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Resumen

La estructura genética de poblaciones es el resultado de la compleja interaccion de
fuerzas evolutivas tales como la mutacién, el flujo de genes, la deriva genética y la
seleccion; ademas de la historia de la vida y la variacion temporal y espacial del entorno.
En las subregiones donde el flujo genético es generalmente alto, las poblaciones muestran
una estructura panmictica (apareamiento aleatorio entre aquellos individuos
involucrados en la reproduccion). En peces esta estructura poblacional ha sido reportada
en algunas especies demersales como el bacalao negro Anoplopoma fimbria, una especie
con amplia distribucion geografica e importancia comercial en Estados Unidos, Canada,
Rusiay Japon y considerada como un recurso potencial pesquero en México. Los estudios
para determinar la estructura genética del bacalao negro no son conclusivos, mientras
que algunos autores reportan una débil estructuracion, otros no encuentran diferencias
entre sitios. En el presente estudio, se reexamina la estructura genética del bacalao negro,
integrando la informacion de 11 marcadores microsatélites, y datos de ADN
mitocondrial. Ademas, se amplia el rango geogréafico evaluado en estudios previos, de
Rusia pasando por todo el arco norte del Pacifico hasta la parte occidental de la Peninsula
de Baja California. Los datos de microsatélites indican que los individuos recolectados
en Mexico son genéticamente diferentes del resto de los sitios de recolecta,
comportandose estos Gltimos como una poblacién homogénea. Mientras que los datos
mitocondriales no detectan diferencias genéticas entre ellas. Estos resultados sugieren
que la especie no presenta una estructura panmictica y que el stock mexicano divergio
recientemente.

Palabras clave: Estructura genética, desequilibrio mito-nuclear, polimorfismos
mitocondriales de un solo nucleétido (SNPmt), COI, microsatélites
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Summary

The genetic structure of populations is the result of the complex interplay of evolutionary
forces such as mutation, gene flow, genetic drift, and selection; in addition to the history
of life and the temporal and spatial variation of the environment. In subregions where gene
flow is generally high, populations show a panmictic structure (random mating between
those individuals involved in reproduction). In fish, this population structure has been
reported in some demersal species such as the black cod Anoplopoma fimbria, a species
with wide geographical distribution and commercial importance in the United States,
Canada, Russia, and Japan and considered as a potential fishing resource in Mexico.
Studies to determine the genetic structure of black cod are not conclusive, while some
authors report aweak structure, others do not find differences between sites. In the present
study, the genetic structure of black cod is reexamined, integrating information from 11
microsatellite markers, and data from mitochondrial DNA. In addition, the geographic
range evaluated in previous studies is expanded, from Russia through the entire northern
Pacific arc to the western part of the Baja California Peninsula. The microsatellite data
indicate that the individuals collected in Mexico are genetically different from the rest of
the collection sites, the latter behaving as a homogeneous population. While the
mitochondrial data do not detect genetic differences between them. These results suggest
that the species does not present a panmictic structure and that the Mexican stock
diverged recently.

Key words: Genetic structure, mito-nuclear disequilibrium, mitochondrial single
nucleotide polymorphisms (mtSNPs), COIl, microsatellites
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1. INTRODUCCION

La estructura genética entre poblaciones es el resultado de la interaccion compleja entre las
diferentes fuerzas evolutivas como la mutacion, el flujo de genes, la deriva genética y la
seleccion, en conjuncion con la historia vida y la variacion del entorno temporal y espacial
de las especies (Waples,1998). Por lo tanto, la estructura genética no solo refleja procesos
contemporaneos, sino que también refleja procesos historicos de las poblaciones (Palsball et
al., 2007). Es por esto que es esencial conocer la importancia relativa de estos diferentes
procesos para comprender la evolucion de la biodiversidad. Prevenir la perdida de la
biodiversidad es clave para las estrategias de conservacion y manejo, que a menudo, se
plantean sin ninguna identificacion adecuada de las poblaciones y sin comprension de los
mecanismos que subyacen a su estructura (Roy et al., 2014). Para la mayoria de las especies
marinas existen varios aspectos que pueden favorecer o no la diferenciacion genética entre
poblaciones, entre ellos se encuentra: La filopatria (fidelidad de regresar al sitio de
nacimiento) y el cortejo; factores demograficos, como el reclutamiento, crecimiento,
reproduccion, vagilidad de gametos, larvas, juveniles y adultos asi como la mortalidad,;
ademéas de barreras fisico-quimicas como los gradientes de temperatura y salinidad,
corrientes y frentes oceanicos, y la historia geoldgica del sitio de distribucién de la especie
de interés (Smith y Fujio, 1982). Es por esto que en muchas ocasiones evaluar la estructura
poblacional en organismos marinos resulta una tarea dificil. Aunado a lo anterior, en el mar
la identificacion de las areas de desove y la recoleccion de individuos reproductores resulta
en muchas ocasiones complicada (Palm et al., 2009). El alto flujo de genes en combinacion
con una poblacién efectiva de gran tamafio, caracteristicas tipicas de la mayoria de las
especies marinas, puede reducir el grado de diferenciacion genética entre las subregiones
(Waples, 1998), aunque pueden funcionar de manera independiente desde una perspectiva
demogréafica. En especies con una distribucion geografica amplia, las subregiones, donde el
flujo de genes es generalmente alto, se pueden considerar panmicticas, en las cuales el
apareamiento entre los individuos involucrados en la reproduccién es aleatorio (Waples y
Gaggiotti, 2006; Hauser y Carvalho, 2008). Esta estructura poblacional ha sido reportada en

algunas especies demersales, las cuales comparten varias caracteristicas de su historia de vida



como una tasa de crecimiento lenta, madurez tardia, tamafios corporales grandes, larga vida
potencial y gran capacidad migratoria.

El presente estudio, pretende reexaminar la estructura genética poblacional actual del pez
demersal, Anoplopoma fimbria, integrando marcadores de ambos genomas (nuclear y ADN
mitocondrial) al usar 11 marcadores microsatélites y diferentes sets de datos mitocondriales.
Ademaés, se amplia el rango geografico evaluado en el Gltimo estudio poblacional sobre la
especie. Se busca verificar la panmixia en una especie con una amplia distribucion geografica
y patrones de migracion vertical y latitudinal complejos. Dicha informacion permitira una
mejor comprension de los patrones de distribucion espacial de la diversidad genética de esta
especie, asi como generar valiosa informacion para guiar politicas de explotacion de un

recurso biolégico compartido entre los paises de la cuenca del Pacifico Norte.



2. ANTECEDENTES

2.1  Panmixia

Las poblaciones silvestres se distribuyen en el espacio geografico con varios grados de flujo
de genes que conectan subregiones. Desde el punto de vista de la genética de poblaciones,
existen tres modelos principales de estructura poblacional (May y Krueger, 1990; Baverstock
y Moritz, 1996): el modelo de aislamiento por distancia (la distancia genética aumenta con
la distancia geogréfica), el modelo stepping-stone (subregiones con cierto grado de
aislamiento entre ellas), y el modelo panmictico, en el que la poblacion entera puede consistir
en una sola unidad poblacional abierta donde cada individuo de la poblacion tiene la misma
probabilidad de aparearse con cualquier individuo y las subregiones son arbitrarias (Waples
y Gaggiotti, 2006).

Carvalho y Hauser (1994) describen que la no deteccion de la diferencia genética entre las
poblaciones puede surgir de cinco fuentes diferentes: (1) flujo de genes suficiente para
mantener la panmixia; (2) eventos de "sorteo™, como el reclutamiento esporadico de areas
distantes o cercanas que pueden conducir a panmixia; (3) seleccion estabilizadora derivada
de la exposicion a ambientes similares; (4) divergencia reciente entre poblaciones, o (5) falla
para detectar variantes genéticas debido a la técnica empleada o a tamafios de muestra
insuficientes. Algunos pocos casos bien demostrados de panmixia se han reportado en peces.
Uno de los mas estudiados ha sido el de dos anguilas del Atlantico del género Anguila: la
anguila europea (Anguila anguila) y la americana (A. rostrata). Sobre la base de las
caracteristicas ecoldgicas de la especie (dispersion larvaria aleatoria, la aparicién de una sola
area de desove, la escala y estabilidad temporal del entorno) se ha asumido que ambas
especies poseen una estructura panmictica (Dannewitz et al., 2005; Palm et al., 2009; Als et
al., 2011; CoOté et al., 2012). Sin embargo, existen otros trabajos que reportan panmixia en
especies de aguas profundas o demersales; el reloj del Atlantico, Hoplostethus atlanticus
(White et al., 2009); la merluza azul, Antimora rostrata (White et al., 2011); y el fletan negro,
Reinhardtius hippoglossoides del Atlantico noroccidental (Roy et al., 2014). Para México,
en especies como la totoaba (Totoaba macdonaldi), se ha reportado también este tipo de

estructura poblacional (Valenzuela-Quifionez et al., 2016). Todos estos estudios centran sus



interpretaciones en las caracteristicas de la historia de vida de la especie, los cuales
tradicionalmente se han descrito en relacion con la estrategia de seleccion r o K (White et al.,
2009). Los ambientes constantes o predecibles promueven la seleccion K, en donde los
organismos se caracterizan por un desarrollo lento, reproduccion tardia, tamafio corporal mas
grande y una gran longevidad (White et al., 2009). Las especies demersales se caracterizan
por presentar este tipo de seleccion que favorece fendmenos como la dispersion prolongada
0 comportamientos de homing (White et al., 2009; White et al., 2011; Roy et al., 2014). Estos
ejemplos resaltan la importancia de analizar los datos moleculares junto con caracteristicas

de la historia de vida (Carvalho y Hauser, 1994).

2.2  El Bacalao negro

El Bacalao Negro o Pez Sable Anoplopoma fimbria (Pallas, 1814), es una especie demersal
que se distribuye en la plataforma continental del Pacifico Norte, desde Baja California,
México hasta Alaska y Mar de Bering, y en las costas de Kamchatka, Rusia hasta la isla de
Hokkaido, Japon (Fig. 1) y su distribucion batimétrica se estructura por edades y tallas,
obedeciendo a procesos reproductivos, la cual va desde la zona demersal costera hasta la
oceanica (0 - 2740 m) (Hart, 1973; Morita et al., 2012). El bacalao negro es altamente
migratorio a lo largo de su vida, se reconocen dos patrones migratorios para la especie: 1)
Vertical, sobre la pendiente continental, a través de planicies abisales a los montes
submarinos, los juveniles permanecen cerca de la costa varios afios, moviéndose a aguas
profundas para unirse a la poblacion reproductora conforme maduran (Mason et al., 1983;
McFarlane y Beamish, 1992; Maloney y Sigler, 2008) y 2) latitudinal, a lo largo de la
pendiente continental, que puede extenderse desde el estrecho de Bering hasta el Sur de
California en ambas direcciones (McFarlane y Beamish, 1990; Kimura et al., 1998). No se
conoce si esta especie muestra un comportamiento de homing (fidelidad al sitio de desove)
y se han reportado distancias de transito superiores 926 km (Head et al., 2014). Por ejemplo,
en Alaska, el 11% de los peces marcados se han recuperado en lugares a mas de 2,000 km de
sus sitios de liberacion. Sin embargo, las distancias de migracion en esta especie aln es un
tema de amplio debate, dado que hay datos de marcado del bacalao negro que indican que

los organismos no se mueven grandes distancias durante la temporada de desove (Echave et



al., 2012; Rodgveller et al., 2018). Lamentablemente, no se cuentan con estudios de marcado
y recaptura en la parte méas meridional de la distribucidn de esta especie (Rusia y México).

Algunos estudios reconocen tres poblaciones en el campo de la gestion de las pesquerias en
la costa noreste del Pacifico: una poblacion del norte, que habita en aguas de la costa de
Alaska y el norte de Columbia Britanica; otra poblacién separada, administrada por Canada,
frente a la Columbia Britanica y una poblacion desde el sur de Columbia Britanica hasta
California; esta separacion se realizd basado en estudios de marcado y diferencias en
crecimiento y madurez de los organismos entre estas areas (Head et al., 2014). Sin embargo,
los primeros estudios genéticos poblacionales en el bacalao negro han aportado conclusiones
contradictorias, posiblemente debido al uso de diferentes técnicas aplicadas a diferentes
escalas geogréaficas y los muestreos realizados. Si bien algunos autores han informado una
débil diferenciacion genética (Gharrett et al., 1982; Tripp-Valdez et al., 2012; Galvan-Tirado
et al., 2015), otros no han encontrado diferencias entre los sitios de recolecta, incluso
evaluando ampliamente el rango de distribucion de la especie (Orlova et al., 2014, 2019;
Jasonowicz et al., 2017) y con métodos modernos de secuenciacion masiva de Ultima
generacion (Jasonowicz et al., 2017). En la Tabla I, se muestra un resumen de la bibliografia
encontrada referente a estudios poblacionales de Anoplopoma fimbria, en la cual se resalta el
area geogréafica de estudio, tipo y numero de marcadores, informacion bioldgica y/o
ecoldgica para apoyar los resultados y si se encontrd6 o no diferencias genéticas entre

poblaciones. En general, estos hallazgos sugieren una estructura de poblacion panmictica.



Tabla I. Revision bibliografica sobre la estructura genético poblacional del bacalao negro (Anoplopoma fimbria).

Tipo de

Tipo y nimero de

documento Autores Afo Area geografica marcadores Estructura poblacional Informacion de apoyo
Dos poblaciones distintas: A.
Mar de Bering, Islas
. 6 sitos. Mar de Bering hasta . Aleutianas, Golfo de Alaska y Condiciones
Articulo Gharrett et al. 1983 California Aloenzimas B. Costas de Columbia oceanograficas
Britanica y California,
Estados Unidos
ADN mitocondrial
4 sitios. Mar de Bering, Citocromo oxidasa | Mar de Bering, Golfo de Morfometria
Articulo Tripp-Valdézetal. 2012 Golfo de Alaska, Oregobny  (COIl) y cuatro loci Alaska y Oregén son e
P . - - - geométrica
Meéxico microsatélites diferentes respecto a México
especie-especificos
8 sitios. Parte central de la COl y region control Eventos
Articulo Orlova et al. 2014  isla Honsu hasta sur de (D-Loop) del ADN Panmixia .
. : . : paleocliméaticos
California mitocondrial
. . 2 genomas
Articulo Galvan-':'lrado et 2015 Méxicoy Canada mitocondriales No datos No datos
al. completos
Polimorfismos de un
simple nucleétido
11 sitios desde las Islas (SNP) obtenidos Variables ambientales
Articulo Jasonowicz et al. 2017  Aleutianas hasta California, mediante Panmixia e informacién
EU secuenciacion de demografica
Gltima generacion
(NGS)
4 loci microsatélites
especie- especificos
Tesis Orozco-Ruiz 2017 Tres’si_tios: Rusia, California obtenidqs m’ediante Panmixia No datos
y México secuenciacion de
Gltima generacion
(NGS)
5 sitios desde la Costa Rusa, COl y region control Eventos
Articulo Orlova et al. 2019 pasando por Islas Aleutianas (D-Loop) del ADN Panmixia

hasta California, EU

mitocondrial

paleoclimaticos




2.3 Marcadores moleculares

La subdivision de la poblacion resulta de procesos como la reduccion de la migracién, que
en general afectan a todos los genes de la misma manera, asi como a procesos especificos del
locus como la recombinacion, la seleccidn y la mutacion que se limitan a regiones especificas
del genoma (André et al., 2011). Un marcador molecular es un locus (posicion especifica en
el ADN) que puede ser analizado de forma fécil en un amplio nimero de individuos y que se
considera representativo de los procesos evolutivos de todo el genoma (Avise, 1994). Dos
tipos de ADN son generalmente empleados: el ADN nuclear (ADNn) y el ADN mitocondrial
(ADN mt).

El ADNn se hereda biparentalmente, por tanto, proporciona datos sobre el flujo genético
tanto de machos como de hembras, indicando la estructura de la poblacion reproductora
(Hellberg et al., 2002); ademas el uso de regiones altamente polimorficas dentro del ADNN,
tales como los microsatélites, puede proporcionar un alto nivel de poder estadistico para la
identificacion individual, de paternidad y anélisis de estructura poblacional (Avise, 2004).
La importancia del uso de los marcadores microsatélites radica en la sefial que detecta, ya
que al poseer una alta tasa mutacional (102 a 10®®mutaciones por locus por generacion)
permite evaluar procesos evolutivos en una escala de tiempo reciente. Contrario a los
microsatélites (ADNn) el ADNmt es haploide y por su herencia uniparental, se considera un
marcador selectivamente neutral que carece de recombinacion y muta a una tasa
relativamente alta, 0,02 sustituciones por par de bases por millon de afios (Brown et al. 1979),
lo que lo hace efectivo para detectar la estructura historica o evolutiva entre las poblaciones
(Avise, 1995). En este estudio se analizan dos tipos de datos de ADN mitocondrial: 1)
Polimorfismos obtenidos mediante Secuenciacién de Siguiente Generacion (NGS, por sus
siglas en inglés) (SNP’s del ADNmt) y 2) polimorfismo obtenidos por secuenciacién Sanger
(Citocromo b (Cyt b) y la region D-Loop) en conjunto con marcadores nucleares tipo
microsatélite.

A menudo la informacion de diferentes tipos de marcadores genéticos es combinada en los
estudios de genética de poblaciones, dado que diferentes marcadores genéticos reflejan

diferentes historias demograficas (Avise, 2004) y también tienen diferentes propiedades



estadisticas que afectan el grado en que pueden resolver los patrones de divergencia (Ryman
et al., 2006). Por lo que la conjuncion de diferentes tipos de marcadores puede darnos una

vision méas completa de la estructura poblacional de la especie.



3. JUSTIFICACION

La falta de heterogeneidad genética significativa, en el bacalao negro, debe interpretarse con
cautela ya que esta puede tener consecuencias en términos de reclutamiento y dar como
resultado una sobreexplotacion del recurso. Por tanto, cuando sea posible, se deben buscar
fuentes adicionales de informacidn y métodos que ayuden a soportar la hipétesis de una sola
poblacion para la especie. Aunado a esto, el bacalao negro es una especie con una amplia
distribucion geogréafica por lo que representa un recurso biolégico compartido entre Japon,
Rusia, Estados Unidos, Canada y México, lo que obliga a generar conocimiento con relacion

a los niveles de diferenciacion genética para un manejo sustentable del recurso.
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4. HIPOTESIS

Dados los reportes de panmixia en especies de profundidad con alta capacidad de dispersion
y tamafios poblacionales grandes, como el bacalao negro, se espera que, la migracion gradual
desde los sitios de desove, o algun nivel de redistribucion periddica durante la reproduccion
pueden conducir a la panmixia a través de su rango geogréfico de distribucion, como se ha

reportado para otras especies de peces demersales.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el modelo de panmixia en Anoplopoma fimbria, para una mejor comprension de los

procesos involucrados en la estructura poblacional de la especie.
5.2 Objetivos particulares

5.2.2 Evaluar la estructura genético poblacional del bacalao negro empleando 11 loci
microsatélites, polimorfismos mitocondriales de un solo nucledtido (SNP’s del ADNmt) y
secuencias del gen Citocromo b y la region control del ADNmt.

5.2.3 Determinar la variabilidad genética en los diferentes sets de datos (microsatélites, SNPs
ADNmt, Cyt b y region D-Loop del ADNmt)

5.2.4 Evaluar el poder estadistico de los loci microsatélites para rechazar la hip6tesis nula de
homogeneidad genética.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Obtencion de las muestras
Las muestras fueron colectadas entre 2008 y 2018 de 14 diferentes localidades a lo largo de
la distribucion del bacalao negro (Fig. 1). El afio, sitio de colecta y numero de individuos
colectados para cada localidad se presenta en la tabla Il. Las muestras fueron obtenidas a
través de la colaboracion con el Dr. Alexi Orlov del Instituto de Investigacion Pesquera y
Oceanogréafica Federal de Rusia (VNIRO por sus siglas en inglés, Russian Federal Research
Institute of Fisheries and Oceanography), el Dr. Michael Canino de la NOAA (National
Oceanic and Atmospheric Administration) y la Dra. Carmen Paniagua y Salvador Villasuso
Palomares del CICESE, Ensenada.
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Figura 1. Mapa de los sitios de muestreo. La sombra gris indica la distribucion de la especie
mientras que los puntos sefialan los sitos de colecta y los colores el tipo de marcador para
cada localidad. Para los acronimos e informacion de los sitios ver la tabla I1.
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Tabla Il. Informacion de cada sitio de colecta para cada marcador empleado. ElI nimero de
individuos por localidad se muestra para cada marcador.

Marcador
: - Afio de
Area Codige jestreo Microsatélites S s GVt D-loop
mt b
Kamchatka, Rusia KAM 2011 30 8 10 14
Norte del Mar de Bering NBS 2012 28 7 7 7
Sur del Mar de Bering SBS 2012 26 6 5 6
Oeste del Mar de Bering, Rusia WBS 2011 5
Shirshov (cresta submarina), Rusia SUR 2011 10
Commander, Islas Aleutianas CAA 2011 3 3 13
Islas Aleutianas ALE 2012 30
Oeste del Golfo de Alaska, USA WGA 2012 30
Centro del Golfo de Alaska, USA  CGA 2012 30 8 8 8
Este del Golfo de Alaska, USA EGA 2012 30 9 9 9
Columbia Britanica, Canada CAN 2008 8 15 12
Washington, USA WSH 2012 12 11 12
San Francisco, California, USA CAL 2013 28 8 11 13
Baja California, México MEX 2012y 2018 20 11*  13* 15*

* Muestras correspondientes al afio 2012.

6.2 Microsatélites

6.2.1 Extraccién de ADN y genotipificacion

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de muestras de tejido de aleta empleando el método
modificado de extraccion con sales (NaCl2) de Sambrook et al., (1989). Se amplificaron un
total de 11 loci microsatélites previamente descritos para la especie (Orozco-Ruiz etal.,
2018). Las condiciones de amplificacion y el genotipado de los loci se realizaron siguiendo
el protocolo descrito por los autores. Los productos amplificados fueron visualizados en un
secuenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biossystem®) usando GeneScan™ 600
LIZ® Size Standar v2.0 (Applied Biossys- tem®) y los genotipos fueron obtenidos con el
software de analisis de fragmentos GeneMapper V® 5.0 (Applied Biosystems®).
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6.2.2 Verificacion y calibracion de los loci microsatélites usados

Para asegurar la robustez de los resultados, es importante verificar que los marcadores
empleados cumplan con una serie de estdndares para garantizar que: 1) exista una baja
frecuencia de alelos nulos, 2) que se encuentren en equilibrio de Hardy-Weinberg, 3) que los
loci aporten informacion independiente entre ellos, y 4) que sean selectivamente neutros
(Selkoe y Toonen, 2006). Para lograrlo se siguié el procedimiento que se describe a
continuacion:

1)Alelos nulos y errores de genotipificacion

La frecuencia alelos nulos fue evaluada con el algoritmo de maximizacion de la expectativa
de Dempster et al. (1997) con el programa FREENA (Chapuis y Estoup, 2007). También se
corrid el programa MICROCHECKER V.2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) para conocer si
los alelos nulos podrian ser causados por errores en la genotipificacion, presencia de
tartamudeos o repeticiones (stutters), o la pérdida de alelos grandes.

2)Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se trata de un modelo que establece que las frecuencias alélicas de una poblacion se
mantendran constantes a lo largo de las generaciones si se cumplen condiciones de panmixia
(reproduccién aleatoria, y ademas que no haya mutacién, migracion ni seleccién (Ciftci y
Okumus, 2002)). Para evaluar si existe desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HW) en
los sitios de colecta, se utilizo el programa ARLEQUIN V 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010)
(10,000 dememorizacion, 10,000 pasos en la cadena de Markov). Al valor de significancia
(p), se le aplicd una correccidn estadistica para comparaciones maltiples usando el método
FDR, False Discovery Rate (Benjamini y Hochberg, 1995).

3) Desequilibrio de ligamiento

El supuesto de segregacion independiente entre los pares de loci se probé utilizando el
software Genepop v.4.2 (Rousset, 2008), aplicando una prueba de Fisher bajo la hipétesis
nula de independencia entre locus; (10,000 dememorizacion, 100 lotes, 10,000 iteraciones
por lote para las cadenas de Markov).

4) Loci bajo seleccién

Incluir loci sujetos a seleccion puede distorsionar los andlisis genético poblacionales (White

et al., 2010). Para detectar los loci bajo posible seleccion, se empled el programa
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ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010), el cual utiliza simulaciones coalescentes
para hacer una distribucién nula de estadisticos de F, generando valores de probabilidad (p)
paracada uno de los loci. Se utilizé el modelo finito de islas con 100,000 simulaciones y

100 repeticiones por grupo.

6.2.3 Estructura genética poblacional y diversidad genética

Se emplearon diferentes enfoques para evaluar la estructura genética. Debido a que las
diferencias grandes del nimero de alelos entre loci microsatélites puede ocasionar problemas
en la interpretacion y ejecucién de los analisis de estructura; se construyd una segunda base
de datos retirando los loci Afim-10, Afim-13 y Afim-32, los cuales presentaron un mayor
polimorfismo (con més de 50 alelos, ver mas adelante). Para ver si existia algun efecto en los
analisis al retirar los loci microsateélites, todos los analisis de estructura poblacional fueron
realizados tanto para la base completa (11L) como para la base con los loci con menos de 50
alelos (8 loci, 8L).

6.2.3.1 Andlisis de agrupacion bayesiana

Se realizd un analisis de agrupacion bayesiana implementado por el software STRUCTURE
v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000). El programa asigna a los individuos a diferentes grupos sin la
necesidad de conocer a priori las unidades y/o limites poblacionales, a partir de un indice de
membresia que busca maximizar el equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento gamético
dentro de los grupos. Se asumié un modelo de mezcla y de frecuencias alélicas
correlacionadas entre poblaciones, la opcion LOCPRIOR fue usada. La ubicacion de la
muestra se us6 como poblacion a priori, ya que esto mejora el rendimiento del anélisis cuando
los valores de Fst son bajos (Hubisz et al., 2009). Para cada K (grupos de 1 a 9) se corrio el
analisis 10 veces para verificar la consistencia de los resultados. Posteriormente se evalu6 la
probabilidad acumulada y la probabilidad posterior para cada valor de K. STRUCTURE
HARVESTER (Earl y VonHoldt, 2012) se utilizd para detectar el niamero de grupos
probables; este método emplea el estadistico AK de Evanno et al., (2005). El servicio en linea
de CLUMPAK (Kopelman et al., 2015) fue empleado para alinear los diferentes resultados

obtenidos de cada una de las 10 réplicas.
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6.2.3.2 Andlisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP)

El anélisis discriminante de componente principales (ADCP) se realizé en los paguetes
ADEGENET (Jombart, 2008) usando la plataforma R v.3.6.1 (R Core Team, 2016), mediante
validacion cruzada del paquete POPPR (Jombart et al., 2010). Este procedimiento permite
asegurar que el nimero de componentes principales (CP) es el adecuado para el andlisis. Este
método combina la ventaja del andlisis de componentes principales al no asumir equilibrio
de Hardy-Weinberg o desequilibrio de ligamiento (Jombart, 2008), mientras que en analisis
discriminate intenta resumir la diferenciacion genética entre los grupos, omitiendo la

variacion dentro de los grupos (Jombart et al., 2010).

6.2.3.3 Estimaciones de diferenciacion genética poblacional (Fsr)

Una manera de conocer la estructuracion genética de las especies es estudiando las
frecuencias alélicas de las poblaciones propuesta por Sewall Wright (1951), mediante la
estimacion de los estadisticos F o correlaciones alélicas. Estos procedimientos se basan en el
calculo de frecuencia alélicas a diferentes niveles jerarquicos dentro de una poblacién, desde
el nivel de individuos considerados dentro de subpoblaciones (Fis) hasta individuos en la
poblacion total (Fit), pasando por las subpoblaciones dentro de la poblacién total (Fst). Se
estimd Fst segun Weir y Cockerham (1984) por pares de localidades en el programa
ARLEQUIN V 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010) (10000 dememorizacién, 10000 pasos en
la cadena de Markov). Sin embargo, los valores de Fst han sido criticados por sus
limitaciones en su uso. En teoria Fst (y Gst como estimador de Fst) deberia oscilar entre
cero y uno, mientras que con loci altamente variables (gran numero de alelos), el valor
méaximo que alcanza Fst (y Gst) es menor que uno (Verity y Nichols, 2014). Para superar la
subestimacion de los valores de Fst utilizando marcadores de microsatélites altamente
polimérficos, se usé el indice de fijacion estandarizado (G’st) de Hedrick (2005). En el cual
la magnitud de la diferenciacion observada es la proporcion de la diferenciacion maxima
posible para el nivel de homocigosidad poblacional observado. La significancia estadistica

fue ajustada posteriormente empleando la correccién FDR (Benjamini y Hochberg, 1995).
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6.2.3.4 Aislamiento por distancia

El modelo de aislamiento por distancia examina la relacion del flujo génico entre poblaciones
pareadas con la distancia, partiendo del supuesto de que la diferenciacion genética se
incrementa con la distancia. Este modelo permite explicar posibles formas de dispersion
(Goudet etal., 1994). Se prob6 el modelo usando un test de Mantel en el paquete
ADEGENET en la plataforma de R v.3.6.1 (R Core team, 2019), para probar si existia una
correlacion entre las distancias geogréaficas con las distancias genéticas. Debido al efecto
observado por el nimero de alelos en algunos loci sobre los valores de Fst, se corrid el
andlisis empleando la distancia de Nei (1972), la cual mide las diferencias alélicas
acumuladas por locus. Si la tasa de sustitucion de genes por afio es constante, esta relacionada
linealmente con el tiempo de divergencia entre poblaciones bajo aislamiento sexual. También
se uso la distancia de Cavalli-Sforza (1967) la cual es una distancia geométrica, que refleja
la similitud entre poblaciones con respecto a las frecuencias alélicas que se presentan en
determinado sistema.

Las distancias geogréaficas en kilémetros se obtuvieron midiendo la distancia lineal entre cada
par de sitios de recolecta usando una calculadora en linea (https://es.planetcalc.com/73/) la
cual toma en cuenta la curvatura de la tierra empleando las formulas de Vincenty (1975).

6.2.3.5 Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

AMOVA es un procedimiento heuristico que permite la division jerarquica de la variacion
genética asociado con posibles niveles de estructura genética, dentro y entre individuos,
poblaciones (localidades) y grupos (poblaciones genéticas) (Peakall y Smouse, 2012). Para
estimar la reparticion de la variabilidad genética entre localidades muestreadas se realiz6 un
AMOVA en el programa GenAlex (Peakall y Smouse, 2012), con 9999 permutaciones.

Se evaluaron 5 hipotesis para determinar la estructura genética de la especie, las cuales se
basaron en la hipotesis de estructura actual propuesta para la especie (hipotesis 1), los
resultados obtenidos en el presente trabajo (hip6tesis 2) y la distribucion de los stocks de

manejo mencionados en Head et al., (2014) (hipdtesis 3, 4 y 5):
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e Hipdtesis 1. Considerando a todas las localidades como una sola poblacion
panmictica.

e Hipdtesis 2: 2 grupos, basados en las poblaciones encontradas por STRUCTURE y
DAPC.

e Hipdtesis 3: 3 grupos. Un grupo conformado por MEX, un segundo grupo integrado
por las localidades de CAL a KAM excluyendo a las localidades del Mar de Bering
(NBS y SBS) las cuales conforman un tercer grupo.

e Hipdtesis 4: 2 grupos. Un grupo conformado por MEX Y CAL y un segundo grupo
formado por el resto de las localidades desde EGA hasta KAM.

e Hipdtesis 5: 3 grupos. Un grupo conformado por MEX y CAL, un segundo grupo que
incluye a las localidades desde EGA a KAM excluyendo a las localidades del Mar de

Bering las cuales conforman un tercer grupo.

6.2.3.6 Diversidad genética

Se empled la base de datos completa (11L) para evaluar la diversidad genética. Se obtuvieron
los valores de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) con el paquete hierfstat
(Goudet y Jombart, 2015) en la plataforma R v.3.6.1 (R Core team, 2019) y para probar
diferencias en la diversidad genética entre las localidades y poblaciones, se realizo la prueba
de Wilcoxon en R v.3.6.1 (R Core team, 2019). Se estim6 también la riqueza alélica (Ra) y
la riqueza de alelos privados (Rar) usando el programa HP-Rare para corregir el efecto del

tamafo de muestra desigual (Kalinowski, 2005)
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6.2.4 Poder estadistico

Se empleo el programa POWSIM 4.1 (Ryman et al., 2006) para evaluar el poder estadistico
de los loci microsatélites para rechazar la hipotesis nula de homogeneidad genética. Se
evaluaron cuatro niveles diferentes de divergencia genética: Fst = 0.001, 0.0025, 0.005 y
0.01; las simulaciones se llevaron a cabo con base en un tamafio de poblacién efectivo (Ne)
de 5000 y se realizaron 1000 réplicas. Debido a que POWSIM no admite loci con més de 50
alelos, 3 loci se eliminaron de la base de datos (Afim-10, Afim-13 y Afim-32). Dos de estos
loci, Afim-10 y Afim-13, presentaron también desviaciones significativas del equilibrio de
HW.

6.3 ADN mitocondrial

6.3.1 Polimorfismos mitocondriales obtenidos por NGS (SNPs, del ADNmt)

Si bien la generacidon de las librerias y el genotipado de SNPs no formo parte del presente
trabajo, aqui se menciona brevemente el protocolo para su obtencion.

Se us6 un conjunto de 80 individuos para desarrollar el protocolo. Se intenté amplificar por
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa por sus siglas en inglés) todo el mitogenoma
disefiando dos conjuntos de cebadores (Anexo A), pero solo se logré un tamafio de fragmento
(amplicdon) de 4505 pb que incluye tres genes (12S, 16S y Cyt b), cuatro tRNA (ARN de
transferencia: Phe, Val, Thry Pro) y la region de control (D-loop). La amplificacion se realizé
en una mezcla de reaccion con un volumen total de 10 pl que contenia 1x tampdn de reaccion
de phire, dNTP’s 200 mM, 0.5 mM de cada cebador (Afim-Cb y Afim-16S), 0.5 U Phire hot
start Il DNA polymerase (ThermoFisher) y 50 ng de ADN total. Las condiciones de PCR
fueron 45 s de desnaturalizacion inicial a 98 ° C, seguidas por 35 ciclos de desnaturalizacion
de 8 sa 98 ° C, un paso de alineamiento de 10 s a 63 ° C y un paso de extension de 4 min a
72 ° C, ademaés de un tiempo de extension final de 8 min a 72 ° C. Para construir la libreria,
todos los amplicones se purificaron utilizando el sistema de purificacion de PCR Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter, Pasadena, CA), y se cuantificaron en un nanodrop Thermo
Scientific NanoDrop TM 8000 (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, EUA). La
construccion de la biblioteca de secuenciacion se realizo con 100-200 ng de amplicon de
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PCR, siguiendo la guia de preparacion de muestras Nextera XT (Illumina, San Diego, CA)
que usa transposoma para fragmentar el ADN y agregar simultaneamente secuencias de
codigos de barras y adaptadores. Las bibliotecas agrupadas y con codigo de barras se
secuenciaron posteriormente en la plataforma Illumina MiSeq 2x250 pb utilizando el
cartucho MiSeq Reagent Kit V3 (150 ciclos PE) (lllumina, EE. UU.). Las lecturas sin
procesar se evaluaron para la calidad con FastQC (Lo y Chain, 2014) y los adaptadores y las
secuencias de baja calidad se recortaron antes de que las lecturas se ensamblaran con el banco
de trabajo genomico CLC workbench (QIAGEN®). Se eliminaron los contigs con una
profundidad inferior a la media de 10x. Luego, todos los analisis de datos posteriores,
incluido el control de calidad y las llamadas de variantes, se realizaron en la aplicacion
BaseSpace Illumina. Los contigs se evaluaron con FastQC (Lo y Chain, 2014), luego se
alinearon con un genoma de referencia (Galvan-Tirado et al., 2015) usando BWA v0.6.2 (Li
y Durbin, 2009). Los SNP’s fueron llamados con SAM tools v0.1.18 (Li etal., 2009),
aquellos con una calidad < 10 fueron descartadas.

Las regiones amplificadas y la posicién de los polimorfismos obtenidos respecto al genoma

mitocondrial de la especie (GenBank ID: KP777542.1), se presenta en la figura 2.
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6.3.2 Citocromo b (Cyt-B) y Regién Control (D-loop)

Usando la secuenciacion Sanger se obtuvieron dos fragmentos. El fragmento del Cyt b se
amplifico con los cebadores BC CyTB vy la region control empleando BC D-LOOP (Anexo
A). Las reacciones de PCR se realizaron para ambos genes en un volumen de reaccion de 30
pl con 50 ng de ADN total, tampo6n 1 x, MgCl2 2 mM, dNTP 0.08 mM, 0.1 mM de cada
cebador y 0.03 U/ul Platinum ™ Taq DNA Polymerasa. El ciclo de PCR consistié en 5 min
a 94 ° C, seguido de 30 ciclos de 1 min cada uno a 94 ° C, 1 min a 57°C para D-loop y a 65
° C para Cyt b (temperatura de alineamiento), 3 min a 72 ° C; y con una extension final de
10 min a 72 ° C. Los productos de PCR obtenidos se enviaron para su purificacion y

secuenciacion a Macrogen, Seul-Corea (https://www.macrogen.com/en/).

Las secuencias fueron editadas para obtener secuencias consenso y se alinearon con Clustal
W, implementado en el programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Las secuencias de ambas
regiones mitocondriales fueron comparadas con las secuencias disponibles en la base de
datos del GenBank para su identificacion molecular utilizando la herramienta BLAST.
Adicionalmente se recuperaron secuencias correspondientes a la region control del bacalao
negro. A continuacion, se proporcionan los nimeros de acceso de las secuencias de la base
de datos del GenBank: CAA (MG872349-MG872378), SUR (MG872401-MG872451) y
WBS (MG872452-MG872462). Se afiadié también a cada conjunto de datos la region
correspondiente (Cyt b y D-loop) amplificada mediante NGS. Obteniendo asi un total de 92
individuos para Cyt b y 124 para D-loop.


https://www.macrogen.com/en/
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Figura 2. Genoma mitocondrial de Anoplopoma fimbria. El circulo representa la secuencia
mitocondrial completa reportada previamente y disponible en GenBank (ID: KP777542.1).
Al interior, las flechas gruesas representan los genes amplificados por secuenciacion de
ultima generacion (NGS), el tamafio y nombre correspondiente a cada fragmento se
encuentran al interior de las flechas. Los ARN de trasferencia amplificados se presentan al
exterior del fragmento y los cuales se encuentran al inicio de cada gen. Sobre la secuencia
mitocondrial completa (lineas perpendiculares) se muestra la posicion de cada polimorfismo
recuperado, asi como los cebadores empleados. SnapGene® software (De GSL Biotech;
disponible en snapgene.com).
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6.3.3 Estructura genética poblacional y diversidad genética
Para los dos tipos de datos mitocondriales (SNPs mt, y Cyt b y D-loop) se realizaron los

siguientes analisis:

6.3.3.1. Red haplotipica

Para evaluar la distribucién espacial de los haplotipos muestreados, se generd una red de
haplotipos mediante el algoritmo Median Joining en el programa NETWORK 4.6.1.3
(Bandelt et al., 1999).

6.3.3.2 Estimaciones de diferenciacion genética poblacional (Fst)

Se calcularon los niveles de diferenciacion genética entre los sitios de recolecta mediante Fst
por pares de localidades en el programa ARLEQUIN v 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010)
(10000 dememorizacion, 10000 pasos en la cadena de Markov). La significancia estadistica
se ajusto posteriormente empleando la correccion FDR (Benjamini y Hochberg, 1995).

6.3.3.3 Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

Se evalud la reparticion de la variabilidad genética entre localidades muestreadas, para esto
se realiz6 un AMOVA en el programa GenAlex (Peakall y Smouse, 2012), con 9999
permutaciones. Para los dos tipos de datos mitocondriales (SNP’s ADN mt, Cyt b, D-Loop)
se analizaron las mismas cinco hip6tesis de agrupamiento empleadas con la base de datos de
microsatélites. Ya que la base correspondiente a D-loop tenia un mayor tamafio de muestra
(12 localidades, 124 secuencias), se analizaron cinco hipoétesis adicionales, en las cuales
México se puso a prueba como una poblacién independiente (hip6tesis Al 'y A2), basado en
los resultados obtenidos con microsatélites, y se analizé también en conjunto con tres
principales grupos puestos a prueba, las costa este y oeste, y el Mar de Bering (hipdtesis A3,
A4y A5) basado en la hipotesis propuesta por Orlova (2014, 2019) de dos grandes grupos a
cada lado del Pacifico.
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e Hipdtesis Al: 3 grupos. Uno formado por SUR, WBS, NBS, SBS, un segundo grupo
desde KAM A CAL y MEX como un grupo aparte.

e Hipdtesis A2: 3 grupos. Uno formado por KAM, CAA, SUR, WBS, NBS, SBS; un
segundo grupo con las localidades CGA, EGA, CAN, WSH, CAL y MEX como un
grupo aparte.

e Hipotesis A3: 2 grupos. Un grupo formado por KAM, CAA, SUR, WBS, NBS, SBS;
y un segundo grupo formado por CGA, EGA, CAN, WSH, CAL y MEX.

e Hipotesis A4: 3 grupos. Uno formado por KAM y CAA, un segundo que incluye a
NBS, SBS, SUR y WBS, y tercero grupo formado por CGA, EGA, CAN, WSH, CAL,
MEX

e Hipotesis A5: 3 grupos. Uno formado por KAM, CAA, SUR, WBS, otro grupo
formado por NBS y SBS, y un grupo formado por CGA, EGA, CAN, WSH, CAL,
MEX.

6.3.3.4 Diversidad Genética

Para evaluar la diversidad genética al interior de las localidades se estim6 el numero de
haplotipos por localidad (H) asi como la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (7)
empleando el programa DnaSP 6.12.01 (Rozas et al., 2017).
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7. RESULTADOS

7.1 Microsatélites

Se obtuvo un total de 252 individuos genotipificados con 11 loci microsatélites
pertenecientes a nueve localidades (2 772 genotipos). El porcentaje de genotipificacion por
locus fue de 82.54% (Afim-13) a 100% (Afim-1). Porcentajes similares se obtuvieron por
localidad, los cuales fueron de 80.90% (México) a 99.70 % (Centro del Golfo de Alaska)
(Tabla I11).

Tabla I11. Porcentaje de amplificacidn total de la base de datos, el porcentaje por locus (A)
y por localidad (B).

Locus A Localidad B
Afim14 94.05 Rusia 90.30
Afiml 100.00 Norte Mar de Bering 98.48
Afim21 98.81  Sur Mar de Bering 96.85
Afim23 97.62 Islas Aleutianas 98.79

Afiml7 94.84 Este del Golfo de Alaska 97.88
Afim10 92.86 Centro del Golfo de Alaska  99.70
Afim9  99.60 Oeste del Golfo de Alaska 99.09

Afim28 89.29 California 89.61
Afim13 8254 Meéxico 80.90%
Afim32 98.81 Total 95.17%

Afim5  98.41 Amplificacion

7.1.1 Verificacion y calibracion de los loci microsatélites

No se encontraron errores en la genotipificacion para ningun sitio, ni loci bajo desequilibrio
de ligamiento. El programa ARLEQUIN detecto un solo locus bajo posible seleccion (Anexo
B). Sin embargo, al remover el locus de la base de datos, ni las estimaciones de estructura ni
de diversidad genética se vieron afectadas por lo que se decidié conservarlo en la base de
datos. Los loci Afim-10 y Afim-13 presentaron la mayor proporcion de desviaciones
significativas de HW (7 de 9 localidades). Solo el locus (Afim-10) presentd una frecuencia
de alelos nulos alta (>0.2) segun el criterio de Chapuis y Estoup (2007) para una localidad,
mientras que el resto de los loci fueron frecuencias de medias a bajas sin concentrarse en una

localidad o locus en particular (Anexo C).
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7.1.2 Estructura genética poblacional y diversidad genética

7.1.2.1 Andlisis de agrupacion bayesiana

Los anélisis de STRUCTURE HARVESTER revelaron que la mejor K para ambas bases de
datos (11L y 8 L) fue K =2 (Anexo D y E, respectivamente), la cual separa a México del
resto de los sitios de colecta con una asignacion promedio del 99% a un solo grupo. El grafico

de las probabilidades de membresia obtenidos para la base 11L se muestran en la Figura 3.

160°0'0"E 180°0'0" 160°0'0"W 140°0'0"W 120°0'0"W 100°0'0"W

50°0'0"N
50°0'0"N
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160°0'0"E 180°0'0" 160°0'0"W 100°0'0"W

Figura 3. Estructura de la poblacion inferida por el software STRUCTURE basado en
analisis de ADN de 11 microsatélites para Anoplopoma fimbria. El valor éptimo delta K fue
2 (DeltaK = 8.4734, Media LnP (K) -11591.350000). En la parte superior de la figura el
grafico arrojado por CLUMPAK en la que cada barra vertical representa un individuo y el
eje Y indica el porcentaje estimado de los individuos para cada grupo inferido (K) los cuales
son representados con un color distinto (Naranja y Azul). Para los acrénimos e informacion
de los sitios ver la tabla |
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7.1.2.2 Andlisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP)

Al igual que con el criterio de agrupacion bayesiana, el ADCP revelé dos grupos de datos
discretos. México se diferencio del resto de los sitios, tanto para la base de datos de 8L como
para la de 11L (Fig. 4, Anexo F resultados 8L). En el grafico México se separ¢ a lo largo del
primer eje componente principal, mientras que en el segundo eje se observé un bajo grado

de diferenciacion genética.

4 KAM
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ALE
EGA
CGA
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MEX

L

DA eigenvalues

® ¢ pDO O

Figura 4. Diagrama de ordenacion a partir del Analisis Discriminante de Componentes
Principales (ADCP) empleando la base 11L para Anoplopoma fimbria (Numero de
componentes retenidos, PC: 80; Numero de discriminantes, DA: 8; proporcion de varianza
conservada: 0.861). Los sitios de colecta se muestran con diferentes colores y estilo de
puntos. Los puntos representan individuos y el recuadro inferior derecho muestra los valores
propios (eigenvalues) de los ocho componentes de mayor magnitud resaltando en negro los
usados para realizar los graficos. Para los acronimos e informacion de los sitios ver la tabla
.

7.1.2.3 Estimaciones de diferenciacion genética poblacional (Fst)
Los valores de Fst pareados fueron bajos tanto para la base 11L como para la base 8L, los
cuales variaron de 0 a 0.023. Mientras que la base 11L no mostré ninguna comparacion

significativa (Anexo G), en la base 8L se observaron valores significativos entre CAL y ALE,

pero la mayoria de las comparaciones que involucraron a Meéxico fueron relativamente méas
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altas y altamente significativas (Tabla 1V). Los valores de las comparaciones pareadas
empleando G’st fueron, como se esperaba, mas altos que los valores obtenidos para Fsr;
variando de 0 a 0 .155 (8L, Tabla IV; 11L, Anexo G).

Tabla IV. Valores de Fst obtenidos con 8 loci microsatélites para Anoplopoma fimbria.
Diagonal inferior Fst, diagonal superior G’st (Hedrick, 2005). En negritas las comparaciones
significativas. Para los acronimos e informacion de los sitios ver la tabla Il.

MEX CAL WBS CGA EGA ALE SBS NBS KAM

MEX 0.1033 0.0998 0.0768 0.1112 0.0950 0.1165 0.1132 0.1053
CAL | 0.0212 0.0263 0.0128 0.0264 0.0461 0.0064 0.0311 0.0268
WBS | 0.0205 0.0054 0.0182 0.0169 0.0095 -0.0006 0.0010 -0.0024
CGA | 0.0158 0.0026  0.0038 0.0272 0.0116 0.0252 0.0224 0.0237
EGA | 0.0228 0.0054 0.0035 0.0056 0.0096 0.0222 -0.0029 0.0259
ALE | 0.0195 0.0095 0.0020 0.0024 0.0020 0.0271 -0.0006 0.0109

SBS | 0.0239 0.0013 -0.0001 0.0052 0.0046 0.0056 -0.0073 -0.0004
NBS | 0.0233 0.0064 0.0002 0.0046 -0.0006 -0.0001 -0.0015 0.0055
KAM | 0.0216 0.0055 -0.0005 0.0049 0.0053 0.0022 -0.0001 0.0011

7.1.2.4 Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel empleando todas las localidades mostr6 una correlacion positiva de las
distancias geograficas (en Km) y las distancias genéticas para ambas distancias calculadas:
Cavalli-Sforza: R?>= 0.607 y p= 0.011; Nei R?*= 0.636 y p= 0.005 (Fig. 5A y B

respectivamente; mismos resultados para 8L en Anexo H).
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Figura 5. Aislamiento por distancia en Anoplopoma fimbria. Gréfico correspondiente a la
base 11L. En el eje X las distancias geograficas (km) y en el eje Y la distancia genética. La
linea negra continua representa la linea de regresion entre la distancia geografica y la
genética. El gradiente de color de azul claro a rojo indica la densidad de los puntos que
también se muestran en el fondo del grafico. A) Distancia Cavalli-Sforza, B) Distancia de
Nei.

7.1.2.5 Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA)

El anélisis de varianza molecular (AMOVA) mostré que la mayor parte de la varianza
genética en cada uno de las hipdtesis probadas se encontré dentro de los individuos, los cuales
variaron entre 83 y 85% de la varianza total (algo menor, 79 a 82% para la base 8L, Anexo
). De las hipotesis probadas, la hipotesis 2 presento la mayor varianza 5% para la
diferenciacion entre grupos para ambas bases de datos. Todos los estadisticos F fueron
significativos (p<0.05) tanto a nivel de individuos como entre poblaciones y grupos (11L,
Tabla V; 8L Anexo I).
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Tabla V. Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) realizado con 11 loci microsatélites
para Anoplopoma fimbria. Porcentaje de variacion de diferentes niveles jerarquicos de las
hipotesis puestas a prueba. Para los acronimos e informacién de los sitios ver la tabla I1.

Estructura analizada Fuente df % EStaoll:'St'CO P
Hipotesis 1 Entre Pops 8 2%
Panmixia Dentro Pops 495 98%
Total 503 100% 0.022 0.000
Hipotesis 2
2 grupos Entre grupos 1 5% 0.047 0.000
1)MEX Entre Pops 7 1% 0.014 0.000
2) CAL A KAM y Mar de Bering 0
(SBS y NBS) Dentro Pops 495 94% 0.06 0.000
Total 503 100%
Hipotesis 3
3 grupos Entre grupos 2 1% 0.014 0.000
1) MEX Entre Pops 6 1% 0.015 0.000
2)CAL-KAM Dentro Pops 495 97% 0.028 0.000
3) Mar de Bering (SBS y NBS) Total 503 100%
Hipotesis 4 Entre grupos 1 3% 0.029 0.000
2 grupos Entre Pops 7 1% 0.011 0.000
1): KAMAEGAY Mar de Dentro Pops 495 96% 0.04 0.000
Bering
2): CAL Y MEX Total 503 100%
Hipotesis 5
3 grupos Entre grupos 2 1% 0.015 0.000
1): Mar de Bering (SBS y NBS) | Entre Pops 6 1% 0.012 0.000
2): KAM A EGA Dentro Pops 495 97% 0.027 0.000
3): MEX-CAL Total 503 100%
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7.1.2.6 Diversidad genética

Para la base de datos completa (11L) la Ho por localidad vario entre 0,59 y 0,71 mientras que
la He vario poco con valores de entre 0,70 y 0,74 (Fig. 6a y b). Por otra parte, los valores Ho
y He fueron similares entre poblaciones (Ho=0.651 Pacifico norte y Ho= 0.712 México; He
= 0.722 Pacifico norte y He = 0.748 México) (Fig. 5¢ y d). No se encontraron diferencias
significativas en He y Ho ni por localidad ni entre poblaciones genéticas una vez aplicada la
correccion FDR. Los indices de diversidad por locus se muestran en el Anexo C.

Se observo también poca variacion en la Ra (7.00 a 7.4) entre localidades mientras que Rap
presento valores de entre 0.79 a 2.71 siendo México la localidad con el valor mas alto (Tabla
VI).

Tabla VI. Riqueza Alélica (Ra) y Riqueza de alelos privados (Rap) para cada localidad y
poblacién genética de Anoplopoma fimbria. Para los acronimos e informacion de los sitios
ver latabla Il.

Localidades Poblaciones
Pacifico
KAM NBS SBS ALE EGA CGA WGA CAL MEX Norte MEX
R, 7.04 7.07 7 734 711 7.13 7.29 6.9 7.46 732 7.46

R.p 08 088 087 1.07 1.05 079 1.16 1 2.71 4.69 4.83
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Figura 6. Indices de diversidad genética. Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hg), por localidad (a y b) y por poblacion
genética (c y d) de Anoplopoma fimbria. Para los acronimos e informacion de los sitios ver la tabla II.
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7.1.3 Poder estadistico

El andlisis de poder estadistico mostré que los tamafios de muestra empleados en este analisis
y los 8 loci microsatélites son adecuados para detectar Fst tan pequefios de 0.0050 con una
alta probabilidad (> 0.9) (Fig. 7).
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Figura 7. Potencia estadistica simulada para obtener resultados significativos en las pruebas
de diferenciacion genética que involucran 8 loci microsatélites y los tamafios de muestra
utilizados en este estudio para Anoplopoma fimbria. Se muestra en el grafico para cada valor
de Fst la proporcion de pruebas que fueron significativas a p <0.05.



34

7.2. Mitocondrial

7.2.1 Estructura genética poblacional y diversidad genética

7.2.1.1 Red de haplotipos

7.2.1.1.1 Polimorfismos mitocondriales de un solo nucleétido (SNP’s, ADNmt)

La red de haplotipos indico una estructura genética conformada por 75 haplotipos con baja
frecuencia que no se segregan espacialmente. Solo tres haplotipos se encontraron en mas de
una localidad (Fig. 8). Sin embargo, los haplotipos de baja frecuencia permitieron la
conformacién de tres haplogrupos, cada uno separado por varios pasos mutacionales (9 a 11

pasos). Estos haplogrupos se designaron con las letras mayusculas: A, By C (Fig. 8).

Figura 8. Red de haplotipos estimada mediante el algoritmo Median Joining usando los
SNPs mt de Anoplopoma fimbria. Cada nodo representa un haplotipo de secuencia de
ADNmMt Gnico donde cada color representa una localidad de muestreo y el tamafio del circulo
indica la frecuencia. Las longitudes de las lineas que conectan haplotipos y su distancia esta
medida en pasos mutacionales (lineas trasversales). Los nodos rojos son haplotipos no
observados inferidos por el programa. Las letras mayusculas y las sombras en gris
representan los haplogrupos designados. Para los acronimos e informacion de los sitios ver
la tabla II.

El haplogrupo B se formo por 43 haplotipos, ampliamente distribuido en todas las localidades
analizadas. El segundo méas abundante fue el haplogrupo A con 32 haplotipos, sin embargo,
no se observo en las localidades de CAA y SBS. El haplogrupo C es el menos abundante y



35

homogéneo, no fue observado en las localidades de EGA y NBS, pero los distintos haplotipos

se separan entre si por muchos pasos mutacionales (Fig. 8 y 9).
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Figura 9. Distribucion de los haplogrupos de Anoplopoma fimbria empleando SNPs del
ADNmMt. Los haplogrupos se muestran en diferente color (A, B y C). Para los acrénimos e
informacion de los sitios ver la tabla 1.

7.2.1.1.2 Citocromo b (Cyt-B) y Regién Control (D-loop)

Con base en un fragmento de 680 pb del gen Cyt-b del ADNmt, se obtuvieron un total de 49
haplotipos diferentes a partir de 92 secuencias alineadas. Se observaron dos haplotipos méas
abundantes (H-9 y H-8) separados por 8 pasos mutacionales, de los cuales surgen varios
haplotipos de baja frecuencia y Unicos, permitiendo asi la conformacién de dos haplogrupos
(A y B), ademés también se observd un tercer haplogrupo con varios haplotipos de baja
frecuencia y separados por un mayor numero de pasos mutacionales entre si, el cual fue

designado con la letra C (Fig. 10).
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Localidades

Figura 10. Red de haplotipos estimada mediante el algoritmo Median Joining usando la
region Cyt-b ADNmt de Anoplopoma fimbria. Cada nodo representa un haplotipo de
secuencia de ADNmt Unico donde cada color representa una localidad de muestreo y el
tamanio del circulo indica la frecuencia. Las longitudes de las lineas que conectan haplotipos
y su distancia esta medida en pasos mutacionales (lineas trasversales). Los nodos rojos son
haplotipos no observados inferidos por el programa y las letras mayusculas y las sombras
grises representan los haplogrupos. Para los acronimos e informacion de los sitios ver la tabla
.

El haplogrupo mas abundante fue el B conformado por 32 haplotipos, el cual se encontré en
todas las localidades, mientras que el haplogrupo A con 11 haplotipos no se observé en las
localidades de CAA ni SBS. El haplogrupo C fue menos abundante y no se encontr6 en NBS
ni EGA (Fig. 11).
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Figura 11. Distribucion de los haplogrupos de Anoplopoma fimbria empleando la region
mitocondrial Cyt-b. Los haplogrupos se muestran en diferente color. Para los acronimos e
informacion de los sitios ver la tabla I1.

La red de haplotipos generada a partir de 124 secuencias de 653 pb de la region D-Loop
presentd 96 haplotipos, la mayoria de estos fueron de baja frecuencia o Gnicos y no se observé
una segregacion espacial (Anexo J).
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7.2.1.2 Estimaciones de diferenciacion genética poblacional (Fst)

7.2.1.2.1 Polimorfismos mitocondriales de un solo nucle6tido (SNP del ADNmt)

Todas las comparaciones pareadas mostraron valores generalmente bajos de Fst los cuales
variaron de 0 a 0.104 y ninguna de las comparaciones fue estadisticamente significativa
(Tabla VII)

Tabla VII. Valores del indice de fijacion, Fst (diagonal inferior) de Anoplopoma fimbria

empleando SNP del ADNmt y niveles de significancia estadistica para cada comparacion (p)

en la diagonal superior. Para los acronimos e informacion de los sitios ver la tabla I1.

CAL CAN CAA WSH CGA EGA SBS NBS KAM MEX

CAL 0.631 0.351 0.784 0901 0.676 0.396 0.793 0.955 0.757
CAN | 0.000 0.847 0.577 0.586 0.387 0.991 0.486 0.757 0.135
CAA | 0.012 0.000 0.243 0.595 0.090 0973 0.234 0.559 0.171
WSH | 0.000 0.000 0.049 0.856 0.414 0.360 0.955 0.577 0.685
CGA | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.225 0.667 0.937 0.820 0.829
EGA | 0.000 0.007 0.104 0.000 0.011 0.279 0.387 0.324 0.171
SBS | 0.000 0.000 0.000 0.010 0.000 0.030 0.225 0.649 0.117
NBS | 0.000 0.000 0.065 0.000 0.000 0.000 0.022 0.622 0.766
KAM | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.013 0.000 0.000 0.396
MEX | 0.000 0.029 0.082 0.000 0.000 0.027 0.059 0.000 0.000

7.2.1.2.2 Citocromo b (Cyt-B) y Regién Control (D-loop)

Todas las comparaciones pareadas realizadas con la region Cyt-b mostraron valores de Fst
muy bajos los cuales variaron de 0 a 0.0924 y ninguna de las comparaciones fue
estadisticamente significativa (Tabla VIII). Por otra parte, la regién D-loop mostro valores
de Fst en su mayoria bajos (0 a 0.08), sin embargo, los valores entre las comparaciones de
SBS-MEX y SBS-SUR fueron mas altas (0.1545 y 0.1533) y estadisticamente significativas

una vez aplicada la correccion FDR (Tabla 1X).
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Tabla VIII. Valores del indice de fijacion Fst para la region Cyt-b (diagonal inferior) de Anoplopoma fimbria y niveles de
significancia estadistica para cada comparacion (p) en la diagonal superior. Para los acrénimos e informacién de los sitios ver la

tabla Il.
CAL CAN CGA CAA EGA MEX NBS KAM SBS WSH

CAL 0.7658 0.7658 0.4324  0.4955 0.4775 0.7297 0.8288  0.5405 0.9910
CAN 0.0000 0.4144 0.4234 0.4324 0.1081 0.2072  0.2703  0.6487 0.6937
CGA | 0.0000 0.0000 0.4595  0.4414 0.7838 0.9640 0.9910 0.6667 0.8559
CAA | 0.0418 0.0175 0.0000 0.1441 0.1982 0.3423 0.3514  0.9640 0.3423
EGA | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0924 0.4955 0.6667 0.3784  0.3063 0.68468
MEX | 0.0000 0.0542 0.0000 0.0884  0.0000 0.9910 0.7297 0.1712 0.6757
NBS 0.0000 0.0192 0.0000 0.0337  0.0000 0.0000 0.9820  0.4865 0.7928
KAM | 0.0000 0.0075 0.0000 0.0195 0.0000 0.0000 0.0000 0.6126 0.8919
SBS 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0101 0.0463 0.0000  0.0000 0.6306
WSH | 0.0000 0.0000 0.0000 0.0040 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000  0.0000
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Tabla IX. Valores del indice de fijacion Fst para la region D-loop (diagonal inferior) y niveles de significancia estadistica para
cada comparacion (p) en la diagonal superior. En negritas las comparaciones significativas. Para los acrénimos e informacién de
los sitios ver la tabla II.

MEX EGA CGA CAN CAL CAA NBS KAM SBS SUR WBS WSH

MEX 0.3564 0.5946 0.3960 0.5946 0.3564 0.8600 0.5946 0.0000 0.8325 0.5946 0.5946
EGA | 0.0847 0.5946 0.5946 0.7928 0.3564 0.5946 0.5946 0.5946 0.5946 0.8600 0.5946
CGA | 0.0204 0.0557 0.5946 0.8600 0.5946 0.9910 0.8325 0.5946 0.5946 0.8600 0.7624
CAN |0.0521 0.0247 0.0255 0.5946 0.6442 0.7928 0.9476 0.8600 0.5101 0.9476 0.8600
CAL | 0.0297 0.000  0.000 0.0065 0.6285 0.8600 0.8600 0.5946 0.7553 0.9476 0.7624
CAA |0.0644 0.0731 0.0226 0.0068 0.0076 0.7928 0.8020 0.8600 0.5946 0.9476 0.5946
NBS | 0.000 0.0468 0.000  0.000 0 0 0.9476 0.5946 0.6121 0.8600 0.9476
KAM | 0.0165 0.0107 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.5946 0.5946 0.9910 0.8600
SBS |[0.1533 0.0612 0.0381 0.000 0.0306 0.000 0.0477 0.0173 0.0000 0.9476 0.5946
SUR | 0.000 0.0595 0.01 0.0672 0.0003 0.0486 0.0022 0.02  0.1545 0.5946  0.5946
WBS | 0.0271 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0427 0.9476
WSH | 0.0236 0.012 0.000  0.000 0.000 0.0323 0.000 0.000 0.0192 0.0382 0.000
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7.2.1.3 Andlisis molecular de varianza (AMOVA)

Las hipotesis probadas no mostraron diferencias significativas a ninguno de los niveles
(individuos, poblaciones y grupos) empleando la base de SNPs del ADNmt y la mayor parte
de la varianza genética en cada una de las agrupaciones se encontro al interior de los
individuos (99-100%, Tabla X). Resultados similares se observaron para la regién Cyt-b. La
mayor varianza genética en cada agrupacion se encontro al interior de los individuos (96-
100%), la hipotesis 2 presento un 4% varianza genética entre grupos, pero no se encontraron
diferencias significativas a ninguno de los niveles evaluados para ninguna hipétesis (Tabla
X). Los resultados obtenidos con la regién D-loop no mostraron diferencias entre grupos,
pero se observé un porcentaje alto de variacion entre poblaciones (30 a 38%) y para todas las
hipdtesis probadas todos los estadisticos F fueron significativos (p<0.05) tanto a nivel de
individuos como entre poblaciones (Tabla X).

Por otra parte, de las hipdtesis adicionales evaluadas para D-loop mostraron un porcentaje
alto de variacion (18%) entre grupos al separar las localidades en costa este y oeste del
Pacifico (Hipdtesis 3, Tabla XI). Sin embargo, el mayor porcentaje de variacion entre grupos
lo presentd la hipdtesis A5 (25 % de variacion) en la que se puso a prueba tres grupos

conformados por la costa rusa, Mar de Bering y la costa este del Pacifico (Tabla XI).
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Tabla X. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) empleando datos de ADNmt de Anoplopoma fimbria. Se muestran el

porcentaje de variacion (%) de diferentes niveles jerarquicos de las hipdtesis puestas a prueba, asi como los estadisticos F y la

significancia estadistica (p). Para los acrénimos e informacion de los sitios ver la tabla 11.

SNPs mt Cyt-B D-loop
Estructura analizada Fuente df % ESta?:'St'CO P df % ESta?:'St'CO P df % ESta?__'St'CO P
Hipotesis 1 EntrePops 9 0% 9 0% 11 30%
Panmixia Dentro Pops 70 100% 82 100% 112 70%
Total 79 100% 0 0646 91 100% -0018 0789 123 100% 0302  0.000
Hipdtesis 2
2 grupos Entregrupos 1 1% 0.007 0.297 1 4% 0.036 0.099 1 0% -0.129 1.000
1): MEX Entre Pops 8 0% 0 0641 8 0%  -0029 0892 10 32% 0319  0.000
?%:B(S:C';\IggAMyMar de Bering | pentro pops 70 99% 0 0445 82 96% 0009 0286 112 68% 0231  0.000
Total 79 100% 91 100% 123 100%
Hipétesis 3
3 grupos Entregrupos 2 0% 0 0.747 2 2% 0.016 0.211 2 0% -0.131 1.000
1): MEX EntrePops 7 0% 0002 0394 7 0%  -0.026 0.858 9 39% 0392  0.000
2): CAL-KAM Dentro Pops 70 100% 0 0634 82 98% -0010 0611 112 61% 0313  0.000
Total 79 100% 91 100% 123 100%
3): Mar de Bering (SBS y NBS) o ° ° °
Hipotesis 4
2 grupos Entregrupos 1 1% 0 0.537 1 0% -0.002  0.440 1 0% -0.039 1.000
é);r';]AgMAEGAyMar de EntrePops 8 0% 0 0479 8 0% 0019 0777 10 37% 0371  0.000
2): CAL Y MEX Dentro Pops 70 99% 0 0547 82 100% -0022 0783 112 63% 0347  0.000
Total 79 100% 91 100% 123 100%
Hipétesis 5
3 grupos Entre grupos 2 0% 0.007 0.159 2 0% -0.002  0.482 2 0% -0.040 0.999
_ . Entre Pops 7 0% 0 0633 7 0%  -0017 0.739 9  38% 0375  0.000
1): Mar de Bering (SBSYNBS) | 5000 pops 70 100%  0.002 0362 82 100% -0018 0792 112 62% 0350  0.000
2): KAM A EGA Total 79 100% 91 100% 123 100%

3): MEX-CAL
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Tabla XI. Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) de la region D-loop de Anoplopoma
fimbria. Se muestran el porcentaje de variacion (%) de diferentes niveles jerarquicos de las
hipdtesis puestas a prueba, asi como los estadisticos F y la significancia estadistica (p). Para
los acronimos e informacion de los sitios ver la tabla Il.

Hipotesis analizada Fuente df %  EstadisticoF P

Hipotesis S Al

3 Grupos Entre

grupos 2 2% 0.023 0.079
1) Mar de Bering (SUR, WBS, NBS, SBS) Entre Pops 9 35% 0.353 0.000
2) KAM-CAL Dentro
(KAM,CAA,CGA EGA,CAN,WSH,CAL) Pops 112 63% 0.368 0.000
3) MEX Total 123 100%
Hipotesis A2
3 Grupos Entre

grupos 2 9% 0.094 0.000
1) Rusia (KAM, CAA,SUR, WBS, NBS, SBS) Entre Pops 9 29% 0.318 0.000
2) Pacifico este (CGA, EGA, CAN, WSH, CAL) F'?gg;m 12 62% 0382 0.000
3) MEX Total 123 100%
Hipdtesis A3
2 Grupos Entre

grupos 1 18% 0.177 0.000
1) Rusia (KAM, CAA,SUR, WBS, NBS, SBS) Entre Pops 10  24% 0.287 0.000
2) Pacifico este (CGA,EGA, CAN, WSH, CAL. Dentro
MEX) Pops 112 59% 0.413 0.000

Total 123 100%
Hipdtesis A4
3 Grupos Entre

grupos 2 12% 0.118 0.000
1) RUSIA (KAM, CAA) Entre Pops 9 2% 0.306 0.000
2) Mar de Bering (SUR, WBS, NBS, SBS) Egg;m o 61% 0388 0.000
3) Pacifico este (CGA,EGA, CAN, WSH, CAL, Total
MEX) 123 100%
Hipotesis A5
3 Grupos Entre

grupos 2 25% 0.245 0.000
1) RUSIA (KAM, CAA, SUR, WBS) Entre Pops 9 18% 0.233 0.000
2) Mar de Bering (NBS, SBS) Fl?gg:ro 112 58% 0421 0000
3) Pacifico este (CGA,EGA, CAN, WSH, Total

CAL,MEX) 123 100%




7.2.1.4 Diversidad genética
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Todas las localidades presentaron una alta diversidad haplotipica (h) para los dos sets de

datos empleados y la cual fue de 0.85 a 1.00, siendo las localidades mas al norte las que

presentaron los valores mas altos (Tabla XII). Mientras que la diversidad nucleotidica varié

de 0.005 a 0.137 entre los diferentes sets de datos empleados, sin embargo, los valores fueron

similares entre poblaciones (Tabla XI1I).

Tabla XII. Diversidad genética del ADNmt en Anoplopoma fimbria. Nimero de muestra
(N), numero de haplotipos (H), diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica (x). Para
los acrénimos e informacion de los sitios ver la tabla I1.

Localidad

Datos KAM NBS SBS WBS SUR CAA CGA EGA CAN WSH CAL MEX Global
N 8 7 6 3 8 9 8 12 8 11 80

SNPs ADNm H 8 7 6 3 8 8 8 12 8 10 75
h 1 1 1 1 1 0972 1 1 1 0.982 0.998

a 0.116 0.080 0.077 0.137 0.102 0.082 0.103 0.090 0.100 0.086  0.086

N 10 7 5 3 8 9 15 11 11 13 92

H 8 5 5 3 6 6 11 7 10 10 49

Cytb h 0933 0857 1 1 0929 0.88 0.962 0.891 0.982 0.962  0.934
n 0.008 0.006 0.009 0.011 0.008 0.005 0.006 0.006 0.006 0.008 0.007

N 14 7 6 5 10 13 8 9 12 12 13 15 124

H 12 7 6 5 10 13 8 8 12 12 13 13 96

D-loop h 0.978 1 1 1 1 1 1 0972 1 1 1 0.981 0.994
n 0.016 0.014 0.015 0.01 0.012 0.01 0.017 0.018 0.015 0.01 0.018 0.014 0.01
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8. DISCUSION

En el presente estudio no se observaron sefiales de panmixia para el marcador nuclear. Por el
contrario, la localidad mexicana (MEX) se diferencié del resto de los sitios de muestreo,
resultado que fue consistente a través de los diferentes enfoques empleados. Mientras que,
empleando los marcadores mitocondriales no se observé un patron espacial aparente de los
haplotipos para ninguna de las bases empleadas. Sin embargo, la regién D-loop sugiere
diferencias entre Mar de Bering y las costas este y oeste del Pacifico.

8.1 ADN nuclear (Microsatélites)

Los procedimientos estadisticos utilizados para determinar las diferencias genéticas
empleando los loci microsatélites sugieren que los individuos de México son diferentes a los
individuos de las localidades al norte del rango de distribucion de la especie. Cada enfoque
se basa en supuestos diferentes, por ejemplo, STRUCTURE asigna individuos a las
poblaciones sobre la base de sus genotipos, al tiempo que estima las frecuencias alélicas de
la poblacién, pero supone que los loci no estan ligados, y que las poblaciones estan en
equilibrio Hardy-Weinberg (Pritchard et al., 2000). En otras palabras, el método supone que
cualquier desequilibrio encontrado es atribuible a la estructura de la poblacion. Mientras que
DAPC se basa en la transformacion de datos, utilizando el analisis de componentes
principales (PCA) como paso previo al analisis discriminante (DA), que garantiza que las
variables enviadas a DA no estén correlacionadas y que su nimero sea menor que el de los
individuos analizados, sin implicar necesariamente una pérdida de informacién genética
(Jombart et al., 2010). Ambos métodos concuerdan y hacen robustas las conclusiones de que
los individuos recolectados en México son diferentes del resto. Por su parte, los valores de
Fst usando los ocho loci microsatélites (8L) también sugieren que México es diferente de la
mayoria de los sitios del norte, con la excepcion de CGA, que presento un valor de Fst méas
bajo y no significativo (Tabla 3), mientras que empleando la base de datos original (11L), no
se observO ninguna comparacion significativa. Los resultados obtenidos empleando Fst
deben ser interpretados con precaucion, ya que debido a que los microsatélites son
hipervariables a menudo tienen una alta heterocigosidad dentro de las poblaciones, lo cual

reduce la magnitud de las medidas de diferenciacidén genética como Fst (y Gst) (Hedrick,
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1999; Alcala et al., 2014; Wang, 2015). Este efecto causado por la alta variabilidad de los
microsatélites fue observado al retirar de la base de datos original (11L), los tres loci con
mayor polimorfismo y al emplear el indice de fijacion estandarizado de Hedrick (2005) el
G’st. Hedrick, (1999) destaca que un conjunto con una gran cantidad de loci altamente
polimérficos pueden dar diferencias muy pequefias, pero estadisticamente significativas,
aunque no refleje una diferencia bioldgicamente significativa, también destaca los "falsos
negativos™ causados por fuerzas como la seleccion de genes o el flujo genético que, aunque
no sean fuertes, pueden generar diferencias adaptativas similares entre las poblaciones. Una
forma de examinar la relacidn entre significancia estadistica y bioldgica es evaluar el poder
estadistico para detectar un efecto biolégico conocido (Hedrick, 1999). Los resultados
obtenidos con POWSIM confirmaron que los 8 loci y el nimero de muestras utilizadas en
este estudio poseen el suficiente poder estadistico para detectar niveles tan bajos de Fst como
0.0025 con una probabilidad > 0.8 y valores de Fst = 0.0050 con una probabilidad cercana a
1. Por lo tanto, las diferencias genéticas entre MEX y cualquiera de las localidades al norte
de ésta puede interpretarse como reales, soportando también los resultados de los métodos
anteriores. El analisis molecular de varianza también apoyd la hipotesis de dos poblaciones
(Hipdtesis 2) indicando una diferenciacion baja, pero estadisticamente significativa, entre
Meéxico y el resto de las localidades (Fst= 0,046; p = 0,000). Ademas, se observo una
correlacion significativa entre las distancias genéticas (Cavalli-Sforza y Nei) y geogréaficas,
empleando todas las localidades lo cual sugiere un aislamiento por distancia entre los sitios.
Sin embargo, al excluir los sitios del Mar de Bering, la correlacion entre la distancias
genéticas y geogréaficas deja de ser significativa (resultados no mostrados). Esto podria
sugerir que otros factores (ademas de la distancia) estan influenciando la estructura observada
(ver mas adelante).

Los resultados observados en el presente trabajo coinciden con estudios previos donde se ha
informado una diferenciacion débil pero significativa cuando se han comparado individuos
de México con otras localidades del norte. Tripp-Valdez et al. (2012) informaron una
diferenciacion genética poblacional leve pero significativa con datos de 4 loci microsatélites,
sugiriendo que las poblaciones del Mar de Bering, el Golfo de Alaska y Oregén forman una
poblacion separada de San Quintin, México. Asimismo, el trabajo realizado por Galvan-
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Tirado et al. (2015) reportd una variacion del 0.7% entre el mitogenoma de México con
respecto a Canad4, lo que podria sugerir diferencias entre las localidades.

Usando SNPs y un muestreo extenso a lo largo de la costa oeste de Norteamérica, Jasonowicz
et al. (2017) reportaron un alto grado de homogeneidad genética entre los sitios mas
septentrionales de la distribucion del bacalao negro (Mar de Bering, Golfo de Alaska y costa
pacifica de los Estados Unidos); resultados semejantes se observaron en el presente estudio,
sin embargo, es importante resaltar que en el estudio de Jasonowicz et al. (2017), no se
analizaron muestras provenientes de aguas mexicanas.

8.2 ADN mitocondrial

Para los conjuntos de datos mitocondriales no se observd una correspondencia de la
diversidad haplotipica en funcion a una estructura espacial. Los SNP’s del ADNmt y el Cyt
b muestran 3 haplogrupos, que podrian denotar linajes genealogicos diferentes (Fig. 8 y 10),
pero los valores de Fst entre poblaciones no fueron significativos para ningun de estos
conjuntos de datos mitocondriales. De acuerdo a lo sugerido por Orlova et al., (2019) la
presencia de dos de estos tres haplogrupos podria sugerir dos refugios a ambos lados del
Pacifico Norte (haplogrupos A y B, Fig. 9 y 11), uno cercano a California (Golfo de
California) y el otro en aguas cercanas a Japon durante el Ultimo Méaximo Glacial y una
posterior expansion durante el calentamiento climéatico. La region D-loop no permitio la
conformacién de haplogrupos, sin embargo, los valores de Fst entre las localidades de SBS
con MEX y SUR presentaron diferencias significativas (Tabla X). Ademas, los resultados
obtenidos con AMOVA parala region D-loop, también sugieren la existencia de al menos 3
grupos (Tabla XI): uno conformado por la costa oeste del Pacifico (KAM, CAA, SUR WBS),
otro formado por el Mar de Bering (NBS y SBS) y otra en la costa este del Pacifico (MEX,
CAL, WSH, CAN, EGA, CGA). Estos resultados contrastan con los reportados por Orlova
et al. (2014 y 2019) para la region control (D-loop), quienes no encontraron diferencias entre
las localidades muestreadas. El tamafio de muestra usado en el presente estudio fue mayor e
involucro localidades que no se habian comparado antes, lo que podria explicar las
diferencias con respecto a los estudios de Orlova et al. (2014 y 2019). Aunado a esto, la
region control (D-loop) es la regidn con la tasa de mutacion mas alta en el ADNmt (Cecconi
etal., 1995), evoluciona de 4-5 veces mas rapido que el resto de la molecula del ADN
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mitocondrial (Brown etal.,, 1979), por lo que esta region podria dejar sefiales de

diferenciacion genética mas reciente.

8.3 Estructura genética poblacional

Tanto los andlisis de STRUCTURE, DAPC, como los valores de Fst por pares de localidades
realizados con los datos nucleares (microsatélites) resaltan la condicion no panmictica de la
especie e indican que la diferenciacion genética aumenta hacia la parte meridional de la
distribucion, siendo la localidad mexicana una poblacion genéticamente diferente. Las
localidades més al norte se encuentran altamente mezcladas genéticamente y no se observan
diferencias significativas entre sitios, mientras que los sitios al “margen” como California
son mas heterogéneos, con una ligera mezcla genética entre la poblacion mexicanay el sitio
de California. Estos resultados podrian ser consistentes con la hipétesis “central-marginal”,
que predice un aumento general en la diferenciacion genética hacia los margenes de la
distribucion de las especies (Eckert et al., 2008). En este modelo se proponen dos parametros
genéticos claves, el tamafio efectivo poblacional (Ne) y la tasa de flujo génico (m), los cuales
deberian ser mas altos en el centro del rango y mas bajos en los margenes del rango de
distribucion. Como resultado, las poblaciones periféricas deberian exhibir una menor
diversidad y una mayor diferenciacion genética con respecto a las poblaciones centrales
(Eckert etal., 2008). En nuestro estudio, todos los sitios evaluados a lo largo de la
distribucion de la especie presentaron altos valores de diversidad genética intrapoblacional
(tanto nuclear como mitocondrial) y no se encontraron diferencias significativas, ni entre
localidades ni entre poblaciones genéticas al comparar la He y Ho. Los altos niveles de
diversidad observados pueden ser debido a multiples factores que han contribuido a la
estructura genética actual, particularmente aquellos asociados con el flujo de genes y la
demografia pasada y la variabilidad ambiental. Por ejemplo, se espera que la diversidad
genética sea mayor en las poblaciones mas antiguas que en las de reciente colonizacion, ya
que ha transcurrido el tiempo suficiente para que se establezca un equilibrio entre la
migracion y la deriva genética (Riginos y Liggins, 2013). Sin embargo, en el presente estudio
no se encontraron diferencias en la heterocigosidad entre localidades y grupos geneéticos.
Bajo este escenario de colonizacion historica, Riginos y Liggins (2013) sugieren que la
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contribucion de las variantes privadas es una medida méas apropiada para evaluar los efectos
de la mutacion y deriva. En el presente trabajo la poblacion de México presento los valores
mas altos tanto para la riqueza alélica como de alelos privados (RA: 7.46 RAP: 2.1, Tabla
V1), lo que podria sugerir aislamiento a causa de un reducido flujo genético y dado a las altas
tasas de mutacion de los microsatélites, este aislamiento podria ser contemporaneo.

Por otra parte, la diversidad genética también puede ser alta debido a la mezcla de
poblaciones (Petit et al., 2003). Los datos microsatélites sugieren cierto grado de mezcla
genética entre poblaciones. Por ejemplo, STRUCTURE reveld que dos de los sitios mas al
sur de ambas costas del Pacifico (CAL y KAM), muestran mezcla genética evidenciada por
los coeficientes de membresia de la poblacion de México y del resto del Pacifico Norte, a
diferencia de lo observado para los sitios del Golfo de Alaska, Aleutianas y Mar de Bering
(Fig. 3). La mezcla geneética en la localidad CAL podria explicarse por la proximidad
geogréfica y eventual encuentro de individuos de ambos sitios (CAL y México, ver mas
adelante). Sin embargo, la localidad de KAM es un poco més problematico para explicar. Al
construir un mapa de la distribucion actual de la especie usando las herramientas de FishBase
(Fig. 12), se observa que la especie puede estar presente en los montes submarinos en el
centro del Océano Pacifico, que junto a la gran capacidad migratoria de la especie podria
explicar la composicidn genética de la poblacion de México en la localidad KAM (Fig. 3).
A pesar de lo anterior, los analisis de aislamiento por distancia sugieren una correlacién
significativa entre las distancias genéticas y geogréficas (Fig. 5). Segun la teoria, el
aislamiento por distancia resulta en una relacion directa entre las distancias genéticas y
geogréficas (Goudet et al., 1994), sin embargo, el o los procesos que originan este patron
puede no ser facilmente determinados. La historia natural junto con los aspectos ecolégicos,
de habitat y climaticos y la heterogeneidad del paisaje pueden generar regimenes de seleccién
fluctuantes o contrastantes que afectan los patrones de flujo de genes y la estructura genética
espacial (Manel y Holderegger, 2013).
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Figura 12. Mapa de distribucién nativa de Anoplopoma fimbria. www.aquamaps.org,
Consultado el 22 de agosto de 2020.

Bajo la optica de la heterogeneidad del paisaje, las poblaciones marginales generalmente
crecen en ambientes menos dptimos que las poblaciones centrales, y pueden desarrollar
adaptaciones a tensiones ambientales especificas (Eckert et al., 2008; Téth et al., 2019),
manifestando asi altos niveles diversidad genética intrapoblacional. Aungue a menudo existe
una correlacion positiva entre la variacion genética intraespecifica (neutral y adaptativa) y la
heterogeneidad ambiental en los habitats ocupados, que podrian indicar un vinculo entre la
diversidad genética y ecoldgica (Eckert et al., 2008, Manel y Holderegger, 2013), el grado
de concordancia entre la variacion de los marcadores neutros (como los empleados en este
trabajo) y la variacion adaptativa son objeto aun de debate. No esté claro si los mecanismos
que generan las diferencias son lo suficientemente fuertes como para influir en el patron de
variacion de rasgos ecoldgicamente significativos.

El bacalao negro habita las aguas de la plataforma y la pendiente continental en todo el
Océano Pacifico Norte, asi como en montes submarinos. Dentro de su distribucion, habita

diferentes rangos de profundidad; la edad, el tamafio y la madurez varian a lo largo de su
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distribucion y profundidades (Mason et al., 1983; McFarlane y Beamish, 1992; Maloney y
Sigler, 2008). Segun un estudio realizado en el Golfo de Alaska, el habitat predicho para la
especie, estd determinado por la pendiente, la profundidad, la velocidad de la corriente y el
color del océano, las cuales varian en importancia tanto con el estadio de vida como la
estacion del afio (invierno o primavera, DFO, 2013). Por ejemplo, durante la primavera la
profundidad y la velocidad de la corriente parecen ser las variables més influyentes, al menos
en esta esta region. Lo cual puede estar relacionado con la temporada reproductiva en la zona.
Los meses de desove desde el sudeste de Alaska y a lo largo de la costa de Canada, son de
enero a abril con un pico en febrero (Mason et al. 1983). Més abajo frente a la costa central
de California, el desove ocurre de octubre a febrero (Hunter et al., 1989; Mateo et al., 2017).
El desove ocurre a 300-500 m de profundidad cerca del borde de la plataforma continental.
Los huevos son pelagicos y pueden incubarse durante varias semanas, hundiéndose a
profundidades entre 400-1000 m antes de la eclosion a medida que aumenta la densidad del
huevo (Kendall Jr y Matarese, 1987). Las larvas con yema se alimentan en profundidad, pero
se mueven inmediatamente hacia la capa superficial donde son advectadas por las corrientes
oceanicas, las cuales han sido capturadas hasta 370 km de distancia de las “zonas de desove”
(Mason et al. 1983; Kendall Jr y Matarese, 1987; Wing, 1997; DFO, 2013). Estos datos de
historia de vida sugieren no descartar las condiciones oceanograficas como factores que
pudieran estar determinando la diferenciacion de la poblacion mexicana, y el contacto
ocasional con localidades adyacentes. Las aguas costeras de la corriente de California se ven
afectadas por varias variables ambientales a gran escala y locales con variabilidad estacional,
anual e incluso decadal (Checkley Jry Barth, 2009). Por ejemplo, a una escala regional, Punta
Eugenia (Fig. 13) representa una barrera para el flujo de genes entre las poblaciones de
diversas especies del Pacifico, como Anisotremus davidsonii (Haemulidae) y Gillichthys
mirabilis (Gobiidae), solo por mencionar algunas (Bernardi et al., 2003; Bernardi y Lape,
2005), en esta region existe poca disponibilidad de habitat y las fuertes surgencias y giros en
la zona son factores oceanograficos que podrian estar generando las discontinuidades
genéticas. Por otra parte, los principales impulsores de los cambios a gran escala son: la
oscilacion decadal del Pacifico (DOP, Mantua et al., 1997); que afecta la distribucion
espacial y el reclutamiento de los peces a lo largo de la corriente de California (Chavez et al.,
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2003); y EI Nifio / Oscilacion del sur (ENSO; Chavez, 1996), que puede tener efectos directos
en la red alimenticia afectando la abundancia de las especies en la region (Brodeur et al.,
2014). Sin embargo, estas barreras no son impermeables a lo largo del afio, las condiciones
en el sistema de la Corriente de California varian, no solo por influencia de las corrientes
marinas sino también por la direccion y fuerza de los vientos, cambiando la direccion de la
corriente (Fig.13) lo que podria facilitar cada cierto tiempo, el intercambio entre México y
California (Shanks y Eckert, 2005).

En comparacion con la parte noreste del rango del bacalao negro, la poblacién en aguas
orientales esta poco estudiada. Se cree que el bacalao negro del Pacifico nororiental se recluta
del stock de la costa este del Pacifico (Orlova et al. 2014). Sin embargo, otros autores
sugieren que la reposicion del bacalao negro en el este de Kamchatka y las islas Kuriles
(sitios donde se reporta mayor abundancia) no se debe Unicamente a la migracion de los peces
adultos desde el Mar de Bering, sino también a la deriva de los grupos de un afio a traves de
la corriente aleutiana, ademas las aguas asiaticas, incluido el Mar de Okhotsk, estan habitadas
permanentemente por bacalao negro (Novikov, 1994), e incluso se han observado individuos
en condiciones de desove al oeste de Kamchatka en noviembre y diciembre, lo que podria
sugerir segun Orlov y Biryukov, (2005) que el desove del bacalao negro también puede

ocurrir en esta otra zona.
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Figura 13. Sistema actual de California (A) (CB, Cabo Blanco; PB, Punta Baja; Punta
Eugenia en Negritas). (B) Las condiciones de surgencia son comunes durante la primavera y
el verano cuando los vientos predominantes son del norte. Durante la primavera, el verano y
principios del otofio, la afluencia y los remolinos son persistentes en la peninsula de Baja
California. (C) Los eventos de relajacion ocurren cuando los vientos del norte se relajan. (D)
Durante el otofio y el invierno, los vientos predominantes del sur establecen un flujo hacia el
polo y una contracorriente costera. Tomado y modificado de: (Shanks y Eckert, 2005).
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En resumen, los resultados de este trabajo sugieren que el patron genético de Anoplopoma
fimbria puede explicarse por cierto grado de aislamiento por distancia, el cual junto con la
heterogeneidad del paisaje permiten que la poblacion de México se diferencie. La mezcla
observada entre localidades incluso a grandes distancias geograficas sugiere que tanto el
potencial de dispersion de la especie como las condiciones oceanogréaficas locales, juegan un
papel importante en la configuracion de la estructura genética de la especie.

8.4 Discordancia mito nuclear

El uso de diferentes marcadores puede producir escenarios diferentes de divergencia y hasta
cierto punto contrastantes. La discordancia entre ADNmt y ADNn puede ser definida como
una diferencia significativa en los patrones de diferenciacion entre estos dos tipos de
marcadores (Toews y Brelsford, 2012). Se ha demostrado que existen varios mecanismos
que puede generar discordancia mitonuclear, como la clasificacion de linaje incompleta en
haplotipos del ADN mitocondrial, las asimetrias sesgadas por sexo, la introgresion, la
seleccién natural o barridos genéticos, diferentes grados de deriva y las tasas de mutacion
(Larsson et al., 2009; Toews y Brelsford, 2012 ; Bowen y Grant, 2006). Comunmente, estos
conflictos entre patrones encontrados pueden estar relacionados con la cantidad general de
diferenciacion o en como estos marcadores reconstruyen las relaciones genéticas entre los
grupos poblacionales. Los microsatélites y los marcadores mitocondriales son dos tipos de
marcadores genéticos que difieren principalmente en su transmision, asi como en la dindmica
de sus frecuencias alélicas y haplotipicas (Larsson et al., 2009). Por ejemplo, el tamafio
poblacional del ADN mitocondrial tiene un tamafio efectivo de poblacién cuatro veces menor
qgue un locus nuclear, lo que significa que es mas susceptible a eventos estocasticos,
generando una tasa de clasificacion de linaje mucho mas rapida y por lo tanto una mayor tasa
de extincion de alelos (Cecconi et al., 1995; Zhang y Hewitt, 2003). Los efectos de la deriva
estan relacionados con el tamario efectivo de la poblacion (Ne) por lo que la deriva genética
darad como resultado una subdivision de la poblacion mas rapida en el ADNmt que el ADNn.
Para las especies templadas, en particular, los rangos geograficos se han modificado,
fragmentado y / o fusionado en los ultimos 20 000 afios, creando un legado de consecuencias
genéticas potencialmente significativas para las poblaciones contemporaneas (Theodoridis
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et al., 2018). Se sugiere que los cambios de distribucidn historicos, impulsados por el clima,
son de gran importancia para determinar la estructura genética de las especies a lo largo de
su rango de distribucién. Sin embargo, en situaciones donde el flujo de genes es alto y/o
existen grandes tamafios de poblacion, como es tipico de organismos marinos (Waples, 1998)
el proceso de divergencia se vuelve relativamente lento en los loci selectivamente neutros
(Palumbi 1996), por lo que el tiempo transcurrido desde la Gltima glaciacion, pudo no ser
suficiente para que algunas especies acumulen diferencias genéticas detectables, incluso si
las poblaciones se aislaron por completo (Hynes et al., 1996). Es por eso que la sefial de
divergencia observada con los microsatélites y D-loop de la localidad Mexicana, no detectada
con los datos de ADNmt (SNPs y Cyt-b), podria ser explicada por las diferentes
caracteristicas de los marcadores empleados como las diferentes tasas de mutacidn, mas altas
en microsatélites y en la region D-loop; que aunado con algunas caracteristicas de la historia
de vida de la especie como su alta capacidad de dispersién o grandes tamafios poblacionales
(Echave et al., 2012; Head et al., 2014; Rodgveller et al., 2018), que pueden hacer que el

proceso de divergencia se refleje méas lentamente en marcadores como Cyt-b 0 SNP’s del mt.

8.5 Implicaciones para el manejo

Muchas especies de peces comerciales, como el bacalao negro, son poblaciones que viven y
se desplazan a través de aguas compartidas o limitrofes entre paises. Estas poblaciones
compartidas se definen, segun la definicion modificada de Caddy (1997) propuesta por
Munro et al., (2004): como un grupo de organismos comercialmente explotables, que se
distribuyen o migran a través de la frontera maritima entre dos o mas jurisdicciones
nacionales, o la frontera maritima de jurisdiccion nacional y alta mar adyacente, y cuya
explotacion solo puede gestionarse eficazmente mediante la cooperacién entre los Estados
interesados. Sin embargo, no existe acuerdo 0 marco reglamentario “universal” que indique
como y cuando se requiere la cooperacion entre los Estados para la conservacion y gestion

estos recursos.
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Gulland, (1980) propone una categorizacion bioldgica / geografica de las poblaciones de
peces compartidas, atil para dirigir el escenario de gestion de los recursos, y el cual se basa

en dos categorias:

l. Las poblaciones que se encuentran dentro de dos o0 méas ZEE (Zona Econémica
Exclusiva), pero que no muestran un patron migratorio claro.

Il. Las poblaciones se encuentran dentro de dos 0 mas ZEE y muestran un patrén
claro de movimiento, los cuales pueden ser debido a una migracion estacional o

segun las etapas de desarrollo.

Ademas, Gulland, (1980) resalta también dos niveles de cooperacion necesarias cuando se
comparte un recurso: El nivel primario, que consiste en la cooperacién solo en investigacion,
sin referencia a programas de gestion, como se ha realizado entre Kuwait e Irdn en el Golfo
Pérsico; entre los estados latinoamericanos del Pacifico Sureste,
y entre los estados costeros del noroeste de Africa (Munro et al., 2004). Y el nivel secundario
0 "gestion activa" la cual implica el establecimiento de programas de gestion, y los cuales
segun la FAO pueden incluir regimenes no cooperativos como opcion, ya que, en algunos
casos como en las especies que conforman la Categoria I; no siempre estd claro que la
explotacion en un lado del limite tenga necesariamente un efecto significativo sobre las
oportunidades de pesca en el otro lado del limite. Por lo que la decision de adoptar un enfoque
cooperativo debe estar en funcion de las caracteristicas de la pesqueria y de la capacidad de

las instituciones de las partes interesadas para desempefiar las funciones delegadas.

En cualquier caso, y como el autor también sugiere, no es posible lograr una gestion activa
sin un nivel de primario de cooperacion, por lo que un primer paso, si México tiene intencién
explotar el recurso, seria establecer medidas de cooperacién que permitan ampliar el
conocimiento bioldgico de la especie a lo largo de todo su rango de distribucion, entre las
cuales evaluar el grado de mezcla que existe entre poblaciones debe ser lo primordial a definir

para establecer si es necesaria 0 no una gestion activa entre paises.
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Los movimientos de dispersion del bacalao negro en la region mexicana no han sido
estudiados y la poca informacion referente a su poblacion son de una prospeccion realizada
hace més de 30 afios (Silva-Ramiréz y Garcia, 1988). Estos autores reportaron que gran parte
de las capturas estaban compuestas por individuos que aun no alcanzaban la primera
madurez, lo que repercutié en una disminucion del recurso. Sin embargo, hasta el 2012, la
especie aparecia en la Carta Nacional Pesquera administrada mediante permisos de pesca de
fomento y su estatus es como un recurso pesquero potencial. Para Japon y Rusia, la especie
se captura junto con otras especies demersales, y particularmente en Rusia se pesca como
captura secundaria con en las pesquerias halibut, por lo que su regulacidon esta en funcion de
las capturas permitidas para este grupo de especies (FAO, 2009; Tokpano y Opiios, 2015).

Caso contrario, en las costas de Estados Unidos y Canada, el bacalao negro se encuentra
mejor monitoreado, se evalla como una sola poblacion y es administrado por regiones
discretas. Estas regiones estan determinadas por limites politicos incluyendo la regién del
estado de Alaska, la Columbia Britanica y la costa oeste de los Estados Unidos. Las
decisiones de gestion y reglamentarias, como los limites de captura, las estaciones y las
restricciones, se implementan a nivel del &rea de manejo (Mateo et al., 2017). Segln los datos
de las instituciones administrativas, el stock no esté sujeto sobrepesca. (DFO, 2013; Mateo
etal., 2017). Sin embargo los cambios en la estructura genética pueden darse en cuestién de
décadas y estar asociados con cambios en la aptitud de la poblacion (Carvalho y Hauser,
1994). Aunque el mé&ximo rendimiento sostenible es la meta para una pesca sustentable, el
cual ha asegurado que el concepto de stock continte desempefiando un papel fundamental en
la biologia pesquera, el enfoque numérico en los procedimientos de su evaluacion, tiende a
suponer que todos los individuos de una poblacién son genéticamente equivalentes. Sin
embargo, si las poblaciones, mantienen una baja diversidad y un bajo flujo de genes, quizas
estas poblaciones tengan un reducido potencial evolutivo; pero si por el contrario mantienen
una variacién genética sustancial, las poblaciones pueden divergir adaptativamente debido a
diferentes presiones selectivas y al flujo reducido de genes y por tanto, pueden desemperiar
un papel en el mantenimiento y la generacion de la diversidad biolégica (Channell y
Lomolino, 2000). Para discernir cuél de estos dos escenarios de diversidad genética en
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biolégica (Channell y Lomolino, 2000). Para discernir cual de estos dos escenarios de
diversidad genética en poblaciones explotadas, se requieren de estudios que deberian tener
como objetivo proporcionar una evaluacion mas exhaustiva del genoma de la especie y
cémo responde a las presiones selectivas locales, ya que las implicaciones de manejo y las
estrategias de cualquier escenario son diferentes. Mientras uno aboga por la conservacion
de areas clave de desove y la explotacidn limitada en regiones particulares y en momentos
particulares, el otro intenta la identificacion y conservacion adecuadas de areas
caracterizadas por individuos que expresan diferencias en rasgos clave. Los estudios que
combinan tanto la estructura de la poblacion neutral como los marcadores que responden a
la seleccion quizas puedan refinar nuestra comprensién de la historia de vida y las
trayectorias evolutivas de esta especie y ayudar a disefiar estrategias de manejo mas
apropiadas para recursos pesqueros compartidos internacionalmente como lo es el bacalao

negro.
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9. CONCLUSIONES

a) El bacalao negro no constituye una poblacion panmictica en el Norte del Pacifico. Los
individuos distribuidos en aguas mexicanas representan una poblacién genéticamente
diferente del resto de las localidades analizadas. Dicha diferenciacion pudo surgir
recientemente como lo demuestra los niveles de mezcla genética (flujo de genes) con
localidades tan cercanas como California y lejanas como Rusia y el patron de aislamiento
por distancia observado.

b) Los datos mitocondriales (SNPs y Cit-b) no revelaron diferencias genéticas a lo largo de
la distribucion del bacalao negro. No obstante, la region D-loop con una mayor tasa de
mutacion, revel6 diferencias significativas entre el Sur del Mar de Bering y México y dos
linajes este y oestes del Pacifico Norte, lo que apoya la hipotesis de una diferenciacion
genética reciente de la poblacién mexicana observada con loci microsatélites.

c) La estructura genética observada indica que México como pais soberano del mar
territorial, es propietario de una parte del recurso genético que se captura en aguas
norteamericanas, sin embargo, se desconoce el grado de mezcla, lo que resalta la necesidad
de su evaluacion a mayor profundidad.
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Anexo A. Caracteristicas de disefio del conjunto de cebadores empleados para amplificar la

region mitocondrial de Anoplopoma fimbria.

Escala Purificacion # Bases Tm

Nombre Secuencia
Afim-Ch-H GATATGAGCCGTAGTAAAGACCTCGGCCG  25aM
Afim-165-L TCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTG 25 nM
Afim-168-H GACCTGGATTACTCCGGTCTGAACTCAGAT 25aM
Afim-Chb-L GATTAATCCGAAACATTCACGCTAACGGTG 25 nM
BC-CYTBR CCCAGTTTCATTCCAGAACCTTG 25 M
BC-D-LOOP-R GGGATGCGCATTATTTTTAATAGTG 25 oM
BC-CYTBF ATGGCAAGCCTGCGA AAATC 25 nM
BC-D-LOOP-F CAAAGAAGGGAGATTTTAACTCCCG 25 nM

DST
DST
DST
DST
MOPC
MOPC
MOPC
MOPC

30
30
30
30
23
24
20
25

5.7
788
729
735
629
60.1
584
64.2

Anexo B. Grafico de deteccion loci bajo seleccion basada en simulaciones Fst
implementadas en ARLEQUIN. El locus bajo posible seleccion (Afim-28) se muestra por

encima de la linea de 99%.
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Anexo C. indices de diversidad genética para 11 loci microsatélites de Anoplopoma
fimbria. N tamafio de la muestra, Ng nimero de alelos efectivos, heterocigosidad observada
y esperada (Ho y He respectivamente), frecuencia de alelos nulos FN vy significancia
estadistica de la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg HWE. Con asterisco los
valores significativos después de la correccion FDR. Los acronimos correspondientes a las
localidades se presentan en la Tabla Il.

Localidad Locus
Afim14 Afiml Afim21 Afim23 Afiml7 Afim10 Afim9 Afim28 Afim13 Afim32 Afim5
N 26 30 30 28 23 24 30 25 24 28 30
NE 5.18 2.773 1.22 5.521 7.007 20.211 1827 4296 21.736 16 2.765
HO 0.846 0.867 0.133 0821 0739 0875 0.533 0.72 0.708 0.75  0.467
KAM HE 0.822 0.65 0.183 0.825 0.869 0.97 0.46 0.783 0.972 0.951 0.645
FN 0 0 0.068 0 0.054  0.042 0 0 0.133  0.095 0.093
HWE * *
N 30 30 30 30 30 29 30 27 29 30 30
NE 5.279 2.609 1 5341 10.286 18.899 2.284 3.582 15868 17.476 2571
HO 0.679 0.5 Monomérfico 0.714 0.893 0.852 0.571 0.56 0.741 0.857  0.607
NBS HE 0.819 0.619 Monomorfico 0.805 0.899 0964 0564 0.734 0947 0.956 0.634
FN 0.049 0.041 0.001 0.047 0.012 0.053 0 0.104 0.1 0.044  0.009
HWE * * * *
N 25 26 26 26 26 25 26 24 22 26 25
NE 3.87 3.031 1.124 5.22 7.86 15432 1957 3589 20.167 19.882 2.119
HO 0.64 0.615 0.115 0.846 0.731 0.48 0.577 0.542 0.818 0.846 0.32
583 HE 0.744 0.669 0.112 0.824 0885 0.954 0498 0717 0961 0962 0.539
FN 0.056 0 0 0.02 0.074  0.236 0 0.095 0.072 0.051 0.142
HWE * * * *
N 30 30 30 30 30 30 30 27 29 30 30
NE 6.642 2.821 1.144 5.128 7.895 16.364 2.628 5.17 10.558 26.471 2.866
HO 0.833 0.7 0.1 0.7 0.7 0.733 0.6 0.63 0.724 1 0.633
ALE HE 0.839 0.657 0.097 0.819 0.885 0.954 0.63 0.82 0.959 0.964 0.644
FN 0 0 0.11 0.12 0 0.02 0.06 0 0.09 0.1 0
HWE * * * * *
N 29 30 30 30 30 30 30 28 30 30 30
NE 3.967 2.069 1.142 5.202 9.524  20.225 2.503 3.9 16.071 21.687 2.442
HO 0.655 0.6 0.067 0.793 0759 0.724 0433 0552 0.828 0.793 05
WeA HE 0.788 0.614 0.066 0.851 0.897 0958 0519 0794 0951 0962 0.586
FN 0.046 0 0 0.013 0.08 0.112 0.071 0126 0.056 0.079 0.045

HWE
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N 30 30 30 30 30 29 30 30 30 30 30
NE 4.286 3.046 1.183 5.294 8.654 20.024 2643 5.882 14.286 16.667 2.719
HO 0.8 0.667 0.167 0.767 0.833 0.724 0.567 0.733 0.867 0.967 0.667
oA HE 0.771 0.683 0.158 0.811 0.875 0.964 0.632 0.832 0.944 0.954 0.643
FN 0 0013 0 0.03 0.031 0.119 0.044 0.045 0.031 0 0
HWE * * *
N 29 30 30 29 29 29 30 29 29 29 30
NE 4571 2525 1.07 7.038 9.092 18.086 2.043 4.596 17.163 18.899 2.394
HO 0.793 04 0133 0.8 0.867 0.633 0.533 0.679 0.867 0.9 0.5
EeA HE 0.76 0.525 0.127 0.78 0.906 0.967 0.611 0.751 0.946 0.959 0.561
FN 0 0.068 0 0 0.034 0.169 0.067 0.039 0.044 0.025 0.082
HWE * * * *
N 25 28 28 28 25 25 28 25 9 28 28
NE 2.822 2.671 1324 4041 744 18382 211 6.545 9 20.632 1.83
HO 0.52 0.679 0.214 0.786 0.76 0.72 0679 0.76 0889 0.786 0.5
CAL HE 0.656 0.637 0.249 0.752 0.878 096 0.536 0.859 0.889 0.963 0.462
FN 0.041 0 0038 0 0.038 0.121 0 0.042 0 0.083 0
HWE ol **
N 15 20 17 17 18 15 19 12 8 20 17
NE 5.696 3.187 1.125 7.811 11.782 10 3.139 5.333 7.529 12.308 2.806
HO 0.667 0.75 0 0765 0.833 0933 0895 0.75 0.625 0.85 0.765
MEX HE 0.824 0.686 0.111 0.872 0.915 09 0681 0813 0.867 0919 0.644
FN 0.064 0 0161 0.083 0.035 0 0 0.013 0.139 0.028 0

HWE
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Anexo D. Numero de K inferidas por STRUCTURE empleando 11 loci microsatelites. A)
Valores de delta K como funcion de K B) Media y desviacion estandar de InP (D) como

funcion del valor de K.
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Anexo E. Numero de K inferidas por STRUCTURE empleando 8 loci microsatelites. A)
Valores de delta K como funcion de K (DeltaK = 8.1556. B) Media y desviacion estandar
de InP (D) como funcion del valor de K (-6368.4). C) Grafico obtenido de CLUMPP cada
linea presentan un individuo y cada color la porcion asignacién a cada grupo inferido.
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Anexo F. El diagrama de ordenacion a partir de un Andlisis Discriminante de Componentes
Principales (ADCP) empleando la base 8L de Anoplopoma fimbria (Numero de
componentes retenidos, PC: 40; Numero de discriminantes, DA: 8; proporcion de varianza
conservada: 0.900). Los sitios de colecta se muestran con diferentes colores y estilo de
puntos. Los puntos representan individuos y el recuadro inferior derecho muestra los
valores propios (eigenvalues) de los ocho componentes de mayor magnitud resaltando en
negro los usados para realizar los graficos. Los acrénimos correspondientes a las
localidades se presentan en la Tabla Il.

A KAM
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ALE
EGA
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Anexo G. Valores de Fsr obtenidos con 11 loci microsatélites de Anoplopoma fimbria.
Los acronimos

Diagonal

inferior
correspondientes a las localidades se presentan en la Tabla II.

Fst,

diagonal Superior G’st (Hedrick, 2005).

RK NBS SBS ALEU EGA CGA WGA CAL MEX
KAM 0 0.014 0.007r 0.014 0.027 0.027 0.007 0.027 0.135
NBS 0.002 0 0 0.007 0.000 0.034 0.007 0.014 0.149
SBS 0.001 0.000 0.027 0.020 0.027 0.000 0.014 0.155
ALEU | 0.002 0.001 0.004 0.014 0.020 0.014 0.054 0.128
EGA | 0.004 0.000 0.003 0.002 0.034 0.020 0.034 0.155
CGA | 0.004 0.005 0.004 0.003 0.005 0.027 0.027 0.122
WGA | 0.001 0.001 0.000 0.002 0.003 0.004 0.041 0.142
CAL | 0.004 0.002 0.002 0.008 0.005 0.004 0.006 0.135
MEX | 0.020 0.022 0.023 0.019 0.023 0.018 0.021 0.020

Anexo H. Aislamiento por distancia en Anoplopoma fimbria. Gréfico correspondiente a la
base 8L. En el eje X las distancias geogréaficas (km) y en el eje Y la distancia genética. La
linea negra continua representa la linea de regresion entre la distancia geografica y la
genética. El gradiente de color de azul claro a rojo indica la densidad de los puntos que
también se muestran en el fondo del grafico. A) Distancia Cavalli-Sforza (R*= 0.623 y p=
0.008) B) Distancia de Nei (R*= 0.6205 y p= 0.004).
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Anexo I. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) realizado con 8 loci microsatélites de
Anoplopoma fimbria. Porcentaje de variacion de diferentes niveles jerarquicos de las
hipdtesis puestas a prueba. Los acronimos correspondientes a las localidades se presentan
en la Tabla Il.

Estructura analizada Fuente df % EstadisticoF p
Hipotesis 1 Entre Pops 8 2%
Panmixia Dentro Pops 495 98%
Total 503 100% 0.015 0.000
Hipdtesis 2
2 grupos Entre regiones 1 5% 0.047 0.000
1)MEX Entre Pops 7 1% 0.007 0.000
2) CAL A KAM y Mar de Bering (SBSy NBS) | Dentro Pops 495 95% 0.054 0.000
Total 503 100%
Hipétesis 3
3 grupos Entre regiones 2 2% 0.015 0.000
1) MEX Entre Pops 6 1% 0.008 0.000
2)CAL-KAM Dentro Pops 495 98% 0.023 0.000
3) Mar de Bering (SBS y NBS) Total 503 100%
Hipétesis 4 Entre regiones 1 1% 0.010 0.000
2 grupos Entre Pops 7 1% 0.012 0.000
Grupo 1: KAM A EGA 'y Mar de Bering Dentro Pops 495 98% 0.022 0.000
Grupo 2: CAL Y MEX Total 503 100%
Hipotesis 5
3 grupos Entre regiones 2 0% 0.004 0.008
Grupo 1: Mar de Bering (SBS y NBS) Entre Pops 6 1% 0.013 0.000
Grupo2: KAM A EGA Dentro Pops 495 98% 0.017 0.000
Grupo 3: MEX-CAL Total 503 100%
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ANEXO J. Red de haplotipos estimada mediante el algoritmo Median Joining usando la
region D-Loop del ADNmt de Anoplopoma fimbria. Cada nodo representa un haplotipo de
secuencia de ADNmt dnico donde cada color representa una localidad de muestreo y el
tamafio del circulo indica la frecuencia. Las longitudes de las lineas que conectan
haplotipos y su distancia esta medida en pasos mutacionales (lineas trasversales). Los
nodos rojos son haplotipos no observados inferidos por el programa. Los acronimos
correspondientes a las localidades se presentan en la Tabla II.

Localidades
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