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Identificacion de cuatro especies de Clupeiformes
(Actinopterygii) mediante analisis de secuencias de
ADN mitocondrial en zonas de explotacion pesquera del
Golfo de Nicoya, Costa Rica

Identification of four species of Clupeiformes
(Actinopterygii) through analysis of mitochondrial DNA
sequences in fishing exploitation areas of the Gulf of
Nicoya, Costa Rica

Carolina Sancho-Blanco', Luis Herndndez-Noguera?®, Luis Vega-Alpizar®, Rosa Soto-Rojas* y
Rodolfo Umaria-Castro'

RESUMEN

Las sardinas junto con las anchovetas constituyen unos de los grupos de mayor importancia en
la pesqueria del golfo de Nicoya. Son alimento para peces de mayor tamafo y aves marinas,
por tanto, no solo sufren explotacion pesquera, sino también presentan altas tasas de mortalidad
natural. Debido a la importancia comercial y ecologica que representan estas especies, es
necesario contar con una correcta identificacion taxonomica, principalmente para la elaboracion
de estudios pesqueros. Antes, la determinacion de especies de peces se fundamentaba unicamente
en caracteristicas morfologicas externas, sin embargo, no siempre es posible, debido a su
similitud morfolégica, por lo que el uso combinado de datos morfoldgicos junto con los genéticos
basados en genes mitocondriales puede contribuir en su reconocimiento. Historicamente,
estudios taxonomicos han agrupado a las especies O. libertate, O. medirastre y O. bulleri como
integrantes del complejo Opisthonema spp., dada la gran similitud de forma. Mientras, para
la familia Engraulidae, las indagaciones taxondmicas son escasas. En el presente trabajo, se
identificaron molecularmente especies del complejo Opisthonema spp. y una especie del género
Cetengraulis sp., colectadas entre junio y diciembre del 2017, mediante secuenciacion de genes
mitocondriales: COI, Ctyb y 16S ARNr. Los hallazgos confirman, con datos moleculares, la
identidad y presencia de tres especies del complejo Opisthonema spp. y una especie de anchoveta,
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Carolina Sancho-Blanco, Luis Herndndez-Noguera,
Luis Vega-Alpizar, Rosa Soto-Rojas y Rodolfo Umaiia-Castro

localizadas en zonas de explotacion pesquera en el golfo de Nicoya, Costa Rica, informacion que
facilita el uso y manejo de estos recursos pesqueros en un area marina de importancia comercial
en el pais.

Palabras clave: Opisthonema spp., Cetengraulis sp., ADNmt, ADNr, posicionamiento
taxondmico

ABSTRACT

Sardines, together with anchovies, constitute one of the most important groups in the fishery of
the Gulf of Nicoya. They are consumed by large fish and seabirds; therefore, they not only suffer
from fishing exploitation but also have high rates of natural mortality. Due to their commercial and
ecological importance, it is necessary to have a reliable taxonomic identification of these species,
mainly for the preparation of fisheries studies. Previously, the identification of fish species was
based only on external morphological characteristics; however, this is not always possible due
to their morphological similarity, but the combined use of morphological and genetic data based
on mitochondrial genes can contribute to their accurate recognition. Historically, taxonomic
studies have grouped the species O. libertate, O. medirastre and O. bulleri as members of the
Opisthonema spp. complex due to their great morphological similarity, while, there are few
taxonomic studies of the family Engraulidae. In the present work, species of the Opisthonema
spp. complex and a species of the genus Cetengraulis sp., collected between June-December
2017, were molecularly identified by sequencing mitochondrial genes: COI, Ctyb, and 16S rRNA.
The findings of the molecular data analysis confirm the identity and presence of three species of
the Opisthonema spp. complex and a species of anchovy, in areas of fishing exploitation in the
gulf of Nicoya, Costa Rica, information that facilitates the use and management of these fishing
resources in a marine area of commercial importance for the country.

Keywords: Opisthonema spp., Cetengraulis sp., mtDNA, rDNA, taxonomic placement

INTRODUCCION términos morfoldgicos y genéticos (Li
& Orti, 2007; Bloom & Lovejoy, 2014;
Vicente et al. 2020).

Tanto los Clupeidos como los
Engraulidos son individuos de tallas

pequeias generalmente, se agrupan en

El orden Clupeiformes incluye
especies conocidas como arenques, sar-
dinas y anchovetas, todas de gran im-
portancia comercial para las pesquerias

globales. Asimismo, abarca familias
como Chirocentridae, Clupeidae, Den-
ticipitidae, Dussumieriidae, Engrauli-
dae Pristigasteridae y Sundasalangidae;
sin embargo, la taxonomia de especies
de las familias Clupeidae y Engrauli-
dae aun sigue siendo controversial en
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grandes cardumenes, son filtradores
y conforman la base de la cadena ali-
menticia de los ecosistemas (Fischer
et al. 1995); por tanto, no solo sufren
de la explotacién pesquera, sino que
también presentan altas tasas de mor-
talidad natural, al ser el alimento para
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otros organismos como peces de ma-
yor tamafo y aves marinas (Bussing &
Lopez, 1994).

En las costas del Pacifico, el
género Opisthonema Gill, 1861 esta
representado por cuatro especies:
Opisthonema libertate Giinther, 1867,
Opisthonema medirastre Berry &
Barrett, 1963, Opisthonema bulleri
Regan, 1904 y Opisthonema berlan-
gai Berry & Barrett, 1963 (Froese &
Pauly, 2019). En Costa Rica, debido a
su dificil diferenciacion morfologica,
historicamente las especies O. liber-
tate, medirastre y bulleri se han agru-
pado como integrantes del complejo
Opisthonema spp. y han sido utiliza-
das para la industria de enlatados con
un mismo valor comercial (Soto & Ro-
driguez, 1999; Vega-Corrales, 2010).
Por su parte, la familia Engraulidae se
encuentra representada, principalmen-
te, por Cetengraulis mysticetus, el cual
s un recurso pesquero de importancia,
al emplearse como carnada viva por la
flota pesquera artesanal en la zona in-
terna del golfo de Nicoya, Costa Rica
(Rodriguez & Goémez, 1998; Soto &
Rodriguez, 1999; Murase et al. 2014).

Estudios enfocados en la iden-
tificacion y taxonomia del género
Opisthonema sefalan si las diferencias
encontradas en el nivel morfologico
son el resultado de variaciones intraes-
pecificas o de caracteristicas diagnds-
ticas (Pérez-Quindnez et al. 2017). Por
otro lado, para la familia Engraulidae,
los hallazgos en cuanto a taxonomia
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molecular son escasos, a pesar de su
importancia pesquera y del impacto
ecologico potencial que las pesquerias
pueden tener en el ecosistema pela-
gico (Wang et al. 2018). A partir del
desarrollo de técnicas moleculares, se
inicid la incorporacion de datos gené-
ticos, basados en el ADN mitocondrial
y nuclear, que permitieran esclarecer
interrogantes taxonomicas no resuel-
tas mediante caracteristicas morfolo-
gicas y meristicas (Ward et al. 2005;
Teletchea, 2009; Ardura er al. 2010;
Carvalho et al. 2011; Pereira et al
2013; Pérez-Quindnez, 2014; Durand
et al. 2017; Pérez-Quindnez et al.
2017; Goodbody-Gringley et al. 2019;
Pérez-Quinodnez et al. 2019).

En peces, los marcadores gené-
ticos mas utilizados para la identifica-
cion de especies se basan en regiones
del ADN mitocondrial (Jahan et al.
2017), los cuales, al mostrar alta tasa
de mutacion y gran variabilidad inte-
respecifica, hacen posible una adecua-
da distincion entre especies (Rocha
et al. 2005; Paine et al. 2007). Entre
dichos marcadores mitocondriales, se
encuentran el gen del 16S del ARN
ribosémico (16S ARNr), el gen del
citocromo oxidasa [ (COI), el gen ci-
tocromo oxidasa b (Cytb), entre otros.
El 16S ARNr es altamente conserva-
do; variaciones de unos pocos nucleo-
tidos en su estructura permiten inferir
relaciones taxonOmicas en diferentes
niveles, inclusive entre taxa estrecha-
mente relacionados (Chakraborty &
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Iwatsuki, 2006). Por su parte, el gen
COl, a pesar de ser muy conservado,
posee regiones polimorficas que fa-
cilitan la identificacion de especies
(Hebert et al. 2003). Mientras, la se-
cuencia de nucledtidos del gen Cytb
contiene informacion especifica de la
especie; posibilita reconstruir tanto re-
laciones inter- o intraespecificas como
de nivel superior, por lo cual se con-
sidera un gen con alto rendimiento en
filogenia molecular (Peng et al. 2004).

La identificaciéon taxondmica de
estas especies en las capturas, a través
de los diferentes artes de pesca en el
golfo de Nicoya, permite evaluar el
estado actual de sus poblaciones; fijar
la cuota de pesca, el establecimien-
to correcto de las vedas; recomendar
medidas de ordenamiento y pautas de
captura, asi como para garantizar los
niveles de biomasa del stock desovan-
te (Kochzius et al. 2010; Pérez-Qui-
nonez et al. 2018). De esta forma, se
mantiene, ademas, la sostenibilidad
de otras especies de interés pesquero
-corvinas, pargos, jureles- y ecologico
-las aves- (FAO, 2018).

En el presente estudio, se identifi-
cd, molecularmente, a partir de secuen-
cias del ADN mitocondrial (ADNmt)
junto con caracteres morfologicos, al-
gunas especies que integran las fami-
lias Engraulidae y Clupeidae. Con ello,
se proporcionan elementos suficientes
que instan a diferenciar entidades ta-
xondmicas en una zona de explotacion
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pesquera en el golfo de Nicoya, Costa
Rica. La informacién obtenida faci-
litar4 el uso y manejo de estos recur-
SOS pesqueros en una zona marina de
importancia comercial en el pais, al
detectar posibles sesgos en la identifi-
cacion tradicional basada en caracteres
morfolégicos diagnosticos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras

Se recolectaron especimenes
del complejo Opisthonema spp. 'y Ce-
tengraulis sp. distribuidos especifica-
mente en el golfo de Nicoya, Pacifico
Central, Costa Rica, de junio a setiem-
bre de 2017. Se identificaron, en la
zona externa del golfo, individuos de
Opisthonema bulleri (sardina azul),
O. medirastre y O. libertate (sardina
gallera), en un rango de longitudes es-
tandar de 137 mm a 184 mm. Por otra
parte, en la zona interna del golfo, se
detectaron individuos de C. mystice-
tus (anchoveta) (Fig. 1). La identifica-
cion preliminar se realizé a partir de
caracteres morfologicos diagnosticos,
utilizando la metodologia previamen-
te descrita por Berry & Barret, 1963;
Bussing & Lopez, 1994, Robertson &
Allen, 2002; Pérez Quinones, 2014.
(Cuadro 1).
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Fig. 1. Areas de captura de las especies analizadas. Fuente de datos de figura: Atlas
2014 (TEC) y Laboratorio de Analisis Biologicos Pesqueros (UNA) (QGIS, 2018)
Fig. 1. Areas in which the species analyzed were captured. Data source: Atlas 2014
(TEC) and Fisheries Biological Analysis Laboratory (UNA) (QGIS, 2018)

Extraccion de ADN, amplifi-
caciones y secuenciacion de genes
mitocondriales

Se realizo una extraccion de ADN
total de especies del complejo Opistho-
nema spp., O. medirastre (n = 11), O.
libertate (n = 4), O. bulleri (n=17)y
de la familia Engraulidae C. mystice-
tus (n =5), a partir de 30 mg de tejido,
aproximadamente, mediante el kit co-
mercial PureLink Genomic DNA Mini
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Kit (Thermo Fisher Scientific), bajo
las recomendaciones del fabricante.
La cantidad de muestras seleccionadas
por especie, en este estudio, se respal-
da en un trabajo previamente realizado
por Bingpeng et al. 2018. E1 ADN ob-
tenido fue amplificado mediante una
PCR punto final (volumen final: 25
uL) compuesta por 1X de PCR Master
Mix, 0.9 uM de cada cebador y alrede-
dor de 100 ng de ADN. Se analizaron
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Cuadro 1. Caracteristicas morfologicas diagnosticas evaluadas para las especies de
Opisthonema spp. analizadas en este estudio para la localidad del Golfo de Nicoya,

Costa Rica

Table 1. Diagnostic morphological characteristics evaluated for Opisthonema spp.,
analyzed in this study for the location of the Gulf of Nicoya, Costa Rica

. g be . .
Especie Cédigo (unidades) Media bc  std (mm) Media std ph

GNO04 70 168 /
GNI10 63 164 /
GNI11 78 184 /
GN20 71 172 /

O. medirastre GN24 62 68.0 169 163.6 /
GN28 75 179 /
PS19 62 140 /
PS23 69 166 /
PS29 64 137 /
PS04 88 151

O. libertate PS11 85 86.3 142 144.9
PS28 86 142 +
GNO1 41 159 /
GNO2 37 158 /
GNO3 34 157 /

O. bulleri 36.6 157.9
GNO04 35 163 /
GNO6 37 164 /
GNI12 36 147 /

be: branquiespinas ceratobranquiales, std: longitud estandar, ph: pecas humerales (ausentes =/, presentes = +)

los genes mitocondriales citocromo
oxidasa subunidad I (COI) y citocro-
mo b (Cytb), asi como el gen del ARN
ribosomal 16S (ARNr 16S) (Cuadro
2). La PCR fue llevada a cabo en las si-
guientes condiciones: 94°C por 3 min
(desnaturalizacion inicial); 40 ciclos

44

de 94°C por 30 s (desnaturalizacion),
48/55°C por 30 s (alineamiento), 72°C
por 45 s (extensidon) y, finalmente,
72°C por 10 min como extension final.
Los productos de PCR se resolvieron
por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%. La corrida se ejecutd a 80 V por
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60 min en una solucion amortiguado- un analizador genético ABI 3130, bajo
ra TBE 1X (pH 8.0). Los amplicones una quimica de secuenciacion BigDye
obtenidos de los tres genes fueron se- Terminator v3.1.

cuenciados en ambas direcciones, uti-

lizando la secuenciacion de Sanger en

Cuadro 2. Cebadores utilizados en este estudio y sus respectivas secuencias de ADN.
Se indica la region mitocondrial (mt) objetivo, las secuencias del cebador en direccion
5'-3', lareferencia (Ref.) y el tamafo esperado del amplicon (Te) en pares de bases (pb)
Table 2. Primers used in this study and their respective DNA sequences. Target
mitochondrial region (mt), 5'-3" primer sequences direction, reference (Ref.), and
expected amplicon size (Te) in base pairs (bp) are indicated

Region génica

Organismo (mt) Secuencia (5'- 3") Ref. Te (pb)
5'CGCCTGTTTAACAAAAA-
16S CAT3 Palumbi, ~520
5'CCGGTTTGAACTCAGAT- 1996,
CACGT3'
5'TCAACYAATCAYAAAGA-
col TATYGGCAC3' Baldwiner o,
Ovisih 5'ACTTCYGGGTGRCCRAA-  al. 2009.
pisthonema RAATCA3'
S'AAACTGCAGCCCCTCA- o
GAATGATATTTGTCCTCA3' O 9896
ot 5'AAAAAGCTTCCATCCAA- i’/l L a7
y CATCTCAGCATGATGAAA3 | 9%6 etat.
5'CGAAGCTTGATAT- :
GAAAAACCATCGTTG3'
5'CGCCTGTTTAACAAAAA-
L68 CAT3’ Palumbi, 520
5'CCGGTTTGAACTCAGAT-  1996.
CACGT3'
STGACTTGAAAAACCACC- o
Enoraulidac Cvib GTTGTTATTCAAC3' Lono ~1100
grautt y 5S'CTAGCTTTGGGAGYTAGD- 23 y
GGTGGRAGTT3' ’
5'TTCTCAACCAACCACAAA- Ivanova et
col GACATTGG3' al. 2006 620
5'TAGACTTCTGGGTGGC- Ward et al.
CAAAGAATCA3' 2005.
Rev. Mar. Cost. Vol. 13 (1): 39-56, enero-junio 2021. 45
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Analisis molecular y de posi-
cionamiento taxon6mico

Utilizando el programa Ge-
neious version R9 (Biomatters), se
editaron las secuencias nucleotidi-
cas obtenidas, mediante una edicién
manual de los bordes no alineados.
Luego, para corroborar, preliminar-
mente, su identidad taxonomica en el
nivel de género, esas secuencias fue-
ron evaluadas en el programa en li-
nea BLASTn (Altschul er al. 1990),
disponible en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI)
(Benson et al. 2012); al final, fueron
depositadas en el GenBank (Cuadro
3). Por otra parte, se realiz6 un alinea-
miento multiple de secuencias, usando
el programa MAFFT 7.0 (Katoh et al.
2009) y aplicando el método iterativo
de refinamiento G-INS-i (IPAM/k =
2). Para determinar el mejor modelo
de sustitucién nucleotidica, se anali-
z6 el alineamiento multiple mediante
el JModelTest v2.1.10 (Darriba et al.
2012), empleando parametros por de-
fecto, bajo el criterio de informacion
de Akaike con 95% de intervalo de
confianza y tomando en cuenta la co-
rreccion AICc. El programa arrojo los
seis mejores modelos para las matrices
correspondientes a los genes 16S ARN
ribosomal [GTR + G, GTR + 1, GTR +
I1+G, TVM + L, TVM + 1 + G, TIM3
+ @], citocromo oxidasa subunidad 1
[TVM + G, TPM2uf + G, TVM + 1 +
G, TPM2uf+1+ G, GTR + G, TIM2 +
G], para el cual TVM + G = GTR + G,
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y citocromo oxidasa b [TrN + G, TIM1
+G, TIN+1+ G, TIM3 + 1+ G, TIM2
+ 1+ G, GTR + G], para el cual TrN +
G = GTR + G. La elaboracion de las
topologias multigénicas de posiciona-
miento taxondmico se realizd6 median-
te dos métodos: el primero, utilizando
el programa raxmlGUI v.7.4.2 (Stama-
takis et al. 2005), bajo un algoritmo de
maxima verosimilitud (ML), con un
modelo reversible en tiempo general
(GTR-GAMMA) y aplicando 5000
permutaciones como valor bootstrap.
El segundo método se efectud a través
de inferencia bayesiana (BI), con el
programa MrBayes v.3.2.6 (Huelsen-
beck & Ronquist, 2001), un modelo
de sustitucion GTR-GAMMA vy los
siguientes parametros: nst = 6, rates =
gamma, cuatro cadenas simultaneas de
Markov Monte Carlo (memc) y ngen =
1000000. La visualizacioén y edicion de
los arboles obtenidos se confecciono
con el programa FigTree v1.4 (Ram-
baut, 2009); después, se concatenaron
manualmente, segtn la similitud de las
topologias y utilizando secuencias nu-
cleotidicas ya reportadas en la base de
datos del NCBI (Benson et al. 2012).

RESULTADOS

Las caracteristicas morfologicas
diagnosticas evaluadas para las tres
especies del género Opisthonema spp.
muestran que su identificacion, tras
observar las pecas humerales, permite
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distinguir O. libertate (presencia de
pecas humerales, ph) de O. mediras-
tre y O. bulleri (ausencia de ph); sin
embargo, este andlisis se debe realizar
con el espécimen fresco o recién cap-
turado, de lo contrario, se dificulta su
diferenciacion. Por otro lado, medir la
longitud estandar (std) y el conteo de
las unidades de branquiespinas cerato-
branquiales (bc) muestra una media de
86.3 para O. libertate (n = 3); 68.0, O.
medirastre (n = 9), y 36.6, O. bulleri
(n=6). Estos resultados se encuentran
entre los intervalos de unidades bc y

Cuadro 3. Secuencias depositadas en el
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longitud estandar sefnalados en la lite-
ratura (Cuadro 1).

A partir de las reacciones de
PCR, fue posible obtener amplificacio-
nes positivas (tamafio esperado del am-
plicon en pares de bases), para los tres
cebadores utilizados (16S, COI y Cytb),
en las especies O. medirastre, O. liber-
tate y O. bulleri del complejo Opistho-
nema spp., asi como para una especie de
la familia Engraulidae. Los amplicones
recuperados se purificaron y las secuen-
cias parciales conseguidas se deposita-
ron en el Genbank (Cuadro 3).

Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

genbank) de las tres especies del complejo Opisthonema spp., derivadas de tres
marcadores moleculares y una especie del género Cetengraulis sp. obtenidas de este

estudio

Table 3. Sequences deposited on Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) of
three species of Opisthonema spp. complex, derived from three molecular markers and
one species from the genus Cetengraulis sp. obtained from this study

Especie Cédigo ;?2:&?;2“ Nuimeros de accesion GenBank
Nicoya 16S COI Cytb

Om_GNO04 MG889827 MN329855  MK499391
Om_GN10 MG889828 MN329857  MK499395
Om_GNI11.1 MG889829 MN329858  MK499390
Om_GN11.2 / MN329865  /
Om_GN20 / MN329853  MK499388
Om_GN24 MG889830 MN329863  MK499396

O. medirastre  Om_GN28 Zona externa / MN329850  MK499389
Om_PS19 MG889831 MN329854  MK499393
Om_PS23 MG889832 MN329860  MK499394
Om_PS29.1 MG889833 MN329859  /
Om_PS29.2 / MN329861 /
Om_voucher(02 / / MK499392

(UCR-3194.002)
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Localizaciéon . .y
oc¢ €10 Nymeros de accesion GenBank

Especie Cédigo en Golfo de
Nicoya 16S COI1 Cytb
Ol PS04 MG889834 MN329856  MK499398
Ol PS11 MG889835 MN329864  MK499397
O. libertate Ol_PS28 Zona externa / MN329851  /
Ol _voucher01
(UCR-3194.001) ! MN329862 -/
Ob_GNO1 MG889836 MN329866  MK499400
Ob_GNO02 MG889837 MN329847  /
Ob_GNO3 MG889838 MN329848  /
0. bulleri Ob_GNO04 Zona externa MG889839 MN329867 MK499401
Ob_GNO06 MN329849  /
Ob _GNI12 / MN329852  MK499399
Ob_voucher03
(UCR-3194.003) / / MK499402
Cm_GNzi 02 / MN329846 MK499404
Cm_GNzi 02.1 / / MK499407
C. mysticetus Cm_GNzi_ 04 Zona interna  / MN329845 MK499403
Cm_GNzi 06 / MN329844 MK499405
Cm_GNzi 06.1 / / MK499406

Las topologias de los arboles fi-
logenéticos construidos con base en
regiones parciales de los genes Cytb,
COl y 168 (Figuras 2A, 2B, 2C) con-
firman la existencia, en el golfo de
Nicoya, de un grupo monofilético
conformado por tres clados genética-
mente diferentes, seglin la alta diver-
gencia de las agrupaciones formadas.
Tales clados se definen como O. me-
dirastre, O. libertate y O. bulleri,
asi, se demuestra la presencia de las
tres especies que componen el com-
plejo complejo Opisthonema spp. en

48

el golfo de Nicoya, Puntarenas. Ade-
mads, se observa que para los genes
Cytb y 16S las especies O. libertate
y O. medirastre son similares entre
si a nivel genético. Estos resultados
moleculares son congruentes con los
datos morfométricos y meristicos ob-
tenidos, acorde con las caracteristi-
cas diagndsticas (pecas humerales y
branquiespinas ceratobranquiales) in-
dicadas por Bussing y Lopez (1994).
Por otro lado, los individuos de C.
mysticetus, analizados mediante mar-
cadores mitocondriales, se posicionan
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taxondmicamente en el clado marino demostrando la especificidad en el
Cetengraulis: Cetegraulis edentulus método de identificacion taxondmica
y C. mysticetus, separando en ramas con herramientas moleculares.

bien soportadas a los especimenes ori-

ginarios del Pacifico y del Atlantico,
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Fig. 2. Topologias de posicionamiento taxondémico mediante Maxima Verosimilitud/
Inferencia Bayesiana (ML/BI), entre secuencias genéticas de Opisthonema spp.,
Cetengraulis sp. del Pacifico costarricense y secuencias parciales de los genes A)
citocromo b (Cytb), B) citocromo oxidasa subunidad 1 (COI) y C) 16S ARN ribosomal
(16S), obtenidas de la base de datos Genbank. El nimero en las ramas indica el valor
de soporte boostrap (porcentaje derivado de 5 000 permutaciones para ML y 1 000
000 generaciones MCMC para BI). Sardinella aurita es definido como grupo externo.
La region y el codigo de colecta de las muestras de este estudio se presentan entre
paréntesis. Para las secuencias obtenidas del Genbank, los nimeros de accesion se
muestran entre corchetes. Valores de bootstrap o de probabilidad posterior menor a
50% o no obtenidos no se muestran en la topologia o se indican con -

Fig. 2. Taxonomic placement topologies using Maximum Likelihood / Bayesian
Inference (ML / BI), between genetic sequences of Opisthonema spp., Cetengraulis
sp. from the Costa Rican Pacific and partial sequences of the genes A) cytochrome
b (Cytb), B) cytochrome oxidase subunit 1 (COI) and C) 16S ribosomal RNA (1685),
obtained from the Genbank database. The number in the branches indicates the
bootstrap support value (percentage derived from 5 000 permutations for ML and 1
000 000 MCMC generations for BI). Sardinella aurita is defined as an external group.
The region and collection code of the samples in this study are shown in parentheses.
For sequences obtained from the Genbank, the accession numbers are shown in square
brackets. Boostrap or posterior probability values less than 50% or not obtained are not
shown in the topology or indicated with a -
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DISCUSION

Seglin Berry y Barret (1963), las
diferenciaciones taxondmicas de estas
especies se basan, principalmente, en
dos aspectos: distribucion geografica
y numero o cantidad de branquiespi-
nas de la region ceratobranquial (bc),
asociadas a la longitud del individuo.
Se reporta que O. libertate presenta
71-107 be; O. medirastre, 50-68 bc,
y O. bulleri, 28-35 bc. Posteriormen-
te, en un estudio realizado por Rodri-
guez-Sanchez (1985), se considera
que la densidad de branquiespinas dis-
minuye en relacion con el tamano del
espacio interbranquial, hecho que dis-
crepa de la veracidad de los caracteres
meristicos descritos por Berry y Barret
(1963). Fue, entonces, menor la canti-
dad de branquinespineas en O. bulleri,
seguido de O.medirastre, y mayor en
O.libertate, por lo que se concluye que
el conteo de las branquiespinas permi-
te identificar unicamente O. libertate y
O. bulleri.

En este estudio, el conteo de las
branquiespinas de la regiéon cerato-
branquial concuerda con los rangos de
las unidades bc para cada especie del
complejo Opisthonema spp., sehaladas
en la literatura. De la misma forma, los
valores medidos de la longitud estan-
dar se encuentran entre los limites des-
critos para las especies en estudio, lo
que facilita la identificacion en espe-
cimenes recién capturados (Cuadro 1).
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Por otro lado, la presencia de las pecas
humerales permiti6 distinguir, con ma-
yor facilidad, entre los especimenes de
O. libertate y los de O. medirastre y
O. bulleri.

Una investigacion realizada
por Laginez y Rodriguez (1992),
en poblaciones de estas mismas
especies en el pacifico mexicano, a
partir de analisis de proteinogramas,
arrojo la existencia de seis patrones
en O. libertate muy similares a O.
medirastre; mientras, estos difieren
de los de O. bulleri, por lo tanto,
los autores consideran que las dos
primeras especies son entidades
taxonémicamente muy cercanas y que
mas que especies distintas podrian ser
subpoblaciones de una misma especie.
Por su parte, Pérez-Quifidonez (2014),
a través de patrones morfométricos
de las tres especies y un andlisis de
componentes principales mediante
variables canonicas, obtuvo una
mayor similitud entre las formas de
O. medirastre y O. libertate, mientras
que O. bulleri presentaba mas
diferenciacion con respecto a la forma
corporal. Nuestros hallazgos muestran
una mayor cercania filogenética entre
O. libertatey O. medirastre,de acuerdo
con las topologias taxondmicas
obtenidas para los genes 16S y Cytb,
lo cual concuerda con lo reportado por
los autores citados anteriormente.

La adicion de datos moleculares
en estudios morfoldégicos mejora
significativamente el soporte y la
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resolucion de los andlisis filogenéticos
(Wortley & Scotland, 2006); con
ello, proporciona datos relevantes
cuando se evaliian especies de interés
comercial. En estas ultimas, no es
posible (o resulta complejo) determinar
las capturas por especie mediante
caracteristicas morfoldgicas (Pérez-
Enriquez et al. 2016), como es el caso
de las sardinas de la familia Clupeidae,
razon por la cual dichas capturas son
registradas,  generalmente, como
sardina crinuda (Opisthonema spp.)
tanto en Costa Rica como en otros
paises de la regiéon -México entre
ellos- (Pérez-Quinonez et al. 2020).
Lo anterior conduce a una posible
subestimacion o sobreestimacion de
la riqueza de especies e incluso a la
sobreexplotacion de las poblaciones
de peces.

Liy Orti (2007), a partir de ana-
lisis de maxima parsimonia, maxima
verosimilitud y analisis bayesianos
de datos con ADN mitocondrial (12S
y 16S) y ADN nuclear (genes acti-
vadores de recombinacion, RAG 1
y RAG 2), encontraron monofilia en
subfamilias Engraulidae (Engraulis y
Anchoa), pero no en la familia Clu-
peidae. Pérez-Quindnez et al. (2017),
completaron andlisis moleculares del
gen citocromo oxidasa I (COI) del
ADNmt para especies reconocidas
del complejo Opisthonema spp., en
la region sur del golfo de California,
México, y con fundamento en sus re-
sultados morfologicos y genéticos se
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soporta la existencia de tres entidades
evolutivas para la region: O. bulleri,
O. medirastre y O. libertate. Estos da-
tos coinciden con nuestros hallazgos,
de acuerdo con la topologia observada
en el arbol de posicionamiento taxono-
mico para los tres genes (Cytb, COl y
16S ARNr), lo que apoya la identidad
y existencia de las tres especies para la
region y, especificamente, para el gol-
fo de Nicoya, Costa Rica.

La correcta identificacion de es-
tas especies de interés pesquero, me-
diante caracteristicas morfologicas y
genéticas, facilita el uso y manejo de
estos recursos marinos dentro de una
zona de relevancia comercial en el pais
como lo es el golfo de Nicoya. Ello con
el objetivo de minimizar la alteracién
del porcentaje de la biomasa virginal
que debe contener el ecosistema y asi
mantener el resto de los eslabones de
la cadena alimentaria.

CONCLUSION

Con base en los resultados ob-
tenidos en este estudio sobre los ca-
racteres morfométricos y meristicos
diagnosticos, asi como en herramien-
tas moleculares, se confirma la identi-
ficacion de tres entidades taxonomicas
diferentes en el complejo Opisthonema
spp. descrito en el golfo de Nicoya: O.
libertate, O. medirastre y O. bulleri,
confirmando su identidad y presencia
en sitios de pesca en el exterior de di-
cho golfo. Por otro lado, se corrobora
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el posicionamiento taxénomico de los
individuos de C. mysticetus en el clado
marino Cetengraulis sp., C. edentulus
y C. mysticetus, lo cual comprueba su
identidad y presencia en los sitios de
pesca dentro del golfo de Nicoya. Con
la informacion obtenida en este traba-
jo y la disponible en la base mundial
de datos genéticos, es posible realizar,
a futuro, investigaciones comparati-
vas de diversidad y estructura genéti-
ca (por ejemplo, redes de haplotipos
y RAD-seq), en el golfo de Nicoya y
otras zonas de captura de Clupeidos de
importancia comercial.
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