturados de forma incidental en sus artes de pesca.

Adicionalmente, el personal de apoyo en campo realizé algunos muestreos de oportunidad durante
recorridos en las playas de San Felipe, B.C. y el Golfo de Santa Clara, Son. El apoyo de algunos miembros
de las comunidades pesqueras, asi como de equipos de colaboradores que trabajan en el area e
inspectores de campo de algunas instancias de gobierno, permitié obtener informacién y muestras de 148

individuos abandonados en playa, producto de la captura ilegal de la especie.

Para este mismo periodo, y a pesar de que se reportaron extraoficialmente aseguramientos de 26,339
vejigas natatorias de totoaba por parte de las autoridades de México, Estados Unidos y China, nuestro
grupo de trabajo logrd gestionar el acceso a los registros de datos morfométricos de tan solo de algunas

vejigas natatorias (~ 5.9%) y la toma de algunas muestras para analisis genéticos (~ 3.8%).
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En la Tabla lll se detalla la informacién sobre |la base de datos para el periodo 2019-2022, la cual incluyé
2,970 registros que corresponden a 1,490 muestras de tejido y datos morfométricos para 1,822

individuos.

Tabla lll. Nimero de ejemplares, partes o derivados de totoaba registrados en la base de datos para el periodo 2019-
2022. Entre paréntesis se indica el niumero de muestras de tejido para analisis genéticos en los casos en los que no
fue posible muestrear el total de los aseguramientos.

2019 - 2022
Fuente* UMA Aseguramientos Deppf;:t?va Incpizzcnatal C?:rﬁg:a cl:a);izgoilse:zl

UBP-UABC 45
CREMES-IAES 100
EOF 94
FGR 1,425 (886)
GN 196 (0)
SEMAR 49 (42)
US-NFWS 134
PROFEPA 3
UABC-FCM 1
Aduana Internacional 721 (0)
UABC-FC
AO 14 3
UABC-CONABIO

San Felipe, B.C. 44 61

Bahia Kino, Son 16

Santa Clara, Son 22 32

Mulegé, B.C.S. 3

Loreto, B.C.S. 1

La Paz, B.C.S. 5

239 2,476 (1,020) 9 9 1 148 (141)

*UABC: Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Universidad Auténoma de Baja California, CREMES: Centro
Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora, EOF: Earth Ocean Farms, FGR: Fiscalia General de la
Republica, SEMAR: Secretaria de Marina, US-NFWS: National Fish and Wildlife Service, PROFEPA: Procuraduria
Federal de Proteccion al Ambiente, UABC-FCM: Facultad de Ciencias Marinas, UABC-FC: Facultad de Ciencias, AO:
Acuario Ocednico.
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Adicionalmente, con la finalidad de aumentar el tamafio de muestra y la resolucidon de los analisis, se
incluyeron los registros morfométricos y muestras de la UBP-UABC del periodo 1995-2018. La Tabla IV
detalla el numero y tipo de muestras correspondientes a este periodo, para el que se cuenta con 3,398

registros asociados a 2,598 muestras de tejido y datos morfométricos de 3,070 individuos.

Tabla IV. Niumero de ejemplares, partes o derivados de totoaba registrados en la base de datos para el periodo 1995-
2018. Entre paréntesis se indica el niumero de muestras de tejido para analisis genéticos en los casos en los que no
fue posible muestrear el total de los aseguramientos.

1995 - 2018
Fuente UMA Aseguramientos DeP;(::t?va In:izzcnatal C?:r:i;:a czgizc:;oilse:zl
UBP-UABC 110 (108) 16 11
CREMES-IAES
EOF
FGR 2,386 (1,603)
GN
SEMAR 4
US-NFWS 515 3
UABC-FCM 56 (52) 2
UABC-FC 11
PROFEPA 202 69
CONANP 2
CRIP -Guaymas 9
INAPESCA 2
110 (108) 3,107 (2,324) 0 16 79 (75) 75

*UABC: Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Universidad Auténoma de Baja California, CREMES: Centro
Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora, EOF: Earth Ocean Farms, FGR: Fiscalia General de la
Republica, SEMAR: Secretaria de Marina, US-NFWS: National Fish and Wildlife Service, PROFEPA: Procuraduria
Federal de Proteccién al Ambiente, CONANP: Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas, UABC-FCM:
Facultad de Ciencias Marinas, UABC-FC: Facultad de Ciencias, AO: Acuario Ocednico, INAPESCA: Instituto Nacional
de la Pesca.

En total, el presente estudio integrd la informacion de 6,368 registros, correspondientes a 4,088 muestras
de tejido y los datos morfométricos de 4,892 ejemplares. Las bases de datos con la informacion detallada
de cada registro (aseguramientos trafico ilegal, morfometria de vejigas o ejemplares, muestras de tejido
y otros datos relevantes), todas en formato Microsoft Excel, estaran disponible como parte del material

suplementario del presente Informe Final de Proyecto — CONABIO REQOQ6.
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Analisis morfométrico: Estructura de tallas de la poblacidn

Aungque se logré integrar informacidn morfométrica para un total de 4,892 individuos, la naturaleza del
muestreo conlleva a que sean muy pocos los organismos que cuenten con un registro completo (longitud
total, longitud de la vejiga, peso total, peso de la vejiga, sexo y lectura de otolitos). Lo anterior es reflejo
de que la mayoria de los datos se obtuvieron de forma indirecta, con base en la longitud de las vejigas

natatorias frescas o secas.

En la Figura 4 se representa la distribucidn de frecuencias de la longitud de las vejigas natatorias obtenidas
de los aseguramientos de capturas ilegales, a partir de las cuales se calcularon la longitud promedio y la
desviacidn estandar (D.E.). La longitud promedio de 2,763 vejigas natatorias secas analizadas fue de 26.4

cm (D.E.=7.3), mientras que para las 1,807 vejigas frescas el promedio fue de 41.1 cm (D.E.= 7.2).
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Figura 4. Distribucion de frecuencia para la longitud de las vejigas natatorias en estado seco (barras
grises) o en estado fresco (barras negras) obtenidas de los aseguramientos de la capturailegal
de totoaba para el periodo 1995-2022.
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La longitud total promedio (LTyrom.) de los ejemplares completos que se obtuvieron de la pesca incidental
o de despojos en playa (n=189; LTyrom= 1,045.6 mm; D.E.= 434.1), fue similar a la que se estimd de forma
indirecta a partir de los datos morfométricos de las vejigas natatorias aseguradas (n= 4,570; LTorom.=

1,113.7 mm; D.E.= 269.7).

Finalmente, como puede apreciarse en la Figura 5, al integrar todos los registros de longitud total, la
distribucién de frecuencias fue relativamente continua y unimodal, con una talla promedio muy parecida

a las estimadas con anterioridad (n=4,892; LTyrom. = 1,112.5 mm; D.E.= 283.0).
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Figura 5. Distribucién de tallas de los ejemplares de totoaba analizados para el periodo 1995-2022 (n=4,892).

La Figura 6 representa la estructura de tallas (mm) observadas en la poblacion silvestre de totoaba, a lo
largo del periodo 2013-2021. Como lo muestra esta figura, la distribucidn de frecuencias dentro de cada
temporada es relativamente continua y la talla promedio varié ligeramente entre afos, pero sin una

tendencia hacia la reduccién.
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Figura 6. Estructura de tallas (longitud total) estimadas con base en las medidas de las vejigas analizadas (periodo 2013-
2021). El tamafio del circulo indica la frecuencia relativa de las tallas. Los afios que no estdn representados
no se incluyeron debido a que contaban tamafos de muestra muy pequefios.

Analisis morfométrico: Estructura de edades de la poblacion

Estimacion de edad con base en los otolitos

A partir de las capturas incidentales, aseguramientos y despojos de la captura ilegal, asi como de las
muestras de referencia de la UBP-UABC, se lograron recuperar otolitos sagitales de 163 especimenes de

totoaba. No obstante, solo fue posible procesar y realizar la lectura de anillos de crecimiento en 135 (82%).

El conteo de bandas anuales en todos los otolitos evidencié la ocurrencia de individuos de entre 0.5y 24
afios (Figura 7), con un promedio de 5.4 afios (n=135; D.E.=5.4). Particularmente, el grupo de muestras
correspondiente a la pesca incidental tuvo un promedio de 1.8 afios (n= 68; D.E.= 1.2), el cual contrastd

con el promedio de 9.9 afios para los de la captura ilegal (n=53; D.E.= 5.3).
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Figura 7. Registros fotograficos de las preparaciones de otolitos incluidos en resina y observados al estereoscopio

para realizar el conteo de los anillos de crecimiento. Se muestran individuos de 3 afios (A), 24 afios (B), 14
afios (C) y 5 afios (D).

Al contrastar la longitud total observada en los individuos analizados (lectura de otolitos), con la estimada
a través de la relacion peso total del otolito (PO) — longitud total (LT) descrita por Roman-Rodriguez y

Hammann (1997), se evidencié una diferencia considerable por grupo de edad (Figura 8).

Por otro lado, la determinacidn de edad en un grupo de muestras de referencia, que incluyé biometrias
de 11 individuos con edades minimas conocidas (decesos en los lotes parentales de la UMA de la UABC),
mostré un sesgo considerable al estimar edades promedio de 5.3 afos cuando el promedio de edad
conocida es de 6.83 anos; una diferencia de 1.53 afios. Con base en estas observaciones, se tomoé la

decisidon de estimar la edad usando los parametros asociados a una longitud infinita de 1,880 mm.
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Figura 8. Estimacion de edad con pardmetros asociados a longitud infinita de 1,880 mm. Los
circulos verdes representan la longitud total modelada, los circulos azules
muestran la longitud total observada en milimetros.

Estimacion de edad con base en la longitud total

Para estimar la edad de los individuos usando el modelo de crecimiento de von Bertalanffy, se
contrastaron las curvas de crecimiento empleando los parametros reportados previamente en la
literatura y los estimados a partir de los datos obtenidos en este estudio. Como puede apreciarse en la
Figura 9, existe una considerable variacion en el comportamiento de los modelos, lo que introduce

incertidumbre en las estimaciones de la edad a partir de los registros de la longitud total de los individuos.

45



34

32

30

28

26

24

22

20

-
o«

Edad (afnos)

=
o

14

12

10

0

* Roman-Rodriguez & Hammann 1997

» (Cisneros-Mata et al. 1995

* Pedrin-Osuna et al. 2001

¢ De Anda et al. 2013 .

Rodriguez et al. 2020 .

* Curiel-Bernal et al. 2021

e UABC 2019

— Polindmica (UABC 2019)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,000 1,100 1,200 1,300 1,400 1,500 1,600 1,700 1,800 1,900 2,000 2,100
Longitud total (mm)

Figura 9. Estimacién de edad utilizando el modelo de crecimiento de von Bertalanffy con base en los parametros

reportados en estudios previos y los empleados en este trabajo (puntos en azul obscuro correspondientes
a la leyenda “UABC 2019”). La linea vertical de color rojo representa la longitud asintética del modelo
empleado para estimar la edad a partir de la longitud total.
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La edad de los individuos se empleé para estimar la fecha aproximada de nacimiento, sustrayendo la edad
a la fecha de muestreo. Este dato, al que denominaremos cohorte generacional, es sumamente
importante en el proceso de busqueda y confirmacién de las recapturas genéticas, y es la base para
evaluar el programa de suplementacion a la poblacidn silvestre. Pese a que la edad pudiera estar siendo
sobreestimada por el modelo empleado, en las Figuras 10 y 11 puede observarse que la distribucion de
clases de edad para el total de muestras y para cada cohorte generacional no presentan huecos o grupos

de edades faltantes.
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Figura 10. Distribucién de frecuencias de la edad estimada para cada cohorte generacional. Cada barra
representa la proporcion de individuos de una edad en particular a lo largo del periodo 1995-
2022.

La mayoria de los individuos analizados exhibieron edades de entre 3 y 16 afios, pero el promedio de edad
fue de 8.3 afos (n=4,733; D.E.= 3.6). Aunque la edad maxima estimada por el modelo fue de 37 afios, los
individuos con edades mayores a 24 afos fueron poco frecuentes; tan solo el 0.16% de los individuos

presentaron tallas de entre 1,881 y 2,076 mm para las que el modelo no permitid estimar la edad.
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Figura 11. Distribucidn de frecuencia de las edades de los individuos de cada cohorte generacional. El tamafio del circulo
indica la frecuencia relativa de los grupos de edad.

Diversidad y diferenciacion genética en la poblacion silvestre y UMAs

Diversidad y diferencia genética a nivel del ADN mitocondrial: Haplotipos

En total se procesaron 4,088 muestras de tejido para extraer el ADN; 349 de las UMA y 3,739 que
corresponden aindividuos de la poblacién silvestre (ver Tablas lll y IV). Algunas muestras, particularmente
las que correspondieron a despojos de la capturailegal, presentaron niveles considerables de degradacion
y no pudieron ser amplificadas (1.2%). Se obtuvieron secuencias mitocondriales de excelente calidad y
con longitudes de al menos 322 pares de bases en 4,040 de las muestras, las cuales permitieron identificar

90 sitios variables y definir 272 haplotipos mitocondriales o linajes maternos de totoaba.

La reconstruccion de red de minima expansién de los haplotipos mitocondriales evidencié una topologia
radiada caracterizada por la presencia de un haplotipo central, ligeramente dominante, y ramificaciones
multiples hacia haplotipos de menor frecuencia (Figura 12). La diversidad haplotipica global resulté muy
alta (H=0.9585; D.E.= 0.0018) y los valores de diversidad nucleotidica moderadamente bajos (.= 0.0125;
D.E.= 0.0069).
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Figura 12. Reconstruccion de red de minima expansiéon de los 272 haplotipos de la regién control
mitocondrial identificados en el conjunto de muestras de totoaba analizadas entre 1995y 2022
(n=3,854). Las dimensiones de los circulos son proporcionales a la frecuencia relativa de cada
haplotipo. La red se reconstruyé en el programa PopART. El haplotipo central, representado por
el circulo de mayor tamafio, corresponde al 15.13% de la poblacién.
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La tasa de encuentro de haplotipos nuevos se evalud a través de una curva de rarefaccidn (Figura 13) que
aparentemente esta préxima a la asintota, por lo que puede considerarse que el tamafio de muestra

empleado es representativo de la identidad genética de la poblacién silvestre de Totoaba.
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Figura 13. Tasa de encuentro de haplotipos nuevos en relacién con el nimero de muestras
obtenidas desde 1995 hasta 2022.

A la fecha se han registrado un total de 49 haplotipos en las UMA de totoaba (Tabla V), lo que contrasta
con el nimero de haplotipos que se han observado en la poblacién silvestre (n= 271). Todos los linajes
maternos, excepto uno que se ha registrado exclusivamente en EOF, se encuentran representados en la
poblacion silvestre. Sin embargo, tomando en cuenta los niveles tan altos de diversidad genética en la
especie, la representatividad de estas variantes en las UMA fue tan solo del 18% de la que se encuentra

en la poblacion silvestre.
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Tabla V. Representatividad de la diversidad genética mitocondrial de totoaba en las UMA con respecto a la
presente en la poblacidn silvestre.

Haplotipos Diversidad génica y nucleotidica Representatividad

UBP-UABC 1995-2019* 36 H=0.91; .= 0.097 13.28%

UBP-UABC 2019-2022 12 H=0.81; = 0.088 4.43%

CREMES 14 H=0.77; m,= 0.093 5.17%

EOF 24 H=0.92; m,=0.101 8.86%

Todas las UMAS 49 H=0.93; .= 0.007 18.08%
Poblacion silvestre 271 H=0.95; m,=0.125
Total 272 H=0.95; m,=0.124

* Aunque la UBP-UABC ha mantenido reproductores en cautiverio desde 1994 varios de estos organismos han
muerto desde entonces. Sin embargo, muchos de ellos participaron en eventos reproductivos de los que se
obtuvieron alevines para las liberaciones experimentales a la poblaciodn silvestre.

El andlisis de diferenciacién genética indicd que, a pesar de que las UMA resultaron significativamente
distintas entre ellas en su composicion haplotipica (Fsr= 0.1945; p= 0.000), no mostraron diferencias con
respecto a la poblacién silvestre (Fs7= 0.0014; p= 0.7521). Esto se debe a que, a pesar de que algunos de
los haplotipos son muy comunes y estuvieron representados en todos los lotes de reproductores en
cautiverio, cada una de las UMA presentd también haplotipos exclusivos. La UBP-UABC comparte 8
haplotipos con IAES-CREMES y 15 con EOF, mientras que IAES-CREMES y EOF comparten 6 haplotipos

entre ellas.

Diversidad y diferencia genética a nivel del ADN nuclear: Microsatélites

En la Tabla VI se muestran los estadisticos descriptivos del panel de marcadores con los que se llevd a
cabo la genotipificacién. Tomando como referencia 1,000 individuos silvestres, seleccionados de forma
aleatoria de entre aquellos con genotipos multilocus completos (24 de 24 marcadores), se evidencié que
el niumero total de alelos observados en los grupos de reproductores de las UMA fue menor en todos los
casos. Sin embargo, cada UMA presenté al menos el 50% de las variantes alélicas que hasta ahora se han

observado en la poblacidn silvestre.
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Tabla VI. Estadisticas descriptivas de los marcadores microsatélites (STR) empleados para la genotipificacién multilocus
automatizada.

Numero de alelos

Locus 2 UBP b CREMES EOF Poblacion Silvestre ©
Intervalo alélico
(n=84) (n=95) (n=94) (n=1,000)
Sc002 Nom 8 7 6 8 255-273
Sc003 Nom 12 12 11 16 165-207
Sc003t 4 4 3 5 153-161
Sc004 Nom 13 9 9 16 142-172
Sc005 Nom 4 4 4 4 148-156
Sc006 Nom 14 13 13 23 127-183
Sc012 Nom 8 8 10 13 148-174
Sc013 Nom 13 11 11 15 176-204
Sc014 Nom 5 4 6 7 140-152
Sc018 Nom 10 10 8 13 280-308
Sc025 Nom 14 15 14 18 142-174
Sc044 Nom 10 8 9 11 190-216
Sc051 Nom 20 18 19 30 111-175
Sc055 Nom 12 13 10 14 153-180
Sc056 9 7 6 12 178-206
Sc074 Nom 22 21 26 34 107-177
Sc403 Nom ND ND ND ND Intensidad baja
Sc418 Nom 15 18 10 22 254-300
Sc423 7 9 7 9 179-197
Sc430 Nom ND ND ND ND Artefactos
Sc443 Nom 4 4 4 4 189-201
Sc507 Nom 19 18 19 30 156-328
Sc554 Nom 22 22 23 33 188-288
Sc573 Nom ND ND ND ND Artefactos
Sc609 Nom 9 8 10 14 255-269
Sc826 Nom 7 7 7 9 150-186
Sc973 Nom 3 3 2 5 182-194
264 (70%) 188 (50%) 257 (68%) 375 (100%)

a El color del locus hace referencia al tipo de fluorocromo acoplado al cebador. Se emplearon cebadores de Applied
Biosystems ™ (VIC, NED, FAM y PET) y un marcador genérico (HEX). Los marcadores que conforman la NOM-169-
SEMARNAT-2018 se sefialan como NOM y los que presentaron problemas y fueron reemplazados como NOM.

bLa UBP-UABC ha mantenido reproductores en cautiverio desde 1994, pero algunos de los organismos han muerto desde
entonces. Sin embargo, se contabiliza su diversidad total ya que en su momento participaron en eventos reproductivos
de los que se obtuvieron alevines para las liberaciones experimentales a la poblacion silvestre.

¢ Las muestras silvestres empleadas para evaluar la representatividad de la diversidad genética corresponden a
individuos genotipificados anteriormente con el panel completo de marcadores (2013-2018).



Debido que tres de los marcadores que especifica la NOM-SEMARNAT-169-2018 presentaron problemas
de reproducibilidad, principalmente asociados a inconsistencias, eficiencia baja en la amplificacidon o
amplificaciones inespecificas (artefactos de PCR), se decidid reemplazarlos con otros de los microsatélites

reportados para scianidos (ver Tabla VI, Anexo I).

La curva de rarefaccién para el conjunto de 24 marcadores, asi como para un panel reducido con 6 de los
marcadores presenté un comportamiento asintético a partir de un tamafio de muestra de 800 individuos
(Figura 14). La tasa de encuentro de alelos nuevos, después de haber analizado mas de 1000 muestras,
exhibié un comportamiento asintético, por lo que puede considerarse que una muestra de esa magnitud

fue adecuada para evaluar la representatividad de la diversidad genética dentro de las UMA.
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Figura 14. Representatividad de alelos con el panel completo de 24 microsatélites y para el panel
reducido de seis microsatélites empleado para las evaluaciones preliminares de asignacion
parental y blusqueda de recapturas genéticas (loci mas informativos: Sc002-Sc013-Sc018-
Sc051-Sc609-5C826)

Aungque para estudios a nivel poblacional es comun excluir de los andlisis aquellas muestras cuyo genotipo
contenga al menos 50% de los marcadores empleados, esto dependerd en gran medida del poder

informativo del conjunto de marcadores.
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Para este estudio en particular, el objetivo mds importante fue evaluar al mayor ndmero posible de
individuos silvestres para identificar si alguno de ellos corresponde a alguna de las liberaciones realizadas
por las UMA. Por ello, y con base en el conocimiento previo sobre los niveles de diversidad mitocondrial
de la poblacidon silvestre de totoaba, se decidié usar una estrategia distinta que permitié hacer una
busqueda exhaustiva entre los individuos que realmente pudieran corresponder a progenie producida en

cautiverio y liberada por las UMA, pero de forma mds eficiente y a menor costo.

En primera instancia, se seleccionaron solamente las muestras con correspondencia a los linajes maternos
registrados en las UMA. Si bien podria haberse omitido también la busqueda de recapturas putativas entre
las muestras con haplotipos mitocondriales presentes solo en los lotes de machos reproductores, no se
contaba con informacion sobre el sexo de todos los reproductores activos en las UMA. En segundo lugar,
el conjunto de muestras seleccionadas fue genotipificado solo con un panel reducido de seis
microsatélites, el cual contiene algunos de los loci mas informativos (Sc002-Sc013-5c018-5c051-Sc609-

SC826; ver Tabla VI, Anexo I).

A pesar de que en algunas muestras no se obtuvo suficiente ADN o la calidad de éste se encontraba
comprometida (7%), en todas las cohortes generacionales se logré analizar entre el 90% y 95% de la

progenie putativa de los reproductores de las UMA.

Se genotipificaron 1,077 muestras para el periodo 2019-2022, las cuales resultaron en 1,030 genotipos de
buena calidad para el panel reducido de seis microsatélites. Con la incorporaciéon de 1,322 muestras
previamente analizadas por la UBP-UABC, se logré integrar a la base de datos el genotipo de 304

reproductores de las UMA y 2,185 individuos de la poblacién silvestre (1995-2022).

La Figura 15 muestra un comparativo entre el total de muestras de ADN obtenidas y el numero de
muestras seleccionadas para la genotipificacidn para el periodo 1995-2022. De un total de 3,709 muestras
de ADN, aquellas con haplotipos representados en cautiverio resultaron ser 2,337 y solo en 1,711 de ellas
se obtuvieron genotipos con la calidad suficiente para los andlisis de asignacién parental. Como puede
apreciarse en esta figura, aunque no fue posible obtener genotipos de calidad de todas las muestras, al

menos un 75%-80% de las recapturas putativas de cada cohorte generacional fue comparado.
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Figura 15. Proporcidén de muestras analizadas (barras grises claro) con respecto al total obtenidas por afio (barras negras). La
progenie putativa de los reproductores de las UMA se muestra en las barras grises oscuras.

Para evaluar el distanciamiento genético a nivel nuclear entre los grupos de reproductores de las UMA y
una muestra representativa de individuos de la poblacidn silvestre, se llevd a cabo un andlisis de
componentes principales (ACP) usando como base los genotipos multilocus del panel reducido de 6

marcadores microsatélites.

Como puede observarse en la Figura 16, el grupo principal y central de muestras de la poblacién silvestre
incluye a los reproductores de las tres UMA, pero los lotes de reproductores de primera generacion (F1)

muestran indicios de diferenciacién genética al ubicarse hacia la periferia y en direcciones opuestas.
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Figura 16. Analisis de componentes principales con base en los genotipos multilocus de los lotes de reproductores
de las UMA (UBP, CREMES, EOF) y una muestra representativa de la poblacién silvestre. Se indican los
grupos de parentales de origen silvestre (P), asi como los parentales de primera (F1) y segunda
generacion (F2) en funcion de los dos primeros componentes principales (CP1y CP2) .

La heterocigosidad de la poblacién silvestre fue de 0.715 mientras que, como podria esperarse, el
promedio de la poblacién mantenida en cautiverio en las UMA fue de 0.704. Pese a que esta diferencia
fue minima, en la Tabla VIl puede evidenciarse que los valores mds bajos de heterocigosidad y el

coeficiente de endogamia mds alto correspondieron al lote parental F1 de la UBP-UABC.

El indice de diferenciacién genética obtenido a través del AMOVA, evidencid diferencias significativas
entre los lotes parentales de las UMA al comparar sus genotipos multilocus basados en el panel reducido
de marcadores (Fsr= 0.0422; p= 0.0000). No obstante, la composicién alélica de ninguna de las UMA fue

distinta con relacion a la presente en la poblacidn silvestre (Fsr= -0.003; p= 0.6657).
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Tabla VII. Diversidad genética nuclear en los lotes parentales de totoaba en cautiverio y
en relacion con los de la poblacion silvestre. Se indica la heterocigosidad observada (Ho)
y la esperada (He), asi como el coeficiente de endogamia (F)

Grupo Ho He F
Poblacidn silvestre 0.715 (0.040) 0.713 (0.040) -0.003 (0.002)
Parentales UBP 0.711 (0.041) 0.710 (0.041) -0.005 (0.018)
Parentales CREMES 0.678 (0.047) 0.669 (0.042) -0.012 (0.026)
Parentales EOF 0.750 (0.051) 0.694 (0.045) -0.078 (0.022)
UBP - F1 0.662 (0.057) 0.523 (0.040) -0.262 (0.054)
CREMES -F1/F2 0.701 (0.048) 0.647 (0.042) -0.071 (0.023)
EOF - F1 0.719 (0.045) 0.704 (0.041) -0.015 (0.016)

Diferenciacion genética de la poblacion silvestre en la escala temporal

Considerando que el presente estudio incluyd muestras que representan las temporadas y cohortes
generacionales tanto previas al resurgimiento de la captura ilegal de totoaba en 2012-2013, como
posteriores al periodo evaluado por INAPESCA y para el que se sugiere una reduccidn de hasta el 50% de
la biomasa en la poblacién de totoaba (Cisneros-Mata 2020), se evalud la ocurrencia de cambios en la
composicion del acervo genético de la poblacion silvestre de totoaba mediante un AMOVA. Para ello, se
contrastaron los niveles de diversidad genética mitocondrial y nuclear a lo largo del periodo 1995-2022,

dentro de la cuales se encontraron representantes de las cohortes generacionales 1983 a 2021.

La Figura 17 representa los registros de presencia-ausencia de haplotipos por temporada para el periodo
1995-2021. Como puede observarse, hay un numero importante de haplotipos que no se han registrado
en muestreos recientes; cerca del 30% de los linajes maternos (81/272) no se han observado al menos
desde hace cuatro afios. Sin embargo, todos estos haplotipos son de muy baja frecuencia en la poblacién
y su ausencia podria ser bien reflejo de una muestra poco representativa para las temporadas mas

recientes.

57



2001
2002
2006
2008
2010
2012
2013
2014
2015
2016

2017

Haplotipos

Figura 17. Registro histdrico de presencia-ausencia de haplotipos maternos en la poblacién silvestre de totoaba 1995-
2022. Para cada periodo de muestreo se indica en color negro la presencia del haplotipo y el color rojo su
ausencia. El color rojo intenso indica aquellos haplotipos que no se han observado en los ultimas 4 afos
de muestreo. En la base de datos de haplotipos del material suplementario se especifican las frecuencias
y las secuencias de los haplotipos, sefialando aquellos que no se han observado durante los Gltimos 4 afios
o periodos mas prolongados.
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En la Figura 18 se muestran los valores promedio para la diversidad haplotipica y la diversidad nucleotidica
a nivel mitocondrial para cada cohorte generacional. La diversidad genética mitocondrial se mantuvo
relativamente estable entre las cohortes de 1997 y 2013, pero los extremos del periodo evaluado
presentaron un comportamiento mas erratico. Sin embargo, el AMOVA no evidencié cambios
significativos de la diversidad genética mitocondrial entre temporadas (Fsr= 0.0004; p= 0.1544) y entre
cohortes generacionales (Fsr= 0.0009; p= 0.0762). Muy probablemente las fluctuaciones en los extremos
del periodo estuvieron relacionadas a las diferencias en el tamafo de muestra; la representacion de
individuos de mas de 20 afios y de menos de 2 aiios fue relativamente pobre en relacién con las edades

intermedias.
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Figura 18. Diversidad genética mitocondrial de la poblacién silvestre de totoaba para las cohortes
1983-2021. Se muestra la media (linea azul) y la desviacién estandar para la diversidad
haplotipica (A) y la diversidad nucleotidica (B).
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En lo que respecta a la diversidad genética nuclear (microsatélites), el AMOVA tampoco mostré evidencia
de cambios en la diversidad genética entre temporadas (Fsr= 0.0001; p=0.0635) y cohortes generacionales
(Fs=0.0002; p=0.0703). En las Figura 19 se puede apreciar que, al igual que para los haplotipos, el nUmero
promedio de alelos y la heterocigosidad observada en los microsatélites fueron relativamente estables a
lo largo del periodo 1983-2021, pero con variaciones en los extremos que muy probablemente se deban

al tamafo de muestra para esa cohorte.

Figura 19. Diversidad genética nuclear de la poblacion silvestre de totoaba para las cohortes
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generacionales 1983-2021. Se muestra la media (linea azul) y la desviacion estandar para

el nimero promedio de alelos (A) y la heterocigosidad observada (B).
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En la Figura 20 se comparan los niveles de diversidad genética en relacién con el numero de alevines que,
en teoria, se han ido incorporando a la poblacién silvestre. Aunque el nimero de alevines ha
incrementado de forma exponencial desde que las tres UMA sumaron sus esfuerzos, no se aprecia una

tendencia negativa en los indices de diversidad genética en la Ultima década.
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Figura 20. Fluctuaciones en la diversidad genética de la poblacidn silvestre de totoaba para las cohortes
generacionales 1983-2021 en relacion con el nimero de alevines producidos en cautiverio liberados
por las UMA. Se indica la diversidad haplotipica (h) en color azul obscuro, la heterocigosidad observada
con microsatélites (Ho) en color azul claro y el nUmero acumulado de alevines liberados.

Coeficientes de parentesco y asignacion parental

Con el objeto de evaluar si los alevines nacidos en cautiverio, y que son liberados a la poblacidn silvestre,
sobreviven en la naturaleza, es fundamental poder identificarlos. Dado que el genotipo multilocus
representa una marca genética permanente que permite, mediante el cdlculo del coeficiente de
parentesco y de una prueba de asignacién parental, reconocer sin ambigliedades el nivel de parentesco
entre individuos y confirmar la paternidad. La Figura 21 ejemplifica el proceso de identificacion de alelos
y genotipificacion que permite contrastar los genototipos de un grupo de individuos y establecer sus

relaciones de parentesco.
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Figura 21. Electroferogramas del analisis de fragmentos automatizado para tres de los marcadores establecidos en la NOM-
169-SEMARNAT-2018 para la trazabilidad genética de totoaba. Para la lectura, los alelos asignados se indican con
las barras de color gris. Para asignar la paternidad debe confirmarse que la muestra del hijo putativo (panel central)
debe poseer un alelo idéntico a los que porta el padre (panel inferior) y uno idéntico a los que porta la madre
(panel superior) para cada marcador. Para el marcador Sc826, el penultimo del panel del electroferograma (picos
de color rojo), puede confirmarse que el genotipo del hijo putativo (158/174) comparte el alelo 158 con el padre
putativo (158/166), mientras que comparte el alelo 174 de su madre (174/174).
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Las estimaciones de parentesco y las pruebas de paternidad iniciales se llevaron a cabo incluyendo solo el
panel reducido de microsatélites y en aquellas muestras con haplotipos mitocondriales representados en
las UMA. Sin embargo, aquellas muestras identificadas como posibles recapturas genéticas de las
liberaciones se confirmaron completando el panel de la NOM-169-SEMARNAT-2018. En la Tabla VIII se
especifica el poder informativo del conjunto de microsatélites que conforman el panel reducido y se

contrasta con el del panel completo.

Tabla VIII. Panel de microsatélites empleado para la genotipificacion en totoaba. Se indica los marcadores que se amplifican
en la misma reaccion (multiplex), el nimero de alelos observados, la heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho) y su
poder informativo en orden de importancia (de mayor a menor poder). Se indican en color azul los seis marcadores
microsatélites que conforman el panel reducido y que corresponden al mismo mdltiplex.

Marcadores Heterocigosidad
Locus Multiplex Alelos He Ho Poder Informativo
Sc_074 T5 34 0.94 0.93 1
Sc_507 T5 30 0.92 0.92 2
Sc_025 18 0.91 0.91 3
Sc_051 T6 30 0.9 0.89 4
Sc_554 T5 33 0.85 0.85 5
Sc_006 T7 23 0.87 0.88 6
Sc_418 T4 22 0.85 0.83 7
Sc_055 T5 14 0.83 0.83 8
Sc_004 16 0.82 0.83 9
Sc_013 T6 15 0.8 0.8 10
Sc_056 T7 12 0.77 0.77 11
Sc_826 T6 9 0.77 0.77 12
Sc_044 11 0.77 0.78 13
Sc_018 T6 13 0.77 0.79 14
Sc_012 13 0.75 0.76 15
Sc_609 T6 14 0.7 0.69 16
Sc_423 T4 9 0.68 0.69 17
Sc_003 T7 16 0.63 0.65 18
Sc_002 T6 8 0.62 0.64 19
Sc_005 T7 4 0.52 0.5 20
Sc_014 T4 7 0.49 0.48 21
Sc_443 T4 4 0.38 0.37 22
Sc_003T T4 5 0.32 0.32 23
Sc_973 5 0.2 0.21 24
Panel completo 0.71 0.71
Panel reducido 0.71 0.71
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El nimero promedio de alelos para el conjunto de 24 marcadores fue de 15.2 (D.E.= 14.8), mientras que
para el panel reducido de 6 marcadores fue de 14.8 (D.E.= 7.9). En términos generales, el poder
informativo del conjunto de marcadores empleados con fines de trazabilidad genética en totoaba resultd
mayor al que se habia contemplado al momento de su incorporacién a la NOM. Es por ello por lo que,
pese a que el panel reducido no incluyé a los marcadores con el mayor nimero de alelos, su poder
informativo fue suficiente para llevar a cabo el analisis preliminar para identificar progenie putativa
proveniente de las UMA (Tabla IX).

Tabla IX. Poder informativo y probabilidad de exclusion para el panel NOM-169-SEMARNAT-2018 de
trazabilidad genética para la totoaba criada en cautiverio.

Marcadores Probabilidad de identidad Probabilidad de exclusion
Locus Multiplex Sin Hermanos Paren'tal Parenta!es Parentalles
parentesco  completos conocido desconocidos aleatorios
Sc_074 T5 5.82E-03 2.80E-01 3.99E-01 2.24E-01 5.89E-01
Sc_507 T5 1.27E-02 2.95E-01 4.62E-01 2.71E-01 6.80E-01
Sc_025 1.63E-02 3.01E-01 1.74E-01 5.61E-02 2.95E-01
Sc_051* T6* 1.67E-02 3.04E-01 6.60E-01 4.89E-01 8.42E-01
Sc_554 T5 2.84E-02 3.31E-01 2.91E-01 1.41E-01 4.55E-01
Sc_006 T7 2.98E-02 3.23E-01 7.51E-01 6.01E-01 9.07E-01
Sc_418 T4 3.50E-02 3.33E-01 5.57E-01 3.74E-01 7.55E-01
Sc_055 T5 4.53E-02 3.48E-01 6.21E-01 4.46E-01 8.06E-01
Sc_004 5.31E-02 3.54E-01 2.69E-01 1.24E-01 4.25E-01
Sc_013* T6* 6.63E-02 3.67E-01 5.62E-01 3.84E-01 7.44E-01
Sc_056 T7 7.84E-02 3.83E-01 8.10E-01 6.80E-01 9.42E-01
Sc_826* T6* 7.99E-02 3.84E-01 5.68E-01 3.91E-01 7.61E-01
Sc_044 8.62E-02 3.89E-01 8.06E-01 6.76E-01 9.42E-01
Sc_018* T6* 8.81E-02 3.86E-01 6.78E-01 5.07E-01 8.62E-01
Sc_012 8.92E-02 3.96E-01 5.80E-01 3.99E-01 7.72E-01
Sc_609* T6* 1.25E-01 4.32E-01 8.89E-01 8.01E-01 9.79E-01
Sc_423 T4 1.44E-01 4.45E-01 7.13E-01 5.52E-01 8.87E-01
Sc_003 T7 1.54E-01 4.71E-01 4.58E-01 2.82E-01 6.50E-01
Sc_002* T6* 1.83E-01 4.85E-01 1.74E-01 7.50E-02 2.78E-01
Sc_005 T7 2.78E-01 5.61E-01 8.37E-01 7.20E-01 9.57E-01
Sc_014 T4 2.99E-01 5.78E-01 7.47E-01 5.95E-01 9.20E-01
Sc_443 T4 4.36E-01 6.67E-01 4.95E-01 3.13E-01 6.96E-01
Sc_003T T4 4.89E-01 7.13E-01 5.83E-01 4.02E-01 7.72E-01
Sc_973 6.48E-01 8.10E-01 9.79E-02 2.07E-02 1.74E-01
Global 24 STRs 2.33E-27 5.83E-10 2.07E-10 8.86E-07 1.59E-17
Global 6 STRs 1.77E-07 3.46E-03 2.21E-02 2.23E-03 1.12E-01

* Los marcadores sefializados con color azul corresponden al panel reducido de 6 microsatélites (T6) con
amplificacion simultanea y que resultaron con un valor alto de probabilidad de exclusién.
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El promedio global de parentesco en la poblacidn silvestre fue considerablemente bajo (r= 0.0212, D.E.=
0.0345), mientras que en las UMA fue seis veces mayor, r= 0.1230 (D. E. = 0.1784); de las 2,838,153
comparaciones pareadas que realizd el programa Coancestry, aproximadamente el 50% de las diadas
exhibieron valores tipicos de individuos sin relacion de parentesco (<0.0052). Mas relevante aun resultd
el hecho de que el 99.7% de las comparaciones resultaron en valores menores al valor tipico entre medios
hermanos (0.250). La distribucién de frecuencias de los valores de parentesco observados en la poblacion

silvestre de totoaba presentd un sesgo hacia los valores de parentesco bajos (Figura 22).
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Figura 22. Distribucidn de frecuencias de los valores del coeficiente de parentesco estimado para la poblacidn silvestre de
totoaba.

Usando como base las frecuencias alélicas de los microsatélites en la poblacidn silvestre, se llevd a cabo
una simulacién para establecer los valores promedio y la varianza que se esperaria observar entre pares
de individuos con distintos niveles de parentesco (Figura 23). Los coeficientes de parentesco en los lotes
de reproductores de origen silvestres mantenidos en las UMA exhibieron valores similares a los del resto
de la poblacidn silvestre (sin parentesco), pero los lotes de parentales de primera generacion (F1) de las
UMA presentaron diferencias importantes. El nivel de parentesco en los reproductores de EOF fue similar
al simulado para individuos sin parentesco (r= 0.07), mientras que en CREMES el valor promedio
correspondio a relaciones de medios hermanos o primos de primer orden (0.10). Finalmente, el plantel
reproductor de primera generacion de UBP-UABC presentd los niveles mas altos de parentesco
observados entre el conjunto de muestras y que concuerda con valores tipicos entre hermanos completos

(r=0.5).
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Figura 23. Distribucion de frecuencias de los valores del coeficiente de parentesco estimado en la poblacién silvestre de
totoaba. Las primeras cinco categorias corresponden a los valores tedricos para cada tipo de relacion de
parentesco. Los lotes de reproductores de primera generacion (F1) y los reproductores de origen silvestre (P), se
comparan con tres grupos de muestras representativas de diferentes periodos de muestreo en la poblacién
silvestre.

Recapturas genéticas

Con base en los genotipos multilocus del panel de microsatélites reducido, se considerd progenie putativa
de los reproductores de las UMA a todos aquellos individuos que: 1) compartian haplotipo mitocondrial
con los planteles parentales registrados ante la DGVS; 2) fueron asignados a una pareja de padres
putativos de una misma UMA por el programa Gimlet v.1.3.3 (incompatibilidad maxima de 1 loci); y 3)
presentaron coeficientes de parentesco de 0.5 con la pareja parental asignada. Finalmente, cuando fue
posible, se corrobord la informacidn sobre el historial de liberaciones e informacién de los lotes parentales

empleados con el fin de corroborar la recaptura.
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En la Tabla X se detalla la informacidn de las 15 recapturas genéticas que fueron identificadas. Estas

recapturas incluyeron individuos que, al momento de ser capturados, tenian edades de entre 2 y 12 afios.

Ya que la mayoria de las recapturas recuperadas correspondieron a aseguramientos de capturas ilegales,

no fue posible identificar la localidad en las que éstas fueron obtenidas. Sin embargo, durante el muestreo

dirigido del periodo 2019-2022, se detectaron al menos dos recapturas de cada UMA vy se recapturé al

menos un individuo en las inmediaciones de cada uno de los sitios en los que tradicionalmente se han

liberado alevines.

Tabla X. Recapturas genéticas de alevines de totoaba producidos en cautiverio y liberados en el Golfo de California entre 1997-
2021 y recuperados a través de pesca incidental y aseguramientos de trafico ilegal de vida silvestre. Se indica el nimero de

identificacidn de la muestra (ID), el haplotipo mitocondrial (HAP), el afio de captura, la longitud total en milimetros (LT), la edad

estimada en afos, la localidad y la informacion correspondiente a los parentales, incluyendo el valor de parentesco (r). Se

sefialan los datos de la madre en color amarillo y del padre en color azul.

LT

ID HAP Afio Edad Localidad Madre HAP r Padre HAP r
Tm008114 TmO004 2014 1,418 12 AGC UBP-POSF  TmO004 0.562 UBP-PO7M TmO11 0.500
Tm012594 Tm004 2016 1,224 9 AGC UBP-POSF TmO004 0.566 UBP-PO3M Tm041 0.557
Tm023894 Tm001 2018 1,036 7 GGC UBP-T61 Tm001 0.510 UBP-T57 Tm044 0.500
Tm039114 Tm001 2019 985 6 AGC UBP-T61 Tm001 0.500 UBP-G1-21 Tm004 0.532
Tm02053#4 TmO011 2018 985 6 AGC UBP-T63  TmO011 0.500 UBP-T57 TmO039 0.540
Tm06309 ¢ Tm004 2020 945 6 GSCS UBP-G1-57 TmO004 0.500 UBP-T78 Tm041 0.500
Tm053124 Tm022 2020 950 6 MBCS EOF-021 Tm022 0.500 EOF-031 Tm004 0.500
Tm05334 ¢ Tm041 2021 944 6 SFBC UBP-T60 Tm041 0.600 UBP-G1-30 Tm004 0.500
Tm01678A Tm011 2017 779 4 AGC UBP-T63 Tm011 0.500 UBP-T78 Tm041 0.573
Tm06100° Tm086 2021 702 4 BKS CRE-030 Tm086 0.505 CRE-032 Tm013  0.505
Tm028814 Tml36 2018 691 4 GC EOF-024 Tm136 0.526 EOF-028 Tm015 0.500
Tm031504 TmO004 2018 671 3 GC UBP-G1-57 TmO004 0.500 UBP-T75 TmO045  0.559
Tm019854 Tm011 2017 642 3 AGC UBP-T63 Tm011 0.500 UBP-T74 Tm044 0.500
TmO05331° Tm001 2021 630 3 SFBC UBP-T81  Tm001 0.533 UBP-T57 TmO039 0.500
TmO05319° Tm024 2020 510 2 SFBC CRE-026 Tm024 0.500 CRE-034 Tm017 0.512

Nota: En el cddigo de identificacion del individuo (ID) se indica si la muestra proviene de aseguramientos (A), pesca
incidental (P1) o captura ilegal (Cl). Para el caso de la localidad se representan el Alto Golfo de California (AGC); Golfo
de California (GC); Golfo de Santa Clara, Sonora (GSCS); Mulegé, Baja California Sur (MBCS); San Felipe, Baja
California (SFBC); y Bahia Kino, Sonora (BKS).
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Aunque el nimero mas grande de recapturas se obtuvo en la porcién norte del Golfo de California, el
hecho de que la mayor parte de las muestras se obtuvieran de los aseguramientos o despojos de la captura
ilegal abandonados en playas no permitié obtener una medida comparable del esfuerzo de muestreo. La
Unica fuente de informacidn estandarizada con relacién al esfuerzo de pesca es la que involucré las
capturas incidentales de los equipos de pesca riberefia que trabajaron simultdneamente en las localidades
donde se realizan las liberaciones (Tabla Xl). Resalta el hecho de que no se obtuvo ninguna totoaba como
parte del esfuerzo de pesca riberefia en areas cercabas al sitio de liberacion de alevines en el sur del Golfo

de California.

Tabla XI. Estimacion de la abundancia relativa de totoaba en las localidades de liberacion donde operaron
los equipos de trabajo de campo durante 2019-2021.

Esfuerzo de pesca (h) Muestras Abundancia relativa Recapturas
San Felipe, B.C. 369 43 0.117 3
Bahia Kino, Son. 258 16 0.062 1
Mulegé, B.C.S. 271 0 0.000 0

Al no contar con informacién precisa sobre los sitios en los que se extrajeron la mayoria de los
especimenes que resultaron ser recapturas de las liberaciones de las UMA, no fue posible establecer si es
gue existe algun patrén de distribucidn o movimiento de los individuos, pero no se encontré evidencia de
que los alevines liberados en la porcién norte del Golfo se desplazaran hacia el sur o viceversa. En este
punto es importante recordar que la mayoria de las muestras analizadas corresponden a individuos

adultos capturados de forma ilegal a partir de 2012-2013, cuando la captura ilegal de totoaba escalé.

Esto explica por qué la representacion de las cohortes generacionales recientes fue minima, asi como el
hecho de que no fue sino hasta fechas recientes que se empezaron a detectaron recapturas de todas las
UMA. La UABC comenz6 sus liberaciones en 1997, mientras que CREMES y EOF lo hicieron en 2014 y 2015
respectivamente, por lo que era de esperarse que las recapturas de estas dos Ultimas UMA empezaran a
aparecer con mayor frecuencia cuando los individuos liberados alcanzaran la talla objetivo (>1 m) de la

captura ilegal de totoaba (Figura 24).
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Figura 24. Recapturas genéticas de alevines de totoaba liberados por las UMA por cohorte generacional. El afio en el que se
registro la recaptura corresponde al afio de nacimiento/liberacion del alevin y no al afio en el que se encontrd o
realizd la pesca del individuo. Los datos de cada recaptura se pueden consultar en la Tabla X.

Estimacion del tamaio censal de la poblacidon: Marcaje-Recaptura

Originalmente se habia planeado estimar el tamafio absoluto del grupo de individuos de entre 0.3 y 0.9
afos, dirigiendo el esfuerzo muestreo por pesca incidental a los cinco meses posteriores a la liberacion.
Sin embargo, dado que las UMA no liberaron alevines en 2020, la estimacion se llevé a cabo con las

recapturas identificadas desde que iniciaron las liberaciones (1997-2022).

En la Tabla Xll se detallan los valores para cada uno de los parametros de los modelos de captura-
recaptura empleados, asi como las estimaciones del tamafio de la poblacién (N) y la variabilidad asociada.
Tanto el numero de alevines liberados cada afio como el nimero de muestras analizadas de cada cohorte

generacional fue sumamente variable y, en términos generales, las recapturas fueron pocas.
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Tabla XII. Estimacion del tamafio censal de la poblacién de totoabas, de entre 0.3 y 0.9 afos, obtenida mediante el
uso de marcaje genético y modelos de captura-recaptura. Se presentan el nimero de individuos (N) y los coeficientes
de variacion (C.V.) asociados uno de los estimadores (modelos de Chapman y Bailey).

Liberados Analizados Asignacion a UMA Estimadores del tamafio poblacional

Ao 1la muestra 2da muestra Recaptura Chapman Bailey

No ny m; N C.V. N C.V.
1997 200 12 0 2,612 0.68 2,600 0.68
1999 600 33 0 20,433 0.70 20,400 0.70
2000 1,200 67 0 81,667 0.70 81,600 0.70
2001 3,300 70 0 234,370 0.70 234,300 0.70
2002 1,600 72 1 58,436 0.57 58,400 0.57
2007 2,000 193 1 194,096 0.57 194,000 0.57
2012 2,070 390 2 269,919 0.50 269,790 0.50
2013 48,046 141 2 2,274,224  0.49 2,274,177 0.49
2014 87,000 86 4 1,513,816  0.40 1,513,800 0.40
2015 105,000 63 2 2,240,020 0.49 2,240,000 0.49
2016 95,000 36 0 3,515,036 0.70 3,515,000 0.70
2017 65,000 17 1 585,008 0.54 585,000 0.54
2018 60,025 18 2 380,164 0.46 380,158 0.46
2019 64,450 15 0 1,031,215 0.68 1,031,200 0.68
2020 5,500 15 0 88,015 0.68 88,000 0.68
2021 102,478 1 0 204,957 0.50 204,956 0.50
2022 30,000 1 0 60,001 0.50 60,000 0.50

x|

750,235 750,199

Ante la incertidumbre en relacidn con el supuesto de igualdad en las probabilidades de recaptura,
asociadas a la distancia entre las areas de liberacidn y de recaptura, asi como a la supervivencia diferencial
de los alevines en funcidn de la edad y los factores bidticos-abioticos de cada localidad (p.e. temperatura,
salinidad, productividad, densidad de depredadores potenciales, etc.), estos resultados deben ser
tomados con reserva. Aun asi, tomando en cuenta que en los individuos recapturados estaban
representados diferentes grupos de edad (ver Tabla X), y suponiendo que no hay mortalidad diferencial,
se uso el promedio de las estimaciones como una aproximacién del nimero de individuos al momento de

la liberacion, el cual fue de aproximadamente 750,000 individuos.
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Proyeccion demografica: Tabla de vida y tamaio censal (N¢)

Tomando en cuenta que la estimacidn del tamafio poblacional obtenida con los modelos de captura-
recaptura representa tan solo la fraccidn de la poblacién correspondiente a la edad de los individuos al
momento de la liberacidn se extrapold al tamafio total de la poblacidn silvestre a través de simulaciones
de Monte Carlo. Con base en los valores reportados en la literatura para totoaba y otros scidnidos, se
reconstruyeron distribuciones tedricas para la tasa de mortalidad, fecundidad, proporcidn de sexos y peso
individual para cada grupo de edad. Para la mayoria de estos pardmetros se decidié usar distribuciones
log-normales, ya que tipicamente muestran distribuciones sesgadas, varianzas grandes y valores

totalmente positivos (ver Anexo Il).

La Figura 25 muestra la estructura de edades que resulté de 1,000,000 de simulaciones que tomaron
como caso base la estimacion promedio de 750 mil individuos con edades de entre 0.3 y 0.9 afios obtenida
del modelo de captura-recaptura (ver Tabla XIl) y con la que se realizé una proyeccion de la poblaciéon

total.
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Figura 25. Proyeccidn de la estructura poblacional de totoaba obtenida de las simulaciones de Monte Carlo. Se representa el
numero de huevos totales (HT), el nimero de huevos viables disponibles (HVD), el nimero de huevos fecundados
(HF), el nimero de huevos eclosionados (HE) y los grupos de edad desde la primera semana y hasta los 30 afios. El
cuadro sombreado en color azul claro representa el grupo de individuos mayores a 4 anos, el cual corresponde al
grupo objetivo de la captura ilegal. La linea azul obscura representa la media del nimero de individuos, mientras
que las lineas punteadas en color rojo corresponden a los intervalos de confianza al 95%.
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Aunque esta proyeccién representa una tabla de vida simplificada, y no considera una tasa especifica de
mortalidad por captura ilegal, la poblacién resultante exhibié una demografia estable; la cantidad de
huevos promedio que podria producir un grupo de aproximadamente 42,415 hembras, mantendria la
frecuencia de las clases de edad. En una poblacidon como la simulada, el componente sub-adulto y adulto
(individuos de 4 afios o0 mas considerando los individuos silvestres mas los liberados) corresponderia a un

total de 1,511 toneladas (C.V.= 0.52) de biomasa objetivo para la captura ilegal (Figura 26).

Es importante sefialar que esta proyeccién de la biomasa podria estar siendo subestimada por el uso de
valores tan elevados para la tasa de mortalidad durante las primeras etapas de desarrollo, lo que
implicaria que solo una porcién minima del desove de cada hembra sobrevive, o bien que un grupo muy
reducido de hembras participa en los eventos reproductivos. Sin embargo, es la primera de estas opciones
la que resulta congruente con la ocurrencia tan baja de individuos con relaciones de parentesco estrechas,
en donde el niumero de hermanos completos y medios hermanos en la poblacion silvestre fue

insignificante (0.31%; ver Figura 22).
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Figura 26. Distribucion de frecuencias de la biomasa total del grupo de individuos mayores a 4 afios obtenida de las
simulaciones Monte Carlo. Las barras en color azul indican el intervalo correspondiente al 95% de los valores
simulados, mientras que las barras de color rojo corresponden al 2.5% inferior y al 2.5% superior.
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Estimacion del tamafiio efectivo de la poblacion (N.)

Enla Tabla lll se presenta el detalle de los resultados de las simulaciones coalescentes y el soporte relativo

de los escenarios demograficos evaluados con cada uno de los marcadores genéticos empleados.

Tabla XIlll. Sustento relativo de los diferentes escenarios demograficos simulados para
explicar los niveles de diversidad genética observados en la poblacidn silvestre de totoaba.
Los valores con mayor sustento para cada marcador genético se indican en color azul.

Escenario demografico Sustento
Escenario Tendencia Magnitud Haplotipos Microsatélites
Caso 1 Reduccidn 11.7 veces 0.00% 0.29%
Caso 2 Expansién 13.0 veces 30.94% 0.09%
Caso 3 Reduccidn 2.2 veces 0.00% 0.38%
Caso 4 Expansién 26.0 veces 68.06% 0.33%
Caso 5 Estabilidad 1.1 veces 1.00% 88.02%
Caso 6 Reduccién 11.7 veces N.A. 4.73%
Caso 7 Reduccidn 2.2 veces N.A. 6.15%

Para el caso de los haplotipos, el escenario demografico con mejor ajuste a los niveles de diversidad
observados fue el de una expansion poblacional con un incremento de 26 veces en el tamafio de la
poblacién durante las ultimas 119 generaciones (~1,490 afios). En contraste, el escenario demografico con
mayor soporte para el caso de los microsatélites fue de estabilidad demografica a lo largo de las ultimas

66 generaciones (825 afios).

Con base en los haplotipos mitocondriales se obtuvo un N. de 6,490 hembras, pero dado que estas
representan aproximadamente el 45% de la poblacidn adulta reproductivamente activa, el tamafo
efectivo de la poblacidn corresponderia a un total de 14,422 individuos. Este valor fue muy similar al que
se obtuvo con base en los marcadores microsatélites, el cual fue de 16,400 individuos (Figura 27) y que

corresponde al total de adultos reproductivamente activos.
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Figura 27. Distribuciones a prioriy a posteriori para las estimaciones de tamario efectivo poblacional
actual de los escenarios demograficos con mejor ajuste a los niveles de diversidad
genética observada en los haplotipos mitocondriales (A) y los microsatélites (B) en la
poblacién silvestre de totoaba.

Como puede apreciarse en la Figura 27 el ajuste fue mejor para el caso de los haplotipos mitocondriales,
cuya estimacién presentd un intervalo de credibilidad menos amplio y un traslape casi total de la
distribucién posterior con el escenario original (prior). Para el caso de los microsatélites, el ajuste fue

relativamente bueno y las distribuciones a prioriy a posteriori tuvieron un traslape considerable.

La Tabla Xlll resume los valores promedio y los intervalos de credibilidad para el tamafio efectivo actual,
el tamano efectivo ancestral y el tiempo transcurrido desde el evento de cambio demografico.
Independientemente de que cada marcador genético soporta un escenario demografico distinto, una
marcada expansion con base al ADN mitocondrial y una expansidén minima para el caso de los
microsatélites, al menos ninguno de ellos sugiere una reducciéon del tamafio de la poblacion. Mas

importante aun, la escala temporal en la que se estimé que se presentaron estos cambios demograficos
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qgueda fuera de la escala antropogénica. En otras palabras, no existe evidencia de que estos cambios se

encuentren asociados a la sobrepesca o al represamiento del Rio Colorado.

Tabla Xlll. Tamafio efectivo de la poblacidn de totoaba con base en simulaciones coalescentes e inferencia bayesiana. Se reporta
la media y los intervalos de credibilidad al 95% (I.C. o5%)

Marcador genético Neactual Tiempo (generaciones)* N, ancestral
Haplotipos ADNmt 6,490 (I.C. 95%= 6,290 — 6,690) 119 (I.C. 95%= 81.3 — 147) 248 (I.C. g5%= 219 — 277)
Microsatélites ADNn 16,400 (I.C. 95%= 11,100 — 19,500) 66 (I.C. 95%=50.3 - 95.6) 16,200 (I.C. 95%= 8,090 — 17300)

*El tiempo generacional estimado para totoaba es de 11-15 afios (ver Anexo Il1)
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

El enfoque de esta investigacidon fue evaluar los posibles impactos y la pertinencia de las liberaciones de
alevines de totoaba producidos en cautiverio hacia la poblacién silvestre con fines de conservacidn. Es por
ello por lo que, como punto de partida, es necesario sefialar que estas liberaciones deben ser consideradas
una estrategia a nivel experimental. Si bien estas son gestionadas, autorizadas y administradas por la
Direccidon General de Vida Silvestre, a través de UMA de crianza y reproduccion de la especie, no existe
formalmente un programa de repoblamiento o suplementacidn a la poblacidn silvestre de totoaba con

objetivos precisos, seguimiento sistemdtico o indicadores especificos para evaluar su impacto.

Comprometidas con el desarrollo de una acuicultura ecoldgica y sostenible, las UMA han colaborado entre
ellas y con las autoridades para consolidar el cultivo del recurso totoaba, pero con el objetivo paralelo de
contribuir a su conservacidn. En consecuencia, este proyecto sumé a las tres UMA de reproduccion y
crianza de la especie, en un primer esfuerzo por evaluar el impacto de las liberaciones experimentales

que se han llevado a cabo durante las ultimas dos décadas.

Contar con esta informacidn resulta sumamente importante en el contexto actual en funcién de que: i) el
cultivo de totoaba se ha desarrollado a escala comercial rentable (True 2012, Judrez et al. 2016), ii)
INAPESCA ha presentado una evaluacidn de la biomasa silvestre del recurso que resulta alentadora
(Cisneros-Mata et al. 2020), iii) la IUCN ha determinado que la especie no se encuentra en peligro de
extincidn, sino en una categoria vulnerable (Cisneros-Mata et al. 2021), iv) la CITES ha registrado a EOF
como la primera UMA con autorizacién para la exportacion de carne de totoaba criada en cautiverio (SRE
2022), v) existe una demanda constante del sector pesquero por el aprovechamiento legal del recurso
(Ruiz-Barreiro 2019) y, que desafortunadamente, vi) su captura ilegal continua ocurriendo impunemente,
aumentando tanto el riesgo de extincién para la vaquita marina (EIA 2016, 2017; C4ADS 2017) como la
presion sobre la poblacidn silvestre de totoaba, la cual es capturada principalmente en su temporada de
reproduccion. En la interpretacion de los resultados del presente estudio se toman en cuenta todos estos

aspectos, los cuales son el foco de atencion de la comunidad internacional.
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Base de datos

Pese a las complicaciones asociadas con la COVID-19 que obligaron a las UMA a no realizar liberaciones
en 2020, el trabajo de campo se enfocd a la recuperacion de ejemplares jovenes de totoaba capturados
incidentalmente en la pesca riberefia. Sin embargo, nuestra principal fuente de informacidn resulté ser la
captura ilegal a través del acceso a aseguramientos de vejigas o el muestreo de oportunidad de despojos

o caddveres de totoaba en playas.

Segun registros no oficiales, entre 2011 y 2022 se aseguraron aproximadamente 30,600 vejigas natatorias
de totoaba (ver Base de Datos — Aseguramientos), de las cuales solo logramos gestionar acceso a datos
morfométricos y muestras de tejido para el 7-8% de ellas. La incorporacién de 2,970 nuevos registros
obtenidos de 2019 a 2022, como parte de este proyecto, permitié construir y depurar una base de datos
actualmente conformada por 6,368 registros (4,892 datos morfométricos y 4,088 muestras de tejido).
Esta base representa el conjunto de datos de mayor cobertura temporal (1995-2022) y con el mayor

tamafo de muestra analizado hasta ahora para la especie (Tablas lll y IV).

La base estd integrada por varias tablas con informacién detallada sobre los aseguramientos de trafico
ilegal de la especie, la coleccidon de muestras, los registros morfométricos y calculos de edad, asi como por
las secuencias de los haplotipos mitocondriales y los genotipos multilocus con 24 marcadores
microsatélites de individuos de la poblacién silvestre y los reproductores de las UMA de crianza y

reproduccion de totoaba (archivos adjuntos en formato Excel).

La caracterizacion genética de los lotes de parentales activos de cada UMA, en apego a lo que exige la
NOM-169-SEMARNAT-2018, permitird la comparacién directa de cualquier muestra de totoaba, tanto en
organismos silvestres como a lo largo de la cadena de comercializaciéon de organismos producidos en
cautiverio, asignandola o excluyéndola como recaptura genética. Esto, en conjunto con la informacion
complementaria de las muestras o ejemplares (localidad, longitud, peso, edad, sexo, etc.), dara lugar a
evaluaciones cada vez mas completas sobre el desempefio de los individuos liberados (supervivencia, tasa
de crecimiento, estado general de salud, madurez gonadal, etc.) y de sus movimientos. Toda esta
informacién es indispensable para poder dar seguimiento y evaluar el impacto de un programa de
repoblamiento o suplementacion (Strgttrup y Sparrevohn 2007; Lorenzen et al. 2010, 2013), pero también
representan una herramienta poderosa para dar trazabilidad a la produccién comercial y apoyar a las

autoridades con la aplicacién de ley.
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Estructura de tallas y edades de la poblacidn

La distribucidn de frecuencia de las clases de talla y edad fueron unimodales y relativamente continuas,
lo que refleja que todos los grupos de tallas y edades estuvieron bien representados en la muestra (Figuras
5y 10). Cuando cierta talla o grupo de edad es poco frecuente en la poblacién, esto se puede atribuir a
problemas en el reclutamiento de una de las cohortes generacionales o bien a la extraccién de una
proporcién importante de ese grupo en particular. Por otro lado, no se encontrd evidencia de cambios

temporales en la estructura de tallas y edades, al menos durante la Gltima década (Figuras 6 y 11).

Al comparar la talla promedio de las totoabas capturadas a lo largo del periodo 1995-2022 (1,112 mm),
esta fue muy similar a la reportada para el periodo 1954-1955 (1,241 mm; Berdegué 1955) y en otros
estudios recientes realizados para los periodos 2010-2011 (1,187 mm; De Anda et al. 2013) y 2010-2014
(Rodriguez-Garcia et al. 2020). Sin embargo, las tallas reportadas en 1963 (1,430 mm; Arvizu y Chavez),
para el periodo 1983-1993 (1,503 mm; Pedrin-Osuna et al. 2001) y 1986-1991 (1,473 mm; Roman-
Rodriguez y Hammann 1997) fueron mayores. Es importante resaltar que algunos de estos estudios
reportan solo organismos adultos, por lo que la talla promedio de la poblaciéon podria estar

sobreestimada.

Independientemente de estas diferencias, los estudios mds recientes concuerdan en que la poblacion de
totoaba presenta una estructura de tallas y edades continua, en la que siguen apareciendo individuos de
hasta casi 2 metros y con edades mayores a los 20 afios (De Anda et al. 2013, Enriquez-Paredes et al. 2015,
Valenzuela-Quifiones et al. 2015, Cisneros-Mata 2020, Rodriguez-Garcia 2020, Curiel-Bernal 2021).
Tomando todo esto en cuenta, y a pesar de los niveles de captura ilegal, la poblacién parece haberse
mantenido demograficamente. Los resultados aqui obtenidos, al estar basados en un tamafio de muestra
mucho mayor y que corresponde principalmente a la ultima década, no solo refuerzan la idea de la
estabilidad demografica de la poblacion de totoaba, sino que sugieren que el estado actual de

conservacién de la especie no se ha deteriorado.

Es importante resaltar que los parametros de crecimiento individual de la ecuacidon de Von Bertalanffy
con los que se estimaron las edades, difirieron considerablemente en relacion con estudios previos de la
poblacién de totoaba. La curva de crecimiento individual con la que se calculé la edad (Figura 9), sugiere
una velocidad de crecimiento menor a la que todos los estudios previos de totoaba han reportado
(Roman-Rodriguez y Hammann 1997, Cisneros-Mata 1995, Pedrin -Osuna et al. 2001, Rodriguez-Garcia et

al. 2020) y por lo tanto una edad promedio mayor (8.3 afios).
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La extrapolacidn de la longitud total a partir de las medidas de las vejigas, y que fue la base del célculo de
la edad, pudiera haber sido una fuente de sesgo. Curiel-Bernal y colaboradores (2021) resaltan el hecho
de que el intervalo de tallas y el tamafo de la muestra influye de manera importante en la determinacién
de las clases de edad. La selectividad de las artes de pesca, asi como el hecho de que, para cada grupo de
edad los organismos con la mayor tasa de crecimiento tendran mayor probabilidad de ser capturados,
introducen un sesgo en los modelos. Una sobrerrepresentacién de individuos jévenes en la muestra
introduciria un sesgo negativo en la estimacion de la longitud infinita (Lee), mientras que considerar

solamente los individuos de mayor edad impactaria de forma inversa al pardmetro de crecimiento.

La variabilidad individual de la longitud por clase de edad existe de forma natural en cualquier poblacion
(Schnute 1980), pero Lee representa la talla promedio que los individuos de una poblacidn podrian
alcanzar hasta tener una edad muy avanzada (de hecho, infinita). La variabilidad tan amplia de tallas que
puede observarse en totoaba dentro de cada grupo de edad, particularmente durante los primeros anos
de vida, muy probablemente esté asociada a la variacion ambiental y la disponibilidad de alimento en sus
areas de crianza (Cisneros-Mata 2020). Sin embargo, al alcanzar su talla maxima y en ausencia de pesca,
lo que se esperaria observar en los individuos mas viejos seria una amplia variabilidad en la edad, pero

uniformidad en las tallas.

Por otro lado, en los analisis de los otolitos que se llevaron a cabo con las muestras obtenidas de la pesca
incidental y los despojos de la captura ilegal, se incluyeron algunos otolitos de edad minima conocida
(decesos en UMA) con la finalidad de contar con una calibracion para la relacién edad—talla. Aunque la
mayoria de las lecturas fueron congruentes con las edades conocidas y algunas subestimaron la edad por
uno o dos afos, la edad-talla minima fue de 0.5 afios — 270 mm y la maxima de 23 afios — 1,894 mm.
Desconocemos si esto pueda ser efecto de las condiciones en las que se les mantiene en cautiverio, no les
falta alimento y la variabilidad de su ambiente, pese a que se simulan las condiciones estacionales de luz
y temperatura de su habitat natural, es relativamente estable. Los reproductores de 7- 8 afios miden en
promedio 1.1 m y pesan aproximadamente 12 kg, mientras que hembras con edades de entre 19 y 20
anos miden 1.6 -1.7 m y pesan entre 50 y 60 kg. Si a estos datos les sumamos el hecho de que en la
poblacion silvestre existen individuos con vejigas de hasta 65 cm y de casi 1.7 kg (~1,940 mm), usar una

Lo por debajo de los 1,700 mm parece poco realista.

Por ultimo, solo en un par de las recapturas genéticas reportadas en el estudio se presentaron
inconsistencias en la estimacién de la cohorte generacional y la fecha de alguna liberacion. Por ejemplo,

la estimacion de la cohorte generacional para dos de las recapturas de EOF indicé que los individuos
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nacieron y fueron liberados en 2014, cuando la primera liberacidn de alevines de esta UMA fue en 2015.
Al no contar con el dato preciso de |la edad a la que fueron liberados los organismos, reconocemos que es
posible que los parametros de crecimiento que se emplearon para la estimacion de la edad podrian estar

sobreestimados por un afo la edad.

Un sesgo en el calculo de la edad y, por ende, en la estructura de edades de la poblacién, desplazaria el
promedio de edad, pero manteniendo la distribucién continua y unimodal. Una distribucién trunca o con
multiples modas, como la reportada tanto por Molina y colaboradores (1988) como por Pedrin-Osuna
(2001) para el periodo 1983-1993 en la poblacién de totoaba, es caracteristica de sobreexplotacion. Al
final, como acertadamente lo indican Curiel-Bernal y colaboradores (2021), se requerird de estudios
adicionales que permitan entender la influencia del muestreo en las estimaciones de los pardmetros de
crecimiento. Los analisis de recapturas genéticas provenientes de las UMA pueden ser de gran valor en
este sentido, mds aun cuando se cuenta con la informacidon detallada sobre los lotes parentales
(biometrias, fechas de ingreso, periodos activos de reproduccién, fechas de deceso y, en su caso, los

otolitos).

Diversidad genética de la poblacidn silvestre

Pese al endemismo restringido (Cisneros-Mata et al. 1997) y la condicidon panmictica de su poblacion
(Valenzuela-Quifionez et al. 2016), los niveles de diversidad genética mitocondrial y nuclear que se
encontraron en totoaba se encuentran entre los mas altos reportados para la Familia Scianidae (ver Anexo
IV). Estos valores fueron considerablemente mayores a los reportados previamente para la especie
(Valenzuela-Quifionez et al. 2014, 2016) y, aunque estas diferencias pudieran estar asociadas al tamafio
de muestra empleado, la tasa de encuentro de haplotipos y alelos microsatélites mostraron un
comportamiento asintético que permite inferir que la mayor parte de las variantes genéticas presentes
en la poblacidon estuvieron representadas en la muestra (Figuras 13 y 14). Con base en esta
representatividad, es muy probable que el nimero tan alto de haplotipos y alelos microsatélites
observado sea reflejo de una poblaciéon con un tamafio suficientemente grande para haber preservado

este nimero de variantes a lo largo de su historia evolutiva (Tabla V y VI).

De acuerdo con Grant y Bowen (1998), la mayoria de los peces marinos exhiben niveles bajos de
divergencia entre los haplotipos de ADNmt en comparacién con la diferenciacion observada en otros

taxones. Lo anterior, podria estar asociado a una separacién rapida de los linajes debido a eventos
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diferenciales de reclutamiento, cuellos de botella demograficos y/o barridos selectivos seguidos de una
expansion demografica. Estos autores agrupan a las poblaciones de peces marinos en categorias basadas
en combinaciones de valores de diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (r1,), mismas que se asocian a
distintos escenarios demograficos. Tomando como referencia otras especies (ver Anexo IV) totoaba
presenta valores relativamente altos de h y m, que corresponderian a poblacidn demograficamente
estable con una historia evolutiva larga, tal y como lo describe la topologia de la red de haplotipos (Figura

12); una red con muchos haplotipos, sin dominancia clara de uno de ellos y sin polarizacién.

Por su parte, el nimero de alelos microsatélites observados en relacién con el intervalo alélico (Tabla Vi),
también es indicador de que no se han perdido alelos a causa de algun evento de fragmentacion,

reduccion del tamafio poblacional o un barrido selectivo.

Diversidad genética en las UMA

Como era de esperarse, la diversidad genética dentro de las UMA fue considerablemente menor que en
la poblacién silvestre (Tabla V y VI). Al estar conformadas por un nimero limitado de individuos, tan solo
una porcién del total de las variantes disponibles en la poblacién silvestres estuvo representada en las
UMA,; estas representaron en promedio el 18% de los haplotipos mitocondriales y entre 50%-70% de los

alelos microsatélites presentes en su habitat natural.

En este sentido, la diversidad genética en las UMA se encontrd estrechamente ligada al numero de
reproductores y al origen de estos (Figura 16, Tabla VII). Los grupos de reproductores de origen silvestre
presentaron mas diversidad y menores coeficientes de endogamia que los reproductores de primera (F1)
o segunda generacion (F2). Aunque todas las UMA tienen lotes de reproductores de reserva F2, en algunos
casos estos alin no se encuentran activos y no se han dado de alta ante la DGVS. Por lo tanto, muchos de

ellos no han sido genotipificados.

La caracterizacion genética de los lotes de reproductores de las UMA permitié evidenciar que, aunque no
se han diferenciado de forma significativa con respecto a la poblacidn silvestre, existen diferencias
importantes entre ellas. Estas diferencias, ademas de estar asociadas con el escaso nimero de
generaciones que se han mantenido en cautiverio, pueden también explicarse con base en el muestreo
aleatorio de variantes silvestres que se llevaron a cautiverio; comparten todas sus variantes genéticas con

poblacion silvestre, pero solo algunas de las variantes mas frecuentes se comparten entre las UMA.
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Estas diferencias se magnificaran conforme se incremente nimero de generaciones criadas en cautiverio
y podrian derivar en lineas domesticadas con diferencias marcadas con respecto a la variedad silvestre.
Por ejemplo, el grupo de reproductores mas divergente con respecto a la poblacién silvestre y con mayor
coeficiente de endogamia fue el grupo F1 de la UBP-UABC (ver Figura 16, Tabla VII), el cual esta
conformado por progenie de los primeros 10 reproductores que se llevaron a cautiverio en 1995-1996
(True et al. 1997), los cuales fallecieron en 2009. Ese grupo F1, conformado por hermanos completos o
medios hermanos, tienen una marcada diferenciacién genética con respecto a los 35 reproductores

silvestres que ingresaron a la UBP-UABC en 2005 (True 2012).

Cambios en la diversidad genética de la poblacidn silvestre

Al parecer, ni la captura ilegal ni las liberaciones experimentales de alevines producidos en cautiverio han
tenido un impacto significativo en los niveles de diversidad genética de la poblacién silvestre; no se
detectaron diferencias significativas en la diversidad genética entre temporadas o entre cohortes
generacionales (Figuras 18 y 19). Esto da soporte a la idea de que la poblacidn silvestre de totoaba, pese
a que pudo haber disminuido por diversos factores antropogénicos (Cisneros-Mata et al. 1995), no se
encuentra comprometida en términos de su potencial evolutivo al no haber perdido diversidad genética
(Valenzuela-Quifionez et al. 2014). Sin embargo, debe resaltarse que la historia de vida de esta especie,
particularmente su comportamiento reproductivo gregario y migratorio (Cisneros-Mata et al. 1995), la

hace extremadamente vulnerable a la sobrepesca.

Es importante resaltar que, a pesar de que el nimero de muestras analizadas fue considerablemente
grande, 30% de los haplotipos mitocondriales del registro histérico de la poblacion de totoaba no se han
observado en afos recientes (Figura 17). Al ser linajes que ocurren en frecuencias muy bajas, su ausencia
no se refleja en diferencias significativas o una pérdida de diversidad entre temporadas o cohortes
generacionales. No obstante, deberd ponerse atencidn a este aspecto en futuros muestreos ya que esto

también podria ser reflejo de un incremento en la captura ilegal.

Tomando en cuenta que los alevines producidos en cautiverio provienen de un grupo de reproductores
en los que solo se encuentra representada una porcién de las variantes genéticas de la poblacidn silvestre,
el hecho de que no se haya evidenciado una reduccién en los niveles de diversidad genética no es motivo
suficiente para considerar que las liberaciones tienen un impacto positivo y justificar su pertinencia. En

conjunto, las UMA han liberado, intencional o incidentalmente, aproximadamente 618 mil alevines desde
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1997 (Tabla |, Figura 16). El que no se detectaran cambios en la diversidad genética puede deberse a que
los esfuerzos de suplementacidn estén incorporando de forma efectiva lotes de individuos a la poblacién,
pero con una composicidon genética similar a la de la poblacidn silvestre, o bien, a que el impacto de las
liberaciones sea minimo o nulo en el reclutamiento de individuos a la poblacién, quiza el nimero de
alevines liberados sea insignificante en relacidn con el tamafio de la poblacidn, o bien, que los alevines

criados en cautiverio no sobreviva en el habitat natural de la especie.

Aunque no se cuenta con informacion detallada sobre la composicidon genética de los lotes liberados por
cada UMA, por lo general la produccidn en cautiverio se soporta en pocos individuos (1 a 3 hembrasy 1a
4 machos). Esto podria representar un factor de riesgo por el hecho de que se libera una gran cantidad de
individuos que son hermanos completos y que, de sobrevivir en una proporcion alta, impactarian
negativamente a la poblacidn silvestre al disminuir su diversidad genética. No obstante, al menos por el
momento, el hecho de que no se haya encontrado evidencia de un tamafio efectivo poblacional reducido
o cambios en los niveles de diversidad genética sugiere que las liberaciones no tienen un impacto negativo

(Figura 20).

Parentesco y asignacion parental

La deteccién de las recapturas genéticas, y de la inferencia que en ellas se sustenta, depende en gran
medida del poder de los marcadores genéticos empleados, de los protocolos de aseguramiento y control

de calidad para reducir al minimo los falsos positivos, y de la asignacion correcta a la cohorte generacional.

En conjunto, la probabilidad de identidad tan baja (1 en 1,700 millones de individuos) y la probabilidad
tan alta de exclusidn de paternidad (99.99%) sustentaron y validaron el uso del panel de marcadores
microsatélites para dar trazabilidad genética a la produccidn en cautiverio, tanto para fines comerciales
(mercado legal) como de conservacién (seguimiento en vida libre). Sin embargo, para ello es necesario
contar con una muestra con suficiente cantidad y calidad de ADN; las muestras muy degradadas o
contaminadas, generan genotipos incompletos o con baja sefal que, al ser excluidas en andlisis

subsecuentes, podrian representar una recaptura que no sera detectada.

La mayoria de los microsatélites de la NOM-169-SEMARNAT-2018 mostraron un buen desempefio y
suficiente poder informativo para detectar las recapturas potenciales; incluso cuando se usé solo el panel
reducido de 6 microsatélites (Tabla VIII). Sin embargo, a lo largo del proceso de control de calidad, se
detectd que el analisis de fragmentos de algunos de los loci presentd inconsistencias en la movilidad
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electroforética entre laboratorios (cambios en el tamafio de alelo). Sin embargo, la inclusién rutinaria de

controles positivos y réplicas permitié detectar y resolver la mayoria de estos problemas.

En conjunto con los haplotipos mitocondriales, los microsatélites evidenciaron una diferenciacion clara
entre UMA y permitieron la asignacion a los lotes parentales sin ambigliedades. La asignacién del 100%
de los lotes de progenie a los lotes de reproductores activos, la identificacién de muestras duplicadas en
los muestreos de parentales, y el empate perfecto entre una muestra obtenida de un cadaver de totoaba
varado y una vejiga asegurada meses después, representan ejemplos claros de que la identificacion de

recapturas es sumamente confiable.

El coeficiente de parentesco promedio en la poblacidn silvestre fue muy bajo, al igual que al calcularlo de
forma independiente para los periodos 2001-2012, 2013-2018 y 2019-2022 (Figura 23). Estos valores tan
reducidos aportan evidencia adicional que sugiere que el tamafo de la poblacién de totoaba es
suficientemente grande para mantener la diversidad genética a largo plazo, que la endogamia no es un
factor de preocupacién para la especie, y de que no se han presentado reducciones en los niveles de

diversidad genética.

Los niveles de parentesco entre los lotes de parentales de las UMA fueron congruentes con el nivel de
diversidad genética presente en cada uno (Tabla VIII). Los valores mas altos de parentesco se presentaron
en el grupo de reproductores F1 de la UBP-UABC, los cuales exhibieron el mayor coeficiente de endogamia
y que correspondié con los valores tipicos entre hermanos completos (Figura 23). Los lotes parentales de
origen silvestre exhibieron niveles bajos de parentesco en las tres UMA, similares a los de presentes en la
poblacién silvestre. Como se mencioné anteriormente, aunque todas las UMA de reproduccion y crianza
de la especie mantienen una reserva de reproductores de segunda generacion (F2), que aun no han sido

genotipificados porque no se han registrado como reproductores activos.

Recapturas genéticas

En conjunto, las UMA de Reproduccidn y Crianza de totoaba han liberado poco mas de 618 mil alevines al
Golfo de California y solo se han registrado 15 recapturas (7 individuos jovenes y 8 adultos), todas ellas
genéticas. Hasta la fecha, no se ha recuperado ningun individuo con marcaje de tipo elastomero en la
lengua, que fue el método de marcaje empleado para las liberaciones realizadas entre 1997 y 2001. En
otras palabras, solo 0.0011% de los ejemplares jovenes capturados y 0.0013% de los adultos corresponden
a liberaciones de las UMA. Estos resultados contrastan dramdticamente con los del programa de
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suplementacion de curvina blanca (Atractoscion nobilis) del Hubbs-Sea World Research Institute, en las
costas de California, E.U.A. (Hervas et al. 2010). Este programa ha liberado cerca de 2.6 millones de
individuos desde 1986 y sus resultados mas recientes evidenciaron que un 46% de los individuos jévenes
y hasta un 30% de los adultos que provienen de la pesca comercial o deportiva de esta especie exhiben
una huella genética de las unidades de produccién en cautiverio, es decir, se produjeron en cautiverio

(Batson 2022).

El hecho de que una proporcién tan grande de individuos provengan de las unidades de produccion en
cautiverio podria representar un factor de riesgo para la diversidad genética de la poblacién silvestre.
Aunque la totoaba y la curvina blanca pertenecen a la misma familia de peces, sus programas de
suplementacién no son del todo comparables. Las curvinas blancas son de tallas menores y es mas facil
manejar eventos de reproduccion masal en el que se involucren a muchos individuos, lo que contrarresta
de la endogamia. Por otro lado, los jévenes de curvina Blanca se liberan a tallas mayores (>400 mm, lo
gue aumenta su probabilidad de supervivencia y, ademas, existe una pesca regulada de la especie que
permite un muestreo extensivo en los puertos de arribo de la pesca comercial y deportiva, asi como en

los mercados locales (Hervas et al. 2010).

El nimero de recapturas genéticas correspondid a aquellas muestras de organismos de la poblacién
silvestre, que fueron asignadas a una pareja parental de alguna de las UMA a través de un analisis de
paternidad. A partir del andlisis de 3,665 muestras obtenidas entre 1995 y 2022, se identificaron 15
recapturas genéticas que representan individuos con edades de entre 2 y 12 afios, capturados o
asegurados en diferentes localidades o regiones del Golfo de California (Tabla X). Desafortunadamente,
poco mas del 50% de estas recapturas se identificaron en muestras de aseguramientos de la captura ilegal
gue no cuentan con informacidn detallada sobre la localidad en la que se extrajeron. Por esta razon,
cualquier interpretacion sobre la abundancia relativa, la distribucion y la sobrevivencia de los individuos

liberados debera ser tomada con reserva.

A pesar del nimero tan pequefio de recapturas de individuos liberados por las UMA, éstas aportan la
primera evidencia de que algunos de los individuos liberados no solamente logran sobrevivir, sino que

pueden alcanzar edades en las que podrian haberse integrado a la poblacidn reproductora (2-12 afios).

Como era de esperarse, el nimero de recapturas fue mayor en la zona norte del Golfo de California, lo
gue coincide con principal zona de distribucidn histdrica y las estimaciones de abundancia de la especie

(Cisneros-Mata 2020). La distribucién de la especie incluye la porcién sur del golfo e incluso se ha
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reportado fuera de éste (Judrez et al. 2016, Cisneros-Mata 2020), pero el equipo de pesca ribereia de
Mulegé (B.C.S.) no logrd capturar ninguna totoaba en la zona durante el periodo 2019-2021 (Tabla Xl). Sin
embargo, en los ultimos dos afos, la frecuencia con la que ha estado capturado la especie en la pesca
recreativa de la region de la Bahia de La Paz, Puerto Escondido y Loreto, en Baja California Sur, ha

aumentado considerablemente (https://www.youtube.com/watch?v=TEJY565vkUk).

Asimismo, aunque se logré identificar en las costas de Baja California una recaptura que fue liberada en
Sonora, no se encontrd evidencia de que los individuos que se liberan en Mulegé se muevan hacia el
centro o norte del golfo o viceversa. Aunque algunos autores sugieren que la distribucién de la poblacién
de totoaba se ha expandido, la mayoria de los individuos que se han reportado en el sur del golfo han sido
animales jévenes y pre-adultos (Rodriguez-Garcia et al. 2020, Cisneros-Mata 2020). Si a estas evidencias
le sumamos el hallazgo de que la Unica muestra analizada de la porcidn sur (pesca deportiva) resulté una
recaptura confirmada de EOF con una edad de 6 anos, quizd no sea adecuado hablar de una expansién en
la distribucién de la especie. La otra recaptura de EOF se identificé en un aseguramiento, por lo que se

desconoce el sitio en donde se extrajo al individuo del que provino la vejiga natatoria analizada.

Entre las recapturas de UBP-UABC se identificé tanto progenie de parentales de origen silvestre (3 a 12
afos), como progenie de una hembra de primera generaciéon con machos de origen silvestre (3 a 6 afios).
Aunque el numero de recapturas es limitado, este hallazgo sugiere que el desempefio de los
reproductores (fertilidad y fecundidad) de primera generacidon y la supervivencia de su progenie
(supervivencia, crecimiento, deformidades, etc.) en su habitat natural no es diferente al que se obtiene
de los reproductores de origen silvestre. Esto ya se habia demostrado en condiciones de cautiverio (True
2012, Neyra-Flores 2016), pero es hasta ahora que se empiezan a obtener datos de organismos liberados

a la poblacion silvestre.

La distribucion de las recapturas en el tiempo refleja el historial de liberaciones de las UMA (Figura 20);
UABC comenzé sus liberaciones en 1997, mientras que CREMES y EOF lo hicieron en 2014 y 2015
respectivamente, por lo que los primeros organismos liberados por las dos ultimas UMA alcanzaron
apenas hace dos afnos la talla objetivo (>1 m) de la captura ilegal de totoaba. Es de esperarse que un mayor
numero de recapturas puedan ser identificadas en los aseguramientos recientes y que aun no han sido

analizados.

Con la poca informacidon disponible hasta ahora no es posible estimar la tasa de sobrevivencia de los

alevines liberados. La pandemia por COVID-19 no permitio llevar a cabo el esquema de liberaciones
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planeado y afecté la capacidad de operacion de las UMA por las restricciones y medidas de

distanciamiento social.

Dado que un mismo individuo del grupo de parentales de cada UMA se puede usar en aflos consecutivos
o alternados, algunas de las recapturas exhibieron coeficientes de parentesco de hermanos completos o
medios hermanos. No obstante, ninguno de ellos correspondid a la misma pareja de reproductoresy a la
misma cohorte generacional. Es decir, hasta ahora no se ha encontrado mds de una recaptura que
corresponda a un mismo desove (hermanos o medios hermanos de la misma edad). Esto podria estar
asociado a una sobrevivencia mucho menor de los individuos producidos en cautiverio con respecto a los
individuos silvestres, pero recordemos que menos del 0.5% de las relaciones de parentesco estimadas
entre individuos silvestres correspondieron a hermanos completos o medios hermanos (Figura 22). El
hecho de que un porcentaje muy bajo de los individuos de la poblacidn silvestre presenten relaciones de
parentesco de primer orden, sugiere que, pese a que la especie presenta una fecundidad tan alta, una

fraccion minima del desove de cada hembra alcanza la edad adulta.

Para poder confirmar estas ideas se requerird de andlisis mds profundos de los niveles de parentesco de
una cohorte en particular, donde la probabilidad de encontrar hermanos o medios hermanos estara en

funcidén de la intensidad del sesgo en el éxito reproductivo (Bravington et al., 2016).

Igualmente, las recapturas genéticas registradas durante el periodo 2019-2021 permitieron actualizar las
estimaciones por captura-recaptura genética (Cerda-Balcazar 2016) y obtener una aproximacién de la
biomasa para este periodo. Para ello, se gestion6 con DGVS informacién sobre el numero de liberaciones
involuntarias o escapes accidentales que ocurrido en las UMA desde que se instalaron. Estos escapes no
representan un riesgo para la poblacién silvestre de totoaba ya que, como lo indican los resultados aqui
presentados, la diversidad genética de las UMA no resultd significativamente distinta a la de la poblacién
silvestre y las autorizaciones vigentes para las UMA de engorda solo existen dentro del drea de
distribucién geografica histdrica de la especie. No obstante, éstas representan una fuente importante de
sesgo en las estimaciones de captura-recaptura; el nimero de organismos liberados seria mayor al
reportado en las liberaciones experimentales y, dependiendo de la edad promedio de los individuos de
los escapes, la supervivencia puede ser diferente a la de los alevines recién ingresados a las granjas (Hervas

et al. 2010, Drawbridge et al. 2021)

Esto podria explicarse por la ocurrencia de uno o la combinacién de algunos de los siguientes escenarios:

i) la sobrevivencia de los alevines liberados es muy baja o nula, por lo que no impacta en los niveles de
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diversidad genética; ii) la sobrevivencia es alta pero el tamafio de la poblacidn silvestre es tan grande que
las liberaciones representan una fraccién despreciable del total de individuos; y iii) la sobrevivencia es alta
pero su desempefio reproductivo es inferior y no contribuyen adn en la formacidn de progenie en la
poblaciéon silvestre. El analisis de un mayor nimero de recapturas y su informacion morfométrica

complementaria podria aportar evidencia que sustente o excluya alguno de estos escenarios.

Tamano censal de la poblacion

A pesar de que el nimero de recapturas que se encontrd fue minimo, fue posible calcular el tamano de la
poblacion al momento de la liberacién. Para ello fue necesario hacer uso de los datos de edad previamente
estimados para cada ejemplar o vejiga natatoria. De esta forma, si un individuo identificado como
recaptura genética fue capturado en 2020 y su edad estimada fue de 8 afios, se considerd parte de la
cohorte de 2012. Es decir, que corresponderia a la produccidn en cautiverio de 2012 y fue liberado antes

de cumplir un afio.

Como se menciond anteriormente, aunque las estimaciones de edad podrian estar un poco sesgadas, la
mavyoria de las recapturas coincidieron con el ciclo de produccién correspondiente al afio de su liberacion,
ya que fueron asignadas a una de las parejas de reproductores registrada en las bitdcoras de manejo de

parentales para el ciclo en cuestion.

Aunque las caracteristicas del habitat de los sitios de liberacidn difieren principalmente en la morfologia
de la playa y el régimen de mareas (ver Area de estudio), se desconoce si factores biéticos o abiéticos
propios de cada localidad (p.e. temperatura, salinidad, productividad, densidad de depredadores
potenciales, edad, etc.), asi como la distancia entre los sitios de liberacion y recaptura, pudieran traducirse

en una supervivencia diferencial de los individuos.

Para considerar la variacién tan amplia entre las estimaciones de los distintos afios, se decidié usar el
promedio 750,235 alevines (C.V.=70) de 4 meses como el valor base con el que se llevaron a cabo la serie
de simulaciones de Monte Carlo y la reconstruccion de la tabla de vida de la especie (ver Tabla Xll). El
producto de los valores tomados al azar a partir de las distribuciones de frecuencia para la tasa de
mortalidad, fertilidad, proporcién de sexos y peso promedio resulté en una estructura de edades tedrica
gue sugirié que la poblacion esta conformada aproximadamente 94,250 individuos adultos de 4 afios o
mas que, al contribuir diferencialmente al desove, en funcién de la edad y el peso total, podrian producir

125,800 millones de huevos (ver Anexo Il).
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Si se reconstruye la tabla de vida usando como punto de partida esa cantidad de huevos, el grupo de edad
de 4 meses corresponderia aproximadamente a 785,700 alevines (C.V.= 0.64) y serian muy pocos los
individuos que alcanzarian los 30 afios, que corresponde a la edad méxima reportada en totoaba (Ainis et
al. 2021). Una poblacién asi constituida podria mantener relativamente estables las frecuencias de cada
grupo de edad y que, transformadas a biomasa, representarian 1,511 toneladas (C.V.=0.52) de individuos
de entre 4 y 30 afos en vida silvestre (Figura 26; ver seccion “Estado de conservaciéon del recurso y el
papel de las liberaciones: Estado actual de la poblacion silvestre de Totoaba”). Este ejercicio da soporte
adicional a la idea de que la poblacidn se ha mantenido demograficamente estable, con una distribucion
continua de tallas y edades, asi como con bajos niveles de parentesco que son reflejo de una mortalidad
muy alta en las primeras etapas de desarrollo. Adicionalmente, la mortalidad natural calculada a partir de
las simulaciones demograficas (M=0.26) resulté consistente con las que se han reportado en estudios

previos en la especie (Cisneros-Mata et al. 1995, Valenzuela-Quifionez et al. 2015).

Resulta interesante que un escenario como el aqui planteado mantenga congruencia con el conocimiento
gue se tiene sobre la historia de vida de la especie y algunas estimaciones previas de su abundancia
relativa. Por ejemplo, Valdéz-Mufioz y colaboradores (2010) estimaron la abundancia de juveniles (4 — 10
meses) entre 6 y 34 individuos/km? en la region de la Reserva de la Biosfera de Alto Golfo y Delta del Rio
Colorado; si se extrapola esta densidad al area marina de esta reserva (9,200 km?), la abundancia
resultante seria de entre 55,000 y 312,000 alevines, mientras que la simulacién demografica aqui realizada
indic6 117,800 alevines. Por otra parte, Bobadilla y colaboradores (2011) calcularon que
aproximadamente entre 11,000 y 16,000 juveniles de totoaba con edades de entre 1y 2 afios mueren

anualmente a causa de las redes de arrastre de camardn en la regién del Alto Golfo.

Finalmente, Garcés-Rodriguez y colaboradores (2018) encontraron que tan solo el 1.5% de las larvas de
scianidos del Alto Golfo corresponden a totoaba, mientras que el resto pertenece principalmente a
curvina golfina (Cynoscion othonopterus) y chano nortefio (Micropogonias megalops), las cuales se pescan
comercialmente en la region del Alto Golfo de California y cuya biomasa se estima en 20,000 y 14,000
toneladas, respectivamente (Enciso 2014, Urias-Sotomayor et al. 2022). En este sentido, no resulta légico
gue la biomasa disponible de totoaba, cuya abundancia larval es mucho menor a la de la curvina golfina y
el chano nortefio otras, sea mayor que la de estas dos especies, como lo sugiere el estudio el estudio mas

reciente de INAPESCA (Cisneros-Mata 2020).
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Tamano efectivo de la poblacidn

La evaluacidon del tamafio efectivo poblacional es relevante para el estudio de las poblaciones y representa
el numero de individuos que explican los niveles observados de variabilidad genética. Regula la tasa de
pérdida de diversidad y proporciona informacion sobre el riesgo de extincién y del potencial adaptativo a
largo plazo (Frankham 2005, Charlesworth 2009). Si se cuenta con muestreos a una escala temporal, los
programas de monitoreo genético a largo plazo pueden proporcionar informacién sobre el estado de
conservacién de la poblacion y de como esta responde a la presion de la pesca, alteraciones en el habitat,

e incluso a la suplementacién con individuos producidos en cautiverio.

Las simulaciones coalescentes de los escenarios demograficos contra los que se contrastaron los niveles
de diversidad genética presentes en la poblacién silvestre de totoaba resultaron en un par de escenarios
discrepantes (Tabla XIIl, Anexo Ill). La diversidad genética mitocondrial sustentd un escenario de
expansién demografica subita, mientas que los microsatélites dieron mayor soporte a un escenario de
estabilidad demogréfica. Pese a esta incongruencia, ninguna de las simulaciones resulto en un escenario

de reduccién poblacional.

Dado que el tamafio efectivo del genoma mitocondrial es cuatro veces menor con respecto al genoma
nuclear, este es mas sensible a eventos de cuello de botella poblacionales (Hare et al. 2011). Ademas, la
falta combinada de histonas protectoras, la generacién de radicales libres en la membrana interna de la
mitocondria y los mecanismos de reparacion limitados, hacen a este ADN particularmente susceptible al
dafio y tiene una tasa de mutacién estimada entre 10 y 20 veces mayor que la del ADN nuclear (Brown et
al. 1979). En otras palabras, acumula variacién genética a un ritmo mucho mayor que los microsatélites.
Esto podria explicar el hecho de que mientras la diversidad nuclear se ha mantenido estable, la diversidad

mitocondrial haya aumentado.

El tamafio efectivo de la poblacidn de totoaba estimado con los datos de microsatélites resultd 2.5 veces
mayor que el estimado con los haplotipos mitocondriales (N.= 16,400 vs N.= 6,490; Tabla XIIl). El tamafio
efectivo mitocondrial refleja el nUmero de hembras reproductoras, mientras que el tamafo efectivo
nuclear es reflejo del nimero total de reproductores, lo que puede explicar la diferencia observada. Sin
embargo, nuestra estimacion fue 6 veces mayor a la de un estudio realizado con muestras del periodo

2010-2011 (N.= 2,680; Valenzuela-Quifionez et al. 2014).

En una poblacidn ideal, el nimero de individuos reproductores es igual al nimero total de individuos

(Kimura y Otha 1969). Esto rara vez ocurre en la naturaleza, pues en una poblacidn idealizada el
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apareamiento debe ser completamente aleatorio, cada nueva generacidon nace de forma simultanea, el
tamafio de la poblacién permanece constante y no hay varianza en el éxito reproductivo (cada padre
produce el mismo nimero de hijos). Por lo general, el tamafio censal (Nc) es mayor que el tamafio efectivo
poblacional (N.), pero en el contexto de la conservacién la evaluacién del tamafio minimo viable de una
poblacién usa la regla 50/500 como umbral (Franklin 1980). Esta regla ha sido adoptada por la IUCN como
criterio de evaluacidn del estado de conservacidon de especies en riesgo, aunque recientemente se ha
recomendado un ajuste a 100/1,000 (Frankham et al. 2014). De acuerdo con estas reglas, un tamafio
minimo de 50 a 100 individuos evitaria los efectos nocivos de la depresién por endogamia, mientras que
de 500 a 1,000 individuos retendrian la variacién genética adaptativa para contar con potencial evolutivo
a largo plazo (Lynch y Lande 1998, Frankham et al. 2014). En este sentido, y bajo el supuesto de que las
condiciones ambientales del Golfo de California no cambiaran de manera importante, el tamafio efectivo
actual de la poblacién de totoaba puede considerarse lo suficientemente grande para asegurar su

persistencia tanto a corto como a largo plazo.

Finalmente, la estabilidad de los niveles de diversidad genética y la sefial histdorica de expansion
demogréfica sugieren que la poblacién silvestre de totoaba no se ha visto afectada de forma negativa por
la actividad antropogénica. La escala temporal de los escenarios demograficos mas plausibles, que se
estimd entre 825 y 1,500 afios atras (ver Tabla Xlll), queda fuera de la ventana de tiempo en la que
estarian enmarcadas la sobrepesca y otros factores (como la captura incidental de juveniles y la falta de

agua dulce debida al represamiento del Rio Colorado; ver siguiente seccion).

La presencia de otolitos de varias especies de scianidos, es comun en los concheros de la region del Alto
Golfo de California de hace 6,500 y 6,000 afos, periodo para el que ya se habian estabilizado los niveles
de mar después del ultimo maximo glaciar (Mitchell et al. 2015, Ainis et al. 2021). Estos concheros aportan
evidencia de que la totoabay otras especies, como el chano nortefio (Micropogonias megalops), la curvina
golfina (Cynoscion othonopterus), la curvina boca naranja (Cynoscion xanthulus y otras curvinas eran
aprovechadas por los antiguos pobladores del Alto Golfo y que han usado este habitat desde entonces

(Mitchell et al. 2015).

Desde el Holoceno medio (~7,500 afios atras), la mayor variabilidad climatica interanual en el Golfo de
California ha estado dominada por eventos El Nifio-Oscilacién del Sur (ENOS; Pdez-Osuna et al. 2016). Sin
embargo, de acuerdo con algunos estudios paleo-climaticos, hace entre 7,000 y 3,000 aios el clima de la
region era cdlido y con menor productividad (Douglas et al. 2001), y no fue sino hasta hace 2,800 afios

qgue se establecieron las condiciones oceanograficas actuales que hacen de del golfo un sistema
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sumamente productivo (Barron et al. 2004). Bajo estas condiciones de mayor productividad, es probable
qgue las poblaciones de estas y otras especies aumentaran de tamafio, como lo sugiere el escenario
demografico con el mejor ajuste a los niveles de diversidad genética observada en la poblacidn de totoaba

(ver Tabla Xlll y Anexo III).

Estado de conservacion del recurso y el papel de las liberaciones

Estado actual de la poblacion silvestre de Totoaba

Durante mds de 40 aios, la totoaba sostuvo una pesqueria importante, con un maximo histérico de
capturas de mas de 2,100 t anuales para la década de 1940 que aparentemente llevé al colapso a la
pesqueria, con menos de 58 t capturadas anuales para la década de 1970 (Rosales-Juarez y Ramirez-
Gonzalez 1987), y a que se prohibiera su captura en 1975. Durante los afios siguientes, diversos estudios
se enfocaron en evaluar los factores que redujeron la abundancia de la especie y plantear estrategias para
su recuperacion y conservacion. Se considerd que la falta de recuperacién del recurso estaba limitada por:
i) la pesca incidental de los juveniles en las redes de arrastre camaroneras, ii) la alteracién del habitat
ocasionado por el represamiento del Rio Colorado v, iii) la persistencia de captura clandestina pese a la
implementacion de la veda permanente (Cisneros-Mata et al. 1995). Actualmente, es este Ultimo aspecto
el que genera la mayor preocupacion por el recurso, debido a que durante la Ultima década se dio un

crecimiento exponencial en la captura ilegal de la especie (EIA 2016, 2017, 2022; C4ADS 2017).

El argumento de que la reproduccién y la crianza de la totoaba, asi como en otras especies, era
dependiente de las aguas salobres y de la condicién estuarina del Alto Golfo (Berdegué 1955), y que de
hecho fue lo que sustentd que la totoaba ingresara a la Endangered Species Act de los Estados Unidos, se
habia aceptado como valido hasta hace poco. Esta idea respecto a que la condicidn estuarina de la regién
cambié radicalmente debido al represamiento del agua salobre que llegaba al Delta de Rio Colorado,
disminuyendo la productividad primaria y alterando el ecosistema por completo (Aragén-Noriega y
Calderdn-Aguilera 2000, Lau y Jacobs 2017, Manjarrez-Bringas et al. 2018) ha sido desestimada con
evidencias mas recientes (Brusca et al. 2017, Brusca 2018, Rojas-Bracho et al. 2019). Sin embargo, dejando
a un lado esta controversia, lo que es un hecho es que la totoaba sigue usando el Delta del Rio Colorado
como zona de desove y crianza (Valdez-Mufioz et al. 2010, Garcés-Rodriguez et al. 2018, Cisneros-Mata
et al. 2020) y, como se discute enseguida, no existe evidencia de que la especie haya experimentado

cambios en el uso del habitat o algin cuello de botella a la escala temporal antropogénica.
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Lamentablemente, la evidencia mas tangible de que la poblacién de totoaba no fue afectada de manera
importante por la falta de agua del Rio Colorado y de que su abundancia no es baja, es la captura ilegal

sostenida que se ha registrado desde 2013 (EIA 2016, 2017; C4ADS 2017).

En lo que respecta al argumento de que la poblacion de totoaba fue llevada al borde de la extincidn a
causa de la sobreexplotacion, ya sea como pesqueria dirigida o incidental, es evidente que muchas
poblaciones de peces comerciales han experimentado drasticos descensos poblacionales (Costello et al.
2012). Sin embargo, ademas del efecto directo sobre la disponibilidad de los recursos pesqueros, la
sobreexplotaciéon puede alterar la composicion y variabilidad genética de las poblaciones naturales
(Larsson et al. 2009), incrementando el riego de extincidn (Niwa et al. 2017). Si bien la magnitud de los
efectos que la sobrepesca puede tener sobre los niveles de diversidad genética no ha sido suficientemente
estudiada, se ha demostrado que un colapso pesquero no necesariamente conlleva a la reduccién de la
variabilidad genética (Valenzuela-Quifionez et al. 2014, Arce-Valdéz 2018, Soto-Rodriguez 2021). Los
niveles elevados de diversidad genética encontrados en la poblacidn silvestre de totoaba (Tablas Vy VI) y
su tamafio efectivo poblacional (Tabla XIIl), coinciden con los de estudios previos y no aportan evidencia
de que la sobrepesca haya provocado un colapso reciente en la poblacion (Enriquez-Paredes et al. 2008,

2015; Valenzuela-Quifiones et al. 2014, 2016, Cerda-Balcazar 2018).

Con respecto a la estimacidn de biomasa de la poblacién de totoaba, existen diferencias entre los
distintos estudios. Lecari y Chavez (2007) llevaron a cabo una simulacién con datos de captura y esfuerzo
pesquero, con la cual sugieren que para 1974 la biomasa no sobrepasaba las 700 t, mientras que Molina-
Valdéz y colaboradores (1988) estimaron una biomasa disponible anual de 2,572 t con base en un analisis
de cohortes por tallas de captura usando datos de 1985. Por otro lado, tanto Enriquez-Paredes y
colaboradores (2015) como Cerda-Balcazar (2018) obtuvieron una estimacién de biomasa de entre 1,100
y 1,500 t anuales con base en una aproximacién por captura-recaptura genética para el periodo 2001-
2007. Estos numeros son congruentes y muy similares a los obtenidos para el periodo 1997-2021 (1,511
toneladas, C.V.=0.56) en el presente trabajo, pero contrastan de manera importante con los estimados
mediante el uso de modelos tréficos y biomasa dindmica para 2014 (27,000 -37,000 t; Ruiz-Barreiro 2019),
asi como con los reportados recientemente por INAPESCA con base en una estimacion por eco-integracion
para el periodo 2017-2018 (19,000 - 36,000 t; Cisneros-Mata et al. 2020). Independientemente de estas
diferencias, y a pesar de que las biomasas estimadas difieren al menos en un orden de magnitud, la

intensidad con la que se ha seguido realizando la captura ilegal de totoaba (EIA 2016, Cisneros-Mata et al.
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2020) y la cantidad de variantes genéticas presentes en la poblacidn silvestre (Tablas V y VI, Figura 17)

son indicadores claros de que el recurso no es escaso.

En resumen, la informacién generada en este estudio sobre la poblacién de totoaba, en conjunto con la
de estudios previos, sustenta la propuesta de cambio de categoria de la especie en la NOM-059-
SEMARNAT-2010, de “En Peligro de Extincidn” a “Amenazada” que presento recientemente el INAPESCA
(Cisneros-Mata et al. 2020). De hecho, para la Unidn Internacional para la Conservacién de la Naturaleza,
totoaba aparece en sus registros como especie “vulnerable” y no como “en peligro critico” desde 2021,
por lo que las autoridades ambientales de nuestro pais seguramente tendran que llevar a cabo la revisién

correspondiente sobre el estado de conservacion de este recurso.

Poblaciones de totoaba mantenidas en cautiverio: UMA

Como ya se menciond, el desarrollo de reproduccién en cautiverio surge del compromiso del sector
académico y las autoridades ambientales por la conservacion de una especie a la que se le considera en
peligro de extincion (NOM-059-SEMARNAT-2010). De este proceso, en el que la UBP-UABC logré cerrar
su ciclo de vida en cautiverio, emulando las condiciones ambientales de su habitat natural e induciendo
el desove, se obtuvieron los primeros alevines destinados al repoblamiento. Al ir desarrollando vy
mejorando los procesos, las observaciones y primeros estudios sobre la fertilidad, crecimiento vy

sobrevivencia de la especie, se vislumbré el potencial de la totoaba para la acuicultura (True 2012).

Actualmente dos instituciones publicas, la Universidad Auténoma de Baja California (UABC) y el Centro
Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES), asi como la empresa privada Earth
Ocean Farms S de RL de CV, estan registradas y operan como UMA de reproduccidn y crianza de totoaba.
De forma paralela a sus actividades comerciales, y manteniendo su compromiso con la conservacidn, las
UMA han liberado de forma experimental mds de 500 mil juveniles de totoaba entre 1997 y 2022. A este

numero es necesario agregar 118 mil que representan escapes involuntarios de las UMA de engorda.

La estrategia de liberacidn de alevines hacia la poblacidn silvestre se planted inicialmente con el objetivo
de coadyuvar a la recuperacién de la especie, reduciendo el riesgo de extincién, pero también con el
objetivo de recuperar informacidn que permitiera evaluar el estado de la poblacidn silvestre. Para ello se
implementd un sistema de marcaje fisico para los alevines destinados a las liberaciones (elastémeros de
color en la lengua) y se publicé infografia para que las comunidades pesqueras cooperaran a recuperar

informacién de los organismos liberados. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha logrado recuperar ningin
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individuo marcado con elastdmero. Muy probablemente esta informacidn se deba, en parte, a la falta de
un programa formal de seguimiento y evaluacion de las liberaciones, pero también al hecho de que, al
tratarse de una especie protegida, los pescadores que llegaban a capturar incidentalmente alguna totoaba
preferian no reportar si estas contaban o no con la marca fisica, evitando el riesgo de ser sancionados por

las autoridades.

No fue sino hasta el momento en que la produccidn de alevines en las UMA incrementé sustancialmente,
en respuesta al interés comercial por la especie y el desarrollo de las unidades de engorda de totoaba,
gue se planted la necesidad de contar con un sistema de marcaje mas eficiente. Para ello se selecciond
un conjunto de microsatélites que, una vez que se habia optimizado y validado para el seguimiento de la
poblacién silvestre, se adapté para cumplir con un segundo objetivo, garantizar la trazabilidad de la
totoaba que se produce en cautiverio, y que puede ser comercializada de forma legal, para distinguirla de

la captura ilegal y desalentar el trafico ilegal (NOM-169-SEMARNAT-2018).

El seguimiento de las liberaciones hacia la poblacién silvestre es indispensable para poder evaluar sus
posibles impactos. Esto debido a que las poblaciones de peces mantenidas en cautiverio presentan menor
diversidad genética y tienden a perderla mucho mas rapido que las poblaciones silvestres; el numero
limitado de reproductores y la contribucién diferencial de éstos en la formacidn de la progenie, pueden
reducir el tamafio efectivo de la poblacién y generar niveles de endogamia muy altos. La consanguineidad
en las poblaciones en cautiverio se puede prevenir caracterizando genéticamente a los reproductores y
cuantificando los niveles de diversidad genética, con lo que se puede disefiar un plan de cruzas que
permita maximizar la diversidad genética de los individuos que seran destinados a las liberaciones. Sin
embargo, las poblaciones en cautiverio también pueden perder aptitud como consecuencia de la
domesticacion intencional o no intencional a las condiciones de cultivo (Kitada 2017, Willoughby y Christie

2019).

En los programas de suplementacién a las poblaciones silvestres, el objetivo es producir alevines que sean
lo mas parecido posible a los organismos silvestres, tanto en diversidad genética como en morfologia y
comportamiento (genotipo y fenotipo). En contraste, cuando la produccidn tiene como meta la seguridad
alimentaria, se pueden obtener eficiencias significativas a través de la crianza selectiva para mejorar el
crecimiento y la sobrevivencia bajo las condiciones de cultivo, obteniendo lineas especificas o
domesticadas (Drawbridge et al. 2021). En consecuencia, los programas de repoblamiento de especies de
importancia comercial generalmente cuentan con un sistema de disefio de cruzas que busca cubrir dos

objetivos distintos: maximizar la diversidad genética para el repoblamiento y, por otro lado, seleccionar
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las lineas de mayor rendimiento bajo las condiciones del cultivo para atender la demanda del mercado.
La primera estrategia busca mantener las caracteristicas originales de la poblacion silvestre para incidir
de forma efectiva en los esfuerzos de conservacién, mientras que la otra busca seleccionar y mejorar las
caracteristicas deseables para el mercado, las cuales no necesariamente son las que funcionen mejor en

el habitat natural, tal es el caso en las UMA de totoaba.

Cabe sefialar que, hasta el momento, no existen lineamientos, planes de manejo o estrategias
consensuadas y coordinadas sobre la forma en la que las UMA llevan a cabo las liberaciones. En
consecuencia, tampoco se ha planteado un esquema formal para dar seguimiento a estas liberaciones vy,
con base en indicadores especificos, evaluar sus impactos potenciales. Por lo tanto, la informacién sobre

la composicion genética de los lotes liberados es limitada o no estd disponible.

Después de evaluar el estado de salud de los alevines de cada ciclo de producciéon, las UMA deberian
contar con mecanismos y estrategias para establecer y reportar, ante las autoridades correspondientes
(DGVS-SEMARNAT) no solo la cantidad y la edad de los alevines que se liberaran, sino también la
composicion genética de cada lote. Esta informacidn permitiria evaluar la supervivencia de los individuos
liberados y cuantificar los posibles impactos en la diversidad genética de la poblacidn silvestre (Kitada y

Kishino 2006, Lorenzen et al. 2010, 2013: Kitada 2017).

Factibilidad y pertinencia de las liberaciones de totoaba

Para abordar el tema de la factibilidad y la pertinencia de las liberaciones experimentales de alevines de
totoaba producidos en cautiverio es necesario enfatizar que, aunque originalmente estaban orientadas al
repoblamiento de una especie en peligro de extincidn, actualmente debe considerarse mas bien una
estrategia de suplementacién. En la revision mas reciente del estado actual de conservacién de la totoaba
se concluydé que actualmente la especie no se encuentra en peligro de extincion (Cisneros-Mata et al.
2021), pero la informacién aqui generada sobre el tamafio efectivo de su poblacion y su historia
demografica sugiere, ademas, que muy probablemente nunca lo estuvo. Por lo tanto, en términos
estrictos, ya que la especie no desaparecio ni cambid su distribucidn, no debe hablarse de repoblamiento,
sino de una suplementacion que busca incrementar el nUmero de individuos en la poblacién para mitigar
los efectos de la captura ilegal, la pesca incidental y de otros factores de riesgo de origen antropogénico,

pero con el objetivo de lograr un aprovechamiento sostenible.
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Para discutir acerca de la pertinencia de las liberaciones, decidimos tomar como guia la actualizacién de
Lorenzen y colaboradores (2010) sobre los lineamientos para el manejo responsable de los programas de
suplementacion de poblaciones marinas (Tabla XIV), basada en la propuesta original de Blankenship y

Leber (1995).

Tabla XIV. Consideraciones para el manejo responsable de los programas de suplementacién para poblaciones
pesqueras marinas. Modificada a partir de Lorenzen et al. (2010).

FASE I: Evaluacidn inicial y establecimiento de metas

1. Comprender el papel de la mejora dentro del sistema pesquero.

2. Involucrar a las partes interesadas y desarrollar un proceso de toma de decisiones riguroso y responsable.
3. Evaluar cuantitativamente las contribuciones de mejora a los objetivos de gestion pesquera.

4. Priorizar y seleccionar especies y poblaciones objetivo para mejorar.

5. Evaluar los beneficios y costos econdmicos y sociales de la mejora.

FASE IlI: Investigacion y desarrollo tecnolégico, incluidos estudios piloto

6. Definir disefios de sistemas de mejora adecuados para la pesqueria y los objetivos de gestidn.

7. Desarrollar sistemas de acuicultura y practicas de crianza apropiadas.

8. Evaluar los recursos genéticos para minimizar los efectos nocivos de la endogamia en las poblaciones
silvestres y avanzar en la seleccion de caracteristicas de interés comercial en cautiverio.

9. Llevar a cabo un manejo adecuado de las enfermedades y salud.
10. Asegurar que se puedan identificar los peces de criadero liberados.

11. Definir estrategias de liberacidn éptimas.

ETAPA Ill: Implementacion operativa y gestion adaptativa

12. Disefar arreglos de gobernanza efectivos.
13. Definir un plan de manejo de pesquerias con objetivos claros, medidas de éxito y reglas de decisién.
14. Evaluar y planificar estrategias de mitigacion de los posibles impactos ecoldgicos.

15. Aplicar estrategias de manejo adaptativo.
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Pese a que la pesca de totoaba esta prohibida desde 1975, los esfuerzos de conservacion siempre han
tenido como meta poder reactivar su pesqueria en beneficio de las comunidades pesqueras del Alto Golfo
de California. Al no existir una pesqueria, la mejora al sistema pesquero a través de la suplementacién de
alevines es solo tedrica, pero fundamentalmente debe estar orientada a contrarrestar los principales

factores de riesgo que se reconocen para la especie (Cinseros-Mata et al. 1995, 2020).

Con el desarrollo del cultivo de totoaba, pareciera que la suplementacion pasé a ser un objetivo paralelo
o secundario al que, si bien se han sumado autoridades de gobierno, el sector académico, la iniciativa
privada y algunos miembros de las comunidades riberefias, no cuenta con una coordinacion efectiva. No
obstante, los beneficios econdmicos y sociales que potencialmente tiene la suplementacién han sido

evaluados y discutidos en una gran variedad de foros locales, regionales, nacionales e internacionales.

Los sistemas de mantenimiento para los reproductores en cautiverio y las practicas de crianza apropiadas,
incluyendo los aspectos sobre las dietas y la salud de los organismos, se han desarrollado en colaboracién
con el sector académico y se mejoran constantemente. Se ha integrado el uso de marcadores genéticos
para dar seguimiento al plan de cruzas, evitar la endogamia y evaluar el desempefio de la progenie, el cual
funciona a la vez como sistema de marcaje que garantiza la trazabilidad genética de la produccion
comercial y de la produccion destinada a las liberaciones. Las UMA cuentan protocolos de bioseguridad y
manuales de buenas practicas en salud para la prevencién y deteccion de patdgenos, ademds de que
evaltan continuamente la condicion nutricional para mejorar la calidad del alimento y reducir sus costos.
De esta forma se busca que los organismos que se producen en cautiverio tengan las mejores condiciones
de desarrollo y que se encuentren libres de enfermedades, reduciendo el riesgo de introducir patégenos

a la poblacioén silvestre y aumentando las probabilidades de sobrevivencia de los organismos liberados.

El desarrollo del cultivo de totoaba representa el esfuerzo mas tangible de conservacién para la especie:
1) se ha concretado la biotecnia para su reproduccion y crianza; 2) se cuenta con un reservorio de recursos
genéticos y se ha caracterizado la identidad genética de la poblacidn silvestre y de los lotes parentales en
las UMA, 3) se ha establecido un sistema de marcaje genético con caracter normativo (NOM-169-
SEMARNAT-2018) para la trazabilidad comercial; y 4) se han realizado liberaciones experimentales con
fines de conservacién que han demostrado que algunos de los individuos liberados sobreviven hasta la
edad adulta. Sin embargo, aunque se han llevado a cabo liberaciones experimentales de forma rutinaria
y en cantidades cada vez mayores, no se han consolidado estos esfuerzos en un programa formal de
liberaciones en el que se establezcan las estrategias de liberacidén y se cuente con recursos para darles

seguimiento.
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La supervivencia de los alevines criados en cautiverio depende en gran medida de las estrategias de
liberacion (Leber et al. 2004). Los experimentos de liberacién piloto proveen un medio para cuantificar y
controlar los efectos de las estrategias de liberacién y su influencia en la supervivencia y el desempefio de
la progenie producida en cautiverio (Blankenship y Leber 1995). Factores como el nimero y tamafio de
los organismos, la temporada, la localidad, el manejo para su trasportacidn y la aclimatacién en los sitios
de liberacién, son fundamentales para poder llevar a cabo un andlisis sistemdtico de las recapturas,
evaluar su factibilidad y realizar las adecuaciones necesarias para su manejo. Desafortunadamente, los
esfuerzos de liberacidn realizados hasta ahora han sido aislados y al no existir una coordinacion por parte
de las autoridades, no se cuenta con informacion estandarizada que permita comparar la eficiencia de las

UMA en términos de su contribucién efectiva a la poblacién silvestre.
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CONCLUSIONES

Conclusiones principales: impacto de las liberaciones de progenie de

totoaba producida en cautiverio hacia la poblacion silvestre

Aunque el nimero de muestras de organismos jévenes recuperados a partir de la pesca
incidental riberefia fue muy limitado, en el conjunto de muestras (aseguramientos y pesca
incidental) se encontraron recapturas provenientes de las tres UMA de reproduccion y
crianza de totoaba. Con ello se evidencia que hay un reclutamiento efectivo de algunos de

los individuos liberados al medio silvestre y que estos pueden alcanzar la edad reproductiva.

Tomando en consideracion que el nimero de recapturas genéticas de las UMA fue bajo, no
se encontrdé evidencia de que los organismos liberados en la porcidén sur del Golfo de
California se desplacen a la regidn del Alto Golfo y viceversa, pero no se puede descartar

gue suceda.

No existe evidencia de que las liberaciones tengan un impacto negativo, pero tampoco
positivo, en la poblacién silvestre de totoaba. La tasa de recapturas es muy baja y solo un
muy pequefo porcentaje de los adultos capturados de la poblacién silvestre provienen de
las UMA (<< 1%), por lo que debe evaluarse la factibilidad de liberar individuos de mayor

talla para reducir la mortalidad natural de los ejemplares y beneficiar al reclutamiento.

El nimero de alevines y el nivel de parentesco de los lotes que se liberen deberia reducirse
hasta que no se cuente con un programa formal de seguimiento para evaluar sus efectos
potenciales, pero dar continuidad a las liberaciones es fundamental para poder evaluar el

estado de la poblacidn silvestre y adaptar las estrategias de manejo.

Con base en las evidencias de que la poblacion de totoaba no se encuentra en peligro de
extincion, las liberaciones representan, mas que una estrategia de recuperacién, una
estrategia de suplementacion que podria potenciar un aprovechamiento sostenible de la

especie.

Considerando el estado actual de conservacién de la especie, la estimacién del tamafio
poblacional, pero muy particularmente el nimero de individuos de un afo, la sobrevivencia

tan baja de las etapas tempranas y la falta de un programa formal de seguimiento efectivo
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de las liberaciones, se recomienda liberar lotes para los que se maximice la diversidad
genética y se incremente la probabilidad de un reclutamiento efectivo que no aumente la

endogamia en la poblacién silvestre.

Conclusiones secundarias: estado actual del conocimiento sobre la
poblacion de totoaba y su estado de conservacion

Integracion de la base de datos

e Con la incorporacion de 2,380 registros y el procesamiento de 906 muestras obtenidas o
gestionadas con los recursos del proyecto, se ha conformado la base de datos mds completa para
la especie: 6,368 registros, datos morfométricos de 4,892 ejemplares y 4,088 ejemplares
caracterizados genéticamente.

e Esta base de datos incluye la caracterizacion genética descrita en la NOM-169-SEMARNAT-2018 y
los linajes maternos de los lotes de reproductores de las tres UMA de reproduccién y crianza de
totoaba registrados ante DGVS entre 2009 y 2022, lo que permite garantizar la trazabilidad de la
produccién comercial y de las liberaciones con fines de conservacién.

e lainformacion morfométrica y genética sobre la poblacidn silvestre representa una linea de base
sélida para evaluar cambios potenciales en la poblacidn asociados a la captura ilegal, el deterioro

del habitat o las liberaciones con fines de suplementacion.

Estructura de edades y tallas de la poblacion

e La poblacién silvestre de totoba exhibe una estructura de edades y tallas continua y unimodal,
con valores promedio similares a los reportados desde finales de la década de los afios 50s. Esto
es reflejo de que la poblacién ha permanecido demograficamente estable y de que no muestra

sefiales de sobrexplotacion.

Diversidad genética

e Los niveles de diversidad genética de la poblacién silvestre de totoaba se encuentran entre los
mas altos reportados para el grupo de los scidnidos y se han mantenido relativamente constantes

a lo largo de la ultima década.
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Los altos niveles de diversidad genética no son congruentes con un escenario en el que la

conservaciéon de la especie se encuentre comprometida; un valor de diversidad genética alto

indica que la especie nunca estuvo, ni se encuentra actualmente en peligro de extincion. Sin

embargo, por la naturaleza gregaria migratoria, la especie es sumamente susceptible a la captura,

por lo que debe mantenerse bajo alguna categoria de proteccién.

La diversidad genética dentro de las UMA es menor que en la poblacidn silvestre, por lo que se

recomienda un seguimiento continuo de las liberaciones y un plan de manejo genético que

busque maximizar la variabilidad genética de los lotes de ejemplares liberados.

Parentesco, asignacion parental y recapturas genéticas

Los niveles de parentesco de la poblacién silvestre de totoaba son muy bajos, por lo que no

hay sustento para un escenario reciente de reduccion drastica de la poblacion.

Los 24 marcadores genéticos que establece la NOM-169-SEMARNAT-2018, en conjunto con
la secuenciacidn parcial de la region control mitocondrial tienen una resolucion muy altay
permiten la asignacion parental y el reconocimiento de recapturas genéticas provenientes
de las UMA con un 99.9% de confianza. Esto garantiza la posibilidad de dar trazabilidad al

comercio legal y, por lo tanto, detectar el comercio ilegal o no regulado.

Tamano poblacional

Las estimaciones indican que el tamafo efectivo de la poblacidn silvestre no es reducido v,
al estar por arriba de los valores considerados como los minimos viables para una poblacién,

no compromete el potencial adaptativo de la especie en el corto y mediano plazo.

El tamafio censal de la poblacidn y la biomasa disponible obtenidos con base en la
proyeccidn de modelo de captura-recaptura genético, contrastan notablemente con los de

otros estudios recientes, pero todos sugieren que el recurso totoaba no es escaso.

Los escenarios demograficos histdricos con mejor ajuste a los niveles de diversidad genética
observados actualmente en la poblacidn no corresponden con los de una reduccidn drastica

o un cuello de botella en la escala temporal antropogénica.
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RECOMENDACIONES SOBRE EL MANEJO DE TOTOABA

Este estudio representa un primer esfuerzo por integrar la informacidon disponible sobre las liberaciones
de las UMA vy contrastarla con la mejor informacidn cientifica disponible sobre la poblacién silvestre de
totoaba con el fin de contar con elementos para evaluar la pertinencia de estas como estrategia de
conservacién. Es con este conjunto de evidencias que nos permitimos hacer una serie de
recomendaciones sobre la pertinencia de las liberaciones de alevines producidos en cautiverio con el fin
de suplementar la poblacién en su hdbitat natural. Consideramos que estas recomendaciones representan

una linea de base para la toma de decisiones sobre las estrategias de liberacién en el futuro préximo.

Continuidad de los esfuerzos de suplementacion

Las UMA de totoaba representan un reservorio invaluable de recursos genéticos de una especie que, a
pesar de no encontrase en peligro de extincién, es sumamente vulnerable a la sobreexplotacién pesquera.
El Alto Golfo es la Unica zona conocida de agregacién para el desove y la crianza de totoaba, al menos a lo
largo de los ultimos 6,000 mil afos (Rowell et al. 2008). El hecho que su poblacidén se haya mantenido
relativamente estable en cuanto a su demografia, sin cambios aparentes en su distribucién o uso de
habitat, es reflejo de la resiliencia de esta especie (Cisneros-Mata 2020). Por otro lado, con la evidencia
de que su tamafio efectivo es suficientemente grande, es posible afirmar que el potencial evolutivo de la
totoaba no se encuentra comprometido, ni al corto ni al largo plazo. No obstante, desde mediados de
2013, cuando resurgié con fuerza la captura ilegal de la especie, esta actividad no ha podido ser
erradicada. Es precisamente la falta de acciones concretas para combatir el trafico ilegal de la vejiga
natatoria de la totoaba en el mercado negro asiatico lo que no permite garantizar la conservacion de la
especie. En este contexto que, si se considera el peor de los escenarios hipotéticos, las UMA de totoaba
podrian ser los actores claves en el rescate de una poblacion diezmada por la capturailegal. Por otro lado,
bajo un escenario ideal, las UMA representan la base potencial de un aprovechamiento sostenible de la

totoaba y de otras especies de scianidos endémicos del Golfo de California.

Por lo anterior, y pese a que el numero de recapturas de alevines liberados a la poblacidn silvestre es
minimo, las liberaciones deben continuar. Esta es la Unica forma de promover mantener niveles
adecuados de variabilidad genética en las UMA, reconocer el compromiso de conservacion de estas y

evitar la domesticacion extrema de la especie. Para garantizar la continuidad de las liberaciones y su
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seguimiento, sera necesario impulsar proyectos integrales que permitan contar con los recursos para

financiar las liberaciones, los muestreos y los andlisis correspondientes

Manejo de las liberaciones

Como se menciond anteriormente, los niveles de diversidad genética de la poblacién silvestre de totoaba
estdn entre los mas elevados que se han reportado para la Familia Scianidae, por lo que la probabilidad
de que las liberaciones tengan un impacto negativo no es alta y no representan un riesgo en el corto o
mediano plazo. Ademads, los efectos negativos potenciales son menores en especies con ciclos de vida mas
largos y tasas menores de reemplazo poblacional o suplementacién (Willoughby y Christie 2018), tal seria

el caso para totoaba.

Ante el nimero tan reducido de recapturas genéticas registradas hasta la fecha y la falta de un monitoreo
sistematico y continuo en la poblacién silvestre, aliin no es posible ahondar en recomendaciones sobre la
pertinencia de los sitios de liberacion. Sin embargo, el hecho de haber recuperado individuos liberados
por cada una de las UMA es un primer indicador de que estos pueden sobrevivir independientemente de
la localidad donde se hayan liberado. Liberar miles de individuos carece de sentido si no se cuenta con
mecanismos y estrategias bien definidas para poder dar seguimiento puntual a los posibles impactos, pero
reconocemos la importancia de continuar con las liberaciones para identificar si los individuos liberados
fuera de la zona de crianza natural de la especie estan siendo reclutados a la poblacidn reproductora

silvestre.

Tomando en cuenta lo anterior, asi como la estimacion del niumero de individuos de un afio que
conforman la poblacién silvestre (~120,000; ver Anexo Il) y la mortalidad tan elevada en edades
tempranas, se recomienda reducir el nimero de individuos liberados, particularmente en la region sur del
Golfo de California ya que no existe evidencia de que esta represente una zona de crianza histdrica o
actual para la especie. En este sentido, es importante considerar que los eventos de captura incidental o
deportiva de totoaba en el sur del golfo cada vez son mas frecuentes en redes sociales (Y e incluso ya han
derivado en sanciones por afectaciones contra el medio ambiente para capturas realizadas en esta region

), en la cual la ocurrencia de la especie no era tan comun.

1) https://www.youtube.com/watch?v=TEJY565vkUk

{z)https://www.diarioeIindependiente.mx/2023/05/p0r—un—delito—contra—el—medio—ambiente—la—fgr—vincuIo—a—proceso—coa—manuel—n
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Este tipo de sucesos representaran un reto nuevo para las autoridades ambientales, por lo que deberan
establecerse medidas de control adecuadas con el fin de evitar el descontento y el surgimiento de

conflictos en las comunidades pesqueras del Golfo.

Nuestra recomendacidn inicial seria reducir el nimero de individuos con los que se suplementaria
anualmente la poblacién silvestre, pero incrementando la edad al momento de su liberacion (talla) y la
diversidad genética del lote, buscando con ello una mayor probabilidad de sobrevivencia y un impacto
menor en el tamafo efectivo de la poblacidon silvestre (Drawbridge et al. 2020). Para ello, las UMA
deberian reportar la composicion genética del lote liberado (contribucidn parental relativa), asi como la

fecha exacta de eclosién y de liberacién de los alevines.

A la fecha, es bastante comun que las UMA liberen entre 20 mil y 40 mil individuos, lo que representa
cerca del 30% de ese grupo de edad y un mayor riesgo de disminuir la diversidad genética en la poblacion
silvestre. Tomando en consideracién todos estos aspectos, y hasta que no se cuente con informacién
detallada sobre la supervivencia y contribucién genética de los alevines de cada UMA, se sugiere que, para
poder llevar a cabo una evaluacion sistematica de las liberaciones y reducir el posible impacto a la
poblacidn silvestre, que entre todas las UMA liberen en total 15,000 alevines en proporciones equitativas,
lo que representa el 10% de los organismos de esa categoria de edad en la poblacidn silvestre (ver Anexo

Il, Tabla All.2), pero de entre 10 y 12 meses de edad.

La estrategia recomendada debera ser puesta a consideracion de las UMA, a fin de evaluar los costos
asociados y su factibilidad, pero una de las alternativas que podria ayudar a consolidar esta estrategia
seria apoyarse en proyectos de acuicultura social, los cuales abordaremos en una siguiente seccidn. De la
misma forma, deberdn de buscarse estrategias para poder garantizar el monitoreo de estas liberaciones
y la generacién de informacidn para establecer un plan de manejo adaptativo. De no hacerlo de esta

forma, las liberaciones no tendrian un propdsito real y serian solo una estadistica aislada.

Manejo genético de la produccion en cautiverio

Se recomienda monitorizar con mas detalle la diversidad genética y los coeficientes de endogamia de los
lotes de parentales con el fin de evaluar el desempefio de la progenie y establecer el momento en que
sea necesario incorporar nuevos reproductores de origen silvestre para dar cumplimiento a los objetivos
de cada UMA. En este sentido, se recomienda que las autoridades de gestién, en este caso la DGVS,
establezca lineamientos mas estrictos sobre la informacién requerida sobre los lotes parentales, a
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detallarse en las autorizaciones de aprovechamiento de las UMA. Esto permitird conocer con precision la
contribucidn parental y los niveles de diversidad de los lotes destinados a la suplementacidn de la

poblacion silvestre.

Asimismo, ponemos a consideracién de las Autoridades CITES en México, la necesidad de aclarar con las
UMA la interpretacion de las restricciones asociadas a la produccidon comercial a partir de reproductores
F1. Aparentemente, las UMA de engorda entienden que las disposiciones de la Convencion sobre
“Especimenes de especies animales criados en cautividad” establecen que solo podran ser
comercializados organismos F2 (organismos de segunda generacién criados en cautiverio, catalogados
como cédigo C, de acuerdo con la Res. Conf. 10.16 Rev.). Por su parte, las UMA de reproduccién y crianza
entienden que esta disposicidn de la CITES (que plantea la posibilidad de demostrar que puede producirse
progenie F2 como un criterio para cumplir la definicion de cria en cautiverio) tiene como objeto evitar la
introduccion constante de especimenes silvestres a cautiverio para utilizarlos como reproductores, mas
no restringe el comercio de organismos F1 (primera generacion nacida en cautiverio a partir de
organismos parentales), como se indica en la Res. Conf. 12.10 (Rev. CoP15) sobre el Registro de
establecimientos que crian en cautividad especies de fauna incluidas en el Apéndice | con fines

comerciales.

Esta aclaracidn es relevante ya que ante la presién de las UMA de engorda, las cuales incluso han solicitado
por escrito que los alevines que se les entreguen se encuentren certificados como F2, las UMA de
reproduccidn y crianza se ven obligadas a mantener dos programas de reproduccidn en cautiverio
relativamente independientes: uno de ellos para la produccién de lineas con mayor diversidad genética a
partir de reproductores silvestres, orientado a las liberaciones con fines de conservacion, y otro para la
produccién de lineas comerciales a partir de reproductores F1. Lo anterior representa un mayor esfuerzo
y costos operativos, ya que se requiere un ciclo de produccion para cada uno de estos objetivos, o bien

un esquema de manejo simultaneo, lo que implica mas infraestructura y personal.

Para el caso particular de totoaba, en la que los reproductores tienen una vida media de mas de 15 afios
y en la que el marcaje genético es de caracter obligatorio, la progenie es completamente trazable y su
origen verificable con relacién a los registros de alta de los lotes reproductores ante la DGVS. En este
sentido, el comercio nacional e internacional de especimenes de totoaba producidos en cautiverio, es
completamente trazable a través de la NOM-169-SEMARNAT-2018, independientemente de que sean F1
o F2.
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Discutir y aclarar todos estos aspectos con las UMA también tiene la finalidad de que, al menos en el corto
plazo, se evite una marcada domesticacién de las lineas de totoaba, la cual se generaria si se mantiene la
idea de que la produccién en cautiverio debera ser exclusiva o preferentemente de organismos F2. Esto
es particularmente preocupante para el caso de las liberaciones no intencionales, como las que se han
presentado a causa de eventos climdticos extremos o interacciones con especies de la megafauna. Estos
eventos, aunque esporadicos, no pueden preverse o evitarse y ya han ocurrido en todas las UMA de
engorda de la especie. Si los organismos destinados a la engorda comercial corresponden a lotes
compuestos exclusivamente por individuos F2, dominados por hermanos completos y medios hermanos
provenientes de muy pocos parentales, existe mayor riesgo de que se incrementen los niveles de
endogamia en la poblacién silvestre; mientras mas grandes sean los organismos que haya escapado

accidentalmente, mayores probabilidades de sobrevivir y de reclutarse a la poblacién silvestre.

Ademads, debe de tenerse en mente que, en el futuro cercano seguramente se buscara implementar
estrategias de crianza selectiva o seleccidn gendmica para la busqueda de lineas de totoaba con mayores
tasas de crecimiento, tolerancia superior a alguna enfermedad o algun otro factor estresante. Sin
embargo, es también muy probable que para entonces existan mejoras considerables en los sistemas de
cultivo y en el manejo de las cruzas para reducir los riesgos de depresién por endogamia, por lo que, al
menos por el momento, no parece prudente que la produccién comercial de totoaba se lleve a cabo

exclusivamente a partir de parentales nacidos en cautiverio (F1).

Como se mencioné anteriormente, los protocolos de caracterizacion genética que han implementado las
UMA de totoaba tienen una resolucién muy alta. Es gracias a ello que la produccidn de progenie puede
realizarse indistintamente con reproductores silvestres (F0), de primera (F1) y hasta de segunda
generacioén (F2), sin comprometer la trazabilidad NOM-169-SEMARNAT-2018. De tal forma, el uso de
reproductores no registrados (no genotipificados) o la comercializacidon de individuos silvestres como
provenientes de cautiverio puede ser detectada facilmente tanto en ejemplares vivos como muertos, asi
como a partir de sus partes o derivados (carne, piel, gdnadas o vejigas). Por ejemplo, el nimero de
haplotipos maternos presentes en los aseguramientos de vejigas natatorias de totoabas silvestres siempre
serd mayor con respecto al que puede observarse en lotes comerciales producidos en cautiverio, los
cuales generalmente provienen de no mas de cuatro hembras. En consecuencia, el porcentaje de
asignacidn parental a los lotes reproductores de las UMA es del 100% en los lotes producidos en
cautiverio, pero cero o muy cercano a cero en los aseguramientos de productos ilegales. Finalmente,

niveles de parentesco bajos entre un grupo de muestras permiten concluir que su origen es silvestre, pues
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la probabilidad de que individuos capturados de forma ilegal exhiban parentesco cercano, o bien que

provengan de un numero reducido de linajes maternos, seria extremadamente baja.

Adicionalmente, se sugiere organizar y coordinar intercambios eventuales de lotes de reproductores F1
entre las UMA con el fin de maximizar la diversidad genética de cada una, evitando asi la necesidad de
renovar de forma recurrente los lotes de reproductores silvestres. De esta forma aumentaria la diversidad
genética dentro de cada UMA, pero los haplotipos mitocondriales presentes en cautiverio seguiran siendo
los mismos; esto facilitaria la trazabilidad de los especimenes producidos en cautiverio, tanto en los

monitoreos de la poblacidn silvestre como a lo largo de la cadena de comercializacion.

Por ultimo, recomendamos respetuosamente que se evite, en la medida de lo posible, el manejo de
biotecnologia o técnicas para la criopreservacién para el manejo de lineas celulares o almacenaje de
germoplasma en esta especie. El avance tan significativo en estos campos representa un riesgo
innecesario para la produccién de totoaba en México, ya que el uso de ciertas estrategias gendmicas y de
reproduccion subrogada (Yoshizaki y Yazawa 2019; Houston et al. 2020) podrian derivar en el desarrollo

de cultivos de totoaba a partir de otras especies de scidnidos fuera de México.

Acuicultura social como estrategia integral de manejo para la totoaba

La acuicultura cumple con un rol importante en la sociedad al contribuir no solo a la seguridad alimentaria,
sino a favorecer también la disminucidon en las capturas silvestres, aumentando asi el valor agregado de
ambas actividades. Esto a través de la promocidén de esquemas de aprovechamiento sostenible y la
diversificacion de los productos y derivados de los recursos naturales acuaticos, evitando asi la
sobreexplotacion y reduciendo el riesgo de colapso o extincidn de sus poblaciones silvestres. Sin embargo,
pese al desarrollo notablemente acelerado de la produccién acuicola, las sociedades occidentales han
fracasado en gran medida en abordar los aspectos sociales y culturales de esta actividad (Krause et al.

2020).

En todos los acercamientos que han tenido las UMA de totoaba con los sectores gubernamental y
productivo, se han planteado alternativas para el manejo de la especie que puedan generar un impacto
socioecondmico real y significativo, pero que mantenga como uno de sus ejes principales la conservacion.
Desde nuestra perspectiva, una estrategia integral, sustentada principalmente por la acuicultura social de

la totoaba, e incluso de otras especies de scidanidos, podria ser el medio para alcanzar estos objetivos.
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Como se ha detallado en secciones anteriores, los resultados de este estudio derivaron en una serie de
recomendaciones sobre el manejo de la produccidn en cautiverio de totoaba, las cuales estan orientadas
a la conservacién de la poblacién silvestre. En resumen, recomendamos dar formalidad y continuidad a
las liberaciones, pero de lotes con un nimero menor de organismos de talla (edad) mayores, con mejores
probabilidades de supervivencia y de reclutamiento efectivo. Asimismo, se ha recomendado que dichos
lotes deberan conformarse a partir de un nimero mayor de reproductores con el fin de no reducir los
niveles de diversidad genética de la poblacién silvestre. Sin embargo, llevar a la practica estas
recomendaciones implicaria un aumento en los costos de produccion de las UMA y que también absorben

el costo de las liberaciones.

Desde nuestra perspectiva, un programa de acuicultura social integral de totoaba podria posicionar a
nuestro pais como un ejemplo de manejo sostenible de una especie que actualmente es el vortice de un
conflicto social y ecolégico de escala internacional. La biotecnia del cultivo de totoaba se ha desarrollado,
optimizado y escalado a nivel comercial; se cuenta ademas con los mecanismos para darle trazabilidad a
la produccidn en cautiverio con fines comerciales y de suplementacién a la poblacion silvestre, por lo que
es posible garantizar su legal procedencia en apego a las normativas nacionales e internacionales. Para
involucrar y beneficiar al sector social, es necesario que el sector gubernamental apoye a las comunidades
riberefias, tanto directamente como a través de las UMA actualmente instaladas, para llevar a cabo
engorda de totoaba en instalaciones de maricultivo y/o en la infraestructura en tierra firme (estanqueria

rustica) establecida originalmente para la produccién de camardn en el Golfo de California.

La idea fundamental es, no solo desarrollar mayores capacidades de engorda y dotar a las comunidades
de una linea nueva de generacion de valor agregado, sino que ademas tenga un papel fundamental en las
acciones dirigidas a la conservacion de la especie. Las UMA consolidadas podrian aportar los alevines de
entre 2 y 3 meses de edad, asi como la asesoria para que estos proyectos comunitarios reciban vy
mantengan crias de totoaba destinadas tanto a una produccidon comercial como a la suplementacion de
la poblacidn silvestre. El sector social se capacitaria y seria el responsable del mantenimiento de las jaulas
o estanques, asi como de la alimentacién, procesamiento y comercializacidon de la cosecha generada en
estas nuevas UMA o PIMVS de engorda. Esto, sin duda, les daria otra orientacién a las generaciones mas
jovenes de las comunidades riberefias, quienes con su esfuerzo y constancia podrian evaluar sus
capacidades reales de diversificar sus actividades productivas, cambiando gradualmente la narrativa

actual de la capturailegal y no regulada hacia la sostenibilidad.
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Uno de los beneficios para las UMA de reproduccion y crianza estribaria precisamente en descargar parte
del trabajo y de los costos de la engorda de los lotes de alevines destinados a la suplementacion hacia
estas nuevas UMA o PIMVS, las cuales liberarian peces de entre 10 y 12 meses de edad (tallas mayores),
gue se hayan aclimatado mejor a su habitat natural y hayan aprendido a capturar algunas de las especies
qgue forman parte de su dieta y que ingresan a las jaulas o a la estanqueria de forma natural. La liberacion
de organismos con mayores probabilidades de supervivencia deberia traducirse en una suplementacién
mas efectiva. Ademas de beneficiarse de una cosecha que podrdn comercializar, el sector social podria
apoyar con el monitoreo de las suplementaciones a la poblacién silvestre que ellos mismos realizan. La
toma de muestras (tejido y otolitos) e informacidon morfométrica (registros fotograficos con referencia de
escala) a partir de las capturas incidentales en la pesca artesanal, aportarian datos con los que se evaluaria
continuamente el impacto de las liberaciones y el tamafio de la poblacidn (biomasa disponible). Al final,
la evaluacién del recurso a través de la participacién comunitaria daria soporte e impulsaria la gestién
para reactivar la pesca deportiva y la pesca riberefia de totoaba con artes de pesca que no comprometan
a la poblacién de la vaquita marina (linea y anzuelo), ni de totoaba, asi como el establecimiento de cuotas

y regulaciones especificas.

Através del programa integral de acuacultura social la comunidad estaria informada y concientizada sobre
las herramientas de trazabilidad genética que se han desarrollado para evitar que la engorda de totoaba
producida en cautiverio sea obstaculizada por considerarse que fomentard y permitird el lavado de la
captura ilegal. A la entrega de alevines a las unidades de engorda de proyectos comunitarios, el sector
social seria informado sobre los compromisos de la cuota de liberacidn con fines de suplementacion, asi
como de los protocolos de inspeccién y vigilancia de la cosecha (NOM-169-SEMARNAT-2018). Es
importante que el sector social tenga el conocimiento de que, a través de la norma de trazabilidad
genética para totoaba, es posible identificar el origen de la produccion autorizada y detectar producto
ilegal que pretenda ser introducido a las unidades de produccién acuicola o comercializado a través de
ellas. Este mismo sistema de trazabilidad genética se podria usar en caso de que se logre gestionar un
aprovechamiento regulado de la poblacidn silvestre; las comunidades serian responsables de entregar
informacién y muestras de los organismos capturados, con lo que cada ejemplar quedaria atado a un
sistema infalsificable de trazabilidad genética, desde su arribo a pie de playa hasta las cooperativas o
centros de almacenaje, procesadoras, comercializadoras de productos marinos y restaurantes, tanto

nacionales como internacionales.
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Toda la informacidn generada de las inspecciones en los cultivos, de la pesca incidental y de los
aseguramientos de la captura ilegal, asi como de la potencial captura legal de totoaba silvestre que
pudiera darse en un futuro, permitiria monitorear la poblacién silvestre y evaluar el impacto del programa
de forma continua y adaptativa. Las cuotas de liberacién y de captura se establecerian con base en el
analisis cientifico y consensuado de los datos obtenidos del programa de acuicultura social integral, con
la participacién de todos los sectores (gobierno, academia, iniciativa privada y sector social). Por otro lado,
estos datos representarian indicadores de transparencia sobre los mecanismos y protocolos de actuacion
para dar trazabilidad a lo largo de la cadena de comercializacién legal de totoaba, asi como una
herramienta de control interno anticorrupcidn en el manejo los aseguramientos de la capturailegal, desde

su levantamiento hasta su destruccién final.

Por ultimo, es de suma importancia hacer la aclaracion de que, la acuicultura de totoaba es una actividad
ajena a la problemadtica de la captura ilegal; es una alternativa productiva que busca apertura hacia el
mercado internacional, inicialmente para la carne, pero también en un futuro para otros subproductos
derivados de esta especie. Es una actividad completamente legal, que cumple estrictamente con las
normativas nacionales e internacionales, y en la cual tanto el gobierno de México como la iniciativa
privada nacional y extranjera han invertido una cantidad importante de recursos. La acuicultura integral
de totoaba tiene como objetivo central generar bienestar para las comunidades riberefias a través de una
actividad productiva alterna a la pesca y generar informacidn que coadyuve en la evaluacion de estado de

conservacién de su poblacidn silvestre para gestionar su aprovechamiento legal y sostenible.

Acciones o lineas de investigacion prioritarias a corto plazo

e Realizar, bajo la coordinacién de la DGVS y apoyo de la CONABIO e instituciones y
organizaciones competentes, la revision del estado de conservacién de la especie para
evaluar la pertinencia de un cambio en la categoria de riesgo en la NOM-059-SEMARNAT-

2010.

e Disefar e implementar por parte de las UMA, en conjunto con la DGVS y otras instituciones
competentes, una estrategia administrativa de seguimiento que permita obtener
informacién detallada de las liberaciones, tanto intencionales como incidentales, que

coadyuve a la evaluacion del impacto de las UMA en la poblacidn silvestre.
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Promover, con apoyo de la DGVS, convenios de colaboracion entre las UMA para llevar a
cabo el intercambio de reproductores F1, establecer esquemas de renovacién de los bancos
de reproductores silvestres y programas de apoyo técnico-cientifico para los programas de

acuicultura social.

Coordinar los esfuerzos de la CONABIO, la PROFEPA, la FGR y otras dependencias
gubernamentales para que, a través de las universidades y centros de investigaciéon, se
gestione la obtencién de informacion biolégica a partir de los aseguramientos de vida
silvestre enlistada en la NOM-059-SEMARNAT-2010, tanto a nivel nacional como
internacional. El analisis de los aseguramientos realizados en Asia aportaria informacion
valiosa sobre la poblacidn y un mecanismo de transparencia para demostrar que los
aseguramientos que realiza México no reingresan al mercado negro. Por otro lado, la
totoaba representa un caso de estudio practico con respecto a como es que los
aseguramientos de especies de vida silvestre, particularmente de aquellos con mucha
demanda y precios elevados en el mercado negro, pueden aportar informacién sobre el
estado de conservacién de los recursos naturales, asi como herramientas para garantizar su

trazabilidad y comercializacidn regulada.

Promover y apoyar proyectos de participacidon o monitoreo ciudadano que permitan
evaluar continuamente la intensidad de la capturailegal y dar seguimiento a las liberaciones
(recolecta de informaciéon morfométrica, otolitos y muestras de tejido de ejemplares en

basureros o playas, asi como los obtenidos en captura incidental o pesca deportiva).

Apoyar a PROFEPA en el desarrollo e implementacion de protocolos de actuacién para las
inspecciones de trazabilidad en las UMA, comercializadoras, aduanas, pescaderias, tiendas
de autoservicio y restaurantes. Es sumamente importante demostrar que la
comercializacidn legal de totoaba puede llevarse a cabo de forma transparente y en
cumplimiento de los lineamientos nacionales (NOM-059-SEMARNAT-2010) e

internacionales (CITES).
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Anexo |. Panel evaluado con 27 microsatélites de scianidos

Tabla Al.1. Panel de marcadores microsatélites evaluados para la genotipificacién en totoaba. Se indica en
nombre del marcador, el nombre homologado con respecto a la NOM-169-SEMARNAT-2018 (NOM), las
secuencias de los cebadores, la especie fuente, la estructura de la unidad de repeticién y el nUmero de acceso
al GenBank. Los marcadores sefalados en color rojo y naranja corresponden a los establecidos en la NOM, pero

los naranjas fueron reemplazados por los de color verde por presentar problemas de reproducibilidad.

Locus NOM Cebadores Especie* Repeticion GenBank

5¢002 Cyne02 GCGTGAGGAGCTAGGAATCA Cn (GT)12 HQ540635 @
AGCTGCAGAGAGACGCATTA

5c003 CacMic03 GAGTGACGTCCTCCCTTCTG Ca (GT)1s DQ285026
GGTGAGTCTGAGCAGGAAGC

5¢003T TmacO3T GAGTTTGAGGACTGAATCACTA Tm (CA)o HM130045 ¢
ATGGCTACCAAGTAGGAAGA

S5c004 Tmac04 CTGTGTTGGCTTCTGTCA Tm (CA)1s HM130046 °©
ACTGAGCGGAAATGAAAA

5c005 TmacO5 ATTTCTCTGCTGGTGGTG Tm (GA)14 HM130047 ¢
TCCATGCTGTAGAAATATGG

5c006 TmacO06 ATTAAAGAAGAGTGCAGGAAC Tm (GT)17 HM130048 ¢©
TGTGTCTTTTGATGTGTTTGT

Sc012 Cynel2 GACTCACACTTCATACGGCT Cn (GT)21 HQ540639 2
TTACTGTCACCTCCCGTTGG

5c¢013 CacMicl3 AGGATGGGATGGAGGAAGAG Ca (GA)13 DQ285033 ®
TACAGGGTTGTGCTCAGTGG

Sc014 CacMicl4 ATCTTCTCCCCTCCGTCACT Ca (CT)12 DQ285034
CTGTGTTGTTAAGGCGCATC

5c018 CacMicl8 GCTCGCCTCTCGTGTGTAAT Ca (GT)11 DQ285038 »
CCTGTGAAACAGCCCATGTA

5c025 Tmac25 CACCAGTAATTTATGGTTAGAACA Tm (GT)22 HM134218 ¢
GGGACTGCTGTTTCTGAT

5c044  Tmac44 ACAGAATGAGGGGCAGAGG Tm (CA)16 EU784693 ¢
GCCACAAAGACACAATGCAG

Sc051 Tmac51 GTTTTGCCTCTGCACACCTC Tm  (TG)A(TG)1.TT(TG) EU784694 ¢
TTCTGCCAAGATGACAGCAC

5c¢055 Tmac55 TGCAAAGCAGAAGAGAGGTG Tm (GAT)2(GT)12 EU784695 ¢
TGAGCCCGTTTTGATGATCT

Sc056 Tmac056 CCTCCCACCTCCACCTTTAT Tm  CA(C)s(A)s(CA)12GA  EU784696 ¢
GCGTGTTTCGCTCTTTGTAAC

5c074  Tmac74 ATCGATTTTCATCAACAGGT Tm (AG)18GG(AG)17 HM134219 ¢
GTCTTTCTCTCTGCGTTTCT

S5c403 AGGGAAATGGTTGGTGAAGTAG So (TG)36 AY161013d
GTCTGGACCTGTTTGTTGAGAG

S5c418  Soc418  GTTTTTCTGGCATTTATGGATG So (TG)2a AY161021 9
TGAGGTTATCAAACACCTGCCCACT

Sc423 Soc423  GTCACCGCACCATGATGGAGAT So (CA)26 AY161025 ¢
TACCACTTACACTCAGCAGGTG

5¢430 TAACAGTCCCTAAACAGGTT So (TG)23 AY161031 9
GTTTCTCCTCCCCTTTCCTC
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Locus NOM Cebadores Especie* Repeticion GenBank

Sc443 Soc443 CACAGGAGGAGTTTGTCCAAT So (TG)1s AY161039 ¢
ATGTTTCGGTTTTCGTTTGCTC

5¢507  Soc507 GCTGAGCAGAAAAGATGAGATAG So (GATA)24 EF609021 ¢
CAGAGAGCCCAATGAAGGTC

Sc554 Soc554 GAAAGTAGTCCAACATCCAAGT So (CA)40 EF609054 ©
AAATGCCAGTTTTCTCAGG

Sc573 AGAGCAGGAGGATGTGACTTC So (CA)23 EF609072 ¢
CTTTCTGGGAGGTTCAGCACA

Sc609 Soc609 CCCGCATTAGACAGAAAAC So (CA)23 EF609099 ¢
ATGGGTATGTGTGGCTTACAG

5c826  Soc826  GGCAGGATTTAGGCAATTCA So (GTGA)11 JF509133f
ACACACTCCTGTGTGCAACC

5¢973 Soc973  TCTTCATCCTGCTGTGAGTCC So (CA)13 JQ235359f

CAGACAAAACTGGAAAATACAGAGG

* Las abreviaciones en las especies corresponden a Cynoscion nebulosus (Cn), Cynoscion acoupa (Ca), Totoaba
macdonaldi (Tm) y Sciaenops ocellatus (So). Los numeros de acceso al GenBank estan referenciados por el
superindice de la siguiente manera: 2 Piller y Cordes (2010), ® Farias et al. (2006), ¢ Garcia de Ledn et al. (2010),
d 0'Malley et al. (2003), ¢ Karlsson et al. (2008) y f Renshaw et al. (2012).
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Anexo Il. Simulaciones Monte Carlo para estimar N

Tabla All.1. Distribuciones de los pardmetros empleados en las simulaciones de Monte Carlo para reconstruir la tabla de vida y

estimar el tamario censal de la poblacidn silvestre de totoaba.

Edad

Mortalidad

Fecundidad

% Hembras

Peso individual

HT
HVD
HF
HE
0.02
0.04
0.25
0.90
2.00
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00
8.00
9.00
10.0
11.0
12.0
13.0
14.0
15.0
16.0
17.0
18.0
19.0
200
21.0
220
23.0
24.0
25.0
26.0
27.0
28.0
29.0
30.0

log-normal (0.3, 0.9)
log-normal (0.3, 0.9)
log-normal (0.5, 1.0)
log-normal (0.5, 1.0)
log-normal (0.5, 1.0)
log-normal (0.5, 1.0)
log-normal (0.5, 1.0)
log-normal (0.1, 0.7)
log-normal (0.1, 0.7)
log-normal (0.1, 0.7)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)
log-normal (0.1, 0.5)

N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
N.A.
log-normal (0.0, 38,500)
log-normal (0.0, 110,000)
log-normal (0.0, 440,000)
log-normal (0.0, 1,375,000)
log-normal (0.0, 2,750,000)
log-normal (0.0, 7,150,000)
log-normal (0.0, 9,350,000)
log-normal (0.0, 11,550,000)
log-normal (0.0, 12,650,000)
log-normal (0.0, 13,750,000)
log-normal (0.0, 14,850,000)
log-normal (0.0, 15,950,000)
log-normal (0.0, 17,050,000)
log-normal (0.0, 18,150,000)
log-normal (0.0, 19,250,000)
log-normal (0.0, 20,350,000)
log-normal (0.0, 21,450,000)
log-normal (0.0, 22,550,000)
log-normal (0.0, 23,650,000)
log-normal (0.0, 24,750,000)
log-normal (0.0, 25,850,000)
log-normal (0.0, 26,950,000)
log-normal (0.0, 28,050,000)
log-normal (0.0, 29,150,000)
log-normal (0.0, 30,250,000)
log-normal (0.0, 31,350,000)
log-normal (0.0, 32,450,000)

normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)
normal (0.4, 0.6)

N.A.

N.A.

N.A.

N.A.

N.A.

N.A.
log-normal (0.01, 0.03)
log-normal (0.08, 0.32)
log-normal (0.75, 3.00)
log-normal (1.20, 4.80)
log-normal (1.50, 6.00)
log-normal (2.10, 8.40)
log-normal (2.40, 9.60)
log-normal (2.85, 11.40)
log-normal (3.30, 13.20)
log-normal (4.20, 16.8)
log-normal (5.40, 21.60)
log-normal (6.00, 24.00)

Log-normal (6.75, 27.00)
log-normal (7.35, 29.40
log-normal (7.95, 31.80
log-normal (8.55, 34.20
log-normal (9.15, 36.60
log-normal (9.75, 39.00)
log-normal (10.35, 41.40)
log-normal (10.95, 43.80)
log-normal (11.55, 46.20)
log-normal (12.15, 48.60)
log-normal (12.75, 51.00)
log-normal (13.35, 53.40)
log-normal (13.95, 55.80)
log-normal (14.55, 58.20)
log-normal (15.15, 60.60)
log-normal (15.75, 63.00)
log-normal (16.35, 65.40)
log-normal (16.95, 67.80)
log-normal (17.55, 70.20)

)
)
)
)
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Tabla All.2. Tabla de vida de la poblacidn silvestre de totoaba reconstruida con base en simulaciones de Monte
Carlo de los parametros de mortalidad, proporcion de hembras, fecundidad y peso individual para cada grupo de
edad. Los valores para el caso base se indican en color azul. Los grupos de edad que son objetivo de la captura

ilegal y cuya contribucidn al desove fue considerada se sefialan con un asterisco.

Edad (afios) N Mortalidad % Hembras Desove Biomasa (kg)
HT 125,718,318,611 0.50 0.45
HVD 62,859,159,306 0.75 0.45
HF 15,714,789,826 0.95 0.45
HE 785,739,491 0.90 0.45
0.02 78,573,949 0.90 0.45
0.04 7,857,395 0.90 0.45
0.25 785,739 0.85 0.45 27,501
0.90 117,861 0.20 0.45 47,144
2.00 94,289 0.50 0.45 353,583
3.00 47,144 0.50 0.45 282,866
4.00%* 23,572 0.25 0.45 371,261,910 176,791
5.00* 17,679 0.25 0.45 795,561,235 185,631
6.00* 13,259 0.25 0.45 2,386,683,705 159,112
7.00* 9,945 0.25 0.45 5,593,789,933 141,709
8.00* 7,458 0.25 0.45 8,390,684,900 123,063
9.00* 5,594 0.25 0.45 16,361,835,555 117,470
10.0* 4,195 0.25 0.45 16,047,184,871 113,274
11.0* 3,147 0.25 0.45 14,867,244,807 94,395
12.0* 2,360 0.25 0.45 12,212,379,663 79,646
13.0* 1,770 0.25 0.45 9,955,744,290 65,044
14.0* 1,327 0.25 0.45 8,064,152,875 52,765
15.0* 996 0.25 0.45 6,496,123,150 42,561
16.0* 747 0.25 0.45 5,208,098,732 34,161
17.0* 560 0.25 0.45 4,158,078,826 27,301
18.0* 420 0.25 0.45 3,307,562,703 21,735
19.0* 315 0.25 0.45 2,622,424,714 17,247
20.0* 236 0.25 0.45 2,073,133,051 13,644
21.0* 177 0.25 0.45 1,634,585,675 10,764
22.0%* 133 0.25 0.45 1,285,741,171 8,472
23.0%* 100 0.25 0.45 1,009,157,315 6,653
24.0%* 75 0.25 0.45 790,506,563 5,214
25.0%* 56 0.25 0.45 618,108,855 4,079
26.0* 42 0.25 0.45 482,503,341 3,185
27.0%* 32 0.25 0.45 376,068,781 2,483
28.0%* 24 0.25 0.45 292,695,041 1,934
29.0%* 18 0.25 0.45 227,503,873 1,503
30.0%* 13 0.25 0.45 176,614,849 1,167
Total 353,543 125,805,430,385
Total de adultos* 94,249 1,511,005
Hembras maduras 42,415
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Anexo lll. Simulaciones coalescentes para estimar Ne

Para la estimacién del tamafio efectivo de la poblacidn se consideraron distribuciones a priori de 50 a
20,000 individuos en una escala temporal de 20 a 7,500 generaciones, que corresponden a los valores
empleados en un estudio previo (Valenzuela-Quifionez et al. 2014) para estimar el tamafio efectivo de su
poblacién. Asimismo, dado que no existe evidencia de subpoblaciones de totoaba (Enriquez-Paredes et
al. 2008, 2015; Valenzuela-Quifionez et al. 2014, 2016), las simulaciones demograficas se realizaron bajo
el supuesto de una sola poblacién, aislada y que pasé por un Unico evento cambio demografico en el
tiempo. La Tabla Alll.1 detalla los parametros demograficos que se emplearon para un total de 1,000,000

de simulaciones coalescentes en DIYABC para cada marcador genético (haplotipos y microsatélites).

Tabla Alll.1. Parametros demograficos empleados en las simulaciones demograficas para estimar el tamafio efectivo actual
de la poblacion silvestre de totoaba.

Escenario demografico Tamaiio efectivo Tiempo
Actual Pasado (generaciones)
Caso 1 1, 200 (750-200) 14,000 (5,000 - 20,000) 4,500 (150 - 7,500)
6,500 (5,000 - 8,500) 500 (200 -800) 75 (50 - 100)
Caso 3 6,500 (5,000 - 8,500) 14,000 (5,000 - 20,000) 75 (50 - 100)
6,500 (6,000 - 7,200) 250 (50 - 550) 120 (70 - 1500)
Caso 5 15,000 (10,000 - 20,000) 14,000 (10,000 - 20,000) 75 (50 - 100)
1,200 (750 - 2,000) 14,000 (10,000 - 20,000) 75 (50 - 100)
6,500 (5,000 - 8,500) 14,000 (10,000 - 20,000) 4,500 (150 - 7,500)

Tomando en cuenta que la longitud total maxima reportada en la especie es de 2,030 mm (Pedrin-Osuna
et al. 2001), la edad méaxima es de 30 afios (Alanis et al. 2021) y que alcanza la madurez sexual entre los 4
y 6 afios (Cisneros -Mata et al. 1995, De Anda et al. 2013), se estimé el tiempo generacional para poder
dimensionar la escala temporal de las simulaciones demograficas. El tiempo generacional estimado con
base en la ecuacidon recomendada por los métodos de evaluacidn de la Lista Roja de la UICN fue de 15
afios (Edad de la primera reproduccion + (Edad de ultima reproduccion — edad de primera
reproduccion)/2; Charlesworth 1994, Gaillard et al. 2005). Sin embargo, para ponderar las diferencias
relacionadas con la edad en fecundidad y la supervivencia, asi como la presencia de generaciones
traslapadas, los datos de la tabla de vida se usaron para alimentar el programa Factor C (Jorde 2012), lo

que resulté en un promedio de 12.8 afios (minimo= 11.0, maximo= 14.6).
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En la Figura Alll.1 se pueden apreciar el comportamiento de las simulaciones para los distintos escenarios
demograficos evaluados. Para el caso de los haplotipos mitocondriales se evaluaron solo 5 escenarios,

pero para los microsatélites se consideraron dos escenarios adicionales.

Componente Principal 2 (19.40%)
N

Componente Principal 1 (73.80%)

Componente Principal 2 (121.60%)

-4 -2 0 2 4 6 8
Componente Principal 1 (69.40%)

Figura Alll.1. Escenarios demograficos simulados en DIYABC con base en los niveles de diversidad
genética observada a nivel de los haplotipos mitocondriales (A) y los microsatélites
en la poblacién silvestre de totoaba. El color de cada uno de los escenarios
simulados corresponde al que se usé en la Tabla Alll.1. El circulo blanco con

contorno azul indica el valor observado al que se busca se ajusten los escenarios
simulados.
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Anexo IV. Diversidad genética en scidnidos

Tabla AlV.1. Valores de diversidad genética mitocondrial reportados para especies de la Familia Scianidae con
distintas categorias de riesgo para sus poblaciones de acuerdo con las evaluaciones de la Unién Internacional

para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN). Se indica el nimero de muestras (n), el nimero de haplotipos

(np), la diversidad haplotipica (h) y la diversidad nucleotidica (r,).

Diversidad genética mitocondrial (regidn control)

Especie IUCN* n np h Ty Referencia
Aplodinotus grunniens LC 126 11 0.73 0.004 Chong y Roe (2018)
Argyrosomus japonicus EN 20 9 0.81 0.005 Chai et al. (2013)
Atractosion aequidens VU 104 32 0.85 0.005 Henriques et al. (2014)
Atractosion nobilis LC 59 32 0.96 0.010 Rios-Medina (2008)
Collichtys lucidus NE 151 55 0.89 0.034 Song et al. (2014)
Cynoscion acoupa LC 297 83 0.89 0.003 Rodrigues et al. (2008)
Cynoscion guatucupa NE 92 31 0.82 0.004 Alonso y Fernandez (2015)
Cynoscion nebulosus LC 280 60 0.85 0.006 Anderson y Karel (2009)
Cynoscion othonopterus VU 1,717 47 0.5 0.003 Soto-Rodriguez (2021)
Cynoscion othonopterus VU 92 23 0.69 0.004 Rios-Medina (2012)
Cynoscion reticulatus LC 120 55 0.99 0.016 UBP-UABC (no publicados)
Cynoscion reticulatus LC 42 31 0.99 0.016 Rios-Medina (2012)
Cynoscion xanthulus DD 61 16 0.79 0.008 UBP-UABC (no publicados)
Larymichtys polyactis NE 127 125 1 0.013 Wu (2012)
Macrodon ancylodon LC 130 43 0.91 0.019 Santos et al. (2006)
Macrodon atricauda. NE 266 85 0.8 0.003 Rodrigues et al. (2014)
Menticirrhus americanus LC 224 113 0.84 0.005 dos Santos et al. (2017)
Micropogonias furnieri LC 149 5 0.39 0.012 Puchnick y Levy. (2006)
Miichthys miiuy DD 76 65 0.99 0.010 Cheng et al. (2011)
Nibea albiflora NE 65 37 0.97 0.008 Han et al. (2008b)
Nibea miichthioides NE 20 5 0.79 0.003 Chai et al. (2013)
Pennahia argentatus NE 132 113 1 0.026 Han et al. (2008a)
Plagioscion squamosissimus LC 57 7 0.69 0.024 Panarari-Antunes et al. (2012)
Sciaenops ocellatus LC 209 134 0.98 0.03 Seyoum et al. (2000)
Totoaba macdonaldi VU 44 32 0.98 0.009 Valenzuela-Quifiones et al. (2016)
Totoaba macdonaldi VU 3,615 267 0.97 0.013 Este trabajo
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Tabla AIV.2. Valores de diversidad genética nuclear (microsatélites) reportados para especies de la Familia Scianidae

con distintas categorias de riesgo para sus poblaciones de acuerdo con las evaluaciones de la Unidn Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza (IUCN). Se indica el nimero de muestras (n), el nimero de haplotipos (np), la diversidad

haplotipica (h) y la diversidad nucleotidica ().

Diversidad genética nuclear (microsatélites)

Especie IUCN n ng k Ho He Referencia
Argyrosomus japonicus (Kob) NE 20 14 93 08 0.8 Archanagi et al. (2009)
Argyrosomus japonicus (Mulloway) NE 29 15 94 08 0.8 Archangi et al. (2009)
Argyrosomus japonicus (Mulloway) NE 30 24 95 0.2 0.8 Jiang y Zhu (2014)
Argyrosomus regius LC 361 11 13 0.6 0.6 Haffray et al. (2012)
Atractoscion aequidens VU 41 12 18 08 0.8 Henriques et al. (2012)
Atractoscion aequidens VU 558 8 23 09 09 Henriques et al. (2014)
Collichthys lucidus NE 30 14 39 03 05 Sun et al. (2011)
Cynoscion acoupa LC - 17 59 06 0.7 Farias et al. (2006)
Cynoscion nebulosus LC 556 6 15 - 0.6 Anderson y Karel (2010)
Cynoscion nebulosus LC 25 29 95 06 07 Blandon et al. (2011)
Cynoscion othonopterus VU 35 5 14 0.7 0.8 Rios-Medina (2012)
Cynoscion othonopterus VU 74 10 19 06 0.7 Pefiaranda-Gonzélez (2013)
Cynoscion othonopterus VU 187 15 16 0.6 0.7 Arce-Valdés (2018)
Cynoscion regalis NE 50 4 79 - 0.5 Cordes y Graves (2003)
Cynoscion reticulatus LC 35 11 0.8 0.8 Rios-Medina (2012)
Johnius belangerii NE 31 24 11 0.2 038 Jiang y Zhu (2014)
Larimichthys crocea NE 30 27 6.7 06 0.8 Jiang y Zhu (2014)
Larimichthys crocea NE 25 33 13 0.7 038 Cheny Cheng (2013)
Larimichtys polyactis NE 30 13 57 07 0.7 Ma et al. (2011)
Larimichtys polyactis NE 32 12 14 0.8 038 Li et al. (2006)
Larimichtys polyactis NE 30 35 15 0.7 038 Cheny Cheng (2013)
Micropogonias furnieri LC 144 7 20 0.7 0.7 D’Anatro et al. (2011)
Miichthys miiuy NE 30 12 57 05 06 Wang et al. (2011)
Nibea albiflora NE 44 13 62 06 0.6 Xing et al. (2009)
Nibea albiflora NE - 23 96 02 038 Jiang y Zhu (2014)
Pseudotolithus senegallus VU 17 9 22 - - Haffray et al. (2012)
Sciaenops ocellatus LC 24 100 12 0.8 0.8 Karlsson et al. (2008)
Sciaenops ocellatus LC 8 38 64 07 038 0O'Malley et al. (2003)
Totoaba macdonaldi VU 180 19 12 0.6 0.6 Valenzuela-Quifionez et al. (2014)
Totoaba macdonaldi VU 2,185 24 16 0.7 0.7 Este estudio
Umbrina cirrosa VU 31 8 41 - - Haffray et al. (2012)
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Anexo V. Seleccidn representativa de la memoria fotografica

Trabajo del equipo de campo para la captura y registro de datos morfométricos de organismos jévenes
de totoaba obtenidos durante la pesca riberefia de escama con redes y linea.
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Trabajo del equipo de campo para la captura y registro de datos morfométricos de organismos jévenes
de totoaba obtenidos durante la pesca riberefia de escama con redes y linea.
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Registro fotografico de algunos de organismos jovenes de totoaba obtenidos durante la pesca riberefa
de escama con redes y linea en las localidades donde sistemdaticamente se llevaron a cabo las
liberaciones experimentales de alevines provenientes de las UMA, con el objeto de suplementar la
poblacion silvestre.
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Registro fotografico de algunos de organismos jovenes de totoaba obtenidos durante la pesca riberefa
de escama con redes y linea en las localidades donde sistemdaticamente se llevaron a cabo las
liberaciones experimentales de alevines provenientes de las UMA, con el objeto de suplementar la
poblacion silvestre.
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Registro fotografico de algunos de organismos jovenes de totoaba obtenidos durante la pesca riberefa
de escama con redes y linea en las localidades donde sistemdticamente se llevaron a cabo las
liberaciones experimentales de alevines provenientes de las UMA, con el objeto de suplementar la
poblacion silvestre.

REO006 - T112 REOO06 - T113

REOO06 — T115

REOO6 - T116 REOO6 — T117

REOO6 - T118 REOO6 - T119
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Registro fotografico de algunos de organismos jovenes de totoaba obtenidos durante la pesca riberefa
de escama con redes y linea en las localidades donde sistemdaticamente se llevaron a cabo las
liberaciones experimentales de alevines provenientes de las UMA, con el objeto de suplementar la
poblacion silvestre.

REO06 —-T120 REOO6 - T121
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REO06—-T122 REOO6 —T123

REOO06 —T124 REOO6 - T139
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Registro fotografico de algunos de organismos de totoaba obtenidos durante los recorridos en playa
para la recoleccion de despojos de las actividades de captura ilegal de la especie en las localidades del
Alto Golfo de California (San Felipe, B.C. y Santa Clara, Son.)

142



Registro fotografico de algunos de los otolitos de totoaba recuperados de los ejemplares capturados o
recolectados en playa, en las localidades donde sistematicamente se llevaron a cabo las liberaciones
experimentales de alevines provenientes de las UMA, con el objeto de suplementar la poblacién
silvestre.
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Notas periodisticas relacionadas con el trafico ilegal y el aseguramiento de vejigas natatorias (buches)
de totoaba ocurridos durante 2020-2021 y para los que se gestiond el acceso para la obtencion de datos
morfométricos y muestras para analisis genéticos.

FGR detiene a tres hombres en Baja California
con 224 buches de totoaba

EL UNIVERSAL

Detienen a un venezolano por
trafico de peces en peligro de
extinciéon en México

El valor de lo incautado supera los dos millones de délares
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Registro fotografico de algunos de los aseguramientos de vejigas de totoaba a los que se tuvo acceso
para realizar el analisis morfométrico y genético.
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