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RESUMEN

En el Pacifico Nororiental y Central se han descrito cuatro morfo-tipos de merluzas:
Merluccius productus, M. angustimanus, M. hernandezi y uno conocido como “merluza
enana”. De estos morfo-tipos solo los dos primeros son considerados como especies
validas, no obstante, su delimitacion taxondémica es confusa debido al alto traslape de los
caracteres morfoldgicos diagnosticos y a la falta de una revision exhaustiva de material
bioldgico a lo largo de su distribucion. Desde el punto de vista poblacional se han descrito
hasta el momento cuatro stocks en la region del Pacifico Nororiental: dos localizados en
aguas parcialmente aisladas (la Sonda de Puget y el Estrecho de Georgia), uno denominado
stock ““costero” genéticamente homogéneo y altamente migratorio a lo largo de las costas
del Pacifico Nororiental y por ltimo un stock denominado “enano” distribuido en el sur de
Baja California.

El objetivo del presente estudio fue investigar el estatus taxondémico y la estructura
genética poblacional de las merluzas del Pacifico Nororiental y Central, empleando
marcadores mitocondriales y microsatélites y un muestreo mas exhaustivo a lo largo de la
distribucion geogréafica en dicha region. Los sitios de muestreo fueron los siguientes: cinco
ubicados en las costas de Estados Unidos de América (la Sonda de Puget, Washington,
Oregon, Eureka y San Francisco), tres en las costas de México (Alto Golfo de California,
Bahia Sebastian Vizcaino y en la parte surefia del estado de Baja California Sur) y uno en
Costa Rica. Se analizaron secuencias de tres genes mitocondriales (Citocromo b, Citocromo
Oxidasa subunidad | y 16S ADN ribosomico) y diez loci microsatélites.

Los indices de diversidad haplotipica y nucleotidica, las distancias genéticas y los
andlisis filogenéticos de los genes mitocondriales indicaron que los cuatro morfo-tipos
representan en realidad una misma especie, la cual corresponde a M. productus. Ademas la
variabilidad genética de los tres genes mitocondriales y diez loci microsatélites mostro altos
niveles de diferenciacion genética entre las merluzas que habitan en aguas parcialmente
aisladas (la Sonda de Puget y el Alto Golfo de California) y las merluzas presentes en las
costas abiertas del Pacifico Nororiental y Central (representantes del stock “costero”). En
particular para el stock ‘“costero”, no se habian detectado diferencias genéticas
significativas entre poblaciones, sin embargo con los loci microsatélites se detecté una
estructura de aislamiento por distancia relacionada con el patron de migracion de la especie.

El origen de aislamiento genético observado entre la poblacion costera y la del Alto
Golfo de California de M. productus coincide con una invasién y posterior reduccion del
flujo genético durante el cierre de un corredor inter-peninsular en la regién de La Paz, Baja
California Sur que conectaba ambas regiones durante el pleistoceno tardio. Ademas, las
pruebas de neutralidad y el analisis de desacuerdos o “mismatch” de los genes
mitocondriales sugieren que la especie en forma global sufrié una expansién poblacional
reciente durante el dltimo periodo de glaciacion. De manera particular, las merluzas del
Alto Golfo de California, caracterizadas por tener un alto nimero de haplotipos Unicos
(exceso de polimorfismo de baja frecuencia), apoyan la idea que dicha area represent6é un
refugio, por lo que se debe de considerar como un area prioritaria para la conservacion.
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ABSTRACT

In the northeast and central Pacific four morphological types of hake have been described:
Merluccius productus, M. angustimanus, M. hernandezi and one known as "dwarf hake".
From these morphological types only the first two are considered valid species; however,
their taxonomic delimitation is unclear due to the high overlap of diagnostic morphological
characters and lack of a comprehensive review of biological material over its distribution.
From a population point of view, until now only four stocks have described in the
northeastern Pacific region: two located in waters partially isolated (the Puget Sound and
the Strait of Georgia), another stock called "coastal" genetically homogeneous and highly
migratory along the coasts of the northeast Pacific and finally a stock called "dwarf"
distributed in southern Baja California.

The aim of this study was to investigate the taxonomic status and population genetic
structure of Pacific hake in the northeast and central Pacific, using mitochondrial and
microsatellite markers and a more comprehensive sampling across the geographical
distribution in the region. The collection sites were: five located on the shores of the United
States of America (the Puget Sound, Washington, Oregon, Eureka and San Francisco),
three off the coast of Mexico (Gulf of California, Bahia Sebastian Vizcaino and the
southern part of Baja California Sur) and one in Costa Rica. We analyzed sequences of
three mitochondrial genes (Cytochrome b, Cytochrome Oxidase Subunit | and 16S
ribosomal DNA) and ten microsatellite loci.

The nucleotide and haplotype diversity, genetic distances and phylogenetic analysis of
mitochondrial genes indicated that the four morpho-types actually represent the same
species, which corresponds to M. productus. Also the genetic variability of the three
mitochondrial genes and ten microsatellite loci showed high levels of genetic
differentiation between hakes living in partially isolated waters (the Puget Sound and the
Upper Gulf of California) and hake present in the open coasts of the Pacific Eastern and
Central (representatives of the coastal stock). In prior studies, the coastal stock had not
detected significant genetic differences between populations separated by several miles.
However, with this study microsatellite loci did detect isolation by distance structure
related to the migration pattern of the species.

The origin of genetic isolation observed among the coastal population and the Upper Gulf
of California, M. productus coincide with an invasion and subsequent reduction of gene
flow during the closure of a waterway that was present in the region of La Paz, Baja
California Sur connecting both regions during the Late Pleistocene. Moreover, neutrality
tests and mismatch analysis of mitochondrial genes suggest that these populations have
recently undergone a recent population expansion during the last period of glaciation. In
particular, hake of the Upper Gulf of California is characterized by a high number of unique
haplotypes (excess low-frequency polymorphisms) which supports the hypothesis that the
area is a refuge for hake and therefore should be given priority consideration for
conservation.

Key words: Hake, mitochondrial DNA and microsatellites
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INTRODUCCION

Las merluzas son peces demersales ampliamente distribuidas en los océanos
Atlantico, Pacifico y alrededor de Nueva Zelanda con gran interés pesquero, cuyas especies
representativas, han sido objeto de una importante explotacion industrial. Casi dos millones
de toneladas son capturadas anualmente en aguas del Atlantico y Pacifico en ambos
hemisferios (norte y sur), principalmente en los paises de Europa, Africa, Estados Unidos,
Canada y en el sur de América (Argentina, Chile, Uruguay y Pert). Dado a su interés
econdémico se ha generado una abundante literatura relacionada con aspectos basicos de su
taxonomia, biologia, estructura poblacional y pesqueria. Sin embargo, en México no existe
una pesqueria comercial formal para el aprovechamiento de este recurso. Una de las causas,
es la carencia de barcos especializados. Hasta la fecha, solo se han otorgado permisos de
pesca de fomento para su exploracion y estimacion de su abundancia en las costas de la
peninsula de Baja California. Por lo tanto las merluzas en México son consideradas como
un recurso potencial, con altas posibilidades de explotacion.

El presente estudio tuvo como finalidad identificar el nimero de especies de
merluzas que habitan en aguas mexicanas, principalmente en las costas de la peninsula de
Baja California, ademéas de analizar la estructura genética poblacional de la merluza a lo
largo de su distribucién geogréfica. Para el cumplimiento de estos objetivos, se realiz6 un
muestreo amplio tratando de abarcar la mayor parte del area de distribucion de la especie (8
sitios de recolecta a lo largo de las costas del Pacifico Nororiental y Central) y se
emplearon dos herramientas moleculares con tasas de mutacion diferentes (secuencias de
ADN mitocondrial y microsatélites), las cuales fueron analizadas a diferente nivel
especifico (inter-especifico e intra-especifico). Este estudio se desarrollo dentro del marco
del proyecto de investigacion “Identificacion de stock pesqueros mediante marcadores
genéticos en las merluzas y bacalaos de las Costas de Baja California” SAGARPA-
CONACYT 12058. Los resultados obtenidos de este estudio pueden ser relevantes para
contribuir en la futura administracion del recurso merluza y desarrollar instrumentos de

manejo pesquero para México.



ANTECEDENTES

Estatus taxondmico de la merluza

La taxonomia del género Merluccius (Rafinesque, 1810) ha sido inestable debido a
las similitudes morfoldgicas externas y a la variabilidad y elevado grado de traslape entre
los caracteres morfoldgicos diagnosticos, lo cual ha dificultado separar a las diferentes
entidades en especies o subespecies (Lloris et al., 2003). En la actualidad se reconocen 12
especies validas, de las cuales siete corresponden a formas americanas, cuatro africanas y
una europea. Dichas especies se han diferenciado usando los siguientes caracteres
meristicos y morfométricos: el nimero de radios en las aletas, vertebras, escamas en la
linea lateral, branquiespinas del primer arco branquial; la longitud del cuerpo (total y
estandar), de la cabeza y de las aletas (Inada, 1981). No obstante, se reconoce que estos
caracteres varian de acuerdo a una variabilidad clinal o tréfica, por lo que su uso en la
taxonomia podria ser de alcances limitados (Franca, 1962; McDowall, 2008). Ademas de la
variabilidad dependiente de la latitud, el solapamiento en los conteos y mediciones, es tan
alto que conduce a confusiones e incertidumbres sobre la autenticidad de algunas de las
especies. Esta incertidumbre aumenta, al tratar de diferenciar dos o mas entidades
congenéricas presentes en una misma &rea geografica 0 mas aun cuando se trata de
identificar ejemplares cuya procedencia se desconoce (Lloris et al., 2003).

En el caso del Pacifico Nororiental y Central, se han descrito tres especies
nominales y un morfotipo denominado “merluza enana”, las cuales, comparten parte de su
rango geogréfico en la region de la peninsula de Baja California (Fig. 1). La primera en ser
descrita fue Merluccius productus (nombre comun: merluza del Pacifico) por Ayres en
1855, su distribucion geografica abarca desde Canada hasta las costas de México
(aproximadamente hasta los 16°N en el Golfo de Tehuantepec), incluyendo el Golfo de
California (Lloris et al., 2003). Dado que esta especie ha sido comercialmente explotada
desde 1966 en las costas de Canada y Estados Unidos (Methot y Dorn, 1995), existe una
extensa bibliografia sobre la historia de vida, biologia, ecologia y pesqueria (ver mas
adelante). La segunda especie en describirse fue M. angustimanus (merluza de Panama) por

Garman en 1899, se distribuye desde el Golfo de California hasta Ensenada de Tumaco,



Colombia (Inada, 1981; Lloris et al., 2003). Las merluzas de Panam4, no son sujetas a una
pesqueria, por lo que los estudios sobre su biologia y ecologia son escasos 0 incompletos
(Balart-Paez, 2005). Ademas, la descripcion taxondmica de esta especie es incierta, debido
a la falta de informacion sobre su variabilidad morfologica a lo largo de su distribucion.
Esto es, en la descripcion original, Garman (1899) solo us6 un numero limitado de
ejemplares provenientes del Golfo de Panam& y no realizd comparaciones con otras
especies de merluzas. Asimismo, en las descripciones posteriores; Ginsburg (1954),
Mathews (1985), Inada (1995) y Balart-Paez (2005) solamente incorporaron informacion
de organismos recolectados en el area de California y Baja California Sur, sin realizar
comparaciones con otras areas geograficas. Por lo tanto, se desconoce el grado de
variabilidad morfologica de la especie entre el area de Baja California Sur y Panama.
Ademas, la presencia de M. angustimanus en California y la peninsula de Baja California
ha sido cuestionada debido a la falta de reportes de huevos 6 larvas de esta especie en la
region, (Ahlstrom, 1969; Ahlstrom y Counts, 1955; Funes-Rodriguez et al., 2009; Smith y
Moser, 2003). La tercera especie es M. hernandezi, descrita por Mathews en 1985, esta
especie solo se describio y registré una sola vez en el Alto Golfo de California (area que
abarca desde el norte de isla Tiburén hasta el sur de Bahia Yavaros, Sonora). Los Unicos
caracteres morfométricos y meristicos que diferenciaron a esta especie de M. angustimanus
fueron: la mayor talla corporal, el menor nimero de vertebras, una aleta caudal lobulada y
una mayor longitud de la aleta pectoral. Por ultimo, el morfotipo denominado “merluza
enana” es otra variedad descrita por Vrooman y Paloma (1977) que habita principalmente
al sur de las costas occidentales de la peninsula de Baja California. Estos autores,
sugirieron que dicho morfotipo enano, podria representar una especie diferente a M.
productus debido a las diferencias meristicas y aloenzimaticas que se observaron entre
ambas, ademas, mencionan que no existe coincidencia en la descripcién de la merluza
enana con la descripcion original de M. angustimanus. Por otro lado, en estudios sobre el
ciclo de vida y dindmica de poblaciones de M. productus, el morfotipo “enano” se ha
reportado como un stock de M. productus, ubicado en el sur de Baja California (Bailey et

al., 1982). Es claro que la dificultad en separar estas unidades taxonémicas se debe al uso



de tamafios de muestreo pequefios y a la falta de comparacion entre individuos provenientes

de areas geograficas mas amplias.
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Figura 1. Distribucion geogréfica conocida de Merluccius productus (linea continua), M.
angustimanus (linea discontinua), M. hernandezi (area con lineas horizontales) y el
morfotipo “enano” (4rea con lineas verticales).

Seguln en la revision mas actual de las merluzas del mundo (Familia Merlucciidae)

se propone a M. hernandezi como sinénimo de M. angustimanus, por lo que en la region

solo se reconocen dos especies validas: M. productus y M. angustimanus (Lloris et al.,

2003). Por su parte el morfotipo “merluza enana”, representa una entidad incierta ya que

algunos autores la consideran como una poblacion local de M. angustimanus (Balart-Paez,
2005; Cohen et al., 1990; Inada, 1981) y otros de M. productus (Bailey et al., 1982). Sin

embargo, en ambos casos, alin no existen evidencias cientificas que confirmen dicha



sinonimia 0 que pertenezca a una poblacion especifica, respectivamente. Para evidenciar
estas inconsistencias taxonoémicas, se realiz6 una revision de las descripciones taxonémicas
existentes para estas tres especies y el morfotipo enano. En dicha revision (ver Tabla 1), es
evidente un amplio traslape entre los intervalos de variacion de los caracteres diagnosticos
mas utilizados para la diferenciacion de estas especies (el nimero de radios de las aletas,
namero de branquiespinas y vértebras, y la proporcion de la longitud cefalica). Asi mismo
se observo que la informacidn sobre la variabilidad morfologica no abarca todo el rango de
distribucion de cada una de las especie, por lo que se podria decir que dicha informacion
estd incompleta. En un trabajo reciente, se investigd la variabilidad morfol6gica (datos
meristicos y morfométricos) de merluzas recolectadas en las costas de occidentales de
Oregon, California, Baja California, Baja California Sur y Costa Rica, ademas del Alto
Golfo de California (Brito-Chavarria, 2009). Los resultados de este estudio indicaron una
tendencia clinal en la variacion morfolégica de la merluza por lo que se propuso la
presencia de una sola especie en la regidn estudiada y se sugiere que dicha especie debiera
ser M. productus por que fue la primera especie de merluza descrita en el Pacifico
Nororiental.

Por lo antes expuesto, es necesario realizar estudios méas especificos usando otro
tipo de herramientas para la identificacion especifica y revisar material biolégico de una
forma mas exhaustiva a lo largo de todo el rango de distribucién de las taxa descritas en
esta region, con el objetivo de esclarecer cuantas y cuales especies de merluzas habitan en

la region del Pacifico Nororiental y Central.



Tabla I. Revision de las descripciones taxondmicas empleadas para la identificacion de las especies de merluzas que habitan en el Pacifico Nororiental y Central

(Merluccius productus, M. angustimanus M. hernandezi y el morfotipo “enano”).

NUmero de Radios

NUmero de Branquiespinas

Especies Autor D °D A P Superior _Inferior _ Total \Y LC/LP Area de Recolecta n
M. productus Ayres, 1855 11 40 40 16 - - - - - San Francisco, California -
Ginsburg, 1954 10-12 39-44 41-44 14-16 4-5 13-18  17-22 - 25.5-28.5 Washington, Oregon, y 12
(27.27) California
Vroman y Paloma, - 37-42 37-44 - 3-5(4.3) 13-18 16-22 50-55 25.6-33.3 California y Baja 105
1977 (409) (41) (15.1) (1949 (52.7) (28.7)  California
Inada, 1981 9-12 3944 3944 14-17 3-6(4.4) 14-17  17-23 53-54  24.7-28.9 Washington, Oregon, y 70
(10.3) (40.9) (41.1) (15.6) (15.6)  (20.1) (53.4) (26.3) California
M. angustimanus  Garman, 1899 10 35 36 17 4 14 18 - - Golfo de Panama -
Ginsburg, 1954 11-12  36-39 37-40 15-17 3-5 12-14  16-18 - 31-33.5 California, Golfo de 8
(32.3) California y Golfo de
Panamé
Inada, 1981 9-12 36-40 36-39 14-17 3-5 (4) 12-14 16-18 49-52  30.1-33.5 Baja California 45
(9.8) (37.6) (37.3) (16) (13.1) (17.1) (50.4) (31.9)
Mathews, 1985 - 34-39  32-40 - - - 14-18 45-49 (47) 26.1-29.7 Sinaloay Sonora 83
(36.7)  (36) (16.1) (27.3)
Balart, 2005 9-12 3541 34-42 - - 10-15 - - 27.2-47.6 Baja California 81
(10.2) (38.2) (38.7) (13.4) (32.4)
M. hernandezi Mathews, 1985 - 36-42 37-42 - - 14-20 - 47-52 23.7-30.5 Alto Golfo de California 159
(39.5) (39.8) (17.3) (49.1) (25.6)
Merluza enana Vroman y Paloma, - 35-41 3541 — 3-5(39) 11-16 14-20 47-53 26.5-35.4 Baja California 231
1977 (37.5) (37.7) (13.4) (17.3) (50.5) (31.25)

Datos meristicos y morfométricos: nimeros de radios en la primera aleta dorsal (1D), en la segunda aleta dorsal (2D), en la aleta anal (A) y aleta pectoral (P); nimero de
branquiespinas; nimero de vértebras (V) y longitud cefélica expresada en porcentaje de la longitud patrén (LC/LP). n, indica la talla de muestreo utilizada en cada

estudio. — no hay informacion



Estructura genética poblacional de las merluzas

El conocimiento de la estructura genética poblacional en peces con potencial
pesquero es particularmente importante para el manejo y conservacion de una pesqueria
(Hauser y Ward, 1998). En peces marinos pelagicos y demersales, es comdn que
presenten una débil estructuracién genética poblacional, incluso a través de grandes
distancias geograficas (Ward et al., 1994). En aguas marinas abiertas sin aparentes
barreras para la migracion, especies con alta capacidad de dispersion y grandes tallas
poblacionales, idealmente podrian representar una gran poblacién genéticamente
homogeénea (panmictica) con un alto flujo genético (Machado-Schiaffino et al., 2009;
Palumbi, 1994). Sin embrago, existen un gran numero de ejemplos que desafian esta
hipdtesis, esos estudios han demostrado que organismos con alta capacidad de
dispersion pueden exhibir una estructura genética poblacional, determinada por el
ambiente oceanico o por la historia de vida de la especie (Hutchinson et al., 2001;
Knutsen et al., 2003; Machado-Schiaffino et al., 2009; Rocha-Olivares y Vetter, 1999;
Roldan et al., 1998). Por lo que es pertinente entender mejor los mecanismos en el
medio marino, lo cual requiere caracterizar no solo la dinamica demogréfica y la
estructura genética, sino también las estrategias de historia de vida de las especies. En
este sentido, existen al menos tres hipdtesis no mutuamente exclusivas, que pueden
explicar la estructuracion genética poblacional en peces marinos pelagicos y
demersales: 1) factores ambientales, incluyendo cambios en el nivel del mar en tiempos
pasados y presentes o barreras fisicas antiguas; 2) la relacién entre las distancias
geogréficas y el aislamiento entre poblaciones; 3) los rasgos de historia de vida tales
como, el potencial para la dispersion, la filopatria o regreso a areas de desove y la
retencion larval (Avise, 2000; McLean et al., 1999; Palumbi, 1994).

Las merluzas son peces demersales que a nivel mundial presentan migraciones
verticales y estacionales, generalmente se mueven hacia el norte (o hacia el sur en el
hemisferio sur) y hacia las areas mas costeras durante las estaciones calidas (primavera-
verano), y se dispersan hacia el sur (0 hacia el norte en el hemisferio sur) y hacia aguas
mas profundas en las estaciones frias durante el otofio e invierno (Inada, 1981).
Presumiblemente debido a estos patrones de migracion a gran escala, las merluzas
presentan un alto grado de homogeneidad genética (panmixia), principalmente en areas

abiertas sin aparentes barreras fisicas dentro de su distribucidn geografica. Por ejemplo,



a partir de datos aloenzimaticos se ha sugerido que las poblaciones de M. gayi gayi
presentes en la plataforma continental de la costa de Chile desde Antofagasta hasta la
isla de Chiloé son genéticamente homogéneas (Galleguillos et al., 2000); esta misma
homogeneidad genética ha sido reportada en M. paradoxus y en M. capensis presentes
en las aguas costeras del sur de Africa (Grant et al., 1987; VonderHeyden et al., 2007),
en M. hubbsi de las costas de Argentina (Roldan, 1991), en M. merluccius de las costas
del Atlantico Oriental (Roldan et al., 1998) y en M. productus (stock “costero”) de las
costas del Pacifico Nororiental (lwamoto et al., 2004; Utter y Hodgins, 1969). No
obstante, las merluzas también tienden a presentar una estructuracion genética
poblacional (heterogeneidad genética) alrededor de &reas geograficas estructuralmente
complejas o mejor dicho areas parcialmente aisladas del mar abierto (por ejemplo, la
presencia de golfos, estrechos, canales 6 sondas marinas). Diferencias genéticas debido
a estos factores geogréficos se han reportado para poblaciones de M. merluccius
presentes en el Mar Mediterraneo, las cuales se diferencian de las del Atlantico Norte
(Castillo et al., 2005; Castillo et al., 2004; Cimmaruta et al., 2005; Grant y Leslie, 2001,
Levi et al., 2004; Lundy et al., 1999; Lundy et al., 2000; Roldan et al., 1998); esta
diferenciacion probablemente resulté de un aislamiento periddico debido a los cambios
en el nivel del mar a través del Estrecho de Gibraltar (Grant y Leslie, 2001; Roldan et
al., 1998). Esto ha sido también observado en poblaciones de M. hubbsi, las cuales
muestran diferencias entre las poblaciones del Golfo de San Jorge y de las costas
argentinas (Roldan, 1991), como también en las merluzas del Pacifico (M. productus)
presentes en el area de la Sonda de Puget y Estrecho de Georgia, que presentan
pronunciadas diferencias genéticas con respecto a las merluzas que habitan a lo largo
del Pacifico Nororiental, la denominada poblacion “costera” (lwamoto et al., 2004).
Recientemente en un estudio realizado en el norte y sur de las costas orientales del
Atlantico americano (Canada-Estados Unidos y Argentina) con dos especies de
merluzas (M. bilinearis y M. hubbsi) se detectaron diferencias significativas entre las
merluzas que habitan en los Golfos (Golfo de Maine, Canada-Estados Unidos y Golfo
San Matias, Argentina) y aquellas distribuidas en el mar abierto y se propuso que los
Golfos pueden ser considerados como areas de conservacion dada su condicion de

refugio para la variacion genética (Machado-Schiaffino et al., 2010).



La informacion sobre la estructura genética poblacional de las merluzas que
habitan en la porcion del Golfo de California y centro-sur del Pacifico Oriental (las
cuales incluyen las taxa inciertas de M. angustimanus y M. hernandezi) es escasa 0 nula,
en comparacion a la que existe para M. productus (merluza del Pacifico) presente en el
Pacifico Nororiental. Los estudios sobre patrones de migracion, areas de desoves,
crecimiento, abundancia y distribucion de la merluza del Pacifico (M. productus), han
permitido determinar la existencia de al menos cuatro stocks poblacionales: dos stocks
residentes en aguas parcialmente aisladas (stocks de Estrecho de Georgia y la Sonda de
Puget); uno altamente migratorio denominado “costero”, presente desde la costa oeste
de Vancouver hasta Bahia Magdalena, Baja California Sur; y por dltimo, un stock
nombrado enano que habita en aguas del sur de Baja California (Alverson y Larkins,
1969; Bailey et al., 1982; Funes-Rodriguez et al., 2009; McFarlane y Beamish, 1985;
Methot y Dorn, 1995; Pedersen, 1985; Stauffer, 1985). También se han detectado con
estudios morfoldgicos, diferencias entre el stock “costero” y merluzas del Golfo de
California (Ehrich y Rempe, 1980). A nivel genético, mediante estudios con marcadores
moleculares del tipo aloenzimaticos se ha corroborado la diferenciacion entre los stocks
residentes en aguas internas (stock de Sonda de Puget y del Estrecho de Georgia) y el
stock “costero”, de tal forma que, solo estos tres stocks han sido considerados como
poblaciones aisladas reproductivamente (Grant y Leslie, 2001; lwamoto et al., 2004;
Utter, 1969; Utter y Hodgins, 1969; Utter y Hodgins, 1971; Utter et al., 1970). lwamoto
et al. (2004). Asimismo usando variacion aloenzimatica en las merluzas del Pacifico
(M. productus), se sugirio (lwamoto et al., 2004) una expansion en la migracion
favorecida por eventos de post-glaciacion lo que permitié la colonizacion hacia aguas
internas (Sonda de Puget y Estrecho de Georgia) a través de la Sonda de Queen
Charlotte y Estrecho Johnstone 6 del Estrecho de Juan de Fuca, ya dentro de estas aguas
las condiciones para el desove fueron adecuadas facilitando la subsecuente separacion
con respecto a la poblacion costera inmediatamente después de un evento glacial (hace
~15,000 afios). El stock “costero”, por su parte, se caracteriza por presentar una
migracion anual: durante el otofio migran hacia zonas de alimentacion en las costas
orientales del Pacifico Norte; en invierno se desplazan hacia las costas del sur de
California y Baja California para desovar; y en primavera y verano, las merluzas adultas

migran hacia las partes mas nortefias (Islas de VVancouver), mientras que, los juveniles
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permanecen en las Californias (Bailey et al., 1982). Dentro de este stock altamente
migratorio, hasta el momento, no se observado ninguna diferenciacién genética por lo
que se ha considerado una poblacidon genéticamente homogénea desde las costas de
Washington hasta el sur de California (Grant y Leslie, 2001; Iwamoto et al., 2004;
Utter, 1969; Utter y Hodgins, 1969; Utter y Hodgins, 1971; Utter et al., 1970).

La estructura genética poblacional de la merluza del Pacifico (M. productus)
solo ha sido analizada en el area que va desde Washington hasta la costa occidental de
la peninsula de Baja California y se han utilizado solo datos bioldgicos, ecolégicos y
aloenziméticos. El presente estudio planeta como interrogantes si esta estructuracion
poblacional de la merluza del Pacifico, persistird si se aumenta el area de muestreo
hacia el area del Golfo de California y hacia las partes més surefias de su distribucion, y
si se utiliza diferentes tipos de marcadores moleculares tales como secuencias del ADN
mitocondrial y los microsatélites. EI Golfo de California representa un érea
parcialmente aislada del mar abierto, por lo que es probable que esta condicion
determine el aislamiento de otra poblacion, como ocurre en la Sonda de Puget o
Estrecho de Georgia. Ademas, el Golfo de California ya ha sido reconocido como un
area de aislamiento, ya que se ha reportado poblaciones disyuntas de diferentes especies
de peces; la disyuncién entre poblaciones ha sido explicado tanto por eventos
vicariantes (cierre de canales intra-peninsulares que permitieron el aislamiento de las
poblaciones del Golfo de California) como por eventos climaticos que permitieron la
invasion de especies templadas hacia el interior del Golfo via la region de Cabo San
Lucas, durante periodos de glaciacion (Bernardi et al., 2003). Un aspecto digno de
resaltar es si al incrementa el &rea de muestreo hacia las partes mas surefias, la
homogeneidad genética del stock “costero” permanecera a pesar de las distancias
geograficas o por el contario existe un proceso de aislamiento por distancia (Slatkin,
1993).

Otros estudios genéticos en las merluzas

Diferentes marcadores moleculares han sido empleados en estudios de merluzas,
con el objetivo de conocer la taxonomia, sistematica, filogenia, biogeografia 0
diferenciacion genética dentro de la especie. El polimorfismo presente en cada uno de

los marcadores moleculares, ha permitido ademas corroborar resultados, incluir o
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aumentar mayor informacion en el conocimiento de la especie. Por ejemplo, en un
principio, el conocimiento sobre la biogeografia y filogenia de las especies del género
Merluccius provenia solo de datos morfométricos y meristicos (Cohen et al., 1990;
Inada, 1981), de parasitos de las merluzas (Kabata y Ho, 1981), y de los otolitos (Ho,
1990). Sin embargo, la aplicacion de herramientas moleculares, permitié incorporar
mayor informacion sobre la historia de las merluzas: Roldan et al. (1999) analizaron las
relaciones genéticas de nueve especies de merluzas basandose en la variabilidad de 21
loci aloenzimaticos; Quinteiro et al. (2000) estudiaron la variacion del ADN
mitocondrial (secuencias de la Region Control) de once especies; Grant y Leslie (2001)
hicieron una revisién sobre la filogenia del género a partir de los datos previamente
publicados ademéas de datos nuevos de 20 loci aloenzimaticos; Campo et al. (2007)
utilizaron secuencias parciales de cuatro genes mitocondriales (12S y 16S ADNr, Cit-b
y Region Control) para reconstruir la filogenia del género, este trabajo fue el primero en
incluir datos de M. angustimanus, pero solo utilizaron dos secuencias de merluzas sin
mencionar el sitio de recolecta, por lo que existe incertidumbre sobre la procedencia y
validez taxondmica; y Campo et al. (2009) emplearon genes de 5S ADNr para comparar
los patrones filogenéticos de previos estudios. Desde el punto de vista filogenético, en
todos estos estudios existe una congruencia sobre el origen del género (norte del Océano
Atlantico) y la diversificacion del linaje ancestral, el cual fue dividido en dos clados:
uno incluye a especies del continente americano (M. bilinearis, M. albidus, M. gayi, M.
productus, M. angustimanus, M. australis y M. hubbsi) y el otro a especies del
continente europeo (M. merluccius, M. capensis, M. senegalensis, M paradoxus y M.
polli). En contraste, debido al tipo del marcador empleado y al nimero de especies
utilizadas, se resaltan algunas inconsistencias en la topologia dentro de estos clados,
como ejemplo podemos citar los trabajos hechos por Roldan et al. (1999) y Grant y
Leslie (2001), quienes con datos aloenzimaticos indican que M. australis es la especie
hermana de M. productus-M.gayi, mientras que con datos de genes mitocondriales y
nucleares (Campo et al., 2009; Campo et al., 2007) se sugiere a M. australis y M.
hubbsi como especies estrechamente relacionadas. Un potencial error en la construccion
de los arboles filogenéticos, es la no inclusion de todos los taxa identificados dentro del
género de las merluzas (Grant y Leslie, 2001). También en este mismo clado americano,

no hay suficiente informacion sobre las relaciones filogenéticas de las merluzas del
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Pacifico Nororiental y Central (M. angustimanus y M hernandezi) debido a la falta de
datos biologicos y de informacion confiable sobre la morfologia y genética de ambas
especies, por lo que no ha sido resuelta convincentemente. El presente estudio seria el
primero en obtener individuos de estas posibles especies (ver apartado sobre el estatus
taxondmico de la merluza), los cuales fueron recolectados en las &reas faltantes de los
previos estudios filogenéticos, esto seguramente contribuird parcialmente en la

definicion de la topologia del clado americano.

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son regiones del ADN que se heredan de una
generacion a otra (Freeland, 2005). Estos son herramientas que pueden ser usadas para
la generacion de datos genéticos, basados en el polimorfismo de macromoléculas
(proteinas y &cidos nucléicos), que permiten contestar cuestiones bioldgicas en campos
tan diversos como en evolucion, ecologia, taxonomia, diversidad, bio-medicina y
ciencias forenses. Con los marcadores moleculares, teéricamente es posible observar y
aprovechar la variacion genética de un genoma completo (Liu y Cordes, 2004). Existen
marcadores con diferente nivel de variabilidad debido a las diferentes tasas de mutacion.
Los marcadores altamente variables permiten diferenciar organismos estrechamente
relacionados, mientras que marcadores poco variables son utilizados para diferenciar las
relaciones entre taxa mas distantes. De acuerdo a su forma de herencia existen dos
categorias de marcadores: los dominantes y co-dominantes. En los primeros no se
pueden identificar a todos los alelos que estan presentes en un locus particular, mientras
que en los segundos si es posible distinguir entre homocigotos y heterocigotos, siendo
esta, una caracteristica importante de los marcadores co-dominantes por que permite
estimar los valores de heterocigosidad (Freeland, 2005).

La secuenciacion del ADN, es el unico método que identifica exactamente las
diferencias en las bases nucleotidicas entre individuos. Este método es mas preciso por
que permite comparar dos secuencias e identificar exactamente dénde y cémo se
diferencian, y como resultado, permite inferir las relaciones evolutivas de los alelos
(Freeland, 2005). En particular, el ADN mitocondrial (ADNmt) es mas facil de
amplificar que el ADN nuclear, porque existen varias copias dentro de la ceélula.

Ademas, este pequefio genoma circular presenta una herencia matrilineal, es haploide y
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tedricamente no es sometido a la recombinacion, caracteristicas que hacen su estudio
mas féacil y sencillo. Sus desventajas, son la presencia de: mutaciones reversibles (sitios
que ya han sido objeto de sustitucion y se devuelven a su estado original), sustituciones
paralelas (se producen mutaciones en el mismo sitio en linajes independientes) y
heterogeneidad en la tasa mutacional o sitios con altas tasas de mutacidon; algunas bases,
dentro de un determinado contexto de secuencia, son modificadas quimicamente por
accion de alguna enzima, y ello provoca una mayor susceptibilidad a la aparicion de
mutaciones puntuales (Liu y Cordes, 2004). De manera general el ADNmt en base a las
caracteristicas antes mencionadas se constituye como una herramienta muy Gtil para
estudios taxondmicos, como también para estudios de estructuracion poblacional
(Moritz et al., 1987). La Regién Control ha sido ampliamente utilizada para estudios
poblacionales porque es la region que evoluciona de 4-5 veces mas rapido que el resto
de la molécula del ADN mitocondrial (Moritz et al., 1987; Taberlet, 1996). Por lo tanto,
existe un mayor nimero de estudios a nivel poblacional utilizando principalmente la
Region Control. Sin embargo, el Citocromo b (Cit-b) también es considerado un
marcador altamente variable para el analisis poblacional y es probablemente el gen mas
estudiado en peces (Kocher et al., 1989), especialmente en Gadus morhua, bacalao del
Atlantico (Arnason, 2004; Arnason et al., 2000; Arnason et al., 1998; Carr y Marshall,
1991), asi como también en las anchovetas (Grant y Bowen, 1998; Yu et al., 2005). El
Citocromo Oxidasa Subunidad 1 (COI) por su parte, ha sido utilizado en menor
proporcion para analisis poblacionales, pero el nivel de variabilidad ha sido similar al
Cit-b (Yu et al., 2005) y a la Regién Control (Machado-Schiaffino et al., 2009). La
subunidad de 16S del ribosoma (16S ADNTr) no codificante del genoma mitocondrial ha
mostrado niveles de variabilidad genética similar al COIl (Peregrino-Uriarte et al.,
2007). Las regiones del ADNmt han sido bien estudiadas en peces y los iniciadores
universales (Kocher et al., 1989) para la amplificacion por PCR y secuenciado son muy
accesibles. Las diferentes regiones del ADNmt pueden ser eficazmente utilizadas para
resolver cuestiones taxondmicas a diferentes niveles, dependiendo de la region
secuenciada y el uso de varios factores de correccion para los tipos y posiciones de las
substituciones. Por lo tanto los genes codificantes como el Cit-b y COI y no codificantes
como la Region Control se caracterizan por ser regiones con tasa de evolucion rapida y

han demostrado ser particularmente Utiles para analizar las relaciones de taxa que
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divergieron recientemente como entre las poblaciones, especies y género. En cambio
regiones con tasa de evolucion mas lenta como el 12S y 16S del ADN ribosomico
pueden ser usados para detectar los niveles taxonomicos mas altos. De tal forma que la
historia evolutiva de un simple gen puede ser diferente de la historia de un genoma
entero, por lo que se debe tener precaucion en la interpretacion de la historia de las
poblaciones (Stepien y Kocher, 1997). En el presente estudio se intenta determinar la
utilidad practica del uso de diferentes regiones mitocondriales con diferente tasa
evolutiva para permitir una estimacion adecuada de la variabilidad genética en las
merluzas.

Los microsatélites son marcadores co-dominantes, los cuales son simples
secuencias cortas repetidas en tandem (2-6 pares de bases que se repiten cierto nimero
de veces), distribuidos abundantemente en el genoma nuclear (O'Connell y Wright,
1997). Cada locus microsatélite tiene mdltiples alelos con distinto nimero de
repeticiones, los cuales, se evidencian como bandas en geles o picos en fenogramas de
distinto tamarfio luego de su amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Los microsatélites, presentan altas tasas de mutacion, lo que conlleva un alto
nivel de polimorfismo. Su herencia es de tipo mendeliana y exhiben una evolucion
neutral (Freeland, 2005). Estas caracteristicas facilitan la interpretacion de los datos y
hacen a los microsatélites como el marcador mas popular en la genética de poblaciones,
porque son adecuados para inferir eventos genéticos poblacionales relativamente
recientes, asi como también develan diferencias genéticas sutiles en la estructura
poblacional y permiten determinar el flujo génico y diferenciar individuos
estrechamente emparentados (Estoup y Angers, 1998; Freeland, 2005). No obstante, el
empleo de los microsatélites requiere de una gran cantidad de inversion y esfuerzo.
Ademas, por cuestiones técnicas durante la amplificacion de los microsatélites por PCR,
puede resultar desviaciones y/o errores en los datos, como es la presencia de alelos
nulos o bandas repetitivas (stutters) (Oosterhout et al., 2004).

Para el género Merluccius se ha aislado y caracterizado seis loci microsatélite en
M. merluccius (merluza europea) (Moréan et al., 1999) y 10 loci en M. productus
(lwamoto et al. no publicados). Sin embargo, se han aislado loci microsatélites de otros
géneros cercanos a Merluccius, como Merlangius merlangus (Rico et al., 1997),

Macruronus magellanicus (D'Amato et al., 1999), y Theregra chalcogramma (O'Reilly
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et al., 2000), los cuales han sido utilizados por amplificacion cruzada para genotipificar
merluzas del Atlantico Oriental, M. merluccius (Castillo et al., 2005; Castillo et al.,
2004; Lundy et al., 1999), del mar austral M. australis (Machado-Schiaffino et al.,
2009), y de merluzas del Atlantico Occidental M. bilinearis y M. hubbsi (Machado-
Schiaffino et al., 2010). En el caso de las merluzas del Pacifico Nororiental, aun no se
han probado estos loci microsatélites para la amplificacién cruzada. En la presente
investigacion se realizaron pruebas de amplificacion cruzada en M. productus,
empleando 6 loci microsatelitales identificados previamente en Merlangius merlangus
(Rico et al., 1997) con el objetivo de obtener marcadores moleculares para estudios
genéticos en las merluzas del Pacifico Nororiental y Central. Ademas hasta la fecha la
estructura poblacional de la merluza del Pacifico solo ha sido analizada a partir de datos
bioldgicos, pesquero y aloenzimaticos, lo que justifica el emplear otro tipo de marcador
genético més variable, como lo son los microsatélites, que puedan detectar diferencias
genéticas sutiles dentro de una especie. De esta manera, la estructura poblacional de la
merluza del Pacifico, con el uso de marcadores hipervariables podria ser consistente o

refutar lo que anteriormente se ha observado con marcadores mas conservados.
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JUSTIFICACION

La merluza representa un recurso pesquero con altas posibilidades de
explotacion en las aguas mexicanas, principalmente en la region de la peninsula de Baja
California (Balart-Péaez, 1996). Por lo tanto, surge la necesidad de acrecentar el nivel de
conocimiento sobre la taxonomia, biologia y ecologia de la merluza. El conocimiento
sobre la diferenciacion especifica y delimitacion de unidades poblacionales, ha sido una
herramienta indispensable para el manejo en las pesquerias de peces marinos
comerciales (Utter, 1991), la falta de deteccion de unidades poblacionales puede
conducir a la sobreexplotacion pesquera local y a la disminucién severa de una
poblacién (Hutchings, 2000; Knutsen et al., 2003). Los antecedentes, revelan cierta
incertidumbre sobre el nimero de especies presentes en el Pacifico Nororiental y
Central, por lo que es primordial identificar si M. productus, M. angustimanus, M.
hernandezi y el morfotipo “enano” representan unidades especificas o si sus diferencias
solo representan una variabilidad a nivel poblacional.

Con respecto al nimero de unidades poblacionales, los analisis bioldgicos,
pesqueros y aloenzimaticos efectuados en M. productus, han logrado reconocer stocks
poblacionales genéticamente aislados en aguas internas como en la Sonda de Puget y
Estrecho de Georgia y una unidad poblacional costera con alta capacidad de dispersion.
No obstante, para esta especie no se han realizado estudios empleando otros tipos de
marcadores moleculares como el ADN mitocondrial y los microsatélites que exhiben
una mayor variacién en comparacion a las aloenzimas, por lo que podrian ofrecer mas
precision sobre el nimero de poblaciones existentes en esta region del mundo. Ademas,
los estudios de estructuracion genética previos, emplearon individuos recolectados
desde las costas de Washington (incluyendo la Sonda de Puget y Estrecho de Georgia)
hasta las costas occidentales de Baja California, por lo que existe un vacio de
informacidn genética en una parte considerable del rango de distribucion geogréafica de
la especie, requiriéndose ampliar el area de estudio con la finalidad de delimitar e

identificar geograficamente las unidades poblacionales presentes en la region.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el estatus taxondmico y la estructura genética poblacional de las merluzas

del Pacifico Nororiental y Central, mediante la aplicacion de herramientas moleculares.

Objetivos particulares

1. Evaluar la variabilidad genética a nivel especifico y esclarecer cuantas y cuéles

especies de merluzas habitan en el Pacifico Nororiental y Central

2. Evaluar la variabilidad genética a nivel intra-especifico y establecer la estructura
genética poblacional a lo largo de la distribucion geogréafica de las merluzas del Pacifico

Nororiental y Central

3. Inferir aspectos sobre la demografia histérica de las merluzas del Pacifico

Nororiental y Central
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HIPOTESIS

Hipdtesis 1

Dado que las especies de merluzas descritas en las costas del Pacifico
Nororiental y Central presentan una amplia distribucion geogréfica, alta capacidad de
migracion, solapamiento entre los caracteres diagnosticos morfométricos y meristicos y
que la variabilidad de dichos caracteres esta sujeta a la variacion clinal, se espera que en

esta region solo exista una especie de merluza.

Hipdtesis 2

Si las merluzas que habitan en éareas parcialmente aisladas como la Sonda de
Puget y Estrecho de Georgia son genéticamente diferenciadas de las merluzas que
habitan en el mar abierto, entonces se esperaria que las merluzas del Golfo de California

representen otra unidad poblacional distinta.

Hipotesis 3

Dado que no se ha logrado detectar diferencias genéticas en el stock altamente
migratorio denominado “costero” mediante marcadores poco polimorficos y el empleo
de éreas limitadas geograficamente, se espera observar una estructura genética
poblacional dentro de este stock al incrementar el rango geografico de estudio hacia las

partes mas surefias y al emplear marcadores altamente variables.
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MATERIALES Y METODOS

Sitios de recolecta

Un total de 826 merluzas fueron recolectadas a partir de diferentes cruceros de
pesca exploratoria con redes de arrastre sobre fondos blandos y pesca comercial. Un
crucero fue realizado en la costa occidental de la peninsula de Baja California en la
Bahia Sebastian Vizcaino (VI1Z) y en la parte surefia de Baja California Sur (BCS) con
el barco “BIP XII” del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S. C. en
marzo del 2006. Este crucero se realizd con el apoyo del proyecto “Estimacion de
pardmetros poblacionales y evaluacion de biomasa de crustaceos galateidos
(Pleuroncodes planipes y Munida spp.), en la costa occidental de la peninsula de Baja
California, México” (SAGARPA-CONACYT 2003-02-019). Otros dos cruceros se
realizaron en el Alto Golfo de California (AG) desde Isla EI Muerto hasta Isla Tiburdn,
en fechas diferentes (noviembre del 2006 y abril 2007) con el Buque de Investigacion
Pesquera “BIP XI” del Instituto Politécnico Nacional (INP) de Guaymas, Sonora.
Ambos cruceros formaron parte del proyecto de “Prospeccion de merluza y bacalao:
distribucion, tamafio poblacional e ictiofauna asociada en el Golfo de California”
(SAGARPA-CONACYT-2005-120581a). Un ultimo crucero se realizé en distintas
areas de la costa occidental de Estados Unidos: Washington (W), Oregén (O) y San
Francisco (SF). Dicho crucero se realizé con el Buque de Investigacion de la National
Oceanic y Atmospheric Administration (NOAA), de Seattle, Washington, en junio y
julio del 2007. Ademas, se obtuvieron 35 individuos de Eureka, Cal. (E) y ocho de
Costa Rica (CR), mediante las colaboraciones de la pesca comercial de Pacific Choice
Seafood y de la pesca de camardn en Costa Rica (Fig. 2 y Tabla Il). Posteriormente y
gracias a la colaboracién del Dr. Eric lwamoto investigador de la NOAA, Seattle,
Washington, se incluyeron 93 merluzas recolectadas en las aguas internas de la Sonda
de Puget, Washington (PS), estas fueron analizadas para genotipificar solo con
marcadores del tipo microsatélites durante una estancia de investigacion en la NOAA de
Seattle en febrero y marzo del 2009.

Se tomaron muestras de tejido (branquias y musculo) de todos los especimenes
recolectados. Posteriormente, todos los ejemplares se preservaron en alcohol

isopropilico (50%) y se depositaron en la coleccion de peces del Centro de



Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), con los numeros de catalogo:
CIBN4360-CIBN4383. Por otro lado, las muestras de tejido fueron preservadas en
etanol (96%) y almacenadas a 4° C hasta la extraccion del ADN. Estas muestras se

encuentran depositadas en la coleccién de tejidos del Laboratorio de Genética para la

ey

Conservacion del CIBNOR.
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Figura 2. Mapa del area de estudio y sitios de recolecta de merluzas (Merluccius spp.)
que habitan a lo largo de la costa del Pacifico Nororiental y Central: Sonda de Puget
(PS), Washington (W), Oregén (O), Eureka, Cal. (E), San Francisco, Cal. (SF), Alto
Golfo de California (AG), Bahia Sebastian Vizcaino, en Baja California (VI1Z), parte
surefia de Baja California Sur (BCS) y Costa Rica (CR).
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Tabla Il. Sitios, codigos y fechas de las recolectas, instituto que realizo la recolecta, coordenadas geograficas (latitud y longitud)
y talla de muestreo n, en paréntesis se indica el nimero de especimenes utilizados para los andlisis del ADN mitocondrial y

nuclear (mitocondrial/nuclear).

Sitio de Recolecta Codigo Fecha Instituto Latitud N Longitud O n
Sonda de Puget, Washington, EEUU PS Abr2009 NOAA - - - (-/93)
Washington, EEUU W Jul 2007 NOAA 47°55.42  125°49.20 71 (17/37)
Oregén, EEUU 0] Jul 2007 NOAA 42°56.20 124°46.40 60 (16/-)
Eureka, California, EEUU E May 2006 comercial  40°46.30 124°28.13 35 (4/19)
San Francisco, California, EEUU SF Jul 2007 NOAA 37°36.90 122°57.12  75(18/31)
Alto Golfo de California, Mex. AG Nov 2006 CRIP-IPN 29°07.98  112°37.07 405 (23/29)

Abr 2007

Bahia Sebastian Vizcaino, Baja California, Mex. VIZ Mar 2006 CIBNOR  28°37.49 114°53.49 50 (10/49)
Parte surefia de Baja California Sur, Mex. BCS Mar 2006 CIBNOR 23°29.82 110°36.41 122 (14/73)
Costa Rica CR Nov 2007 comercial ~ 9°33.52 84°49.24 8 (8/8)
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Extraccién del ADN

El ADN se extrajo siguiendo el método de cloruro de sodio (Aljanabi y
Martinez, 1997) y del Kit Dneasy™ Tissue, QUIAGEN®, EEUU. La calidad y la
concentracion del ADN total extraido, se observo mediante geles de agarosa al 1% y un
biofotdmetro Eppendorf, respectivamente. EI ADN total se catalogo y se constituyo una
coleccion de referencia en el Laboratorio de Genética para la Conservacion del
CIBNOR.

Amplificacion del ADN mitocondrial

Para la amplificacion del ADNmt se empled el ADN de 110 de los 826
especimenes recolectados, el nimero de individuos utilizados por sitio de recolecta fue
entre 8 a 20 individuos, a excepcion de Eureka con 4 individuos debido a que no se
logré obtener ADN de buena calidad para la amplificacion de los genes mitocondriales
(ver Tabla Il). Ademaés, por cuestiones técnicas no se incluyd en la amplificacion de los
genes mitocondriales el ADN de las merluzas recolectadas en la Sonda de Puget.

Se amplificaron fragmentos de tres genes mitocondriales: Cit-b, COl y 16S
ADNr. Se emplearon los protocolos generales (Palumbi, 1996), variando
simultdneamente algunos de los componentes de los reactivos para la PCR y las
condiciones térmicas del termociclador. La amplificacién para el fragmento del Cit-b se
realizd mediante los iniciadores L14322 y H14747 descritos por Teletchea et al. (2006);
para COIl con L6154 y H6556 (Teletchea et al., 2006); y para 16S ADNr con los
iniciadores 16S ADNr ar-L y 16S ADNr br-H (Kocher et al., 1989; Palumbi, 1996). Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 50 ul en donde se incluy6 90
ng aproximadamente de ADN total, buffer a 1X, 3 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada
dNTP, 0.5 uM de cada iniciador, y 0.75 U de Taq Polimerasa. La PCR se ejecut6 en un
termociclador Bio-Rad DNA Engine Peltier bajo las siguientes condiciones: un paso de
desnaturalizacion de 94°C por 5 min.; seguido por 30 ciclos, cada ciclo con un paso de
desnaturalizacion de 94 °C por 45 seg., uno de hibridacion de 50°C para Cit-b y COl y
de 53°C para 16S ADNr por 45 seg., seguido por una extension de 72°C por 1.5 min; y
por ultimo una extension final de 72°C por 15 min. Los productos del PCR fueron
examinados en geles de agarosa al 1.5%. La secuenciacion de los fragmentos

amplificados fue realizada en el Laboratorio Divisional de Biologia Molecular de la
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Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad lztapalapa y en Macrogen (Kumuchun-
Ku Seul, Korea), con los protocolos de Big Dye Terminator cycle sequencing Kit,
PerkinElmer, Waltham, MA. Se emplearon los kits de ExoSap-It y QIAquick (QIAGEN
Inc.) para la purificacion de los productos de PCR. Los iniciadores utilizados para la
secuenciacion fueron los mismos de la PCR. La electroforesis capilar se realizd en los
secuenciadores automaticos ABI PRIM 3100 Avant del Laboratorio Divisional de
Biologia Molecular de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad lztapalapa y
ABI PRISM 3730XL de Macrogen (Kumuchun-Ku Seul, Korea).

Amplificacion del ADN nuclear

Para la amplificacion del ADN nuclear se empleé el ADN de 246 de los 826
especimenes, ademas del ADN de las 93 merluzas recolectadas dentro de la Sonda de
Puget, Washington, dando un total de 339 individuos analizados. EI nimero de
individuos por sitio de recolecta fue desde ocho hasta 93 individuos, siendo Costa Rica
el sitio con el menor nimero de individuos analizados (ver Tabla I1). En los analisis de
los microsatélites no se incluydé a los individuos de Oregon porque en un previo analisis
exploratorio se observo redundancia en la variabilidad genética entre las merluzas de
Eureka y Oregon.

En el Laboratorio de Genética para la Conservacion del CIBNOR se probaron 16
pares de loci microsatélites disefiados para otras especies: 6 pares de Merlangius
merlangus (Rico et al., 1997), 6 de Merluccius merluccius (Moran et al., 1999); y 4
secuencias de M. merluccius reportadas en el GenBank pero aun no usadas por lo que
hubo la necesidad de disefiar iniciadores (Tabla I11). Para la amplificacion de estos loci
se utilizaron los protocolos generales de Palumbi (Palumbi, 1996), variando
simultaneamente algunos de los componentes de los reactivos para la PCR vy las
condiciones térmicas del termociclador. Los productos de PCR fueron evaluados por
electroforesis en geles de poliacrilamida 6% con 7.5 de urea. Para visualizar los
genotipos, los geles fueron tefiidos con el método de tincién de plata (Benbouza et al.,
2006) y la talla alélica fue determinada en base a la talla estandar de un marcador de 10
y 100bp (INVITROGEN). Posteriormente, ocho loci (MpA205, MpB7, MpB105,
MpC105, MpD113, MpC2-1, MpA1-11 y MpC2-E15) aun no publicados ni registrados

en el GenBank, fueron probados en una estancia de investigacion realizada en el
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Instituto de Investigacion de la National Oceanic and Atmospheric Administration
(NOAA) de Seattle, Washington con el Dr. Eric lwamoto investigador de dicha
institucion. Por cuestiones técnicas solo dos de los 16 loci probados en el Laboratorio de
Genética para la Conservacion (Mmer-hk20 y Mmer-04) y los ocho loci probados en la
NOAA fueron empleados para los analisis genéticos (Tabla I1I).

La PCR se llevd a cabo en volimenes totales de 10 pl, con las siguientes
concentraciones: 50 ng de ADN aproximadamente; 0.4 UM de cada iniciador marcado
con fluorescencia para su visualizacion (6-FAM, NED o HEX); 0.2 mM de cada dNTP;
2.0 MM MgCly; 0.5 unidades Tag DNA polimerasa; 1X buffer; y 0.1 pg de albumina
sérica bovina (BSA). Las amplificaciones se realizaron usando un termociclador
Applied Biosystems con las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacion inicial
a 95°C por 2 min.; seguido por 32 ciclos, cada ciclo con un paso de desnaturalizacion de
94°C por 40 seg., uno de hibridacion de 54°C para Mmer-04 y MpB7 y de 60°C para
MpD113,MpA205, MpB105, MpC2-E15, MpA1l-11, MpC2-1, C-105, Mmer-hk20 (por
40 seg.), y una extension de 72°C por 40 seg.; por Gltimo una extension final de 60°C
por 5 min. Se diluy6 1 ul del producto de PCR con 12 ul de formamida mezclada con
un marcador estandar (1300 pl de formamida y 13 pl de Liz 500 standard, Applied
Biosystems). Los productos diluidos de PCR fueron separados y visualizados
electroforéticamente con un secuenciador automatico ABI 3100 (Applied Byosystems,
HITACHI). Las tallas alélicas se interpretaron en base a la talla estandar GS 500 liz
(Applied Biosystems) y con los software GENESCAN 3.7 y GENOTYPER 3.7
(Applied Biosystems).
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Tabla I11. Iniciadores de los distintos loci microsatélites probados para amplificar ADN
nuclear de las merluzas que habitan en el Pacifico Nororiental y Central.
Especie Autor Locus Talla pb No. GenBank
Merlangius merlangus  Rico et al. (1997) Mmer-UEAWO01 264 X87461
Mmer-UEAW02 272 X87468
Mmer-UEAW04 222 X87462
Mmer-UEAW10 177 X87463
Mmer-UEAW11 147 X87465
Mmer-UEAW12 131 X87466
Merluccius merluccius ~ Moran et al. (1999)  Mmer-hk3b 332 AF136627
Mmer-hk7 76 AF136626
Mmer-hk9b 145 AF136628
Mmer-hk20* 222 AF137595
Mmer-hk29 161 AF137597
Mmer-hk34b 122 AF137596
GenBank Mmer-14 139 AJ635366
(disefio CIBNOR) Mmer-13b 209 AJ635365
Mmer-06 191 AJ635364
Mmer-04* 128 AJ635363
Merluccius productus Iwamoto MpA205* (84-192)
(no publicado) MpB7* (102-160)
MpB105* (154-260)
MpC105* (202-346)
MpD113* (306-484)
MpC2-1* (180-275)
MpA1-11* (165-220)
MpC2-E15* (200-340)

*indica los loci utilizados para los analisis genéticos

Analisis genéticos a nivel de especie

Uno de los retos iniciales en esta investigacion fue la de resolver la
incertidumbre taxondmica sobre el nimero de especies de merluzas que habitan a lo
largo del Pacifico Nororiental y Central, para ello se utilizaron diferentes algoritmos de
medidas de variabilidad y distancias genéticas a nivel especifico, como también, la
reconstruccion de arboles filogenéticos a partir de tres genes mitocondriales: Cit-b, COI
y 16S ADNT.

Variabilidad genética

En total se secuenciaron 110 fragmentos para cada gen mitocondrial (Cit-b, COI
y 16S ADNIrr). Estas secuencias nucleotidicas fueron editadas y alineadas con MEGA
version 4.0 (Tamura et al., 2007). El alineamiento se realizé con Clustal W (Thompson
et al., 1994) y con los valores por defecto incluidos en MEGA (penalidad de 15 gap y
6.66 gap de extension). Para confirmar la identidad de las secuencias del Cit-b y COI

fueron traducidas a secuencias de aminoacidos con el programa de MEGA. A partir de
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una prueba de homogeneidad de secuencias incluida en PAUP ver. 4.0b10 (Swofford,
2003), se combind las secuencias de los tres genes (Cit-b+COI+16S ADNr) de acuerdo
a su sefial evolutiva (P = 0.96) y se le nombro “fragmento combinado” el cual también
fue utilizado para los andlisis genéticos. Para determinar los niveles de homoplasia de
las secuencias alineadas, se hizo una prueba de saturacion nucleotidica utilizando el
programa de DAMBE version 5.0.45 (Xia y Xie, 2001), el cual utiliza el indice de
saturacion de substituciones de base por sitio nucleotidico (Xia et al., 2003).

También se estim6 la diversidad nucleotidica (m) y haplotipica (h) de las
secuencias alineadas para cada uno de los tres genes individuales y el fragmento
combinado, con el software DnaSP 4.0 (Rozas et al., 2003). Todos los haplotipos
obtenidos, se secuenciaron en direccion opuesta para confirmar su composicién

nucleotidica y fueron depositados y registrados en el GenBank.

Distancias génicas inter e intra-especificas del ADNmt

Se estimaron las distancias genéticas entre los distintos haplotipos obtenidos de
las 110 secuencias nucleotidicas, estas estimaciones se realizaron con el programa
MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007). Para este analisis se seleccion6 el modelo de
Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993), dado que el nimero de substituciones nucleotidicas
entre los distintos haplotipos observados fue bajo (<2%), y a que se ha demostrado que
todos los modelos de substitucion nucleotidica propuestos dan valores de distancias
genéticas muy similares (Nei y Kumar, 2000) no hubo por lo tanto, inconvenientes en el
uso de este modelo para el calculo de distancias genéticas. Para determinar el nivel de
divergencia genética de los haplotipos entre las distintas especies de merluzas a nivel
mundial, se incluyeron en este analisis secuencias homdélogas de otras especies de
merluzas registradas en el GenBank (Tabla 1V), con las cuales se estimo las distancias

genéticas tanto dentro como entre especies de merluzas.
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Tabla 1V. Numero de acceso de las secuencias homologas de
merluzas, obtenidas del GenBank para cada uno de los genes

analizados.
Especies Cit-b Ccoal 16S ADNr

M. merluccius DQ197962 (1) DQ174012 (2) DQ274031 (3)
M. merluccius DQ174063 (2) DQ174013 (2) DQ274032 (3)
M. merluccius DQ274033 (3)
M. merluccius DQ274034 (3)
M. paradoxus EF362909 (3) DQ274035 (3)
M. senegalensis  EF362908 (3) DQ274040 (3)
M. capensis EF362907 (3) DQ274022 (3)
M. capensis DQ274023 (3)
M. albidus EF362893 (3) DQ274016 (3)
M. albidus DQ274017 (3)
M. albidus DQ274018 (3)
M. polli EF362915 (3) DQ274036 (3)
M. polli DQ274037 (3)
M. bilinearis EF362886 (3) DQ174009 (2) DQ274021 (3)
M. bilinearis DQ174059 (2) DQ174010 (2) AF420456 (5)
M. hubbsi EF362890 (3) DQ274026 (3)
M. hubbsi DQ274027 (3)
M. australis EF362883 (3) DQ274019 (3)
M. gayi EF362887 (3) DQ174011(2) DQ274024 (3)
M. gayi DQ274025 (3)
M. productus DQ174064 (2) DQ174014 (2) DQ274039 (3)
M. productus DQ174065 (2) DQ174015 (2) EF458337 (6)
M. productus EF458338 (6)
M. angustimanus EF362897 (3) DQ274041 (3)
M. hernandezi AY821672 (4)

Numeros en paréntesis indican el autor que registro la secuencia
genética en el GenBank: (1) Gonzalez-Sevilla et al. 2005 datos no
publicados; (2) Teletchea et al. 2006; (3) Campo et al. 2007; (4) Pérez
et al. 2004, datos no publicados; (5) Rosel y Kocher, 2002; y (6) Park
et al. 2007, datos no publicados.

Es comun encontrar en las secuencias en el GenBank que no corresponden a los
taxa reportados, sin embargo, para los fines de esta comparacion, los nombres cientifico
registrados en el GenBank se consideraron validos. Para las comparaciones del
fragmento combinado (Cit-b+COI+16S ADNr) solo se pudo reconstituir una secuencia
combinada de la misma longitud a partir de las siguientes especies; M. merluccius, M.
bilinearis, M. gayi y M. productus (Tabla IV). Por otra parte, es necesario aclarar que
aunque las secuencias obtenidas del GenBank no son resultados de un mismo estudio
y/o organismo, las distancias genéticas obtenidas a partir de ellas, representan

estimaciones robustas del grado de variacion genética.
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Para definir el nivel de divergencia de los haplotipos obtenidos en este estudio se
compar6 la divergencia genética a nivel intra e inter especifico entre las especies de
merluzas. Para ello, primero se establecieron tres grupos de comparaciones: 1)
Comparacion a nivel de “Haplotipo”, el cual se refiere a las distancias entre los
haplotipos obtenidos en este estudio; 2) Comparacion a nivel de variaciéon “intra-
especifica” que incluye las distancias genéticas de las secuencias dentro de cada especie
(secuencias del GenBank); y 3) Comparacion a nivel de variacion “inter-especifica”, las
cuales corresponden a las distancias genéticas entre las secuencias de las diferentes
especies (secuencias del GenBank). Subsecuentemente, las distancias genéticas fueron
graficadas y para probar la diferencia estadistica entre ellas se realizé una prueba de
ANOVA mediante el programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004).

Analisis filogenético

Posteriormente se realizé un analisis de inferencia filogenética con el fragmento
combinado (Cit-b+COI+16S ADNr), para ello se usaron dos analisis; uno con el
algoritmo de Neighbor-Joining (N-J) (Saitou y Nei, 1987) y el otro mediante el método
Bayesiano (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). EI N-J se realiz6 con el software MEGA
utilizando el modelo de Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993) como el mejor modelo
determinado por ModelTest 3.5 (Posada y Crandall, 1998). La robustez estadistica fue
probada con 5,000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985). Por otro lado, la inferencia
bayesiana se realiz6 usando el programa MrBayes 3.1.1, bajo esta metodologia se elige
la filogenia con la mejor probabilidad posterior, muestreando los arboles de toda la
distribucion de probabilidades posteriores usando Metropolis-coupled Markov Chain
Monte Carlo (MCMC). Se corrieron cuatro cadenas calientes simultaneas por un millon
de generaciones con muestreo cada 100 generaciones. Para asegurar que las cadenas de
Markov alcancen la estabilizacion, se graficaron los valores logaritmicos de la
probabilidad contra las generaciones. Se descartaron todos los puntos existentes antes
de alcanzar la estabilizacidon (de manera conservativa los primeros 5,000 arboles). Para
el analisis Bayesiano se uso inicialmente el programa MrModelTest ver. 2.2 (Nylander,
2004) para determinar el modelo que mejor se ajusta a los haplotipos estudiados. La
secuencia del fragmento combinado de M. bilinearis, fue incluida como grupo externo,

debido a que esta especie es la mas divergente entre las merluzas americanas (Campo et
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al., 2007; Grant y Leslie, 2001; Quinteiro et al., 2000; Roldan et al., 1999). En este
mismo analisis se incluyeron secuencias de otras especies americanas de las costas del
este del Pacifico (M. productus y M. gayi). Adicionalmente y para corroborar la
identidad taxondmica de las secuencias de M. hernandezi y M. angustimanus reportadas
en el GenBank por Pérez et al. (2004; datos no publicados) y Campo et al. (2007), se
reconstruyé otro arbol filogenético donde se incorpord secuencias de Cit-b del GenBank
ademas de los haplotipos del mismo gen obtenidos en el presente estudio. Este analisis
no se pudo realizar para los otros fragmentos de ADN mitocondrial ya que no estan
disponibles en la banca genémica mundial, asimismo se compar6 las filogenias
descritas en previos estudios, particularmente el clado Americano donde se ubican las
especies en cuestion. Para estas inferencias filogenéticas solo se empled el método de
N-J con la distancia de Tamura-Nei en el programa de MEGA. En este analisis también
se incluyeron secuencias de M. bilinearis considerada como la especie ancestral y M.
productus y M. gayi como especies estrechamente relacionadas.

Analisis genéticos a nivel poblacional

Con el objetivo de determinar la variabilidad genética y la estructura poblacional
de las merluzas en el Pacifico Nororiental y Central, se emplearon los datos de la
variacion de secuencias mitocondriales y de loci microsatélites. Para las secuencias
mitocondriales, se utilizd la variacion tanto de las secuencias de los tres genes
mitocondriales individuales como del fragmento combinado, obtenidas de las merluzas
recolectadas en los 8 sitios de muestreo previamente descritos (Figura 2; W, O, E, SF,
V1Z, BCS, AG y CR). Para el andlisis de los microsatélites, se utilizd la variacion
genética de 10 loci microsatélites de las merluzas recolectadas en los siguientes sitios de
muestreo; PS, W, E, SF, VIZ, BCS, AG y CR.

Analisis de las secuencias del ADNmt
Variabilidad poblacional

La variacién génica se estim6 mediante los pardmetros génicos tales como:
numero de haplotipos (h), sitios polimorficos (S), diversidad nucleotidica (r), diversidad
haplotipica (Hd) y nimero promedio de diferencias nucleotidicas (K) para cada uno de

los genes mitocondriales (Cit-b, COl y 16S ADNIr) y para el fragmento combinado (Cit-
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b+COI+16S ADNr) por cada sitio de recolecta. Para lo anterior se emple6 el programa
DnaSP v 4.10.3 (Rozas et al., 2003). La diversidad nucleotidica y haplotipica se refiere
al numero promedio de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos secuencias
escogidas al azar y a la probabilidad de que dos secuencias seleccionadas al azar de una
muestra sean diferentes (Nei, 1987). Para determinar si existen diferencias significativas
en los pardmetros génicos (h, S, Hd y =, y k) entre los sitios de recolecta, se aplico un
analisis estadistico no paramétrico (Kruskal-Wallis, ANOVA), con el programa de
STATISTICA ver 7.0.

Diferenciacién genética de poblaciones

Los niveles de diferenciacion genética entre los sitios de recolecta, fueron
analizados mediante el indice de fijacion @ (Excoffier et al., 1992), dicho indice es un
analogo de los Fs donde se incluye informacion sobre la frecuencia haplotipica (Weir y
Cockerham, 1984) y distancias genéticas (Tamura-Nei con correccion gama). La
significancia de los valores de ®g se determino usando 10,000 permutaciones,
permutando haplotipos entre las localidades mediante cadenas de Markov incluido en
ARLEQUIN version 3.0 (Excoffier et al., 2005). Al valor de significancia (P), se le
aplico una correccion estadistica con el método de Bonferroni (Rice, 1989).
Simultaneamente, se estim6 el ndmero de hembras migrantes por generacion (flujo
genético, Nsm) entre las localidades a partir de la formula M = (1-F/2F«) (Slatkin,
1991), donde M = Nim para informacion mitocondrial y en lugar del F se utilizaron los
valores de ®@g. En términos generales, el flujo genético es un importante componente de
la estructura poblacional, ya que sus patrones y niveles determinan el grado en que cada
poblacién de una especie es una unidad evolutiva independiente (Slatkin, 1994). Bajo la
hipétesis de equilibrio de mutacién y deriva, si Nm es mayor que uno, el flujo génico
supera los efectos de deriva génica y previene la diferenciacion local. Si Nm es menor
que uno, entonces la deriva actua independientemente en cada una de las poblaciones, y
si es mayor de 4, las poblaciones se comportan como una gran poblacion panmictica
(Pifiero et al., 2008). Ambos analisis (@ y Nym) fueron calculados con el programa de
ARLEQUIN version 3.0 (Excoffier et al., 2005).

Para estimar la reparticion de la variabilidad genética entre las localidades

muestreadas se usd los haplotipos de los tres genes mitocondriales y el fragmento
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combinado y se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA,; con 10,000
permutaciones) con el programa de ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al., 2005). Primero se
realiz6 un AMOVA global y posteriormente se consideraron dos niveles jerarquicos
diferentes a partir de los resultados de los valores de ®¢ y del conocimiento de la
biologia de la especie. Para la primera hipotesis, modelo A 6 AMOVA global, se
considerod cada sitio muestreado como una poblacién independiente; para el modelo B
se consider0 la existencia de dos grupos, uno gque incluye a todos los sitios de recolecta
presentes a lo largo del Pacifico Nororiental y Central desde Washington hasta Costa
Rica (W, O, E, SF, VIZ, BCS Y CR) y el otro incluye a las merluzas presentes solo en
el Alto Golfo de California (AG); y el modelo C, considera tres grupos, uno nortefio
(W, O, E, SFy VIZ), un surefio (BCS y CR) y el AG. En el modelo B, el primer grupo
se disefio considerando el conocimiento que se tiene sobre la migracion norte-sur de las
merluzas (Bailey et al., 1982) y suponiendo que no existe ninguna barrera fisica que
limite el flujo genético a lo largo del Pacifico Nororiental, mientras que el otro grupo,
representa a las merluzas que se encuentra dentro del Golfo de California, area
parcialmente aislada donde se presume que la peninsula de Baja California y/o
corrientes oceanicas representan una barrera fisica al flujo genético y que ha permitido
la diferenciacion genética de las merluzas, tal y como se ha observado en otras merluzas
que habitan areas parcialmente aisladas como en el mar Mediterraneo, la Sonda de
Puget, Estrecho de Gibraltar, Golfo de Maine y Golfo de San Matias (Grant y Leslie,
2001; Machado-Schiaffino et al., 2010) u otros organismos marinos al interior mismo
del Golfo de California (Bernardi et al., 2003). El modelo C, se disefi6 de acuerdo a la
distribucion geografica de los sitios de recolecta, asi como también, por la informacion
que aportaron los valores pareados de ®@g. La seleccion de estos modelos se baso en un
analisis exploratorio con todos los posibles agrupamientos en el AMOVA con el
objetivo de encontrar la estructura genética méas parsimoniosa, la cual se define como
aquella que maximiza la variacion genética entre los grupos predefinidos mientras que

minimiza la variacién dentro de las poblaciones.
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Anélisis de los microsatélites
Variabilidad poblacional

El polimorfismo genético para cada locus microsatélite por sitio de recolecta, se
valoré mediante la frecuencia alélica, el numero de alelos (N,), la heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He). También se analiz6 el equilibrio de Hardy-Weinberg y
el desequilibrio de ligamiento, dichos andlisis se realizaron con el programa
ARLEQUIN ver 3.0 (Excoffier et al., 2005). El equilibrio de Hardy-Weinberg fue
evaluado por el método de Markov (Guo y Thompson, 1992), usando 100,000 cadenas
de Markov y 10,000 pasos de desmemorizacion, y el desequilibrio de ligamiento para
todos los pares de loci fue calculado usando 10,000 permutaciones. Se aplicd la
correccion de Bonferroni para ajustar el valor critico de significancia (Rice, 1989).
Ademas, se calculd la riqueza alélica (AR) usando el programa Fstat 2.9.3.2 (Goudet,
2001), el cual usa un procedimiento de rarefaccion para hacer las estimaciones en base
al tamafio minimo de muestreo (Goudet, 2001). Se analiz6 asimismo el numero de
alelos efectivos aplicando la formula ne = 1/Zp;i? (Hartl y Clark, 1997). En el analisis de
la riqueza alélica no se incluyé el locus B-105 debido a la presencia de un elevado
ndmero de datos faltantes. Se aplic6 un andlisis estadistico no paramétrico (Kruskal-
Wallis, ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas en la variabilidad
génica (N, ne, AR y He) entre los sitios de recolecta, con el programa STATISTICA ver
7.0. Para identificar errores en la genotipificacion, se analizé la presencia de alelos
nulos (falsos homocigotos) y se estimé su frecuencia, para cada locus y sitio de
recolecta, mediante el algoritmo EM — Méxima Esperanza (expectation-maximization)
(Dempster et al., 1977) con el programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007). Frecuencias
de alelos nulos superiores a 0.05 pueden resultar problematicas e inducir falsas

asignaciones o estimaciones erréneas (Martinez, 2005).

Diferenciacion genética de poblaciones

La diferenciacion genética entre poblaciones, se examind con diferentes analisis
genéticos. Primero se realizd un analisis factorial de correspondencia (AFC) utilizando
el programa de GENETIX 4.05.2 (Belkir et al., 2000). EI AFC es un tipo de analisis
canonico para describir las relaciones entre los individuos, los sitios de recolecta

(consideradas como poblaciones distintas) y las frecuencias alélicas de los diferentes
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loci. Posteriormente, se estimaron los indices de fijacion Fg (Weir y Cockerham, 1984;
Wright, 1951) y se realizd un andlisis de varianza molecular (AMOVA) con diferentes
modelos jerarquicos para determinar la variacion genética a partir de las frecuencias
alélicas, estos ultimos analisis se hicieron con el programa de ARLEQUIN version 3.0
(Excoffier et al., 2005). El estadistico Fs de Wright (Weir y Cockerham, 1984; Wright,
1951), mide la reduccidon en la heterocigosidad debida a diferenciacion genética entre
poblaciones, esto es, la variacion de las frecuencias alélicas entre poblaciones: cuando
mayor haya sido la deriva génica, mayor sera la varianza en las frecuencias alélicas
entre poblaciones. La interpretacion de los F es, si el valor F es de cero, indica que las
frecuencias alélicas son iguales en todas las poblaciones, por lo tanto no existe
diferenciacion alguna y el valor maximo posible es uno, cuando en cada poblacién se
han fijado alelos diferentes. Los valores de Fg pareados y los AMOVAS se
determinaron usando 10,000 permutaciones. Al igual como fue realizado para las
secuencias mitocondriales, el realiz6 un AMOVA global el cual representa el modelo A
donde se considero6 a cada sitio de recolecta como una poblacién distinta; el modelo B,
se disefio de acuerdo a los antecedentes, esto es, se consideraron dos poblaciones
aisladas, que habitan en aguas parcialmente aisladas como son las merluzas de la Sonda
de Puget (PS) y el Golfo de California (AG), y una poblacion que incluye a todas las
merluzas que habitan en mar abierto desde Washington hasta Costa Rica (W, E, SF,
VIZ, BCS y CR); y el modelo C, se disefio de acuerdo al resultado de los valores de Fy,
donde se agruparon los sitios que no mostraron una significativa diferenciacion
genética. Dichos modelos fueron seleccionados a partir de un andlisis previo donde se
emple6 todos los posibles agrupamientos en el AMOVA con la finalidad de encontrar la
estructura genética mas parsimoniosa. Los valores de significancia se ajustaron con la
prueba de Bonferroni (Rice, 1989).

Tambien se calcularon las distancias genéticas entre pares de sitios de recolecta,
empleando la distancia de Nei (Nei, 1972). Esta distancia de Nei asume que todas las
diferencias entre poblaciones surgen por mutaciones y por deriva génica y e€s
considerada como apropiada para los analisis microsatelitales (Takezaki y Nei, 1996).
Los valores de las distancias fueron empleados para la construccién de un dendrograma
mediante el método de Neighbor-Joining (N-J) (Saitou y Nei, 1987), para lo cual se usé
el paquete de PHYLIP 3.6 (Felsenstein, 1993) con los médulos de NEIGHBOR vy
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CONSENSE. La visualizacion del dendrograma se realizé con el programa TREE-
VIEW 1.6.6 (Page, 1996). La topologia del dendrograma fue probado por 5,000 réplicas
de bootstrapping sobre los loci.

En adicion a lo anterior, se utilizé un método bayesiano para inferir el nimero de
unidades genéticas homogéneas o poblaciones (K) y su delimitacion espacial (Pritchard
et al., 2000) con el programa STRUCTURE version 2.3.1 (Pritchard et al., 2009). Este
programa asume que los individuos recolectados representan K poblaciones y usa el
método de Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) para asignar genotipos multi-
locus individuales a poblaciones, minimizando desviaciones de H-W y desequilibrio de
ligamiento. Por lo tanto, este programa, estima el nimero de poblaciones (K)
genéticamente diferentes y asigna probabilisticamente a los individuos a una poblacién,
el nimero de K que tenga la mayor probabilidad es tomado y cada individuo se asigna
con una probabilidad (g) de pertenecer a un grupo reconocido (Pritchard et al., 2000).
En este andlisis, se utilizé el juego de pardmetros comunmente usados en la literatura, y
recomendado por el manual de STRUCTURE (Evanno et al., 2005; Falush et al., 2003;
Schwartz y McKelvey, 2009), con el objetivo de detectar una sub-estructuracion
poblacional. Los pardmetros fueron los siguientes: modelo de mezcla, sin informacion
poblacional a priori y la opcion de frecuencias alélicas correlacionadas recomendada
por Falush et al. (2003). Para cada iteracion (simulacién) se empleo un periodo de
calentamiento de 250,000 pasos y las MCMC consistieron en 1°000,000 repeticiones.
Se ha reportado que diferentes iteraciones pueden producir diferentes valores de
probabilidad (Evanno et al., 2005). Por lo tanto, se probaron valores de K de 1 hasta 8,
con 10 iteraciones independientes para cuantificar la variacién en el logaritmo
probabilistico para cada K. ElI nimero éptimo de K fue determinado siguiendo las
recomendaciones de Evanno (Evanno et al., 2005), donde se calculo AK basado en la
tasa de cambio en el logaritmo de probabilidad de los datos entre sucesivos valores de K
para detectar el nimero correcto de poblaciones.

Finalmente se realizd una prueba de Mantel (10,000 permutaciones) empleando
el programa GENETIX (Belkir et al., 2000) para determinar si las merluzas que habitan
en el Pacifico Nororiental y Central presentan un modelo de aislamiento por distancia.
Las distancias genéticas (distancias de Nei 1972) entre localidades se obtuvieron

mediante el programa de GENETIX (Belkir et al., 2000) y las distancias geogréaficas se
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obtuvieron midiendo la distancia lineal entre cada par de sitio de recolecta usando la
informacion geogréfica de Google Earth.

Demografia histérica

Con el objetivo de investigar cambios demogréaficos en las merluzas del Pacifico
Nororiental y Central se emplearon pruebas de neutralidad, analisis de distribucion de
las diferencias por pares de secuencias (mismatch) y de redes haplotipicas con las 110

secuencias de los tres genes mitocondriales individuales y el fragmento combinado.

a) Pruebas de neutralidad de Tajima (1989) y Fu (1997)

Para probar la hipotesis de que todas las mutaciones observadas en los
haplotipos son selectivamente neutrales, bajo los supuestos de, una talla de poblacion
constante, sitios infinitos, no solapamiento de generaciones, apareamiento al azar y no
recombinacion (Kimura, 1983; Sano y Tachida, 2005); se utiliz6 la prueba de Tajima
(Tajima, 1989) y de Fu (Fu, 1997). La prueba de Tajima (D), se basa en la deteccién de
las diferencias entre el nimero de sitios segregados (sitios polimorficos, 0) y el nimero
promedio de las diferencias nucleotidicas (). Si D resulta positiva, indica que algunos
alelos se encuentren bajo seleccion positiva, incrementando sus frecuencias (escaso
polimorfismo de alta frecuencia), lo cual se interpreta como una disminucién de tamafio
de la poblacién pero también puede indicar seleccién balanceada. En cambio, si resulta
negativa, indica la ocurrencia de un exceso de polimorfismo de baja frecuencia que se
interpreta como que la poblacién sufrié un proceso de expansién poblacional y/o
seleccion negativa. Pero si D es igual a cero, significa que no hay diferencia alguna
entre los estimadores, por lo que la hip6tesis nula de la neutralidad es aceptada, (Tajima,
1983; Tajima, 1989). Por su parte, la prueba de Fu (Fs) se basa en el modelo de sitios
infinitos sin recombinacion por lo que es apropiada para secuencias cortas de ADN,
utiliza la probabilidad del nimero de sitios en una muestra de n secuencias. Fu (1997)
menciona que la prueba de Fs es muy sensible a eventos de expansion demografica
poblacional y seleccion indirecta. Los valores negativos de la prueba indican exceso de

variantes raras que resultarian de expansion poblacional o seleccion indirecta.
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b) Anélisis de distribucion de las diferencias por pares de secuencias (mismatch)

Para corroborar la hipétesis de una expansion poblacional, se utilizé la
distribucion de las diferencias por pares entre las secuencias (mismatch) de los tres
genes mitocondriales y el fragmento combinado, para ello se emple6 el programa
ARLEQUIN (version 3.0) y para la representacion grafica se emple6 el programa de
DnaSP v 4.10.3 (Rozas et al., 2003). La distribucién de mismatch tiende a ser
multimodal en poblaciones en equilibrio demogréafico y unimodal en aquellas que han
experimentado una reciente expansion demografica (Rogers y Harpending, 1992;
Slatkin y Hudson, 1991). La construccion de la distribucion se basa en tres pardmetros:
una teta inicial (6y), se refiere al valor previo a una expansion poblacional; una teta final
(1), es el valor posterior de una expansion poblacional; y tau (1) que es un indice del
tiempo de expansion expresado en unidad de tiempo mutacional (Rogers y Harpending,
1992). La significancia estadistica de la distribucion de mismatch se estimé mediante la
suma de los cuadrados de las desviaciones (SSD) (Schneider y Excoffier, 1999), donde
se compara la distribucion observada con la esperada bajo un modelo nulo de expansion
poblacional. La bondad de ajuste se evalu6 mediante simulacién de Monte Carlo (5,000
réplicas) suponiendo los pardmetros estimados y usando el algoritmo de coalescencia
modificado (Hudson, 1990). Ademas, se obtuvo el indice de irregularidad (r) de la
distribucion de mismatch observada (Harpending, 1994), este indice presenta valores
mas altos en las distribuciones multimodales cominmente encontradas en una poblacion
estacionaria en comparacion con las distribuciones unimodales tipicas en poblaciones
en expansion. Los valores de significancia para SSD y r no deben ser significativos (P >
0.05) para aceptar la hip6tesis de poblaciones en expansion. También, la significancia
de ajuste de la distribucion esperada y observada se realiz6 por medio de la prueba de
Ramos-Onsins y Rozas (2002) (Ry), la cual emplea la teoria de coalescencia y se basa
en el nimero de mutaciones Unicas (singleton), el numero promedio de diferencias
nucleotidicas y el nimero de sitios segregantes, por lo que se considera el R, como la
prueba de neutralidad estadistica mas poderosa (Ramos-Onsins y Rozas, 2002; Sano y
Tachida, 2005). Por Gltimo, el valor de t fue utilizado para estimar el tiempo real desde
la expansion (T) con la ecuacion T = 1/ 2u (Rogers y Harpending, 1992), donde 2u = u
x el tiempo generacional x numero de bases secuenciadas, donde u es la tasa

mutacional. Debido a la falta de calibracién de la tasa mutacional para la merluza (o
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cualquier otro merlucido), se utiliz6 la tasa mutacional del Cit-b del bacalao del
Atlantico 3.86x10%/sitio/afio (Arnason, 2004; Sigurgislason y Arnason, 2003). El

tiempo generacional de las merluzas es considerado entre 1-3 afios (Balart-Paez, 2005).

c) Redes haplotipicas

Debido a que muchos de los supuestos subyacentes de los métodos tradicionales
de construccion de arboles se violan a menudo al momento de abordar estudios a nivel
intra-especifico, tales como, la baja divergencia, la existencia de nodos ancestrales,
multifurcaciones, reticulacion y grandes tamafios de muestreo (Posada y Crandall,
2001), se realizé un analisis de redes entre los haplotipos de las poblaciones (genealogia

intra-especifica), utilizando el método de union por la mediana (Median-Joining)

implementado en el programa Network 4.5.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com),

para inferir sobre las relaciones entre los haplotipos observados.

RESULTADOS

Analisis genéticos a nivel de especie
Variabilidad genética

El alineamiento de las 110 secuencias de cada uno de los genes mitocondriales y
el fragmento combinado (Cit-b+COI+16S ADNIrr) se realiz6 sin incluir ningn gap. El
namero total de nucleétidos examinados fue de 351 pb para Cit-b, 402 pb para COl, 449
pb para 16S ADNr y 1,202 para fragmento combinado. No existié homoplasia en las
secuencias obtenidas, debido a que no se detect6 saturacion nucleotidica en ninguno de
los juegos de datos (Iss<lssc). La diversidad nucleotidica () y haplotipica (h) fue de
0.004 y 0.78 respectivamente en Cit-b; 0.003 y 0.62 en COI; 0.001 y 0.43 en 16S
ADNIr; y 0.002 y 0.89 en el fragmento combinado. Se observé un elevado nimero de
haplotipos en los tres genes y en el fragmento combinado (22, 19, 16 y 48 para el Cit-b,
COlI, 16S ADNr y fragmento combinado, respectivamente; ver Tablas V y VI). Las
diferencias entre estos haplotipos fueron de uno a cuatro pasos mutacionales y casi
todas las sustituciones fueron transiciones (C-T 6 A-G) y solo se observd una
transversion en cada uno de los genes (C-G en Cit-b, G-T en COI, T-A en 16S ADNr) y

tres transversiones en el fragmento combinado (C-G, G-T y T-A). Ademas, en cada gen
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y en el fragmento combinado, se observo un haplotipo comin “H1” con alta frecuencia
(42.7, 60, 74.5 y 30.9% para el Cit-b, COI, 16S ADNr y fragmento combinado,
respectivamente). Este haplotipo comin se presentd en todos los sitios de muestreo
(excepto para el COIl en Costa Rica y para el fragmento combinado que estuvo ausente
en Costa Rica y Alto Golfo). También, se observaron haplotipos compartidos (con bajas
frecuencias) entre los distintos sitios, asi como un alto nimero de haplotipos exclusivos
en areas nortefias y surefias. Por ejemplo; en Cit-b los haplotipos H7-H11 fueron
exclusivos de CR, BCS y VIZ; los haplotipos H12-H18 fueron exclusivos del AG; y los
haplotipos H19-H22 estan presentes sélo en SF, E, O y W. Cabe resaltar que en todos
los genes estudiados, el area del Alto Golfo de California present6 el mayor numero de
haplotipos Unicos, siendo uno de ellos el mas frecuente (H12=7/22 individuos para el
Cit-b; H10=13/22 para COIl; H7=12/22 para 16S ADNr). Todos los haplotipos
obtenidos en el presente estudio, fueron depositados en la banca genémica mundial
(GenBank) con el nimero de acceso de GQ503215-GQ503232 para Cit-b, GQ503196-
GQ503214 para COl, y GQ503180-GQ503195 para 16S ADNr.
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Tabla V. Haplotipos (H), sitios variables y frecuencias haplotipicas de tres genes
mitocondriales de las merluzas del Pacifico Nororiental y Central: a) Cit-b, b) COl y ¢)

16S ADNT.

a)

Cit-b
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Sitios de recolecta
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Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla 11.
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Tabla VI. Haplotipos (H), sitios variables y frecuencias haplotipicas del fragmento combinado (Cit-b+ COI+16S ADNr) de las merluzas
del Pacifico Nororiental y Central.

Cit-b +COI+16S ADNr Sitios variables Sitios de recolecta
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Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla 11.
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Distancias genéticas inter e intra-especificas del ADNmt

Las distancias genéticas intra e inter-especificas estimadas con el modelo de
Tamura y Nei para el género Merluccius se muestran en la Tabla VII. EI promedio y
rango de las distancias genéticas entre M. merluccius, M. senegalensis, M. capensis, M.
polli, M. paradoxus, M. bilinearis, M. albidus, M. australis, M. hubbsi, M. gayi y M.
productus fue de 9% (1.2-14%), 7.8% (2-11.3%), 2.4% (0.6-4.3%), y 5.8 (1.4-8.1%)
para el Cit-b, COIl, 16S ADNr y el fragmento combinado, respectivamente. Mientras
que, las distancias intra-especificas de algunas de estas especies (M. merluccius, M.
capensis, M. polli, M. bilinearis, M. albidus, M. hubbsi, M. gayi y M. productus)
presentaron valores menores del 1%; mostrando promedios y rangos de 0.6% (0.4-
0.8%), 0.4% (0.3-0.6%), 0.3% (0.2-0.4%), y 0.3% (0.2-0.4%) para el Cit-b, COl, 16S
ADNr y el fragmento combinado, respectivamente. Valores bajos de distancia genética
también fueron observados entre los haplotipos obtenidos en el presente estudio: 0.7%
(0.3-1.1%) para Cit-b; 0.7% (0.2-1.4%) para COI; 0.5% (0.2-1.3%) para 16S ADNr; y
0.4% (0.09-0.9%) para el fragmento combinado. Las distancias genéticas entre las
secuencias reportadas en el GenBank de M. productus, M. angustimanus y M.
hernandezi igualmente mostraron valores pequefios que podrian corresponder a una
variabilidad intra-especifica, dado que los valores promedio y rango fueron de 0.5%
(0.4-0.8%) para Cit-b y 0.4% para 16S ADNT.
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Tabla VII. Matriz de la distancia genética de especies de Merluccius spp., estimada con el modelo de Tamura y Nei y expresada en
porcentaje. (a) Arriba de la diagonal: distancia genética para el 16S ADNr; debajo de la diagonal: distancia genética para el Cit-b; y en la
diagonal: distancia genética dentro de la especie para el Cit-b y 16S ADNr [Cit-b \ 16S ADNr]. (b) Arriba de la diagonal: distancia
genética para el fragmento combinado; debajo de la diagonal: distancia genética para el COl; y en la diagonal: distancia genética dentro de

la especie para COl y el fragmento combinado [COI \ (Cit-b+COI+16S ADNr)].
a)

Cit-b\16S ADNr Mmer (4) Msen Mcap (2) Mpol (2) Mpar Mbil (2) Malb (3) Maus Mhub (2) Mgay (2) Mang  Mher Mpro (3) H (16)
Mmer (2) [0.4\0.4] 1.1 1.3 2.2 2.1 4.0 3.2 2.8 2.2 2.8 3.1 - 3.0 3.1
Msen 1.4 - 1.3 2.2 2.1 4.3 3.7 3.5 2.4 3.0 35 - 3.4 3.5
Mcap 4.8 52 [-\0.2] 1.4 1.7 3.7 3.1 2.7 1.8 2.4 2.9 - 2.8 2.9
Mpol 7.6 7.4 7.8 [-\0.2] 0.6 4.0 3.7 3.1 2.4 2.7 3.1 - 3.0 3.1
Mpar 7.6 8.3 7.3 4.0 - 4.1 4.2 3.0 2.7 2.8 3.0 - 2.9 3.0
Mbil (2) 12.5 12.2 131 10.8 10.8 [0.8\0.2] 3.1 2.4 2.3 1.8 2.0 - 1.9 2.0
Malb 13.0 13.6 11.7 10.5 11.0 7.3 [-\0.3] 3.0 2.1 2.7 2.5 - 2.4 2.5
Maus 13.2 13.0 13.3 11.0 10.9 6.9 4.4 - 1.7 0.8 0.9 - 0.8 0.9
Mhub 12.8 12.6 12.9 10.5 11.8 7.3 4.0 4.8 [-\0.2] 0.9 1.7 - 1.6 1.8
Mgay 12.9 12.7 13.0 10.6 10.5 6.9 6.5 4.8 5.6 [-\0.2] 0.8 - 0.7 0.9
Mang 13.9 13.6 13.9 111 115 6.9 5.6 4.8 4.8 1.6 - - 0.4 0.3
Mher 13.4 13.2 135 10.7 11.0 6.5 5.2 4.4 4.4 1.2 0.4 - - -
Mpro (3) 13.9 13.7 14.0 11.1 11.3 6.9 5.6 4.5 4.2 1.6 0.8 0.4 [0.5\0.3] 0.5
H (22) 14.1 13.8 14.1 11.3 11.4 7.2 6.0 4.7 4.4 1.9 1.1 0.8 0.5 [0.7\0.5]
b)

COI\ (Cit-b +COI+16S ADNr) Mmer (2) Mbil  Mgay Mpro (2) H (48)

Mmer (2) [0.6\0.5] 8.1 8.1 7.9 7.9

Mbil (2) 9.1 [0.3\-] 5.1 4.8 49

Mgay 11.3 7.9 - 1.4 1.4

Mpro 9.9 6.6 2.0 [-\0.09] 0.3

H (19) 10.1 6.7 2.1 0.5 [0.7\0.4]

Mmer= M. merluccius; Msen= M. senegalensis; M cap= M. capensis; Mpo=I M. polli; Mpar= M. paradoxus; Mbil= M. bilinearis; Malb= M. albidus; Maus= M.
australis; Mhub= M. hubbsi; Mgay= M. gayi; Mang= M. angustimanus; Mher= M. hernandezi; Mpro= M. productus; y H=haplotipos del presente estudio. Los

nUmeros en paréntesis corresponden al nimero de secuencias analizadas dentro de cada especie.
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La mediana y rango de las distancias genéticas en los tres grupos de
comparacion (“Haplotipo”; “Intra-especifico”; e “Inter-especifico) para los tres genes y
el fragmento combinado, no respetd la normalidad, por lo que se usaron analisis no
paramétricos para evaluar las diferencias estadisticamente significativas. La variacion
de las distancias fue significativamente diferente entre los tres grupos (Fig. 3). La
prueba estadistica de Kruskal-Wallis y el ANOVA fue de: Cit-b (H=172.7,df=2,n =
309, P =0.000); COI (H=20.2, df =2, n =179, P = 0.0000); 16S ADNr (H = 120.2, df
=2, n =193, P = 0.000); y fragmento combinado (H = 18.7, df =2, n = 1136, P =
0.0001). De manera particular, entre los grupos de “Haplotipo” e “Intra-especifico” no
se presentd diferencia significativa en los genes mitocondriales, excepto para el 16S
ADNr (P = 0.04). En cambio, el grupo “Inter-especifico” fue significativamente
diferente a los grupos de “Haplotipo” e “Intra-especifica” (P < 0.01 para Cit-b, COl,
16S ADNr vy el fragmento combinado (Fig. 3). Cabe mencionar, que las distancias
genéticas entre M. productus, M. angustimanus y M. hernandezi no fueron incluidas en
las comparaciones “Inter-especifico” puesto que su distancia fue menor de 0.8% (valor

considerado como de un nivel de variacion intra-especifica).
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Figura 3. Variacién de las distancias genéticas del género Merluccius spp., estimadas
con el modelo de Tamura-Nei para las regiones mitocondriales Cit-b, COI, 16S ADNry
el fragmento combinado (Cit-b+COI+16S ADNr). Grupos de comparacion: “Haplotipo”
(distancias entre los haplotipos del presente estudio); “Intra-especifico” (distancias entre
las secuencias obtenidas del GenBank dentro de cada especie); “Inter-especifico”
(distancias entre las secuencias obtenidas del GenBank para las diferentes especies). El
pequefio cuadro negro indica la mediana, la caja los cuartiles (25-75%), y los bigotes
representan el rango
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Analisis filogenéticos

Las topologias de los arboles filogenéticos reconstruidos con el fragmento
combinado (Cit-b+COI+16S ADNr) y bajo el criterio de N-J y Bayesiano fueron
similares (Fig. 4; solo se muestra el arbol del analisis Bayesiano). En la topologia del
arbol se observo la separacion de las secuencias de M. bilinearis y de M. gayi, las cuales
corresponden a la especie ancestral de las merluzas del Pacifico y a la especie de
Pacifico Sur. Posteriormente, el arbol fue bifurcado en dos clados con ramas cortas, sin
nodos ancestrales y con un débil soporte de bootstrap (58%). Basandose en la distancia
genética de Tamura-Nei, la divergencia entre estos dos clados fue en promedio de 0.6%.
El primer clado present6 un soporte de bootstrap de 88%, en el cual, se incluyeron las
dos secuencias de M. productus obtenidas del GenBank (Mprol y Mpro2), todos los
haplotipos obtenidos de especimenes recolectados desde Washington hasta Costa Rica
(H1-H19 y H-40-48; ver haplotipos en la Tabla V1) y solo tres haplotipos Gnicos del
Alto Golfo de California (H24, H36 y H38). En cambio, en el otro clado apoyado con
un bootstrap bajo (54%), fue formado por haplotipos Unicos del Alto Golfo de
California (H20-H22, H26-H35, H37 y H39), dichos haplotipos, presentaron como
maximo cuatro pasos mutacionales diferentes al resto de los haplotipos. Solo dos
haplotipos del AG no fueron resueltos (H23 y H25). La diferencia entre estos dos
haplotipos del resto fue un paso mutacional en diferentes sitios variables (transicion C-
T).

En el arbol filogenético reconstruido con el Cit-b y bajo el criterio de N-J (donde
se incluyeron las secuencias del GenBank de M. hernandezi y M. angustimanus) mostré
de igual forma la separacion de la especie ancestral M. bilinearis y subsecuentemente la
merluza del Pacifico Sur M. gayi del resto de los haplotipos con altos valores de
bootstrap (99 y 90% respectivamente). Posteriormente se identificé un clado con ramas
cortas, sin nodos ancestrales y con un débil soporte de bootstrap (44%) que incluyo a
todos los haplotipos obtenidos en el presente estudio y las secuencias reportadas en el
GenBank de M. productus, M. angustimanus y M. hernandezi, lo que demuestra escasa
divergencia genética entre las secuencias del GenBank y los haplotipos observados en

las merluzas del Pacifico Nororiental y Central (Fig. 5).
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Figura 4. Topologia del arbol filogenético reconstruido a partir de métodos Bayesianos
y con el fragmento combinado (Cit-b+COI+16S ADNr; 1202pb). M bil = Merluccius
bilinearis, M gay = M. gayi y M pro = M. productus son secuencias del fragmento
combinado obtenidas del GenBank; H1-H48 son los haplotipos del fragmento
combinado del presente estudio y corresponden con la Tabla VI. Valores de Bootstrap >
50% se muestran en cada rama. Pequefios cuadros negros indican a los haplotipos
unicos del AG. Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla II.
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Figura 5. Topologia del arbol filogenético reconstruido a partir del método de
Neighbor-Joining y del gen mitocondrial Cit-b. M bil = Merluccius bilinearis, M gay =
M. gayi, M pro = M. productus, M ang = M. angustimanus y M her = M. hernandezi son
secuencias obtenidas del GenBank; H1-H22 son los haplotipos del presente estudio que
corresponden con la Tabla Va. Los valores de bootstrap se muestran en cada rama.

Pequefios cuadros negros indican a los haplotipos Unicos del AG. Ver cddigos de los
sitios de recolecta en la Tabla I1.
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Anélisis genéticos a nivel poblacional
Anélisis de las secuencias del ADNmt
Variabilidad poblacional

La diversidad genética de los tres genes mitocondriales y el fragmento
combinado para cada uno de los sitios de recolecta de las merluzas del Pacifico
Nororiental y Central se muestra en la Tabla VIII. EI nimero de haplotipos (H) y sitios
polimorficos (S) por sitio de recolecta, vario de 2-10 haplotipos/1-8 sitios polimorficos
en Cit-b, 1-8/1-7 en COI, 1-10/1-9 en 16S ADNr, y 2-20/1-25 en el fragmento
combinado. ElI mayor nimero de haplotipos y sitios polimorficos se presento en el Alto
Golfo, y el menor en Eureka. Los diferentes sitios de recolecta en los diferentes linajes
mitocondriales, exhibieron en su mayoria una alta diversidad haplotipica y una baja
diversidad nucleotidica (h > 0.5 y = < 0.004). Solo en algunos sitios en los linajes de
COl y 16S ADNr se observaron valores mas pequefios de diversidad haplotipica (< 0.5;
W, O, E, y SFen COl y W, O, E, SF VI, BCS y CR en 16S ADNr). El nimero
promedio de diferencias nucleotidicas (K) estuvo en el rango de 0.5-1.622 para Cit-b, de
0-1.377 para COIl, de 0-1.280 para 16S ADNr y de 0.5-4.007 para el fragmento
combinado, siendo Eureka el sitio con el menor valor y el Alto Golfo ademés de
Vizcaino los sitios con el valor més alto. De manera general, se observd una mayor
diversidad genética en los sitios de recolecta localizados en la region de Baja California
incluyendo el sitio mas surefio (VIZ, BCS, AG y CR), de los cuales, el Alto Golfo de
California fue el mas diverso. Mientras que, en el area de EUA (W, O, E y SF) se
observa una diversidad mas baja, siendo Eureka la menos diversa, probablemente
influenciado por el tamafio de muestreo. En el anélisis estadistico no paramétrico, con
los parametros de H y S se observo ciertas diferencias significativas en los sitios del AG
y E (P < 0.05), posiblemente causada por las diferencias en el nimero de secuencias
utilizadas en la comparacion. En cambio con los estimadores de h, = y K no se

observaron diferencias significativas entre todos los sitios de recolecta (P > 0.05).
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Tabla VIII. Variabilidad genética de tres genes mitocondriales (Cit-b, COl y 16S
ADNr) y del fragmento combinado (Cit-b+COI1+16S ADNr), por cada sitio de recolecta
a lo largo del Pacifico Nororiental y Central.

Sitios de Recolecta

W 0] E SF AG ViZ BCS CR total
N 17 16 4 18 23 10 14 8 110
Cit-b
H 6 5 2 5 10 7 5 3 22
S 5 4 1 4 8 5 5 3 17
h 0.779 0.608 0.500 0.660 0.853 0.933 0.505 0.678 0.783
T 0.003 0.002 0.001 0.002 0.004 0.004 0.002 0.002 0.004
K 1.176 0.825 0.500 0.797 1573 1.622 0.714 1.035 1.414
CoOl
H 2 4 1 2 8 4 6 4 19
S 1 3 0 1 7 3 6 4 18
h 0.117 0.441 0 0.111 0.675 0533 0.736 0.750 0.622
T 0.000 0.001 0 0.000 0.002 0.001 0.003 0.002 0.003
K 0.117 0.483 0 0.111 1.067 0.755 1.373 1.178 1.217
16S ADNr
H 2 2 1 2 10 3 2 2 16
S 1 1 0 1 9 3 1 1 15
h 0.117 0.125 0 0.111 0.731 0.377 0.142 0.250 0.434
T 0.000  0.000 0 0.000 0.002 0.001 0.000 0.000 0.001
K 0.117 0.125 0 0.111 1.280 0.600 0.142 0.250 0.866
Cit-b+COI1+16S ADNr
H 6 8 2 6 20 8 9 6 48
S 7 8 1 6 25 11 14 8 53
h 0.779 0.808 0.500 0.679 0.984 0.955 0.879 0.892 0.890
T 0.001 0.001 0.000 0.000 0.003 0.002 0.002 0.002 0.002
K 1411 1.433 0500 1.019 4.007 2977 2516 2464 3.552

N = numero de secuencias, H = numero de haplotipos, S = numero de sitios
polimorficos, h = diversidad haplotipica, © = diversidad nucleotidica, K = ntimero
promedio de diferencias nucleotidicas. Ver cadigos de los sitios de recolecta en la Tabla
Il
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Diferenciacion genética de poblaciones

Los estadisticos de @y Y flujo genético (Ngm) variaron entre los diferentes genes
mitocondriales (Tabla IX). Para el Cit-b y 16S ADNr se diferencid Gnicamente el sitio
de recolecta del Alto Golfo de California (AG), con respecto a todos los demas sitios. El
AG presento valores significativos de @ de 0.27-0.49 en Cit-b y de 0.52-0.63 en 16S
ADNr (P < 0.002) y los valores de flujo genético (Ngm) fueron menores de 1, excepto
con VIZ y W en Cit-b, donde se observan valores de 1.6 y 1.3 respectivamente (Tabla
IX ay c). En cambio, con COI y el fragmento combinado (Tabla IX b y d), se detectd
un grupo nortefio caracterizado por los sitios de W, O, E y SF, los cuales, presentaron
entre si, valores de @ de cero y altos valores de flujo genético (Nem > 4); un grupo
surefio conformado por CR y BCS con valores no significativos de @ entre si (0.13 y
0.09; P > 0.004 después de la correccion de Bonferroni) y valores de Nem > 1; y por
ultimo, AG fue el Unico sitio aislado totalmente de todos los demas sitios, con valores
moderadamente altos y significativos de @ (0.42-0.69; P < 0.004) y valores de Ngm <
1. El sitio de recolecta de VIZ no presento diferencias significativas de @ (-0.06-0.09)
y Nem >1 con el grupo nortefio, como tampoco con la localidad de BCS, por lo que se
podria considerar como un sitio intermedio entre los dos grupos. Resumiendo, con los
genes Cit-b y 16S ADNr, la localidad de AG muestra diferencias genéticas
significativas y bajos valores de flujo genético por lo que se interpreta que las merluzas
en esta localidad ha quedado aisladas, mientras que con el gen COI y el fragmento
combinado se observo diferencias genéticas entre los sitios de recolecta nortefios,
surefios y del Alto Golfo, por lo que la estructura poblacional podria estar relacionada
con la distancia geogréfica de los sitios de recolecta o un muestreo limitado del universo

de haplotipos que presentaria el gen combinado.
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Tabla IX. Valores de @ por pares de poblaciones y de flujo genético (Ngm) de tres
genes mitocondriales (Cit-b, COIl y 16S ADNr) y del fragmento combinado (Cit-
b+COI+16S ADNr) en M. productus. Diagonal superior valores de Ngkm y diagonal
inferior valores de ®.

a)

Cit-b CR BCS ViIZ AG SF E @) w
CR 6.603 17.855 0.816 4.091 56.000 4.138 13.042
BCS 0.070 2.091 0509 10.252 ol 58.332 3.466
VizZz 0.027  0.192* 1.692 4.499 0 3.132 0
AG 0.380* 0.495* 0.228* 0.663  0.991 0.588 1.346
SF 0.108 0.047 0.100 0.429* o0 0 14.725
E 0.009 -0.031 -0.041 0.335* -0.146 0 0
@) 0.107 0.009 0.137 0.459* -0.016 -0.099 6.051
W 0.037 0.126 -0.033 0.270* 0.033  -0.100 0.076*

b)

COl CR BCS ViZ AG SF E @) W
CR 3.254 0.767 0.674 0.197  0.432 0.330 0.205
BCS 0.133 21407 0.671 1.305 5.007 1.764 1.362
VizZ 0.394*  0.023 0.416 6.431 0 26.922 4.840
AG 0.425* 0.427*  0.546* 0.216  0.337 0.275 0.222
SF 0.717* 0.276* 0.072 0.698* o0 0 5193
E 0.536*  0.091 -0.074  0.597* -0.136 o0 0
@) 0.602* 0.220* 0.018 0.645* -0.015 -0.109 16.317
W 0.708* 0.268*  0.094 0.692* 0.000 -0.136 0.030

c)

16S ADNr CR BCS ViZ AG SF E O W
CR 29.93 o0 0.392  15.09 0 20.17 17.28
BCS 0.016 2416 0319 239.8 0 807.2 392.3
ViZ -0.011  0.020 0.404 1242 0 16.34 14.10
AG 0.560* 0.610* 0.552* 0.285 0.461 0.302 0.294
SF 0.032 0.002 0.039 0.636* 0 1182.5 5193
E -0.109 -0.132  -0.122 0.520* -0.136 o0 0
@) 0.024 0.001 0.030 0.623* 0.000 -0.135 0
W 0.028 0.001 0.034 0.629* 0.000 -0.136 -0.064

d

C)Zit-b +COI+16S ADNr CR BCS VizZz AG SF E O W
CR 4.839 2.127 0.604 0.607 0.991 0.747 0.773
BCS 0.094 4.691 0.499 2.858 21.18 3.691 2.433
VizZ 0.190* 0.096 0.622 5.385 0 5.041  285.007
AG 0.452* 0.500* 0.445* 0.357 0.537 0.376 0.432
SF 0.451* 0.148* 0.085  0.583* o0 o0 18.14
E 0.335* 0.023 -0.063 0.481* -0.144 0 ©
@) 0.400* 0.119* 0.090 0.570* -0.014 -0.105 8.381
W 0.392* 0.170* 0.002 0.536* 0.027 -0.106  0.056

* indica valores significativos después de la correccion de Bonferroni. Para Cit-b y 16S
ADNI el asterisco indica valores de P < 0.002; para COIl, P < 0.004; y para el fragmento
combinado, P < 0.003. Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla 1.
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Los modelos jerarquicos propuestos en el andlisis molecular de varianza
(AMOVA) se presentan en la Tabla X. El modelo A exhibi6 diferencias significativas
entre los diferentes sitios de recolecta considerados como poblaciones distintas. Sin
embargo, con los modelos B y C se aumenta el porcentaje de la varianza total, siendo el
modelo B el que presentd el mayor porcentaje de la varianza total entre grupos en todos
los genes mitocondriales (excepto COI), como también, presentd los valores mas altos
de @y y altamente significativos (P = 0.000) entre los grupos (0.44 en Cit-b, 0.66 en
COl, 0.76 en 16S ADNr y 0.61 en el fragmento combinado). Por lo tanto, con estos
resultados se apoya la hipétesis de la existencia de solo dos grupos y/o poblaciones de
Merluccius productus en la region del Pacifico Nororiental y Central; un grupo
constituido por todas las merluzas presentes a lo largo de la costa del Pacifico
Nororiental y Central (W, O, E, SF, VIZ, BCS, CR), mientras que el otro grupo, es

representado solo por las merluzas que habitan en aguas del Alto Golfo de California.
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Tabla X. AMOVA de tres genes mitocondriales (Cit-b, COl y 16S ADNr) y del
fragmento combinado (Cit-b+COI+16S ADNrr), utilizando tres modelos jerarquicos
en la estructura génica de M. productus. Modelo A: considera a los ocho sitios de
recolecta como poblaciones individuales. Modelo B: considera dos grupos, uno
incluye a los sitios de recolecta presente a lo largo de Pacifico Nororiental (W, O,
E, SF, VIZ, BCS y CR) y el otro solo al sitio de recolecta ubicado dentro del Golfo
de California (AG). Modelo C: considera tres grupos, uno nortefio (W, O, E, SFy

V1Z), un surefio (BCS y CR) y el ultimo solo incluye al AG.

% de la varianza

Shins total Dy p
Modelo A
Entre poblaciones 25.08 0.25 0.000
Dentro de poblaciones 74.92
Modelo B
Entre grupos 42.11 0.444 0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos 2.29 0.040 0.035
Dentro de las poblaciones 55.6 0.421 0.012
Modelo C
Entre grupos 31.26 0.32933  0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos 1.67 0.02432  0.086
Dentro de las poblaciones 67.07 0.31261 0.028
% de la varianza
. total Dy P
Modelo A
Entre poblaciones 49.43 0.494 0.000
Dentro de poblaciones 50.57
Modelo B
Entre grupos 55.16 0.665 0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos 11.36 0.253 0.000
Dentro de las poblaciones 33.49 0.552 0.130
Modelo C
Entre grupos 57.69 0.592 0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos 1.53 0.036 0.020
Dentro de las poblaciones 40.78 0.576 0.000



continuacion....
% de la varianza
1S (N total Dy P
Modelo A
Entre poblaciones 55.24 0.552 0.000
Dentro de poblaciones 44.46
Modelo B
Entre grupos 77.59 0.765 0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos -1.080 -0.048 0.410
Dentro de las poblaciones 23.49 0.776 0.127
Modelo C
Entre grupos 66.91 0.652 0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos -1.63 -0.044 0.411
Dentro de las poblaciones 34.72 0.669 0.037
. % de la varianza
Cit-b+COI+16S ADNr total Oy, p
Modelo A
Entre poblaciones 40.66 0.406 0.000
Dentro de poblaciones 59.34
Modelo B
Entre grupos 57.13 0.614 0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos 4.3 0.100 0.000
Dentro de las poblaciones 38.58 0.571 0.123
Modelo C
Entre grupos 49.95 0.506 0.000
Entre poblaciones dentro de los
grupos 0.65 0.013 0.022
Dentro de las poblaciones 49.39 0.499 0.005

Valores de P fueron generados usando 10,000 permutaciones. Ver cddigos de los

sitios de recolecta en la Tabla Il.
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Anélisis de los microsatélites

Amplificacion de microsatélites

De los 16 pares de loci microsatélites que se probaron en la amplificacién cruzada en el
Laboratorio de Genética para la Conservacion, cinco loci de Merlangius merlangus y
uno de Merluccius merluccius no amplificaron (Mmer-UEAWO02, Mmer-UEAWO04,
Mmer-UEAW10, Mmer-UEAW11l, Mmer-UEAW12 y Mmer-13b), cuatro de
Merluccius merluccius fueron monomorficos (Mmer-14, Mmer-hk3b, Mmer-hk7 y
Mmer-hk34b) y solo seis fueron polimorficos de los cuales cinco son de Merluccius
merluccius y uno de Merlangius merlangus (Mmer-06, Mmer-04, Mmer-hk9b, Mmer-
hk20, Mmer-hk29, y Mmer-EUAWO0L1). Las condiciones éptimas para la amplificacion
de estos loci se muestran en la tabla XI. Cabe mencionar que de estos seis loci
polimorficos cuatro presentaron problemas técnicos para la caracterizacion alélica, lo
que redujo a solo a dos loci microsatelites utilizables (Mmer-hk20 y Mmer-04) para los
analisis genéticos posteriores. Ademéas se emplearon otros ocho loci microsatélites
obtenidos del genoma de M. productus (MpA205, MpB7, MpB105, MpC105, MpD113,
MpC2-1, MpA1-11 y MpC2-E15), los cuales ain no han sido publicados (lwamoto,

comunicacion personal).



Tabla XI. Condiciones Optimas para la amplificacion cruzada de 10 loci
microsatélites para las merluzas del Pacifico Nororiental y Central.

Gradiente de temperatura

Locus Talla(pb) [] MgCl, Pasos T°C  Tiempo
Mmer-UEAWO01 264 1mM 1(30rep) 94°C 45seg
(polimorfico) 60°C 45 seg

72°C  1:30 min
2 4°C
Mmer-hk3b 332 2.5 mM 1(30rep) 94°C 45seg
(monomadrfico) 60°C 45 seg
72°C  1:30 min
2 4°C
Mmer-hk7 76 1.5mM 1(30rep) 94°C 45seg
(polimorfico) 58°C  45seg
72°C  1:30 min
2 4°C
Mmer-hk9b 145 1.5mM 1(30rep) 94°C 45seg
(monomadrfico) 62°C 45 seg
72°C  1:30 min
2 4°C
Mmer-hk20 222 2.5 mM 1(30rep) 94°C 45seg
(polimorfico) 59°C 45 seg
72°C  1:30 min
2 4°C o
Mmer-hk29 161 2.5 mM 1(30rep) 94°C 45seg
(monomorfico) 59°C 45 seg
72°C  1:30 min
2 4°C
Mmer-hk34b 122 2.5 mM 1(30rep) 94°C 45seg
(polimérfico) 60°C 45 seg
72°C  1:30 min
2 4°C o
Mmer-14 139 2.5 mM 1(30rep) 94°C 45seg
(monomorfico) 60°C 45 seg
72°C  1:30 min
2 4°C
Mmer-06 191 2.5 mM 1(30rep) 94°C 45seg
(polimérfico) 60°C 45 seg
72°C  1:30 min
2 4°C
Mmer-04 128 1mM 1(30rep) 94°C 45seg
(polimérfico)
60°C  45seg
72°C  1:30 min

2 4°C o
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Variabilidad poblacional

La distribucién de las frecuencias alélicas por locus y por sitio de recolecta se
presentan en el anexo 1. En la mayoria de los loci se observé un amplio rango en los
tamanios alélicos y una distribucion multimodal, sin un patrén consistente entre los sitios
de recolecta. Solo en los loci MpA-205 y MpC2-E15 se muestra cierta distribucion
unimodal en algunos de los sitios de recolecta. Los diez microsatélites fueron altamente
polimorficos, el nimero total de alelos por locus fue de: 85 alelos en el locus MpD113,
64 en Mmer-04, 82 en MpC105, 47 en MpA205, 38 en MpB105, 32 en MpB7, 49
Mmer-hk20, 24 en MpC2-E15, 66 en MpA1-11, y 88 en MpC2-1. El rango de numero
de alelos por locus y localidad fue desde 8 alelos en el locus MpB7 en la localidad de
CR hasta 53 alelos en el locus MpC2-1 en BCS. El nimero de alelos efectivos vario
desde 3.95 en el locus MpB7 en AG hasta 32.13 en MpC2-1 en BCS. Los valores de la
riqueza alélica (AR) presentaron valores desde 5.2 en el locus MpC2-E15 en PS hasta
10.87 en MpC105 en AG. Los locus MpD113, Mmer-04, MpC105, y MpC2-1
presentaron la mayor riqueza alélica en todos los sitios de recolecta (los valores de AR
oscilaron entre 8-10.87), mientras que, MpB7 y MpC2-E15 mostraron la menor riqueza
(5.2-8.34) (Tabla XII). En el anélisis no paramétrico (Kruskal-Wallis, ANOVA) con los
pardmetros de N, y ne se observo diferencias significativas entre los sitios de recolecta,
posiblemente causada por las diferencias en los tamafios de muestreo entre CR y BCS.
En cambio, con los parametros de AR (método de rarefaccion) y He, no se observé
diferencias significativas entre los sitios de recolecta (P = 0.23 y P = 0.12) (Fig. 6). Los
valores de heterocigosidad observada y esperada en su mayoria fueron altos (H, en el
rango de 0.66 hasta 1; He de 0.75-0.98). Después de la correccién de Bonferroni, los
loci Mmer-04 y Mmer-hk20 presentaron valores significativos de déficit de
heterocigosidad (desequilibrio de Hardy—Weinberg; P < 0.008) en la mayoria de los
sitios de recolecta, mientras que los loci MpD113, MpC105, MpB105, MpB7 y MpC2-1
mostraron valores significativos de déficit de heterocigosidad solo en uno o dos sitios de
recolecta, dichos valores coincidieron en su mayoria con los valores mayores de 0.05 de
frecuencia de alelos nulos, lo que podria indicar que la presencia de alelos nulos es el
factor que produce el déficit de heterocigotos. Por ultimo, los loci no presentaron un
desequilibrio de ligamiento significativo después de la correccion de Bonferroni, a
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excepcioén de los loci MpC105 y MpC2-1, los cuales presentaron valores de P < 0.002
en casi todos los sitios de recolecta excepto en Eureka.

Tabla XII. Variabilidad genética de 10 loci microsatélites amplificados en M.
productus presentes a lo largo del Pacifico Nororiental y Central.
Sitios de Recolecta

PS W E SF AG ViZ BCS CR
MpD113
n 92 37 19 31 29 47 72 8
N. 30 23 18 21 26 21 45 12
Ne 16.37 10.86 14.73 12.64 16.49 16 23.88 9.84
AR 9.033 8.333 9.483 8.829 9.612 9.143 9.946 9.643
H, 0.9565 0.9189 0.9473 0.8064 0.9310 0.8936 0.7916 0.8750
He 0.9440 0.9204 0.9573 09360 0.9558 0.9476 0.9648 0.9583
P 0.9492 0.8111 0.7993 0.0674 0.2679 0.0254  *0.000 0.0417
AN 0 0 0 0.058 0.0082 0.0219 0.084 0.0003
Mmer-04
n 89 34 17 22 28 45 68 7
N, 43 31 22 25 29 38 38 9
Ne 21.82 23.83 16.51 16.98 23.40 25.96 23.83 6.12
AR 9.838 10.329 10.129 9.922 10.444 10.363 10.021 8.000
H, 0.8876 0.7058 0.7647 09090 0.8214 0.7777 0.7647 0.7142
He 0.9595 0.9723 0.9679 09630 0.9746 0.9722 0.9651 0.9011
P 0.0264 *0.000 *0.005 0.0817 *0.000 *0.000 *0.000 0.0196
AN 0.0252 0.130 0.085 0.0151 0.074 0.092 0.099 0.0005
MpC105
n 91 37 18 29 26 46 48 6
N, 27 32 24 28 36 35 48 9
Ne 16.20 23.40 20.25 18.68 26.51 19.68 31.13 8
AR 8.976 10.234 10.595 9.887 10.876 9.755 10.704  9.000
H, 0.9560 0.9729 1.0000 09655 0.9615 0.8913 0.8750 0.8333
He 0.9434 0.9703 0.9777 09631 0.9811 0.9596 0.9780 0.9545
P 0.2951 0.9224 1.0000 0.1115 0.0376 0.1174 *0.000 0.0371
AN 0 0 0 0 0 0.0172  0.050 0.0004
MpA205
n 84 32 17 27 29 48 65 8
N. 31 19 17 21 19 27 31 12
Ne 7.43 11.01 12.84 13.01 9.29 17.38 17.28 9.84
AR 7.437 8.278 9.189 8.910 8.077 9.363 9.319 9.643
H, 0.8214 0.8125 0.8823 0.9629 0.9655 0.9375 0.8461 1.0000
H, 0.8707 0.9236 0.9500 0.9406 0.9080 0.9524 0.9494 0.9583
P 0.1202 0.0202 0.4421 0.7858 0.5350 0.0095 0.0333 0.3871
AN 0.0125 0.054 0.0196 O 0 0.0000 0.0407 O
MpB105
n 42 9 - 14 20 38 66 8
N, 19 13 - 16 17 30 32 13
Ne 1.77 10.80 - 12.64 12.12 21.39 23.10 11.63
AR - - - - - - - -
H, 0.8809 1.0000 - 1.0000 0.6500 0.7894 0.9393 1.0000
H, 0.8818 0.9607 - 0.9550 0.9410 0.9659 0.9640 0.9750
P 0.5004 1.0000 - 0.2535 *0.000 *0.000 0.1636 0.2137

AN 0.0230 0 - 0 0.137  0.084 0.0095 0




continuacion....

MpB7

n 89 35 18 25 29 40 67 8

N, 19 18 12 15 12 19 22 8

Ne 6.76 9.72 8.30 9.46 3.95 9.93 10.93 492
AR 6.901 7.788 7.486 7.941 5.911 7.899 8.059 6.850
H, 0.6966 0.8285 0.7777 0.8000 0.7586 0.7750 0.8059 0.8750
He 0.8570 0.9101 0.9047 0.9126 0.7604 0.9107 0.9153 0.8500
P *0.000 0.0599 0.1630 0.1747 0.2807 0.2612 0.0975 0.2841
AN 0.076 0.0304 0.0489 0.0261 O 0.070 0.0481 0
Mmer-hk20

n 86 29 18 28 28 45 67 8

N, 27 24 17 21 19 27 33 12

Ne 13.74 16.17 12.22 12.74 10.59 16.39 20.35 10.66
AR 8.632 9.526 9.043 8.934 8.453 9.245 9.649 9.800
H, 0.7907 0.9310 0.8333 0.7500 0.8928 0.7555 0.7761 1.0000
He 0.9326 0.9546 0.9444 0.9383 0.9220 0.9495 0.9580 0.9666
P *0.000 0.2608 0.0887 *0.000 0.2704 *0.000 *0.000 0.2661
AN 0.073 0.0000 0.0418 0.081 0.0119 0.095 0.085 0
MpC2-E15

n 93 37 19 30 29 49 71 8

N, 13 15 11 15 14 14 19 10

Ne 421 9.64 8.69 9.04 9.29 10.19 10.19 7.52
AR 5.200 7.695 7.576 7.535 7.749 7.677 7.730 8.349
H, 0.7634 0.9459 1.0000 0.9333 0.9310 0.9591 0.9577 0.8750
He 0.7671 0.9085 0.9089 0.9045 0.9080 0.9112 0.9083 0.9250
P 0.2342 0.1989 0.6405 0.8382 0.4831 0.1315 0.2572 0.1663
AN 0.0063 0.0083 0 0 0 0 0 0.0003
MpA1-11

n 91 34 18 29 26 44 72 8

N, 25 29 23 28 29 41 47 10

Ne 4.03 20.10 17.05 20.26 20.17 22.25 28.8 7.11
AR 5.652 9.959 10.204 10.088 10.280 10.160 10.359 8.192
H, 0.7142 0.9705 0.8888 0.8965 0.9615 0.9318 0.9166 0.8750
He 0.7564 0.9644 09682 0.9673 0.9690 0.9660 0.9720 0.9166
P 0.3677 0.9196 0.1994 0.0674 0.0274 0.2294 0.0224 0.1975
AN 0.0170 0 0.0199 0.0324 O 0.0183 0.0293 O
MpC2-1

n 93 31 9 29 28 45 70 8

N, 27 29 14 26 35 33 53 14

Ne 16.41 22.61 12.46 16.82 24.88 20.45 32.13 12.8
AR 8.997 10.271 10.275 9.650 10.662 9.842 10.570  10.900
H, 0.9569 0.9354 0.6666 0.8620 0.8928 0.8444 0.8857 1.0000
He 0.9441 0.9714 09738 0.9570 0.9772 0.9618 0.9758 0.9833
P 0.2936 0.4342  *0.000 0.0133 0.0084 0.0170 0.0114 0.1536
AN 0 0.0026  0.133 0.0400 0.0315 0.053 0.0412 O

n, talla de muestreo; N,, nimero de alelos; ne, nimero de alelos efectivos; AR,
riqueza alélica; Ho y He, heterocigosidad observada y esperada; P, probabilidad de
desequilibrio de Hardy-Weinberg, en donde el asterisco indica significancia
estadistica después de la correccion de Bonferroni (P < 0.008); AN, frecuencia de
alelos nulos (en negritas valores de frecuencia > 0.05); Ver cddigos de los sitios
de recolecta en la Tabla II.
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Figura 6. Valores promedios de la estimacion del numero de alelos (N,), nimero de
alelos efectivos (ne), riqueza alélica (AR) y heterocigosidad esperada (H) por cada
sitios de recolecta. Ver cddigos de los sitios de recolecta en la Tabla Il.
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Diferenciacion genética de poblaciones

En la grafica del AFC, la varianza total explicada por los tres primeros factores

fue de 65.27%, lo cual fue considerado como adecuado para explicar la dispersion en el

espacio multidimensional. En la grafica se formaron cuatro grupos; el primero incluye a

las merluzas recolectadas en los sitios de recolecta ubicados a lo largo del Pacifico

Nororiental (W, E, SF, VIZ y BCS), el segundo agrupa solo a las merluzas recolectadas

en la Sonda de Puget (PS), el tercero es formado por individuos que habitan en el

Pacifico Central, Costa Rica (CR) y el cuarto por las que habitan en el Alto Golfo de

California (AG;

Fig. 7).

Figura 7. Grafica del Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) a partir de 10 loci
microsatélites y ocho sitios de recolecta. Ver codigos de los sitios de recolecta en la

Tabla I1.
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El andlisis de F pareados fue similar al AFC, soportando la hipdtesis que las
merluzas que habitan a lo largo del Pacifico Nororiental (W, E, SF, VIZ y BCS) no
presentan una diferenciacion genética significativa, mientras que las que habitan en
complejos geograficos tales como la Sonda de Puget y el Golfo de California exhiben
diferenciacion genética con respecto al resto de los individuos (PS presento rangos de
Fs de 0.015 a 0.058 con valores de P = 0.000; y AG de 0.009 a 0.058 con valores de P <
0.005). Esto mismo se observo con las merluzas de Costa Rica (CR), las cuales se
diferencian del resto de los sitios de recolectas con valores de F de 0.018 a 0.057 con
valores de P < 0.03, excepto con Eureka (E) donde se observo un valor de Fg; de -0.002
con un valor de P = 0.619 (Tabla XIII).

En el modelo A de AMOVA se observd baja diferenciacion genética entre las
poblaciones pero los valores fueron altamente significativos (P < 0.005), en el Modelo
B representado por solo tres grupos (grupo 1: W, E, SF, VIZ, BCS y CR; grupo 2: AG;
y grupo 3: PS) aumento el porcentaje de la variacion total entre grupos. Finalmente el
Modelo C donde se consideran cuatros grupos (grupo 1: W, E, SF, VIZ y BCS; grupo 2:
PS; grupo3; AG; y grupo 4: CR) mostrd el mayor porcentaje de la varianza total entre
grupos; esto es, fue el modelo que maximizé la varianza entre los grupos asignados y

minimizo la varianza dentro de las poblaciones (Tabla X1V).

Tabla XIII. Valores de Fs pareados estimados para M. productus en ocho sitios de
recolecta (diagonal inferior) y sus valores de P (diagonal superior).

PS w E SF AG ViZ BCS CR

PS 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
W 0.029 0.990 0.691 0.000 0.931 0.997 0.007
E 0.015 -0.009 0.995 0.005 1.000 1.000 0.619
SF 0.026  -0.002 -0.014 0.000 0.871 0.800 0.030
AG 0.058 0.028 0.009 0.022 0.000 0.000 0.000
ViZ 0.033 -0.003 -0.015 -0.002  0.026 0.995 0.002
BCS 0.031 -0.005 -0.019 -0.001 0.025 -0.003 0.003
CR 0.057 0.017 -0.002 0.014 0.043 0.020 0.018

Numeros en negritas son los valores de P significativos (P < 0.005 después del ajuste
secuencial de Bonferroni). Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla Il.



Tabla XI1V. AMOVA con nueve loci microsatélites, empleando tres modelos. El
Modelo A: incluye a los ocho sitios de recolecta como poblaciones distintas; el
Modelo B: considera tres grupos, uno incluye a los sitios de recolecta presente a lo
largo del Pacifico Nororiental (W, E, SF, VIZ, BCS y CR) y los otros dos
representan a las merluzas recolectadas dentro del Golfo de California (AG) y la
Sonde de Puget (PS); el Modelo C: considera cuatro grupos de acuerdo a los
valores de Fg, el primero agrupa a los sitios de recolecta de W, E, SF, VIZ y BCS,

en segundo a PS, el tercero a AG, y el cuarto a CR.

64

AMOVA % de la varianza total  F P
MODELO A
Entre poblaciones 2.362 0.023 0.000
Dentro de las poblaciones 97.63
MODELO B
Entre grupos 2.996 0.034 0.000
Entre poblaciones dentro de los grupos 0.462 0.004 0.000
Dentro de las poblaciones 96.54 0.029 0.000
MODELO C
Entre grupos 3.064 0.033 0.000
Entre poblaciones dentro de los grupos 0.309 0.003 0.026
Dentro de las poblaciones 96.62 0.030 0.000

Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla 1l.

En el dendrograma consenso del Neighbor-Joining (consenso de 5,000 réplicas)

empleando la distancia de Nei, se observo una consistencia en la separacion de AG del

resto de los sitios de recolecta, como también de PS con un 100% de soporte, mientras

que el resto de los sitios fueron agrupados en clados soportados con valores menores al

55% (Fig. 8).
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Figura 8. Dendrograma de Neighbor-Joining de las relaciones entre
los sitios de recolecta, basado en la distancia genética con el método de
Nei (1972). Las distancias fueron obtenidas mediante el polimorfismo
de 9 loci microsatélites. El valor de las ramas fue soportado por 5,000
réplicas de bootstrap. Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla
I
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Con el programa de STRUCTURE se realizaron diferentes pruebas modificando
el nimero de loci. Primero se analiz6 con los 10 loci (matriz original), después se
elimino el locus B-105 (9 loci) debido al exceso de valores faltantes y por ultimo se
elimino el locus C-105 (8 loci), por estar posiblemente ligado con otro locus
(desequilibrio de ligamiento entre los loci C-105 y C2-1, en casi todos los sitios de
recolecta excepto Eureka; P < 0.002). En el caso de los ensayos para 10 y 9 loci, los
resultados fueron iguales, donde el valor mas alto de K fue de 5 (K = namero de
poblaciones), el valor promedio de probabilidad In P(D) fue -18570.6 (SD * 23.6) (Fig.
9a). No obstante, con el método de Evanno, solo se identificaron dos unidades
poblacionales (K = 2; Fig. 9b).

El valor de asignacién de los individuos para las 5 grupos o poblaciones (K = 5)
fue alto solo para los grupos 4 y 5, donde se asigné el 54.5% y 79.6% a los individuos
recolectados en la Sonda de Puget y el Alto Golfo de California, respectivamente. Sin
embargo, para el resto de los grupos (1, 2 y 3) se muestran valores de asignacién bajos <
35.4 (Tabla XVa). Asi mismo, en la representacion grafica de los 5 grupos (Fig. 10a), se
muestra cierta diferenciacion entre los individuos de PS y AG, mientras que para el
resto de los individuos se muestra una homogeneidad a lo largo del Pacifico Nororiental
y Central, por lo que se sugiere un alto grado de mezcla entre grupos. Para K = 2
(resultado por el método de Evanno), la mayoria de los individuos de PS fueron
asignados al grupo 1 (89.2%), mientras que los individuos del resto de los sitios de
recolecta se asignaron al grupo dos (>50 %; Tabla XVb y Fig. 10b), no obstante solo los
individuos del AG y CR presentaron casi el 100% de asignacion (92.9 y 92.2 %,
respectivamente).

En el andlisis de STRUCTURE con 8 loci se observd una mejor resolucion y no
se presentaron discrepancias entre el nimero de K que se obtiene en STRUCTURE vy el
método de Evanno. Ambos indicaron un K = 3, (In P(D) fue de -16631.82, SD + 5.9; y
AK =118.41; Fig. 11 ay b). Los valores de asignacion de individuos y el grafico (Tabla
XVc y Fig. 12) muestran que individuos de AG, BCS y CR son asignados al grupo 1,
donde AG y CR presentaron altos porcentajes de asignacién (83.9 y 75 %
respectivamente); en el grupo dos esté incluido el 75 % de los individuos de PS, y en el
grupo tres se incluye a los individuos de W, E, SF y VIZ, pero sus valores de asignacion
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son en el rango de 40-50%, lo que podria estar indicando mezcla de entre los tres
grupos.

a)
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Figura 9. Graficas del andlisis bayesiano empleando 9 loci. a) Valores promedio de
probabilidad de los datos (In P(D) y desviacion estandar (£SD) sobre 10 iteraciones
para cada valor de K entre 1 y 8, obtenidos del programa de STRUCTURE version

2.3.1. (K, es el nimero de grupos inferidos para M. productus); b) Valores de AK
calculado con el método de Evanno para cada nimero de grupos asumidos (K).
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Tabla XV. Asignacion de individuos en porcentaje, para cada sitio de recolecta en los
grupos inferidos por STRUCTURE. a) Asignacion de individuos para 5 unidades
poblacionales o grupos (andlisis con 9 loci); b) Asignacion de individuos para 2
unidades poblacionales (analisis con 9 loci, método de Evanno); c) Asignacion de
individuos para 3 unidades poblacionales (andlisis con 8 loci).

(@) K =5 (b) K =2 ) K=3

n  Sitios 2 3 4 5 1 2 1 2 3

93 PS 120 132 140 545 6.3 89.2 108 11.0 750 14.1
37 W 224 255 224 118 179 446 55.4 30.3 19.2 50.5
19 E 186 26.0 221 122 211 38.2 618 39.2 192 416
31 SF 239 229 259 93 180 453 547 324 183 493
29 AG 46 62 58 38 796 7.1 929 839 59 101
49 VIZ 198 224 262 95 222 37.9 621 36.4 144 49.2
73 BCS 185 189 196 75 354 248 75.2 493 139 36.8
8 CR 383 50 10.7 26 434 7.8 922 750 69 181

n, es el nimero total de individuos. Ver cddigos de los sitios de recolecta en la Tabla Il.
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Figura 10. Asignacion de genotipos multi-locus individuales para poblaciones de M.
productus. Cada barra vertical representa un individuo y cada color a un pool genético
distinto. El eje Y indica el porcentaje estimado de los individuos para cada grupo
inferido K. a) Asignacién individual a partir de 5 unidades poblacionales (K = 5),
analisis con 9 loci. b) Asignacion individual a partir de 2 unidades poblacionales (K =
2), analisis con 9 loci, método de Evanno. c¢) Asignacion individual a partir de 3
unidades poblacionales (K = 3), andlisis con 8 loci. Ver codigos de los sitios de
recolecta en la Tabla Il.
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Figura 11. Graficas del analisis bayesiano empleando 8 loci. a) Valores promedios de
probabilidad de los datos (In P(D) y desviacion estandar (£SD) sobre 10 iteraciones
para cada valor de K entre 1 y 8, obtenidos del programa de STRUCTURE version
2.3.1. (K, es el nimero de grupos inferidos para M. productus); b) Valores de AK
calculado con el método de Evanno para cada nimero de grupos asumidos (K).
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Figura 12. Asignacion de genotipos multi-locus individuales a partir de 3 unidades
poblacionales (K = 3) para poblaciones de M. productus (andlisis con 8 loci). Cada
barra vertical representa un individuo y cada color a un pool genético distinto. El eje Y
indica el porcentaje estimado de los individuos para cada grupo inferido K. Ver cddigos
de los sitios de recolecta en la Tabla I1.
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Por ultimo, se observO una correlacion significativa entre las distancias
geogréficas y genéticas en el andlisis de aislamiento por distancia (prueba de Mantel: r
=0.71y P <0.05; Fig. 13).
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Figura 13. Grafica de la correlacidn positiva significativa entre la distancia genética y
la geogréfica, empleando la distancia genética de Nei (1972) de 10 loci microsatélites
en ocho sitios de recolecta ubicados a lo largo del Pacifico Nororiental y Central.
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Demografia historica

Dado que los anélisis de AMOVA y @ con los tres genes mitocondriales y el
fragmento combinado apoyan la hipétesis de que existen dos poblaciones de merluzas a
lo largo del &rea geografica estudiada: PACIFICO con 87 secuencias obtenidas de W,
O, E, SF, VIZ, BCS y CR; y ALTO GOLFO con 23 secuencias obtenidas del AG. Los
test de neutralidad, mismatch y redes haplotipicas se realizaron considerando solo a

estas dos poblaciones.

a) Pruebas de neutralidad de Tajima (1989) y Fu (1997)

Los indices de neutralidad en los tres genes mitocondriales y en el fragmento
combinado se muestran en la Tabla XVI. En general en ambos estadisticos se
observaron valores negativos y significativos (P < 0.05). Los valores de D negativos
pero no significativos (P > 0.05), solo se observaron en la poblacion del ALTO GOLFO
con el Cit-b y el COIl. Los valores negativos y significativos indican una clara

desviacién de la neutralidad, debido a un exceso de polimorfismo de baja frecuencia.



Tabla XVI. Prueba de neutralidad de Tajima (D) y de
Fs de Fu de tres genes mitocondriales (Cit-b, COl y 16S
ADNr) y del fragmento combinado (Cit-b+COI+16S
ADNr) en dos poblaciones de M. productus:
PACIFICO y ALTO GOLFO

Poblaciones PACIFICO ALTO GOLFO
n 87 23

Cit-b

S 14 8

Pi 1.015 1.573

D -1.76 (P =0.012) -0.89 (P = 0.205)
F, -11.05 (P = 0.000) -5.27(P = 0.000)
COl

S 13 7

Pi 0.746 1.067

D -1.955 (P = 0.003) -1.383(P = 0.077)
Fe -8.951 (P = 0.000) -4.328 (P =0.001)
16S ADNr

S 7 9

Pi 0.183 1.281

D -2.08 (P =0.000) -1.57 (P =0.038)
Fe -8.71 (P = 0.000) -6.44 (P = 0.000)
Cit-b+COI1+16S ADNr

S 36 25

Pi 1.990 4.008

D -2.27 (P =0.000) -1.53 (P = 0.040)
F -24.64 (P = 0.000) -17.04 (P = 0.000)

n = ndmero de secuencias, S
polimorficos, Pi = numero promedio de diferencias
nucleotidicas por pares

ndmero de sitios
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b) Anélisis de distribucion de las diferencias por pares de secuencias (mismatch)

Las distribuciones de mismatch en los diferentes genes mitocondriales y en las
dos poblaciones de merluzas (PACIFICO y ALTO GOLFO) no presentaron diferencias
significativas con respecto a la distribucién unimodal esperada para una poblacion que
ha sufrido una expansion demografica reciente (ver Figura 14 y valores de SSD y P en
la Tabla XVII). Por lo tanto, la concordancia con una distribucion unimodal y los
valores estadisticos (SSD, r y Ry; ver Tabla XVII) refuerzan la hipdtesis que las
poblaciones han experimentado una expansion demogréafica. Para determinar el tiempo
de expansion poblacional se empleo el valor de tau (t) del Cit-b, el cual fue de 1.1272
(limite inferior de 0.723 y limite superior 1.676 con un intervalo de confianza de 0.05)
en el caso de la poblacion del PACIFICO y de 1.734 (limite inferior de 0.844 y limite
superior 2.871 con un intervalo de confianza de 0.05) en el ALTO GOLFO.
Considerando el tiempo generacional de las merluzas de 3 afios y la tasa mutacional del
Cit-b del bacalao del Atlantico (3.86x10®/sitio/afio; Arnason, 2004; Sigurgislason y
Arnason, 2003); la estimacién del tiempo en el que inicid la expansion poblacional fue
aproximadamente de 13,903 (limite inferior y superior; 8,919-20,676) afios atras para el
PACIFICO y de 21,391 (10,412-35,418) afios para el ALTO GOLFO.
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Figura 14. Distribucion de “mismatch” para los tres genes mitocondriales (Cit-b, COl y
16S ADNIr) y el fragmento combinado (Cit-b+COI+16S ADNr) en dos poblaciones de
M. productus (PACIFICO y ALTO GOLFO). La frecuencia esperada segin el modelo
de expansidn poblacional se representa por la linea contintia, mientras que la observada

se representa con una linea discontinua.



Tabla XVII. Parametros del analisis del “Mismatch” de dos poblaciones
de merluzas (PACIFICO y ALTO GOLFO): nimero promedio y su
varianza de las diferencias observadas; CV, coeficiente de variacion; T,
parametro del tiempo de expansion; 6g y 01, la tasa de sustitucion antes y
después de la expansion; SSD prueba de validacion de un modelo de
expansion basandose en la suma de cuadrados de la desviacion del
mismatch observado y esperado, con valores de probabilidad (P); r,
indice de irregularidad con valores de probabilidad (P); R,, prueba de
Ramos-Onsins y Rozas (2002).

PACIFICO ALTO GOLFO
n 87 23
Cit-b
Promedio observado 1.015 1.573
Varianza observada 0.742 1.008
CV 0.851 0.645
T 1.127 1.734
0o 0 0
01 99999 99999
Bondad de ajuste
S.S.D. 0.005 (P=0.134) 0.014 (P=0.149)
r 0.088 (P=0.067) 0.108 (P=0.140)
R» 0.037 0.087
Col
Promedio observado 0.746 1.067
Varianza observada 0.958 0.880
CV 1.315 0.888
T 1.449 1.100
0o 0.016 0.053
01 0.987 99999
S.S.D. 0.0006 (P=0.904) 0.0003 (P=0.983)
r 0.098 (P=0.787) 0.049 (P=0.788)
R» 0.35 0.074
16S ADNr
Promedio observado 0.183 1.281
Varianza observada 0.210 1.163
CV 2.504 0.851
T 3 1.262
0o 0 0.060
01 0.183 99999
S.S.D. 0.0000 (P=0.412) 0.0002(P=0.989)
r 0.524 (P=0.679) 0.045 (P=0.789)

R 0.042 0.072
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continuacion....

Cit-b+COI+16S ADNr

Promedio observado 1.990 4.008

Varianza observada 2.752 5.182

CV 0.835 0.574

T 1.953 2.367

0o 0 1.629

01 13.580 99999

S.S.D. 0.001 (P=0.677) 0.009 (P=0.290)
r 0.030 (P=0.795) 0.046 (P=0.182)
R, 0.028 0.062

Valores no significativos (P > 0.05) sugieren una poblacion en expansion

c) Redes haplotipicas

Las redes haplotipicas obtenidas de los tres genes mitocondriales y el fragmento
combinado se muestran en las figuras 15, 16, 17 y 18. En todos los genes
mitocondriales se observd un alto numero de haplotipos Unicos que estuvieron
relacionados con un haplotipo comun (H_1). Esta topologia tipica de estrella, también
sugiere que las merluzas del Pacifico Nororiental y Central probablemente sufrieron una
reciente expansion poblacional y que el haplotipo comdn es el haplotipo ancestral. El
nimero de pasos mutacionales entre los diferentes haplotipos no fue muy variable,
variando de uno hasta cuatro pasos mutacionales del haplotipo mas coman en Cit-b, 1-3
en COlI, 1-2 en 16S ADNr y 1-5 en el fragmento combinado. Ademas, los haplotipos
unicos del Alto Golfo de California en su mayoria se separan del resto de los haplotipos
(presentes a lo largo del Pacifico Nororiental y Central), con uno o dos haplotipos que
conecta ambos haplogrupos. De manera particular, en los genes Cit-b, COI y en el
fragmento combinado, se observan mutaciones de un sitio nucleotidico que ocurren en
diferentes momentos de manera independiente (ver en la figura la formacion de ciclos —
cuadrados o triangulos dentro de la red), esto es referido como mutaciones paralelas u
homoplasia. Para el fragmento combinado se observa una red compleja de los
haplotipos que requirio la inclusion de cuatro haplotipos hipotéticos (mv 1-4), los cuales
son necesarios para conectar los haplotipos existentes dentro de la red con el método de
maxima parsimonia. Esta complejidad pudo deberse a todas las posibles combinaciones
que pueden formarse al unir secuencias de tres genes mitocondriales como consecuencia
del alto nimero de haplotipos por cada gen. Sin embargo, para simplificar esta red

haplotipica y obtener una mejor resolucion, se utilizd6 una opcion algoritmica de
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“contraccion de estrella” implementada en el programa de NETWORK 4.5.1.6, donde
se reduce la complejidad de la red, identificando los grupos principales y reduciendo el
numero de nodos (Fig. 19). En esta red contraida, se distinguen dos haplogrupos unidos
por haplotipos hipotéticos, esto es, haplotipos que pudieron existir en algin tiempo para
la conexidn entre ambos. En esta red se ve una clara diferencia entre los haplogrupos de
las merluzas del Alto Golfo y del Pacifico Nororiental y Central.

H 12

H 20
Figura 15. Red haplotipica con el método de unién por la mediana (Median-Joining)
de 22 haplotipos detectados para el Cit-b (longitud total de 350 pb) de M. productus.
Los circulos representan los haplotipos, los nimeros en cursiva indican el sitio donde
ocurre un paso mutacional. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de
cada haplotipo. Los colores de los circulos representan a la poblacion del Pacifico
(amarillo) y del Alto Golfo de California (rojo).
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Figura 16. Red haplotipica con el método de unién por la mediana (Median-Joining)
de 19 haplotipos detectados para el COI (longitud total de 402 pb) de M. productus.
Los circulos representan los haplotipos, los nimeros en cursiva indican el sitio donde
ocurre un paso mutacional. EI tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de
cada haplotipo. Los colores de los circulos representan a la poblacion del Pacifico
(amarillo) y del Alto Golfo de California (rojo)
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Figura 17. Red haplotipica con el método de unién por la mediana (Median-Joining)
de 16 haplotipos detectados para el 16S ADNr (longitud total de 449 pb) de M.
productus. Los circulos representan los haplotipos, los nimeros en cursiva indican el
sitio donde ocurre un paso mutacional. El tamafio de los circulos es proporcional a la
frecuencia de cada haplotipo. Los colores de los circulos representan a la poblacion del
Pacifico (amarillo) y del Alto Golfo de California (rojo)
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Figura 18. Red haplotipica con el método de union por la mediana (Median-Joining) de
48 haplotipos detectados para el fragmento combinado Cit-b+COI+16S ADNTr (longitud
total de 1202 pb) de M. productus. Los circulos representan los haplotipos, los numeros
en cursiva indican el sitio donde ocurre un paso mutacional, y los puntos etiquetados
como mv representan haplotipos hipotéticos. El tamafio de los circulos es proporcional
a la frecuencia de cada haplotipo. Los colores de los circulos representan a la poblacion
del Pacifico (amarillo) y del Alto Golfo de California (rojo)
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H_32

H_150

Figura 19. Contraccion de la red haplotipica con el método de unién por la mediana
(Median-Joining) de 48 haplotipos detectados para el fragmento combinado Cit-
b+COI+16S ADNr (longitud total de 1202 pb) de M. productus. Los circulos
representan los haplotipos, los nimeros en cursiva indican el sitio donde ocurre un paso
mutacional, y los puntos etiquetados como mv y sco representan haplotipos
hipotéticos. EI tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de cada haplotipo.
Los colores de los circulos representan a la poblacion del Pacifico (amarillo) y del Alto
Golfo de California (rojo)
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DISCUSION

Anélisis genéticos a nivel de especie

Los caracteres morfologicos (meristicos y morfométricos) han sido empleados
como un método tradicional para la identificacion de peces. No obstante, en muchos
casos, este método ha sido dificil de interpretar, debido a la alta variabilidad y
solapamiento de estos caracteres entre especies (Teletchea, 2009). Ademas, en diversos
estudios se ha mencionado que los caracteres morfologicos son complejos para una
correcta identificacion especifica, debido a que su variabilidad estd fuertemente
asociada con diversos factores ambientales (Hadfield et al., 1979; Jordan et al., 2003;
Lloris et al., 2003; McDowall, 2008; Yamahira et al., 2006) y en muchos casos se
desconoce qué proporcién de la varianza del cardcter es debido al componente
ambiental o genético (Hadfield et al., 1979; Yamabhira et al., 2006). Por lo tanto, se debe
tomar con precaucion su uso para fines de diferenciacion taxondmica si no existen
estudios que validen que los caracteres no estan sujetos a variacion clinal o con la talla.

En el caso de las merluzas, la diferenciacion e identificacion de las especies que
habitan en el Pacifico Nororiental y Central, se ha basado principalmente en estudios
morfoldgicos, donde se han utilizado los valores promedio de una combinacién de
caracteres, tales como: el nimero de radios de las aletas (anal, primera y segunda
dorsal), el nimero de branquiespinas, el nimero de vértebras y la longitud cefélica
expresada en proporcion a la longitud patron (Ayres, 1855; Balart-Paez, 2005; Garman,
1899; Ginsburg, 1954; Inada, 1981; Lloris et al., 2003; Mathews, 1985; Vrooman y
Paloma, 1977). Estos estudios, dificilmente pudieron detectar que las diferentes especies
nominales de merluzas en el Pacifico Nororiental y Central pertenecen a una sola
unidad especifica, debido a: 1) la utilizacion de un tamafio pequefio de muestreo y de
localidades geograficamente aisladas en las descripciones originales de M. productus
(Ayres, 1855) y M. angustimanus (Garman, 1899) y en esta ultima descripcion no se
realizd ninguna comparacion con otras especies; 2) cuando ampliaron la cobertura
geografica utilizaron un reducido namero de individuos (Ginsburg, 1954); y 3) cuando
utilizaron muestreos grandes de organismos, estos estuvieron geograficamente limitados
a la peninsula de Baja California (caso de M. angustimanus) y del Sur de California
hasta Oregdn (para M. productus) (Balart-Paez, 2005; Inada, 1981; Mathews, 1985;
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Vrooman y Paloma, 1977). Recientemente en un andlisis morfoldgico realizado con
merluzas recolectadas desde Oregdn hasta Costa Rica incluyendo el Alto Golfo de
California (Brito-Chavarria, 2009), se detectd una variabilidad clinal con un alto
solapamiento en los intervalos de los caracteres diagnosticos utilizados para diferenciar
a las especies descritas en dicha regidon, sin mostrar ninguna diferenciacion
estadisticamente significativa entre los sitios de recolecta analizados, lo que condujo a
la conclusidn de la presencia de una sola especie de merluza a lo largo de las costas del
Pacifico Nororiental.

Los resultados del presente estudio sobre la variabilidad genética de los tres
genes mitocondriales junto con los resultados de los analisis morfoldgicos de Brito-
Chavarria (2009), fueron empleados en la elaboracién de un articulo publicado
recientemente (Silva-Segundo et al., 2011) en el cual se sugiri6 la hipotesis de una sola
entidad taxondmica en la region del Pacifico Nororiental y Central, debido a la
variabilidad clinal de los caracteres morfologicos diagndsticos y a los altos valores de
diversidad haplotipica con bajos valores de diversidad nucleotidica en el Cit-b, COI,
16S ADNTr y en el fragmento combinado. Los detalles sobre la variabilidad morfologica
ver en Brito-Chavarria (2009) y Silva-Segundo et al. (2011). Con respecto a la
variabilidad genética se refiere a los resultados del presente estudio. El patron de
variacion en el ADNmt (alta h y baja w) ha sido representado como una variacion a
nivel poblacional e interpretado en demografia histérica como una prueba de que las
poblaciones han sufrido un rapido crecimiento (expansion), después de un periodo de
bajo tamafio poblacional efectivo; en el cual, aumenta la retencion de nuevas
mutaciones (Avise et al., 1984; Rogers y Harpending, 1992). Asi mismo, la presencia
de uno o dos haplotipos con alta frecuencia y varios haplotipos raros con baja
frecuencia observados en el presente estudio apoyaron esta tesis. En especies con
grandes poblaciones, es coman observar uno o dos haplotipos frecuentes incrustados en
un grupo con pequefias ramas, ocasionadas por una 0 pocas mutaciones del haplotipo
comdn (Grant y Bowen, 1998). Este patron ha sido recurrente en peces marinos
ampliamente distribuidos (Shields y Gust, 1995). Es probable que este escenario
también este ocurriendo con la merluza que habita en el Pacifico Nororiental y Central,
ya que también son peces con una amplia distribucion geografica y con patrones de

migracion geografica considerable (Bailey et al., 1982).
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Otra evidencia que apoy0 la hipétesis de la existencia de un solo taxon en las
merluzas de esta region del mundo fueron las distancias genéticas observadas entre los
haplotipos obtenidos en el presente estudio. Dentro del género Merluccius se han
estimado las distancias genéticas que existen dentro de una especie y entre especies, a
partir de diferentes genes mitocondriales. Por ejemplo, para la Region Control del
ADNmMt se han registrado distancias genéticas (Tamura-Nei) a nivel intra-especifico del
orden de 0.3-0.8% vy entre especies de 2 a 20%; excepcionalmente para M. merluccius
se ha reportado valores intra-especificos tan altos como 0.5-1.8% (Quinteiro et al.,
2000). Para el Cit-b los valores de distancias entre especies van desde 0.5 hasta 13.5%,
siendo el valor més bajo (0.5%) la distancia genética entre M. angustimanus y M.
productus, las cuales fueron consideradas como especies hermanas (Campo et al.,
2007). Cabe mencionar, que en este ultimo trabajo (Campo et al., 2007) las secuencias
utilizadas de M. angustimanus provienen solo de dos ejemplares, lamentablemente, los
autores no indicaron los sitios de recolecta, dejando la duda sobre la identidad
taxondmica, como ya se probo en este estudio. La comparacién de distancias genéticas
entre los haplotipos de los tres genes mitocondriales estudiados en el presente estudio
con las secuencias del GenBank (M. angustimanus y M. productus) correspondié a una
distancia intra-especifica dentro del género Merluccius (valores < 1 %). Los anélisis
estadisticos sobre la distribucion de las distancias génicas, corroboraron que no existen
diferencias significativas entre el grupo denominado “Intra-especifico” (distancias intra-
especificas de las secuencias del GenBank) y el grupo de “Haplotipo” (distancias entre
los haplotipos obtenidos en este estudio). Pero si se logr6 observar diferencias
significativas entre las distancias de los grupos “Intra-especifico” e “Inter-especifico” (P
< 0.01 para Cit-b, COI, 16S ADNr y el fragmento combinado). Un aspecto interesante a
resaltar es que a pesar de la relativa conservacion del gen 16S ADNr comparada con
Cit-b y COl, se detecto niveles de variacion intra e inter-especifica comparables, esta
situacion también ha sido reportada por Peregrino-Uriarte et al. (2007). El uso de las
distancias genéticas para distinguir los diferentes niveles taxondmicos ha sido empleado
en otros estudios. Por ejemplo: Kartavtsev y Lee (2006) detectaron diferencias
significativas entre el promedio de las distancias intra-especificas (1.55 + 0.56% para
Cit-b y 0.55 £0.19% para COIl) y el promedio de las distancias inter-especificas (10.69
+ 1.34% para Cit-b y 9.96 + 0.72 % para COIl) en vertebrados e invertebrados; y Ward
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et al. (2005) obtienen a partir del COI, un promedio de distancia genética intra-
especifica de 0.39% e inter-especifica de 9.93% en peces de Australia. En la familia
Gadidae (familia relativamente cercana a Merlucciidae) reportan divergencias genéticas
(P-distancia) dentro de las especies inferiores al 1% y entre especies de 0.44-27.8% para
Cit-b y 0.26-23.3% para COI (Teletchea et al., 2006).

Los andlisis filogenéticos con los genes mitocondriales realizados en este estudio
representaron otra evidencia que apoyd la ocurrencia de una especie en el Pacifico
Nororiental y Central. En la topologia del arbol filogenético realizado con el fragmento
combinado (Cit-b+COI+16S ADNr), M. bilinearis, M. gayi se separan entre si,
formando los grupos ancestrales con respecto al resto de los haplotipos. También es
notorio un clado bifurcado con bajo soporte de bootstrap (58%) y con ramas cortas, en
el cual, se distinguen a todos los haplotipos observados desde Washington hasta Costa
Rica junto con las dos secuencias de M. productus del GenBank y los haplotipos del
Alto Golfo de California. Por su parte, en la topologia del &rbol filogenético
reconstruido solo con el Cit-b, las secuencias de M. angustimanus y M. hernandezi
obtenidas del GenBank no forman clados o especies distintas con respecto al resto de
los haplotipos del presente estudio. Por lo tanto, las secuencias obtenidas del GenBank
(M. productus, M. angustimanus y M. hernandezi) y los haplotipos estudiados aqui
formaron un solo clado con ramas cortas y con una pobre resolucion, lo cual es
caracteristico de una variacion de genes a nivel poblacional (Posada y Crandall, 2001).
En la filogenia de las merluzas del mundo, el clado americano incluye a M. bilinearis,
M. albidus, M. productus, M. angustimanus, M. gayi, M. australis y M. hubbsi,
considerandose a las merluzas del Pacifico Nororiental y Central (M. productus y M.
angustimanus) como un grupo hermano (Campo et al., 2009; Campo et al., 2007; Ho,
1990). Si se acepta esta cladogénesis entonces, en el arbol filogenético reconstruido con
el Cit-b, se esperaria que los haplotipos de Costa Rica fueran considerados como los
haplotipos tipicos de M. angustimanus y separados del resto de los haplotipos presentes
en el Pacifico Nororiental (W, O, E, SF, VIZ, BCS y AG) y de M. productus, no
obstante, este no fue el caso. En lugar de esto, lo que se observd fue un arbol (arbol
filogenético reconstruido con el fragmento combinado) que separa a casi todos los
haplotipos unicos del Alto Golfo de California del resto de los haplotipos. Este arreglo

validaria la especie que describié Mathews en 1985 (M. hernandezi), no obstante, esta
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hipotesis no es apoyada por una serie de evidencias: primero, algunos haplotipos
exclusivos de Alto Golfo también se encontraron en el grupo de haplotipos del Pacifico,
y dos de ellos, no fueron resueltos en el arbol filogenético reconstruido con el fragmento
combinado; segundo, el soporte de bootstrap de la separacion de los dos clados es débil;
y por ultimo, las ramas de los clados son cortas, lo que indica diferencias pequefas en
cuanto a pasos mutacionales con respecto al haplotipo comun. Segun Grant y Bowen,
(1998) este tipo de topologia es caracteristica de relaciones genealdgicas a nivel
poblacional no a nivel de especie. Por lo anterior, se concluye que no existen dos
especies en el Pacifico Nororiental y Central, mas bien, solo una especie y podria estar
constituida por dos unidades poblacionales con cierto grado de flujo genético entre
ellas.

Los resultados obtenidos en este estudio resaltan las consecuencias de no incluir
la mayor parte de la variabilidad de linajes mitocondriales de una especie con amplia
distribucion geografica, una de tales consecuencias es la de subestimar el polimorfismo
intra-especifico y por lo tanto generar incertidumbres taxondmicas.

Finalmente, en 1965, F. H. Berry sugirié reconocer a solo una especie de
merluza a lo largo de todo el Pacifico Oriental, para este autor M. productus, M.
angustimanus, M. gayi gayi y M. g. peruanus serian sinénimos por lo que deberian
representar una sola especie, la cual seria M. gayi (Inada, 1981). Esta hipotesis no ha
sido probada, para esto sera necesario analizar no solo a las especies en su localidad
tipo, como ha sido generalmente el caso, sino estudiar la morfologia y genética de las
poblaciones a lo largo del todo el Pacifico Oriental. Mientras tanto y como un paso para
desentrafiar la taxonomia de las merluzas que habitan en el Pacifico Oriental, los
resultados presentados en este estudio justifican que las merluzas presentes en el
Pacifico Nororiental y Central deberian de ser agrupadas bajo el nombre especifico de
M. productus, de acuerdo al principio de prioridad (ICZN —Comision Internacional de
Nomenclatura Zooldgica— 1999), porque fue la primera especie descrita en el Pacifico
Nororiental (Ayres, 1855).
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Anélisis genéticos a nivel poblacional
Variabilidad poblacional del ADNmt

Las especies del género Merluccius spp. han sido objeto de estudio sobre la
variabilidad poblacional a partir de datos genéticos del ADNmt principalmente con
secuencias de la Regién Control (Lundy et al., 2000; Machado-Schiaffino et al., 2009;
Machado-Schiaffino et al., 2010; VonderHeyden et al., 2007; VonderHeyden et al.,
2009). En este estudio no se uso esta region mitocondrial pero se demostré que el uso de
tres genes mitocondriales (COI, Cit-b y 16Sr ADN) con diferente tasa mutacional
también proporciona informacion de gran interés para la genética de poblaciones.

En general, se observo que los tres genes y el fragmento combinado presentan
un alto nimero de haplotipos definidos por un bajo nimero de sitios polimorficos,
siendo el mas variable el fragmento combinado, seguido por el Cit-b, COl y 16S ADNr.
No obstante y a pesar de sus diferencias en la tasa mutacional, casi todos los resultados
en los diferentes analisis fueron consistentes en detectar diferencias genéticas a nivel
poblacional. EI nivel de variabilidad y naturaleza de los diferentes genes fueron los
factores que permitieron revelar la estructura poblacional de la especie. Una estrategia
semejante fue usada para las merluzas sudamericanas M. australis (Machado-Schiaffino
et al., 2009), la Region Control, el COIl y la combinacion de ellos (RC+COl) fueron, al
igual que los microsatélites, informativos para diferenciar las poblaciones de Chile,
Argentina y Nueva Zelanda.

El polimorfismo mitocondrial de las merluzas del Pacifico M. productus resulto
equivalente a lo observado en merluzas de otras partes del mundo. Una alta diversidad
haplotipica y baja diversidad nucleotidica (h, 0.11-0.98; &, 0.0001-0.0023) fue el patron
observado en los diferentes sitios de recolecta. Este patron también fue notado en las
merluzas australes M. australis, para el gen COI, la Regién Control y la combinacion de
ellos (RC+COI), con valores de 0.27-0.75 para h y 0.0001-0.002 para n (Machado-
Schiaffino et al., 2009); y en las merluzas de Sudéafrica M. capensis, con la Region
Control (h = 0.88 y © = 0.006) esta Gltima ha sido considerada como la especie méas

diversa genéticamente dentro del género Merluccius (VonderHeyden et al., 2007).
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Variabilidad poblacional del ADN nuclear (microsatélites)

El andlisis con 10 loci microsatélites mostré altos niveles de variacion genética
en los diferentes sitios de recolecta (valores de N, de 8 a 53 y un promedio de 23.65; y
valores de He de 0.75 a 0.98 con un promedio de 0.93), estos valores son comparables a
los reportados para las merluzas europeas, por ejemplo para M. merluccius los valores
de N, variaron de 14 hasta 45 y de H, de 0.70 a 0.96 (Castillo et al., 2005; Castillo et
al., 2004; Lundy et al., 1999; Lundy et al., 2000); las merluzas del océano Atlantico
occidental también presentan altos valores: de 12 a 24 para N, y de 0.88 a 0.91 para He
en M. bilinearis; y de 6 a 22 para N, y de 0.84 a 0.87 para He en M. hubbsi (Machado-
Schiaffino et al., 2010). Sin embargo, en dichos estudios se empleo un menor nimero
de loci microsatelitales (5-6 loci). Los altos valores de variabilidad genética, no solo se
han observado en las merluzas sino en peces marinos en general (N,=19.9 y H, = 0.77)
(DeWoody y Avise, 2000); y en peces pelagicos de importancia comercial que se
caracterizan por tener grandes poblaciones y alto flujo genético, como el pez espada
Xiphias gladus, N, = 14.3-17.5; H, = 0.77-0.78 (Muths et al., 2009); atin ojo grande
Thunnus obesus, N, = 8.7-20.4; He = 0.89-0.90 (Gonzalez et al., 2008); sardina Sardina
pilcharus, N, = 27.4-31; He = 0.94-0.95 (Gonzalez y Zardoya, 2007); y el dorado
Coryphaena hippurus, N, = 11.4-17.6; He = 0.80-0.86 (Tripp-Valdéz et al., 2010).

El desequilibrio de H-W observado en algunos sitios de recolecta y loci, también
ha sido observado en muchos peces marinos, y generalmente es debido a un déficit de
heterocigotos (Lundy et al., 1999; Ruzzante et al., 1996). El déficit de heterocigotos
puede ser causado por varios factores, tales como; sistema reproductivo de la especie,
presencia de alelos nulos o efecto de Wahlund (reduccién de heterocigotos en una
poblacién causada por una estructura sub-poblacional) (Hartl y Clark, 1997). En el
presente estudio el déficit de heterocigotos pudo ser debido a la presencia de alelos
nulos puesto que los valores > 0.05 de frecuencia de alelos nulos coincidieron con el
déficit de heterocigotos. Los alelos nulos son un problema comdn en los loci
microsatélites (O'Connell y Wright, 1997). No obstante, se hicieron varios tratamientos
estadisticos manteniendo o quitando loci que presentaron un mayor numero de alelos
nulos y/o utilizando una base de datos corregida para alelos nulos obtenida del
programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007), estos analisis no mostraron diferencias con

base a los resultados de los andlisis de los datos originales. El desequilibrio de H-W
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observado en el presente estudio no mostrd una consistencia para un locus especifico o
sitio de recolecta, por lo tanto estas desviaciones se interpretaron como una
consecuencia de eventos estocasticos en la distribucion de la frecuencia alélica (Tripp-
Valdéz et al., 2010).

Diferenciacion genética de poblaciones

Una vez resuelta la incertidumbre taxondmica sobre el nimero de especies
presentes en el Pacifico Nororiental y Central, donde se concluye la existencia de una
sola especie (M. productus), el siguiente objetivo fue determinar cuantas poblaciones
genéticamente distintas ocurren en esta area geografica y cémo surgieron. La estructura
poblacional de la merluza del Pacifico (M. productus) fue originalmente determinada a
partir de datos bioldgicos, ecoldgicos y pesqueros de individuos recolectados desde las
costas de Washington, E. U. hasta las costas de Baja California Sur, México (Alverson
y Larkins, 1969; Bailey et al., 1982; Funes-Rodriguez et al., 2009; McFarlane y
Beamish, 1985; Methot y Dorn, 1995; Pedersen, 1985; Stauffer, 1985). Estos estudios
permitieron identificar cuatro stocks poblacionales a lo largo del Pacifico Nororiental:
dos residentes en aguas internas (stocks del Estrecho de Georgia y de la Sonda de
Puget); otro altamente migratorio denominado “costero” y un Ultimo nombrado “enano”
que habita en aguas del sur de Baja California. A nivel genético, hasta el momento solo
se han utilizado marcadores bioquimicos, los cuales confirmaron la definicion de dichas
poblaciones (lwamoto et al., 2004; Utter, 1969; Utter y Hodgins, 1969; Utter y
Hodgins, 1971; Utter et al., 1970).

El presente trabajo es el primero en utilizar dos tipos de marcadores moleculares
(secuencias mitocondriales y microsatélites), ademas de incluir merluzas del Alto Golfo
de California y Costa Rica, con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre la
estructura poblacional de M. productus. La variabilidad genética de tres genes
mitocondriales y 10 loci microsatélites mostro similitudes en la estructura poblacional
de las merluzas. Ambos marcadores fueron capaces de identificar a las merluzas que
habitan el Alto Golfo de California como una poblacion aislada con respecto a aquellas
merluzas que residen a lo largo del Pacifico Nororiental y Central, estas Gltimas podrian
corresponder a la poblacion o stock “costero” anteriormente descrito (Alverson y

Larkins, 1969; Bailey et al., 1982; lwamoto et al., 2004; Stauffer, 1985; Utter y
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Hodgins, 1971). La inclusién de nuevas regiones geogréaficas (Alto Golfo de California)
permitié descubrir otra unidad poblacional no detectada en estudios previos. Ademas,
con los microsatélites también fue posible confirmar la existencia de una diferenciacion
genética entre el stock que habitan dentro de la Sonda de Puget y el “costero”
previamente descubierto (lwamoto et al., 2004; Utter, 1969; Utter y Hodgins, 1969;
Utter y Hodgins, 1971; Utter et al., 1970). Sin embargo, con los marcadores
bioquimicos no se habia logrado detectar una diferenciacion genética a lo largo de la
distribucion del stock “costero” (lwamoto et al., 2004; Utter, 1969; Utter y Hodgins,
1971; Utter et al., 1970). Es generalmente aceptado que las merluzas son organismos
altamente migratorios (Inada, 1981) por lo tanto muestran una baja diferenciacién
genética o nula entre poblaciones de mares abiertos separadas por varios cientos de
kilometros (Grant y Leslie, 2001). No obstante, el uso de marcadores altamente
variables como los microsatélites permitieron, identificar una estructura genética de
aislamiento por distancia relacionada posiblemente con el patron de migracién. Estos
resultados deben confirmarse y para ello es necesario realizar nuevos estudios con un
mayor nimero de loci microsatélites y ampliar los sitios de recolecta para resolver la
estructura poblacional fina del stock “costero” altamente migratorio.

Por otra parte, las merluzas también muestran tendencias a diferenciarse en
regiones marinas geograficamente complejas como golfos, estrechos, fiordos y sondas
marinas. Este fendmeno ya fue detectado para las merluzas del Atlantico Norte, donde
se observd cambios en las frecuencias de alelos enziméticos y microsatélites entre
poblaciones de M. merluccius en el Atlantico oriental y el Mediterraneo (Castillo et al.,
2005; Castillo et al., 2004; Cimmaruta et al., 2005; Lundy et al., 1999; Lundy et al.,
2000; Roldan et al., 1998). Los cambios periddicos en el nivel del mar son los factores
que han sido invocados para explicar el aislamiento de las poblaciones del Mediterraneo
de las del Atlantico (Lundy et al., 1999; Roldan et al., 1998). Asimismo, en el area del
Atlantico occidental también se han diferenciado individuos que habitan en los golfos
de aquellos presentes en el mar abierto, M. bilinearis y M. hubbsi son dos especies que
habitan en el Golfo de Maine del Atlantico Norte y el Golfo de San Matias del Atlantico
Sur respectivamente, ambas especies se diferencian de los individuos que habitan en el
mar abierto del norte y sur del Atlantico respectivamente (Machado-Schiaffino et al.,

2010). Grant y Leslie (2001) teorizan que las merluzas del Atlantico noroccidental (M.
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albidus) cuya distribucion geogréafica va desde los 40 ° Norte (Florida) hasta 5 °© N
(Guayana Francesa) incluyendo el Golfo de México, podrian mostrar una estructuracion
genética relacionada con la presencia de golfos, sin embargo, no existen datos genéticos
apoyen esta hipotesis.

Los resultados de variabilidad genética entre poblaciones usando marcadores
tanto mitocondriales como microsatélites realizados en el presente trabajo son los
primeros que identifican una diferenciacion genética entre las poblaciones de merluzas
que habitan en las costas del Pacifico Nororiental-Central y las merluzas que residen en
el Alto Golfo de California. No obstante, Ehrinc y Rempe (1980) ya habian detectado
diferencias morfoldgicas entre las merluzas del Alto Golfo y las del Pacifico, asimismo
se describié al morfo-tipo M. hernandezi como una nueva especie con distribucion
geografica restringida al Golfo de California (Mathews, 1985). Ademas, Miller y Lea
(1972) con datos de la distribucion geografica, consideraron a la poblacion de M.
productus del Alto Golfo de California, como una poblacion “disyunta”.

Las merluzas del Pacifico no son la Unica especie con patron de distribucién
disyunta en la region de California y Baja California, existen otras especies de peces
con poblaciones aisladas en el Alto y Central Golfo de California, pero raras o ausentes
en la region del cabo (Cabo San Lucas); tales como, Hypsoblennius jenkinso, Girella
nigricas, Gillichthys mirabilis y G. seta, y Stereolepis gigas (Bernardi et al., 2003;
Gaffney et al., 2007; Huang y Bernardi, 2001; Present, 1987; Stepien et al., 2001; Terry
et al., 2000). La presencia de poblaciones disyuntas en esta region, ha sido explicado
por diversos fendmenos naturales, uno de ellos son los eventos vicariantes antiguos
durante el Nedgeno y recientes en el Pleistoceno (Bernardi et al., 2003). Los eventos
vicariantes antiguos (Nedgeno) se refieren al cierre de caminos marinos que conectaban
la porcién norte del Golfo al Pacifico (Riddle et al., 2000). La region mas alta del Golfo
se piensa que se formd a principios del Mioceno, aproximadamente hace 25 millones de
afios (Durham y Allison, 1960). La peninsula se limito entonces a una pequefia area en
la region norte y sur compuesta de varias islas, entre las cuales podrian existir caminos
oceanicos naturales que conectaban el Océano Pacifico y el Golfo de California (Riddle
et al., 2000). Esta situacion dur0 hasta hace un millon de afios aproximadamente
(Durham y Allison, 1960), cuando la peninsula norte y las islas surefias se unieron y se

elevaron para crear la actual peninsula de Baja California. Estos canales inter-
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peninsulares ubicados en la parte central de la Peninsula de Baja California
probablemente permitieron a los peces templados moverse libremente dentro y fuera del
area gque ahora se conoce como el Golfo de California, sin la necesidad de rodear la
region del cabo (Cabo San Lucas).

Otra explicacion alternativa es la que presenta Brusca (1973) quien propone que
el origen de poblaciones disyuntas en el norte del Golfo de California es resultado de
eventos climaticos recientes (Pleistoceno) debid a una invasion de especies templadas
alrededor de la region de Cabo San Lucas, durante las glaciaciones, cuando las
temperaturas en el sur del Golfo de California fueron mas frias y no representaban una
barrera fisica para especies templadas. Posteriormente, durante los periodos
interglaciares, la dispersion fue limitada por la barrera fisica del agua calida presente en
el sur del Golfo de California, manteniendo asi poblaciones en un estado disyunto. Los
eventos de glaciacién, por lo tanto, pudieron provocar mdaltiples separaciones e
invasiones de especies en el Golfo de California. Considerando esta hipotesis, la
separacién entre poblaciones habria sido completada aproximadamente hace 10,000-
15,000 afios, cuando las temperaturas se estabilizaron a sus condiciones actuales. La
hipotesis de Brusca (1973) ha sido criticada por Bernardi et al., (2003) quienes
establecen que es dificil creer que solo la temperatura representa una barrera fisica para
mantener a las poblaciones aisladas, ademés la temperatura al sur del Golfo muestra un
amplio rango de variacion temporal, por lo que no podria mantener dicho aislamiento.
De acuerdo a estos antecedentes parece que el origen de poblaciones disyuntas durante
el Pleistoceno, es mejor explicada por la invasion y separacion de especies templadas
que cruzaron la peninsula por un camino inter-peninsular ocednico ubicado en la regién
de La Paz, BCS, el cual se cerrd durante el pleistoceno tardio (Walker, 1960). Esta
hipétesis, ha sido mas aceptada por unos autores porque no involucra interacciones
ecologicas y no requiere invocar a los cambios en la temperatura como mecanismos
para mantener el asilamiento de poblaciones (Bernardi et al., 2003).

Una forma de corroborar estas hipotesis es echar mano del concepto de reloj
molecular. Por ejemplo; para la region control del ADN mitocondrial, la divergencia
genética entre poblaciones del Pacifico y Golfo de California de Girella nigricans va
desde 3.3% hasta 4.4% que corresponde a un tiempo de divergencia de 300,000 a 2.2

millones de afios (Terry et al., 2000); y para el Cit-b, Gillichthys mirabilis muestra una
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divergencia genética de 1.9 a 2.3% que corresponde de 760,000 a 2.3 millones de afios
(Huang y Bernardi, 2001). Estas estimaciones han sido relacionadas con el escenario
vicariante del Neogeno; el cierre del camino marino en la parte central de la Peninsula
de Baja California hace un millon de afios aproximadamente (Durham y Allison, 1960).
Otros ejemplos de tiempos de divergencia entre poblaciones del Golfo de California y
del Pacifico van desde 120,000 hasta 600,000 afios para Paralabrax maculatofasciatus
(Stepien et al., 2001), de 200,000 a 400,000 afios para Lythripnus dalli y de 200,000 a
900,000 para Chaenopsis alepidota (Bernardi et al., 2003). Bernardi et al., (2003),
mencionan que tales estimaciones son compatibles con el escenario vicariante del
Pleistoceno (cierre del camino inter-peninsular ocednico ubicado en la regién de La Paz,
BCS).

El reloj molecular para el Cit-b generalmente aceptado para peces es de 1 a 2.5
% por millén de afios (Bermingham et al. 1997; Meyer, 1993); si se emplea este reloj y
la distancia genética observada entre las merluzas del Golfo y Pacifico usando el Cit b
(0.6%), el tiempo de divergencia entre ambas poblaciones corresponderia entre 240,000
a 600,000 afios. Esta estimacion es considerablemente similar al tiempo de divergencia
de las poblaciones disyuntas de P. maculatofasciatus, L. dalli, y C. alepidota, por lo que
es posible que el origen de la divergencia de las merluzas del Alto Golfo y el Pacifico
sea compatible con eventos vicariantes recientes como el cierre del camino inter-
peninsular oceanico ubicado en la region de La Paz, Baja California Sur durante el
Pleistoceno tardio.

Por otra parte, es importante resaltar que algunos haplotipos mitocondriales del
Golfo de California se agruparon con los haplotipos del Pacifico (ver arbol filogenético
y redes haplotipicas; figuras 4 y 15-18). Haplotipos compartidos entre poblaciones del
Golfo y del Pacifico también han sido observados por Huang y Bernardi (2001) en
poblaciones disyuntas de Gillichthys mirabilis, proponiendo como explicacion el
transporte humano de especimenes de Gillichthys mirabilis hacia el Pacifico, al ser
utilizados como carnada ¢ también refieren a la hip6tesis de Brusca (1973). Los niveles
de divergencia genética entre las poblaciones de M. productus del Golfo de California 'y
el Pacifico pueden ser el resultado de eventos durante el Pleistoceno tardio como el
cierre del camino inter-peninsular oceanico ubicado en la region de La Paz, BCS. No

obstante, el hecho de presentar haplotipos compartidos entre ambas poblaciones, no
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descarta la posibilidad de migraciones actuales ocasionales. Las merluzas del Pacifico
estan estrechamente relacionadas con el ecosistema de la Corriente de California
(Bailey et al., 1982), cambios climaticos recientes como los eventos periddicos El Nifio
y La Nifia pueden influir en el ecosistema de la Corriente de California y asimismo en la
migracion y el transporte de la merluza del Pacifico (Agostini et al., 2008; Benson et
al., 2002; Dorn, 1995). Por lo tanto, estos cambios climéticos recientes posiblemente
podrian contribuir en la migracién de las merluzas hacia el Golfo de California, sin
embargo es necesario realizar otros analisis para corroborar esta hipoétesis.

La diferenciacion genética entre el stock de la Sonda de Puget y el “costero” en
las costas de Estados Unidos revelada anteriormente con aloenzimas fue corroborada
con los datos de los microsatélites. Estas poblaciones se encuentran en latitudes mas
nortefias, por lo que es probable que los eventos climéaticos que ocurrieron hace 15,000
afios pudieron se los factores que permitieron la diferenciacion genética entre ambas
poblaciones (Grant y Leslie, 2001; lwamoto et al., 2004).

Como ya se comento las merluzas del Pacifico Nororiental han sido reconocidas
como el stock “costero” (Bailey et al., 1982). Sin embargo, estudios aloenzimaticos
fallaron en detectar diferencias genéticas significativas entre localidades separadas por
varios kilémetros, sugiriendo una poblacion homogénea y con alto flujo genético (Grant
y Leslie, 2001; Iwamoto et al., 2004; Utter y Hodgins, 1969). Los resultados
encontrados en este estudio con datos del ADNmt y microsatélites, indicaron la
existencia de una estructuracion poblacional para este stock “costero” pero no siempre
clara entre los diversos analisis estadisticos realizados. Por ejemplo, los anélisis del gen
COl y el fragmento combinado (valores de @y y Ngm) y las distancias genéticas para
los microsatélites (Neighbor-Joining) permitieron detectar una diferenciacion entre las
merluzas de Costa Rica y de la parte surefia de Baja California Sur (BCS) con respecto
a las merluzas presentes desde Washington hasta Bahia Sebastian Vizcaino (W, E, SF,
VI1Z). Mientras que los andlisis con los microsatélites (resultados de AFC, AMOVA y
valores de F) solo se identifico diferencias genéticas entre las merluzas de Costa Rica
CR del resto de los sitios (W, E, SF, VIZ y BCS). Por su parte, el analisis bayesiano
(STRUCTURE) con 10y 9 loci indico un nimero de grupos poblacionales (K) igual a 5
pero los porcentajes de asignacion fueron bajos, solo se distinguié graficamente dos

grupos los cuales incluyen a las merluzas del AG y PS, mientras que en el resto de los
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grupos no se diferencian con claridad debido a los bajos porcentajes de asignacion de
los individuos con relacion a los diferentes sitios de recolecta (W, E, SF, VIZ, BCS y
CR). Ademas el valor de K = 5 no fue consistente con los valores de AK calculado con
el método de Evanno (K = 2). En cambio cuando solo se utilizaron 8 loci se obtuvo un
K = 3 (con ambos métodos STRUCTURE y Evanno), el primer grupo incluyé a los
individuos del AG, BCS y CR, en el segundo solo a los de PS y en el tercero a los de W,
E, SF y VIZ. Schwart y McKelvey (2009) observaron que cuando STRUCTURE
sugiere un mayor numero de poblaciones que las que en realidad existen, es probable
que se deba a una sub-estructura poblacional, aunque sin informacion adicional la
interpretacion puede ser problemética. La discordancia en el niamero de poblaciones K
puede también deberse a que el algoritmo usado por STRUCTURE no permite describir
con claridad las diferencias genéticas en grupos biolégicos que presentan una estructura
genética de ‘“aislamiento por distancia”, la cual fue probada con nuestros datos
empleando la prueba de Mantel (r = 0.71; P < 0.05). La estructura de aislamiento por la
distancia se presenta cuando individuos de poblaciones vecinas son mas similares
genéticamente y van difiriendo con respecto a la distancia geogréafica (Wright, 1943). El
aislamiento por distancia ha sido observado en otras merluzas como las europeas (M.
merluccius) en el area de la peninsula Ibérica (Castillo et al., 2005) y se sugiere que esta
estructura se genera por un comportamiento filopatrico de los adultos quienes retornan a
desovar cerca o adyacente al area donde nacieron. Las merluzas que conformar el stock
“costero” presentan un patron de migracidon ciclico tal como si existiera un
comportamiento filopatrico (Bailey et al., 1982).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente y a los resultados de diferenciacion
genética obtenidos se sugiere que el stock “costero” presenta una estructuracién
poblacional de aislamiento por distancia a lo largo del Pacifico, pero muestran un bajo
nivel de diferenciacion genética y un alto nivel de flujo genético (ver Tabla IX a, b, cy
d) debido al patron de migracién de la especie, como ocurre con otros peces pelagicos
altamente migratorios como las sardinas y anchovetas (Grant y Bowen, 1998; Lecomte
et al., 2004).

En resumen, la merluza de Pacifico (M. productus) presente en el area desde
Washington hasta Costa Rica (incluyendo la Sonda de Puget y el Golfo de California)

esta representada por tres unidades poblacionales aisladas: la poblacion de la Sonda de
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Puget, la poblacion del Alto Golfo de California y la poblacién costera. En esta Gltima,
altamente migratoria se observo una estructuracion de aislamiento por distancia a lo

largo del Pacifico Nororiental y Central.

Demografia historica

La interpretacion de la demografia historica en la merluza del Pacifico (M.
productus) se obtuvo a partir de los datos del ADNmt, considerando solo a las
poblaciones del PACIFICO (stock “costero™) y la del ATLTO GOLFO (Alto Golfo de
California), sin incluir la poblacion de la Sonda de Puget debido a la falta de material
bioldgico. El primer indicio que hace suponer que las poblaciones de M. productus han
experimentado una expansion poblacional fue la alta diversidad haplotipica y baja
diversidad nucleotidica presente a lo largo del area de muestreo. Avise et al. (1984) y
Grant y Bowen (1998) han interpretado que los peces con alta diversidad haplotipica y
baja diversidad nucleotidica son sefiales de poblaciones en expansion poblacional
después de un periodo de bajo tamafio poblacional efectivo, este rapido crecimiento
permite la retencion de nuevas mutaciones sin suficiente tiempo para la acumulacién de
extensa diferenciacion entre los haplotipos. Este patrén también se ha observado en
otras especies de merluzas, por ejemplo, en las merluzas de las costas surefias de Africa
M. capensis (h = 0.85-0.87; = = 0.0053-0.0060) (VonderHeyden et al., 2007); y en otras
especies marinas pelagicas como; peces picudos, tiburon mako, ronco francés, arenque
del Pacifico, corvindn ocelado, sardina espafiola, Seriola dumerili, Halichoeres
bivittatus, Holocentrus marianus y Melanogrammus aeglefinus (h = 0.79-0.98; n =
0.0029-0.0068) (Grant y Bowen, 1998). Otras evidencias de expansién poblacional
fueron notadas con los valores negativos y significativos de las pruebas de Tajima y Fs
de Fu; una distribucién unimodal de las diferencias entre pares de secuencias
(mismatch); los valores de R, y una topologia en estrella en la red de haplotipos en
ambas poblaciones. Todas estas evidencias apoyan la hipotesis de la ocurrencia de una
expansion reciente en las dos poblaciones. Las estimaciones del tiempo de expansion
para ambas poblaciones de M. productus fueron calculadas a partir de una tasa
mutacional de 3.86x107®/sitio/afio (Arnason, 2004; Sigurgislason y Arnason, 2003) y un
tiempo generacional de 3 afios. Dicha estimacion fue de aproximadamente 13,900 afios

para la poblacion del Pacifico (stock “costero”) y de 21,300 afios para la poblacion del
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Alto Golfo de California. La diferencia en el tiempo de expansion entre las dos
poblaciones no fue significativa, si se toman en cuenta los limites inferiores y superiores
de los valores de tau (8,919-20,676 afios atras para el PACIFICO y 10,412-35,418 afios
atras para el ALTO GOLFO). Este tiempo coincide con otras estimaciones realizadas
para otras especies de merluzas, como M. capensis quien presentd un tiempo de
expansion poblacional de 23,000 afios (VonderHeyden et al., 2007); M. paradoxus con
un tiempo de expansion de 6,300 afios (4600-11400 afios) (VonderHeyden et al., 2009);
y M. australis con un tiempo de expansion de 3,000 hasta 31,000 afios (Machado-
Schiaffino et al., 2009). Estas fechas estimadas para las expansiones poblacionales han
sido relacionadas con el periodo de la ultima glaciacién (10,000-15,000 afios) por lo que
se ha sugerido que los cambios climaticos jugaron un papel importante que afect6 a las
poblaciones de especies marinas (Machado-Schiaffino et al., 2009; VonderHeyden et
al., 2007). Este mismo proceso pudo haber ocurrido con las merluzas del Pacifico (M.
productus). Este tiempo de expansion de la merluzas del Pacifico concuerda ademés con
la hipotesis de la invasion de especies templadas alrededor de la region de Cabo San
Lucas durante periodos de la ultima glaciacion, colonizando el area del Alto Golfo de
California y posteriormente aislamiento por una barrera fisica del agua calida (Brusca,
1973).



99

CONCLUSIONES

La alta diversidad haplotipica y baja diversidad nucleotidica, los valores bajos en
la distancia genética y la baja resolucién en el arbol filogenético obtenida en el andlisis
de las secuencias de tres genes mitocondriales y el fragmento combinado, indicé que los
cuatro morfo-tipos de merluzas descritos para el Pacifico Nororiental y Central
representan en realidad una misma especie, la cual corresponde a M. productus por la
regla de prioridad.

La variabilidad genética a nivel poblacional obtenida de los tres genes
mitocondriales y diez loci microsatélites mostro altos niveles de diferenciacidn genética
entre las merluzas que habitan en aguas parcialmente aisladas (la Sonda de Puget y el
Golfo de California) y las merluzas presentes en las costas abiertas del Pacifico
Nororiental y Central (representantes del stock “costero”), dicho proceso ha sido
observado en otras especies de merluzas.

En el presente estudio se presentd la primera evidencia de una diferenciacion
genéticamente significativa a nivel poblacional entre las merluzas que habitan el Alto
Golfo de California y las merluzas del Pacifico Nororiental y Central (stock “costero”).
Por lo tanto, se podrian considerar a las merluzas del Alto Golfo de California como
otra unidad poblacional de M. productus en el Pacifico Nororiental y Central para el
futuro manejo de este recurso. Ademas, con el empleo de marcadores altamente
variables se logr6 detectar que el stock “costero” presenta una estructura genética de
aislamiento por distancia relacionada con el patron de migracién de la especie.

Eventos recientes como el cierre del camino marino intra-peninsular en la region
de Paz, BCS junto con el cambio climatico durante la ultima glaciacion en el
pleistoceno tardio, posiblemente influyeron en la diferenciacion genética entre las
poblaciones del Alto Golfo de California y el stock “costero”. Sin embargo, en la
actualidad pueden estar ocurriendo migraciones ocasionalmente de individuos adultos

debido a cambios climaticos recientes que evita el aislamiento total.
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Anexo 1

Distribucion de las frecuencias alélicas de Merluccius productus de 10 loci
microsatélites en ocho sitios de recolecta ubicados a lo largo del Pacifico Nororiental y
Central. Ver codigos de los sitios de recolecta en la Tabla II.
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Anexo 2

Fotografias de las merluzas recolectadas a lo largo del Pacifico Nororiental y Central.
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Anexo 3

Ejemplo de un gel de agarosa de 1% que muestra la calidad de ADN extraido
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Geles de agarosa al 1% que muestran productos de PCR para los tres genes
mitocondriales (Cit-b, COl y 16S ADNIr)
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Anexo 5

Ejemplo de una secuencia obtenida para el gen Cit-b
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