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Resumen

Determinar la estructura genética poblacional del atin aleta amarilla (Thunnus albacares)
en el océano Pacifico ha sido un tema de interés para algunos investigadores desde hace
algunas décadas dada su importancia comercial. A pesar de contar con numerosos datos de
marcaje y recaptura que se sefialan que la migracion es limitada entre regiones, estudios
con diversos marcadores moleculares han mostrado discrepancias al evaluar el grado de
flujo genético entre diversas localidades de la mencionada cuenca ocednica. Por lo anterior,
el presente andlisis se planted con la finalidad de contribuir al esclarecimiento de dicha

estructura y aportar informacion valiosa al manejo sustentable de la especie.

Mediante el anélisis de siete loci microsatelitales en 276 individuos de atiin aleta amarilla
se detectd diferenciacion genética de muestras procedentes de la region oriental (Oaxaca y
Pert) y occidental (Filipinas y Taiwan) del océano Pacifico, en coincidencia con diversos
estudios que incluyen datos morfométricos, de marcaje y genéticos. También son
reportadas diferencias entre la region central (Hawai) con la region oriental, especialmente
en las comparaciones con las muestras del Pacifico suroriental (Perd), mientras que no se

observan diferencias entre la region central y occidental.

Los resultados del presente andlisis seflalan que las mayores diferencias se detectan de
agrupar la zona centro y occidente del Pacifico respecto de la zona oriental, lo que resulta
coincidente con el estudio realizado por Ward et al., (1994) y a la estructura espacial

designada actualmente para el atin aleta amarilla en el océano Pacifico.

Por otro lado, fueron también detectadas sefiales de diferenciacion entre la regién al sur y
norte del Ecuador en la region del Pacifico oriental, lo que justificaria la separacién de la
oriental en dos diferentes unidades de pesca pertenecientes a las regiones mencionadas,
consistente con articulos anteriores (Morales, 2009; Diaz et al., 2006), como también una

senal de diferenciacion temporal entre dos muestreos de Pert correspondientes a los afios

2002 y 2005.
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Los niveles de flujo genético resultaron ser bajos entre todas las localidades estudiadas
(<1), lo que concuerda con las sefales de divergencia poblacional encontradas. Por otro
lado la estimacién del tamafio efectivo poblacional (Ne), resulta en valores menores, de
entre 217 y 236 aproximadamente, a los reportados con anterioridad, entre 4000 y 12000

aproximadamente.

Abstract

The evaluation of the population genetic structure of yellowfin tuna (Thunnus albacares) in
the Pacific Ocean has been a major issue for some researchers since decades ago due to its
commercial importance. In spite of tagging and recapture data indicate limited migration
between regions, studies using a variety of molecular markers have shown discrepancies in

evaluating the gene flow extent between localities in the Pacific.

Because of this, we used a set of microsatellite /oci to study the population genetic structure
of yellowfin tuna in the Pacific Ocean in order to provide valuable information in

delineating sustainable management strategies.

The analysis of the genetic variability of seven microsatellite loci in a sample of 276
individuals of yellowfin tuna (Thunnus albacares) from the Pacific ocean, detected genetic
differences between samples from the eastern (Oaxaca and Peru) and western region
(Philippines and Taiwan), agreeing with several studies based on morphometric, tagging
and genetic data. Were observed also differences between central and eastern regions,
especially in the comparison with the southeastern Pacific sample (Peru) whereas no

differences between the central (Hawaii) and western zone were observed.

The AMOVA analysis indicated that major differences occurred when the central and
western samples were joined into the western Pacific region, and compared with the eastern
Pacific. This result is coincident with the previous study of Ward et al., (1994) but also
with the currently spatial regionalization designed for the yellowfin tuna in the Pacific

Ocean for statistical purposes.
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Additionally, were detected genetic differences between locations to the South and North
from the Ecuador in the eastern Pacific region that could justify the division of the eastern
Pacific population into the north and south stocks, according to previous studies (Morales

2009, Diaz et al., 2006).

The genetic flow levels resulted in low values between all the localities studied (<1)
according with the population divergence levels found in the present study. Finally, the
population effective size (Ne), was lower form 217 to 236 proximately) than values

previously reported, 4000 to 12000 proximately.

Introduccion

El incremento en la demanda mundial de productos pesqueros se ha duplicado en las
ultimas tres décadas (Martinez, 2005), lo que ha provocado que en afios recientes aumente
el nimero de pesquerias en riesgo de sobreexplotacion e incluso extincion (Ferndndez,
2006). Es por esto, que una de las prioridades dentro de la investigacion cientifica asociada
al sector pesquero, es encontrar la manera de mantener en niveles sustentables dicha
actividad econdmica para beneficio de la sociedad que depende de ésta (Arreguin, 2006) y

de las mismas poblaciones explotadas.

El atin aleta amarilla Thunnus albacares, es considerado de los recursos pesqueros con
mayor valor comercial e importancia alimenticia en el mundo y por tanto de los mas
ampliamente comercializados (Noguez et al., 2007). Esto, en buena parte debido a que su
amplia distribucidén, lo convierte en un recurso capturado por diversos paises y artes de
pesca. Dado que la mayor cantidad de atin aleta amarilla es extraida del océano Pacifico,
resulta imprescindible y mds urgente la implementacion de medidas que aseguren el manejo

adecuado para la especie en esta zona.

Una medida llevada a cabo para lograr la conservacion de los recursos pesqueros, ha sido la
definicion de unidades de administracion pesquera (UP) o stocks dentro del ambito de

distribuciéon geografica de la especie. Esta medida pretende evitar la captura
13



desproporcionada en las diferentes zonas donde opera la flota. Usualmente, la definicion de
dichas unidades operativas se basa principalmente en estadisticas de captura, dindmica

poblacional, datos morfométricos y de marcaje-recaptura, entre otros.

Dado que el planteamiento de politicas para el manejo adecuado de cualquier recurso
natural debe sustentarse en el conocimiento pleno de su biologia, la mencionada estrategia
de conservacién podria resultar incompleta al no considerar caracteristicas intrinsecas de
las poblaciones relacionadas con aspectos ecoldgicos y evolutivos que juegan un papel
importante en su adaptacién al entorno como lo es la variabilidad genética involucrada.
Esta constituye una caracteristica de suma importancia ya que confiriere a las especies la
capacidad para sobrevivir a los crecientes cambios ambientales, y puede verse disminuida

por el impacto provocado por la sobreexplotacion (Mustafa, 1999).

El estudio de la variabilidad genética en las poblaciones se torna relevante al proveer
informacion respecto de la existencia de aislamiento genético en las poblaciones, situacién
que permitiria identificar unidades de manejo considerando los procesos evolutivos
responsables de su adaptaciéon al medio ambiente y proveyendo asi elementos para

preservar la diversidad genética de las mismas.

La genética de poblaciones es una disciplina que nos ofrece la base tedrica, para entender
los procesos adaptativos y de evolucion de las especies, para poder en cierta medida hacer
predicciones sobre su estatus en el futuro (Eguiarte et al., 1990) lo que sin lugar a dudas, la
convierte en una herramienta que debe ser considerada en la toma de decisiones sobre

administracion de las pesquerias.

Los estudios de genética poblacional se basan en el andlisis de diversos marcadores
moleculares, los cuales representan moléculas de proteinas o segmentos de DNA con los
que es posible detectar la variacion genética. Entre la gran variedad de marcadores
moleculares existentes los microsatélites (segmentos cortos de ADN de 1-6 pb de longitud,
repetidos en tdndem) (Selkoe et al., 2006; van Oppen et al, 2000). Estos marcadores
moleculares, analizados en este proyecto, han sido ampliamente utilizados en estudios de

genética poblacional, los cuales permiten estimar de manera confiable los niveles de
14



variaciéon genética y analizar la existencia de procesos de divergencia genética entre
poblaciones (Aranguren et. al 2005), lo anterior gracias a caracteristicas como su alto nivel

de polimorfismo, herencia mendeliana simple y amplia distribucién en el genoma.

Los atunes en general han sido considerados buenos nadadores, dadas algunas de sus
condiciones morfoldgicas tales como su cuerpo fusiforme, cabeza alargada y boca pequena
en relacion con el craneo, lo que ha llevado a considerar que dichas especies no tienen
limitantes en su movilidad alrededor de todo el océano e incluso entre océanos (Mustafa,
1999). No obstante, los movimientos que se han detectado mediante estudios de marcaje en
individuos de atin aleta amarilla, sefialan que la especie recorre distancias de cientos mas
que de miles de kilémetros, existiendo por lo tanto intercambio limitado entre individuos de
la zona oriental y occidental del océano Pacifico y entre la zona al norte sur del ecuador en
el Pacifico oriental, lo que se ha visto reflejado en diferencias en la captura por unidad de

esfuerzo (CPUE) asi como morfométricas, entre dichas areas (FAO, 2010).

Pese a toda esta informacion, la determinacién de la estructura genética de la especie
mediante informacién genética ha supuesto un reto mayor, mds ain cuando se han
presentado discrepancias entre los resultados obtenidos en diversos estudios, lo que resalta
la necesidad de realizar proyectos que aportando evidencia adicional, contribuyan a

dilucidar la estructura espacial de Thunnus albacares en el Pacifico.

Con base en lo anterior, el presente proyecto se plante6 con la finalidad de contribuir en la
definicion de la estructura genética del atin aleta amarilla en el océano Pacifico,
pretendiendo detectar la existencia de poblaciones genéticamente diferenciadas entre las
regiones occidental, central y oriental de dicha cuenca, mediante el anélisis de siete loci
microsatélites, lo que es de suma importancia para lograr, de confirmar la diferencia entre
dichas regiones, el establecimiento de unidades de pesca que requieran manejo diferencial

para lograr la administracion adecuada de este recurso.
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Marco teorico

Atan aleta amarilla -Thunnus albacares (Bonnaterre, 1788)
Taxonomia

El atiin aleta amarilla fue descrito por primera vez por Bonnaterre en 1788, y fue nombrado
Scomber albacares. Este pez tuvo diferentes nombres hasta que en 1953 se usé la
combinacion Thunnus albacares. El nombre del género es derivado del griego “Thynnus”

que significa atin (Figura 1).

La familia Scombridae a la que pertenece el atin aleta amarilla, estd compuesta de 15
géneros y 49 especies. Los miembros de esta familia son principalmente marinos y

mayoritariamente de habitos pelagicos (Castro 1999).

Los escombridos son dioicos, presentan muy poco o nulo dimorfismo sexual en cuanto a
patrones de coloraciéon y morfologia, aunque las hembras de algunas especies llegan a ser
mads grandes que los machos. El desove de muchas especies de esta familia tiene lugar en

aguas tropicales y subtropicales frecuentemente cerca de la costa.

Entre las caracteristicas diagnosticas de la especie se encuentra que el primer arco branquial
consta de 26-34 espinas, en algunos especimenes grandes presentan muy larga la segunda
aleta dorsal y anal, las cudles pueden llegar a medir hasta el 20% de la longitud furcal. El
higado en esta especie puede usarse como distintivo al no presentar estriaciones en la
superficie ventral. Presenta vejiga natatoria, dieciocho vértebras precaudales y veintiin
caudales. La coloracion en la espalda es azul metélico obscuro cambiando de amarillo a
plateado hacia la zona ventral, esta zona es cruzada por alrededor de veinte lineas
discontinuas casi verticales. Las aletas dorsal y anal, asi como las aletillas anales y dorsales

brillan de color amarillo, teniendo ademas las aletillas un estrecho borde negro.
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Reino:Animalia

Filum: Chordata

Orden: Perciformes

Suborden: Scombroidei

Familia:Scombridae

Subfamilia: Scombrinae Higado

Tribu: Th

Género: Thunnus

Especie Thunnus albacares

clasificacion segin la FAO.

El atin aleta amarilla es conocido también como rabil. Es una especie ocednica epipeldgica
cuya longitud furcal médxima es de 200cm, aunque cominmente no se encuentran

individuos de mas de 150 cm.

En cuanto a hdabitos alimenticios, los huevos de la mayoria de los escémbridos son
peldgicos, convirtiéndose en larvas plancténicas y posteriormente en activos predadores.

Los atunes en general se alimentan de pequefios peces crustidceos y calamares.
Desove y habitos reproductivos

De acuerdo con datos obtenidos de indices gonadosémicos, estudios histologicos y
didmetros de ovocitos, se determind que el desove del atin aleta amarilla en el Pacifico
oriental ocurre durante todo el afio (Joseph et al., 1964) con un pico estacional de febrero a
junio (Sun, et al., 2005). La amplitud méxima del desove llega a presentarse desde Baja
California (26°09° N, 114°08 O) hasta la Punta de Santa Elena en el Ecuador (2°11°S,
81°10°0O) (Joseph et al,.1964).
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Por su parte, en zonas subtropicales de la zona central y occidental del océano Pacifico
algunos autores seflalan que el desove ocurre durante todo el afio en aguas tropicales
aunque de manera estacional. En cuanto a la talla de madurez sexual, ésta fue estimada
alrededor de los 107.77 cm para el atin aleta amarilla en el océano Pacifico oriental,

correspondiente a la edad estimada de 2.4 afios (Sun et al., 2005).

Estos resultados son diferentes a los obtenidos en el estudio de Itano (2000), quién sefiala
que la medida de madurez sexual es menor (98.1cm) para individuos capturados de
Filipinas e Indonesia (regién occidental) y de alrededor de 112.5 para individuos de la
regiéon de Hawai (region central). Estas discrepancias son presumiblemente debido a los
diferentes ambientes ocednicos y latitudes, ya que las localidades de la regién occidental
presentan mayor territorio de masa continental y se encuentran ubicadas mds cercana del
ecuador, donde la especie alcanza su madurez sexual a mds temprana edad (Sun et al.,

2005).

Las areas de desove tienen lugar en las dreas superficiales marinas, donde la temperatura es
mayor a 24 °C (FAO, 2012) y parecen ocurrir a lo ancho del Pacifico, limitado hacia el
norte y sur por la isoterma de los 26 °C. Existen tres areas de alta densidad larvaria
tentativamente sefialadas: zona occidental (130° E -170° E), zona central (180°-160° O) y
la zona oriental al este de los 110° (Lehoey et al, 1999), que corresponden a zonas

cercanas a islas o continentales.

Algunos estudios sugieren que existen diferentes temporadas para el desove, siendo para la
zona oriental de marzo a septiembre mientras que en la occidental de noviembre a abril
(Lehodey et al., 1999).

Distribucion

El atin aleta amarilla (Thunnus albacares) es una especie altamente migratoria que se
distribuye en todos los mares tropicales y subtropicales a excepcion del mar Mediterrdneo

desde los 40°N hasta los 35°S (Figura 2).
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No obstante, a pesar de que la distribucion en el océano Pacifico es casi continda, la escasa
evidencia de migraciones de la especie entre las regiones oriental-occidental o sur-norte
sugiere la existencia de subpoblaciones debido al poco intercambio genético (Collette y

Nauen 1983).

La evidencia respecto al poco intercambio entre los individuos de atin aleta amarilla
pertenecientes a la zona oriental y los de la zona occidental del océano Pacifico consiste
tanto de datos genéticos obtenidos (Ward et al.1994) como de marcaje-recaptura (Hampton

2004) (Figura 3).

Figura 2- Mapa de Distribucion de Thunnus albacares. Fuente: Pagina del Museo de
Historia Natural de Florida.
http://www.flmnh.ufl.edu/fish/gallery/descript/vellowfintuna/vellowfintuna.html

En cuanto a la distribucién vertical, el rango para esta especie se encuentra entre 50-150 m

(aproximadamente 15°C) limitada a los 3.5 ml/L de Oxigeno (Graham et al 2004).

Esta especie es conocida por ocupar el estrato por encima de la termoclina y se ha fijado su
limite fisiolégico en temperaturas superiores a 8°C de las capas superficiales. No obstante,
un estudio con marcas de archivo, report6 que un solo individuo de atiin aleta amarilla llegd
a profundidades de mds de mil metros con temperaturas de hasta 5.8°C (Dagorn et al.,
2006).
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Aunque la filopatria en atiin aleta amarilla no ha sido totalmente definida, existen estudios
que apoyan la idea de que los individuos de esta especie tienden a regresar a los sitios de
marcaje (Klimley et al., 1999), lo cual pudiera explicar el hecho de que a pesar de los
factores que posibilitan el movimiento de la especie a lo largo de todo el océano Pacifico,

etolégicamente la especie se restringe a realizar movimientos entre sitios cercanos.
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Figura 3- Movimientos registrados del marcaje satelital en atin aleta amarilla. Fuente:
Hampton et al. 2004

Océano Pacifico

El océano Pacifico constituye la més larga y profunda cuenca del mundo, ocupando mas de
la tercera parte de la superficie terrestre (Gross et al., 1972, Kennish, 2001) con un area
superficial de 166.24 10° sz, volumen de 696.19 10° Km® (ambos sin contar mares

adyacentes) y profundidad media de 4,188 m y maxima de 11,022 m (Kennish, 2001).

La circulacion superficial del océano Pacifico consiste de un giro en sentido horario en la
zona norte y uno antihorario en la zona sur. En la region al norte del Ecuador se encuentran

dos corrientes transocednicas: la corriente ecuatorial del norte y la denominada corriente del
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Pacifico norte y sus correspondientes corrientes confluyentes: Kuroshio y California. En el
Pacifico sur existe un sistema de corrientes andlogo con la corriente ecuatorial sur, la
corriente de Perd y la corriente australiana oriental (Figura 4). Otra corriente denominada
corriente submarina ecuatorial se encuentra en el Ecuador en profundidades de entre 100-

200 metros (Walsh et al., 2008).

En cuanto a la termoclina en el océano Pacifico, estd llega a ser hasta cuatro veces mas
profunda en la zona occidental que en la oriental (Erickson, 2003) lo que confiere una
importante diferencia en cuanto al escenario fisico para las poblaciones icticas de las

regiones mencionadas.

La barrera del Pacifico oriental, es una extension de agua profunda, que separa el Pacifico
oriental de la regién central, es considerada la barrera mas ancha del mundo y representa
una limitante para el flujo genético en diversas especies de peces, evitando principalmente

la migracion entre individuos de la zona oriental a la central (Lessios et al., 2006).
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Aunque las corrientes marinas contribuyen al intercambio genético entre poblaciones, la
geomorfologia continental y otras caracteristicas oceanogréficas constituyen barreras que
promueven el aislamiento y diferenciacion en algunas especies. Aunado a esto, debe
considerarse que las barreras fisicas no son las unicas que deben tomarse en cuenta al
intentar dilucidar la estructuracion espacial de alguna especie, puesto que ésta se encuentra
fuertemente influenciada por factores tales como sus limites fisiologicos a determinadas
temperaturas, concentraciéon de salinidad y abundancia de alimento entre otros. Cabe
mencionar que dichos rangos de tolerancia son frecuentemente menores para la etapa

reproductiva y larvaria que en la etapa adulta (Hauser et al, 1998).
Pesca de atiin aleta amarilla en el océano Pacifico

El atin aleta amarilla constituye la segunda especie de atiin comercialmente mas importante
por peso de captura (Majkowski, 2007), situdndose dentro de las diez especies dominantes

de pesca marina a nivel global (Figura 5) (FAO, 2010).

Historicamente, la mayor parte de atunes capturados provienen de la cuenca del Pacifico
(Majkowski, 2007) (Figura 6) con cerca del setenta por ciento de las capturas mundiales.
Las capturas maximas de atunes en esta cuenca se alcanzaron en el 2008 con més de seis
millones de toneladas (FAO, 2010). El atin aleta amarilla (Thunnus albacares) junto con el
barrilete (Katsuwonus pelamis) contribuyen con cerca del 86 por ciento de la captura total

en el Pacifico (Majkowski, 2007) (Figura 7).

El atdin aleta amarilla es capturado mediante diversos métodos de pesca, incluidas las redes
de cerco, el palangre y anzuelo (FAO, 2012). Mediante las redes de cerco, que es un arte
ampliamente utilizado, se captura un amplio rango de tallas mientras que las lineas o

palangres capturan mayoritariamente especimenes adultos.
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Figura 5- Lista de las diez especies principales en captura marina en el 2008.
Encontrandose en la décima posicion el attin aleta amarilla o rabil. Fuente: FAO 2010
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Figura 6- Captura (en toneladas) de las principales especies de atunes por océano.
Fuente: Majkowski, 2007
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El enlatado de atin constituye una industria valiosa econdémicamente, aunque los precios
por especie pueden variar considerablemente. Dentro de las especies capturadas para esta,
Thunnus alalunga ocupa el primer lugar debido al apreciado color blanco de su carne para
el mercado, seguida por Thunnus albacares y Katsuwonus pelamis. A pesar que los precios
en si para atin enlatado son bastante bajos ,hasta de un délar por Kg,, se compensa con el
gran volumen de pesca en el caso de Thunnus albacares y Katsuwonus pelamis

(Majkowski, 2007).

La captura del atin aleta amarilla ha ido en aumento durante las ultimas décadas y se
reconoce la posible existencia de dos diferentes unidades de pesca en el océano Pacifico,

pertenecientes a la zona oriental y central-occidental de esta cuenca (FAO, 2012).
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Figura 7- Captura de las principales especies de atunes en el océano Pacifico. Fuente:
Majkowski, 2007

La captura por unidad de esfuerzo con palangre ha mostrado diferencias en los volimenes
de captura entre las zonas central-occidental y la oriental del Pacifico, lo que a su vez es
consistente con datos de marcaje que demuestran que los movimientos de la especie, cubren
s6lo cientos de kildmetros, lo que limitaria el intercambio entre individuos de dichas zonas.

Se reconoce que las tasas de migracién entre el OPO vy la regién occidental no pueden ser
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definidos mediante los métodos de marcaje actual (CIAT, 2010), lo que resalta la

importancia del uso de marcadores genéticos.
Pesca de atun aleta amarilla en el Pacifico occidental-central

El atin aleta amarilla es un componente importante de las pesquerias de atunes a lo largo
del océano Pacifico occidental-central (OPOC) (Figura 8), siendo capturada mediante una
amplia variedad de artes de pesca, tanto a pequefia escala como en las islas del Pacifico

como a gran escala en aguas tropicales y ecuatoriales.

Esta especie es mayoritariamente capturada con redes de cerco, entre 2005-2009 el 68 por

ciento de las capturas se realiz6 mediante esta técnica (Figura 9).
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Figura 8- Delimitacion de la region del Pacifico central-occidental (al Oeste de los 150°
0). Fuente: WCPFC 2011.
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La captura anual de la especie en la zona ha aumentado desde 100,000 toneladas métricas
(tm) en 1970 a cerca de 550,000 en afios recientes, con la excepcion del 2008 cuando se

capturaron 650, 000 tm en la zona (CIAT, 2011).

Las capturas con palangre en afos recientes (70,000-80,000 tm) son relativamente menores
a las reportadas de los afios setenta y principios de los afos ochenta, cuyos valores
alcanzaron hasta 110, 000 tm. Aunque en general puede decirse que se ha mantenido

estable desde 1970 entre 70,000 y 80,000 tm.

Las pesquerias de Filipinas e Indonesia mediante una gran variedad de técnicas de pesca
han incrementado sustancialmente, llegando a representar del 25% al 30% de las capturas

totales de Thunnus albacares en el OPOC.

Captura en mdes de toneladas métricas (tm)

T 195 1962 196 172 197 12 1987 1992 199 002 X0
Figura 9- Captura anual total en miles de toneladas métricas (tm) de atin aleta amarilla en la
region occidental-central del océano Pacifico, resaltando la pesca con palangre (PAL). red

de cerco (RC) y la artesanal de Filipinas e Indonesia (FILIN). Fuente: Langley ef al., 2011.

Pesca de atin aleta amarilla en el océano Pacifico oriental

La pesca de attn aleta amarilla en el océano Pacifico oriental (OPO) data de principios de
1900 cuando era capturada principalmente por barcos caferos, es a partir de 1960 cuando
gracias al desarrollo tecnoldgico, que la red de cerco empieza a ser el principal arte de

pesca para esta especie en el OPO logrdndose capturas de mas del 90% mediante esta
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técnica (Essington et al., 2002) (Figura 10) y propiciando a su vez la pesca excesiva de la
especie a partir de los sesenta (Joseph et. al., 1964). Actualmente se dispone de reportes
ampliamente detallados de la flota cerquera y cafiera, mientras que los datos obtenidos por

la flota palangrera y flotas menores son incompletos.

El fenémeno de “El Nifio” entre los afios 1982-1983 causé la considerable disminucién en
las capturas de atin aleta amarilla, debido a que con el incremento en la profundidad de la
termoclina disminuye la vulnerabilidad de las poblaciones, mientras que las capturas en el
resto del Pacifico no fueron afectadas. Entre 1997-1998 existi6 un evento mds del Nifio con
mayor alcance. No obstante, no tuvo los mismos efectos que el anterior en la pesca de la
especie. En el afio 2002 se establecidé récord en la cantidad de captura con 444 mil
toneladas, sin embargo en los afios 2004, 2005 y 2007 disminuy6 sustancialmente. Las
capturas durante el 2009 fueron mayores a las ocurridas durante el 2005-2008 pero menor a

las del periodo de 1985 a 2005 (CIAT, 2011).

En el OPO se encuentran frecuentemente mamiferos marinos, especialmente delfines
manchados, tornillo y el comin, asociados a cardimenes de atin aleta amarilla. Esto
constituye una de las principales preocupaciones de la de pesca de esta especie en el OPO
(Figura 11). Antes de 1970, los grupos de estos mamiferos marinos eran utilizados para
encontrar grandes grupos de tinidos, obteniendo capturas méaximas de Thunnus albacares
al cercar manadas de delfines, asegurando después la liberacién de los mismos, lo que en
principio causé la disminucién de su poblacion entre 1960 y 1970 (CIAT, 2011). Después
de establecer politicas al respecto, la muerte incidental de delfines se ha reducido en 97%
desde mediados de los ochenta (Essington et al., 2002). No obstante, cabe sefialar que en el

afo 2003 se presenta el mayor nimero de lances sobre delfines.

Aunque pudiera pensarse que la asociacion entre delfines y tinidos esta fuertemente ligada
a la alimentacion, se ha demostrado que entre el attin aleta amarilla y los delfines tornillo y
manchado no existe competencia por alimento siendo el primero diurno y los delfines

nocturnos (CIAT, 2011).
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Se observé también que las presas mds comunes de atiin aleta amarilla en individuos que
fueron capturados por buques cerqueros en alta mar son las melvas Auxis spp., calamares,
argonautas (cefalépodos) y peces voladores entre otros peces peldgicos, mientras que los
cercanos a la costa como en baja california se alimentaron principalmente de cangrejo rojo

(Pleurocondes planipes).

toneladas (t)

1905 2000 2005 201C ano

Figura 10- Captura en toneladas por red de cerco de atiin patudo (AP),
Atin lisado (AL), y Atlin aleta amarilla (AAA). Se indica el tipo de lance:
asociado a delfin (DEL), asociado a objetos flotantes (OBJ) y no
asociados (NOA). Entre 1995 y 2000 en el OPO. Fuente: CIAT, 2011.
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Figura 11- Capturas totales de atln aleta amarilla en las pesquerias de cerco y capturas
retenidas de la pesqueria de cafna (pc) y palangre (PAL) de atln aleta amarilla en el OPO entre
1975-2010 (los datos del 2010 son preeliminares) y tipo de lance: DEL= asociado a delfin;
OBJ= asociado a objetos flotantes y NOA= peces no asociados. Fuente: CIAT .2011.

Unidades de administracién pesquera (stocks) '

Un stock puede ser definido desde el punto de vista de la genética de poblaciones como un
grupo de individuos de la misma especie que se entrecruzan al azar con integridad espacial
y temporal (Ward, 2000). Por otro lado, desde la perspectiva pesquera, puede concebirse
como un grupo de peces genética o fisicamente identificables, que son aislados y
manejados como unidades, y los cuales se reproducen y responden a la pesca como una
unidad poblacional independiente con pardmetros poblacionales identificables, tales como
tasas de crecimiento y mortalidad, asi como agregaciones reproductivas dnicas (Grant et

al., 1999).

Con base en la distribucién cosmopolita del atin aleta amarilla se reconocen cuatro UP,
pertenecientes al océano Atldntico, Indico y dos al océano Pacifico (oriental y occidental-

central). Estas se encuentran denominados bajo la categoria de completamente explotadas,

Las unidades de pesca o de administracion pesquera (UP) son referidas usualmente como stock debido a su
término en inglés, por lo que a lo largo de este documento sera utilizado éste término para hacer referencia
alas UP.
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con excepciéon de la UP de la region occidental-central que se considera pudiera estar

sobreexplotada (Majkowski, 2007).
Genética en el manejo sustentable de pesquerias

Las caracteristicas bioldgicas, tales como tasas de crecimiento, fecundidad e incluso el
comportamiento de las especies, son el resultado de numerosos cambios evolutivos que se
presentan a lo largo de miles a millones de afios de evolucién. Puesto que dicho proceso
tiene como base la variabilidad genética, la importancia de cuantificarla y conservarla

resulta prioritario para cualquier proceso que pueda incidir sobre la misma.

Dentro de las repercusiones que el sector pesquero tiene sobre el ecosistema marino, desde
la contaminacion hasta la disminucién de las poblaciones naturales a causa de la
sobrepesca, la pérdida de variacion genética en las poblaciones explotadas es un problema
poco visible, que por este mismo hecho se ha subestimado, ocasionando la pérdida de

valiosos recursos.

Aunque es sumamente dificil evaluar las repercusiones que el sector pesquero puede tener a
corto y largo plazo en la constitucion genética de las poblaciones, desde el punto de vista
evolutivo, la practica pesquera puede considerarse un tipo de seleccion artificial. La
seleccién por ejemplo, mayoritariamente de los individuos més grandes, y por ende més
fuertes y mas fecundos; ocasiona cambios en caracteristicas tan determinantes para la
supervivencia de las especies, tales como el tamafio de primera madurez sexual,

comportamiento y fisiologia (Cooke et al., 2007).

El uso de tecnologias moleculares en la determinacién de la estructura genética en las
poblaciones de peces es reconocido desde aproximadamente 1930, aunque sus aplicaciones

no se limitan a dicha determinacién (Ward, 2000).

La diversidad genética puede ser definida como la variedad de alelos y genotipos presentes
en un determinado grupo de estudio. Esta variaciéon que es usualmente generada por
mutaciones, les confiere a las poblaciones entre otros aspectos la capacidad de adaptarse a

cambios ambientales (Frankham et al., 2010).
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Entre las razones principales para la conservacion de la diversidad genética, una de las
formas de biodiversidad reconocida por la Unién Mundial para la Conservacion (IUCN),
resalta por una parte, la necesidad para todo proceso evolutivo, de la existencia de
diversidad genética, y de la esperada relaciéon entre heterocigosidad y adecuaciéon
poblacional (Reed et al., 2003). Por tanto, de los principales objetivos que en la actualidad
persigue la genética poblacional, es estudiar, determinar y medir la variacion existente entre
y dentro de los individuos de una poblacién (Aranguren et al., 2005). Para esto actualmente

se cuenta con datos que es posible obtener mediante marcadores moleculares.

Los marcadores moleculares, definidos como proteinas o secuencias polimérficas que
sirven como indicadores de la amplia variacién en el genoma completo, tienen el potencial
de resolver cuestiones ecoldgicas que de otra manera dificilmente se lograria. Una
importante ventaja al utilizarlos es que la variaciéon puede ser cuantificada con gran
precision lo cual provee datos adecuados para comparaciones estadisticas (Beebee et al.,

2008).

Al utilizar marcadores moleculares es importante discernir entre las caracteristicas que los
hacen o no favorables para un estudio determinado, entre las caracteristicas que deben
considerarse se encuentran: la abundancia dentro del genoma, el nivel de polimorfismo,
especificidad, nivel de dominancia, reproductibilidad, calidad de ADN requerida; asi como
los costos operacionales y demanda técnica (Spooner et al., 2005).Con base en esto, para el

presente estudio se utilizaron los marcadores denominados microsatélites.
Microsatélites

Desde su descubrimiento en el afio de 1989, los microsatélites® han tenido gran uso en el
estudio de la genética de animales y plantas, reemplazado o complementado a otros

marcadores y metodologias genéticas en aplicaciones tanto evolutivas como de

? Los microsatélites también son conocidos como SSR, VNRT o SRT, de sus siglas en inglés: SSR= simple
sequence repeats; VNTR= variable number tandem repeat; SRT= short tandem repeat. (Selkoe et al. 2006).
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conservacion de especies, debido a que rednen los criterios necesarios para ser

considerados buenos marcadores moleculares (Aranguren et al., 2005).

Los microsatélites son definidos como segmentos cortos de ADN (de 1-6 pb de longitud)
repetidos en tdndem (Figura 12) con amplia distribucién a lo largo del genoma nuclear de

muchos taxones (Selkoe et al., 2006; van Oppen 2000).

Entre las principales caracteristicas que poseen y por las que son catalogados como
marcadores idoneos, se encuentran las de presentar elevado grado de polimorfismo, ser de
herencia mendeliana simple y codominantes; son féciles de medir y analizar, tienen
confiabilidad cercana al 100% de ser repetitivos y automatizables (Aranguren et al., 2005).
En general son considerados neutrales, altamente polimdrficos, que presentan muchos

alelos por locus y alta heterocigosidad (van Oppen et al., 2000).

Referente a cuestiones técnicas, al basarse en manipulacion directa del ADN, es posible
lograr su amplificacién con poca cantidad de tejido conservado en sustancias simples como
etanol, utilizar el ADN de los organismos adn si éste se encuentra con cierto nivel de
degradacion. Similarmente, la contaminacién por ADN de otros organismos se evita al ser

estos marcadores especificos (Selkoe et al., 2006).

Teniendo en cuenta la tasa y direccién de la mutacion y de la interpretacion que se logra a
partir de datos obtenidos mediante microsatélites, es posible entre otros aspectos, tener una
aproximacion del tiempo en que divergieron dos poblaciones, asi como medir el grado de

flujo genético entre ellas (Ellegren, 2004).

La tasa de mutacién por locus y generacion en los microsatélites se ha llegado a estimar
entre 10°y 107 lo que genera un nivel de variabilidad genética suficiente para detectar los
posibles procesos que estdn actuando en una poblacién en escalas de tiempo ecoldgico, de

10 a100 generaciones (Selkoe et al., 2006).

No obstante que los marcadores retinen los criterios para ser considerados como idéneos, se
debe considerar que su sensibilidad o poder puede verse afectada por factores como la

incertidumbre en el patron de mutacion, los alelos nulos y la homoplasia, siendo éstos la
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principal fuente de error en los estudios genéticos donde se utilizan los microsatélites

(Aranguren et al, 2005).

Region flanqueante Microsatélite Region flanqueante

v v ;

ACCTATAGCACACACACACATGCGA (6 repeticiones CA)

Figura 12- Ejemplo de una regién microsatelital. Fuente; Beerli, 2008.

Estructura genética

Los patrones de distribuciéon de la variacion genética entre y dentro de las poblaciones es
referido como estructura genética poblacional de las especies (Laikre et al., 2005). Esta
estructura puede ser definida como la distribucién no azarosa de los genotipos en tiempo y
espacio (Nunney, 2001) y es un concepto que debiera ser factor clave en el manejo

sustentable de los recursos (Laikre et al., 2005).

La estructura genética es una caracteristica de practicamente todas las poblaciones
naturales, que tiene un papel muy importante en cuestiones evolutivas. Dicha estructura es
generada por heterogeneidad en las condiciones fisicas del ambiente y por las
caracteristicas bioldgicas propias de las especies, tales como su capacidad de dispersion

(Nunney, 2001) y limites fisioldgicos.
Estructura poblacional y genética de Thunnus albacares

Determinar la estructura poblacional del atun aleta amarilla ha sido objetivo central de
diversas investigaciones desde hace algunas décadas dada la importancia comercial de la

especie y la necesidad de contar con criterios de tipo evolutivo para su administracion.
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En el OPO por ejemplo, la preocupacion por esclarecer dicha estructura comienza en los
aflos sesenta cuando la pesca de la especie comienza a ser intensiva. En primera instancia se
realizaron numerosos marcajes de la especie mediante marcas tradicionales, junto con
andlisis de datos morfométricos documentados por la Comision Inter-Americana del atin

tropical (CIAT) (Joseph et al., 1964).

En dicho documento se reportan los resultados obtenidos por Blunt y Messesmith en 1960
del marcaje realizado entre el afio de 1952 y 1959 de 13,213 especimenes de Thunnus
albacares en una amplia zona del OPO, recobrandose 263 de los peces marcados en la
misma zona de marcaje. En dicho estudio, debido a la falta de recobro de marcas hacia la
zona Oeste, se concluye que la unidad de pesca de la zona oriental, es independiente de la

perteneciente a la central del Pacifico.

En este mismo reporte se indican los andlisis de datos morfométricos de cinco caracteres
(longitud de cabeza, primera y segunda aleta dorsal, asi como la aleta anal y ventral),
realizados por Godsil en 1948 quién examind 1,911 atunes tomados al norte del Ecuador
entre 1936 y 1940 y los comparé con muestras de Perti, Hawdi y Japén, encontrando que
los individuos capturados en Japon diferian significativamente de los de Ecuador y que los
individuos de Hawdi se diferenciaban también de las muestras locales (Ecuador) aunque no

tan marcadamente como entre las muestras de Ecuador y Japon.

Un estudio posterior realizado por Godsil y Greenhood en 1951 ,continuaciéon de Godsil
1948 con mayor nimero de muestras, corrobora la evidencia de que los atunes aleta
amarilla del Pacifico oriental, muestran diferencias respecto de los individuos capturados

hacia la regién Oeste e incluso con los individuos del Pacifico central.

Schaefer en 1952 compara datos morfométricos de 203 individuos de la pesqueria hawaiana
con los previamente publicados de atunes del OPO, concluyendo que dichas poblaciones
fueron diferentes en mds de los diez caracteres comparados (longitudes de aletas, cabeza y

conteo de espinas branquiales entre otras).
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De esta forma, la evidencia basada en datos morfométricos y de marcaje-recaptura,
muestran heterogeneidad espacial entre los atunes aleta amarilla procedentes de las zonas
oriente y occidente del Pacifico y la posibilidad que la zona central constituya una unidad
independiente, no obstante, en el estudio se resalta la necesidad de la inclusion informacién

procedente de andlisis genéticos para la delimitacion correcta de las UP (Joseph et al.1964)

Existen algunos estudios realizados para la determinacion de estructura genética del attin
aleta amarilla utilizando diferentes marcadores moleculares con diferentes grados de

resolucion en la medida en que los protocolos de estos se han venido desarrollando.

En un estudio realizado con transferrinas, un tipo de marcador proteico, realizado por
Fujino et al.1968, no fue posible encontrar evidencia de heterogeneidad espacial en la
frecuencia de los genotipos entre poblaciones del oriente del Pacifico, Hawadi y de las Islas

de la Linea, ubicadas al sur de Hawai.

Ward et al., (1994) realizaron un estudio sobre la estructura genética del atin aleta amarilla
en el océano Pacifico, mediante el andlisis de cuatro aloenzimas y fragmentos de restriccion
del ADN mitocondrial, para estimar la variacion existente entre muestras colectadas a lo
largo de la cuenca del Pacifico (regiones oriental, central y occidental). Los resultados
mostraron heterogeneidad espacial entre las muestras de la region oriental y las tomadas en
las zonas central-occidental con una de las cuatro aloenzimas analizadas, la GPI, lo cual
motivé a los autores a concluir que dichas diferencias posiblemente corresponden a
presiones selectivas en dicho locus relacionadas con aspectos adaptativos, mds que a una

real diferenciacién poblacional.

Entre los estudios para determinar la estructura genética de Thunnus albacares, cabe
resaltar el realizado por Appleyard et al., 2001 dénde mediante cinco loci microsatelitales
se analizaron poblaciones del océano Pacifico de las regiones oriente (California y México)
y occidente (Coral Sea, este de Australia, Islas Fiji, Indonesia e Islas Solomon), incluyendo
algunos muestreos temporales. En este andlisis, de 1391 individuos, no se reportaron
diferencias significativas entre la region Este y Oeste de dicha cuenca ocednica mediante el

calculo del indice de subdivision poblacional Fgt (del término en inglés para estadistico F),
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confirmando los resultados previos en aloenzimas y atribuidos a seleccion. Sin embargo se
reportaron diferencias significativas entre algunas poblaciones cercanas de la region

occidental.

Como puede observarse, aunque mediante datos morfométricos se ha observado
diferenciacion entre las distintas regiones del Pacifico, con datos moleculares se han
encontrado discrepancias entre estudios realizados, no detectindose incluso diferencias
entre océanos, como es el caso del estudio de Scoles et al., (1993), quiénes en un andlisis
realizado con doce enzimas de restriccion del DNA mitocondrial, no encontraron
diferencias entre muestras de los océanos Pacifico y Atlantico, ni entre las regiones al norte

y sur del ecuador en el Pacifico oriental.

Lo anterior puede deberse a las limitaciones propias de los marcadores utilizados, asi como
a algunas caracteristicas de la especies, como se discutird mds adelante, que pudieran estar
influyendo en el no encontrar diferenciacion de las poblaciones del attin aleta amarilla a lo

largo océano Pacifico.

Hipotesis

Las frecuencias alélicas de loci microsatelitales diferirdn de manera significativa entre
individuos de atin aleta amarilla pertenecientes a las regiones oriental, central y occidental
del océano Pacifico, al presentar esta especie movimientos restringidos y en consecuencia
flujo genético limitado, de acuerdo con los datos de marcaje-recaptura, morfométricos y

genéticos de estudios previos.
Objetivo

Estimar la variabilidad, divergencia genética y el grado de conectividad de las poblaciones
de atin aleta amarilla (Thunnus albacares) en tres diferentes regiones del océano Pacifico,
mediante el andlisis de siete loci de microsatélites, y con base en esta determinar si la

estructura genética de la poblacion en la cuenca del Pacifico corresponde a las regiones
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occidental, central y oriental con el fin de evaluar la pertinencia de establecer unidades de

administracién con base en las regiones analizadas.
Objetivos Particulares

» Obtener los genotipos de poblaciones de atin aleta amarilla (Thunnus albacares)

pertenecientes a las regiones occidental, central y oriental del océano Pacifico.

» Obtener las frecuencias alélicas de siete loci de microsatélites para cada localidad y

evaluar si éstas se distribuyen de manera homogénea entre las regiones propuestas.

» Determinar los niveles de divergencia genética entre las regiones occidental-central
y oriental del océano Pacifico mediante un andlisis de varianza molecular y del

estadistico Fst entre pares de muestras.

» Analizar los niveles de flujo genético entre las regiones occidental-central y oriental

del Pacifico.

Metodologia

Obtencion de muestras

Las localidades consideradas para este estudio pertenecen a tres grandes regiones del
océano Pacifico: Taiwan y Filipinas a la regién occidental, Hawéi a la central, y dos

muestreos temporales de Perti y Oaxaca a la region oriental (Figura 13).

En el laboratorio de Genética de Organismos Acudticos del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia de la UNAM, se cuenta con una amplia coleccién de tejido de diferentes
organismos acudticos de importancia comercial, entre los cuales se encuentran los
utilizados para esta tesis. Las muestras fueron obtenidas a partir de la pesca comercial y
artesanal, como en este caso las de Oaxaca 2004 y 2005, o bien, mediante colaboracion con

investigadores de los diferentes paises en el caso de las muestras obtenidas de Tw04, Peru
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2002 y 2005, Fi93 y HwO08). En la tabla 1 se muestran las localidades y el nimero de

individuos analizados.

Tabla 1- Se muestran las localidades utilizadas en este estudio el nimero de
individuos por localidad (n), afno de muestreo, la abreviacién que sera utilizada para
referirse a cada una y coordenadas geograficas, las pertenecientes a Filipinas son
aproximadas.

Localidad | N Ao de muestreo Abreviacion

Filipinas | 54 1993 Fi93 8.56°N/123.99°E

Taiwan |51 2004 Tw04 18.22°N/122.12°E

Hawai 36 2008 HwO08 18°55'Na29°N/ 154°40'0 a 162°0
Oaxaca |37 2004 Oax04 15.29°N/96.46°0

Oaxaca |50 2005 Oax05 15.24°N/96.34°0

Peri 49 2002 Pe02 17.44°S/80.61°0

Peru 50 2005 Pe05 17.64°S/81.1°0

Para este estudio se incorporé la base de datos obtenida por Morales (2009)
correspondiente a los genotipos de cuatro loci de microsatélites (TthS, Tth10, Tth21 y Tth
34) de las poblaciones Oaxaca 2004-2005 y Perd 2002-2005, a la que se le sumaron los
datos de tres loci dinucledtidos (CmrTa 117, 128 y 125)
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Extraccion de ADN

La extraccion del ADN de las muestras se realiz6 mediante el método de Chris-Lysis
reportado por Laird et al., (1991), que bdsicamente consiste de tres pasos, para mas detalles

ver Apéndice I:
1. Adicién de amortiguador al tejido conservado.

2. Adicién de Isopropanol
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3. Transferencia del precipitado al amortiguador TE
Amplificaciéon por PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es la técnica
utilizada para la amplificacion de fragmentos especificos de ADN, es decir, la obtencion de
multiples copias de una region seleccionada del genoma del organismo de estudio. En este
caso estas regiones fueron los siete microsatélites estudiados. Cuatro fueron disefiados para
el atdn aleta azul (Thunnus thynnus thynnus) por McDoweel et al., (2002) y tres reportados
y aislados para el atin aleta amarilla (Thunnus albacares) por Grewe et al., (2000), siendo
los primeros tetranucledtidos (TthS, 10, 21 y 34) y los dltimos dinucléotidos (CmrTa 117,
208 y 125) (Tabla 2).

Estandarizacion de las condiciones de PCR

Aunque en principio la finalidad y el procedimiento de la técnica de PCR es igual para
cualquier fragmento que se desee amplificar, en los microsatélites factores como la
cantidad y calidad del ADN, adecuada temperatura de alineamiento y concentracion de los
reactivos que conforman la mezcla de reaccion, pueden influir en la correcta amplificacion
y genotipificacion de los mismos. Por tanto, fue necesario realizar pruebas con diferentes
concentraciones de los reactivos, principalmente de los cebadores y MgCl,, con la finalidad
de encontrar las condiciones Optimas de amplificacion para cada loci considerado. Lo
anterior con el fin de evitar en gran medida repeticiones en el corrimiento de las muestras y

asegurando la correcta lectura de los alelos.

Las condiciones finales consistieron en reacciones con volumen total de 10 pL utilizando
por cada reaccién de 10 a 100 ng de DNA, 20 mM de amortiguador de amplificacion 10X
(200mM Tris-HCI pH= 8.4, 50mM KCI), 1.5-3 mM MgCl,, 0.8 mM de mezcla de
DNTP’S, 0.25-1 pmol/ul de cebador de inicio (F) y término (R) y 0.025 U de Taq
polimerasa (Invitrogen 11615-010).

Para corroborar si se logré la amplificacion de los fragmentos de manera adecuada, éstos

fueron cargados en geles de poliacrilamida al 6% para ser corridos en una cdmara de
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electroforesis vertical (SequiGen GT, Biorad) con amortiguador TBE 1X (45 mM Tris-
Base, 45 acido Bérico 1 mM EDTA y H,O, pH = 8), en cada corrimiento fueron cargados
también bandas de tamafo conocido (ladder) de 10 y 25 pb para corroborar la

amplificacion del fragmento adecuado, asi como controles positivos de muestras.

Los geles fueron tefiidos con nitrato de plata realizando algunas modificaciones al

protocolo de Creste et al., 2001.
PCR con cebadores fluorocromados.

Con las condiciones mencionadas, se realizaron nuevamente las amplificaciones utilizando
el cebador F marcado con fluorescencia (fluorocromo) para cada locus, mismos que fueron
sintetizados por la empresa Applied Biosystem®. Esto permitié la lectura de las muestras
mediante el uso del secuenciador automatico para su genotipificacién y la optimizacién del
andlisis de microsatélites. Mediante el uso de fluorocromos de distinto color para cada
locus, fue posible analizar en un mismo pozo de la placa que se utiliza para el corrimiento
electroforético en el secuenciador multiples microsatélites, permitiendo diferenciar los
genotipos de los diferentes loci. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador
marca Eppendorf, con gradiente, de 96 pozos y los programas consistieron del primer paso
de desnaturalizacion a 95°C seguido por 35 ciclos de: 94°C por un minuto, temperatura de
alineamiento de 54°C a 61°C dependiendo del microsatélite y temperatura de extension de

72 °C por un minuto. Finalmente se llevé a cabo una extension a 72°C por 7 minutos
Genotipificacion

Al genotipificar cada locus de microsatélite, se determinan los alelos de que consta cada
individuo en un determinado locus, con el fin de conocer su condicién de homocigosis o
heterocigosis y poder asi estimar la frecuencia de cada genotipo en una muestra de

individuos.

Para la genotipificacién en este estudio, se utilizd el secuenciador automatico 3100 Avant
ABI Prism de ocho capilares ubicado en el Instituto de Biologia de la UNAM, el cual

realiza la electroforesis en capilares que mediante luz de ldser permite leer de manera
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confiable los alelos de cada muestra detectando la fluorescencia emitida por cada cadena
marcada. De acuerdo al rango alélico se agrupd los tetranucleétidos y a los dinucleétidos en
grupos diferentes para ser corridos en un mismo pozo capilar. Cada producto de PCR se
cargé con mezcla de LIZ500 (banda de tamafo estiandar, que se utiliza como pardmetro
para la determinacién del tamafo de los fragmentos analizados) al 5% y formamida al 95%,

el volumen total de la mezcla fue de 10pl.

Para obtener los genotipos de cada individuo analizado se utiliz6 el programa

GENEMAPPER 3.7 desarrollado por la empresa Applied Biosystem.

En el caso del cebador Tth21, que por errores de fabricacién no se marcé de manera
adecuada con el fluorocromo correspondiente, para todas las localidades y de algunos
individuos para los otros loci, la genotipificacion fue hecha mediante la separaciéon de los
fragmentos en geles de poliacrilamida al 6% tefiidos con nitrato de plata, para lo cual
fueron utilizadas muestras de referencia obtenidas en la genotipificaciéon con
GENEMAPPER 3.7 realizando la lectura de los genotipos mediante el programa
TOTALLAB.

Analisis de datos

Una vez obtenidos los genotipos de los individuos, éstos fueron organizados en tablas de
Excel® de tal manera que el programa CONVERT (Glaubitz 2004) y CREATE (Coombs
2011) pudieran reconocer lo datos, con la finalidad de poder a partir de estos programas
obtener los formatos requeridos para otros programas de andlisis tales como GENEPOP
(Raymond y Rousette 1995), ARLEQUIN (Excoffier et al, 2009), STRUCTURE
(Pritchard et al., 2000) y MIGRATE (Berlie 2008).

Se evaluaron las fallas que pudieron ocurrir durante la genotipificacion mediante el
programa MICROCHECKER (Van Oostherhout et al, 2004), ya que este programa
permite la identificacion de errores debido a alelos nulos, dominancia de alelos pequefios y

por stutter bands ,(fragmentos de algunas bases menor que el alelo verdadero, generados
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por el fendbmeno de “tartamudeo” de la polimerasa durante la amplificacién) (Liu et al.,

2004) asi como errores tipograficos.
Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Para cada locus se evalu6 si las frecuencias genotipicas observadas fueron consistentes con
el equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para cada locus y poblacién mediante la prueba
exacta de probabilidad implementada en la version en linea del programa GENEPOP 4.0.10
(Raymond y Rousset, 1995), utilizando los pardmetros sugeridos por los autores para este
algoritmo (1000 demorizaciones, 100 batches y 1000 iteraciones por batch®). Se realizaron
también las pruebas para evaluar el exceso y déficit de heterécigos. De la misma forma, se
realizaron pruebas de desequilibrio de ligamiento mediante comparaciones pareadas entre

los diferentes loci.

Los resultados fueron corroborados con el programa ARLEQUIN 3.5, el cual utiliza un
método analogo a la prueba exacta de Fisher, en el que extiende a diferencia de éste la tabla
de contingencia a un tamafio arbitrario (Excoffier er al., 2009). Al ser comparados los
resultados de ambos programas no se encontraron diferencias. Los reportados en este

documento son los obtenidos mediante GENEPOP 4.0.10 (Raymond y Rousset, 1995).
Diversidad genética

Se calcularon diversos estimadores de diversidad genética: nimero de alelos (Na), nimero
efectivo de alelos (Ne), riqueza alélica (R), heterocigosis esperada (He), heterocigosis
observada (Ho), mediante los programas de cémputo ARLEQUIN (Excoffier et al., 2005),
GENEPOP 4.0.10 (Raymond y Rousset, 1995) y FSTAT (Goudet, 2002).

A continuacion se definen los estimadores de diversidad genética utilizados:

Riqueza alélica: es el nimero de alelos por locus. Esta es una medida sensitiva a la pérdida

de variacion genética debido al tamafio de muestra (Allendorf et al., 2009).

3 , . . P .
Batch (es), es el término en inglés para los procesamientos por lote.
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Numero efectivo de alelos: es el nimero de alelos que con misma frecuencia resultan en la

heterocigosis u homocigosis observada (Allendorf et al., 2009).

Heterocigocidad: es la medida mas ampliamente utilizada para caracterizar la diversidad
genética. La heterocigocidad observada (Ho) se refiere al nimero de heter6cigos
observados en un locus, dividido por el nimero total de individuos muestreados, mientras
que la heterocigocidad esperada (He) corresponde a la que se esperaria si la poblacién se
encuentra en equilibrio de H-W y es calculada mediante la expresion 2pq para un locus con
dos alelos (donde p y q son las frecuencias de cada uno de los alelos), siendo esta tltima

menos sensitiva al tamafio de muestra que Ho (Frankham et al., 2010).
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Tabla 2 - Cebadores utilizados: secuencia, rango alélico reportado y observado * y la
temperatura de alineamiento que se uso para la amplificacion de cada uno de los
microsatélites.

Microsatélite Secuencia Temperatura Rango alélico
de
(539 alineamiento (pb)

CmrTa 117 F: TCA CAG CAT GGG ACA AC 54°C 150-220

R: ATA GTG AAA TGA TTA GAA CAG (164-194)*

TGC
CmrTa 208 F: CAC AAA CTT CCT CCT AAA CCG | 54°C 135-153

ATC ATG

(138-146)*
R: GAT GTA TGG AAA GCA GGG GAC

TG
CmrTa 125 F: TTG GGC TGC CTG ATG AAG 54°C 148-176
R: GTG TCT CTG AAA TGA TGG AAA (159-169)*
CA
Tth § R: TGG GAG TGG AGA ATG ACA GGA | 56°C 108-144
GAG
(110-142)*
T¢h 10 F: GCT GAG CAC GCA TTTACTGTA G | 55°C 112-124
R: CGT CAC AAC CTT CCA ACT CG (110-122)*
T¢h 21 F: GAC AGA GAG ACA GAG AGA AGG | 61°C 120-140
GGA GGA CA

(119-135)*
R: CAC AGA GTT GAT AAC AGC GGC

AG
Tth 34 F: GAT GCC ATT TCT CTG TCT ATC TG | 58°C 88-148
R:AAG CCG TTCCCTCAG TGT C (88- 148)*
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Diferenciacion poblacional

Uno de los problemas al aplicar microsatélites para la identificaciéon de UP en peces es la
incertidumbre acerca de la manera en que estas regiones gendmicas mutan y generan

variacioén genética, esto es el modelo mutacional que los rige (Carvalho 1998).

Los estadisticos de F (Fsr), desarrollados por Wright en 1951 son los mds utilizados para la
evaluacién de diferenciacion genética entre poblaciones. No obstante, este pardmetro no
siempre es el mas adecuado cuando se utilizan marcadores con alta variacion genética
como los microsatélites, recomendandose para algunos loci el pardmetro andlogo conocido
con Rgr, desarrollado por Slatkin en 1995, el cual a diferencia del modelo mutacional de
alelos infinitos utilizado para el cdlculo de Fsr asume el modelo denominado por pasos, que
es presumiblemente mads realista para datos de microsatélites (Freeland et al, 2011)

evitando los efectos de homoplasia atribuidos a dichos marcadores.

El pardmetro Rgt al tomar en cuenta la longitud de los fragmentos utilizados (Allendorf et
al., 2009) y asumir el modelo mutacional por pasos es considerado mds informativo al

utilizar microsatélites (Carvalho 1998).

Es por esto que se realizo el andlisis con el programa SpaGedi 1.2 (Hardy y Vekemans
2002), que evalda la hipétesis nula de que las diferencias en el tamafno de los alelos no
contribuyen a la diferencia poblacional encontrada. Esto para discernir cudl de las dos
medidas de subdivision poblacional es la més adecuada para los datos obtenidos en esta

tesis en particular.

Después de evaluar ambos modelos, se estim6 que el grado de diferenciacion genética que
mejor explica las diferencias entre pares de poblaciones es el estadistico Fst mismo que se

obtuvo utilizando el paquete FSTAT (Goudet, 2002).

De la misma forma y con el fin de evaluar la diferenciacién con base en la distribucién de
las frecuencias alélicas y genotipicas, se realizaron pruebas exactas entre pares de
poblaciones, de diferenciacion génica y genotipica en GENEPOP 4.0.10 (Raymond y

Rousset, 1995), asumiendo una misma distribucién entre las poblaciones de alelos en el
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primer caso y genotipos en el segundo, utilizando los pardmetros para Cadenas de Markov

de 1000 demorizaciones, 100 batches y 1000 iteraciones por batch.
Analisis de Varianza Molecular

Debido a que la variacion genética puede estar particionada en diferentes niveles
jerdrquicos, esta subestructura es regularmente cuantificada mediante la formacién de
grupos de poblaciones realizando el andlisis de varianza molecular (AMOVA) descrito por

Excoffier et al., 1992 (Allendorf et al., 2009).

El AMOVA constituye un método viable para estimar la diferenciacion poblacional al
utilizar marcadores moleculares (Gupta, 2007), evaluando los niveles de variacién entre
grupos (Fcr), entre las poblaciones dentro de los grupos (Fsc) y entre individuos dentro de

las poblaciones (Fsr).

Este andlisis se llevé a cabo mediante el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier ef al., 2009),
agrupando los datos de acuerdo a la region geografica correspondiente en el Pacifico
conformédndose diferentes grupos para maximizar la varianza de la variabilidad genética en
niveles jerdrquicos y con el fin de detectar el mayor nivel de divergencia genética

relacionado con la distribucién espacial de las muestras.

De esta forma, se realizaron siete pruebas agrupando a las poblaciones con base en las
diferencias observadas de las comparaciones entre pares de muestras mediante la Fsy y de
la heterogeneidad de frecuencias y considerando la separacién espacial de las localidades

estudiadas. Las diferentes pruebas de AMOVA se detallan en el apéndice II.
Para todos los casos se utilizaron 10,000 permutaciones.
Estructura genética

Con el fin de dar sustento adicional al agrupamiento de las muestras para los AMOVA se
infiri6 la existencia del nimero mds probable de k poblaciones genéticamente diferenciadas
mediante el programa STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al, 2000) que maximiza la
variabilidad genética encontrada para detectar la existencia de estructura genética y verifica
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la probabilidad del nimero més probble de poblaciones/grupos, mediante una aproximacion

bayesiana.

Se realizaron corrimientos independientes de prueba utilizando algunas combinaciones de
los pardmetros manejados en el programa: en cuanto a los modelos de ancestria, se prob6
tanto el modelo que asume mezcla, como el que no asume mezcla ancestral entre los
individuos de las diferentes poblaciones junto con el modelo de frecuencias alélicas
correlacionadas. Cada uno de estos modelos se corridé en combinacion con diferentes
valores de longitud de burn-in® y cadenas de Markov (10000, 20000, 50000 y 100000).
Estos rangos son considerados adecuados para la correcta estimacion de los pardmetros

medidos (Pritchard et al., 2000). En todos los casos se utilizaron cinco iteraciones.

Como se recomienda para en el programa STRUCTURE, para determinar la estructura
genética, se utilizd en primera instancia el modelo que asume cierto grado de mezcla
ancestral entre las poblaciones dado que ésta es una caracteristica comun en las poblaciones
naturales. No obstante, con este modelo no fue posible detectar estructuracién génica en
ningin corrimiento. Por otro lado, asumiendo la falta de mezcla ancestral entre las
poblaciones (modelo sin mezcla) se detecto la existencia de dos poblaciones genéticamente

independientes con los datos analizados.

Este modelo se considera mds apropiado para el andlisis de poblaciones completamente
discretas y usualmente es una herramienta mds poderosa para la deteccion de estructura
genética cuando ésta es demasiado sutil (Pritchard et al., 2000) como suele ser el caso en

organismos marinos altamente migratorios (Waples, 1998) como el atiin aleta amarilla.

Al encontrase que el valor mayor de probabilidad para k fue 2 al utilizar el modelo que no
asume mezcla entre las poblaciones, y que los valores de longitud de burn-in y cadenas de

Markov no influian en los resultados, se realizO un analisis utilizando el modelo

El término Burn-in (periodo de calentamiento) hace referencia al nUmero de iteraciones que no serdn
consideradas durante la estimacién.
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mencionado con longitud de 100,000 de burn-in y cadenas de Markov y 30 iteraciones para

evaluar los valores de probabilidad para k (nimero de poblaciones) de 1 a 10.

Posteriormente se realiz6 un andlisis agrupando a las poblaciones de acuerdo a su ubicacién

geografica en region oriental, central y occidental, probdndose k en un intervalo del-5.

Un segundo corrimiento se realiz6 excluyendo a la zona central, comparando por lo tanto a
la regién oriental y occidental, probandose k= 1-3 con 30 iteraciones y 10 000 cadenas de
Markov y burn-in en ambos casos. Con este agrupamiento se pretende comparar a la regién
occidental con la oriental, de manera que sea un andlisis comparativo con el AMOVA y

detectar a las dos poblaciones genéticamente diferenciadas que identificé el programa.

Finalmente, de la misma manera que para los AMOVA, se agrupé a la region occidental,

con la central y se compard con la oriental.

Los resultados obtenidos fueron corridos en la version en linea de SRUCTURE
HARVESTER (Dent et al., 2011), el cual es un programa que procesa los resultados de
STRUCTURE y permite la eficiente visualizacién de los valores obtenidos ademas de
determinar el nimero de poblaciones mas probable mediante el método de Evanno et al.,

(2005), el cual considera la variacidon generada por el error de muestreo.

Con la finalidad de discernir las poblaciones genéticamente diferenciadas que reconocia el
programa, se realizaron mds corrimientos, agrupando a las poblaciones de diferentes
formas. De tal manera que se compararon por separado tanto la region oriental como la
occidental con la central, la regién oriental sur y occidental, la regién oriental norte y
occidental. Para estos andlisis se utilizaron 5 iteraciones y 10,000 cadenas de Markov y

burn-in.
Analisis de Componentes Principales.

El andlisis de componentes principales (ACP o PCA en inglés) es una herramienta
estadistica de sintesis o reduccién de la informacién (reducciéon de variables), sin que esto

suponga una pérdida sustancial de la misma. En genética de poblaciones se utiliza para
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determinar las relaciones genéticas en el espacio de las poblaciones, especies o individuos

estudiados (Gonzales 2008).

El ACP es una manera muy simple de evaluar estructura genética entre las poblaciones,

ayudando a identificar grupos de poblaciones e individuos (Hoglund, 2009).

Para este andlisis se utiliz6 el programa PCAGEN 1.2 (Goudet, 2004); el cual usa las
frecuencias alélicas para definir nuevas variables (componentes) que resuman la varianza
entre las poblaciones, ejecutando permutaciones para evaluar la significancia de cada

componente (Burg et al., 2005). Se utilizaron 5000 aleatorizaciones.
Flujo génico y Tamaiio efectivo poblacional (Ne)

La magnitud del flujo genético, es un pardmetro importante de determinar debido a que de
esto depende el grado en que la poblacién de una determinada especie se constituye como
una unidad evolutiva independiente de otra. Su estimacidn es relevante en conservacion, ya
que en caso de que el recurso sea sobreexplotado en alguna regién en particular, es posible

que ésta sea rehabilitada mediante el flujo de poblaciones aledafias (Waples, 1998).

El ndimero de migrantes efectivos o migrantes por generacion (Nm) es una media tutil para
estimar el grado de flujo génico que existe entre poblaciones, el cual resulta de multiplicar
la tasa de migracién m con el tamafio efectivo poblacional (Nm= Ne * m). Si Nm es mayor
a uno, tedricamente previene la diferenciacion local y en el caso de ser menor a uno se
considera que la deriva génica actia de manera independiente en cada localidad (Pifiero et

al., 2008).

El tamafio efectivo poblacional, puede ser definido de manera sencilla como los individuos
dentro de una poblacion que dejardn descendencia o desde el punto de vista genético como

la fraccién de la poblacion que heredard genes a las futuras generaciones.

Para determinar el tamafio efectivo poblacional (Ne) y el nimero de migrantes (Nm) entre
las localidades, se utilizé el programa de computo MIGRATE (Beerli, 2008). Para la

estimacién del primer pardmetro este programa calcula para cada poblacién el valor de ©,
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que es relacionado con la tasa de mutacién p del marcador molecular analizado (en este
caso microsatélites), mediante la férmula: ©=4Nepu. De la misma manera, para determinar
Nm se estima el valor de M que se relaciona con la tasa de mutacién y los valores de ©
mediante las siguientes féormulas: m=M/p y Nm (nimero de migrantes)= ©OM/4, en este
caso se utiliza la © promedio de todas las poblaciones. Fue considerada la tasa de mutacién

() igual a 1%10™.

Como se mencioné anteriormente la tasa mutacional de los microsatélites es un pardimetro
dificil de generalizar, debido a que en gran medida depende del tipo de microsatélite
utilizado, llegdndose a estimar entre los 102y 10 por locus por generacién (Selkoe e al.,
2006), debido a que en estudios anteriores para diversas especies de tinidos o donde se han
utilizado los mismos marcadores que para este estudio se ha considerado una tasa
mutacional de 10™ , fue considerado este valor para el presente andlisis (Qiu et al., 2011,

Gonzalez et al., 2008 )

Se realizaron cinco corrimientos independientes haciendo anélisis bayesiano, utilizando el
modelo Browniano para microsatélites, considerando una tasa de mutacién constante para
todos los loci empleados, burn-in de 10000 4rboles y una cadena larga de 5000 genealogias

con muestreo cada 100 arboles y heating igual a 4.
Poder estadistico

El poder estadistico es definido por Hedrick 2000 y Frankham et al., 2010 como la
probabilidad o habilidad de rechazar la hip6tesis nula cuando ésta es falsa. Esto puede verse
influido entre otros factores por el nimero de poblaciones, de individuos por poblacién y
loci muestreados (Allendorf ef al., 2009), por lo que para poder identificar de manera
confiable una determinada hipdtesis es importante determinar el poder estadistico de el

analisis dadas ciertas condiciones.

Se utiliz6 el programa POWSIM (Ryman y Palm 2006) el cual mediante simulaciones de
diferentes combinaciones de tamafio de muestra, nimero de loci y alelos por locus, evalia

el poder estadistico de las pruebas de X* y Fisher al probar la hipétesis nula de
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homogeneidad genética y determina el valor de Fsr dado un tamafio efectivo poblacional

(Ne) y tiempo generacional, utilizando la férmula Fst=1-(1-1/2Ne)".

Se asumieron tres tamafios efectivos poblacionales (Ne), que fueron calculados por los
diferentes autores, asumiendo en todos los casos una tasa mutacional de 10'4; el primero es
el reportado para el atin patudo (Thunnus obesus) en el océano Pacifico por Gonzales et
al., (2008) (Ne=4,175), el segundo por Morales (2009) (Ne=12,331) para atin aleta
amarilla (Thunnus albacares) y el tercero (Ne=200) es el calculado en este andlisis para la
misma especie; las estimaciones se realizaron utilizando 25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000

y 5000 tiempos generacionales con 500 corrimientos de cada prueba.

Del mismo modo se estimé la probabilidad de rechazar la hipétesis nula (Ho) cuando ésta
es verdadera (Error estadistico I), con este mismo programa, asumiendo para este caso t=0

y los tamafios efectivos ya mencionados.

Resultados

La prueba realizada en MICROCHECKER (Van Oostherhout et al., 2004) , revel6 que en
ningun locus de las poblaciones analizadas se presentaron probabilidades significativas de
alelos nulos, dominancia de alelos pequefios o stutter bands (p<0.01) por lo cual se

prosiguid con los analisis subsecuentes.
Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

La prueba de ajuste al equilibrio de H-W mostré a algunos loci con desviaciones
significativas (P<0.05), siendo Oax04 la que mayor ndmero presenté (Tth10: P=0.0148;
Tth34: P=0.0005 y CmrTall7: P=0.0232), seguida por Tw04 y Fi93 con dos loci fuera del
equilibrio (CmrTall7: P=0.0062, 0.0053 y Tth34: P=0.0158 ,0.0046 respectivamente) y
por Pe02 unicamente para un locus (CmrTa208: P=0.0134).
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Al realizar la prueba para exceso de heterdcigos resultaron valores significativos para el
locus Tth10 en las localidades Tw04 (P=0.0289) y Oax05 (P=0.0235). Por su parte las
pruebas para determinar la presencia de déficit de heter6cigos fueron significativas para el
locus CmrTa 117 en las localidades Hw08 (P=0.0143) y Fi93 (P=0.033), el CmrTa 208 en
Pe05 (P=0.0289), el CmrTa 125 en Oax05 (P=0.0414) y por dltimo para el locus Tth 34
Pe02 (P=0.0219), Oax04 (P=0.0187) y Fi93 (P=0.0089).

En cuanto a la prueba de desequilibrio de ligamiento se encontr6 que el loci 125 esta ligado
al loci 208 (P=0.037), por lo que los resultados para estos loci pudieran verse influenciados
por su interaccion. Cabe destacar que a pesar de la significancia de dichos valores, la
mayoria de estos no lo serian de aplicarse la correccion al nivel de significancia para
pruebas simultineas (Rice 1987). Mads adelante se discute acerca de las ventajas y

desventajas de su aplicacion.
Evaluacion de diversidad genética

Como puede observarse en la tabla 3, Na por locus se ubic6 en un rango entre 3 y 14 para
todos los loci, siendo el valor menor de 5.57 para la poblaciéon de Hw08 y el mayor de7.14

en las poblaciones Pe02 y Fi93. El valor promedio por loci y poblacién fue de 6.63.

En cuanto a Ne, los valores se encontraron entre 2.753 para Hw08 y 3.456 para Oax05,
siendo el valor promedio por locus y poblacion igual a 3.12. Respecto a las medias para la
riqueza alélica, éstas variaron en un rango entre 5.21 para HwO08, Tw04 y Pe0O5 a 10.36

correspondiente a Fi93, con un promedio por locus y poblacién igual a 6.53.

El promedio mas bajo para He la presenté Oax04 (0.539) mientras que Oax05 tuvo el mas
alto (0.589). Respecto a Ho, el promedio més alto fue para Tw04 con 0.576 y el més bajo
para Fi93= 0.495. Como puede observarse, no hubo mucha variacién entre las poblaciones
con respecto a estos parametros (Ho y He). El promedio global de Ho result6 de 0.549. Al
comparar los valores obtenidos de Ho y He, la localidad que presenté mayor diferencia fue
Fi93, mientras que las demds presentan valores bastante similares para ambos estimadores

(Figura 15).
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Los valores estimados sefialan a HwO8 como la de menor diversidad genética y a Fi93

como una
25000 1
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Figura 14-Gréafica de diversidad genética por poblacion. Riqueza alélica (R), Nimero
efectivo de alelos (Ne) y Nimero de alelos (Na).

localidad con apreciable diversidad genética. Mientras que las poblaciones restantes

presentan valores similares para la mayoria de los pardmetros estimados (Figura 14).

Pe05 Pe02 Oax05 Oax04 HwWO08 Tw04 Fi93 Poblacion

Figura 15- Grafica que muestra comparativamente los valores de la Heterocigosis
esperada (He) y la Heterocigosis observada (Ho) por poblacion.



Tabla 3- Estimados de diversidad genética, se indica para cada /ocus v localidad: mimero de
individuos (N), mimero de alelos (Na), riqueza alélica (R), heterocigosidad esperada (He) v
heterocigosidad observada (Ho). Se resaltan con negritas las desviaciones a H-W (P<0.05)

30
Na 6 - 3 11 11 5 § 657
Ne 2766 138 1272 5481 8595 1.88 1935 3024
R 5332 3353 2967 9980 10527 4531 5.067 5.97

He 08674 032397 021730 08308 086301 039805 049133 053895
Ho 070388 0394 023520 090625 076923 033333 050000 054328

Oaxs N 42 2 30 31 E5 38 EE] 3871
Na 8 3 3 11 14 4 5 588
Ne 2332 1697 1774 5737 2877 1.850 1878 31456
R 6400 2084 30000 o911 12611 3847 4305 615
He 058721 041566 044177 0835% 09001 0.46561 047459 038871
Ho 061905 052381 037500 075610 088571 005282 033333 057419
Pe02 N 38 £ ER 38 27 27 35 3343
Na 8 3 5 13 n < 3 714
Ne 2067 1375 1.661 6.446 8284 2260 1406 3357
R 6381 2847 4582 11015 11516 5.813 2657 64
He 052316 02764 040316 085614 089588 0.56813 020275 054510
Ho 042105 0315% 044737 0815%® 09593 03856 034286 054833
Pe0s N 42 5] 31 31 3 335 3 £S5
Na 7 3 3 12 n 5 4 8§57
Ne 2058 158 1539 5414 §80 2050 1931 3026
R 580 27¢8 2000 o812 11.197 4645 3243 58
He 052037 036405 035441 082535 0885079 0.51967 048871 056190
Ho 052381 035714 031707 083536 088486 042857 051351 055123
Hw0Ss N 35 E5 35 32 E) 31 3 3171
Na 7 4 3 o ) 4 3 557
Ne 2669 1787 1511 47> 5251 1.611 1715 2753
R 6082 3646 2006 83¢ 8402 3970 30000 52
He 08437 0446% 034327 080208 02285 0383551 042609 035157
Ho 054286 0514 040000 084375 067742 045161 047826 035831
Tw0d N 42 ES 39 31 ES) 39 = 3886
Na 6 3 3 12 n 5 5 &§57
Ne 2645 1695 1160 552 & 060 2279 182 im7
R 5417 20% 2810 9638 10533 4769 4474 581
He 08937 04154 014552 082897 084582 0.56843 045785 035606
Ho 06048 052632 015385 080488 076923 0.61538 047059 057582
Fi®3 N 32 3] 3 31 31 31 3 3714
Na 5 3 s 13 1 7 5 714
Ne 2599 1510 1320 5900 7.253 2017 1578 31707
R 45 3810 10816 30020 10090 6539 6654 1036
He 08471 03416 025102 084101 087&Q6 051039 037128 054519
Ho 0M77 0214 02182 080488 064516 0.43902 041667 045479
He
por
locus 059530 03&15 030821 083147 085669 043768 042897
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Diferenciacion poblacional

El programa SpaGedi 1.2 (Hardy y Vekemans 2002) mostré que el pardmetro que mejor se
ajusta para los loci utilizados es el Fgsr, al sustentarse la hipétesis nula de que las diferencias

en el tamafio de los alelos no contribuyen a la diferencia poblacional observada,

Al realizar estimaciones de diferenciacién poblacional mediante las estimaciones de Fsry
la prueba exacta de heterogeneidad genética se encontraron diferencias significativas entre

algunas de las comparaciones entre pares de muestras.

En el caso de la prueba de heterogeneidad, las dos muestras pertenecientes a Perd (Pe(02-

Pe05) resultaron significativamente diferentes, mostrando diferenciacion temporal (tabla
4).

Mediante esta prueba se detectd también, que la localidad de Pe02 difiri6 de las dos
localidades de Oaxaca (Oax04—0ax05), seialando por lo tanto diferenciacién dentro de la

region oriental del Pacifico.

También fueron detectadas diferencias entre localidades de la zona oriental y central (Pe05-
HwO08 y Pe02-HwO08), no obstante, el mayor nimero de pruebas significativas resulté entre
los muestreos de las regiones occidental y oriental (Pe05-Fi93, Pe05-Tw04, Pe02-Tw04,
0ax05-Tw04 y Oax05-Fi93).

Por su parte, los valores de Fsr resultaron entre -0.00123 y 0.01880 mostrando, al igual que
en la prueba de heterogeneidad, pruebas significativas para diferencias temporales (Pe02-
Pe05), entre las localidades de la regién oriental (Pe02-Oax04), oriental-central (Pe02-
HwO08, Pe05-HwO08) y oriental-occidental (Pe05-Fi93, Pe05-Tw04, Pe02-Tw04 y Oax05-
Fi93).

Cabe senalarse que las diferencias mediante la prueba exacta de heterogeneidad fueron
similares a las estimaciones de Fgt, con la excepcidn de dos casos: Pe02-Oax05 y Oax05-

TwO04.
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Al aplicar el criterio de correccidn de alfa mediante la prueba de Bonferroni, las diferencias

que persistieron significativas para la prueba de heterogeneidad fueron entre las localidades

Pe02-Pe05, Pe02-Tw04, y Pe02-HwO08, mientras que, mientras que mediante el célculo de
Fsr fue s6lo entre Hw08 y Pe(02 (Tabla 4).

Tabla 4- Comparaciones poblacionales pareadas. Por arriba de la diagonal se
muestran los valores de probabilidad de significancia obtenidos con la prueba exacta
de heterogeneidad de frecuencias y por debajo ios vaiores de Fsr entre pares de
Se resaltan con negritas los valores significativos (< 0.05), con cursiva
(<0.001) y con asterisco (*) los valores significativos después de aplicar la correccidon

muestras.

de Bonferroni (0.05/21= 0.0024).

Pacifico Onental P.Central  Pacifico Occidental

Norte Sur

Pels Pe02 Oax04 Oax03 Hw08 Twi4 Fi93
Pels | _ 0.000371* 0425130 0572524 0.016647  0.004969  0.010098
Pe02 | 0.01073 _ 0.047407 0.008469  0.001297* 0.000155 0.131540
Oax04 | -0.00001 0.01102 _ 0274772 0332936 0431323  0.438861
Qax05 | 0.00006 0.00309 0.0038¢ 0.38%470  0.027682  0.029709
Hw08 | 0.01293 0.01880* 0.00692  0.00098 " 0.346056  0.143851
Tw04 | 0.01137 0.01223 0.00498  0.00655 0.00098 _ 0.224121
Fi93 [0.01325 0.00678 0.00216  0.00752 0.00035 -0.00123

Estructura genética

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de cada agrupamiento realizado,

mediante los andlisis para la evaluacion de la estructura genética (AMOVA 'y

STRUCTURE).
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Occidental-central-oriental

En el AMOVA realizado para este agrupamiento (occidental, central y oriental), se observo
diferenciacién entre grupos marginalmente significativa (Fcr=0.0061; P=0.04990). Al
compararse Unicamente la region occidental y oriental excluyendo la localidad de Hawai
con el fin de maximizar el poder estadistico del andlisis (esto al contar una sola localidades
en la regién central), la divergencia resulto nuevamente en un valor marginalmente

significativo (Fcr= 0.00545; P=0.04109) (Tabla 5).

Asi mismo puede observarse que en ambos andlisis, los valores de Fsy (diferenciacion
dentro de las poblaciones), resultaron altamente significativos (Fst = 0.00821, P= 0.00099)
(Fst = 0.00904, P= 0.00188), lo que es congruente con la alta variabilidad encontrada en
este estudio (Tabla 5).

Tabla 5- Valores obtenidos para los tres estadisticos de Fisher (Fer, Fsc y Fsr), asi como el valor de
signfficancia (P) para los AMOVA realizados agrupando a las localidades de acuerdo a su
distribucion geografica en oriental-central-occidental y oriental-occidental. Se sefialan en negritas los
valores signfficativos (P<0.05).

Origen de la variacion % variacion | Indices de fijacion | F- estadistico | P
Oriental-central-occidental
Entre grupos 0.46119 Fer 0.0061 0.04990
Entre poblaciones dentro de los grupos | 0.35932 Fsc 0.00361 0.07218
Dentro de las poblaciones 99.1795 Fst 0.00821 0.000900
Oriental-occidental

Entre grupos 0.54549 Fer 0.00545 0.04109
Entre poblaciones dentro de los grupos | 0.35851 Fsc 0.00360 0.0664
Dentro de las poblaciones 99.09599 Fst 0.00904 0.00188
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En la evaluacién de la estructura genética de este mismo agrupamiento de las muestras
mediante estadistica bayesiana con el programa STRUCTURE, se encontraron resultados
similares, que sefialan divergencia genética entre las localidades agrupadas de la region

oriental y occidental.

Como se menciond anteriormente para este andlisis se realizaron corrimientos de prueba
que no mostraron resultados divergentes al utilizarse diferentes longitudes de burn-in y
cadenas de Markov. No obstante, se encontraron diferencias al evaluarse los modelos de

mezcla y sin mezcla manejados en el programa.

Utilizando el modelo que asume mezcla entre las poblaciones, resulté en todos los casos
que el indice de verosimilitud decrece al aumentar k, asumiendo por lo tanto la existencia

de niveles bajos o nulos de subdivisién poblacional.

Por otro lado, al usar el modelo sin mezcla, que es presumiblemente mas adecuado para
detectar diferenciacion poblacional cuando esta es débil (Pritchard et al., 2000), como en el
caso de las especies marinas altamente migratorias (Waples, 1998; Cano et al 2008), se
encuentra el valor mads probable para k=2 del andlisis entre todas las poblaciones sin

ningun agrupamiento (Figura 16).

Aunque el programa muestra un grafico sefalando a las poblaciones que genéticamente
resultaron diferentes, en este caso no fue posible distinguirlas, por lo que se realizaron

corrimientos con la finalidad de definirlas.

De este modo las poblaciones fueron agrupadas en las regiones oriental, central y
occidental, resultando nuevamente k=2 la mds probable tanto con los valores promedios de
probabilidad obtenidos con STRUCTURE como mediante el método de Evanno (Figura
17).

De igual manera para identificar las dos poblaciones sefialadas en este dltimo anélisis se
compararon de manera independiente a la poblacion central con la oriental y occidental,
resultando k igual a 1 como la mdas probable en ambos casos, mientras que en la

comparacion entre la zona oriental y occidental result6 mas probable k igual a 2 (Figura
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18), con lo que se concluye que las dos poblaciones heterogéneas que se determinaron son

la oriental y occidental.
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Figura 16-Graficas obtenidas con HARVESTER STRUCTURE: a) corrimiento de las siete
localidades probando A=1-10, muestra la verosimilitud promedio del total de iteraciones
(30) y desviacion estindar (DS) para cada valor de k. Resultando la mayor probabilidad
para k=2. b) Grdfica del valor de delta k, que corresponde al promedio de [L""(k) dividido
por la desviacion estindar (ds) (método de Evanno ef al. 2005), que muestra que 4= 3
resulto serla mds probable.
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Figura 17- Grificas obtenidas con HARVESTER STRUCTURE: a) corrimiento de las
localidades agrupadas en regiones (occidental-central-oriental) probando k=1- 5, muestra la
verosimilitud promedio del total ‘3% iteraciones (30) y desviacion estindar (DS) para cada
uno de los valores de k. Sefialando mayor probabilidad para k= 2. b) Grafica del valor de
delta k, que corresponde al promedio de [L""(k)| dividido por la desviacion estandar (ds)
(método de Evanno et al. 2005). El punto maximo de probabilidad se encontré en i=2
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Figura 18- Graficas obtenidas con HARVESTER STRUCTURE: a) corrimiento de las
localidades agrupadas en regiones (occidental —oriental) probando A=1- 3, muestra la
verosimilitud promedio del total de iteraciones (30) ydesviacion estindar (DS) para cada
valor de k. Sefialando mayor probabilidad para &= 2. b) Grafica del valor de delta k, que
corresponde al promedio de [L™"(k) dividido por la desviacion estindar (método de Evanno
et al. 2005). El punto maximo de probabilidad se encontrd en i=2.

Occidental central-oriental

Al incorporar la muestra de Hawdi a la regién occidental, con el fin de evaluar la
divergencia entre las regiones central occidental- oriental reportada previamente por Ward
et al., (1994) para el locus GPI, en al AMOVA se encontr6 nuevamente un valor

significativo para la varianza entre grupos (Fcr=0.00604; P=0.00802) (Tabla 6).

De la misma manera resulté significativo el valor de P para las poblaciones dentro de los

grupos (Fsc= 0.00924; P=0.00158), pero no dentro de las poblaciones (Tabla 6).
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Tabla 6- Muestra los valores obtenidos para los tres estadisticos de Fisher (Fcr, Fscy
Fst) asi como el valor de p, para el AMOVA realizado, agrupando a las localidades
central occidental y comparandolas con la oriental, sefnalando en negritas aquellos que
son significativos (p<0.05).

Central occidental- oriental

Entre grupos 0.60404 Fer 0.00624 0.00802
Entre poblaciones 0.31955 Fse 0.00321 0.07624
dentro de los
grupos
Dentro de las 99.07641 Fsr 0.00924 0.00158
poblaciones

El resultado de STRUCTURE corroboré la existencia divergencia entre los grupos

formados (occidental central-oriental), sefialando mayor probabilidad para la existencia de

dos grupos heterogéneos (k= 2), como puede verse en la figura 19 donde también se

observa que con la prueba de Evvano se diferencian dichas agrupaciones.
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Figura 19- Graficas obtenidas con HARVESTER STRUCTURE: a) corrimiento de las
localidades agrupadas en regiones (occidental central-oriental) probando A=1- 3, muestra la
verosimilitud promedio del total de iteraciones (30) y desviacion estindar para cada uno de
los valores de k. Sefialando mayor probabilidad para &= 2. b) Grafica del valor de delta &,
que corresponde al promedio de |L""(k) dividido por la desviacion estindar (método de
Evanno et al. 2005). E1 punto maximo de probabilidad se encontré en i=2.

Suroriental-nororiental

En ninguna de las agrupaciones realizadas para descartar si la sefial de diferenciacioén entre
grupos mencionada anteriormente provenia particularmente de una zona del OPO (norte o
sur) resulto en un valor significativo para la diferenciacion entre grupos (Fer) ni para las

poblaciones dentro de los grupos (Fsc) (Apéndice II).

Por otro lado se observaron niveles significativos para Fst en los siguientes AMOVA:
oriental sur-central-occidental (Fs7=0.00998; P=0.00010), oriental norte-occidental (Fsr=
0.00563; P=0.04950) y para oriental sur-occidental (Fst= 0.01129; P= 0.00149) (Apéndice
I10).
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Anadlisis de Componentes Principales

Mediante el Anélisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés) se
observé un claro agrupamiento de las poblaciones en las regiones oriental, central y
occidental del Pacifico, donde pueden verse a Pe05 (1), Oax05 (4) y Oax04 (6) como grupo
homogéneo (oriental), a las localidades de Tw04 (3) y Fi93 (7) agrupadas en otro
(occidental) y finalmente a las poblaciones de HwO0S8 (2) (central) y Pe02 (5) aisladas cada

una en diferentes grupo (Figura 20).

Es posible asimismo observar aunque de manera menos consistente, un subgrupo; en el
caso del Pacifico oriental se observa la tendencia a separase en un grupo al norte del océano
Pacifico (Oaxaca 2004 (6) y 2005 (4)). Los porcentajes de inercia y Fsr fueron para el eje X
de 33.17%; 0.006 y para el Y 24.85%; 0.004.

Pe0S
i Hw 08

Oax05

Tw04

Fi193
Pe02

Figura 20- Resultados del ACP, los numeros representan a las stete poblaciones analizadas,
los correspondientes a cada poblacion son: Pe05 (1), Hw08 (2), Tw04 (3), Oax05 (4), Pe02
(5),0ax04 (6).F193(7).

Tamaiio efectivo poblacional y flujo genético.

Los valores estimados de Ne entre las localidades se encontraron entre 217.21 para Oax04
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y 236.27 para Tw04, resultando muy similar para todas las localidades (promedio = 229.8).

Tabla 7- Muestra los valores de © obtenidos para el cadlculo de Ne mediante la
formula: ©=4Neyu; Ne= ©/4u considerando una tasa de mutaciéon de 1*¥104

Poblacion © n(1*104)*4 Ne

Pe05 0.09397 | .0004 23493
Pe02 0.09269 .0004 231.73
Oax04 0.08684 .0004 21721
Oax05 0.09318 .0004 232.95
Hw08 0.09267 .0004 231.68
Tw04 0.09450 .0004 236.27
Fi93 0.08955 .0004 223.86

En cuanto al flujo génico determinado como Nm, se obtuvieron valores de entre
0.30109514 para la migracion de Oax04 hacia Tw04 y de 0.78589318 para la migracion de
Oax05 a Hw0S.

El promedio del rango de migrantes recibidos por cada localidad resulté muy similar para
todas las poblaciones entre 0.44724229 para Pe05 y 0.66117075 para HwO08. Siendo la

poblacién central (HwOS8) la que méas migrantes recibe (Tabla 7).
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Tabla8.Se muestra el nimero de migrantes entre localidades. Resaltando en negritas
los valores mas altos (>0.6) y mas bajos (<0.4) encontrados.

Poblacion Receptora
Origen
Pels5 Pe02 0ax05 Oax04 Hw08 Tw04 Fi93

Pe0S 0.7549639 | 0.66211862 | 0.62312958 | 0.77731639 | 0.50747223 | 0.65817778
Pe02 0.33936035 0.38793724 | 0.74612286 | 0.60332772 | 0.53241557 | 0.40078806
Oax05 0.45276579 | 036992771 0.59747965 | 0.78589318 | 0.44937069 | 0.49141589
Oax04 0.38200875 | 0.6327404 | 047216552 0.58939116 | 0.30109514 | 0.51357307
Hw08 042991925 | 0.45218557 | 0.44200028 | 0.53121493 0.48826782 | 0.51832391
Twi4 0.53221451 | 0.63923762 | 0.50420926 | 0.59625603 | 0.6575114 0.44506793
Fi93 0.5471851 | 0.38827617 | 047201616 | 0.5363679 | 0.55358466 | 0.46064172

Prueba de poder estadistico

En cuanto a la prueba de poder estadistico, se observé que las generaciones necesarias,
después de la deriva genética para la deteccién confiable de diferenciacion mediante las
pruebas evaluadas, depende, como era de esperarse, del tamafio efectivo poblacional (Ne)

utilizado.

Encontrédndose que, al considerar un menor Ne el tiempo en que tedricamente se alcanza la
mayor eficacia en las pruebas evaluadas también es menor, ya que para Ne=200, el valor
mds pequefio probado, en 25 generaciones seria posible detectar diferenciacion genética
con total eficiencia, mientras que los valores mayores probados logran esa eficacia entre las

100 y 200 generaciones.

La prueba de poder estadistico muestra que a partir de las 200 generaciones después de la
separacion de las poblaciones de atin aleta amarilla en el océano Pacifico, seria posible
mediante las condiciones del andlisis realizado, detectar con cien por ciento de eficacia,
diferencias genéticas mediante las pruebas de X*y Fisher utilizadas, con todos los tamafios
efectivos manejados, no obstante, puede senalarse que a partir de las 50 generaciones, la

eficacia es de mas del 50 por ciento para todos los corrimientos realizados (Tabla 8).
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La probabilidad de error tipo 1 (estimado de o), para todos los valores de Ne e

independientemente de la prueba evaluada, mostré valores bajos de entre 0.022 y 0.072.

Tabla 9-Se muestra el poder estadistico expresado en porcentaje para la prueba de X2
y Fisher dado un tamano efectivo poblacional (Ne= 200, 4175 y 12331) y un
determinado tiempo generacional (t= 25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 y 5000) y la
probabilidad de error tipo .

Diversidad genética.

Ne 200 4175 12331
T X3 Fisher X4 Fisher X2 Fisher
0 0.026 0.036 0.022 0.044 0.036 0.072
25 100 100 79.2 DL 22 23.6
50 100 100 998 998 526 50.8
100 100 100 100 100 944 89.6
200-5000 | 100 100 100 100 100 100
Discusion

La heterocigosidad observada refleja alta variabilidad genética, resultando en el valor total

por poblacién y locus igual a 0.549, similar al obtenido por Appleyard et al., (2001) y por

Qiu et al., (2011) para atin aleta amarilla, cuyos valores de Ho fueron 0.589 y 0.622

respectivamente, asi como a los reportados para otras especies de atunes como para el atin

rojo del Atlantico Thunnus thynus thynus por Carlsson et al., (2004; 0.6686) y para el atin

patudo, Thunnus obesus (0.742;Gonzélez et al., 2008). De la misma manera los estimados
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de diversidad genética obtenidos, como nimero promedio y efectivo de alelos fueron
congruentes con estudios anteriores en los que se analizaron los mismos [loci

microsatelitales (Appleyard et al., (2001), Carlsson et al., (2004) y Qiu et al., (2011).

De los parametros de diversidad genética (Na, Ne y R) puede observarse que la poblacién
Fi93 es la de mayor diversidad, no obstante, esta misma localidad resulté con las
estimaciones menores de Ho y con mayor desviacion al equilibrio de H-W. El area de islas
de las Filipinas ha sido propuesta como un sitio donde convergen diferentes cohortes
genéticos del atin aleta amarilla (Qiu et al., 2011, Wells et al., 2011), esto explicaria la alta
variabilidad genética encontrada e incluso la notable divergencia entre la heterocigosidad
observada y esperada que se presentd en esta localidad, lo que en caso de corroborarse
pudiera servir para justificar la designacién de esta zona como drea de reserva marina, en
pro de la conservaciéon de Thunnus albacares en el océano Pacifico. Por otro lado la
localidad de HwO08, resulté con menor Na, Ne y R, lo pudo deberse al nimero de
ejemplares analizados para esta localidad, considerando que algunas de las pruebas para

diversidad genética son sensibles al nimero de muestra utilizado.

En este estudio fueron realizadas comparaciones entre muestreos temporales: Oaxaca 2004-
2005 y Peru 2002-2005, con el fin de avaluar la estabilidad temporal en las diferencias
significativas encontradas. El realizar muestreos temporales es ttil en proporcionarnos
informacién del sesgo que pudiera existir entre las colectas de una determinada localidad,
es decir, la congruencia temporal cuando se evaldan diferencias espaciales nos indica que
éstas representan sefales de separacion real de las poblaciones, mas que a los efectos
aleatorios del muestreo, lo que puediera estar causando sefiales erroneas de diferenciacion

(Waples, 1998).

Con base en el parrafo anterior, puede sefialarse que aunque la localidad de Peru present6
diferenciacion temporal, tanto Pe0S como Pe02 presentaron consistencia en las diferencias
con otras localidades, es decir, ambos muestreos presentan para la prueba de
heterogeneidad genética y los valores de Fgr diferencias significativas en relaciéon a Hw08 y

TwO04, lo que refuerza la sefial de diferenciacién encontrada en el presente estudio.
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Cabe sefialar que las diferencias temporales en estudios de genética poblacional han sido
ampliamente documentadas, explicindose por los posibles éxitos diferenciales para
supervivencia de diferentes cohortes genéticos, provenientes de diferentes individuos
parentales en, en otras palabras; es posible que en un afio de muestreo se colecten
individuos provenientes de algunos individuos parentales, cuyos genotipos estuvieron
sobrerrepresentados debido a su éxito reproductivo y que dicha progenie difiera en gran
medida de la colecta posterior, teniendo en este afio mayor sobrevivencia una progenie

diferente (Larson et al., 1999).
Equilibrio de Hardy Weinberg y desequilibrio de ligamiento

De manera simplificada el teorema de H-W asume que en las poblaciones naturales las
frecuencias alélicas se mantendran en equilibrio cuando la reproduccién entre individuos es
aleatoria (Panmixia), la poblacién funcione como sistema cerrado (sin migraciéon o
mutacién), su tamaiio sea infinito, exista herencia mendeliana simple y la seleccion no esté
actuando sobre la poblaciéon. El cumplimiento de cada supuesto en las poblaciones
naturales es poco usual, por lo que las desviaciones al equilibrio de H-W son comunes en
andlisis de genética poblacional y nos brindan elementos para evaluar diferentes hipotesis

acerca de la historia evolutiva de las poblaciones (Beebee et al.2008).

En el andlisis aqui presentado resultaron pruebas significativas tanto para déficit como
exceso de heterdcigos en algunos loci. No obstante que las desviaciones al equilibrio de H-
W son reflejo del efecto que en las poblaciones tienen factores como la seleccidn natural, la
endogamia, el ligamiento genético, entre otras, en especies con fecundacién externa, alta
mortalidad natural y tamafios efectivos grandes, estas desviaciones son frecuentes y por lo

general se encuentran asociadas al sesgo en el muestreo realizado.

Las especies pelagicas como el atin aleta amarilla se caracterizan por poseer uno de los
tamaios efectivos poblacionales mds grandes y en consecuencia gran diversidad genética.
Esto en un momento dado maximiza el error de muestreo al ocasionar que los individuos
colectados no sean representativos de la amplia variabilidad genética que presenta esta

especie. Sumado a esto se debe considerar que el desove en estas especies es externo y muy
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abundante por lo que la posibilidad de la sobrerrepresentacion de los fenotipos provenientes
de un grupo reducido de hembras es alta, provocando de la misma manera sesgo en el

muestreo realizado.

De la misma manera, la deficiencia de heterdcigos, prueba en la que resultaron mas valores
significativos al ajuste de H-W para localidades pertenecientes a las tres zonas geograficas
analizadas es regularmente atribuido al denominado efecto Wahlund, el cual consiste en la
disminucién en la heterocigosidad observada por el efecto de incorporar poblaciones con
algin grado de subdivisidon poblacional en un nimero k de grupos. Este fendmeno ha sido
observado mayoritariamente en areas de crianza para algunas especies de atin (Carlsson et
al., 2004; Gonzales et al., 2008). En el presente estudio se realizaron muestreos en algunas
de las areas de crianza que han sido detectadas para atin aleta amarilla en el océano
Pacifico, incluyendo regiones cercanas a Hawai y Filipinas (Wells et al., 2011) por lo que
es viable la posibilidad que sea el efecto Wahlund lo que causé el déficit de heterocigotos

encontrado en diversos loci.
Diferenciacion poblacional

De manera general se ha observado que determinar la estructura de unidades de pesca
mediante el pardmetro Fsr en el ecosistema marino es relativamente mds dificil que en
aguas continentales debido a que el primero se considera un ambiente carente de barreras
geograficas. De esta forma, se han encontrado valores promedio de diferenciacién genético-

poblacional estimados entre 0.062 y 0.222 respectivamente (Ward, 2000).

En el presente estudio los valores de Fsr resultaron bajos, con un Fgy global de 0.0065, no
obstante, fueron significativos en algunos casos. En estudios anteriores de atin aleta
amarilla usando microsatélites los valores promedio de Fsr resultaron comparativamente
menores; en el estudio de Morales (2009) fue de 0.0038 mientras que para Appleyard et al.,
2001 de 0.002. Se destaca que en el primer caso el andlisis se restringi6 al Pacifico oriental

mientras que en el segundo se usé un menor ndimero de loci.

70



Cabe mencionar que aunque el valor de Fst promedio para peces marinos es estimado en
0.062, la mediana calculada para 57 especies es igual a 0.02 (Waples, 1998), similar al
mayor valor observado entre muestras de diferentes regiones del Pacifico en el presente
estudio, especialmente de la zona occidental y oriental cuyos valores de Fgt oscilaron entre

0.010 a 0.013, resaltando las diferencias encontradas.

De manera general se ha observado que las especies marinas presentan nula o escasa
estructura genética poblacional al ser evaluada con marcadores moleculares neutrales, lo
que ha sido explicado por la existencia de niveles significativos de flujo entre las
poblaciones. No obstante, se ha considerado que aspectos como el gran tamafio efectivo
poblacional caracteristico de algunas especies marinas, son responsables de la falta de
sefiales claras de diferenciacion genética entre poblaciones de especies pelagicas, lo que sin
lugar a dudas responde importantes cuestiones para el manejo adecuado de estos recursos

(Cano et al., 2008).

En el caso del atin aleta amarilla, diversos estudios de marcaje han demostrado que pese a
las capacidades fisioldgicas de la especie, los movimientos detectados se limitan a cientos
de kilémetros, lo que podria limitar el intercambio genético entre localidades a lo largo del
Pacifico. Aunado a lo anterior, en el ecosistema marino factores como la presencia de giros,
frentes ocednicos, gradientes en la profundidad de la termoclina, zonas de surgencia, etc.,

pueden actuar como barreras a la dispersion o en la retencién de larvas.

La dispersion de las poblaciones y en consecuencia el flujo genético entre estas, puede
ocurrir mediante deriva larvaria a través de las corrientes. En el desplazamiento en etapas
tempranas por el arrastre de larvas a causa de las corrientes ocednicas, se debe considerar
que cuando el sistema de corrientes se encuentra formado por contracorrientes y giros,
como en el océano Pacifico, puede resultar en la retenciéon de larvas y peces en estadios
juveniles, lo que evitaria el intercambio genético entre poblaciones (Stepien et al., 2000).
Sumado a esto, el reporte de los principales cimulos de larvas de attn aleta amarilla, y muy

posiblemente el desove, se encuentran en zonas aledafias a masas continentales o de
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conglomerado de islas (Lehoey et al., 1999), lo que podria limitar la dispersion de las

poblaciones por deriva larvaria.

Con base en la informaciéon anterior y en los estudios que han sefialado importantes
diferencias en caracteres morfométricos entre diferentes zonas del océano Pacifico, es
factible suponer que las poblaciones de atiin aleta amarilla puedan presentar divergencia

genética a nivel regional.

Pese a lo anterior, el estudio de Appleyard et al., 2001, donde se plante6 el mismo objetivo
e incluso se baso en el uso de microsatélites, no se reportaron diferencias genéticas entre las
localidades del oriente y occidente del Pacifico y los valores de diversidad genética
estimados resultaron ser mayores comparativamente con el presente andlisis. Lo anterior
resulta explicable si consideramos que hubo notables diferencias en el muestreo, tipo de
microsatélites utilizados (tetranucledtidos y/o dinucledtidos) y en las consideraciones
estadisticas que fueron tomadas en cuenta, como lo son el valor limite de significancia y la

aplicacion de la denominada prueba de Bonferroni.

La correcciéon de Bonferroni se ha convertido en un método muy usado para evitar la
sobreestimacion de los niveles de diferencia para determinar la significancia estadistica.
Con esto se evita en lo posible el error tipo I. No obstante, su uso ha sido debatido por
algunos autores, argumentando que dicho procedimiento puede aumentar el error
estadistico Tipo II sesgando la informacién que usualmente se publica (Nacagawa 2004)

llegando incluso a proponer procedimientos menos conservativos (Narum 200).

Debido a que, como se mencioné anteriormente, los valores de Fsr son regularmente bajos
en especies marinas altamente migratorias es viable considerar que las sefiales
significativas de diferencia poblacional pudieran resultar informativas, aun después de que
al aplicar la correccion de Bonferroni no resultaran significativas, siempre que dichas
diferencias se respalden con informacién bioldgica de la especie y puedan ser corroboradas

con andlisis y estudios diferentes.
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Debido a lo anterior, en el presente andlisis se tomaron en cuenta y analizaron todas las
diferencias significativas encontradas y puede mencionarse que en el estudio de Appleyard
et al., 2001 pudieron haberse subestimado comparaciones con valores de P menores a 0.05,

que sefialan diferencias entre la region oriental y occidental de la cuenca del Pacifico.

Con base en los resultados de Fsr y las pruebas de heterogeneidad genética, que en gran
medida son congruentes entre si, pudieron realizarse agrupamientos de las localidades
estudiadas, con la finalidad de detectar divergencia genética entre zonas al maximizar la
variacién genética encontrada mediante el andlisis de varianza molecular y aproximaciones
basadas en estadistica Bayesiana con el andlisis de STRUCTURE. Ambos andlisis

mostraron resultados similares entre si
Region occidental-central-oriental.

Existen tres areas de alta densidad larvaria para Thunnus albacares en el océano Pacifico
que corresponden a las tres regiones sefialadas para esta cuenca ocednica (occidental,
central y oriental) (Lehoey et al, 1999). Aunado a lo anterior existen reportes de
diferencias morfométricas entre dichas zonas, asi como los ya mencionados de
movimientos restringidos de la especie. Esto hace posible suponer la existencia de tres
unidades independientes. Por lo anterior y debido a que en el andlisis presentado se
encontraron diferencias entre algunas localidades de las diferentes areas analizadas se
probd la existencia de estructura genética poblacional que fuera congruente a lo ya

sefialado.

Con base en el andlisis de STRUCTURE asi como con el AMOVA se encontré una sefial
de diferenciacion genética entre las poblaciones de la zona oriente y occidente, mientras
que el andlisis de componentes principales (ACP) agrupé con el mayor porcentaje de
inercia, a las localidades de la region central, occidental y oriental. Estos resultados nos
muestran que aunque la region central pudiera presentarse como una unidad aislada, los
andlisis aplicados no fueron suficientemente consistentes para que dicha regién pudiera ser
designada como una UP independiente en el océano Pacifico. De otra forma, la posibilidad

de la existencia de flujo genético entre las regiones occidental y central del Pacifico podria
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resultar de la deriva larvaria. En este sentido las corrientes que conectan a ambas regiones,
como la de Kuroshio asi como la menor distancia entre ambas en relacién a la regién
oriental y la presencia de islas, podrian jugar un papel preponderante en la conectividad

entra ambas regiones.

Sin embargo, si consideramos el hecho de que en la regién central consisti6 de s6lo una
colecta, resulta necesario contar con una muestra mds representativa de dicha zona para

evaluar la estructura entre las zonas central y occidental.

Region occidental-central-oriental.

Ward et al. 1994 proponen dos grupos independientes de atiin aleta amarilla a lo largo del
océano Pacifico, uno correspondiente a la region centro-occidental y uno a la oriental con
base en su estudio realizado con isoenzimas asi como en diversos estudios morfométricos.
De la misma manera en ninguna de las pruebas pareadas de heterogeneidad genética y Fsr
del presente andlisis, se encontré que alguna de las localidades de la region central diferia
con las de la occidental, Por estas razones se realizaron pruebas de estructura genética con
STRUCTURE y AMOVA, agrupiandose a las localidades de la manera mencionada

(central-occidental y oriental).

Con este agrupamiento se obtuvo el valor de AMOVA de mayor significancia (P=0.00802)
para las diferencias encontradas entre grupos. Este andlisis es sensible a la manera en que
las muestras son agrupadas (Fitzpatrick, 2009), por lo que si se considera que mediante el
agrupamiento sefialado se consigue una manera mas balanceada de dividir a las poblaciones
(tres en la regién centro-occidental y cuatro en la oriental), puede considerarse que este fue
de los factores que contribuyé a la obtencién del mencionado valor de P, no obstante, los

andlisis de STRUCTURE y ACP respaldan el resultado obtenido.

Dicho agrupamiento resulta consistente si consideramos que el Pacifico oriental se
encuentra delimitado por lo que se considera la barrera oriental del Pacifico. Dicha barrera,

de aproximadamente 5000 Km de longitud, ha sido reportada como limitante en la
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migracion entre individuos de diferentes especies desde la region oriental a la occidental
(Lessios et al., 2006) por lo que resulta posible que el flujo génico entre las regiones
mencionadas sea limitado por la distancia entre ambas. A lo anterior se suma el hecho de la
notable carencia de islas entre el Pacifico oriental y central, que en un momento dado

pudieran actuar como sitios de enlace intermedios entre ambas dreas.
Pacifico Oriental: Norte y Sur

Fueron observadas algunas diferencias entre las regiones al norte y sur del ecuador en el
Pacifico oriental. Dichas diferencias fueron reportadas anteriormente por Diaz et al., (2006)
y Morales (2009) quienes sefialan la posibilidad de que dichas diferencias correspondan a
poblaciones reproductivas cuyas épocas de desove se encuentran desfasadas por la

temporalidad en la ocurrencia entre el verano boreal y austral.

En la prueba de STRUCTURE, a diferencia de los AMOVA, se mantuvieron las sefales de
diferenciacion entre la regioén oriental y occidental, ain al realizar las comparaciones
independientes de las regiones sur y norte, lo que hace evidente la necesidad de indagar
mads sobre la heterogeneidad genética en el OPO, para de esta manera, de resultar cierto,

realizar la correcta separacion de UP en esta zona del Pacifico.
Tamaio efectivo poblacional y flujo génico

Los valores de Ne (promedio= 230) fueron relativamente bajos en comparacion con el
obtenido para el atin patudo (Thunnus obesus) en el océano Pacifico por Génzales et al.,
(2008) (Ne=4,175), para la especie Thunnus orientalis por Qiu et al., (2011) (Ne= 6,080) y
para los obtenidos de atin aleta amarilla por Morales (2009) (Ne=12,331) y por Qiu et al.,
(2011) (Ne= 8838).

En todos los casos la tasa de mutacién utilizada fue de 1x10™. No obstante, Morales (2009)
y Qiu et al., (2011), quiénes obtuvieron valores mas altos de Ne, utilizaron el modelo de
alelos infinitos, mientras que en el presente estudio se utiliz6 el Browniano, que asume el
modelo mutacional por pasos, considerado como la mejor opcién al trabajar con
marcadores microsatelitales.
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No obstante a lo anterior los resultados de Ne en el presente estudio, resultd alto y
consistente con los reportes en otras especies de atin si se considera que tamaios efectivos
poblacionales de entre 50 son suficientes para minimizar los efectos de endogamia y que
valores igual o mayores a 500 mantienen la variacién genética adaptativa (Rieman, 2001),
es posible asumir que las poblaciones aparentemente tienen la suficiente diversidad
genética para contrarrestar los efectos de la pesca, no obstante es preciso la adopcion de
medidas regulatorias para evitar el deterioro o pérdida de diversidad relacionada con

factores adaptativos

El hecho de que el valor de Ne sea considerado alto, tiene importantes implicaciones, tanto
evolutivas como de conservacion, ya que por ejemplo se considera que un valor alto de Ne,
representa la principal causa de los valores bajos de diferenciaciéon genética que son
reportados en estas especies, lo que dificulta en gran medida la delimitacién de UP en
dichos organismos al utilizar marcadores moleculares neutrales como los microsatélites

(Cano et al., 2008).

En cuanto al nimero de migrantes puede observarse que ningin valor resulté mayor a 1 por
lo que puede decirse que en determinado grado las poblaciones reciben una cantidad de

migrantes menor al necesario para mantenerse homogéneas.

Los valores resultaron muy similares para todas las poblaciones, no obstante, puede
claramente observarse que la localidad de Hawai result6 ser la que recibe mayor cantidad
de migrantes, lo cual es congruente a la ubicacién geografica de dicha localidad, ya que al
representar la zona central del Pacifico, confiere una zona que con mayor facilidad pudiera

ser alcanzada tanto por individuos de la zona occidental como oriental.

Una de las causas por las que puede encontrarse una débil o nula diferenciacién genética
entre localidades, incluso de diferentes océanos, es que el tiempo transcurrido entre la
divergencia poblacional no haya sido el suficiente para que las diferencias puedan ser

detectadas mediante los marcadores moleculares utilizados (Ely et al., 2005).
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El tiempo generacional para atun aleta amarilla puede ser estimado en 3.5 afios (Ely et al.,
2005), por lo que, con base en los resultados de la evaluacién del poder estadistico de este
andlisis, tendrian que haber pasado alrededor de 350 y aproximadamente 1000 afios de la
separacion entre las poblaciones de las distintas regiones analizadas para que mediante las
pruebas utilizadas (X? y Fisher) pueda ser detectada con una alta confiabilidad la existencia

de deriva génica entre las poblaciones del océano Pacifico.

Si se toma en cuenta que los géneros de atunes existentes aparecieron hace
aproximadamente 60 millones de afios (ma) y que la radiacién del mismo, influida por
procesos oceanograficos comienza hace practicamente 50 ma (Graham 2004), puede
considerarse la posibilidad de que hace de entre 350 y 1000 afios pudieran haberse
diferenciado en alguna medida las poblaciones de las diferentes regiones del océano

Pacifico, debido a las cuestiones mencionadas en el presente documento.

Por lo anterior, puede considerase que el nimero de loci utilizado asi como el de muestras
por poblacién y de poblaciones analizadas en este estudio, fueron los factores que
contribuyeron en la deteccion de diferenciacion genética entre las poblaciones, lo que es
factible si se considera que los microsatélites pueden detectar cambios genéticos recientes

(entre 10 y 100 generaciones pasadas) (Selkoe et al., 2006).

El presente estudio resultd en las sefiales de diferenciacion genética esperadas, de acuerdo a
datos de marcaje, morfométricos e incluso genéticos realizados con anterioridad. El disefio
del muestreo en el presente andlisis resulté adecuado para la evaluacién de la divergencia
genética de poblaciones de atun aleta amarilla en el océano Pacifico. Los resultados de este
estudio tienen importantes aportaciones en la conservacion de la especie analizada, ya que
por un lado aunque el agrupamiento de la zona central-occidental como una unidad
independiente de la oriental ya ha sido manejada en cuestiones de manejo pesquero, es la
primera vez que de manera contundente se encuentran notables diferencias utilizando

marcadores mitocondriales para Thunnus albacares en el océano Pacifico.

La inclusién de informacién de tipo evolutivo para la realizacion de planes de manejo, es

importante en el sentido que minimiza las repercusiones que la prictica pesquera puede
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tener sobre la variabilidad genética de las poblaciones, materia prima para la adaptacion de
las mismas a los diferentes cambios ambientales que enfrentan constantemente, no
obstante, dada la gran cantidad de marcadores moleculares existentes, es necesario
considerar sus caracteristicas al evaluar la estructura genética de una determinada

poblacién.

Cabe resaltar que en el estudio de Ward et al, (1994), la sefial de estructuracién genética
entre la region central y occidental encontrada fue detectada s6lo en uno de los alelos de la
enzima GPI, llevando a los mismos autores a argumentar que la diferencia encontrada se
debié a factores selectivos, mds que a una diferenciacion regional real. Esto es congruente
si consideramos que las aloenzimas, utilizadas en el estudio mencionado, son marcadores
propensos a la seleccion. Lo anterior resaltd, la necesidad de analizar la estructura genética
del attin aleta amarilla con marcadores de tipo neutral, como los microsatélites, que con una
mayor tasa de mutacién y al ser marcadores genéticos, permitirian detectar las sefiales de
diferenciacion no asociadas a seleccidn y sin la pérdida en la estimacion de la variacion
genética, que pudo ocurrir en la evaluacién con enzimas, debido a la redundancia en el

codigo genético.

Los microsatélites confieren una util herramienta para la estructuracion espacial de las
poblaciones, permitiendo en el presente estudio, encontrar sefiales apreciables de
diferenciacion genética entre diferentes zonas en el océano Pacifico, no obstante, debido a
las limitaciones que tienen estos marcadores, tal como lo es, la incertidumbre en su tasa y
modelo mutacidn, es altamente recomendable el uso de diversos marcadores y tamafios de
muestra grandes si se desea dilucidar la estructura genética en especies como los peces
marinos que usualmente presentan sefiales débiles de estructura genética (Ward, 2000).
Otra alternativa, la representa la secuenciacion de nueva generacion, mediante la cual es
posible secuenciar una regién mucho mdés larga y por lo tanto mds representativa del
genoma de las especies, lo que podria lograrse también aumentando el nimero de loci
analizados o bien, la inclusién de marcadores influenciados por seleccion, que se presume
pueden ser ttiles para detectar estructura poblacional en peces marinos (Cano et al., 2008)

con alto flujo génico (André et al., 2010) como lo es el atin aleta amarilla.
78



Conclusion

Los resultados del presente andlisis sefalan que las poblaciones de atin aleta amarilla
pertenecientes a la zona oriental-central del océano Pacifico constituye una unidad

genéticamente diferente a las de la zona occidental.

Asi mismo fueron detectadas sefiales de diferenciacion tanto temporales como entre
localidades de la region oriental, resaltando la necesidad de esclarecer la estructura genética
de esta zona, lo que puede lograrse mediante la insercién de un mayor nimero de muestras,
loci o el uso simultaneo de diferentes marcadores moleculares, tales como los

mitocondriales o influenciados por seleccion .

El disefio del muestreo fue adecuado para corroborar la estructura poblacional,
anteriormente descrita por diversos autores mediante diferentes aproximaciones
metodoldgicas, a pesar de las limitantes del marcador utilizado (microsatélites), el posible
sesgo por el muestreo aleatorio, asi como otros factores que han imposibilitado una clara
estructuraciéon de la especie al utilizar métodos moleculares. Lo anterior contribuye a
resaltar la importancia y utilidad de métodos genéticos para la obtencién e inclusién de
informacién valiosa en los planes de manejo de especies altamente comercializadas, para su

manejo sustentable.
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Apéndices
Apéndice I
Meétodo de extraccién de ADN
Se etiquetan tantos tubos, como muestras se desean extraer.
Se llenan los tubos con 500 ul del amortiguador Chris-lysis (100mM. Tris HCI pH 8.5,
SmM, 0.2% SDS, 200mM , NaCl ) que eliminard grasas y proteinas.

Se corta finamente el tejido con la ayuda de un bisturi y pinzas, procurando se tome la

misma cantidad de muestra para cada extraccion.
Se vierte el tejido cortado a los tubos con Crys-Lysis y se colocan en hielo.
Se agregan 15 ul de enzima proteinasa K (Invitrogen) a cada tubo con muestra.

Se colocan las muestras a bafio Maria con agitaciéon constante a 56°C  durante
aproximadamente 3 horas o hasta que el tejido se haya desecho completamente. Como

alternativa se pueden dejar las muestras durante toda la noche a 37°C

Se etiquetan nuevos tubos (uno por cada muestra).

Se agregan 500 ul de isopropanol a cada tubo.

Una vez desecho el tejido se centrifugan las muestras durante Smin. 8000rpm
El sobrenadante de los tubos con muestra se agrega a los tubos con isopropanol.
Se centrifuga nuevamente a 8000rpm durante 5 min.

Se desecha el isopropanol.

Se agregan 50 ul de etanol (95%) a cada muestra.

Se centrifuga durante Smin. a 8000 rpm
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Se desecha el etanol.

Se dejan secar los tubos en una cdmara de vacio por aproximadamente 10 min (hasta que

sequen completamente).

17) Se adhiere de 50-150 pl del amortiguador TE (10 mM Tris HCI) dependiendo del

tamafio del pellet*>
Apéndice 11
En el presente apéndice de describe la realizacion de cada uno de los AMOVA realizados.

En el primer AMOVA se agruparon a las poblaciones de acuerdo a su ubicacion geogréfica

en el océano Pacifico (oriental, central y occidental).

Al encontrarse diferencias que congruente a los resultados de Morales 2009 y Diaz et al.,
2006 indican sefales de diferenciacion genética entre individuos de attin aleta amarilla de la
zona sur y norte del OPO se realizaron andlisis comparando a las localidades al norte y sur
del Pacifico oriental de manera independiente, con la finalidad de evaluar si, de encontrarse
diferencias entre regiones (occidental, central y oriental), éstas son atribuidas a una zona en
particular (sur o norte). De esta forma, se hizo un andlisis excluyendo a la region sur del
OPO, y se comparé a la regién norte del OPO con la central y occidental. En otro andlisis,
se excluy6 a la region nororiental y se compard la regién suroriental, con la central y

occidental.

En las siguientes comparaciones se excluyo la region central, con la finalidad de maximizar
el poder de resolucién del andlisis, al ser éste sensible a que cada grupo contenga el mismo
nimero de localidades (Fitzpatrick 2009) y de esta manera evaluar las posible
heterogeneidad entre las regiones oriental y occidental del Pacifico. Algunas pruebas

adicionales se realizaron excluyendo la region central y comparando a la region sur del

> * pellet en espafol se traduce como bola pequefia, en este caso pellet es el

conglomerado de ADN que queda en el fondo de los tubos durante la extraccion.
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OPO con la occidental, y la regiéon norte del OPO con la occidental. De forma alternativa,

en otro andlisis se compard la region oriental (norte y sur agrupadas) con la occidental.

Por tltimo y con base a la actual agrupacién de las UP para el atiin aleta amarilla, donde se
considera que la region occidental y central del Pacifico conforman una unidad homogénea,
se realiz6 un séptimo AMOVA agrupando a la regiéon occidental con la central,

comparando a este grupo con la zona oriental.
Apéndice I1I

Se muestran los andlisis de AMOVA que se realizaron desagrupando a la region oriental en
norte y sur para ser comparada con la central y occidental e independientemente con sélo la
zona occidental. Puede observarse que en estas comparaciones no se encontraron valores

significativos (P= 0.05) para la diferencia entre grupos (Tabla 9).
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Origen de la variacion % Indices de| F- P
variacion | fijacion estadistico
Oriental nortecentral-occidental
E ntre grupos 0.1605 Fer 0.00161 0.32541
Entre poblaciones dentro de los | 0.24438 Fsc 0.00245 0.20703
grupos
Dentro de las poblaciones 99.5%470 Fsr 0.00405 0.06366
Oriental surcentral-occidental
E ntre grupos 0.52392 Fer 0.00524 014733
Entre poblaciones dentro de los | 0.47454 Fse 000477 0.06851
grupos
Dentro de las poblaciones 99.00154 Fsr 0.00598 0.00010
Oriental norte-occidental
E ntre grupos 0.31829 Fer 000318 0.11604
Entre poblaciones dentro de los | 0.24512 Fie 0.00246 0.2100
grupos
Dentro de las poblaciones 9943659 Fsz 0.00563 0.04950
Oriental sur-occidental
E ntre grupos 0.65181 Fer 0.00652 0.12812
Entre poblaciones dentro de los | 0.47750 Fse 0.00481 0.06743
grupos
Dentro de las poblaciones 98.87065 Fsr 001129 0.00149
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