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RESUMEN

México es uno de los principales exportadores de pulpo a nivel mundial. Actualmente
unicamente existen normas legales especificas que regulan su aprovechamiento en
el Golfo de México y Mar Caribe. Sin embargo, estas normas no aplican para el
Pacifico Mexicano. El problema principal es que se desconocen las especies y por lo
tanto no se pueden evaluar sus poblaciones. La dificultad de identificacion se debe
principalmente a la inconsistencia de rasgos morfolégicos entre las especies. Al
respecto, las herramientas moleculares han sido utilizadas eficazmente en la
identificacion y distribucion de las especies, asi como en la evaluacion de sus
poblaciones. Ante el problema y la opcidn molecular, la presente investigacion utilizé
secuencias mitocondriales de 16s rARN y COlI, para identificar especies de pulpo y
en conjunto con microsatélites determinar su distribucion, evaluar sus poblaciones y
la conectividad genética por especie. Con ayuda de secuenciacion masiva (454-
ROCHE) se obtuvieron 22 loci microsatélites y se ensamblo el genoma mitocondrial
completo, este ultimo se utilizé como referencia para los secuencias de 16s rARN y
COl, que se desconocian para una de las especies. El analisis filogenético de 96
muestras en 12 localidades usando 16s rARN y COI mostr6 una diferencia
filogenética para tres especies Octopus bimaculatus, Octopus bimaculoides y
Octopus hubbsorum con una tasa de divergencia de 3.3% a 7.1% para 16s ARN y de
6.3 % a 10.4% para COI, siendo mas cercanas O. bimaculatus y O. bimaculoides
(16s ARN = 3.3% y COI 6.3%). Un analisis de cluster bayesiano con 316 muestras
(incluyendo las 96 previas) en 20 poblaciones y 7 loci microsatélites compartidos
entre las tres especies identificd 3 cluster propios de las 3 especies y determind la
distribucion de las poblaciones por especie. Las tres especies se traslaparon
alrededor de la region biogeografica de Bahia Magdalena, mientras en el Golfo de
California unicamente O. bimaculatus y O. hubbsorum se traslaparon alrededor de
las grandes islas, la primera se asocié a un ambiente templado en el norte del golfo,
mientras O. hubbsorum fue mas tropical al sur de las islas. No hubo evidencia
genética de la presencia de O. bimaculoides en el Golfo de California.
Posteriormente con ayuda de los microsatélites por especie, se calcularon la
diversidad, la estructura y la conectividad genética de las poblaciones. Para O.
bimaculatus se utilizaron 15 loci microsatélites en nueve poblaciones, 3 de la costa
oeste de la peninsula y 6 en el Golfo de California. El analisis de estructura
poblacional mostré 5 poblaciones bien definidas y se observd una significativa
diferencia genética entre las poblaciones de ambas costas de la peninsula,
particularmente cuando se comparé a Malarrimo con las poblaciones del Golfo de
California. Sin embargo, la estructura genética fue mayor en el Golfo de California
encontrando un flujo de genes predominantemente unidireccional promovido
principalmente por la circulacién oceanografica anticicléonica del norte del Golfo de
California, durante las estaciones otofio-invierno cuando posiblemente eclosionen las
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paralarvas de O. bimaculatus. Particularmente, Puerto Pefiasco mostro evidencia de
retencion local de larvas y ser fuente de larvas para las demas poblaciones en el
Golfo de California que mostraron a tendencia a reducir la diversidad genética.
Dentro de las poblaciones sumidero se observaron algunas que presentan cuellos de
botella recientes muy probablemente producto de una sobrepesca. Para O.
hubbsorum con 7 microsatélites se observaron 3 poblaciones, de las cuales, Bahia
Kino fue la fuente de larvas para el resto de las poblaciones incluyendo la costa
oeste de peninsula; mientras que Santa Rosalia fue la poblaciéon sumidero con una
diversidad genética alta. La mayor diversidad genética la presenté Puerto Libertad
pero fue la de menor flujo genético con las demas poblaciones. La conectividad
genética coincide con la circulacion oceanografica estacional del Golfo de California
durante la temporada de eclosién de larvas. La poblacién de ElI Conejo fue la unica
que presento indicios de un cuello de botella reciente probablemente debido a una
reciente expansion poblacional a partir de poblaciones genéticamente diferentes o
explosiones intermitentes de heterocigosidad caracteristico en especies que
presentan paternidad multiple. De acuerdo con la conectividad asimétrica de las
poblaciones de ambas especies (O. bimaculatus y O. hubbsorum), el Golfo de
California pudiera estar funcionando con un centro distribucion de paralarvas para la
costa oeste de la peninsula. Para O. bimaculoides con 15 microsatélites, en 3
localidades, se observaron dos poblaciones bien definidas, de las cuales las dos mas
cercanas (Ejido Erendira y San Quintin) fueron mas diferentes con respecto a la mas
lejana (Bahia Magdalena). Las tasas de flujo de genes con direccién sur a norte
sobre la contracorriente de California respaldan la estructura observada. Sin
embargo, esta especie no presenta paralarva, por lo que su conectividad pudiera
estar llevandose a cabo por medio de vectores flotantes. Las poblaciones de San
Quintin y Bahia Magdalena presentaron niveles bajos pero significativos de
parentesco muy probablemente producto de su bajo potencial de dispersion y por
ende el autoreclutamiento. Bahia Magdalena tiene indicios de cuellos de botella
reciente y los niveles mas bajos de diversidad genética probablemente debido al
elevado autoreclutamiento y la sobrepesca. La presente investigacion tiene
implicaciones esenciales en el manejo de la pesqueria de pulpo en el noroeste de
México.
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ABSTRACT

Mexico is one of the leading exporters of octopus worldwide. Currently there are only
specific national laws to regulate its use in the Gulf of Mexico and Caribbean Sea.
However, these rules do not apply to the Mexican Pacific. The main problem is that
species are unknown and therefore can not be assessed populations. ldentification
difficulty is mainly due to the inconsistency of morphological traits between species. In
this regard, the molecular tools have been used effectively in the identification and
distribution of species, as well as in the evaluation of their populations. Faced with the
problem and molecular option, the present study used mitochondrial sequences of
16S rRNA and COl, to identify species of octopus and in conjunction with
microsatellite determine their distribution, to evaluate their populations and genetic
connectivity species. Using high throughput sequence (454-ROCHE), 22
microsatellite loci were obtained and the complete mitochondrial genome was
assembled, the latter was used as a reference for 16S rRNA sequences and COl,
which were unknown to one of the species. Phylogenetic analysis of 96 samples in 12
locations using 16S rRNA and COI showed a phylogenetic difference for three
species Octopus bimaculatus, Octopus bimaculoides and Octopus hubbsorum a
divergence rate of 3.3% to 7.1% for 16s RNA and 6.3% to 10.4% for 10C, being
closest O. bimaculatus and O. bimaculoides (16S RNA = 3.3% and 6.3% COl).
Bayesian cluster analysis with 316 samples (including the previous 96) in 20 towns
and 7 microsatellite loci shared among the three species identified three own cluster
of 3 species and determined the distribution of populations by species. The three
species overlapped around the biogeographic region of Bahia Magdalena, while in
the Gulf of California only O. bimaculatus and O. hubbsorum overlapped around large
islands, the first was associated to temperate environment in the northern Gulf,
whereas O. hubbsorum was more tropical south of the islands. There was no genetic
evidence for the presence of O. bimaculoides in the Gulf. Later with the help of
microsatellites by species diversity, genetic structure and connectivity of populations
were calculated. To O. bimaculatus 15 microsatellite loci were used in nine
populations, 3 of the west coast of the peninsula and 6 in the Gulf of California. The
population structure analysis showed five distinct populations and a significant
genetic difference between populations on both coasts of the peninsula, particularly
when compared to Malarrimo with Gulf of California populations. However, the
genetic structure was higher in the Gulf of California found predominantly
unidirectional flow of genes promoted mainly by the anticyclonic circulation
oceanographic in the northern Gulf of California, during the fall and winter seasons
when possibly hatch paralarvae O. bimaculatus. Particularly, Puerto Pefiasco showed
evidence of local retention of larvae and a source of larvae for other populations in
the Gulf of California that showed a tendency to reduce genetic diversity. Among the
sink populations that have some bottle necks recent product likely overfishing were
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observed. To O. hubbsorum with 7 microsatellite, three populations were observed
which Bahia Kino was the source of larvae for other populations including the west
coast of peninsula; while Santa Rosalia was the sink population with a high genetic
diversity. The greater genetic diversity was observed in Puerto Libertad but it
presented the lowest genetic flow with other populations. Genetic connectivity
coincides with the seasonal oceanographic circulation of the Gulf of California during
the hatching season larvae. The population of EI Conejo was the only with indications
of a recent bottleneck probably due to a recent population expansion from genetically
different populations or intermittent explosions heterozygosity, characteristic in
species with multiple paternity. According to the asymmetric connectivity of
populations of both species (O. bimaculatus and O. hubbsorum), the Gulf of California
might be running a paralarvae distribution center for the west coast of the peninsula.
To O. bimaculoides with 15 microsatellites in 3 locations, two distinct populations
were observed, of which the two closest (Ejido Erendira and San Quintin) were more
different with respect to the farthest (Magdalena Bay). Rates of gene flow south
toward northern California on the counter support the observed structure. However,
this species is not paralarva, so connectivity could be taking place through floating
vectors. The populations of Bahia Magdalena and San Quintin had low but significant
levels of relationship most likely product of its low potential for dispersion and
therefore the self recruitment. Bahia Magdalena is recent evidence of bottle necks
and lower levels of genetic diversity, probably due to the high self recruitment and
overfishing. This research has essential implications for the management of the
fishery for octopus in northwestern Mexico.
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INTRODUCCION GENERAL
Origen de los Cefalopodos

El Phylum Mollusca contiene algunos de los invertebrados mas conocidos.
Existen alrededor de 50,000 especies descritas y su diversidad se distribuye
aproximadamente en 8 clases (Caudofoveata, Aplacophora, Monoplacophora,
Polyplacophora, Gastropoda, Bivalvia, Scaphopoda y Cephalopoda) (Brusca &
Brusca 1990). De éstas, la clase Cephalopoda se origind hace unos 530 Millones de
anos durante el Cambrico, a partir de un molusco con apariencia de monoplacoforo.
A mediados del Paleozoico (~416 Ma), los cefalépodos divergieron en dos subclases:
Nautiloidea (género “Nautilus”) y los actualmente dominantes Coloidea (pulpos,
calamares y sepias) (Strugnell et al. 2005, Kroger et al. 2011). Los coleoideos se
bifurcaron en Decapodiformes y Octopodiformes, diferenciados por el numero de
brazos (10 y 8, respectivamente) (Kroger et al. 2011). Dentro de los Decapodiformes
se encuentran los calamares y sepias principalmente, mientras que los
vampiromorfos (Orden Vampyromorpha) y los octépodos (Orden Octopoda)
componen a los Octopodiformes. Este ultimo se divide en subordenes Cirrata (pulpos
con aletas y de profundidad) e Incirrata (pulpos benténicos y pelagicos) (Young &
Vecchione 1996).

El problema y su contexto global

Los pulpos se distribuyen ampliamente en los océanos del mundo desde los
polos hasta los tropicos, y los mas comunes son aquellos de habitos bentonicos que
ocurren desde la zona inter-mareal hasta zonas profundas. Sin embargo, también los
hay de ambientes pelagicos (Boyle & vonBoletzky 1996). En general, todos se
caracterizan por presentar ocho brazos cubiertos de ventosas sobre la parte ventral,
las cuales carecen de pedunculos y de estructuras duras o quitinosas sobre ellas
(como en el caso de la mayoria de los calamares). Presentan estructuras
cartilaginosas como vestigios de una concha interna. Algo particular que distingue al
Suborden Incirrina, es que los organismos carecen de cirros y al menos cuatro
familias son representativas por un hectocétilo en uno de los brazos de los machos
(Boyle & Rodhouse 2005).



La presencia de hectocotilo y el estar asociados completamente al bentos son
caracteristicas especificas de los pulpos de la familia Octopodidae, la cual es la mas
diversa de las familias (Boyle & Rodhouse 2005), con 374 nombres de especies, de
los cuales solo 186 (49.7%) son considerados validos y 102 (27%) son considerados
como sinénimos de otras especies. El resto de los nombres (23.3%) son catalogados
como no resueltos. No obstante aun se cree que el numero de especies para esta
familia ha sido subestimado, con base en registros de datos y observaciones de mas
de 150 especimenes no identificados en museos, lo que sugiere que la tasa a la cual
las especies son descubiertas, es mayor a la tasa a la cual estan siendo descritas
(Norman & Hochberg 2005).

Entre los factores mas relevantes que influencian la mala o nula identificacion
de cefalépodos en general, destacan aquellos de caracter taxonomico, tales como:
falta de estudios morfométricos, material inadecuado para el estudio (especimenes
en mal estado), la carente evaluacion de especimenes tipo, qué en conjunto con una
prevalencia de literatura sin critica, hacen que los errores historicos continuen
perpetuandose (Norman & Hochberg 2005). También destacan los de caracter
académico, tales como: la poca retencion de material, pocas réplicas por sitios y/o
sitios insuficientes, una mala curacion (fijacion), la falta de caracteres definidos, la
falta de escuela o descendencia de expertos en cefalépodos hacia discipulos que
trabajen o actualicen las colecciones de cefalopodos del mundo (Norman &
Hochberg 2005).

Aun con el latente problema taxondmico, la demanda de informacién es mayor
que nunca, a medida que las capturas de peces estan colapsando alrededor del
mundo, la atencion de la pesca comercial se ha desplazado hacia la explotacién de
recursos de niveles tréficos inferiores, pero con valores en el mercado similares o
superiores al de los peces, como los cefalépodos (Watson & Pauly 2001, Arkhipkin et
al. 2015), los cuales, por las caracteristicas biologicas tales como un rapido
crecimiento y una elevada fecundidad, los hace favorables y por ende objetivos de
pesca (Arkhipkin et al. 2015). Sin embargo, la capacidad de las autoridades para el

efectivo manejo del recurso pulpo esta severamente obstaculizada no solo por el



problema de la identificacion, sino también por estadisticas pesqueras inadecuadas
(esto incluye la falta de CPUE) (Watson & Pauly 2001), escases de informacion
bioldgica para especies objetivo, falta de censos detallados a nivel regional (o incluso
la falta integral de estudios de mercado) (Pauly et al. 2002, Norman & Hochberg
2005). Aun asi, se ha sugerido que los cefalépodos son uno de los ultimos recursos
marinos capaces de soportar la sustancial expansion de la descarga pesquera, por lo
que se espera que las capturas se incrementen a niveles troficos mas bajos y sobre
especies de menor valor comercial como una respuesta a la creciente demanda de

recursos marinos (Hunsicker et al. 2010).

La pesqueria de cefalépodos a nivel mundial ha incrementado dramaticamente
en recientes décadas (FAO 2015). Actualmente, la captura de cefalépodos
contribuye a las pesquerias marinas globales entre el 15% y el 20% de la descarga
pesquera y una derrama economica muy similar al mismo nivel. Hasta el 2012 se
registraron hasta 4 millones de toneladas; captura que estd compuesta
principalmente por unas 290 especies de calamares, de las cuales, unas 30 o 40
especies son las mas representativas; sin embargo aun siendo las especies clave de
sus capturas se sabe que cerca del 20% o 30%, son de cefalépodos que no son
identificados (Arkhipkin et al. 2015).

La captura de pulpo no es tan significativa como la del calamar,
probablemente por su pesca no tan industrializada y mas dirigida hacia el consumo
local, considerandose como una pesqueria artesanal o local (Berkes et al. 2001,
Finkbeiner & Basurto 2015). No obstante, la produccién global de la especie Octopus
vulgaris, segun la FAO (2015), ha incrementado considerablemente de 3,500 ton en
1950-1970, hasta un promedio de 60,000 ton anuales (1972-2013). Desde el 2003 a
2013 los paises con mayor produccién promedio anual de pulpo (sin considerar
especies) han sido México (14,906 ton, 36%), Espafa (7,127 ton, 17%), Portugal
(6,277 ton, 15%) e ltalia (5,033 ton, 12%) (FAO 2015).

Octopus vulgaris ha sido la especie de pulpo mas estudiada a nivel mundial
posiblemente por su aparente amplia distribucién, la cual abarca ambas costas del

atlantico incluyendo el Mar Mediterraneo, costas del océano indico y del Pacifico
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occidental (Belcari et al. 2002, Katsanevakis & Verriopoulos 2006, Teske et al. 2007,
Guerra et al. 2010b, Sales et al. 2013, De Luca et al. 2014c). Sin embargo su
supuesta distribucién ha permanecido en conflicto, incluso hoy en dia las discusiones
especificas sobre su identificacion taxondémica y molecular ha llevado a los
investigadores de los distintos paises a denominar un “Complejo de especies de

Octopus vulgaris” (Warnke et al. 2004, De Luca et al. 2014c).

Pero, ¢qué tipo de implicaciones tendria considerar un complejo como el de
Octopus vulgaris? Segun Garcia-Vazquez et al. (2012) estar capturando una especie
diferente a la especie objetivo, puede llevar a decisiones de manejo incorrectas y
poner en peligro a las poblaciones explotadas a largo plazo; principalmente por los
errores en las estimaciones de tasa de explotacion cuando éstas se basan en los
datos de captura reportados. Principalmente, por la inflacion en las estimaciones de
captura para la mayoria de las especies deseables, y simultaneamente un sub-
registro o no registro de captura para las especies menos deseables y que
potencialmente no estan siendo administradas (Marko et al. 2004). Todo esto
conlleva una reduccion en la efectividad de la conservacion marina y los programas
de manejo que ayudan a proteger los habitats marinos y las especie en peligro

(Rasmussen & Morrissey 2008).

Debido a que el precursor necesario del manejo es definir la identidad y la
distribucion de la poblaciéon sobre la cual la pesqueria toma lugar, es necesario
conocer los métodos de evaluacion poblacional de cefalépodos, los cuales incluyen:
relacion poblacion reclutamiento, indices de reclutamiento, estimaciones de biomasa
por barrido de areas (arrastres planctonicos), modelos de produccion, analisis de
cohortes, modelos de rendimiento por reclutamiento, analisis de cohortes basados en
la talla (longitud) y estimaciones del descenso del tamafo del stock (Pierce & Guerra
1994). A pesar de las multiples técnicas de evaluacidn, pocas pesquerias de
cefalépodos cuentan con una estrategia de manejo, ya que la evaluacion analitica
actualmente es considerada impractica debido a la poca informacion que se obtiene

de las pesquerias y la fuerte demanda datos que se asocian directamente con ciclo



de vida el cual limita el acceso a estos principalmente por la semelparidad,

caracteristica de los cefalopodos (Guerra et al. 2010a).

Un ciclo de vida corto (aproximadamente 1-2 afios) y un unico evento de
desove (semelparidad) son adaptaciones evolutivas para el oportunismo ecolégico,
permitiendo a las poblaciones expandirse rapidamente cuando las condiciones
ambientales son favorables, pero también llevan a un decline rapido cuando las
condiciones no lo son (Rocha et al. 2001, Boyle & Rodhouse 2005, Rodhouse 2010).
El tamano de las poblaciones de cefalépodos es por lo tanto frecuentemente variable
en escalas de tiempo anual resultando en la variabilidad del reclutamiento impulsada
por el medio ambiente. Eventos excepcionales de reclutamiento dan lugar a plagas y
extensiones en el rango de distribucion, pero tal variabilidad provee retos para
evaluar stocks y el manejo de las pesquerias de cefalopodos (Rodhouse 2010,
Rodhouse et al. 2014). Al respecto, los analisis genéticos tienen mucho que ofrecer
en el manejo de las pesquerias, especialmente en la provisidon de herramientas de
etiquetado inequivoco (0 sumamente preciso) en la identificacién de especimenes y

la evaluacion de la estructura de un stock (Ward 2000).

El uso de datos moleculares en cefalépodos

Los cefalépodos contemplan dos problemas esenciales y actuales; la
identificacion de especies y la evaluacion de sus poblaciones (Boyle & vonBoletzky
1996, Boyle & Rodhouse 2005, Rodhouse et al. 2014), los cuales no hace mas de 20
anos han sido abordados por medio del uso de marcadores moleculares basados en
ADN, como una herramienta alternativa para los datos obtenidos de pesquerias, con

resultados relevantes mediante analisis filogenéticos y poblacionales (Shaw 2002).

Entre los marcadores moleculares estan los basados en ADN mitocondrial
preferencialmente para analisis filogenéticos y los de origen nuclear para analisis de
poblaciones. De los marcadores mitocondriales, un fragmento del 16s rRNA, ha
mostrado ser prometedor para determinar relaciones taxondmicas desde su primer

uso en cefalépodos (Bonnaud et al. 1994, 1997) y especificamente en octépodos



(Allcock & Piertney 2002, Piertney et al. 2003). Las subunidades Citocromo Oxidasa |
y Il (COIl, COIll), también han sido clave en el desarrollo del conocimiento
filogenetico de cefaldépodos, tanto en calamares como en pulpos (Sosa et al. 1995,
Bonnaud et al. 1997). La filogenética, ademas de ayudar a definir un estatus
taxondmico, también ha sido practica en la definicidon histérica de las poblaciones, la
definicion de limites geograficos entre especies o poblaciones y muy recientemente
en la comparacion de genomas (Yang & Rannala 2012).

Octopus vulgaris continua siendo la especie de pulpo mas estudiada, debido a
su gran aprovechamiento como fuente alimenticia y su potencial distribucion
cosmopolita. Sin embargo, su distribucién ha sido cuestionada desde su descripcion,
presumiblemente en el mar mediterraneo por Cuvier en 1797, ya que actualmente no
se cuenta con el organismo original o tipo (Norman et al. 2014). Al respecto, varios
estudios han utilizado herramientas moleculares con la finalidad de definir las
relaciones entre pulpos que estuvieron o estan bajo el nombre de O. vulgaris. Por
ejemplo, los estudios de Soller et al. (2000) utilizando secuencias de 16s rRNA,
lograron diferenciar a Octopus mimus, la cual se distribuye en las costas del Pacifico
sureste. Warnke et al. (2004) usando secuencias mitocondriales 16s rRNA y COIll,
concluyeron que dos taxa de la costa noreste de Brasil, coincidian molecularmente
con especimenes del Océano Atlantico, de Sudafrica y del Pacifico noroeste (Japon
y Taiwan, provincia de China) para la especie O. vulgaris, enfatizando su distribucion
alrededor del mundo. Posteriormente, Leite et al. (2008) utilizando caracteres
morfolégicos y datos moleculares describié uno de los taxa brasilefios como una
nueva especie Octopus insularis, también corroborado por Sales et al. (2013) (16s
rRNA y COIl). Recientemente, Guerra et al. (2010b) usando COIl y COIll identificd a
O. vulgaris en Amsterdam e Islas Saint Paul, ampliando su rango de distribucién. En
la actualidad, como parte de un acuerdo entre investigadores, el grupo o complejo de
especies catalogadas como Octopus vulgaris, es tratado conforme a su distribucion
geografica como sigue: Octopus vulgaris sensu stricto, tipos I, II, 1l y IV Mar
Mediterraneo (océano Atlantico Centro y noreste), océano Atlantico centro tropical

oeste, océano Atlantico subtropical sur-oeste: Brasil, Sudafrica templado y océano



Indico sur, y por ultimo este de Asia subtropical-templado, respectivamente (De Luca
et al. 2014c, Norman et al. 2014).

Boyle & Rodhouse (2005), mencionan que los conceptos de stock en
pesquerias, aun se encuentran basados convencionalmente en el criterio de
identificacién de especie y la ubicacion espacio-temporal de cantidades pescables.
Los métodos moleculares principalmente los microsatélites, los cuales, aplicados en
combinacion con un claro reconocimiento de localidades de apareamiento y rutas
migratorias, suministren una aproximacion robusta para estudios poblacionales. El
progreso en el desarrollo de marcadores moleculares para estudios poblacionales
deberia ser un gran acierto para aproximaciones fundamentales en la dinamica de

poblaciones y para su aplicacion practica para los stocks de captura.

El disefio de marcadores moleculares, particularmente los microsatélites para
cefaldopodos se ha llevado a cabo en afos recientes: Loligo opalescens (Reichow &
Smith 1999), Octopus vulgaris (Greatorex et al. 2000, Zuo et al. 2011, De Luca et al.
2014a), Adelieledone polymorpha (Strugnell et al. 2009a), Graneledone boreopacifica
(Voight & Feldheim 2009) Octopus mimus (Galleguillos et al. 2011), Enteroctopus
dofleini (Toussaint et al. 2012), Octopus minor (Kang et al. 2012), entre otros.

El uso reciente de microsatélites ha sido mas evidente en calamares (Shaw
2002, Garoia et al. 2004, Shaw et al. 2004, Shaw et al. 2010), sepias (Perez-Losada
et al. 2002a, Moghadam et al. 2015) y muy recientemente en Nautilus pompilius
(Williams et al. 2015).

Octopus vulgaris cuenta con la mayor parte de estudios como resultado de los
microsatélites disefiados por Greatorex et al. (2000), los cuales fueron utilizados para
evaluar poblaciones entre diferentes puntos geograficos, tales como: la costas del
Atlantico y el Mar Mediterraneo (Casu et al. 2002), sobre la costa noroeste de Africa
para evaluar stocks pesqueros (Murphy et al. 2002), asi como entre Islas Canarias y
la peninsula Ibérica (Cabranes et al. 2008), y en la costa sureste de Brasil (Moreira et
al. 2011). Todos estos estudios, encontraron diferencias entre poblaciones

independientemente del numero de loci (1 - 6) y tamafo muestra utilizado, sugiriendo



que el manejo de su pesqueria deberia de ser especifico por area o stock;
principalmente en aquellas poblaciones que muestren diferencia genética
significativa. Recientemente Zuo et al. (2011) y De Luca et al. (2014a) caracterizaron
17 y 10 nuevos microsatélites respectivamente, sin embargo estos no han sido

probados a nivel poblacional.

Los marcadores disefados por Greatorex et al. (2000) también han sido
probados en la especie Octopus maya para la peninsula de Yucatan por Juarez et al.
(2010), sin embargo ellos no permitieron concluir con certeza la diferencia
poblacional debido al bajo numero de microsatélites utilizados, por lo que se
abstuvieron de plantear un manejo pesquero distinto al actual. Al respecto, Juarez et
al. (2013) desarrollaron 10 nuevos microsatélites especificos para O. Maya, pero

tampoco se han probado a nivel poblacional.

Entre los estudios de genética poblacional de pulpo mas recientes estan los
realizados en Octopus minor con los que se sugiere que las poblaciones de China y
Corea son poblaciones distintas y proponen que deben ser tratadas como unidades
de manejo independientes (Kang et al. 2012). Esta misma conclusién fue sugerida
por Larson et al. (2015) para Enteroctopus dofleini entre las costas de Oregon,

Washington y la costa sureste de la Isla Vancouver.

La situacion actual de recurso pulpo en México

Segun la FAO (2015) México ha alcanzado una produccién acumulada de
~160,000 ton (2003-2013), con un promedio anual de ~ 16,000 ton, colocando a
México en primer lugar de produccién de pulpo (no menciona especies). Arreguin-
Sanchez et al. (2000) consideraron que el 80% de la pesqueria de pulpo esta
compuesta principalmente por O. maya y que el 20% por O. vulgaris. Las areas de
pesca de estas especies en México estan en los estados de la peninsula de Yucatan:
Yucatan, Campeche y Quintana Roo, y que la flota de pesca es industrial y
artesanal. Actualmente existen dos normas oficiales mexicanas dedicadas al manejo
de la pesqueria de pulpo: NOM-008-PESC-1993 y NOM-009-PESC-1993. La primera
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establece la talla minima de manto de 110 mm y prohibe el uso de ganchos y fisgas
(Jurado-Molina 2010, CONAPESCA 2014). La segunda norma es general, y
establece la necesidad de crear vedas en las aguas mexicanas para cualquier
organismo (flora y fauna) en aguas de jurisdiccion mexicana. Al respecto, la veda
realmente conocida es la de O. maya (16 diciembre - 31 Julio), y en si la NOM-008-
PESC-1993 unicamente aplica para las especies de pulpo que se distribuyen en
aguas del Golfo de México y Mar Caribe (CONAPESCA 2014), dejando expuestas a

las especies y poblaciones de pulpo que se distribuyen en el Pacifico mexicano.

Las diez especies de pulpo registradas en el Pacifico mexicano fueron
descritas hace mas de 50 afios, entre estas se encuentran: Octopus bimaculatus
Verrilll 1883, Octopus chierchiae Jatta 1889, Octopus digueti Perrier y Rocheburne
1894, Octopus bimaculoides Pickford y McConnaughey 1949, y los pulpos de Berry
1953, Octopus alecto, Octopus fitchi, Octopus hubbsorum, Octopus veligero, Octopus
rubescens y Octopus penicillifer (Berry 1953, Brusca 1980, Norman et al. 2014).
Todos los nombres de las especies han sido catalogados como validos (Norman &
Hochberg 2005, Norman et al. 2014). Sin embargo, para algunas de estas especies,
los datos mas actuales fueron aquellos de su descripcién original (O. penicillifer, O.
alecto, O. fitchi) y aun asi, con la escasa informacion, se les ha atribuido un posible
intervalo de distribucion (Brusca 1980, Roper et al. 1995, Gotshall 1998, Kerstitch &
Bertsch 2007, Norman et al. 2014).

La pesqueria de pulpo se lleva a cabo en todos los estados del Pacifico
mexicano. Es considerada como artesanal, con un arte de pesca no definido, sin talla
minima de captura y sin cuota definida, tampoco estan definidas las especies que
componen esta pesqueria (CONAPESCA 2014). Investigaciones recientes han
concluido que ésta se compone por tres especies principalmente, O. hubbsorum
(L6pez-Uriarte et al. 2005, Alejo-Plata et al. 2009, Dominguez-Contreras et al. 2013),
O. bimaculatus (Lopez-Rocha et al. 2012, Villegas et al. 2014) y recientemente O.
bimaculoides (Gonzalez-Meléndez 2012). De las demas especies solo se tienen

estudios esporadicos y aparentemente no figuran como objetivos de pesqueria, al



menos no comercial ni artesanal, pero quizas si como organismos de acuario

principalmente por su tamafio pequeio.

Entre los estudios que mas resaltan sobre poblaciones de pulpo en el noroeste
de Meéxico, estan los reproductivos sobre las especies O. bimaculatus y O.
hubbsorum. Al respecto, el ciclo de reproductivo de O. bimaculatus ocurre de enero a
junio en la Bahia Sebastian Vizcaino en la costa oeste de la peninsula de Baja
California (Garcia-Rodriguez 2010), mientras que al interior del Golfo de California es
de junio a septiembre (Castellanos-Martinez 2008). En el caso de O. hubbsorum, su
temporada reproductiva es de mayo a octubre en la costa oeste de la peninsula
(Dominguez-Contreras 2011), mientras que en Golfo de California ocurre de

septiembre a diciembre (Pliego-Cardenas et al. 2011).

Estas dos especies, como la mayoria de pulpos con elevada fecundidad (>
20,000 huevos) (Rocha et al. 2001), presentan dos fases en su ciclo de vida. La
primera es plancténica por medio de una fase de paralarva la cual puede durar
meses en la columna de agua antes de adoptar la fase benténica (Villanueva &
Norman 2008). Esta estrategia, incrementa su capacidad de dispersion y por lo tanto,

tendra un efecto sobre su distribucion y por ende en sus poblaciones.

Dada la clara problematica y los pocos estudios de pulpo en el en el noroeste
de México, el presente trabajo aborda tres preguntas especificas, ¢Cuales son las
especies de pulpo?, ;Ddénde se distribuyen éstas? y ;Como es la dinamica

poblacional de cada especie?.
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JUSTIFICACION

Comunmente el manejo y evaluacion de una poblacion, esta enfocado
principalmente sobre las fronteras del stock de pesca (algunas veces territoriales) y
sobre la evaluacion del recurso pulpo como un todo, mas que en el rango de
distribucion real de la especie (Boyle & Rodhouse 2005). Al respecto, las especies de
pulpo que componen la pesqueria en el Pacifico Mexicano, carecen de evaluaciones
y su distribuciéon aun no se encuentra bien definida desde ninguno de los dos puntos

de vista, pesquero y ecoldgico.

Desde el punto de vista pesquero, solo existen datos de captura mensual,
anual y por estado, asi como del numero de permisos pesca. Esta informacion puede

ser util pero definitivamente es limitada al momento de evaluar una poblacién.

Si bien el problema del recurso pulpo en el Pacifico Mexicano es claro, éste se
acentua aun mas en la region noroeste, principalmente en el norte del Golfo de
California, donde las zonas de pesca de las cooperativas se traslapan. Por lo tanto,
antes de poder trabajar sobre un plan de manejo del recurso pulpo, es necesario
identificar las especies que componen su pesqueria y conocer los limites de
distribucion que presentan cada una de las especies que estan siendo
aprovechadas, asi como evaluar aspectos poblacionales. Desafortunadamente, la
informacion pesquera, bioldgica y ecoldgica es limitada; mas aun los aspectos
biolégicos inherentes de los pulpos como la elevada plasticidad fenotipica, la falta de
estructuras duras (con excepcion del pico y los estiletes) (Hanlon 1988) y su elevado
aprendizaje del entorno para modificar su comportamiento, forma y coloracién,
incrementan la dificultad de identificacion de las especies (Hanlon 1988, Hanlon &

Messenger 1999, Brown & Piscopo 2013).

Al respecto, el uso de herramientas moleculares tales como marcadores
mitocondriales que por su naturaleza conservativa han corroborado la identificacion
taxondmica y por ende contribuido en la precisién de los limites de distribucion de
muchas especies mediante analisis filogenéticos. Por otra parte, dado que la

capacidad de dispersion influencia directamente el arreglo poblacional, los
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marcadores nucleares tipo microsatélites se han utilizado ampliamente a nivel
poblacional, evaluando su estructura y la conectividad de las poblaciones; debido a
sus caracteristicas como una elevada tasa de mutacion, polimorfismo, herencia

mendeliana y co-dominancia.

Con base en lo anterior, el presente trabajo pretende identificar las especies
de pulpo con mayor frecuencia de captura en el noreste de México utilizando
marcadores mitocondriales y se utilizaran marcadores tipo microsatélites para

evaluar las poblaciones de cada especie identificada.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar qué especies de pulpo se distribuyen en el noroeste de México y
como es la dinamica y conectividad de sus poblaciones a partir de marcadores y

analisis genéticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Desarrollar y caracterizar marcadores moleculares tipo microsatélites para
evaluar el estatus genético-poblacional las especies de pulpo en el noroeste

de México.

II.  Desarrollar las secuencias especificas de los genes 16s rRNA y COI a partir

del ensamble del genoma mitocondrial completo de Octopus bimaculatus.
lll. Identificar las principales especies pulpo y su distribucién geografica en la
costa noroeste de México, por medio de marcadores mitocondriales y

nucleares.

IV. Determinar la estructura y la conectividad genética de las poblaciones de

pulpo que son blanco pesquero en la costa noroeste de México.
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AREA DE ESTUDIO

El noroeste de México esta representado por los estados de Sinaloa, Sonora y
principalmente por la peninsula de Baja California, que incluyen a Baja California y
Baja California Sur (Fig. 1). La formacién de la peninsula dio origen al Golfo de
California hace aproximadamente unos 7 millones de afos, como un cuerpo de agua
separado del Océano Pacifico. Ambos, El Golfo de California y la peninsula de Baja
California, poseen una gran diversidad marina y terrestre, que se derivo de procesos
geoldgicos que facilitaron eventos de dispersidn, aislamientos, especiacion y
extincion. La fauna marina actual muestra una amplia variedad de patrones de
distribucion, muchos de los cuales se asocian con la separacion de la peninsula del

macizo continental (Brusca 2010).

El Golfo de California tiene extension aproximada de 1200 km, la cual varia de
200 km de ancho en la boca hasta 85 km en su punto mas estrecho (Brusca 2010).
La regidn norte del golfo, donde la profundidad alcanza los 200 m, grandes
cantidades de sedimento se mantienen en suspension debido a las fuertes
corrientes, resultado del extremo rango de mareas (hasta 7 metros) (Alvarez-Borrego
2010). Al sur de la costa norte, se encuentra un archipiélago compuesto por cuentas,

canales y dos grandes islas: Angel de la Guarda y Tiburén.

Al sur de estas islas, la batimetria alcanza hasta los 2500 m de profundidad en
Cuencas como las de Guaymas y la del Farallén; y hasta 3500 hacia la boca del
golfo (Lavin & Marinone 2003). La costa de la peninsula es principalmente rocosa,
pero con pequefas intermitencias arenosas y una plataforma estrecha. La costa
continental, por el contrario, se caracteriza por largas playas arenosas, grandes
lagunas costeras y una amplia plataforma (Lluch-Cota et al. 2007, Alvarez-Borrego
2010).

Las temperaturas mas altas se encuentran en boca del golfo durante verano;
mientras temperaturas mas bajas son encontradas en la mitad norte del Golfo de
California y alrededor de las granes islas a lo largo del afio (LIluch-Cota et al. 2007).
La circulacién del golfo esta influenciada por cambios estacionales y por el ciclo de

mareas diurno y semi-diurno. Probablemente la circulaciéon estacional mas
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documentada es el giro reversible en el norte del Golfo de California (ciclonico de
junio a septiembre y anticiclonico de noviembre a abril) (Lavin & Marinone 2003,
Marinone 2003, Lluch-Cota et al. 2007). Observaciones de barco a la deriva,
temperatura superficial y salinidad, en la parte centro-sur del golfo, indican un flujo
hacia fuera del golfo durante invierno y un flujo hacia dentro durante el verano (Lavin
& Marinone 2003).

La costa oeste de la peninsula de Baja California, esta representada
principalmente por el sistema de la Corriente de California, la cual tiene su origen en
Canada y culmina en costas de Baja California, y es considerada una de las zonas
mas productivas del mundo (Gaxiola-Catro et al. 2010). La plataforma continental
oeste es parte de las caracteristicas geoldgicas activas de la peninsula, por lo que
actualmente, estda formada por intensos gradientes batimétricos. Como
consecuencia, el ancho de la plataforma varia de estrechas y abruptas pendientes a
laderas suaves de anchura considerable. Las laderas con pendientes mas abruptas
estan en la parte norte de la peninsula. Presenta muchas lagunas costeras a los
largo de la costa, entre ellas San Quintin, Guerrero Negro, San Ignacio, Ojo de
Liebre y, la mas grande, el sistema lagunar Bahia Magdalena-Almejas (Zaytsev et al.
2003).

Las temperaturas suelen ser mas frias que en el Golfo de California
influenciadas principalmente por el sistema de la Corriente de California. Dos
periodos (frio y calido) bien identificados determinan la temperatura superficial del
agua; el periodo frio coincide con la Corriente de California portando agua sub-artica,
mientras que durante el periodo calido la influencia de la Contra Corriente de
California transporta agua calida subtropical y tropical con direccién hacia el polo y

pegada a la costa (Durazo 2015).
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Figura 1. Toponimia de la zona de colecta de especies de pulpo en el noroeste de México. Todas
(incluyendo estrella azul) las localidades con simbolo fueron muestreadas para andlisis con loci
microsatélites. La estrella azul muestra las localidades que fueron sometidas a analisis filogenético con
fragmentos de los genes 16s ribosomal (16s) y Citocromo Oxidasa subunidad | (COlI o Cox1) de ADN

mitocondrial.
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Organizacion del manuscrito

El presente estudio esta representado en tres capitulos separados,
considerados como resultados. Cada capitulo, presenta su propia introduccion,
objetivos particulares, material y métodos, resultados y discusion. No obstante, al
final se presenta una discusion integrativa. La bibliografia esta de manera conjunta al

final del presente documento.

Capitulo I: Disefio de marcadores microsatélites y ensamble del genoma
mitocondrial de Octopus bimaculatus. Este capitulo esta compuesto

por secciones.

La primera se enfocd al disefio marcadores moleculares tipo microsatélites por
métodos de nueva generacion, para evaluar las poblaciones de Octopus bimaculatus
en el noroeste de México. Los marcadores caracterizados fueron probados en otras
dos especies Octopus bimaculoides y Octopus hubbsorum que traslapan distribucion
con O. bimaculatus. En la segunda seccion se muestra el ensamble completo de
genoma mitocondrial de Octopus bimaculatus, utilizando secuenciacion de nueva
generacion (454 Roche) y secuenciacion Sanger. Este genoma cuenta con 16,085
pares de bases, tiene 13 genes que codifican proteinas, 2 genes mitocondriales, 22
genes de transferencia y una region control. La secuencia completa fue cargada en
la base de datos internacional de GenBank con el numero de acceso KT581981.

Este es el 7° genoma mitocondrial de pulpo a nivel mundial.

Capitulo II. Identificacidon y distribucion poblacional actual de tres especies de

pulpo en la costa noroeste del Pacifico Mexicano

En este capitulo se muestra la identificacion y distribucion actual de las
especies de pulpo que componen la pesqueria en la costa occidental de la peninsula
de Baja California (COP) y en Golfo de California (GC). Octopus bimaculatus,

Octopus bimaculoides y Octopus hubbsorum estan presentes en la costa oeste de la
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peninsula y convergen alrededor de la region biogeografica de Bahia Magdalena.
Mientras que en el Golfo de California solo se encuentra a O. bimaculatus y O.
hubbsorum, poblaciones bien delimitadas por la regién de las grandes islas, la cual
también es considerada una regidn biogeografica que define la distribucion de

especies con caracteristicas templadas y tropicales.

Capitulo 1ll. Conectividad genética de poblaciones de tres especies de pulpo en

el noroeste de México

Este capitulo analiza la diversidad genética, estructura poblacional y patrones
de conectividad genética de las poblaciones de pulpo en el noroeste de México, para
cada una de las tres especies de las cuales se tiene mayor informacion cientifica y
que componen la pesqueria. Las poblaciones de las tres especies mostraron niveles
relativamente altos de heterocigosidad y una fuerte estructuras genética, una
conectividad significativa. Octopus bimaculatus y O. hubbsorum parecen tener una
conectividad asimétrica del Golfo de California hacia la costa oeste de la peninsula
de Baja California. Octopus bimaculoides también presenté un migracién asimétrica
siguiendo la contracorriente de California. Casi todas las poblaciones de las tres
especies mostraron un parentesco significativo, como resultado de un muy probable
autoreclutamiento o bien de un cuello de botella reciente de acuerdo al analisis de
exceso de heterocigosidad, sin embargo, se considera que este ultimo analisis esta

sobreestimado debido a la paternidad multiple, la cual es comun en pulpos.
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Capitulo I: Disefio de marcadores microsatélites y
ensamble del genoma mitocondrial de Octopus

bimaculatus Verrill 1883

Caracterizacion de loci microsatélites del pulpo de dos
puntos Octopus bimaculatus Verrill 1883 a partir de

lecturas de pirosecuenciacion
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Introduccion

Dentro de los marcadores de ADN se encuentran las aloenzimas, el ADNm,
ADN polimérfico amplificado al azar RAPD, minisatélites y microsatélites. Estos
ultimos son secuencias de repeticion simple (SSRs) y se conforman desde una hasta
seis pares de bases (pb) repetidas en tandem, es decir la misma secuencia una tras
otra. Si estas repeticiones son lo suficientemente largas e ininterrumpidas, se
consideran excelentes marcadores genéticos debido a su alto nivel de polimorfismo y
a su elevada tasa de mutacion (Ellegren 2004). Los microsatélites presentan
herencia mendeliana y son marcadores co-dominantes, lo que les permite definir loci
y diferenciar individuos homocigotos y heterocigotos, estimar su porcentaje y las
frecuencias alélicas de las diferentes variantes de una poblacion (Hartl & Clark
1997). Este tipo de caracteristicas, los ha convertido en los marcadores moleculares

favoritos en estudios poblacionales (Ellegren 2004, Selkoe & Toonen 2006).

El uso de microsatélites ha permitido la separacion de algunas especies
previamente identificadas dentro del complejo “especies-O. vulgaris” (Oosthuizen et
al. 2004) utilizando los primeros microsatélites para O. vulgaris (Greatorex et al.
2000). Por otra parte, estos marcadores de O. vulgaris, han permitido detectar
variabilidad genética suficiente para distinguir mas de dos poblaciones en las costas
del Mar Mediterraneo (Casu et al. 2002) , costa norte de Africa (Murphy et al. 2002),
la Peninsula Ibérica e Islas Canarias (Cabranes et al. 2008) o bien determinar que

existe una poblacién unica en Sudafrica (Oosthuizen et al. 2004).

Al menos nueve especies de pulpo habitan las costas del Pacifico mexicano
(Roper et al. 1995). Le pulpo de dos manchas Octopus bimaculatus Verrill 1883,
habita desde la zona intermareal hasta los 50 m de profundidad. Este llega a crecer
hasta aproximadamente 100 cm (longitud total), y ha sido ubicado desde las costas
de California, USA, hasta Bahia Tortugas, México, incluyendo la zona norte del Golfo
de California (Lépez-Rocha et al. 2012) y recientemente se ha reportado en las
costas de Oaxaca al sur de México (Alejo-Plata et al. 2012). Octopus bimaculatus

presenta sexos separados y las hembras producen miles de huevos que son

20



adheridos al sustrato, después de la eclosién; la deriva larval es principalmente
pasiva (por corrientes oceanicas) por un periodo aproximado de 3 meses antes de
asentarse en arrecifes rocosos (Ambrose 1990). Aunque su pesqueria no esta bien
establecida en California, USA, una importante pesqueria de pequefa escala se
realiza en otras zonas de su rango conocido de distribucion, como es el caso del
norte del Golfo de California (Ambrose 1990, Lopez-Rocha et al. 2012). Hasta el
momento no existen estudios de cdémo las poblaciones estan conectadas y no existe
una regulacion que asegure su aprovechamiento sustentable. El primer paso es tener
la certeza en la identificacidén de la especie, por lo que en este sentido se aislaron y
caracterizaron marcadores microsatélites para O. bimaculatus, esto permitira estudiar
su estructura poblacional y su potencial conectividad genética y marina, asi como su

parentesco y endogamia.

Material y Métodos

Se obtuvo una libreria genémica (Shotgun Genomic Library) utilizando ~ 5 ug
de ADN gendmico obtenido de un individuo (hembra) capturado en el norte de la Isla
Angel de la Guarda en Golfo de California, México. EI ADN que se extrajo utilizando
un kit comercial (DNeasy blood and tissue kit by QIAGEN, Valencia, CA, USA) fue
secuenciado utilizando tecnologia de pirosecuenciacion 454 (454 Titanium chemistry
by Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA) en el University of Arizona Generic
Core (UAGC).

Después de realizar un filtrado de calidad utilizando el métrico Phred quality
score de Q > 20 o bien un 99% de calidad (es decir que la probabilidad de que una
base haya sido asignada incorrectamente durante la secuenciacion fue de 1 por cada
100). Se obtuvieron un total de 206,575 lecturas unicas con una longitud promedio de
325 bp.

Las lecturas constituyeron 67,136, 875 bp, de las cuales se identificaron los
loci microsatélites dinucleotidos que contenian al menos 10 repeticiones perfectas y
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microsatélites tetranucleétidos con al menos 8 repeticiones perfectas. Se utilizé el
programa QDD (Meglécz et al. 2010) para seleccionar marcadores microsatélites y
disefiar marcadores bajo los siguientes criterios: se utilizaron lecturas o secuencias
unicas mayores a 120 bp y secuencias consensos a partir de contigs (el traslape de
secuencias similares, pero no precisamente del mismo tamano) que fueran = 95% en
regiones >30 bp de flanqueo para el disefio de cebadores. Este paso se utilizd para
eliminar loci duplicados que hubiesen divergido en la region flanco y asi reducir
alelos nulos por la union de secuencias de aquellas regiones con cobertura >1X
debido al anclaje de cebadores. También se eliminaron secuencias cortas
(nanosatélites, > 6 repeticiones de homopolimero y > 3 di- hexabase repeticiones en
regiones flanco). Esto es considerado un meétodo conservativo para eliminar
redundancia y loci microsatélites que tienen problemas con la amplificacion (Meglécz
et al. 2010).

Se obtuvieron 3,956 dinucleotidos y 1,491 tetranucledtidos loci microsatélites
que reunieron los criterios previos. Se probaron 50 loci tetranucle6tidos con el mayor
numero de repeticiones (>14) en 32 muestras de una poblacion bien establecida de
Octopus bimaculatus en Puerto Penasco en el norte del Golfo de California (Moreno-
Baez et al. 2012).

Para lograr etiquetar con un tinte fluorescente, se agregd la secuencia
universal M13 en final 5 de todos los cebadores forward (Schuelke 2000). La
reaccion en Cadena de Polimerasa o PCR (por sus siglas en ingles), se realiz6 en un
volumen de 15uL con 20-40 ng de ADN gendmico, 1x PCR buffer, 0.2 mM de cada
dNTP, 1.5 mM MgCl,, 0.2% BSA (bovine serum albumi), 0.5 U Taq DNA polymerase
(Invitrogen), 0.02uM del cebador forward sin etiquetar M13, 0.2 uM del cebador M13
etiquetado con 6-FAM, y 0.2 pyM del primer Reverse. Se utilizé un protocolo de PCR
touchdown, el cual consistido de 94 °C por 5 min, 15 ciclos de 94 °C por 30 s, 65-50
°C por 30 s (disminuye 1 °C cada ciclo), 72 °C por 30 s, seguido por 40 ciclos a 94 °C
por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 30 s, y una extension final de 72 °C por 5 min.
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Para los genotipos de los productos de PCR se us6 un secuenciador Applied
Biosystem 3730XL y los alelos fueron identificados con el programa GENOTYPER
3.7 (Applied Biosystem). El tamafio de los alelos fue asignado utilizando el programa
FLEXIBIN (Amos et al. 2007). La heterocigosidad observada y esperada, asi como el
namero de alelos se calcularon usando el programa GENALEX 6.5 (Peakall &
Smouse 2012).

Se utilizé el programa MICROCHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004)
para probar la presencia de errores ocurridos durante la asignacién de genotipos y

para identificar la presencia de alelos nulos.

Las desviaciones de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) vy el desequilibrio
por ligamiento (DL) (fueron estimados usando el programa on line GENEPOP 4.2
(Raymond & Rousset 1995) y el programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1995),
respectivamente. Los valores de p fueron ajustados (a = 0.05) utilizando una prueba

secuencial de Bonferroni para comparacion multiple.

Resultados y Discusion

Se amplificé y genotipificaron un total de 22 loci microsatélites (Tabla ). Todos
lo locus fueron polimérficos con un numero promedio de alelos por locus fue de 13.09
en un rango de 7 a 19 alelos. La heterocigosidad observada tuvo un rango de 0.50 a
1.00 con un promedio de 0.84, mientras que la heterocigosidad esperada se mantuvo
entre 0.42 y 0.93 con un promedio de 0.86, muy similar a la heterocigosidad
observada. Se encontraron cuatro pares de loci que presentaron un desequilibrio por
ligamiento significativo (P < 0.000022), los cuales fueron: Ocbil0/Ochi48,
Ocbil4/0Ochil6, Ochbil9/0Ochid6 y Ochbi43/0Ochid7. Los loci Ocbhil, Ocbill y Ocbi45
presentaron una desviacion significativa del EHW, incluso después de la prueba

secuencial de Bonferroni (P < 0.00227).
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Tabla I. Caracterizacion de 22 loci microsatélites en Octopus bimaculatus (n=32). Nombre del locus,
nimero de acceso de Genbank motivo de repeticién, tamafio esperado, rango observado, secuencias de
cebadores Fy R (5- 3"), niumero de alelos (N»n), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He).
%loci que se desviaron significativamente de EHW después de la correccién de Bonferroni (P < 0.00227).

Locus Motivo Tamafio  Rango

G Esp. Obs. Secuencia de cebadores Fy R Na Ho-He
enBank Rep. (bp) (bp)

Ocbil catas) 507  453-502 F:TCCTGGGGCACTAGGATATG 14 0.500-0.912°
KF746722 R:CGCTTGCACGTCTGATATTG

Ochig agatqn) 218 190- 282 F:CATGCCCAGTCCTCCTTTTA 17 0.935-0.903
KF746723 R:ACACTTGCTCGTTCAGGACC

Ocbil0 tatgce) 188 145-203 F:GCAGTGTGACTGAACCCTGA 13 0.969-0.896
KF746724 R:CAGAGACAGAGAGATGAATTGATAGA

Ocbill tacage) 212 189-251 F:TTCACAATGCTATTTACTGTAAGGTTG 17 0.563-0.899°
KF746725 R:CGGCTGGCATATTTTCCTAA

Ocbil2 t9tace) 220 188-228 F:AACGATTGCTTTCAGGTGCT 11 0.813-0.843
KF746726 R:CGCATATCTATAAGGACACAGACA

Ocbil4 t99¢re) 145 198-247 F:AGAAAAGTGGCTTGGTCGG 12 0.875-0.890
KF746727 R:CAACAGCCACCAACTCTCAA

Ocbhils agate) 174 145- 248 F:CTGAGCCCGGTACATGAGTT 19 0.875-0.933
KF746728 R:CACCCCCACACATATTGGTT

Ocbil6 tetae) 225 198- 247 F:CATATGCGTGTGAGTGTTTGTG 12 0.719-0.879
KF746729 R:TGAGTCAGCAACGCCTAAAA

Ochil7 tetage) 170 124- 199 F:CCTGCAGTAGCAGCAAAGGT 15 0.813-0.900
KF746730 R:CCTGAACCCACTGTGTGAGA

Ocbhil9 atage) 122 218-295 F:GACGCGTCGACAAATAGTCA 14 0.933-0.891
KF746731 R:TCATTAGTCTGCCCAGCACA

Ocbi25 catas) 193 160- 208 F:CGAGCACACAAACGTACACA 13 0.938-0.899
KF746732 R:TGCAGATTGACCCAACTCAG

Ochi32 tagas) 226 207-255 F:CGTCATCAGATACAAAGAAACGA 12 1.000-0.854
KF746733 R:GCATTGCCAACTCGTAAAGTC

Ocbi3s tagaqs) 156 129-195 F:ATGTCCCTCAGCGTCGTTAG 14 0.906-0.891
KF746734 R:GATGTTGCGCACAAGTGTCT

Ocbi39 tetta) 186 160-201 F:TCTTTCCGACTGCCTTATTTG 11 0.906-0.864
KF746735 R:AAAGCAACGTCAACAACACG

Ocbid0 Clttira) 391 359- 407 F:TCGGTCGGCCATAGTAAAAC 13 0.969-0.904
KF746736 R:GGGAAATGAGGGAGATAGGG

Ocbid1 Clttia) 190 156-211 F:GGCAACAGGGACAACCTTTA 11 0.813-0.784
KF746737 R:GCCAGGCGATCAACATATTA

Ochi43 atgtua) 158 184- 227 F:GCTTGTCCACAGCCAAATAA 11 0.938-0.881
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KF766122 R:GATGGGGGACAAACGAGTAA

Ocbi45 catay 211 177-226 F:CATCTTGTGGCTTTCTTAGCA 14 0.563-0.896°
KF746738 R:TACACGAGTTTGCAGCCATC

Ocbi46 tgtas 241 219-296 F:GGCTTTAGCTGCCAATTCTG 14 0.903-0.888
KF746739 R:TGCTAGGTGTTTACATTTATTTGTCC

Ocbi47 acatia) 210 184- 227 F:CCTGTCATAAACAGTAATACCAATAAA 1 1.000-0.881
KF746740 R:GTGCCTGAAATACGGGGTAA

Ochi4s tatgas 159 145-203 F:TGTATGAGTGGGTTTGTGGG 13 1.000-0.897
KF746741 R:ACACGGATATAAGCGGGACA

Ocbhi50 tatgs) 186 137-176 F:GGTGCTGCTGCACAGTAAGA 7 0.531-0.424
KF746742 R:TTCTCTATTGGCAAGAAATACTTGAA

Adicionalmente, los 22 loci microsatélites especificos para Octopus
bimaculatus, fueron probados en otras dos especies de pulpo que traslapan su rango
de distribucién con O. bimaculatus. Octopus bimaculoides Pickford y McConnaughey,
1949 (n=16) de Bahia San Quintin en la costa Pacifico de la peninsula de Baja
California y Octopus hubbsorum Berry, 1953 de dos localidades que incluyen a Santa
Rosalia (n=8) en el Golfo de California y a El Conejo (n=8) en la costa Pacifico al

suroeste de la peninsula de Baja California.

Para Octopus bimaculoides amplificaron 19 loci microsatélites y solo uno fue
monomorfico (Ocbi46). EI numero de alelos promedio por locus fue de 4.89 en un
rango de 1 a 11 alelos. Su heterocigosidad observada vario de 0.00 hasta 1.00 con
un promedio de 0.69, mientras que la heterocigosidad esperada fue de 0.00 a 0.85

con un promedio de 0.55 (Tabla II).

Para Octopus hubbsorum amplificaron 12 loci microsatélites, todos fueron
polimodrficos con un numero de alelos promedio de 9.00 y un rango de 2 a 16 alelos.
La heterocigosidad observada fue entre 0.06 y 1.00 con un promedio de 0.80,
mientras que la heterocigosidad esperada tuvo en promedio 0.71 y un rango de 0.06
hasta 0.91 (Tabla Il).
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Tabla Il. Loci microsatélites de Octopus bimaculatus que amplificaron en Octopus bimaculoides (n=16) y
Octopus hubbsorum (n=16). Nombre del locus, rango observado, nimero de alelos (Na), heterocigosidad
observada (H,) y esperada (He).

Octopus bimaculoides

Octopus hubbsorum

Locus Rango Observado Rango Observado
(bp) Na Ho-He (bp) Na Ho-He
Ocbhi9 202-242 9 1.000-0.854 - - -
Ocbhil0 93-145 5 1.000-0.621 136-187 12 0.938-0.877
Ocbill 192-212 5 0.938-0.795 101-324 9 0.938-0.775
Ocbil2 199-209 3 0.750-0.557 - - -
Ocbil4d 142-172 3 0.214-0.196 - - -
Ocbil5 153-300 11 0.867-0.793 - - -
Ocbil6 178-239 10 0.938-0.840 - - -
Ocbil7 113-120 2 0.063-0.061 - - -
Ochbil9 114-130 5 1.000-0.744 106-165 12 1.000-0.850
Ochi25 195-200 2 0.938-0.498 195-307 16 0.875-0.914
Ochi32 214-247 9 0.938-0.816 156-246 12 0.875-0.833
Ochi35 133-171 9 1.000-0.818 132-214 13 0.938-0.895
Ochi39 - - - 160-204 9 0.615-0.790
Ocbidl 139-157 2 1.000-0.500 139-144 2 0.750-0.469
Ocbhi43 113-147 2 0.071-0.069 - - -
Ocbhi45 169-189 3 0.286-0.656 - - -
Ocbhi46 213 1 0.000-0.000 169-214 5 0.875-0.641
Ocbhi47 179-207 7 1.000-0.820 203-262 11 1.000-0.854
Ocbhi48 158-174 3 0.933-0.571 139-168 5 0.688-0.594
Ochi50 137-160 2 0.222-0.346 95-139 2 0.063-0.061
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Genoma mitocondrial completo de Octopus bimaculatus
Verrill 1883 del Golfo de California
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Introduccion

El pulpo de dos puntos Octopus bimaculatus Verrill, 1883 ha sido registrado a
lo largo de la costa del Pacifico en California, EUA y en la peninsula de Baja
California en México (Ambrose 1988). Sin embargo, su distribucién alrededor de la
parte sur de la Peninsula es aun incierta pero existe una poblacién discreta que esta
siendo aprovechada en el norte del Golfo de California (Lopez-Rocha et al. 2012,
Moreno-Baez et al. 2012). Recientemente, se desarrollaron 22 loci microsatélites
(Dominguez-Contreras et al. 2014) para evaluar la conectividad genética que pudiera
provocar la fase larval o paralarvas de ésta especie las cuales se sabe puede tener

una duracion de entre 1 y 3 meses (Ambrose 1988).

Se han documentado paralarvas de Octopus bimaculatus fuera de las costas
de Oaxaca, México (Alejo-Plata et al. 2012). Sin embargo, otros pulpos ocelados se
han registrado en centro y Sudamérica, pero su identidad taxondmica aun no ha sido
resuelta (F. G. Hochberg, SBMNH Comm. Pers.). Octopus bimaculatus y Octopus
bimaculoides han sido consideradas especies hermanas principalmente por su
similitud morfolégica, al grado que solo las hembras maduras pueden ser
diferenciadas principalmente por el tamafio y numero de huevos (Fig. 2), pero en el
caso de los machos y juveniles la discriminacidén no es contundente (Pickford &
MacConnaughey 1949). Sin embargo, ambas especies pueden ser distinguidas
unicamente utilizando secuencias del fragmento de gen Citocromo Oxidasa
subunidad Il (COIlll o Cox3) (Sosa et al. 1995). Recientemente, se generd el
genoma nuclear completo de O. bimaculoides (Albertin et al. 2015).
Infortunadamente las secuencias de los genes COIl y 16s rRNA para Octopus
bimaculatus aun no se conocen, restringiendo los analisis filogenéticos para
diferenciar especies. En este sentido, la secuenciacion masiva 454-ROCHE
previamente obtenida para Octopus bimaculatus recopila informacion genética
suficiente para ensamblar un genoma mitocondrial completo, el cual servira como

referencia para diferenciar esta especie en el noroeste de México.

28



Octopus bimaculatus Octopus bimaculoides

Figura 2. Fotografias de las gonadas maduras de Octopus bimaculatus (izquierda) y Octopus
bimaculoides (derecha).

Material y métodos

El genoma mitocondrial completo se obtuvo de organismos capturados en el
norte del Golfo de California. EI ADN gendmico se extrajo con un kit de extraccion
(blood and tissue DNeasy kit por QIAGEN). Aproximadamente 5 ug de ADN
gendémico fueron tratados con RNAsa y enviados al University of Arizona Genetic
Core (UAGC) donde la muestra fue secuenciada en 4 de placa con un secuenciador
de alto desempefio GS FLX Titanium Chemistry (Roche Applied Science). Se
obtuvieron un total de 206,575 lecturas con una longitud promedio de 325 bp. Las
lecturas fueron filtradas con un criterio Q20 (registro de calidad de Phred o Q score),
el cual indica la probabilidad de que una determinada base sea llamada o asignada
incorrectamente por el secuenciador (Q20 = 1 de cada 100 bases esta mal asignada,

es decir que el 99% de de la asignacioén fue precisa).

Todas las lecturas fueron mapeadas utilizando como base o referencia el

genoma mitocondrial completo de Octopus vulgaris (numero de acceso de GenBank
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AB158363.1, con un tamano 15,744 bp). El ensamble se realiz6 en contigs
(secuencia obtenida a traveés del traslape de segmentos contiguos de ADN) utilizando
el programa CLC Genomics Workbench (Qiagen versién 7.5.1). Se realizd un
ensamble preliminar con los siguientes parametros 99.3% (0.993) de la longitud de
las lecturas y una fraccion de similitud de las mismas de 84% (0.84), con respecto a
la referencia (O. vulgaris). El ensamble maped 155 lecturas (0.08%) con una longitud
promedio de 330.29 bp en 8 contigs mostrando en promedio una cobertura del
genoma mitocondrial de 3.22X y representando un 84% (13,296 bp) con respecto a

la referencia.

Fueron identificadas 8 regiones con cero coberturas de entre 15y 810 bp (con
respecto a la referencia). Al respecto, se disefiaron cebadores o primers especificos
(Tabla Ill) utilizando CLC para cubrir estas regiones y se amplificaron por medio de la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en un volumen de 38uL con 20-40 ng de
ADN gendmico, 1x PCR buffer, 0.2 mM de cada dNTP, 2 mM MgCl,, 0.20% BSA
(bovine serum albumi), 0.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen), 0.5 uM del cebador
forward, y 0.5 uM del cebador reverse. Se utilizd un protocolo de PCR consistié de 94
°C por 3 min, 34 ciclos de 94 °C por 1 min, 64 6 65 °C por 1min, 72 °C por 2 min, y
una extension final de 72 °C por 5 min.

Tabla lll. Primers especificos para terminar el ensamble del genoma mitocondrial completo de O.
bimaculatus

Longitud
Nombre Forward Reverse Fragmento

(bp)
OBus1 CAGGTATTCCCCCAACAT CCCCCTCTCGGATCAAAA 921
OBus2 CCACGACGATATTCAGATT GGGAATGAAAGGGAAAAAG 1488
OBus3 CTTGCATCATTACTACCTTC TCAGGGGTTTGTGCTATT 1300
OBus4 ACTAAACCTAACCCATCTC TTAGTGTTGATCATGGGC 586
OBus41 CTGAGGAACACAATCCAT GGGTTTTGAAGTGTTGAC 1132
OBus5 TAATAAATGGAGGGGCTC GGGTTTTGAAGTGTTGAC 1279
OBus6 ACCTAACAAAGCCTCTACACC ACATATCGCCCGTCACTC 1367
OBus7 GTAAAACCGCCAAACCTT CTGTATGAGGTGGTCGAA 781
Obus8 CAGATGCTGGCACAAATTTA GATGTGCTCAGGTAACGG >1500
ObimWL TCGAGGTATGAACCCAATAGC TTTATGTCTGTGGTTGTTGATTTTT >1500
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Los productos de PCR fueron secuenciados por medio de secuenciacion
Sanger en ambas direcciones (Macrogen Inc. Seul, Corea). Las secuencias de
ambas direcciones fueron ensambladas y limpiadas con el programa Chromas Pro
version 1.7.6. En conjunto con estas nuevas secuencias se volvieron a mapear las
206,757 lecturas y fueron re-ensambladas de nuevo, con respecto a la referencia,
utilizando los parametros de longitud de lecturas de 93% y de similitud de lecturas de
94% (10% mas que la anterior).

El nuevo ensamble maped 309 lecturas con una longitud promedio de lectura
de 245.45 pb. El porcentaje promedio de cobertura para el genoma completo fue de
443X (1.21X mas que el anterior). Las anotaciones del genoma ensamblado se
hicieron con ayuda del programa en linea MITOS (Bernt et al. 2013). Todas las
anotaciones fueron inspeccionadas a ojo y verificadas por ORF (Open Reading
Frame o Marco de lectura abierto) y codones de parada (stop codons) con el
programa CLC. Las traducciones a proteinas también fueron realizadas con CLC.
Posteriormente, la secuencia fue cargada al banco de genes internacional GenBank
(siguiendo las instrucciones de los administradores), para obtener un numero de

acceso.

Se realiz6 un analisis filogenético utilizando 13 genomas mitocondriales
obtenidos del banco de datos GenBank para corroborar que el genoma ensamblado
esta dentro del grupo adecuado. Los genomas fueron alineados empleando el
algoritmo MUSCLE. El modelo de sustitucion de nucleétidos GTR+G mas elevado
fue seleccionado con el programa JmodelTest (Darriba et al. 2012) empleando el
criterio de informacion de Akaike y el Bayesiano. Se obtuvo un arbol consenso a
partir de métodos bayesianos utilizando el programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al.
2012). El célculo del arbol fue después de 1x10° iteraciones en 4 pasos. los primeros
25% resultados fueron descartados como Burn-in, para que el modelo se

estabilizara.
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Resultados y Discusion

El mitogenoma (genoma mitocondrial completo) de O. bimaculatus (Gamban
Accesion No. KT581981) contiene 16,085 bp, 13 genes que codifican proteinas, 22
genes ARN de transferencia y 2 genes RNA ribosomales (16s rRNA y 12s rRNA)
(Fig. 2, Tabla Ill). La composicion de bases del genoma es de 75.6% para A+T y
24.4% para C+G, con 6,581 Adeninas, 2,719 Citocinas, 1,209 Guaninas y 5,576
Timinas. La Region Control de O. bimaculatus contiene un locus VNTR (numero
variable de repeticiones en tandem) (Motivo de repeticion  5'-
ACTCTACAACTATGTATATH7) (Fig. 3, Tabla 1V), el cual estd ausente en los seis
genomas mitocondriales de especies de pulpo depositados en Gamban
(KF017606.1, KF017605.1, AB240156.1, HQ638215.1, NC_007896.1, AB158363.1)
cuando se alinearon por medio del logaritmo de MUSCLE implementado en Mega 6.0
(Tamura et al. 2013).
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Figura 3. Distribucion y arreglo de genes del mitogenoma de Octopus bimaculatus. Flechas Azules = genes que codifican proteinas, Flechas Rojas =

Genes de transferencias (rrnL es 16s y rrnS es 12s. ARN ribosomales), La flecha rosada = VNTR.
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Tabla IV. Anotaciones del genoma mitocondrial completo del pulpo de dos puntos (Gamban No. Acceso

KT581981).
Inicio Fin Genes(strand) Longtud (bp)
1 780 COX3 (+) 779
799 865 tRNA-Lys (+) 66
866 934 tRNA-Ala (+) 68
934 997 tRNA-Arg (+) 63
998 1063 tRNA-Gly (+) 65
1064 1130 tRNA-lle (+) 66
1131 1481 ND3 (+) 350
1480 1548 tRNA-Ser (+) 68
1549 2415 ND2 (+) 866
2559 4091 COX1 (+) 1532
4103 4615 COX2 (+) 512
4789 4854 tRNA-Asp (+) 65
4856 5011 ATP8 (+) 155
5023 5787 ATP6 (+) 764
5732 5798 tRNA-Phe (-) 66
5779 7491 ND5 (-) 1712
7492 7554 tRNA-His(-) 62
7721 8875 ND4(-) 1154
8902 9198 ND4L(-) 296
9205 9269 tRNA-Thr (+) 64
9275 9339 tRNA-Ser(-) 64
9338 10477 CYTB(-) 1139
10470 10982 ND6(-) 512
10984 11050 tRNA-Pro(-) 66
11055 11996 ND1(-) 941
11997 12065 tRNA-Leu(-) 68
12066 12130 tRNA-Leu(-) 64
12107 13508 16S ribosomal RNA(-) 1401
13506 13573 tRNA-Val(-) 67
13588 14447 12S ribosomal RNA(-) 859
14556 14623 tRNA-Met(-) 67
14629 14693 tRNA-Cys(-) 64
14694 14759 tRNA-Cys(-) 65
14760 14827 tRNA-Trp(-) 67
14828 14895 tRNA-Glu(-) 67
14900 14971 tRNA-Gly(-) 71
14972 15041 tRNA-Glu(-) 69
15043 15365 VNTR (ACTCTACAACTATGTATAT) 322
15044 16085 Control Region 1041
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Los genes de O. bimaculatus siguieron el mismo orden con respecto a las
otras seis especies. Adicionalmente, se realiz6 un analisis filogenético bayesiano que
incluyo 13 mitogenomas de cefaldépodos, el cual muestra un clado monofiletico que
incluye a todos los octdépodos y donde O. bimaculatus mantuvo una relacién mas

estrecha con O. vulgaris del Océano Atlantico (Fig. 4).

Nautilus macrophalus

lilex arg

Todarodes pacificus
100

99.75

Dosidicus gigas

Sepia

Vampyroteuthis infernalis

Amphioctopus fangsiao

Octopus ocellatus

98.15

Octopus vulgaris

Octopus bimaculatus

Cistopus chinensis
100 100

Cistopus taiwanicus

Octopus minor

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Figura 4. Andlisis filogenético bayesiano de 13 mitogenomas de cefal6podos (nautilos, calamares, sepias
y pulpo). La escala debajo del arbol muestra la sustitucidon de nucleétidos.

35



Capitulo II: Identificacion y distribucion de especies

Identificacion y distribucion poblacional actual de tres
especies de pulpo en la costa noroeste del Pacifico

Mexicano
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Introduccion

De acuerdo con Norman & Hochberg (2005) alrededor de unas 186 especies
de pulpo han sido consideradas como validas, es decir que no presentan un
problema de identificacion, ni de sinonimia, ni tampoco son catalogadas como
especies cripticas. Entre estas especies validadas se encuentran las nueve especies
que se han identificado en el Pacifico Mexicano (Lopez-Uriarte et al. 2005), donde
Octopus hubbsorum, Octopus bimaculatus y Octopus bimaculoides componen,
aunque no oficialmente, la pesqueria de pulpo en las costas del noroeste de México
(Lépez-Uriarte et al. 2005, Gonzalez-Meléndez 2012, Lépez-Rocha et al. 2012). Sin
embargo, la falta de identificacion de especies en los reportes de pesca posiblemente
se deba a que los cefalépodos tienen un comportamiento dinamico y su capacidad
de cambiar el color, el patron, su textura y forma debido a su avanzado control neural
(Mathger et al. 2009) (Fig. 5). Incluso una vez preservados, los cefalopodos son
dificiles de identificar, porque han perdido la coloraciéon y su anatomia cuenta con

muy pocas estructuras duras, por lo tanto, los caracteres sistematicos se reducen y

frecuentemente son inadecuados para distinguir especies, especialmente en pulpos
(Hanlon 1988).

@’

Octopus bimaculatus Octopus bimaculoides Octopus hubbsorum

Figura 5. Fotografias de las especies de pulpo mas frecuentes en la captura de pulpo en el noroeste de
México.

La pesqueria en el Pacifico mexicano es considerada unicamente como recurso

“pulpo” por las agencias gubernamentales encargadas de evaluar éste y otros
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recursos pesqueros en el litoral del Pacifico (Lopez-Uriarte et al. 2005). Por otra
parte, Octopus maya es la especie de pulpo mas capturada en el Golfo de México, la
cual cuenta con medidas oficiales de regulacion especifica (NOM-008-PESC-1993),
tales como: talla minima de captura, una cuota de pesca estacional, artes de pesca
especificos, veda y un continuo monitoreo durante su temporada de pesca. Sin
embargo, las regulaciones propuestas en la NOM-008-PESC-1993, no aplican a la

pesqueria de ninguna de las especies de pulpo en las Costas del Pacifico mexicano.

Octopus hubbsorum y O. bimaculatus pueden ser diferenciados
morfolégicamente debido a que el primero carece de ocelos, sin embargo tienen
ciclos de vida similares y como la mayoria de las especies, ambas prefieren la
estacion calida para llevar a cabo su evento reproductivo. Ambas especies tienen
una elevada fecundidad >20,000 huevos que una vez que eclosionan presentan una
dispersion por medio de una paralarva (Ambrose 1988, Dominguez-Contreras 2011).
En el caso de O. bimaculatus, esta etapa puede durar hasta 3 meses en la columna
de agua antes de asentarse (Ambrose 1988). Por otra parte, O. bimaculatus y O.
bimaculoides, son especies morfolégicamente muy similares, sin embargo éstas
pueden ser diferenciadas con certeza solo por el tamafos de huevos de las hembras
(Pickford & MacConnaughey 1949). Octopus bimaculoides tiene un ciclo de vida
completamente distinto a O. bimaculatus y a O. hubbsorum. Su fecundidad esta
constituida por centenas de huevos de gran tamarfo, los cuales presentan un
desarrollo directo, lo que significa que no tiene una etapa de paralarva y después de
la eclosion los juveniles se mueven al bentos directamente (Forsythe & Hanlon
1988a).

Octopus hubbsorum es considerada la especie de mayor distribucioén a lo largo
del Pacifico mexicano y también las mas capturada desde Bahia Magdalena Baja
California hasta las costas de Oaxaca, incluyendo el Golfo de California (Lopez-
Uriarte et al. 2005, Alejo-Plata et al. 2009, Dominguez-Contreras 2011, Dominguez-
Contreras et al. 2013). Recientemente, se ha sugerido que O. hubbsorum y O. mimus
son la misma especie (Pliego-Cardenas et al. 2014), lo cual extenderia su

distribucion hasta las costas de Chile, colocandola como la segunda especie de
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pulpo con mayor cobertura geografica, después de O. vulgaris (De Luca et al. 2014c)
(Fig. 6).

Octopus bimaculatus se ha registrado desde las costas de California USA,
hasta Bahia Tortugas, México, incluyendo el Norte de Golfo de California (Lopez-
Rocha et al. 2012) vy la costa este de la peninsula (Ambrose 1990). Recientemente
fue registrada en las costas de Oaxaca (Alejo-Plata et al. 2012). Aunque su
pesqueria no esta bien establecida en las costas de California, USA, ésta si es
importante a pequefa escala en otras partes de su rango de distribucion,
principalmente el norte del Golfo de California (Loépez-Rocha et al. 2012, Moreno-
Baez et al. 2012) (Fig. 6).

Octopus bimaculoides es conocido como el pulpo de lodos de California
(California mud flat octopus), debido a su preferencia por fondos suaves. Sin
embargo, también puede ser encontrado en madrigueras rocosas y en cantos
rodados. Su distribucion ha sido registrada desde Santa Barbara, USA, hasta Bahia
de San Quintin en Baja California, México (Forsythe & Hanlon 1988h, Stoskopf &
Oppenheim 1996) (Fig. 6).

Octopus bimaculatus Octopus bimaculoides Octopus hubbsorum

N

A

N

A

325

Sonora Sonora Sonora

29

Latitud

26

23+ Forsythe & Hanlon 1988b Lépez-Uriarte et al. 2005

Ambrose 1990 Stoskopf & Oppenheim 1996 Dominguez-Contreras et al. 2013

17 115 113 -111 109

Longitud

Figura 6. Distribucién geografica de las tres especies mas frecuentes en las capturas del noroeste de
México.
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Sin embargo, en estas especies la distribucién continua a lo largo de las
costas en el noroeste del Pacifico mexicano ha sido considerada (Roper et al. 1995),
posiblemente porque sus registros de distribucidén fueron realizados varios afios atras
o bien, han sido basados en registros de bases de datos de diferentes museos, los
cuales realmente no estan actualizados. En este sentido, analisis moleculares
ofrecen una buena opcion para identificar especies que potencialmente tienen un
amplio rango de distribucion y que no son sencillos de identificar morfolégicamente,
como los pulpos (Cabranes et al. 2008, Dominguez-Contreras et al. 2013). El uso de
herramientas genéticas han contribuido sustancialmente en la identificacion de
especies por medio de marcadores mitocondriales y en la genética de poblaciones

por el uso de marcadores tipo microsatélites (De Luca et al. 2014c).

Entre los marcadores mitocondriales ampliamente utilizados en cefalépodos
estan las subunidades | y lll del gen Citocromo Oxidasa (COI, COIlll) y el 16s rRNA,
estos se han empleado principalmente en el complejo de especies (species-
complex) Octopus vulgaris alrededor del mundo, por considerarla una especie
cosmopolita (Teske et al. 2007, Sales et al. 2013, De Luca et al. 2014c). Por otra
parte, los microsatélites han sido utilizados en diferentes especies de pulpo, tales
como O. vulgaris (Casu et al. 2002, Murphy et al. 2002, Cabranes et al. 2008),
Pareledone turqueti y Pareledone charcoti (Strugnell et al. 2009b), O. maorum
(Doubleday et al. 2009), O. maya (Juarez et al. 2010), O. mimus (Galleguillos et al.
2011), O. minor (Kang et al. 2012) y Enteroctopus dofleini (Larson et al. 2015). Todos
los estudios han mostrado cierto grado de estructura poblacional, la cual provee una

base para el manejo y por lo tanto, una pesqueria sustentable.

Solo se han hecho un par de estudios filogenéticos sobre especies de pulpo
que presentan distribucion en el Pacifico mexicano. Sosa et al. (1995) mediante el
uso de COIll concluyen que O. bimaculatus y O. bimaculoides son especies que
cuentan con la divergencia suficiente (5.5%) para ser consideras especies
independientes, y ambas especies divergieron de otras especies de pulpo del
Pacifico norte (O. rubescens, O. californicus y O. dofleini ahora Enteroctopus

dofleini).
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Las secuencias de O. bimaculatus (COIll) y las de O. bimaculoides (COIl y
16s), han sido contempladas dentro de otros estudios alrededor del mundo, como el
de Soller et al. (2000) quienes agruparon a las especies oceladas junto a O. vulgaris
de Sudafrica, pero separadas del grupo O. vulgaris del Mar Mediterraneo, lo cual fue
corroborado posteriormente por Oosthuizen et al. (2004) y Guerra et al. (2010b) en
sus analisis en las costas de Sudafrica y al sur del Océano Indico, respectivamente.
Octopus bimaculoides ha sido mas frecuentemente utilizado por varios autores para
analisis filogenéticos debido a sus secuencias COl y 16s, las cuales no estan
disponibles para O. bimaculatus (Carlini et al. 2001, Warnke et al. 2004, Juarez 2012,
Sales et al. 2013, Allcock et al. 2014, Pliego-Cardenas et al. 2014).

Sin embargo, no existen estudios recientes sobre estas especies cerca de su
zona de distribucion o con especies que comparten la misma distribucion. El estudio
mas reciente fue el de Pliego-Cardenas et al. (2014), pero su investigacidén se enfocd
principalmente sobre la distribucion de O. hubbsorum y su cercana relacion
filogenética con O. mimus del centro y Sudamérica, sugiriendo que son la misma
especie. Octopus bimaculatus no fue incluido en el analisis y la posicion de O.
bimaculoides no pudo ser resuelta usando COIl y COIlIll por separado, y con 16s se

agrupo con el conjunto O. hubbsorum-mimus, O. maya y O. insularis.

Hasta ahora, ningun estudio ha utilizado microsatélites en ninguna de las
nueve especies catalogadas para el Pacifico mexicano. Recientemente, Dominguez-
Contreras et al. (2014) aislaron loci microsatélites especificos para O. bimaculatus
para evaluar la estructura y la conectividad entre poblaciones en el GC, probandolos

adicionalmente en otras dos especies, O. bimaculoides y O. hubbsorum.

Debido a la carente evidencia de estudios acerca de las especies de pulpo
que estan siendo explotadas sin regulacién alguna a lo largo de la costa del Pacifico
en México, es necesario identificar los limites de distribucion entre las tres especies
de pulpo que componen esta pesqueria. Al respecto, se utilizaron marcadores
mitocondriales (COIl y 16s) como una herramienta para identificar las especies por
localidad y como una referencia para el uso de marcadores nucleares tipo

microsatélites para diferenciar qué poblaciones estan compuestas por qué especie.
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Material y Métodos

Se obtuvieron 316 muestras de tejido muscular (brazo o manto ~1 cm) de 20
localidades en ambas costas de la Peninsula de Baja California (PBC) (Fig. 1; Tabla
V), entre 2008 y 2013. El muestreo se desarrolld principalmente en comunidades
pesqueras (practicamente de pesqueria artesanal) debido al facil acceso de
muestras una vez que los pescadores estuvieron de acuerdo. Las localidades
incluyeron a lo largo del lado Pacifico (Ejido Erendira cercano a Ensenada B. C.
hasta El Conejo en Baja California Sur) y en el Golfo de California (desde puerto
Pefiasco y la parte central del Golfo de California hasta Santa Rosalia, incluyendo la
region de las grandes islas). La region de las grandes islas esta compuesta por
varias islas e islotes, en algunas de éstas el acceso es remoto, lo cual se reflejo en
un menor numero de muestras, mientras que otras localidades el bajo numero de
muestras se debio a la dificultad de capturar pulpo fuera de la estacion reproductiva
cuando es mas frecuente. Las muestras del Golfo de California fueron almacenadas
en The Conservation Genetics Laboratory, School of Natural Resource and the
Environment, en The University of Arizona (USA) y las muestras colectadas en el
Pacifico fueron almacenadas en el Laboratorio de Invertebrados Marinos, Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas, Instituto Politécnico Nacional (México). Todas
las muestras fueron fijadas en alcohol al 95% y almacenadas a -20 °C, hasta su

procesamiento.
Secuencias de ADN mitocondrial

El ADN de todas las muestras fue extraido con ayuda de un kit de extraccion
DNeasy blood and tissue (QIAGEN, Valencia, CA, USA) siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se realizé secuenciacion Sanger en 96 muestras de
12 localidades, ocho por localidad, utilizando dos marcadores mitocondriales
conocidos 16s ADN-ribosomal (16s) L1987 5-GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC-3’ y
H2609 5-CGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’ (Palumbi et al. 1991) y Citocromo
Oxidasa subunidad | (COI) LCO 1490 5-GGTCAAACAAATCATAAAGATATTGG-3' y
HCO02198 5-TAAAATTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ (Folmer et al. 1994).
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El volumen de reaccién para PCR de ambos marcadores fue de 25 pL con 15-
40 ng ADN gendmico, 1x PCR buffer, 0.2 mM de cada dNTP, 2 mM MgCl,, 0.2%
BSA (bovine Serum Albumin), 1 U Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y 0.5 uM de cada
cebador. Las condiciones del termociclador para COIl y 16s fueron: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 2 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min,
alineamiento a 45.5 °C por 1 min (51 °C para 16s), y una elongacion de 72 °C por 2
min. Después de los 30 ciclos se realizé una elongacion final de 72 °C por 7 min. Los
productos de PCR fueron purificados de cebadores sobrantes, dNTPs libres y
estructuras terciarias, utilizando ExoSAP (Affymetrix, INC) con la siguiente

proporcion, 2 uL de ExoSAP por cada 12 uL de producto de PCR.

Los productos de PCR purificados fueron secuenciados en un secuenciador
Applies Biosystem 3730XL DNA Analyzer de la University of Arizona Genetics Core
(UAGC). Las secuencias COIl y 16s fueron corregidas a ojo utilizando el programa
Chromas Pro Version 1.7.6. y fueron alineadas por medio de MUSCLE implementado
en el programa Mega6 (Tamura et al. 2013). Se utilizé el programa JmodelTest 2
(Guindon & Gascuel 2003, Darriba et al. 2012) para seleccionar, de acuerdo a los
criterios de informacion de Akaike y Bayesiana, el modelo de mejor ajuste para la
sustitucién de nucledtidos para el analisis filogenético de secuencias alineadas. Los
modelos con mejor ajuste fueron sometidos a un analisis de inferencia filogenética
bayesiana en el programa MrBayes 3.2 (Ronquist et al. 2012) bajo las siguientes
condiciones: 1,000,000 de iteraciones en 4 pasos, descartando los primeros 25% de

los datos de cada paso, para que el modelo lograra estabilizarse.

La distancia genética fue calculada utilizando el modelo de Tamura-Nei con un
Bootstrap de 1000 iteraciones, todos los analisis fueron realizados con MEGA6
(Tamura et al. 2013).

Genotipificacion de microsatélites

Se utilizaron 7 loci microsatélites (Ocbi25, Ochi35, Ocbi39, Ocbi41, Ocbi47,

Ocbi48 y Ocbi50) que amplificaron para las tres especies (Dominguez-Contreras et

43



al. 2014). Se genotipificaron 316 muestras de 20 localidades siguiendo las mismas
especificaciones descritas por los autores. Los electroferogramas de los
microsatélites fueron evaluados en el programa GeneMarker Version 2.6.0
(SoftGenetics LLC). El tamafio de los alelos fue asignado por medio de bins (enlaces
mediante distribucion de la desviacion estandar de los picos registrados por
GeneMarker) de acuerdo al programa FLEXIBIN (Amos et al. 2007), para obtener el
genotipo final por cada muestra.

Andlisis de datos genotipicos

Se calculd, por localidad, el numero de alelos (Na), el niumero de alelos
efectivos (Ng), heterocigosidad esperada (Hg), heterocigosidad observada (Ho) con
ayuda del programa GENALEX 6.501 (Peakall & Smouse 2012). La riqueza alélica
(Ra) y la riqueza de alelos privados (Rap) fue estimada usando el programa HP-Rare
para corregir el efecto del tamafno de muestra (Kalinowski 2005). Se estimaron las
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg con ayuda del programa en linea
GENEPOP 4.2 (Raymond & Rousset 1995). Para probar los errores en los genotipos
y determinar la presencia de alelos nulos se utilizé el programa MICROCHECKER
2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Adicionalmente, se utilizoé el programa FREENA
para estimar la frecuencia de alelos nulos y probar su efecto sobre la estimacion de
estructura poblacional utilizando los valores de Fst obtenidos con FREENA, tomando
en cuenta la frecuencia de alelos nulos estimados con el método de maxima

expectativa (Chapuis & Estoup 2007).

Se calculé la diferencia genética observada dentro y entre poblaciones con
ayuda de un Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) bajo el modelo de alelos
infinitos y 999 permutaciones, implementados en GENALEX 6.501 (Peakall &
Smouse 2012). Se calcularon los valores pareados de Fst y el métrico D (Jost-D)
(Jost 2008); en donde D mide el grado relativo actual de diferenciacién de la

frecuencia de alelos entre los demes de una poblacion, es decir que no utiliza la
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heterocigosidad (Jost 2009). Los calculos fueron realizados en el programa
GENODIVE (Meirmans & Van Tienderen 2004).

Se realizé un analisis de asignacion por cluster bayesiano en el programa
STRUCTURE versién 2.3.4 (Pritchard et al. 2000) utilizando los modelos Admixture y
Non-Admixture con y sin la opcidn Loc Prior para ambos modelos (cuatro
combinaciones) y con la misma frecuencia alélica correlacionada entre poblaciones.
La longitud de datos descartados fue de 1,000,000 con un niumero de repeticiones de
Cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC), después de los datos descartados, de
2,000,000 y 10 iteraciones por K (K= poblaciones) y una K asumida de 20 (20

localidades).

La intencion fue que alguno de los modelos tuviera su mejor ajuste a un K=3
que determina las tres especies y por lo tanto su distribucién a lo largo de ambas
costas de la peninsula de Baja California, siguiendo la guia obtenida por los analisis
mitocondriales. Para determinar el numero aproximado de K o sea poblaciones, se
seleccionaron los cluster o grupos con los valores mas elevados (10 iteraciones por
K) (Ln P (K)), asi como los valores modales mas altos de la mejor K (Best K 6 AK).
Ambos valores fueron utilizados ya que se ha sugerido que el método de
verosimilitud no siempre es el mas aproximado y de acuerdo con Evanno et al.
(2005), los valores de AK estan basados sobre la tasa de cambio en el logaritmo de
probabilidad de los datos entre los valores sucesivos de K (en este caso, nuestro AK
esta basado en el cluster modal de 10 iteraciones por K, es decir unos 200 valores
de K), lo que provee una mejor estimacion del numero de cluster genéticos. La
agrupacion de los datos se realizé con los programas en linea Structure harvester
(Earl & vonHoldt 2011) y CLUMPAK (Kopelman et al. 2015).
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Resultados
Andlisis filogenético

Un total de 1054 bp fueron secuenciadas, incluyendo las 473 para el gen 16s 'y
581 para el gen COIl. Los modelos Optimos de sustitucidon segun los criterios de
informacion de Akaike y Bayesiano segun jModelTest2 (Darriba et al. 2012), fueron
TrN+| para 16s y TN93+G para COIl. En ambos genes se observé una clara posicion

monofilética para las tres especies (Fig. 7)

Octopus bimaculoides fue claramente monofilético, agrupando a los
organismos colectados en las localidades de la costa oeste de la Peninsula de Baja
California, (Ejido Erendira, San Quintin y Bahia Magdalena), las cuales no
compartieron con ninguna de las otras dos especies. El estatus monofilético y las
localidades especificas fueron confirmadas con las secuencias de gen COl,
formando un subgrupo para las secuencias de Bahia Magdalena. Su presencia no

fue evidente entre las muestras o grupos que conformaron al Golfo de California.

Un unico grupo fue formado para O. bimaculatus, utilizando ambos genes 16s
y COl, los cuales estan integrados por organismos de localidades de Malarrimo de la
costa oeste de la peninsula y del norte del Golfo de California compuesto por Puerto
Pefiasco, Puerto Refugio, Puerto Lobos, San Luis Gonzaga, Bahia de los Angeles y
una muestra de Puerto Libertad para 16s (desafortunadamente esta muestra no
amplific6 para COIl). Esto sugiere que O. bimaculatus estd presente con una
frecuencia baja en Puerto Libertad, donde O. hubbsorum fue evidente en un clado
monofilético en ambos conjuntos de secuencias 16s y COIl, formando un grupo en el
centro del Golfo de California el cual incluye a Puerto Libertad, Isla San Lorenzo,

Bahia Kino y Santa Rosalia (Fig. 7).
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64| Puerto Lobos (N=8) Puerto Lobos (N=7) |65
Malarrimo (N=8) Octopus bimaculatus Malarrimo (N=7)
San Luis Gonzaga (N=8) San Luis Gonzaga (N=7) 100
100 Bahia de los Angeles (N=7) Bahia de los Angeles
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Bahia Magdalena (N=8) =5 100
% Bahia Magdalena (N=8) ) o
Ejido Eréndira (N=8) Octopus bimaculoides Ejido Erendira (N=7) | |
San Quintin (N=8) San Quintin (N=8) | 65
73| Puerto Libertad (N=1) Isla San Lorenzo (N=1) ]
Isla San Lorenzo (N=1)
100 Isla San Lorenzo (N=1) |s:
[ Puerto Libertad (N=1) Santa Rosalia (N=1) 100
{ Bahia Kino (N=1)
39 Octopus hubbsorum Isla San Lorenzo (N=4) ||45
Isla ’Sanl Lorenzo (N=2) Bahia Kino (N=4)
3|9 BaniaKino (N=4) Santa Rosalia (N=5) | 5,
Santa Rosalia (N=2)
— Puerto Libertad (N=2) Puerto Libertad (N=5)
0.005 31 Puerto Libertad (N=2) .(E)'S
Puerto Libertad (N=3) Santa Rosalia (N=2)
Santa Rosalia (N=6) Bahia Kino (N=4) | 65
26| Bahia Kino (N=3) Isla San Lorenzo (N=2)
Isla San Lorenzo (N=5)

Figura 7. Arboles filogenéticos de las tres especies de pulpo en el Noroeste de México, utilizando
secuencias de 16s (izquierda) y COIl (derecha). Azul = Octopus bimaculatus, Morado = Octopus
bimaculoides y Naranja = Octopus hubbsorum.

La tasa de divergencia de nucleétidos entre las tres especies varié de 3.3 a
71% para 16s y de 6.3 a 10.4% para COIl (Tabla V). Sucesivamente, O.
bimaculoides diverge de O. bimaculatus por 3.3% y de O. hubbsorum por 6.3%.
Mientras que O. bimaculatus diverge de O. hubbsorum por 7.1%, un patron similar se
muestra con las secuencias de COIl, pero con mayor divergencia. Octopus
bimaculoides diverge de O. bimaculatus por 6.3% y por un 10.0% de O. hubbsorum.
Mientras que O. bimaculatus diverge de O. hubbsorum por 10.4%. La mayor

divergencia fue siempre con O. hubbsorum en ambos genes.
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Tabla V. Divergencia genética entre especies de pulpo en el noroeste de México, identificadas por
medio de fragmentos de secuencias 16s (debajo de la diagonal) y COI (arriba de la diagonal). El
error estdndar se muestra entre paréntesis

O. bimaculoides O. bimaculatus O. hubbsorum
O. bimaculoides - 0.0632 (+0.0104) 0.1005 (+0.0142)
O. bimaculatus 0.0328 (+0.0079) - 0.1042 (£0.0139)
O. hubbsorum 0.0629 (+0.0113) 0.0708 (+0.123) -

Analisis de microsatélites

De la amplificacion y genotipificacion de siete loci en 316 muestras distribuidas
entre 20 localidades, se observd una proporcién de datos faltantes de 3.75% en
promedio (rango 1.26% - 7.27%) por locus y 3.84% en promedio (rango 0% - 28.5%)
por muestra. Es decir que como maximo, menos de un locus no funciono6 (7.27%) en
todas las muestras y como maximo dos loci (28.5%) no funcionaron en una misma

muestra, pero si en todas las demas.

La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg, mostré desviaciones significativas
en 28 de 140 combinaciones unicas entre poblacion y loci (P<0.05). Todos los loci
presentaron, al menos una vez, desviacion significativa de Hardy-Weinberg, siendo
los loci Ocbi39 y Ocbi41 los mas frecuentes en 6 poblaciones cada uno. De igual
manera, exceptuando Ocbi35 y Ocbi41, todos los loci presentaron alelos nulos al
menos una vez, siendo Ocbi39 el mas frecuente en 8 localidades. Dos loci fueron
definidos como monomoérficos Ocbi41 en una poblacién y Ocbi50 en 4 poblaciones
(Apéndice A).

Analisis de Datos

Los siete loci probados en las tres especies y 20 localidades fueron altamente
polimdrficos para todas la poblaciones (15 — 30 alelos) el numero de alelos (Na)
promedio fue moderado 7.59 + 0.36 (rango 2.9 - 11.7). La diversidad alélica (Ng)
promedio entre poblaciones fue 5.12 + 0.24 (rango 2.6 - 7.3). Mientras que un

analisis de rarefaccién por tamafno de muestra indicd una riqueza alélica (Ra) mas
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homogénea entre todas las poblaciones 3.67 (rango 2.86 - 4.30), el analisis fue
ajustado a 6 genes como minimo, incluso para isla El Datil e isla San Pedro Martir
con solo 3 muestras, sin embargo los valores de Na y Ne fueron similares a Ra 4 y
2.6, respectivamente (Tabla VI). La Bocana y Puerto Lobos tuvieron los valores
promedio mas altos de riqueza alélica, mientras que Isla San Pedro Martir registro los
valores mas bajos (2.86). La riqueza de alelos privados promedio (Par) fue de 0.19
(rango 0 - 0.76). La poblacion de San Quintin tuvo el valor promedio mas elevado
0.76, seguido por Puerto Libertad (0.67) y Puerto Lobos (0.24). Los valores mas
bajos fueron para Isla San Pedro Martir (0.00) (Tabla VI).

Tabla VI. Variacion genética entre localidades para las tres especies. Tamafio de muestra (N),
valores promedio y error estandar del nimero de alelos (Na) niUmero de alelos efectivos (Ng)
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hg), riqueza alélica (Ra) y riqueza de alelos privado

(Rap).

Poblacion N Na Ne Ho He Ra Rap
Ejido Erendira 14 5.00 £0.93 3.22+0.58 0.77+0.09 0.62+0.07 3.00 0.04
San Quintin 9 6.14 £1.49 4.44+1.18 0.52+0.12 0.62+0.11 3.42 0.76
Bahia Magdalena 9 4.29 +0.71 3.3410.62 0.91+0.05 0.65+0.05 3.10 0.17
La Bocana 5 5.86 + 0.51 4.73+0.49 0.94+0.06 0.77+0.03 4.30 0.05
Las Barrancas 5 5.43 £ 0.53 4.49+0.61 0.72+0.11 0.73%0.07 4.22 0.17
El Conejo 8 5.00 +1.31 4.09+1.07 0.65+0.12 0.60+0.12 3.27 0.16
Malarrimo 32 11.7£0.71 6.01+£0.79 0.79+0.08 0.79+0.06 4.09 0.11
Puerto Pefiasco 32 11.4 £0.87 7.29+1.15 0.87+0.06 0.81+0.07 4.25 0.10
San Luis Gonzaga 8 6.71+1.02 5.21+0.76 0.79+0.14 0.71+0.12 4.02 0.03
Puerto Refugio* 17  9.14+£1.20 6.11+0.96 0.68+0.11 0.77+0.08 4.07 0.10
Isla Smith 25 11.1+£1.24 6.76+0.89 0.84+0.06 0.81+0.06 4.25 0.23
Bahia de Los Angeles 14 9.57 £0.75 6.20+0.89 0.68+0.10 0.78+0.07 4.23 0.07
Puerto Lobos 25 10.4+0.75 6.6610.83 0.77+0.08 0.82+0.04 4.30 0.24
Puerto Libertad 14  8.86+1.18 5.85+1.39 0.70+0.10 0.72+0.08 3.91 0.67
Isla San Lorenzo 22 7.71+21 5.17+1.55 0.57+0.15 0.61+0.13 3.34 0.09
Isla Tiburén 31 10.0+2.35 5.89+1.47 0.53+0.12 0.69+0.10 3.64 0.16
Isla el Datil 3 4.00 + 0.31 3.23+0.39 0.76+0.06 0.66+0.04 4.00 0.10
Bahia Kino 32 10.0+2.86 6.32+1.77 0.70+0.14 0.66+0.13 3.54 0.15
Isla San Pedro Martir 3 2.86 + 0.63 2.58+0.56 0.41+0.17 0.46+0.13 2.86 0.00
Santa Rosalia 8 6.57 £ 1.51 4.82+1.14 0.75+0.12 0.66+0.11 3.65 0.32
Total 316  7.59+0.36 5.12+0.24 0.72+0.02 0.70+0.02 3.77 0.19
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La heterocigosidad promedio observada fue de 0.72 £ 0.02 (rango 0.40 - 0.94)
mientras que la esperada fue de 0.70 + 0.02 (0.46 - 0.82). En casi todas las
poblaciones la heterocigosidad observada fue ligeramente mayor a la esperada,
como resultado del exceso de heterocigosidad. Bahia Magdalena y La Bocana
tuvieron la mayor heterocigosidad (0.91 y 0.94, respectivamente), mientras que la
heterocigosidad mas baja se registro para Isla San Pedro Martir e Isla Tiburén (0.41 y
0.53, respectivamente) (Tabla VI).

La frecuencia de alelos nulos afecta la estimacion de diferenciacion
poblacional, por ejemplo, reduciendo la diversidad genética dentro de las
poblaciones. Es decir, los valores de distancia genética y Fst generalmente
incrementan conforme se reduce la diversidad genética dentro de la poblacion
(Chapuis & Estoup 2007); sin embargo, en el presente estudio los valores de Fgsr
globales con y sin correccion de alelos nulos fueron muy similares (Fst= 0.154 +
0.005 y Fst= 0.159 + 0.004, respectivamente) (valores pareados en el apéndice B).
Los valores pareados sin correccion (Fst = 0.159) por alelos nulos estuvieron en un
rango de 0.007 - 0.316. Mientras que las estimaciones de Jost' D mostraron varios
ordenes de magnitud de diferencia (Jost' D = 0.550) y los valores variaron en un

rango de 0.015y 0.882 (ver los valores pareados en el Apéndice B).

El primer método mostré que no existia un efecto significativo con respecto a
la presencia de alelos nulos manteniendo los valores de diferenciacion genética muy
similares. Los valores de Fst y las estimaciones de Jost D, mostraron altos niveles de
diferenciacion genética entre las 20 poblaciones (ver los valores pareados en el
Apéndice C) inclusive entre localidades que se agruparon para la misma especie
siguiendo los analisis mitocondriales. Por ejemplo, las tres localidades donde COl y
16s ubicaron a O. bimaculoides; se observé que los organismos de Bahia Magdalena
tienen una mayor estructura genética con respecto a San Quintin y Ejido Erendira
(Fst = 0.219 y 0.232, Jost D= 0.571 y 0.572, respectivamente), mientras que entre
éstas ultimas dos localidades hay una menor estructura genética (Fst = 0.174, Jost

D= 0.381, respectivamente).
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Para O. hubbsorum identificado previamente por COIl y 16s en las localidades
de Santa Rosalia, Bahia Kino, Puerto Libertad e Isla San Lorenzo se observo una
fuerte estructura genética promedio Fst = 0.189, Jost’ D= 0.524 y la menor estructura
se observd entre Isla San Lorenzo y Bahia Kino (Fst = 0.126, Jost' D= 0.268)
(Apéndice C).

Para O. bimaculatus, se observd que la poblacion de Malarrimo en el lado
Pacifico mostré la mayor diferenciacién genética promedio (Fst = 0.121, Jost’ D=
0.565) con respecto a las localidades que se encuentran en el norte del Golfo de
California. Mientras que al interior del Golfo de California, San Luis Gonzaga y Puerto
Refugio presentaron la mayor diferenciacion genética (Fst = 0.144, Jost’ D= 0.593).
La localidad con menos estructura genética fue Puerto Lobos con respecto a Puerto
Pefiasco y San Luis Gonzaga (Fst = 0.026 y 0.036, Jost’ D= 0.126 y 0.161,

respectivamente) (Apéndice C).

El analisis molecular de varianza indicé que la mayor variacion de frecuencia
alélica fue dentro de las poblaciones (78%) seguido por una significativa variacion
entre poblaciones (15%) (P = 0.001) (Tabla VII).

Tabla VII. Andlisis molecular de variancia para las tres especies de pulpo.

Fuente de Varianza Suma de Cuadrado Varianza

Variacion (%) gl Cuadrados Medio estimada P
Entre Poblaciones (Fsr) 15 19 331.474 17.446 0.471 0.001
Entre Individuos (Fis) 7 296 859.306 2.903 0.215 0.001
Dentro Individuos (Fir) 78 316 781.500 2.473 2.473 0.001
Total 100 631 1972.280 3.159

Andlisis de cluster (STRUCTURE)

De los cuatro modelos que fueron sometidos a STRUCTURE, el mas
adecuado fue el modelo no aditivo (Non-Admixture) en conjunto con la opcion
LOCPRIOR, el cual es mejor para evaluar poblaciones discretas y la opcion utiliza las
localidades de muestreo como informacidn previa para asistir al agrupamiento

(Cluster); este modelo fue considerado como “conservativo” (Fig. 8 A y B). Dada la
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sensibilidad de STRUCTURE, se realizaron analisis sin considerar el locus Ocbi39
debido que fue el mas frecuente en las poblaciones para alelos nulos y desvio de
EHW (apéndices A y B). Estos modelos fueron catalogados, uno como “libre” en el
cual las condiciones fueron por defecto de STRUCTURE (aditivo o admixture y sin la
opcion LOCPRIOR, es decir que los organismos pueden tener ancestria 6 el
organismo ha heredado una fraccion del genoma de un ancestro de una determinada
poblacion) y el otro como “semi-conservativo” (aditivo o admixture con la opcion
LOCPRIOR, es decir considerando informacion previa para asistir el agrupamiento o

cluster).

El modelo “conservativo” encontr6 un maximo posible de 11 poblaciones
(media Ln P (K) = -8763.62), mientras que el mejor ajuste de AK fue 2, es decir la
frecuencia modal fue de dos cluster genéticos o especies (Fig. 8 B y Fig. 8 A). Sin
embargo, cuando se observan los valores de media Ln P (K) de K=2y K = 3, (Fig. 8
A), éstos son muy similares en 10/10 repeticiones involucradas en la matriz, la cual
tuvo una mejor similitud en K = 3 (0.998) que en K = 2 (0.993) (Fig. 9 A). Dado lo
anterior K = 3 podria ser considerado para explicar mejor la distribucion de las tres
especies (Fig. 9 A, K= 3).

Los resultados del modelo “libre” fueron muy similares a los del modelo
“conservativo”, identificando un maximo de 11 poblaciones media (Ln P (K) = -
7608.52) y una frecuencia modal de 2 poblaciones (AK = 2) (Fig. 8 C y D). Los
valores entre K =2 y K = 3 en la figura 9 B, muestran una matriz de similitud idéntica
(0.999) en 10/10 repeticiones.

El modelo “semi-conservativo” identific6 un maximo de 8 poblaciones (Ln P (K)
= -7664.11) y un mejor ajuste modal de 3 poblaciones (AK = 3) (Fig. 8 E y F). Los
valores entre K = 2 y K = 3 en la figura 9 C, muestran una mejor similitud entre
matrices para K = 3 (0.969).
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En la figura 9 y 10 se presentan las graficas de agrupamiento y la distribucion
geografica, respectivamente. Octopus bimaculatus se encuentra en las localidades
de La Bocana, Las Barrancas y Malarrimo en la costa occidental de la Peninsula;
mientras que en el GC fueron las localidades de Puerto Pefiasco, San Luis Gonzaga,
Puerto Refugio, Isla Smith, Bahia de los Angeles, Puerto Lobos y muy
probablemente Isla El Datil (n=3) (Fig. 10). Por su parte, O. hubbsorum, fue
encontrado en la localidad de El Conejo en la costa occidental de la Peninsula,
mientras en el GC estuvo presente en Isla San Lorenzo, Isla Tiburén, Bahia Kino
Santa Rosalia y probablemente en Isla San Pedro Martir (n=3) (Fig. 9 y 10).
Finalmente, O. bimaculoides estuvo presente en Ejido Erendira, San Quintin y Bahia

Magdalena en la costa occidental de la peninsula (Fig. 9y 10)

Algunas localidades presentaron, individuos con dos especies, por ejemplo, la
mas evidente fue Las Barrancas, qué independientemente del modelo, siempre
mostro la presencia de O. bimaculatus y O. hubbsorum, al igual que Puerto Libertad
(7/8 muestras y solo una muestra para O. bimaculatus (1/8) (Fig. 7). Sin embargo, en
los analisis bayesianos Puerto Libertad se identifico mas para O. bimaculoides para
uno de los modelos (Fig. 9 A), pero fue corregida conforme la sensibilidad del modelo
incrementé (Fig. 9 B y C), logrando el agruparse conforme a lo observado en el

analisis filogenético (Fig. 7).

Bahia Magdalena también presenté cambios con respecto al modelo utilizado,
identificando el grupo como si perteneciera a O. bimaculatus en el modelo semi-
conservativo (Fig. 9 C), cuando en los otro dos modelos (Fig. 9 A y B) lo identifico

como O. hubbsorum, como se observé en el analisis filogenético (Fig. 7).
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K=2 10/10, Mean (Ln Prob) = -9838.93, Mean (similarity score) = 0.993

A K=3 10/10, Mean (Ln Prob) =-9521.59, Mean (similarity score) = 0.998

K=2 10/10, Mean (Ln Prob) = -8362.290, Mean (similarity score) = 0.999

B K=3 10/10, Mean (Ln Prob) = -8086.160, Mean (similarity score) = 0.999

K=2 7/10, Mean (Ln Prob) = -9116.457, Mean (similarity score) = 0.826

K=3 8/10, Mean (Ln Prob) = -8101.075, Mean (similarity score) = 0.969
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Discusioén

Andlisis de Datos

En el presente trabajo se utilizaron marcadores mitocondriales para
fragmentos de COIl y 16s con la intension de diferenciar especies de pulpo, una de
las cuales no contaba con secuencias previas (Octopus bimaculatus). De maneara
complementaria, se utilizaron marcadores nucleares tipo microsatélites para observar
un nivel de estructura suficiente y discriminar las especies que fueron identificadas
por métodos mitocondriales. Con la finalidad de poder ampliar el analisis y
determinar que especie esta presente en una determinada localidad, se incrementé
el tamafio de muestra de 96 en 13 localidades utilizando COl y 16s a 316 ejemplares

distribuidos en 20 localidades usando 7 microsatélites.

El andlisis molecular de varianza mostré que el 15% de variacion genética se
observo entre poblaciones (Tabla VII). Sin embargo, la estimacion estandarizada de
Jost muestra una mayor diferenciacion genética (Jost D = 0.550) incluso para
localidades que agrupd el analisis mitocondrial para especie (apéndice C). La
presencia de alelos nulos no mostré una variacién que sea considerada significativa

(Fst=0.159), que en la ausencia de estos (Fst=0.154) (Apéndice B).

Los modelos empleados no siempre presentaron el mejor ajuste de estructura
esperado (es decir AK = 3), al respecto Evanno et al. (2005), mencionan que cuando
la moda de Delta K esta ausente en la K verdadera, se puede deber a un bajo
tamafo de muestra y a un bajo numero de marcadores que fueron utilizados para el
analisis, lo que lleva a una ausencia de senal o0 a una inspeccion visual de L (K) el
cual, probablemente, habria identificado valores extremos en el corridas de MCMC,
como se observo en la figura 8 E, donde se observa la deviacion estandar mas
extrema en K = 2, cuando se eliminé el locus Ocbi39. Al respecto, Carlsson (2008)
menciona que los alelos nulos reduciran ligeramente la proporcion de asignacion
correcta de individuos en pruebas de asignacion como STRUCTURE vy
GENECLASS, pero se incrementara el sesgo en la asignacion si el numero de loci es

bajo; él utilizdé 12 loci.
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Aun cuando los modelos tuvieron diferencia, la correspondencia de especies
por localidad entre marcadores mitocondriales y microsatélites fue alta (92%). De las
13 localidades identificadas por especie en el analisis mitocondrial, 12 presentaron la
estructura suficiente para diferenciar 3 grupos especificos (especies) con
microsatélites. Los cuales, podrian ser considerados como marcadores diagndsticos,
al menos para diferenciar a estas tres especies. Este tipo de analisis con diferentes
tipos de marcadores han sido empleados con éxito en otros organismos como peces
(Vanhaecke et al. 2012, Barmintseva & Mugue 2013) y especies de Drosophila
(Routtu et al. 2007).

Divergencia genética entre especies

Tres grupos monofiléticos fueron conformados. O. bimaculatus y O.
bimaculoides fueron relativamente mas cercanas entre si que con O. hubbsorum
usando ambos marcadores (Fig. 7, Tabla V). La estrecha relacion entre O.
bimaculatus y O. bimaculoides ya habia sido previamente reportada por Sosa et al.
(1995), quienes definieron que son dos especies distintas con 5.5% de divergencia
genética utilizando COIIl. El presente estudio mostré un diferencia minima de 3.3% y
de 6.3% utilizando 16s y COI, respectivamente, los cuales estan cercanos a los
reportados por Pliego-Cardenas (2015) 2.6% y 7.0%, respectivamente. Las
diferencias de ambas especies con O. hubbsorum fueron de 6.3% y 7.0% con 16s,
las cuales fueron mayores a las reportadas por Pliego-Cardenas (2015), 4.2 para O.
bimaculatus y 3.5 para O. bimaculoides. Para COlI, la diferencia fue mas grande en
1.1% y 1.8% respecto a los valores obtenidos en el presente estudio (~10%). Pliego-
Cardenas et al. (2014) mencionan que no lograron ubicar a O. bimaculoides cuando
utilizaron COI y COIll por separado, sin embargo cuando utilizaron 16s, esta especie

estuvo relacionada al clado O. hubbsorum-mimus, O. maya y O. insularis.
Distribucién de especies

Octopus bimaculoides se encontrd en las costas de Ejido Erendira, y al interior

de Bahia de San Quintin y Bahia Magdalena, localidades a lo largo de la costa oeste
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de la peninsula de Baja California. Forsythe & Hanlon (1988a) reportaron su
distribucion desde California hasta Bahia San Quintin, y su presencia en Bahia
Magdalena no habia sido considerada hasta recientemente (lbarra-Garcia 2012,
Zamacona-Mora 2015) al igual que en la Laguna Guerrero Negro (Gonzalez-
Meléndez 2012). Octopus bimaculoides se encuentra principalmente en habitat con
lodos, limos y arenas finas, sin embargo los organismos mas grandes 0O viejos
pueden ser encontrados hasta los 20 m de profundidad sobre rocas o camas de Kelp
(Hochberg & Fields 1980, Stoskopf & Oppenheim 1996). Los bosques de kelp
Macrosystis pyrifera y Eisenia arborea que son dos laminariales que presentan una
fijacion al sustrato rocoso por medio de disco, y se distribuyen desde California hasta
Bahia Magdalena (Luning & Dieck 1990, Graham et al. 2007). Por lo tanto, su
distribucion podria ser continua hasta Bahia Magdalena, ya que se han registrado 16

lagunas costeras desde ensenada hasta Bahia Magdalena (Lankford 1977).

La capacidad de dispersion de O. bimaculoides sobre grandes distancias
pudiera estar influenciada negativamente por las caracteristicas de su ciclo de vida el
cual es relativamente corto (14 - 17 meses), presenta una baja fecundidad (centenas
de huevos) y tiene un desarrollo directo o benténico al eclosionar los juveniles (no
tienen fase paralarva o plancténica) (Forsythe & Hanlon 1988h). No obstante, al
eclosionar los juveniles se dispersan por rastreo o natacion, en lugar de depender
unicamente de la corrientes oceanicas (Sinn 2008). Adicionalmente, Thiel & Gutow
(2005) observaron 11 especies de cefalopodos a la deriva sobre madera o
macroalgas, incluyendo adultos de O. bimaculatus, O. micropyrsus, O. variabilis, O.
vulgaris y O. bimaculoides, lo que tiene ventajas como un medio de transporte pasivo

y almacenamiento de energia, incrementando su capacidad de dispersion.

Octopus bimaculatus fue evidente en ambas costas de la Peninsula,
principalmente desde Malarrimo (cerca de Punta Eugenia) hasta Las Barrancas
sobre la costa oeste, lo que extiende su rango de distribucion en esta region, el cual
era conocido desde California hasta Punta Eugenia (Ambrose 1988, 1990). Sin
embargo, su distribucion probablemente se extienda hasta Bahia Magdalena

(Dominguez-Contreras et al. 2013). Por otra parte, en el Golfo de California su
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distribucién fue restringida de Bahia de Los Angeles a Puerto Libertad subiendo
hasta Puerto Pefasco en el norte del Golfo de California, lo que sugiere que la
distribucién de O. bimaculatus quizas no sea continua a lo largo de la peninsula en el
Golfo de California, como se habia supuesto (San Felipe B.C. a La Paz B.C.S)
(Hochberg & Fields 1980, Ambrose 1990). Recientemente, un extenso muestro
realizado en el GC que incluia a La Paz, Loreto, Mulege y Santa Rosalia, no mostré
ningun pulpo con ocelos (Dominguez-Contreras, datos sin publicar), y por el
contrario, en estas localidades es mas frecuente observar a la especie O. hubbsorum
(Lépez-Uriarte et al. 2005).

Octopus bimaculatus, puede estar de diversos habitats (Kelp, Rocas, Arenas)
y tiende a permanecer siempre cerca de su madriguera o en la misma area (Ambrose
1982), tiene un ciclo de vida corto (15-24 meses) y una elevada fecundidad (>20,000
huevos), sin embargo presenta una fase planctonica después de la eclosion que
puede durar de 2 a 3 meses (Ambrose 1981) y la cual permitiria dispersarse grandes
distancias, incluso comunicarse con el norte del Golfo de California, como se ha visto
en otras especies como Panopea globosa, con una duracion larvaria de ~40 dias, en
donde el flujo genéticos es del norte del Golfo de California hacia Bahia Magdalena

(Munguia-Vega et al. 2015a).

Octopus hubbsorum también fue asignado a ambas costas de peninsula, en El
Conejo en la costa oeste, mientras que en el GC esta en Santa Rosalia, Isla San
Lorenzo, Bahia de Kino, Isla Tiburén y Puerto Libertad. Al respecto, O. hubbsorum
fue descrito por primera vez por Berry (1953) de un organismo colectado en Bahia
San Carlos en Sonora, México. Posteriormente se consideré que esta especie era
endémica del GC (Hendrickx et al. 2005). Sin embargo, Lépez-Uriarte et al. (2005)
ampliaron su rango de distribucién desde Bahia de los Angeles en el GC hasta
Salina Cruz en Oaxaca, y recientemente una poblacion bien establecida ha sido
reportada en Bahia Magdalena (Dominguez-Contreras et al. 2013) con una

distribucion potencial hasta las costas de Chile (Pliego-Cardenas et al. 2014).

Octopus hubbsorum al igual que O. bimaculatus, tiene preferencia sobre

habitat rocoso (con excepcion de los bosques de Kelp) (Lépez-Uriarte & Rios-Jara
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2010). Presenta un ciclo de vida relativamente corto de 12 a 18 meses, tiene una
elevada fecundidad que rebasa los 100,000 huevecillos, (Pliego-Cardenas et al.
2011), y su dispersion también se realiza por medio de paralarvas (Alejo-Plata &
Alejo 2014).

Aspectos Biogeograficos

Octopus bimaculatus y O. bimaculoides tienen una distribucion geografica muy
similar, pero el habitat y la forma de dispersion parecen ser muy distintas. Por otra
parte, O. bimaculatus y O. hubbsorum tienen ciclos de vida, dispersion y
aparentemente habitats muy similares, no obstante su distribucién geografica esta
bien delimitada en ambas costas de la peninsula, de manera similar con O.
bimaculoides. Estas caracteristicas podrian suponer que las especies O. bimaculatus
y O. bimaculoides podrian ser consideradas especies de regiones templadas,
mientras que O. hubbsorum seria una especie mas tropical. Las regiones
biogeograficas se describen frecuentemente basadas sobre el rango en el cual se
traslapan muchas especies y las fronteras entre estas regiones pueden derivan de
una discontinuidad histérica o de diferencias ambientales, tales como las diferencias

en la temperatura y salinidad (Riginos & Nachman 2001, Riginos et al. 2011).

Los principales limites de distribucion o bien donde se traslapan las especies
de pulpo fueron la region alrededor de Bahia Magdalena en la costa oeste de la
peninsula y Puerto Libertad en el Golfo de California. Al respecto, Bahia Magdalena
es el lugar donde la tasa de cambio de especies es mas elevada, ya que muchas de
las especies tropicales se extienden hacia el norte por una considerable distancia,
encontrando condiciones adecuadas en zonas someras, bahias protegidas e islotes,
mientras que muchas especies nortefias de aguas frias son encontradas dentro de la
influencia de zonas de surgencias alejadas de la costa (Briggs 1974, Briggs & Bowen
2012, Briggs et al. 2013). Por otra parte, Briggs (1974) menciond que la frontera
biogeografica dentro del Golfo de California puede ser hasta la costa de Guaymas en
Sonora para especies con una distribucion tropical, asi mismo se han determinado
tres regiones faunisticas: Norte (Bahia de Kino), Centro (Guaymas) y Sur del Golfo

de California (La Paz-Bahia de Banderas) (Hendrickx et al. 2005). Especificamente el
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Golfo de California tienen una zona de transicion con aguas calidas-tropicales en el
sur y aguas templadas-frias en la parte norte (Brusca 2010), aunque el Golfo de
California también ha sido considerado como una region templada-calida (Spalding et
al. 2007, Briggs & Bowen 2012).

Si bien existe el registro de la presencia de O. bimaculatus en las costas de
Oaxaca (Alejo-Plata et al. 2012), esta deberia de tomarse con precaucién, debido al
namero (3 juveniles, 15 paralarvas) y la calidad de muestras (muestras fijadas), asi
como la identificacion. En este sentido, es conocido que unos de los principales
problemas para diferenciar especies es la fijacion debido a la perdida de forma,
texturas y coloracion en octépodos (Norman & Hochberg 2005). También es sabido
que los juveniles y machos de O. bimaculatus y O. bimaculoides son dificiles de
diferenciar morfologicamente (Pickford & MacConnaughey 1949). De igual manera,
Alejo-Plata et al. (2012) concluyeron que O. bimaculatus tiene un “acentuado origen
tropical” basados en el trabajo filogenético de Perez-Losada et al. (2002b) el cual no
incluye a O. bimaculatus en el analisis, pero discuten el trabajo de Voight (1988) que
encontré semejanza fenotipica entre O. bimaculatus y O. maya, asi como con otras
especies. Aun asi se recomiendan analisis filogenéticos, ya que se han observado
otras especies oceladas alrededor del Istmo panamico en las costas de San
Salvador, Panama y Ecuador, que no han sido identificadas adecuadamente (Verrill
1883, Voight 1988, Ambrose 1990).

Conservacion

La pesqueria de pulpo en la costa oeste de la peninsula esta compuesta por
las tres especies y pudiera estar indirectamente regulada, ya que ésta se lleva a
cabo principalmente en zonas de concesidn de cooperativas pesqueras bien
organizadas, las cuales tienen objetivos de pesca especificos y con mucho mayor
valor comercial que el pulpo, como el abulén y la langosta, esta ultima traslapa su
temporada de pesca con el evento reproductivo del pulpo. Sin embargo, también
existen zonas como la Laguna de Guerrero Negro, donde aparentemente O.
bimaculoides se pesca todo el afo sin ningun tipo de restriccion, ni arte de pesca

especifico (incluyendo cloro) (Gonzalez-Meléndez 2012). Las zonas de transicion
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como la region alrededor de Bahia Magdalena también debe tener un mayor
enfoque, ya que en esta zona converge la distribucion de las tres especies, si bien se
sabe por comentarios de pescadores que la especies mas capturada es el pulpo
verde (O. hubbsorum ~80%), no existe un estudio que haya evaluado la composicién

pesquera real de cada una de las especies (Dominguez-Contreras et al. 2013).

Un analisis de la distribucion espacial de las pesquerias en el norte del Golfo
de California, mostré que en la region de la grandes islas pueden traslaparse hasta 5
comunidades pesqueras en busca del recurso pulpo al mismo tiempo,
desconociendo si su composicion especifica era O. bimaculatus u O. hubbsorum
(Moreno-Baez et al. 2012). En este sentido, el presente estudio muestra que ambas
especies estan delimitadas, encontrando a O. bimaculatus justo al norte de Isla
tiburén, mientras que O. hubbsorum esta mas asociado a la region de las grandes
islas. La importancia de conocer la distribucion y las especies que estan siendo
explotadas tiene un efecto significativo sobre su manejo y conservacién. De lo
contrario, habria sobreestimaciones de captura para la mayoria de las especies
deseables, y simultdneamente un sub-registro o no registro de captura para las
especies menos deseables y que potencialmente no estan siendo administradas
(Marko et al. 2004).
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Capitulo Ill: Conectividad y genética poblacional de

especies de pulpo

Conectividad genética de poblaciones de tres especies de

pulpo en el noroeste de México
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Introduccion

En la naturaleza, es comun observar conjuntos de organismos de la misma
especie en localidades diferentes, sin que la distribucion sea continua entre ellos.
Este arreglo discreto, también es conocido como una distribucion en “parches” y se
refiere a las poblaciones locales (Saenz-Agudelo et al. 2012). En el ambiente marino
este arreglo es muy frecuente y la comunicacion entre estos parches 6 “conectividad”
puede ser direccional o bidireccional; término que ha sido abordado por varios
autores que concuerdan principalmente en una palabra “intercambio” (Lopez-Duarte
et al. 2012, Treml et al. 2012).

La conectividad poblacional es el resultado de la dispersion de individuos
(Burgess et al. 2012), dicha dispersién en el ambiente marino se presenta en la
mayoria de peces e invertebrados durante los primeros estadios de su historia de
vida, y es comunmente llamada dispersién larval, la cual se asocia con el ambiente
pelagico (Cowen et al. 2000). Este parece ser el caso de los pulpos pues en general,
su ciclo de vida es corto 1 - 2 afios, por lo que largas migraciones como adultos no

forman parte de su estrategia (Rodhouse et al. 2014, Hofmeister et al. 2015).

Octopus bimaculatus y Octopus hubbsorum son especies merobentonicas es
decir, que durante su ciclo de vida presentan una fase de paralarva pelagica, la cual
en O. bimaculatus puede durar hasta 3 meses en la columna de agua antes de
asentarse (Ambrose 1990), pero en otras especies se ha registrado un periodo de
hasta 6 meses, lo que depende de diversos factores fisicos y ecoldgicos (Vidal et al.
2014). En contraste, existen las especies holobentonicas que suelen tener un
desarrollo directo es decir que no presentan paralarva y se van directamente al
bentos después del nacimiento como juveniles, como es el caso de O. bimaculoides
(Boyle & Rodhouse 2005, Sinn 2008, Vidal et al. 2014). Por lo tanto, se ha
mencionado que las especies merobentonicas tienen un mejor potencial de

dispersion que las holobentdnicas (Higgins et al. 2013).

La conectividad genética se refiere al grado en el cual el flujo de genes afecta
los procesos evolutivos en las poblaciones, este flujo puede ser contemporaneo o

historico y dependiendo de la estrategia de dispersion, en el ambiente marino
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comunmente es sobre una amplia escala espacial (Thomas & Bell 2013). Sobre este
punto se ha observado que Octopus vulgaris (merobentdnica) muestra estructura
genética a un escala regional (Cabranes et al. 2008), mientras que Octopus maya
(holobentdnica) tiene una estructura muchisimo mas débil a una escala local como

consecuencia de un menor alcance de dispersion (Juarez et al. 2010).

En el noroeste de México, O bimaculoides, O. bimaculatus y O. hubbsorum
son simpatricas alrededor de las regiones biogeograficas que delimitan su
distribucion. De acuerdo con reportes anteriores y a lo derivado de esta
investigacion, se encontré6 que O. bimaculatus y O. bimaculoides estan presentes
desde California EUA hasta Bahia Magdalena México, donde comparten habitat con
O. hubbsorum. Mientras que en el Golfo de California estan, O. bimaculatus por

encima de las Grandes Islas y O. hubbsorum por debajo.

El patrén de distribucidn discontinuo de O. bimaculatus en la costa oeste de la
peninsula y en el norte del Golfo de California, pero no en el sur de la peninsula,
coincide con poblaciones de peces que han sido consideradas disyuntas, debido a
eventos de glaciacién y/o el cierre de canales marinos (“seaways”) (Terry et al. 2000,
Bernardi & Lape 2005). No obstante, especies con distribucién similar también han
mostrado tener flujo de genes o conectividad genética reciente por medio de

dispersion larval (Bernardi et al. 2003, Munguia-Vega et al. 2015a).

Ambas costas de la peninsula de Baja California, tienen caracteristicas fisicas
propias, por la parte occidental se encuentra el Sistema de la Corriente de California,
el cual tiene dos componentes: 1) la Corriente de California que es un sistema de
surgencias, con una direccidon superficial (0 a 200 m de profundidad) hacia ecuador,
de origen sub-artico y relativamente fria, de baja salinidad y bien oxigenada, y 2) la
Contracorriente de California con direccion hacia el polo norte, que debido a su
origen en el sur es rica en nutrientes, con elevada salinidad y pobre en oxigeno
(Durazo 2015). Mientras que en el Golfo de California, la circulacion oceanica esta
bien documentada por la presencia de giros con cambios en la direccién de la
corriente entre estaciones; siguiendo una direccion ciclénica (contrario al reloj)

durante el verano, la cual introduce agua al Golfo de California sobre su costa
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oriental del Golfo de California, mientras que en invierno esta el giro es anticiclénico
(en el sentido del reloj) el cual saca agua, sobre la costa de la peninsula de Baja
California (Lavin & Marinone 2003, Marinone 2003, Marinone et al. 2008, Marinone et
al. 2011, Marinone 2012)

Sobre este escenario oceanografico y la historia de vida de cada una de las
especies en el noroeste de México, se espera que las poblaciones puedan mantener
una conectividad entre ellas. En este sentido, el conocimiento de la historia de vida
en conjunto con las capacidades de dispersion son esenciales para el manejo de las
especies, tales como el disefo efectivo de reservas marinas y pesquerias
sustentables (Pineda 2000, Cowen 2002, Becker et al. 2007). Estudios
multidisciplinarios recientes en el Golfo de California correlacionan herramientas
genéticas y modelacion oceanografica (como una aproximacion para la dispersion y
la conectividad), que han ubicado estructura poblacional significativa, direccion de las
migraciones, asi como poblaciones fuentes y sumidero. Esta informacion esta
ayudando a reestructurar planes de manejo y conservacion adecuados, para
especies de importancia comercial, o bajo una proteccion especial (Marinone et al.
2008, Cudney-Bueno et al. 2009, Munguia-Vega et al. 2010, Moreno-Baez et al.
2012, Soria et al. 2012, Munguia-Vega et al. 2014, Jackson et al. 2015, Munguia-
Vega et al. 2015a)

El recurso pulpo, Octopus sp., como es identificado por las agencias
encargadas de evaluar su aprovechamiento, tiene capturas basicamente en todos los
estados del Pacifico mexicano. Los que tienen mas desembarcos son los estados
alrededor del Golfo de California (CONAPESCA 2014); especificamente en la zona
de las Grandes Islas y al norte de estas donde la pesca ocurre todo el afio, con
traslape de zonas de captura y donde interactuan en promedio de 3 a 5 comunidades

de pescadores (Moreno-Baez et al. 2012).

El presente estudio tiene como objetivo conocer la diversidad y conectividad
genética entre las poblaciones de cada una de las especies de pulpo que componen

la pesqueria en el noroeste de México, calculando variabilidad genética, estructura
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genética o diferenciacion genética, tasas de migracion recientes, parentesco, y

cuellos de botella recientes, utilizando marcadores polimérficos microsatélites.

Material y métodos
Obtencion de muestras y de ADN Gendmico

Se extrajo el ADN gendmico de 299 muestras de tejido muscular proveniente
de 18 localidades y tres especies de pulpo: Octopus bimaculatus (n = 152, 9
localidades) Octopus bimaculoides (n = 32, 3 localidades) y Octopus hubbsorum (n =
115, 6 localidades). EI ADN fue extraido con ayuda de un kit DNeasy blood and
tissue (QIAGEN, Valencia, CA, USA), de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.

Todas las muestras (incluye las 3 especies), fueron probadas con 15 loci
microsatélites disefiados para la especie O. bimaculatus como resultado del trabajo
correspondiente al capitulo | de este trabajo (Dominguez-Contreras et al. 2014),
siguiendo las mismas especificaciones. Adicionalmente, se disefid un método
POOLPLEX con ayuda del programa MULTIPLEX Manager 1.0 (Holleley & Geerts
2009). ElI método poolplex a diferencia de multiplex convencional, no mezcla
cebadores antes de correr el PCR, sino utiliza los productos de PCR y los mezcla de
acuerdo al tamano de fragmentos y el marcador etiquetado con flourescencia (NED,
PET, VIC y 6 FAM) mas la secuencia universal M13 (Schuelke 2000) (Fig. 11). Este

método POOLPLEX ahorra tiempo de laboratorio y reduce costos significativamente.
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100 pb 150 pb 200 pb 400 pb

A Ocbi- 50

Ocbi- 35 Ocbi- 16
Ocbi- 15
B Ocbi- 41 Ocbi- 40
Ocbi- 48
Ocbi- 39 Ocbi- 32
C Ocbhi- 47
Ocbi- 25

Figura 11. Arreglo POOLPLEX disefiado en Multiplex para 15 loci microsatélites cargados con el primer
universal M-13 y etiquetas flourescentes.

Posteriormente las muestras se llevaron para un analisis de fragmentos en el
secuenciador Applied Biosystem 3730XL DNA Analyzer de la University of Arizonza
Genetics Core (UAGC). Una vez que todas las muestras fueron secuenciadas se
procedio a realizar el siguiente conjunto de analisis para las tres especies de pulpo.

por separado.

Agrupamiento de alelos por locus-poblacion

Se obtuvo el genotipo de todas las muestras con ayuda del programa
GeneMarker V.2.6.0. (SoftGenetics). Después de evaluar los genotipos, O.
hubbsorum fue la Unica especie que mostré6 mas errores, por lo que se usaron

unicamente 7 loci microsatélites para los analisis posteriores.
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Debido a que el método genotipico asume colinearidad entre la longitud de los
alelos identificados, es necesario que estos sean agrupados adecuadamente para
evitar errores en los siguientes analisis. Por lo tanto, el agrupamiento se realiz6
utilizando la frecuencia de los alelos por cada individuo de cada poblacién y cada
locus, utilizando intervalos de confianza basados en el error estdandar de una
distribucion de frecuencias para todas las muestra por locus; el analisis se realizé en

un programa macro para Excel, FLEXIBIN (Amos et al. 2007).
Analisis microsatélites

La diversidad alélica (numero de alelos, numero de alelos efectivos, numero
de alelos privados), la heterocigosidad observada y esperada, asi como las
desviaciones de Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) se calcularon con el programa
para Excel GenAlex (Peakall & Smouse 2012). HWE fue corroborado utilizando
Cadenas de Markov con 10,000 dememorizaciones (proceso independiente de un
proceso anterior), un muestreo de 100 conjuntos (Batch) y 10,000 iteraciones
(repeticiones) por batch con ayuda del programa en linea GENEPOP (Raymond &
Rousset 1995).

Adicionalmente, se realizé un analisis de rarefaccion por tamafos de muestra
utilizando el programa HP-RARE (Kalinowski 2005), con la finalidad de estandarizar
la diversidad alélica (riqueza alélica-numero de alelos efectivos y riqueza de alelos
privados-numero de alelos privados) ya que GenAlex no considera el tamafio de

muestra cuando estima la diversidad (excepto para los alelos efectivos).

Se estim6 la frecuencia de alelos nulos por locus utilizando todas las
poblaciones de cada especie con ayuda del programa MICRO-CHECKER (Van
Oosterhout et al. 2004) para identificar loci que presentaran alelos nulos. Para
evaluar si la frecuencia de los alelos nulos por locus por poblacion era considerable
se calculd la frecuencia de alelos nulos por locus/poblacion utilizando el método de

Maxima Expectativa implementado en programa FREENA (Chapuis & Estoup 2007).
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Diferenciacién genética de poblaciones

Se evalué la diferenciacion genética poblacional pareada por medio de valores
de Fst y el estimador D (D est o Jost'D) (Jost 2008) con ayuda del programa
GENODIVE 2.0b24 (Meirmans & Van Tienderen 2004). Jost (2008) menciona que
cuando se utilizan marcadores que presentan un elevado polimorfismo, como los
microsatélites, el numero de alelos tiende a incrementarse, reflejando un incremento
también en la heterocigosidad esperada y por lo tanto, los valores de Fst tienden a
acercarse a cero (es decir a la no diferenciacion o bien subestimar la estructura de
las poblaciones). Por otra parte Jost’ D utiliza la frecuencia alélica, especificamente
el numero de alelos efectivos de la poblacién, y es una representacién de la
estructura actual de las poblaciones por que lleva mas tiempo alcanzar un equilibrio
(Jost 2009). Los valores de significancia (0.05) para Fst fueron corregidos utilizando

la correccién de Bonferroni para pruebas multiples (Rice 1989).
Efecto de los alelos nulos sobre la diferenciacion poblacional

Adicionalmente se evalud el efecto de la frecuencia de alelos nulos sobre los
valores de diferenciacion poblacional Fst a nivel global y pareado. En este sentido, se
ha considerado que la presencia de alelos nulos en analisis de diferenciacion pueden
sobrestimar los valores de Fst (Chapuis & Estoup 2007). La evaluacién se realizo
calculando los valores de Fst globales y pareados, con y sin presencia de alelos
nulos, con ayuda del programa FREENA utilizando el método de Maxima Expectativa

implementado en el mismo programa (Chapuis & Estoup 2007).

La diferencia genética observada dentro y entre las poblaciones, se calculd
con un analisis molecular de varianza (AMOVA) implementado en GenAlex (Peakall
& Smouse 2012)

Andlisis de agrupacion bayesiana (STRUCTURE)

Se realizdé un analisis bayesiano en STRUCTURE version 2.3.4 (Pritchard et
al. 2000) para agrupar o formar cluster de las muestras con base en el genotipo de

los microsatélites (de cada muestra). En el programa se corrieron dos modelos
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(“libre” y “semi-conservativo”). Ambos modelos usaron el parametro no-aditivo o non-
admixture (es decir que los individuos son discretamente de una poblacién o de otra),
este parametro de ancestria es apropiado para analizar poblaciones discretas y es
mas poderoso que el Aditivo o Admixture para detectar subestructura (la probabilidad
posterior de que un individuo i provenga de una poblacion j). Los modelos fueron
efectuados con una frecuencia de alélica correlacionada entre poblaciones (es decir
que la frecuencia entre las poblaciones probablemente sea similar) (Falush et al.
2003). El modelo “libre” corrié con las condiciones por defecto del programa (No-
aditivo y frecuencia alélica correlacionada), mientras que al modelo “semi-
conservativo” unicamente se le agregé el parametro LOCPRIOR (asiste al modelo
con informacion previa de las localidades que seran agrupadas y es utilizado cuando
la sefal de estructura es relativamente débil) (Pritchard et al. 2000, Falush et al.
2003). Los parametros de muestreo bayesiano para los dos modelos fueron los
siguientes: la longitud de datos descartados fue de 1.000,000, con un numero de
repeticiones de Cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC) después de los datos
descartados fue de 2,000,000 y 10 iteraciones por K (K= poblaciones) y una K
asumida de acuerdo con las especies, O. bimaculatus 9 poblaciones, O.

bimaculoides 3 poblaciones y O. hubbsorum 6 poblaciones.

Tasas recientes de migracion dirigida (BAYESASS)

Se estimaron tasas de migracién reciente entre las poblaciones utilizando
MCMC en un estimador bayesiano implementado en el programa BAYESASS 3.0.3.
(Wilson & Rannala 2003). Los parametros fueron un burn-in (son los primeros datos
desechados con la finalidad de que las cadenas comiencen a estabilizarse o bien a
convergir) de 10,000,000 pasos, de un total de 100,000,000 iteraciones y una
frecuencia de muestreo cada 10,000 iteraciones. El modelo de mezcla para las
MCMC utiliz6 parametros continuos como frecuencia alélica, coeficiente de
endogamia y tasas de migracién (-a, -f y —m), el valor de cada parametro fue

particular para cada especie, hasta que las cadenas mezclaran bien la cual ocurre
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cuando la tasa de aceptacion para cada uno de los parametro este entre 20% y 60%
(Wilson & Rannala 2003).

Andlisis de parentesco promedio por poblacion (RELATEDNESS)

Se estimd el parentesco promedio (RELATEDNESS) para cada una de las
poblaciones a partir matrices pareadas de cada muestra, utilizando la frecuencia
alélica de acuerdo al estimador promedio (r) descrito por Queller & Goodnight (1989)
e implementado en GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse 2012). El calculo se realizé con
9999 permutaciones para evaluar la significancia y con 10,000 bootstraps para

establecer intervalos de confianza al 95% alrededor de los valores del estimador (r).

Cuellos de botella recientes (BOTTLENECK)

Se estimaron cuellos de botella recientes (entre 2 y 4 generaciones atras) para
cada poblacion por cada locus, calculando la heterocigosidad esperada obtenida del
numero de alelos observados, para un tamafo de muestra determinado. La
distribucion de heterocigosidad es obtenida a través de un proceso de simulacion de
coalescencia de n genes bajo cada posible modelo de mutacién alelos infinitos (IAM)
y gradual (SMM) para evaluar si existe un exceso o déficit de heterocigosidad en
cada locus. La distribucién fue evaluada (para IAM y SMM) utilizando tres pruebas
estadisticas, Prueba de Significancia, Desviacion Estandarizada de Heterocigosidad
y Prueba de Rangos de Wilcoxon. También se realizé un analisis con el modelo de
mutacion de dos pasos (TPM) el cual utiliza ambos modelos de mutaciéon (SMM en
mayor proporcién que IAM), ya que los microsatélites pueden seguir ambos modelos.
Sin embargo, la mayoria siguen el modelo SMM, por lo que se agregé una
probabilidad de 95% para este modelo y un 5% para IAM (Di Rienzo et al. 1994). Se
utilizaron las mismas pruebas de significancia bajo 10,000 réplicas y el calculo

completo se realizé en el programa BOTTLENECK (Piry et al. 1999).
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Resultados
Octopus bimaculatus

Anédlisis de Microsatélites

Se genotipificaron 152 muestras de Octopus bimaculatus utilizando 15 loci
microsatélites de los cuales, se obtuvo una proporcién de datos faltantes del 3% para
muestras y para loci; es decir, dos muestras no mostraron genotipos y menos de un

locus no funciondé adecuadamente.

La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg, después de la correccién de
Bonferroni, sugiere una desviacion significativa (P < 0.00037) en 1 de 135
combinaciones unicas Loci/poblacion; la combinacion significativamente diferente fue
el locus 15 de la poblacion de Puerto Refugio (P= 0.00008). Los loci Ocbi-50 y Ocbi-
46 resultaron ser monomoérficos para dos poblaciones San Luis Gonzaga y Puerto
Lobos, respectivamente. EI numero promedio de alelos nulos fue relativamente bajo
0.022 (Rango 0 - 0.255), siendo el locus Ocbi39 el que presento el valor mas elevado

de la poblacién de Bahia de los Angeles (Apéndice D).
Diversidad genética

En general, todos los loci fueron polimorficos (6 - 12 alelos). EI numero de
alelos promedio fue de 9.63 £ 0.306, siendo Malarrimo, Puerto Pefiasco, Isla Smith y
Puerto Refugio las localidades con mayor numero de alelos (> 10). Mientras que los
valores mas bajos los presentaron La Bocana y Las Barrancas con 6 y 6.4 alelos,

respectivamente (Tabla I).

El numero de alelos esperado o efectivo fue en promedio de 6.75 + 0.209. El
numero de alelos efectivos tuvo el mismo comportamiento que el numero de alelos,
siendo Malarrimo, Puerto Pefiasco, Isla Smith y Puerto Refugio las localidades con
mayor numero de alelos (> 7). Mientras que los valores mas bajos los presentaron La

Bocana y Las Barrancas con 4.93 y 5.42 alelos (Tabla VIII).

El numero promedio de alelos privados (los que no se comparten con otras

poblaciones) fue de 0.25 £+ 0.085. La localidad con mayor numero de alelos privados
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fue Isla Smith (0.73), seguida de Malarrimo (0.53), Las Barrancas y Puerto Pefasco
(0.33). Puerto Lobos y La Bocana no presentaron alelos privados (Tabla 1). Sin
embargo, tanto el numero de alelos efectivos como el numero de alelos privados son
sensibles al tamafio de muestra, por lo que es necesario realizar un analisis de

rarefaccion por tamano de muestra.

Tabla VIII. Diversidad genética de Octopus bimaculatus en la costa oeste de la peninsula y Golfo de
California, utilizando 15 loci microsatélites e Incluyendo el tamafio de muestra (N), nimero de alelos (Na),
nimero de alelos efectivos (Ne), alelos privados (AP), heterocigosidad Observada (Ho) y esperada (He).
(Media £ Error Estandar)

Poblacion N Na Ne AP Ho He

Malarrimo 32 12.67+1.094 7.76+0.762 0.53+0.192 0.821+0.041 0.83+0.038
La Bocana 6.00+0.338 4.93+0.346 0.00+0.000 0.93+0.037 0.78+0.017
Las Barrancas 6.40+0.388 5.42+0.415 0.33+0.187 0.76+0.060 0.78 +0.034
Puerto Pefiasco 32 12.87+0.729 8.47x0.766 0.33+0.159 0.87+0.032 0.85+0.032
San Luis Gonzaga 8 7.47 £0.608 5.80+0.531 0.07+0.067 0.83+0.073 0.77 £0.056
Isla Smith 25 12.80+£0.922 8.39+0.721 0.73+£0.206 0.88+0.029 0.85+0.030
Bahia de los Angeles 14 9.80+0.545 7.02+0.564 0.07+0.067 0.77+0.054 0.83+0.033
Puerto Refugio 17 10.60£0.755 7.13+0.566 0.20+0.107 0.75+0.058 0.82 +0.040
Puerto Lobos 14 8.07+0.796 5.83+0.601 0.00+0.000 0.76+0.070 0.77 £0.058
Total 152 9.63+0.306 6.75+0.209 0.25+0.085 0.82+0.018 0.81+0.013

El analisis de rarefaccién por tamano de muestra en HP-RARE, mostré que
para corregir la diversidad genética el tamafio minimo de genes fue de 8. La riqueza
alélica promedio de O. bimaculatus en 9 poblaciones fue de 5.39 £ 0.049 (Tabla IX),
el cual fue menor al observado en la Tabla | (Ne = 6.75). La mayor diversidad de
alelos se observo en Las Barrancas (5.69) e Isla Smith (5.6), lo cual difirié del orden
observado en la Tabla VIIl. Por otra parte, la riqueza de alelos privados (RAP) tiene
en promedio 0.32 + 0.037; siendo Isla Smith la que mostré el mayor numero (0.53),
seguido de Las Barrancas (0.45) y de Malarrimo (0.37) (Tabla Il) y a diferencia de la
Tabla VIII se observaron valores en las poblaciones de La Bocana (0.37) y Puerto
Lobos (0.31). Bahia de Los Angeles y Puerto Refugio tuvieron el menor nimero de
alelos privados (0.23) (Tabla 1X).
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Tabla IX. Riqueza alélica (RA) y riqueza de alelos privados (RAP) después de la correccién de rarefaccion
por tamafio de muestra en poblaciones de Octopus bimaculatus, considerando un minimo de 8 genes
paratodas las poblaciones. (Media + Error Estandar)

Poblacién Riqueza Alélica Riqueza Alelos Privados
Malarrimo 5.33+0.265 0.37£0.109
La Bocana 5.35+0.253 0.25+0.101
Las Barrancas 5.69 +0.297 0.45 +£0.159
Puerto Pefiasco 5.52+0.250 0.32 £ 0.060
San Luis Gonzaga 5.21 £0.345 0.24 £0.130
Isla Smith 5.60 £ 0.229 0.53+0.128
Bahia de los Angeles 5.43+0.233 0.23+0.058
Puerto Refugio 5.35+0.273 0.23 £0.063
Puerto Lobos 5.06 +0.393 0.31+0.078
Total 5.39 +0.049 0.32 +£0.037

La heterocigosidad promedio observada fue 0.82 £ 0.018 (rango 0.75 - 0.93),
mientras que la esperada fue muy similar 0.81 += 0.013 (rango 0.77 - 0.85).
Solamente en 3 poblaciones la heterocigosidad observada fue ligeramente mayor a
la esperada (Puerto Penasco, San Luis Gonzaga e Isla Smith), La Bocana mostré
una mayor heterocigosidad observada a la esperada (Ho = 0.93 vs He = 0.78). Las
demas poblaciones tuvieron heterocigosidades observadas ligeramente debajo de

las esperadas (Tabla VIII).

Diferencia genética entre poblaciones
Efecto de los alelos nulos en la diferenciacion genética

Los valores globales de Fst utilizando y no utilizando el logaritmo de ENA
fueron muy similares (Fst = 0.046 vs Fst = 0.046, respectivamente) lo que significa
que los alelos nulos no tuvieron efecto significativo; por lo tanto, no sobreestima los
valores de diferenciacion poblacional (se pueden utilizar todos los loci), de igual

manera se observo en valores pareados de Fst por poblacion (Tabla X).

Tabla X. Diferenciacién genética de poblaciones de Octopus bimaculatus en la costa oeste de la
peninsula (area gris) y el Golfo de California (area azul). Los valores de Fst por debajo de la diagonal no
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consideran los alelos nulos (logaritmo de ENA), los valores arriba de la diagonal consideran los alelos
nulos.

La Las Puerto San Luis Isla Bahia de Puerto Puerto
Malarrimo Bocana Barrancas Pefasco Gonzaga Smith Los Angeles Refugio Lobos
Malarrimo 0.042 0.021 0.027 0.038 0.057 0.063 0.063 0.021
La Bocana 0.040 0.017 0.045 0.037 0.056 0.058 0.029 0.021
Las Barrancas 0.023 0.015 0.025 0.021 0.057 0.054 0.062 0.017
Puerto Pefiasco 0.026 0.044 0.027 0.032 0.056 0.049 0.056 0.025
San Luis Gonzaga 0.038 0.036 0.021 0.034 0.072 0.076 0.076 0.034
Isla Smith 0.056 0.056 0.059 0.055 0.073 0.020 0.062 0.043
Bahia de Los Angeles 0.063 0.053 0.052 0.049 0.072 0.020 0.058 0.052
Puerto Refugio 0.067 0.024 0.062 0.060 0.076 0.067 0.061 0.053
Puerto Lobos 0.018 0.019 0.014 0.022 0.029 0.045 0.051 0.057

Diferenciacion de poblaciones de Octopus bimaculatus

Los valores pareados de Fst se mantuvieron entre 0.014 y 0.076, mientras que
las estimaciones de Jost' D variaron de 0.096 a 0.457 (Tabla Xl). Todas las
poblaciones fueron diferentes incluso después de la correcciéon de Bonferroni (P =
0.0014), excepto por Las Barrancas y La Bocana entre ellas y con algunas

poblaciones del Golfo de California.

Las Barrancas no fue diferente de Malarrimo (Fst = 0.023, P = 0.008; Jost’ D =
0.127), La Bocana (Fst = 0.015, P = 0.153; Jost’ D = 0.111), San Luis Gonzaga (Fst =
0.020, P = 0.052; Jost’ D = 0.108) y Puerto Lobos (Fst = 0.014, P = 0.153; Jost' D =
0.096); y la poblacion de La Bocana no fue diferente de San Luis Gonzaga (Fst =
0.036, P = 0.004; Jost’ D = 0.205), Puerto Refugio (Fst = 0.025, P = 0.005; Jost’ D =
0.181) y Puerto Lobos (Fst = 0.018, P = 0.097; Jost’ D = 0.137) (Tabla XIl).

La poblacién de Malarrimo fue diferente de la poblacion de La Bocana en la
costa occidental de la peninsula, (Fst = 0.041, Jost' D = 0.265) y tuvo una elevada
estructura con todas las poblaciones en el Golfo de California, siendo mayor con Isla
Smith (Fst = 0.059, Jost’ D = 0.382), Bahia de Los Angeles (Fst = 0.064, Jost D =
0.395) y Puerto Refugio (Fst = 0.070, Jost’ D = 0.416) (Tabla XI).

En el Golfo de California se observé una elevada diferenciacion genética con
un promedio Fst = 0.046 (rango 0.013 - 0.076) y Jost’ D = 0.331 (rango 0.130 -

7



0.457). Esto sugiere una estructura poblacional en el norte del Golfo de California
(Tabla XI).

La poblacion de San Luis Gonzaga mostré6 mayor diferencia genética con Isla
Smith (Fst = 0.073, Jost’ D = 0.448), Bahia de Los Angeles (Fst = 0.071, Jost D =
0.422) y Puerto Refugio (Fst = 0.077, Jost’' D = 0.438) y una menor diferencia con
Puerto Penasco (Fst = 0.034, Jost’ D = 0.192). Las combinaciones de Puerto
Pefiasco, Puerto Refugio, Isla Smith y Bahia de Los Angeles también presentaron

altos niveles de diferenciacion poblacional (Tabla XI).

La poblacion de Puerto Lobos presentd un nivel de diferenciacion poblacional
mas bajo dentro del Golfo de California pero significativo; sin embargo, su nivel de
estructuracién fue aun mas bajo con las poblaciones de costa oeste de la peninsula
(Tabla XI).

Tabla XI. Diferenciacion genética entre poblaciones de Octopus bimaculatus en la costa oeste de la
peninsula (area gris) y Golfo de California (area azul). Valores de Fst arriba de la diagonal y valores de
Jost’ D debajo de la diagonal. Los valores en negritas representan no diferencia significativa después de

la correccion de Bonferroni (P = 0.0014)

La Las Puerto San Luis Isla  Bahiadelos Puerto Puerto
Malarrimo  Bocana Barrancas Pefiasco  Gonzaga  Smith Angeles Refugio Lobos
Malarrimo 0.041 0.023 0.026 0.038 0.059 0.064 0.070  0.021
La Bocana 0.265 0.015 0.045 0.036 0.057 0.053 0.025 0.018
Las Barrancas 0.127 0.111 0.028 0.020 0.058 0.050 0.062 0.014
Puerto Pefiasco 0.160 0.313 0.165 0.034 0.056 0.049 0.062  0.026
San Luis Gonzaga 0.206 0.205 0.108 0.192 0.073 0.071 0.077  0.032
Isla Smith 0.382 0.419 0.416 0.385 0.448 0.020 0.069  0.046
Bahia de los Angeles 0.395 0.384 0.358 0.320 0.422 0.130 0.062  0.050
Puerto Refugio 0.416 0.181 0.422 0.389 0.438 0.458 0.391 0.055
Puerto Lobos 0.125 0.137 0.096 0.173 0.181 0.326 0.347 0.368
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El Andlisis Varianza de Molecular (AMOVA) indic6é un 6% de variacién en la
frecuencia de alelos entre poblaciones (P= 0.001). El 94% correspondio la variacion
entre individuos (P=0.001) (Tabla XII).

Tabla XII. Anélisis molecular de varianza para poblaciones de Octopus bimaculatus en la costa oeste de la
peninsula y el Golfo de California.

Fuente Varianza Estadistico Valor Suma Cuadrado Varianza
Variacién (%) F F &l cuadrados Medio Estimada P
Entre poblaciones 6 Fst 0.062 8 162.153 20.269 0.419 0.001
Entre individuos 5 Fis 0.052 143 962.330 6.730 0.335 0.001
Dentro individuos 89 Fit 0.111 152 921.000 6.059 6.059 0.001
Total 100 303 2045.484 6.814

Analisis bayesiano de estructura poblacional (STRUCTURE).

El analisis del modelo libre (parametros por defecto del programa) indicé que
el mejor agrupamiento o Best K identific6 dos poblaciones principalmente; sin
embargo, también mostré un segundo agrupamiento de menor intensidad en K = 5
(Fig. 12 A). Este ultimo resulté ser el mejor ajuste de K (Best K) cuando se utilizé el
modelo semi-conservativo que integraba las localidades de muestreo (LocPrior) (Fig.
12 B).

A B
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Figura 12. Asignacidén de grupos (cluster) obtenidos de STRUCTURE e identificados por medio de
CLUMPAK para determinar el delta K, Best K o mejor poblacién. A) utilizando el modelo libre y B)
utilizando el un modelo semi-conservativo (LocPrior).
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Cuando K = 2 en el modelo libre, se indica que existen dos poblaciones y que
de acuerdo a la Figura 2 A, estas se encuentran mezcladas tanto en la costa
occidental de la peninsula como en el Golfo de California. Sin embargo, es mayor en
el Golfo de California, principalmente en Isla Smith donde los organismos
presentaron mas de un 90% de afinidad a una poblacion, mientras que en Puerto

Refugio tuvo mayor (> 80%) afinidad a una poblacién distinta.

Cuando se utiliz6 el modelo semi-conservativo, el cual integra a las
localidades de muestreo en el analisis de cluster, el método de Evanno et al. (2005)
identifico un delta K de 5 poblaciones como el mejor agrupamiento (Figs. 12y 13 B).
El analisis mostré una fuerte estructura logrando separar las poblaciones de
Malarrimo, Puerto Pefiasco, San Luis Gonzaga e Isla Smith, asi como la poblacion
de Puerto Refugio en un 70%. Las poblaciones de La Bocana y Las Barrancas estan
constituidas en su mayoria por genotipos con mayor frecuencia del Golfo de
California. Bahia de Los Angeles tiene una estructura compuesta por genotipos
presentes en Puerto Pefasco e Isla Smith. Por otra parte Puerto Lobos tuvo una
estructura compuesta en su mayoria por genotipos presentes en el Golfo de
California y en menor grado de la costa occidental de la peninsula, principalmente
Malarrimo (Fig. 13 B).

K=2 10/10, Mean(LnProb) = -11091.740, Mean(similarity score) = 0.991

K=5 10/10, Mean(LnProb) = -10748.090, Mean(similarity score) = 0.903

Malarrimo

La Bocana
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San Luis
Gonzaga

Isla Smith

Bahia de
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Puerto Refugio
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Figura 13. Andlisis de estructura poblacional para Octopus bimaculatus en el noroeste de México. A)
Indica dos poblaciones (K=2) obtenida del modelo libre, y B) indica 5 poblaciones (K = 5) obtenida del
modelo semi-conservativo.
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Tasas de migracion direccional por generacion (BAYESASS)

La tasa de migracion siempre fue mayor dentro de cada poblacion (68% -
87%). De manera general, se puede observar una red de conectividad entre todas
las poblaciones, las cuales que comparten una tasa de migracién de entre 1% y 4%

por generacion (Tabla XIllI).

De entre las poblaciones que se distribuyen en la costa occidental de la
peninsula, Malarrimo tiene una tasa de migracion del 7% para Las Barrancas, y un
6% y 10% hacia las poblaciones de Puerto Pefiasco y Puerto Lobos en el Golfo de
California. De manera inversa, la tasa maxima de migracion de Puerto Refugio fue
del 10% hacia San Luis Gonzaga y hacia La Bocana en la costa occidental de la
peninsula (Tabla XIII, Fig. 14).

De las nueve poblaciones, Puerto Pefiasco fue la que menor inmigracion
recibid, pero fue la que mas exportd hacia todas las poblaciones. Dentro del Golfo de
California suministré larvas en un 23% y 21% hacia Isla Smith y Bahia de los Angeles
respectivamente, y un 12% para Puerto Lobos. Asi mismo, tuvo emigrantes hacia la
costa occidental de la peninsula en un 11% para Malarrimo, 7% para La Bocana y

8% para Las Barrancas (Tabla XIlI, Fig. 14).

Tabla XllIl. Tasas de migracion direccional (+ error estandar) entre poblaciones de Octopus bimaculatus en
el noroeste de México obtenidas de BAYESASS.

Hacia:
Costa oeste de la peninsula Golfo de California

La Las Puerto San Luis Isla Ba[u'a de Los Puerto Puerto

De: Malarrimo Bocana Barrancas Pefiasco Gonzaga Smith Angeles Refugio Lobos
Malarrimo 0.83 (0.086) 0.02(0.022) 0.07 (0.046) 0.06 (0.061) 0.03(0.026) 0.02(0.024) 0.02(0.015) 0.01(0.014) 0.10 (0.065)
La Bocana 0.01(0.008) 0.69(0.023) 0.02(0.022) 0.01(0.008) 0.02(0.018) 0.01(0.010) 0.01(0.014) 0.01(0.012) 0.01(0.014)
Las Barrancas 0.01(0.008) 0.02(0.022) 0.69(0.023) 0.01(0.008) 0.02(0.019) 0.01(0.010) 0.01(0.014) 0.01(0.012) 0.01(0.014)
Puerto Pefiasco 0.11 (0.090) 0.07 (0.063) 0.08 (0.055) 0.87 (0.065) 0.09 (0.074) 0.23(0.036) 0.21(0.036) 0.09 (0.102) 0.12 (0.072)
San Luis Gonzaga 0.01(0.008) 0.02(0.022) 0.02(0.022) 0.01(0.008) 0.69(0.020) 0.01(0.010) 0.01(0.014) 0.01(0.013) 0.01(0.014)
Isla Smith 0.01(0.009) 0.02(0.023) 0.02(0.022) 0.01(0.010) 0.02(0.019) 0.69(0.021) 0.02(0.015) 0.01(0.012) 0.01(0.014)
Bahia de los Angeles 001 (0.008) 0.02(0.022) 0.02(0.022) 0.01(0.008) 0.02(0.018) 0.01(0.010) 0.68(0.015) 0.01(0.012) 0.01(0.014)
Puerto Refugio 0.01(0.013) 0.10(0.065) 0.04(0.033) 0.02(0.023) 0.10(0.069) 0.01(0.013) 0.02(0.019) 0.82(0.102) 0.03 (0.025)
Puerto Lobos 0.01(0.008) 0.02(0.022) 0.02(0.022) 0.01(0.008) 0.02(0.019) 0.01(0.010) 0.01(0.014) 0.01(0.012) 0.68 (0.014)
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Figura 14. Mapa de conectividad genética de O. bimaculatus calculado a partir de los datos de tasas de

migracion reciente BAYESASS.
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Parentesco (RELATEDNESS)

El analisis indica claramente que 8 de 9 poblaciones presentan niveles de
parentesco significativamente mas grande de lo esperado. Unicamente la poblacién
de Las Barrancas se mantuvo dentro de los limites de confianza y present6 el menor

parentesco (Fig. 15).
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Figura 15. Valores promedio de parentesco (r) pareado dentro de cada poblacion. Las barras de error son
los intervalos de confianza al 95%, determinados por re-muestreo de 1000 bootstraps. Los Limites de
confianza azul y rojo son intervalos de confianza de 95% sobre la hip6tesis nula de no diferencia o bien
no parentesco en las poblaciones, este intervalo se determino con 9999 permutaciones.

Cuellos de botella recientes (BOTTLENECK)

El analisis de exceso de heterocigosidad para determinar cuellos de botella
recientes (2 a 4 generaciones) indicé que La Bocana/Las Barrancas (se unieron
porque el programa no corria un numero de muestra bajo), San Luis Gonzaga y

Bahia de Los Angeles presentaron exceso de heterocigosidad (Tabla XIV).
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Tabla XIV. Andlisis de cuello de botella reciente para poblaciones de Octopus bimaculatus obtenido de
BOTTLENECK. La tabla muestra la poblacion, el tamafio de muestra (N), el nUmero de alelos (Na), la
heterocigosidad (He) y las pruebas de Significancia, desviacion estandarizada de heterocigosidad y de
Rangos de Wilcoxon.* desviacion (P < 0.08)

Significancia Desv. Est. Wilcoxon
Poblacion N No. alelos He P<0.08TPM P<0.08TPM P<0.08TPM
Malarrimo 32 12.67 0.846 0.111 0.164 0.738
LBO/LBR* 10 6.07 0.873 0.237 0.134 0.036*
Puerto Peiiasco 32 12.87 0.863 0.363 0.455 0.094
San Luis Gonzaga 8 7.47 0.823 0.277 0.183 0.077*
Isla Smith 25 12.87 0.872 0.575 0.370 0.300
Bahia de Los Angeles 14 9.8 0.858 0.198 0.457 0.060*
Puerto Refugio 17 10.6 0.847 0.433 0.476 0.402
Puerto Lobos 14 8.07 0.811 0.583 0.437 0.232

Octopus bimaculoides
Andlisis de Microsatélites

Se genotipificaron 32 muestras de O. bimaculoides, utilizando 15 loci
microsatélites, de los cuales se tuvo una proporcién de datos falta ntes del 2% para
muestras y para loci; es decir que 1 muestra no mostré genotipo y que menos de un

locus no funcion6é adecuadamente.

La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg, después de la correccion de
Bonferroni, sugiere una desviacion significativa (P < 0.00111) en 2 de 45
combinaciones unicas Loci/poblacion; las combinaciones significativamente
diferentes fueron Ocbi15 (P= 0.000003) y Ocbi39 (P = 0.0002) ambas para la
poblacién de Ejido Erendira. Los loci Ocbi17 y Ocbi46 resultaron ser monomorficos
para dos poblaciones Ejido Erendira y Bahia Magdalena (Apéndice E). EI numero
promedio de alelos nulos fue relativamente bajo 0.025 + 0.016 (Rango 0 - 0.282),
siendo el locus Ocbi47 el que presentara la mayor proporcién de alelos nulos para la

poblacién de San Quintin (Apéndice E).
Diversidad Genética

Los loci fueron polimdrficos en las tres poblaciones (4 - 6 alelos). El numero de

alelos promedio fue de 5.31 + 0.461. San Quintin fue la poblacion con mayor
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diversidad genética con un promedio de 6.47 + 0.878 numero de alelos, 4.48 +
0.708 alelos efectivos y 2.40 £ 0.779 alelos privados. Mientras que Bahia Magdalena
fue la de valores mas bajos (Tabla VIII). Este patron de diversidad alélica se
conservo incluso cuando se aplicé el analisis de rarefaccién (HP-RARE) de alelos por
numero de muestras (con 12 genes), donde San Quintin tuvo la mayor riqueza alélica

(5.189) y la mayor riqueza alélica privada (2.02) (Tabla XV).

La heterocigosidad promedio observada fue 0.69 £ 0.051 (rango 0.69 - 0.81),
mientras que la esperada fue muy similar 0.61 + 0.040 (rango 0.59 - 0.64). Ejido
Erendira y Bahia Magdalena mostraron una mayor heterocigosidad que la esperada
(Ho = 0.69 vs He = 0.59, y Ho = 0.81 vs He = 0.59, respectivamente) y San Quintin

se mantuvo por debajo (Tabla XV).

Tabla XV. Diversidad genética de Octopus bimaculoides en la costa oeste de peninsula, utilizando 15 loci
microsatélites e incluyendo el tamafio de muestra (N), nimero de alelos (Na), niumero de alelos efectivos
(Ne), alelos privados (AP), heterocigosidad Observada (Ho) y esperada (He). Correccion por Rarefaccién
de muestras con 12 genes, riqueza alélica (RA) y riqueza de alelos privados (RAP) (Media + Erro
Estandar).

Poblacion N Na Ne AP Ho He RA RAP

Ejido Erendira 14 5.60+0.872 3.70+0.558 1.73+0.547 0.69+0.092 0.59+0.075 4.22+0.562 1.45+0.399
San Quintin 10 6.47+0.878 4.48+0.708 2.40+0.779 0.58+0.077 0.64+0.068 5.18+0.616 2.02+0.533
B. Magdalena 8 3.87+0.477 3.15+0.369 0.53+0.291 0.81+0.089 0.59+0.067 3.68+0.425 0.72+0.318

Total 34 5.31+0.461 3.78£0.328 1.56 £0.539 0.69 £0.051 0.61+0.040 4.36+0.439 1.40+0.376

Diferencia genética entre poblaciones
Diferenciacion de poblaciones (Fst con y sin alelos nulos, Jost’ D).

Los valores de Fst, estimados con Genodive y FREENA fueron los mismos al
considerar alelos nulos. Cuando se aplicé el algoritmo de ENA para la correccién por
alelos nulos (evitar alelos nulos), los valores globales no mostraron una diferencia
significativa (con alelos nulos Fst = 0.181, sin alelos nulos Fst = 0.185), de igual
manera no existe evidencia del efecto de alelos nulos sobre la los valores de Fst
pareados (Tabla XVI).

El rango de valores pareados para Fst fue de 0.128 a 0.224, mientras que

para Jost’ D fue de 0.238 a 0.524. Todos los valores de Fst fueron significativos

85



(Bonferroni P = 0.014). Ambos métodos mostraron una fuerte diferenciacion genética
entre San Quintin y Ejido Erendira (Fst = 0.224, Jost D = 0.524), asi como con Bahia
Magdalena (Fst = 0.176, Jost D = 0.406). Bahia Magdalena y Ejido Erendira
mostraron la menor diferencia (Fst = 0.128, Jost D = 0.238) (Tabla XVI).

Tabla XVI. Diferenciacién genética de poblaciones de Octopus bimaculoides en la costa oeste de
peninsula. Los valores de Fst se muestran arriba de la diagonal. Los valores en negritas no consideran
alelos nulos (FREENA). Correccion de Bonferroni (P = 0.014). Los valores por debajo de la diagonal
pertenecen al estimador Jost’ D.

Ejido San Bahia
Erendira Quintin Magdalena
Ejido Erendira 0.224 0.128
0.228 0.127
San Quintin 0.524 0.176
0.180
Bahia Magdalena 0.238 0.406

El analisis de varianza molecular indica que el 83% de la varianza genética es
entre los individuos, mientras que el 17% de a varianza la representa el analisis
especifico entre poblaciones, lo que sugiere una fuerte estructura genética entre
poblaciones (P = 0.000) (Tabla XVII).

Tabla XVII. Analisis molecular de varianza para poblaciones de Octopus bimaculoides en la costa oeste de
la peninsula.

Fuente de Varianza Estadistico Valor Suma Cuadrado Varianza
Variacién % F F 8! cuadrados Medio  Estimada
Entre poblaciones 17 Fst 0.174 2 51.923 25.962 1.026 0.000
Entre individuos 0 Fis -0.041 29 135.264 4.664 0.000 0.915
Dentro individuos 83 Fit 0.140 32 162.000 5.063 5.063 0.000
Total 100 63 349.188 6.089

Andlisis bayesiano de estructura poblacional (STRUCTURE).

Ambos modelos, el libre y el semi-conservativo, indicaron que el mejor
agrupamiento de cluster (delta K) fue K = 2 (Tabla XVIII). Ambos modelos, muestran
que existen dos poblaciones (San Quintin y Bahia Magdalena) que son mas similares

entre si, que con respecto a Ejido Erendira (Fig. 16)
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Tabla XVIII. Estimacién de delta K (best k) utilizando el método de Evanno et al. (2005), para los modelos
libre y semi-conservativo.

Libre Reps Mean LnP(K)  StdevLnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| Delta K
K=1 10 -1670.03 0.3653 NA NA NA
K=2 10 -1748.32 541.6685 -78.29 331.37 0.611758
K=3 10 -1495.24 19.1498 253.08 NA NA

Semi-conservativo

K=1 10 -1669.62 0.7941 NA NA NA
K=2 10 -1564.98 2.6811 104.64 24.15 9.007405
K=3 10 -1484.49 3.4751 80.49 NA NA

K=2 10/10, Mean (LnProb) = -1564.980, Mean (similarity score) = 0.989

K=2 9/10, Mean (LnProb) = -1765.189, Mean (similarity score) = 0.929

Ejido Erendira Bahia San Quintin Bahia Magdalena

Figura 16. Analisis de estructura poblacional para Octopus bimaculoides en la costa oeste de la
peninsula. A) Indica dos poblaciones (K=2) obtenida del modelo libre, y B) indica 2 poblaciones (K = 2)
obtenida del modelo semi-conservativo.

Tasas de migracion direccional por generacién (BAYESASS)

Las tasas de migracién siempre fueron mayores dentro de cada poblacion
(90% - 96%). La tasa de migracion general, es decir entre tres localidades se
mantuvo entre un 2% y 3%. Sin embargo, se observo una direccionalidad mayor de
Bahia Magdalena hacia San Quintin (7%) (Tabla XIX, Fig. 17).
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Tabla XIX. Tasas de migracion direccional entre poblaciones de Octopus bimaculoides (error estandar)
obtenidas de BAYESASS. En negritas se muestra la tasa migracién intrinseca por poblacién. En gris se
muestra valores mas elevados entre poblaciones.

De: Hacia:

Ejido Erendira San Quintin  Bahia Magdalena
Ejido Erendira 0.96 (0.026) 0.03 (0.024) 0.03 (0.029)
San Quintin 0.02 (0.018) 0.90 (0.041) 0.03 (0.028)
Bahia Magdalena 0.02 (0.020) 0.07 (0.038) 0.94 (0.038)
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Figura 17. Mapa de conectividad genética de O. bimaculoides calculado a partir de los datos de tasas de
migracion reciente BAYESASS.
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Parentesco (RELATEDNESS)

El analisis indica que Ejido Erendira no presenta valores de parentesco en su
poblacién ademas de que estan en los limites de confianza estimados; por otra parte
las poblaciones de San Quintin y Bahia Magdalena muestran altos indicios de

parentesco, principalmente la de Bahia Magdalena (Fig. 18).
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Figura 18. Valores promedio de parentesco (r) pareado dentro de cada poblacion de Octopus
bimaculoides en la costa oeste de la peninsula. Las barras son los intervalos de confianza al 95%,
determinados por re-muestreo de 1000 bootstraps. Los Limites de confianza azul y rojo son intervalos de
confianza de 95% sobre la hip6tesis nula de no diferencia o bien no parentesco en las poblaciones, este
intervalo se determind con 9999 permutaciones.

Cuello de botella reciente (BOTTLENECK)

El analisis de cuellos de botella recientes indicé que la poblacion de Bahia
Magdalena presenta un exceso de heterocigosidad significativo (P < 0.08). Mientras
que Ejido Erendira y San Quintin, no presentaron una diferencia significativa (Tabla
XX).
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Tabla XX. Analisis de cuello de botella reciente para poblaciones de Octopus bimaculoides obtenido de
BOTTLENECK. Heterocigosidad (He), prueba de Significancia (PS), desviacién estandarizada de
heterocigosidad (DEH) y Rangos de Wilcoxon (DEW).* desviacién (P < 0.08)

Numero PS DEH DEW
Poblacion Muestra dealelos He P<0.08TPM P<0.08TPM P<0.08TPM
Ejido Erendira 14 5.6 0.62 0.320 0.474 0.527
San Quintin 10 6.47 0.68 0.244 0.033 0.805
Bahia Magdalena 8 3.87 0.63 0.001 0.005 0.000*

Octopus hubbsorum
Analisis de Microsatélites

Se genotipificaron 115 muestras de O. hubbsorum utilizando 7 loci
microsatélites, de los cuales la proporcion de datos faltantes fue del 6% para
muestras y loci; es decir que 7 muestras no amplificaron bien entre todos los loci, y

que menos de un locus no funcioné adecuadamente.

La prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg, después de la correcciéon de
Bonferroni, sugiere una desviacion significativa (P < 0.00119) en 5 de 42
combinaciones unicas Loci/poblacion; las combinaciones significativamente
diferentes fueron Ocbi41para las poblaciones de Bahia Kino (P = 0.00004), Isla
Tiburén (P = 0.00000) y Puerto Libertad (P= 0.00004), Ocbi-47 para Isla San Lorenzo
(P = 0.00003) y Ocbi50 para Isla Tiburon (P = 0.00000). El locus Ocbi50 fue
monomorfico para las poblaciones de El Conejo e Isla San Lorenzo (Apéndice C).

El nimero promedio de alelos nulos fue relativamente bajo 0.042 + 0.025
(Rango 0 - 0.263), siendo el locus Ocbi50 valor mas elevado en la poblacion de Isla
Tiburdon (Apéndice F).

Diversidad genética

En general, se observo un polimorfismo alélico a través de las poblaciones (5 -

10 alelos). El numero de alelos efectivos promedio fue 5.36 £ 0.555, y muy similar
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entre todas las poblaciones, pero fue ligeramente mayor en Isla Tiburon (5.89)
seguida de Puerto Libertad (5.85) e Isla San Lorenzo (5.17). El numero de alelos
0.328 (rango 0.29 - 2.29) y sobresalid
significativamente la poblacion de Puerto Libertad (2.29) (Tabla XXI).

privados en promedio fue 0.69 =

Las poblaciones de Santa Rosalia, EI Conejo y Bahia Kino mostraron una
heterocigosidad observada ligeramente mayor a la esperada, no asi las demas
poblaciones. La heterocigosidad observada y esperada promedio fueron muy
similares Ho = 0.65 y He = 0.66 (Tabla XXI).

Tabla XXI. Diversidad genética de Octopus bimaculoides en la costa oeste de la peninsula y el Golfo de
California, utilizando 7 loci microsatélites. Tamafio de muestra (N), niumero de alelos (Na), niumero de
alelos efectivos (Ne), alelos privados (AP), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He).

Poblacion N Na Ne AP Ho He
Santa Rosalia 8 6.57+1.510 4.82+1.142 0.29+0.184 0.75+0.122 0.66+0.107
EL Conejo 8 5.00£1.309 4.09+1.070 0.29+0.286 0.65+0.121 0.59+0.119
Bahia Kino 32 10.00+2.862 6.32+1.774 0.29+0.286 0.70+0.139 0.660.126
Isla San Lorenzo 22 7.71+2112 5.17+1546 0.43+0.297 0.57+0.148 0.61+0.134
Isla Tiburén 31 10.00+2.350 5.89+1473 0.57+0.202 0.53+0.122 0.69 £0.098
Puerto Libertad 14 886+1.184 585+1.388 2.29+0.714 0.70+£0.103 0.72+0.082
Total 115 8.02+0.810 5.36+0.555 0.69+0.328 0.65+0.050 0.66+0.043

El analisis de rarefaccion mostré una riqueza alélica promedio de 4.81 y al
igual que el Ne de la Tabla XXII no hubo mucha variacion entre los poblaciones; el
mismo comportamiento se observo en la riqueza de alelos privados sin embargo, la
proporcion tuvo un ligero incremento (promedio 0.74 + 0.376) para todas las
poblaciones (rango 0.32 -1.97), habiendo mas alelos privados para Puerto Libertad

(1.97) (Tabla XXII).
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Tabla XXII. Correcciéon de rarefaccién por tamafio de muestra de poblaciones de Octopus bimaculoides,
considerando un minimo de 10 genes para todas las poblaciones. Incluye la riqueza alélica y la riqueza de
alelos privados.

Poblacién Riqueza alélica Riqueza de alelos privados
Santa Rosalia 5.00 £ 0.993 0.66+0.211
El Conejo 4.28 +0.975 0.52 +0.308
Bahia Kino 4,79 £ 0.999 0.32+£0.210
Isla San Lorenzo 4.44 + 0.956 0.46 £0.215
Isla Tiburdn 4.94 +0.846 0.54+0.167
Puerto Libertad 5.42 £0.733 1.97 £0.382
Total 4.81 +£0.168 0.74 £ 0.249

Efecto de los alelos nulos en la diferenciacion genética

Los valores globales de Fst utilizando y no utilizando el logaritmo de ENA
fueron similares (sin alelos nulos Fst = 0.161, con alelos nulos Fst = 0.169). El
analisis pareado tampoco mostro diferencias significativas (Tabla XXIII). Esto indica
que el efecto de los alelos nulos no esta alterando los valores de Fst, por lo que se

pueden utilizar todos los loci.

Tabla XXIII. Diferenciacién genética de poblaciones de Octopus hubbsorum en la costa oeste de la
peninsulay el Golfo de California. Los valores de Fst por debajo de la diagonal son corregidos utilizando
el logaritmo de ENA y no consideran los alelos nulos, los valores arriba de la diagonal consideran los
alelos nulos.

Santa El Bahia Isla San Isla Puerto

Rosalia Conejo Kino Lorenzo Tiburén Libertad
Santa Rosalia 0.220 0.212 0.229 0.165 0.140
El Conejo 0.222 0.085 0.198 0.163 0.217
Bahia Kino 0.217 0.083 0.120 0.119 0.214
Isla San Lorenzo 0.229 0.188 0.110 0.242 0.208
Isla Tiburéon 0.150 0.157 0.111 0.220 0.171
Puerto Libertad 0.141 0.216 0.212 0.206 0.147

Diferenciacion de poblaciones

Se observo una elevada diferenciacion genética entre todas las poblaciones
de O. hubbsorum. El rango de Fst fue entre 0.086 y 0.258; para el estimador Jost’ D
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fue entre 0.186 y 0.695. Todos los valores fueron significativos incluso después de la
correccion de Bonferroni (P = 0.0033) (Tabla XXIV).

Bahia Kino fue la que presenté menor diferencia con respecto a las demas

poblaciones, incluso con El Conejo de la costa occidental de la peninsula (Fst

0.086, Jost’ D = 0.186), pero presentd la mayor diferencia con Puerto Libertad (Fst
0.223, Jost’ D = 0.696) y con Santa Rosalia (Fst = 0.216, Jost’ D = 0.595) (Tabla
XXIV).

Se observé una elevada vy significativa diferencia en el Golfo de California.
Santa Rosalia y Puerto Libertad mostraron las diferencias mas notables con las
demas poblaciones, pero entre ellas fue relativamente baja (Fst = 0.141, Jost’ D =
0.455) (Tabla XXIV).

Tabla XXIV. Diferenciacién genética entre poblaciones de Octopus hubbsorum en la costa oeste de la
peninsula y el Golfo de California. Los valores de Fst son mostrados por arriba de la diagonal, y el
estimador Jost' D debajo de la diagonal. Correccién de Bonferroni (P = 0.0033).

Santa El Bahia Isla San Isla Puerto

Rosalia Conejo Kino Lorenzo Tiburén Libertad
Santa Rosalia 0.218 0.216 0.225 0.178 0.141
El Conejo 0.575 0.086 0.196 0.172 0.218
Bahia Kino 0.595 0.186 0.126 0.148 0.223
Isla San Lorenzo 0.559 0.423 0.268 0.258 0.206
Isla Tiburdon 0.521 0.449 0.379 0.690 0.189
Puerto Libertad 0.455 0.678 0.696 0.566 0.623

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) indicé que el 85% de la
variacion genética estuvo representada entre individuos. Mientras que el 15 % de

variacion en la frecuencia alélica fue entre las poblaciones (P = 0.001) (Tabla XXV).

Tabla XXV. Andlisis molecular de varianza para poblaciones de Octopus hubbsorum. Grados de libertad
(g.) y (P) valor de significancia.

Fuente de Varianza Estadistico  Valor Suma Cuadrado Varianza
Variacién % F F gl cuadrados Medio Estimada
Entre poblaciones 15 Fst 0.152 5 96.798 19.360 0.453 0.001
Entre individuos 13 Fis 0.154 109 317.671 2914 0.390 0.001
Dentro individuos 72 Fit 0.283 115 245.500 2.135 2.135 0.001
Total 100 229 659.970 2.978
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Andlisis bayesiano de estructura poblacional (STRUCTURE).

El modelo libre indicé que el mejor ajuste de agrupamiento de cluster fue K = 4
(Fig. 19 A). Mientras que el modelo semi-conservativo se ajusté mejor para definir 3
poblaciones (Fig. 19 B).
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Figura 19. Asignacion de grupos (cluster) obtenidos de STRUCTURE en identificados por medio de

CLUMPAK para determinar el delta K. A) es el mejor ajuste de K = 4 cuando se utilizd el modelo libre y B)
es el mejor ajuste para identificar K = 3 cuando se utiliz6 un modelo semi-conservativo (LocPrior).

El modelo libre (K=4), muestra claramente dos poblaciones bien definidas, Isla
San Lorenzo y Puerto Libertad, y dos poblaciones mezcladas compuestas
principalmente por Isla Tiburon y Bahia Kino. EI Conejo estd mas relacionado con
Bahia Kino y Santa Rosalia con Isla Tiburén (Fig. 20 K = 4). Sin embargo, solo 6 de

10 repeticiones en las matrices lograron agruparse.

El modelo semi-conservativo mostré un mejor arreglo entre matrices (9 de 10)
e identificd 3 poblaciones bien estructuradas Puerto Libertad, Isla Tiburdn e Isla San
Lorenzo. Bahia Kino esta mas relacionada con lIsla Tiburén al Igual que El Conejo.
Mientras que Santa Rosalia esta mas relacionada con la poblacién de Puerto
Libertad (Fig. 20 K =3).
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K=4 6/10, Mean (LnProb) = -2931.700, Mean (similarity score) = 0.997

K=3 9/10, Mean (LnProb) = -2947.211, Mean (similarity score) = 0.968

Puerto
Libertad

Santa El
Rosalia Conejo

Bahia Kino Isla San Lorenzo Isla Tiburén

Figura 20. Andlisis de estructura poblacional para Octopus hubbsorum. K = 4 indica cuatro poblaciones
obtenida del modelo libre, y K = 3 indica tres poblaciones obtenida del modelo semi-conservativo. El
nimero arriba de las gréaficas indican el arreglo de matrices entre clisters.

Tasas de migracion direccional por generacion (BAYESASS)

La tasa de migracion siempre fue mayor entre la misma poblacion (69% -
93%). De acuerdo con el andlisis, todas las poblaciones pueden intercambiar
migrantes en 1%, 2% y 3%. Bahia Kino es la poblacién que mayor emigracion
presenta hacia El conejo (21%), y Santa Rosalia (4%) e Isla Tiburén (6%). Isla San
Lorenzo es la que menos inmigracion tiene. Mientras que Puerto libertad recibi6 al
menos un 2% de las demas poblaciones. Santa Rosalia también recibe migrantes de

las demas poblaciones y un 9% de Isla Tiburdn (Tabla XXVI) (Fig. 21).

Tabla XXVI. Tasas de migracion direccional entre poblaciones de Octopus hubbsorum (error estandar)
obtenidas de BAYESASS.

Hacia:
De: Santa Rosalia El Conejo Bahia Kino Isla San Lorenzo Isla Tiburén Puerto Libertad
Santa Rosalia 0.80(0.081) 0.02 (0.022) 0.01(0.009) 0.01(0.012) 0.01(0.010) 0.03(0.025)
El Conejo 0.02 (0.023) 0.69(0.025) 0.01(0.009) 0.01(0.012) 0.01(0.009) 0.03(0.024)
Bahia Kino 0.04 (0.030) 0.21(0.046) 0.93(0.025) 0.02(0.017) 0.06(0.028) 0.02(0.017)
Isla San Lorenzo 0.03 (0.024) 0.02 (0.023) 0.02(0.017) 0.93(0.027) 0.01(0.012) 0.02(0.018)
Isla Tiburén 0.09 (0.084) 0.02(0.022) 0.02 (0.015) 0.01(0.012) 0.89(0.031) 0.02(0.019)
Puerto Libertad 0.02 (0.023) 0.02(0.022) 0.01(0.009) 0.01(0.012) 0.02(0.012) 0.89(0.038)

95



32—

Sonora

30— @ Puerto Libertad

&
*

Isla Tiburon
~®*® Bahia Kino

© Isla San Lorenzo ® ...
- "'.:
— 28—
E Santa Rosalia °
@
-
26—
25%
i El Conejo
0
24— :
N H
w *E
S ...............
22 ‘ | ‘ ‘ ‘
R N 12 -110 -108

Longitud

Figura 21. Mapa de conectividad genética de O. hubbsorum calculado a partir de los datos de tasas de
migracion reciente BAYESASS.

Parentesco (RELATEDNESS)

El analisis muestra que 5 de 6 poblaciones presentan parentesco, es decir que
estdn muy relacionadas hacia dentro de cada poblaciéon. Probablemente Puerto
Libertad este dentro del intervalos de confianza, sin embargo una fraccién si indicé
parentesco. Santa Rosalia fue la que menor parentesco mostré6 es decir que los

organismos estan menos relacionados entre si que las demas poblaciones (Fig. 22).
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Figura 22. Valores promedio de parentesco (r) pareado dentro de cada poblacion de Octopus hubbsorum.
Las barras de error son los intervalos de confianza al 95%, determinados por re-muestreo de 1000
bootstraps. Los Limites de confianza azul y rojo son intervalos de confianza de 95% sobre la hipotesis
nula de no diferencia o bien no parentesco en las poblaciones, este intervalo se determino con 9999
permutaciones.

Cuello de botella reciente (BOTTLENECK)

El analisis de cuello de botella no mostré evidencia significativa de que las
poblaciones de O. hubbsorum que se encuentran en el Golfo de California hayan
presentado un exceso de heterocigosidad, mientras que en El Conejo de la costa
oeste de la peninsula parece estar en los niveles significativos de exceso de
heterocigosidad (P< 0.08) (Tabla XXVII).
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Tabla XXVII. Andlisis de cuello de botella reciente para poblaciones de Octopus hubbsorum. La tabla
muestra la poblacién, la heterocigosidad (He) y las pruebas de Significancia, desviacién estandarizada de
heterocigosidad y de Rangos de Wilcoxon . *desviacién

Significancia Desv. Est. Wilcoxon
Poblacién Muestra No.alelos He P<0.05TPM P<0.05TPM P<0.05TPM
Santa Rosalia 8 6.57 0.7 0.208 0.210 0.852
El Conejo 8 5 0.64 0.197 0.097 0.078*
Bahia Kino 32 10 0.67 0.338 0.381 0.656
Isla San Lorenzo 22 7.71 0.62 0.194 0.353 0.719
Isla Tiburdn 31 10 0.7 0.109 0.044 0.973
Puerto Libertad 14 8.86 0.75 0.596 0.000 0.656

Discusioén

Octopus bimaculatus

El analisis genético de O. bimaculatus en 9 localidades en el Noroeste de
México reveld una fuerte estructura poblacional. Los valores globales y pareados de
Fst y Jost D fueron elevados vy significativos (en su mayoria), indicando un arreglo
poblacional discreto. Debido a la distancia y las particularidades fisicas del Golfo de
California, se esperaba que la mayor diferencia genética se encontrara entre el norte
del Golfo de California y la costa occidental de la peninsula, sin embargo la mayoria
de los valores pareados de Fst como los de Jost D entre las localidades de estas dos
regiones fueron los mas bajos e incluso no significativos (La Bocana y Las Barrancas
vs norte del Golfo de California), que entre poblaciones de las mismas regiones. Esto
sugiere la existencia de un flujo genético suficiente para mantener conectadas a las
poblaciones de O. bimaculatus entre la costa occidental de la peninsula y el norte del
Golfo de California, el cual muy probablemente tendria que ser por el transporte de
paralarvas, ya que O. bimaculatus suele tener gran movilidad pero siempre
permanece en la misma zona (Ambrose 1982), su movilidad no va mas alla de un
area de 6000 m? (Hofmeister et al. 2015).

Recientemente, Munguia-Vega et al. (2015a) reportaron resultados similares,
al encontrar una estructura genética significativa entre poblaciones de Panopea
globosa de Bahia Magdalena y las poblaciones del norte del Golfo de California, pero

con un ligero o intermitente intercambio de larvas entre ambas zonas, asociado a la
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temporada reproductiva y a la dispersiéon de larvas por medio de la circulacion

oceanografica del Golfo de California.

Octopus bimaculatus en el Golfo de California, especificamente en Bahia de
los Angeles tiene una temporada reproductiva durante el verano (Lépez-Rocha et al.
2012, Villegas et al. 2014) con un periodo principal de desove de junio a septiembre,
y pocos desoves en febrero (Castellanos-Martinez 2008). Lopez-Peraza et al. (2014),
en condiciones de laboratorio, observaron que la puesta de huevos (O. bimaculatus
de Bahia de los Angeles) puede durar hasta dos meses (abril — junio, 61 dias)
cuando las paralarvas eclosionan. Tomando en consideracion esto, las puestas de
junio-septiembre podrian estar eclosionando en octubre-noviembre, la eclosién
coincide con el giro anticiclonico (en el sentido del reloj) el cual ocurre de noviembre
a abril y se caracteriza por un flujo de agua superficial de salida a través de las
grandes Islas (Lavin & Marinone 2003, Marinone 2003, Marinone et al. 2011). Esto
posiblemente explique que las poblaciones del norte del Golfo de California esten
exportando paralarvas de pulpo hacia el sur y que probablemente salgan del Golfo
de California, pues se ha mencionado que las paralarvas de O. bimaculatus pueden
durar hasta 3 meses en la columna de agua antes de asentarse (Ambrose 1981,
1988, 1990). Otros estudios con peces, en el norte del Golfo de California han
mostrado que los conjuntos de larvas suelen estar lejos del sitio de desove como una
respuesta al giro anticiclonico; el cual mueve >54% de las particulas en direccién sur
durante el invierno, de acuerdo a un modelo de circulacion oceanografica especifico

para el Golfo de California (Peguero-lcaza et al. 2010).

El analisis de cluster por STRUCTURE identificé 5 poblaciones bien definidas,
Malarrimo en la costa occidental de la peninsula y Puerto Pefasco, San Luis
Gonzaga, Isla Smith y Puerto Refugio en el Golfo de California. Poblaciones
intermedias, La Bocana, Las Barrancas y Puerto Lobos coinciden con los limites de
distribucion de O. bimaculatus y O. hubbsorum y con las regiones biogeograficas
identificadas por Briggs (1974) y discutidas en el capitulo Il. Estas poblaciones
también coinciden con la mayor diversidad alélica, pero con menor numero de alelos

privados (Tabla I, II). En este sentido se sabe que el numero de alelos privados son
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aquellos que son unicos de cada poblacion (Kalinowski 2004). Por lo tanto, estas
poblaciones posiblemente tengan una mayor diversidad alélica debido a un flujo
genético asimétrico que las favorece, pero carecen de alelos unicos. Las poblaciones
de Isla Smith y Puerto Pehasco tuvieron la riqueza alélica y el numero de alelos
privados ligeramente mas alta en el Golfo de California, lo cual es caracteristico de
poblaciones bien establecidas que funcionan como poblaciones fuente o bien centros
de origen para otras poblaciones alrededor (Szpiech & Rosenberg 2011).

Las tasas de migracion recientes determinadas en este estudio respaldan
aspectos importantes, 1) el nivel de estructuracién en las poblaciones de O.
bimaculatus, 2) el patron de dispersion dentro del norte del Golfo de California y entre
este y la costa occidental de la peninsula, 3) la coincidencia entre la temporada de
desove-eclosion con el cambio estacional de la circulacion (en el sentido del reloj)
oceanografica principalmente en el norte del Golfo de California, 4), la determinacion
de poblaciones fuente y sumidero, particularmente en el caso de Puerto Pefiasco la
cual tuvo la mayor tasa de emigracion hacia todas poblaciones, tanto del Golfo de
California como en la costa occidental de la peninsula. Sin embargo, Puerto pefiasco
fue la que menor tasa inmigracion tuvo, contrario a Puerto Lobos la cual tuvo mayor
diversidad genética, menor numero de alelos privados, la menor tasa de emigracion y
la mayor tasa de inmigracion, lo que la ubica como una poblacién sumidero, lo cual,
de acuerdo con Cowen & Sponaugle (2009) una poblacion fuente es aquella que
exporta mas organismos de los que importa, y una poblacion sumidero es lo

contrario.

La tasa de migracion también revelé que el mayor porcentaje de migracion
ocurre dentro de cada poblacién, esto fue corroborado en un analisis de parentesco,
donde se observd que la mayoria las poblaciones estaban fuera del intervalo de
confianza y que sugiere que los organismos estan emparentados. Esta tasa de
migracion intrinseca con un parentesco dentro de la poblacién, puede ser explicada

con base en la temporada de desove y el patrén de dispersion.

Como se menciond previamente O. bimaculatus puede iniciar el desove en

febrero (Castellanos-Martinez 2008), lo que implica que la eclosiéon pudiera estar
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llevandose a cabo de abril a junio, lo cual coincide con el giro ciclénico (sentido
contrario del reloj) y alcanza la transicion hacia el anticiclonico (en sentido del reloj)
(Marinone 2012), por lo que aquellas paralarvas que eclosionan durante la transicion
de los giros estacionales en el norte del Golfo de California tienen una gran
probabilidad de regresar al sitio de origen lo que implicaria una autoreclutamiento o
bien una retencion local. Munguia-Vega et al. (2015a) también encontraron
parentesco en poblaciones de P. globosa en el Golfo de California producto de una
retencidn local. Este patron de dispersion y de retencion local ha sido previamente
observado en Mycteroperca rosacea ubicando sitios y temporada de desove, en
conjunto con modelos correlacionados de conectividad oceanografica y genética
(Munguia-Vega et al. 2014).

Un autoreclutamiento y un parentesco significativo suelen ser propiedades de
una poblacién que ha estado o esta presentando un cuello de botella reciente. El
analisis de exceso de heterocigosidad indicdé que en La Bocana-Las Barrancas, San
Luis Gonzaga y Bahia de Los Angeles han presentado cuellos de botella recientes.
Particularmente estas poblaciones son las que mayor registréo de captura presentan
(Torreblanca-Ramirez 2011) y de las que se capturan practicamente todo el afo en
las costas de peninsula (Moreno-Baez et al. 2012). Al respecto, Pinsky & Palumbi
(2014) mencionan que la sobrepesca tiene un efecto negativo sobre la diversidad
genética de las poblaciones en pequefias pero significativas cantidades y es mas
sensible cuando se consideran la perdida de alelos raros. En este sentido, las
poblaciones de La Bocana-Las Barrancas, San Luis Gonzaga y Bahia de Los
Angeles mostraron los valores ligeramente mas bajos de riqueza alélica y los mas

bajos en alelos privados.

Otro aspecto que se debe de considerar es que el analisis de BOTTLENECK
pudiera estar sobrestimando el exceso de heterocigosidad, debido a la historia de
vida del organismo, en el siguiente sentido: Las poblaciones que han experimentado
una reduccion en el tamafo efectivo muestran una correlaciéon con el numero de
alelos y la heterocigosidad (Piry et al. 1999). Sin embargo, el nimero de alelos, se

reduce mucho mas rapido que la heterocigosidad, de esta forma la heterocigosidad
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es mucho mayor que la heterocigosidad esperada en una poblacion estable o bajo el
equilibrio deriva-mutacion, ya que la heterocigosidad esperada se calcula a partir del

numero de alelos (incluye los raros) (Cornuet & Luikart 1996, Barson et al. 2009).

Sobre el supuesto previo, en una poblacidon estable el efecto es esperado
dado que la heterocigosidad en un estado estable depende del tamano efectivo y de
la tasa de entrada de nuevo material genético. Sin embargo en especies que
presentan paternidad multiple el nimero efectivo de la poblacion incrementa, ya que
el efecto de la paternidad multiple satura (en el mismo grado) el numero efectivo de
la poblacién como si la poblacién se mezclara libremente (Rafajlovic et al. 2013). Un
ejemplo extremo, es que algunas hembras que lleguen a una isla vacia, alcanzarian
la capacidad de carga de la isla en una sola generacion. También se ha observado
que la heterocigosidad, de especies con paternidad multiple, incrementa conforme
incrementa la distancia entre dos localidades, lo cual se debe a explosiones (bursts)
intermitentes (fundadores intermitentes) de diversidad genética, la cual incrementa
conforme el grado de paternidad multiple lo hace (Rafajlovic et al. 2013). Al respecto,
todas las especies de pulpo, presentan glandulas oviductales que tienen la
capacidad de almacenar esperma de diferentes machos (Froesch & Marthy 1975) y
se ha corroborado la paternidad multiple en diferentes especies de pulpo, llegando a
encontrar hasta 4 machos por cada hembra de huevos (Voight & Feldheim 2009,
Quinteiro et al. 2011, Larson et al. 2015). En el presente trabajo se observo que el
numero de alelos sobre un control por rarefaccidon presenta valores muy similares de
riqueza alelos y de alelos privados o raros, para las poblaciones en cuestion, por lo
que no es clara una reducciéon de alelos que incrementen la heterocigosidad de

manera excesiva.

Octopus bimaculoides

El analisis genético de O. bimaculoides en la costa occidental de la peninsula
mostré una significativa estructura genética de 12% y 22% usando Fst y el doble
cuando se calcul6 Jost D (23% a 52%). La mayor diferencia genética fue entre las
localidades relativamente mas cercanas (Ejido Erendira y San Quintin), y la menor
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entre las localidades mas lejanas (Ejido Erendira y Bahia Magdalena). Esta fuerte
estructura puede deberse a que O. bimaculoides tiene una estrategia de dispersion
limitada ya que no presenta una fase de larva o paralarva que pase un tiempo en la
columna de agua, por el contrario tiene un desarrollo directo que al eclosionar
inmediatamente se dirige al bentos, por lo que su dispersion puede ser limitada
(Forsythe & Hanlon 1988a). Sin embargo, ambos analisis de STRUCTURE sugirieron
dos cluster (K = 2) que separan a Ejido Erendira de San Quintin y Bahia Magdalena,
lo que sugiere un mayor flujo genético entre las ultimas dos poblaciones. Por su parte
BAYESASS calculé una tasa de migracion principalmente asimétrica hacia San
Quintin en donde el mayor aportador fue Bahia Magdalena (7%). En este sentido la
dispersion también puede darse por medio de objetos flotantes (Grantham et al.
2003, Thiel & Gutow 2005, Villanueva & Norman 2008).

La capacidad de los organismos para dispersarse por la deriva oceanica o
rafting en restos flotantes del océano es dictada por una compleja interaccién entre la
dinamica oceanica, la geomorfologia, la proximidad al mar y la supervivencia en el
camino (Gillespie et al. 2012). En este sentido, O. bimaculoides es considerada una
especie fuerte que tolera varios rangos de temperatura y puede asentarse en
distintos tipos de habitats (arenas, rocas, lodos, latas, botellas, etc.) (Forsythe &
Hanlon 1988a, h). Hobday (2000) evalu6 la importancia del kelp como un factor de
dispersion, determinando que un kelp puede mantenerse a flote hasta por 110 dias, y
encontrd, entre la fauna asociada, dos especies de pulpo, O. bimaculoides y O.
micropyrsus (un pulpo enano con caracteristicas reproductivas similares o mas
restringidas que las de O. bimaculoides). Dos adultos de Octopus bimaculatus
también se han observado a la deriva sobre hojas de kelp, las cuales fueron

consideradas como vectores de dispersion (Bushing 1994).

Recientemente, Durazo (2015) evalué el sistema de la Corriente de California
sobre la peninsula y encontré que la Contracorriente de California (con una direccion
hacia el norte y va pegada a la costa occidental de la peninsula) es continua a lo
largo del afio y se une al flujo superficial polar, el cual también es costero. Dicha

Contracorriente es mas intensa durante verano y otofio, y coincide con la temporada

103



de eclosiéon de O. bimaculoides en Bahia Magdalena, la cual abarca de mayo a
octubre, siendo mas frecuente durante agosto y septiembre (otofio) (Ibarra-Garcia
2012).

Probablemente O. bimaculoides esta manteniendo un flujo genético asimétrico
que soporta la conectividad poblacional, por medio de vectores asociados a su

comportamiento biolégico en conjunto con la estacionalidad de corrientes oceanicas.

El analisis de parentesco indic6 que Ejido Erendira no presenta relacion
genética cercana entre los organismos de esta poblacion, contrario a San Quintin y
Bahia Magdalena, este ultimo fue mas evidente. Especificamente la poblacion de
Ejido Erendira se encuentra sobre la costa rocosa de la peninsula, la cual esta
expuesta al fuerte oleaje y a constantes corrientes marinas, esto probablemente
influya en un cambio constante de organismos durante el reclutamiento. Por el
contrario, Las Bahias de San Quintin y Magdalena son consideradas lagunas
costeras las cuales presentan su propia dinamica hidrografica (Lankford 1977).
Ambas lagunas tienen un intercambio de agua con el océano Pacifico por medio de
mareas (flujo y reflujo), sin embargo este libre intercambio de aguas se ve
interrumpido por frentes de masas de agua distintos, debido a las surgencias en la
boca de ambas lagunas, principalmente durante el verano y otofio (Aguirre-Mufioz et
al. 2001, Funes-Rodriguez et al. 2007). En San Quintin el desove de O. bimaculoides
ocurre de octubre a enero y la eclosion de enero a mayo (Forsythe & Hanlon 1988a)
mientras que en Bahia Magdalena la eclosién es de agosto a septiembre (lbarra-
Garcia 2012). Al respecto, se pudiera suponer que el parentesco se deba mas a una
retencidn local en conjunto con la estrategia de vida de O. bimaculoides (eclosion
bentdnica). Rodhouse et al. (2014) encontraron que la intensidad del reclutamiento
de especies que desovan una cohorte en distintas estaciones, estara influenciada por

el trasporte o retencién de huevos o paralarvas.

Un aspecto relevante es que O. bimaculoides tiene dos modelos de ciclos de
vida, uno llamado “alternancia de afios” el cual todos los pulpos tardan dos afios en
desovar y se relaciona con temperaturas frias y el otro es el de “alternancia de

generaciones” el cual desova cada ano y se relaciona con temperaturas calidas
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(Forsythe & Hanlon 1988h, a). En Bahia Magdalena Ibarra-Garcia (2012) determiné
que O. bimaculoides presentaba una alternancia de generaciones mientras que en
San Quintin donde la temperatura es mas baja se presenta una alternancia de afos
(Forsythe & Hanlon 1988h, a). En este sentido existe una mayor probabilidad de
encontrar un mayor parentesco en Bahia Magdalena que en San Quintin debido al
ciclo de vida de la especie por localidad. Rodhouse et al. (2014) mencionan que en
regiones frias, el desarrollo embrionario de los pulpos puede ser relativamente

tardado, reduciendo la probabilidad de traslape de generaciones.

Si bien O. bimaculoides en Bahia Magdalena puede tener paternidad multiple,
quizas en esta ocasion el supuesto cuello de botella no sea producto propiamente de
la paternidad multiple, sino de otro conjunto de caracteristicas. Por ejemplo, 1) en el
analisis de rarefaccion fue la localidad con menor riqueza alélica y menor numero de
alelos privados, 2) su estructura genética mas baja probablemente sea resultado de
la migracion asimétrica hacia el norte de la peninsula, 3) tiene un modelo de vida de
alternancia de generaciones y 4) hasta el momento no se ha ubicado otra poblacion
mas al sur o que este cercana de Bahia Magdalena, con la cual pueda estar
intercambiando material genético. Ademas de ser una poblacion con una fuerte
pesqueria, lo cual puede estar deteriorando su diversidad genética (Pinsky & Palumbi
2014).

Octopus hubbsorum

El analisis genético para O. hubbsorum indicé una fuerte estructura entre las
poblaciones dentro y fuera del Golfo de California. Se observaron tres poblaciones
bien definidas: Isla San Lorenzo, Isla Tiburén y Puerto Libertad. Particularmente, El
Conejo, Bahia Kino e Tiburdn Isla forman parte de la misma poblacién. Pero Bahia
Kino tiene un porcentaje genético que comparte con Isla San Lorenzo. Mientras que
Santa Rosalia estda mas relacionada con Puerto Libertad, sin embargo también

comparte genotipos con de Isla Tiburon.
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El patrén de estructura dentro del Golfo de California, puede ser explicado por
la capacidad de dispersion larvaria. Octopus hubbsorum, al igual que O. bimaculatus,
presenta dentro de su ciclo de vida una fase de paralarva y su capacidad de
dispersion es por medio de corrientes (Alejo-Plata & Alejo 2014), aunque se

desconoce el tiempo que esta puede pasar en la columna de agua.

El ciclo reproductivo de O. hubbsorum aun no ha sido descrito para ninguna
de las poblaciones aqui mencionadas, sin embargo como en la mayoria de los
pulpos se cree que el pico de maximo desarrollo gonadico ocurre durante
temperaturas calidas (Boyle & Rodhouse 2005). Loreto, en B. C. S, ha sido la zona
mas cercana que tiene caracterizado su ciclo reproductivo, el cual tiene una
frecuencia de desove débil en febrero y una maxima entre junio y agosto (Bravo-
Olivas 2008). Recientemente, Alejo-Plata & Alejo (2014) determinaron que el
desarrollo embrionario de O. hubbsorum dura aproximadamente de 20 a 30 dias, por
lo que probablemente el transcurso desde su puesta hasta su eclosion pudo haber
sido de un mes o dos, como se ha observado en otras especies de pulpo (Vidal et al.
2014). Es decir que la temporada de eclosion de O. hubbsorum muy probablemente
coincida con la transicion de un giro ciclénico a un anticiclénico en el Golfo de
California, lo que promueve la dispersion hacia el sur sureste (Lavin & Marinone
2003, Marinone 2003, Cudney-Bueno et al. 2009).

Las tasas de migracion calculadas para O. hubbsorum son asimétricas en
direccion norte-sur, donde Bahia Kino tuvo emigrantes hacia Isla Tiburon ambas
poblaciones tuvieron emigrantes hacia Santa Rosalia. Esta migracion asimétrica
coincide con el modelo de dispersién de particulas con origen en la region alrededor
de Bahia Kino-Isla Tiburén durante los meses de agosto a septiembre, y con la
elevada tasa de retencion de particulas alrededor de Santa Rosalia durante todo el
ano (Marinone 2012). Esta consistente retencion de particulas probablemente
explique, por una parte, su gran diversidad alélica (5.00) y por otra parte los valores
relativamente altos de alelos privados (0.66), asi como los bajos niveles de

parentesco.
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Por otra parte, la mayor tasa de migracion asimétrica fue entre el Golfo de
California y la costa occidental de la peninsula, particularmente de Bahia Kino hacia
El Conejo (0.21). Esto muy probablemente se deba a que gran parte de las
paralarvas liberadas (particulas) en Bahia Kino entran al giro de la regién centro sur
del Golfo de California, el cual tiende a retener particulas gran parte del afo y a
dirigirlas hacia la boca del golfo, particularmente hacia las costas de Baja California
Sur durante gran parte del afo (Marinone 2003, 2012, Soria et al. 2014).
Adicionalmente, De Silva-Davila et al. (2015) observaron que la mayor concentracion
de paralarvas de cefalépodos, incluido el género Octopus, se encontraron en la
region sur centro del Golfo de California y se sabe que las poblaciones de O.
hubbsorum estan bien establecidas desde Santa Rosalia hasta Cabo San Lucas
(Lopez-Uriarte et al. 2005, Bravo-Olivas 2008, Pliego-Cardenas et al. 2011,
Dominguez-Contreras et al. 2013). Por otra parte, Munguia-Vega et al. (2015a)
encontraron una migracion direccional principalmente de Guaymas hacia Bahia
Magdalena (0.16) durante la temporada de desove de P. globosa en el Golfo de

California, la cual se traslapa con la temporada de eclosién de O. hubbsorum.

El parentesco dentro de cada poblacion fue relativamente bajo pero
significativo en todas las poblaciones con excepcion de Santa Rosalia. Este
parentesco también puede ser explicado desde el punto de vista de las tasas de
migracion la cual fue mayor al interior de cada poblacion y podria implicar un auto
reclutamiento por retencion de paralarvas. Al respecto, Marinone (2012) encontré, en
regiones que incluyen a estas poblaciones, que la tasa de recepcién (inmigracién) de
particulas de otras localidades fue incluso menor a la tasa de retencion local
(autoreclutamiento), y ambas tasas fueron mucho menores a las tasas de liberacion
(emigracion), excepto para la regién que incluia a Santa Rosalia. Por lo tanto, Bahia
Kino pudiera considerarse con una poblacion fuente y Santa Rosalia pudiera ser una

poblacion sumidero.

El analisis de cuello de botella no mostré6 evidencia de un exceso de
heterocigosidad para las poblaciones en el interior del Golfo de California, lo que

confirma un autoreclutamiento o retencién local; sin embargo El Conejo parece estar
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experimentado un cuello de botella reciente. Este exceso de heterocigosidad en El
Conejo es dificil de explicar desde el punto de vista de autoreclutamiento, ya que se
desconoce con precision la dinamica oceanografica que existe. Sin embargo, los
valores de parentesco fueron los mas elevados, mientras que los niveles de
diferencia genética con Bahia Kino fueron los mas bajos (Fst = 0.086, Jost' D =
0.186) y la tasa de emigracion mas grande 21% de Bahia Kino. Por lo que se cree
que el exceso de heterocigosidad puede ser indicativo de una expansion poblacional
resultado de la inmigracién a partir de poblaciones genéticamente diferentes lo que
crea una aparente exceso de alelos novedosos y una distribuciéon incompleta de la
distribucion alélica (Barson et al. 2009). Octopus hubbsorum de El Conejo obtuvo
una riqueza alélica similar a las demas poblaciones pero una mayor riqueza de alelos
privados. Al respecto, Cornuet & Luikart (1996) mencionan que la inmigracion
reciente debe ser tomada con precaucion, especialmente si los inmigrantes
provienen de poblaciones genéticamente diferentes, debido a que estos inmigrantes
pueden incrementar rapidamente en la poblacion sin afectar la heterocigosidad. O
bien, puede darse el caso de explosiones intermitentes de heterocigosidad debido a

su paternidad multiple (Rafajlovic et al. 2013).
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DISCUSION INTEGRAL

Los cefalépodos, especificamente los pulpos, contribuyen una derrama
econdmica considerable propiciada por dos aspectos 1) la gran demanda de
productos marinos y 2) la creciente escasez de blancos predilectos de pesca. Sin
embargo, presentan grandes retos que exponen su adecuado manejo y su
conservacion; los mas significativos son la identificacion de especies y la evaluacion

de poblaciones.

El problema de identificacién se debe esencialmente a la fuerte similitud entre
especies y a la falta de constancia de caracteres morfologicos que distingan a una
especies de otra. Mientras que el reto poblacional esta alimentado por el primer
problema y por los aspectos bioloégicos inherentes de cada especie, como: el ciclo de
vida corto, el rapido crecimiento, y la plasticidad fenotipica entre especies y con el
entorno. Estos aspectos, entre otros, los hace atractivos para la pesca, pero también
limita las metodologias que han sido utilizadas para evaluar poblaciones que han

sido o no objetivos de aprovechamiento.

Ante estos retos, la implementacién de herramientas moleculares ofrece
alternativas que ayudan en la diferenciacion de especies, como lo es el uso genes
mitocondriales debido su relativa baja recombinacién, al tener un origen materno (Dai
et al. 2012) 6 en el caso de la evaluacion de poblaciones, los marcadores
moleculares como los microsatélites, son mas populares debido a su herencia
mendeliana y elevado polimorfismo; permitiendo analizar poblaciones que tienen una
amplia distribucion geografica, en un tiempo relativamente corto y a un costo cada
vez mas bajo, debido al avance constante en el desarrollo de tecnologias de
secuenciacion masiva que permite obtener gran numero de marcadores especificos
para la especie (Albertin et al. 2012) o genomas cortos, como los mitogenomas, que
permiten abordar analisis mas profundos que ayuden a identificar eventos de

especiacion (Rannala & Yang 2008, Yang & Rannala 2012).
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Estos mismos problemas no excluyen a México, el cual es uno de los mayores
exportadores de pulpo, pero también el que mayor problema en la identificacion de
especies, al menos para las costas del Océano Pacifico, ya que se desconocia hasta
hace apenas <10 afios, cuales y cuantas especies estan distribuidas en sus costas,
entre muchos de los aspectos biolégicos, que son esenciales antes de empezar a

aprovechar un recurso.

En la presente investigacion si bien no cubrié a todas las especies registradas,
si abordamos las tres que mayor frecuencia que componen las capturas. Una intensa
compilacién bibliografica, permitié conocer aspectos de la historia de vida de las tres
especies, tales como las capacidades biolégicas de dispersarse, las temporadas
reproductivas, asi como los registros de distribucion geografica asociado a la
composicidon de captura de cada especie. Esto permitié tener un panorama
aproximado de cuando y donde es mas probable de encontrarlas. Esta informacion
fue fundamental para asignar la especie que requeria mayor atencion de acuerdo a
monitoreos y evaluaciones elaboradas por el proyecto PANGAS en el norte del Golfo
de California (Munguia-Vega et al. 2015h). En este sentido se interesé por Octopus
bimaculatus para secuenciar parte del genoma nuclear por medio de
pirosecuenciacion 454 ROCHE, y de ahi obtener los microsatélites y el mitogenoma

(capitulo ).

El desarrollo de microsatélites para cefalépodos y especificamente para
pulpos ha incrementado en los ultimos afos, infortunadamente no al nivel que se
esperaria, aun cuando los costos de secuenciacion de alto rendimiento han
disminuido considerablemente (Loman et al. 2012). Otro aspecto que no ayuda, es
que los pocos loci microsatélites especificos que se han caracterizado, aun no han
sido empleados en poblaciones, esto se ve reflejado en la falta de estudios de
genética poblacional. Esta carencia, probablemente esté relacionada con la poca
certeza de que las muestras obtenidas en campo pertenezcan a la misma especie, y
por el contrario, es evidente encontrar una gran cantidad de estudios filogenéticos
(Sosa et al. 1995, Bonnaud et al. 1997, Piertney et al. 2003, Guerra et al. 2010b,
Juarez 2012).
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Sin embargo, la mayoria de los estudios filogenéticos en pulpo han utilizado
fragmentos de genes mitocondriales los cuales a su vez han llevado discusiones
divididas y un claro ejemplo se ha observado en el complejo O. vulgaris el cual no se
ha definido si debe considerarse cosmopolita. En este sentido, utilizar la secuencia
completa de ADN mitocondrial, en lugar de fragmentos, puede descubrir mas
informacion sobre el reordenamiento de los genes y la variacion a nivel genoma entre
especies, asi como la descripcion especifica de cada especie (Cheng et al. 2011,
Cheng et al. 2013). En la presente investigacion se desarrollé el genoma mitocondrial
completo para O. bimaculatus (7mo a nivel mundial), que es considerada una
especie hermana de O. bimaculoides para la cual el genoma completo se caracterizo
recientemente (Albertin et al. 2015) por lo que existe la probabilidad de analizar a
mayor detalle cuales fueron los eventos de especiacion que las llevo encontrarlas
morfolégicamente y genéticamente muy parecidas de acuerdo con el fragmento COIlI
(Sosa et al. 1995), o bien conocer si el origen de esta (s) especie (s) fue en la region
tropical donde otras especies de pulpo oceladas son frecuentes hoy en dia

(Dominguez-Contreras et al. 2013).

El uso de herramientas moleculares mitocondriales como alternativa para la
identificacion de especies que presentan un reto de diferenciacion, como los pulpos,
deberian de ser indispensables antes de empezar a analizar una o varias
poblaciones de una o varias localidades especificas en las cuales la composicion de
especies se desconoce. En el presente estudio, esta herramienta fue fundamental
para diferenciar a las tres especies de las cuales la informacién es escasa, muy
especifica y la mayoria es relativamente anticuada. De igual manera fue esencial
para corroborar la distribucion de las poblaciones de las tres especies cuando se

utilizaron marcadores microsatélites.

La distribucion actual de pulpos en el noroeste de México, aun debe ser
considerada incierta debido que no consideramos a todas las especies que se han
registrado, o en un sentido mas estricto, realmente desconocemos si las demas
especies que se registraron en promedio hace 50 afos se encuentran realmente en

las costas de México, pues ha habido poca investigacion que respalde su presencia.
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Especificamente, O. bimaculatus, O. hubbsorum y O. bimaculoides, parecen tener
distribuciones especificas, principalmente por las caracteristicas del habitat y por la
historia de vida de cada una. No obstante, la presencia convergente de éstas en
regiones biograficas pueda modificar la distribucidon alrededor de estas regiones
principalmente durante eventos climaticos que modifiquen las caracteristica fisicas
de la region, encontrando algunos organismos de una especie en localidades donde
otra especie es mas comun (Briggs et al. 2013). Por ejemplo algunos organismos de
O. hubbsorum, en localidades comunes para O. bimaculatus por lo que seria
interesante evaluar si ha habido procesos de hibridacion, ya que ambas especies

tienen una historia de vida y una fisiologia reproductiva muy semejante.

Los estudios de poblaciones de pulpos en el noroeste Meéxico eran
desconocidos hasta ahora, muy probablemente porque se desconocian las especies
y su distribucion poblacional. Una vez que se obtuvo esta informacion en el presente
estudio, se pudieron conocer aspectos poblacionales para cada una de las tres
especies estudiadas, las cuales mostraron una fuerte estructura poblacional entre
sus poblaciones, y una conectividad asimétrica, quizas la mas relevante es que el
Golfo de California este exportando paralarvas de O. bimaculatus y O. hubbsorum
hacia la costa oeste de la peninsula. En este sentido podria considerarse que la
region del norte del Golfo de California y la zona alrededor de las grandes islas
puedan ser consideradas como centro de distribucién para el Pacifico mexicano, al
menos para especies que desoven y presenten un estadio larval durante el invierno,
como P. globosa (Munguia-Vega et al. 2015a). El caso de particular de O.
bimaculoides la conectividad probablemente sea por medio de vectores (objetos
flotantes) que estén viajando pegado a la costa, transportados por la contracorriente
de California, sin embargo se deberia de considerar un mayor numero de

poblaciones a los largo de la costa, principalmente en las lagunas costeras.

Aspectos claves como conocer si una poblacion esta siendo subsidiada por
otra o se repone a si misma por medio de autoreclutamiento, son necesarios para
estructurar y/o re-estructurar el manejo de recursos, ya sea desde punto de vista de

aprovechamiento o el disefio de areas de no tocar, lo cual es fundamental para areas
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naturales protegidas (Cowen et al. 2007, Pineda et al. 2007). O bien, desde un punto
de vista de la investigacion cientifica en el disefio de muestreos con objetivos
especificos que ayuden a entender mejor la dindamica de una poblacién (Cowen &
Sponaugle 2009). Particularmente, en el Golfo de California se identificaron
poblaciones fuente como Puerto Pefiasco para O. bimaculatus y Bahia Kino para O.
hubbsorum, asi como poblaciones sumidero como Puerto Lobos para O. bimaculatus
y Santa Rosalia para O. hubbsorum, ambos tipos de poblaciones con diversidades
genéticas distintas. Aparentemente, intensificar una captura en Puerto Pefiasco o
Bahia Kino no seria lo mas adecuado dado que es una poblacién fuente con mayor
numero de alelos privados pero con una relativa baja diversidad genética, y quizas lo
mas adecuado seria capturar en una poblacion sumidero como Puerto Lobos o Santa
Rosalia, sin embargo su bajo numero de alelos privados y su elevada diversidad
genética la hace una poblacién unica al contar con un pool génico que representa a
otras poblaciones. En este caso, tendria mas sentido proteger una poblacién que
puede ser considerada un banco genético, pero también deben considerarse

aspectos bioldgicos y ecologicos que ayuden a definir mejor su aprovechamiento.

Finalmente, O. bimaculatus, O. bimaculoides y O. hubbsorum son las especies
con mayor frecuencia de captura presentan en el noroeste de México. Sin embargo
este dato no es oficial, pero en el presente estudio, utilizando herramientas
genéticas, se logro responder tres preguntas fundamentales, que son: ¢Quiénes

estan?, ;Donde estan? y parcialmente ; Como es su dinamica poblacional?.
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CONCLUSIONES

Herramientas moleculares: Microsatélites y Mitogenoma

Algunos de los marcadores microsatélites disefiados especificamente para O.
bimaculatus, amplifican también para O. bimaculoides y O. hubbsorum. Sin embargo
se recomienda que se disefen loci microsatélites para O. hubbsorum, pues se ha
reportado que es la especie con mayor distribucion geografica para el Pacifico

mexicano, y probablemente hasta las costas de Chile.

El ensamble del genoma completo mitocondrial para O. bimaculatus, permitio
tener una referencia genética especifica, la cual se desconocia para los genes mas
utilizados a nivel mundial en analisis filogenéticos y para diferenciar especies, 16s
ARN y COI.

El mitogenoma de O. bimaculatus presenté el mismo arreglo de genes que
presentan las otras 6 especies de pulpo para las cuales se han descritos los

genomas.

El mitogenoma de O. bimaculatus, a diferencia de los otros, tiene longitud
mayor 16,085 bp y presenta un VNTR unico en la region control, lo cual podria ser
caracteristico de la especie y pudiera utilizarse en un futuro como un marcador unico

para diferenciar a la especie.

El analisis filogenético de mitogenomas indicé que O. bimaculatus presenta

una relacion mas estrecha con su congénere O. vulgaris.

Identificacidén de especies
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Octopus bimaculatus, O. bimaculoides y O. hubbsorum se pueden diferenciar
utilizando los genes 16s ARN y COI. Sin embargo, las dos primeras son mas

cercanas genéticamente.

Distribucion de especies

El uso de loci microsatélites en conjunto con marcadores mitocondriales
permitié diferenciar las poblaciones que corresponden a cada especie en el noroeste

de México.

Los limites de distribucion de O. bimaculatus, O. bimaculoides y O. hubbsorum
se traslapan en la costa oeste de la peninsula, especificamente en la region
biogeografica alrededor de Bahia Magdalena. Mientras que en el Golfo de California,
O. bimaculatus y O. hubbsorum se traslapan alrededor de las grandes islas. No se

encontré evidencia de que O. bimaculoides este norte del Golfo de California.

Octopus bimaculatus y O. bimaculoides ampliaron su rango de distribucién de
Bahia Sebastian Vizcaino hacia el sur, hasta Bahia Magdalena. Sobre la misma
costa probablemente estén algunos organismos de O. hubbsorum en la region de
Las Barrancas justo al norte de Bahia Magdalena donde se habia considerado su

limite geografico.

En el Golfo de California O. bimaculatus y O. hubbsorum estan bien
delimitados en la regiéon de las grandes islas con localidades donde convergen.
Octopus bimaculatus, de acuerdo a su distribucién pudiera ser considerada una
especie con habitos templados principalmente. Mientras que O. hubbsorum estuvo
mas asociado a regiones tropicales, sin embargo se podria considerar que tolera

ambientes templados.

Genética Poblacional y conectividad
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Las poblaciones de las tres especies mostraron una fuerte estructura

poblacional en el noroeste de México.

La conectividad genética de las tres especies puede ser explicada por medio
de la dispersion larvaria o juveniles asociada a corrientes marinas y vectores

flotantes.
Octopus bimaculatus

Octopus bimaculatus tiene una estructura de al menos 5 poblaciones en el
noroeste de México. Una en sobre la costa oeste de la peninsula, Malarrimo, y cuatro
en el norte del Golfo de California, Puerto Pefiasco, San Luis Gonzaga, Isla Smith y

Puerto Refugio.

La poblacion de Isla Smith probablemente sea un centro de origen de las

demas poblaciones, por su mayor riqueza de alelos privados.

Puerto Pefiasco puede ser considerada una poblacion fuente, con una tasa de
migracion asimétrica para las demas poblaciones de este estudio, debido que

exporta mas organismos de lo que importa.

Todas las poblaciones de O. bimaculatus, presentan un grado de parentesco
producto de una retencion local y/o autoreclutamiento durante la temporada de

desove.

Se considera que las poblaciones de O. bimaculatus no presentaron cuellos
de botellas recientes. Los cuellos detectados para Bahia de Los Angeles, San Luis
Gonzaga y La Bocana-Las Barrancas muy probablemente estén sobrestimados por

un efecto de paternidad multiple.
Octopus bimaculoides

Octopus bimaculoides presenta estructura poblacional. Se identificaron dos
poblaciones; una compuesta por San Quintin y Bahia Magdalena, las cuales que

difieren de Ejido Erendira.
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La fuerte estructura genética de Ejido Erendira con las otras poblaciones,

probablemente se deba a las caracteristicas de habitat*.

La conectividad fue asimétrica de Bahia Magdalena hacia San Quintin,
probablemente ocasionada por vectores (Rafting) sobre la contracorriente de

California *.

No se observd un parentesco genético significativo en la poblacidn de Ejido
Erendira, por lo que el autoreclutamiento no esté sucediendo debido a exposicién a

aguas abiertas.

Las poblaciones San Quintin y Bahia Magdalena tuvieron un parentesco
genético significativo, producto del autoreclutamiento y el modelo de ciclo de vida

asociado temperaturas de cada localidad.

La poblacién de Bahia Magdalena presenté un cuello de botella significativo,
probablemente producto de dos factores: 1) el autoreclutamiento, el cual es mas
frecuente debido a la alternancia de generaciones y 2) la migracién asimétrica hacia

el norte lo que refleja poco intercambio genético.

*algunas conclusiones para O. bimaculoides deben ser consideradas con precaucion

debido al bajo numero de muestras y el bajo numero de poblaciones.
Octopus hubbsorum

La estructura genética de O. hubbsorum en el noroeste de México, estuvo

representada por 3 poblaciones, Isla San Lorenzo, Isla Tiburon y Puerto Libertad.

La conectividad genética de O. hubbsorum es asimétrica con direccion de

norte a sur.

La poblacion de Bahia Kino puede considerarse como una poblacion fuente
para las demas poblaciones. Mientras que Santa Rosalia puede considerarse una
poblacién sumidero, ya que recibe mas organismos de otras poblaciones de los que

exporta.
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Las poblaciones de O. hubbsorum en el Golfo de California, muy
probablemente, estan exportando organismos hacia la costa oeste de la peninsula
(El Conejo).

Las poblaciones de O. hubbsorum en el Golfo de California, presentaron un
parentesco genético relativamente bajo, posiblemente del producto de

autoreclutamiento.

La poblacion de El Conejo parece haber experimentado un cuello de botella
reciente como resultado de un exceso de heterocigosidad, el cual probablemente se
deba a una expansion poblacional a partir de migrantes de poblaciones

genéticamente diferentes.
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Apéndices

Apéndice A. Desviaciéon del equilibrio de de Hardy-Weinberg (probabilidad y significancia) y prueba de
alelos nulos por medio de expectativa de maximizacion de 20 localidades con 7 loci microsatélites.

claves: ns=no significativo, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

Poblacion Locus EM probabilidad Significancia

Ejido Erendira ochi25 0.000 0.109 ns
ochi35 0.000 0.749 ns
ochi39 0.000 0.000 *Ek
ochi41 0.000 0.003 **
ochi47 0.000 0.633 ns
ochi48 0.000 0.882 ns
ochi50 0.000 0.826 ns

Media 0.000 0.457

Error Estandar 0.000

San Quintin ochi25 0.000 0.549 ns
ochi35 0.000 0.655 ns
ochi39 0.172 0.067 ns
ochi4l 0.070 0.724 ns
ochi47 0.265 0.039 *
ochi48 0.000 0.708 ns
ochi50 0.000 0.660 ns

Media 0.072 0.486

Error Estandar 0.040

Bahia Magdalena ochi25 0.038 0.014 *
ochi35 0.000 0.497 ns
ochi39 0.000 0.141 ns
ochi4l 0.000 0.003 **
ochi47 0.000 0.218 ns
ochi48 0.000 0.725 ns
ochi50 0.000 0.451 ns

Media 0.005 0.293

Error Estandar 0.005

La Bocana ochi25 0.000 0.890 ns
ochi35 0.000 0.704 ns
ochi39 0.001 0.172 ns
ochi4l 0.000 0.641 ns
ochid7 0.000 0.680 ns
ochi48 0.000 0.247 ns
ochi50 0.000 0.172 ns

Media 0.000 0.501

Error Estandar 0.000

Las Barrancas ochi25 0.000 0.371 ns
ochi35 0.000 0.679 ns
ochi39 0.000 0.357 ns
ochi4l 0.000 0.641 ns
ochi4d7 0.001 0.382 ns
ochi48 0.083 0.558 ns
ochi50 0.001 0.019 *

Media 0.012 0.430

Error Estandar 0.012

El Conejo ochi25 0.054 0.439 ns
ochi35 0.000 0.352 ns
ochi39 0.072 0.744 ns
ochi4l 0.000 0.199 ns
ochi47 0.000 0.066 ns
ochi48 0.000 0.257 ns
ochi50 0.001 Monomoérfico

Media 0.018 0.343

Error Estandar 0.012
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Malarrimo

Media
Error Estandar

Puerto Pefiasco

Media
Error Estandar

San Luis Gonzaga

Media
Error Estandar

Puerto Refugio

Media
Error Estandar

Isla Smith

Media
Error Estandar

Bahia de los Angeles

Media
Error Estandar

Puerto Lobos

Media

ochi25
ochi35
ochi39
ochi4l
ochid7
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbi4l
ochi47
ocbhi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ochi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ochi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbhi4l
ochi47
ochi48
ochi50

0.033
0.000
0.102
0.000
0.000
0.032
0.045
0.030
0.014

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010
0.001
0.002
0.001

0.005
0.000
0.127
0.000
0.000
0.220
0.103
0.065
0.033

0.000
0.000
0.027
0.000
0.000
0.000
0.000
0.004
0.004

0.000
0.000
0.255
0.000
0.000
0.158
0.000
0.059
0.039

0.000
0.089
0.073
0.015
0.000
0.000
0.165
0.049

0.494
0.759
0.003
0.924
0.831
0.676
0.000
0.527

0.393
0.906
0.467
0.904
0.892
0.211
1.000
0.682

0.937
0.670
0.263
0.312
0.809
0.661
Monomoérfico
0.609

0.319
0.973
0.689
0.409
0.781
0.003
0.089
0.466

0.846
0.969
0.007
0.933
0.637
0.871
0.968
0.747

0.410
0.086
0.021
0.788
0.853
0.239
0.000
0.343

0.792
0.036
0.387
0.477
0.010
0.566
0.000
0.324

ns
ns
*%
ns
ns

ns
ok ok

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
* %

ns

ns
ns
*k
ns
ns
ns
ns

ns
ns

ns
ns

ns
ok k

ns
ns

ns
* ok k
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Error Estandar

Puerto Libertad

Media
Error Estandar

Isla san Lorenzo

Media
Error Estandar

Isla Tiburon

Media
Error Estandar

Isla el Datil

Media
Error Estandar

Bahia Kino

Media
Error Estandar

Isla San Pedro Martir

Media
Error Estandar

Santa Rosalia

ochi25
ochi35
ochi39
ochi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ochi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ochi4l
ochid7
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbi4l
ochid7
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbi4l
ochi47
ochi48
ochi50

ochi25
ochi35
ochi39
ocbi4l
ochi47
ochi48
ochi50

0.024

0.006
0.000
0.157
0.000
0.083
0.064
0.000
0.044
0.023

0.000
0.000
0.000
0.000
0.165
0.167
0.001
0.048
0.031

0.078
0.000
0.095
0.062
0.111
0.148
0.263
0.108
0.031

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000

0.000
0.000
0.136
0.000
0.000
0.007
0.000
0.021
0.019

0.315
0.000
0.000
0.001
0.001
0.176
0.001
0.070
0.048

0.000
0.000
0.111
0.000
0.000
0.000
0.000

0.408
0.282
0.037
0.000
0.042
0.002
1.000
0.253

0.532
0.996
0.494
0.798
0.000
0.010
Monomorfico
0.472

0.899
0.885
0.002
0.000
0.488
0.009
0.000
0.326

0.387
0.532
0.532
0.861
0.387
0.861
0.423
0.569

0.162
0.925
0.588
0.003
0.000
0.393
0.762
0.405

0.083
0.532
0.532
Monomorfico
0.261
0.343
Monomorfico
0.350

0.239
0.966
0.346
0.028
0.628
0.846
0.850

ns
ns
ns

ns
ok k

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns

ns
*%

ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns

ns
ns
ns

ns
ns
ns
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Media 0.016 0.558
Error Estandar 0.016
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Apéndice B. Diferenciaciéon genética pareada con y sin correccion por alelos nulos. Arriba de la diagonal muestra los valores de Fst con la correccion
de alelos nulos. Debajo de la diagonal muestra los valores de Fst sin correccion de alelos nulos. Valores generados por el programa FREENA.

EE
sQ
BM
LBA
LBR
CON
MAL
PPE
SLG
PRE
ISM
BLA
PLO
PLI
ISL
ITI
IDA
BKI
ISPM
STR

EE

0.175
0.232
0.176
0.251
0.286
0.215
0.182
0.245
0.206
0.198
0.198
0.209
0.150
0.257
0.266
0.195
0.302
0.270
0.226

sQ
0.174

0.217
0.148
0.182
0.295
0.188
0.193
0.213
0.221
0.176
0.161
0.189
0.238
0.315
0.269
0.121
0.303
0.242
0.255

BM
0.232
0.224

0.126
0.187
0.223
0.155
0.138
0.166
0.181
0.172
0.157
0.144
0.227
0.303
0.254
0.152
0.271
0.168
0.262

LBA
0.176
0.151
0.126

0.034
0.111
0.093
0.043
0.037
0.037
0.086
0.074
0.028
0.164
0.178
0.160
0.052
0.157
0.126
0.175

LBR
0.248
0.190
0.185
0.033

0.106
0.131
0.029
0.008
0.123
0.114
0.101
0.021
0.168
0.134
0.175
0.045
0.108
0.115
0.186

CON
0.288
0.301
0.226
0.113
0.103

0.213
0.062
0.124
0.204
0.208
0.180
0.116
0.217
0.198
0.163
0.156
0.085
0.066
0.220

MAL
0.214
0.182
0.155
0.094
0.130
0.212

0.118
0.147
0.129
0.088
0.118
0.093
0.183
0.230
0.169
0.138
0.204
0.184
0.192

PPE
0.182
0.186
0.138
0.043
0.026
0.060
0.116

0.046
0.115
0.106
0.088
0.024
0.123
0.126
0.139
0.075
0.092
0.087
0.144

SLG
0.245
0.213
0.165
0.037
0.008
0.125
0.146
0.046

0.144
0.129
0.129
0.036
0.213
0.165
0.217
0.114
0.136
0.130
0.234

PRE
0.206
0.214
0.180
0.043
0.121
0.207
0.118
0.108
0.144

0.122
0.118
0.078
0.186
0.213
0.182
0.121
0.189
0.157
0.196

ISM
0.199
0.169
0.173
0.087
0.113
0.207
0.086
0.106
0.130
0.114

0.018
0.081
0.172
0.230
0.159
0.130
0.201
0.184
0.182

BLA
0.202
0.162
0.162
0.085
0.109
0.187
0.115
0.088
0.136
0.115
0.018

0.082
0.160
0.223
0.162
0.067
0.195
0.110
0.154

PLO
0.207
0.179
0.144
0.034
0.029
0.127
0.085
0.028
0.047
0.069
0.074
0.078

0.160
0.140
0.165
0.079
0.111
0.129
0.167

PLI
0.151
0.233
0.226
0.163
0.166
0.216
0.176
0.117
0.213
0.176
0.167
0.154
0.150

0.208
0.171
0.150
0.214
0.175
0.140

ISL
0.259
0.303
0.295
0.167
0.122
0.188
0.219
0.112
0.150
0.199
0.220
0.215
0.133
0.206

0.242
0.189
0.120
0.235
0.229

ITI
0.252
0.249
0.241
0.151
0.162
0.157
0.148
0.121
0.205
0.159
0.140
0.140
0.140
0.147
0.220

0.176
0.119
0.169
0.165

IDA
0.195
0.133
0.153
0.052
0.047
0.162
0.141
0.075
0.114
0.129
0.132
0.085
0.086
0.155
0.184
0.174

0.198
0.022
0.149

BKI
0.305
0.299
0.274
0.161
0.107
0.083
0.205
0.092
0.138
0.185
0.203
0.196
0.118
0.212
0.110
0.111
0.204

0.165
0.212

ISPM
0.250
0.240
0.165
0.105
0.091
0.053
0.167
0.060
0.105
0.150
0.162
0.099
0.117
0.157
0.205
0.164
0.008
0.155

0.185

STR
0.226
0.256
0.263
0.177
0.187
0.222
0.193
0.143
0.236
0.196
0.183
0.161
0.166
0.141
0.229
0.150
0.152
0.217
0.169
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Apéndice C. Diferenciacion genética de especies de pulpo de 20 localidades en el Pacifico Mexicano. Arriba de la diagonal valores de Fst, debajo de la

diagonal estimaciones de Jost’ D.

EE
SQ
BM
LBA
LBR
CON
MAL
PPE
SLG
PRE
ISM
BLA
PLO
PLI
ISL
ITI
IDA

BKI
ISPM

EE

0.381

0.572

0.533

0.773

0.666

0.741

0.627

0.700

0.659

0.702

0.650

0.772

0.406

0.575

0.783

0.501

0.837
0.617

SQ
0.174

0.571
0.518
0.599
0.780
0.672
0.723
0.656
0.791
0.658
0.565
0.752
0.766
0.814
0.843
0.353

0.882
0.600

BM
0.232

0.219

0.429

0.628

0.542

0.583

0.526

0.498

0.653

0.694

0.583

0.596

0.774

0.797

0.818

0.424

0.786
0.349

LBA
0.175

0.148

0.127

0.168

0.338

0.484

0.221

0.146

0.191

0.489

0.419

0.178

0.776

0.531

0.649

0.240

0.531
0.418

LBR
0.248

0.178

0.185

0.032

0.313

0.592

0.114

0.015

0.554

0.552

0.482

0.104

0.725

0.361

0.659

0.208

0.322
0.308

CON
0.275

0.289

0.217

0.108

0.108

0.761

0.214

0.325

0.676

0.772

0.622

0.431

0.676

0.423

0.449

0.421

0.186
0.103

MAL
0.214

0.187

0.156

0.093

0.123

0.21

0.573

0.618

0.594

0.429

0.561

0.478

0.818

0.752

0.691

0.640

0.745
0.785

PPE
0.182

0.193

0.138

0.043

0.029

0.066

0.118

0.181

0.550

0.551

0.428

0.126

0.540

0.378

0.593

0.326

0.308
0.239

SLG
0.242

0.212

0.165

0.036

0.007

0.122

0.144

0.045

0.593

0.574

0.559

0.161

0.840

0.413

0.769

0.420

0.372
0.308

PRE
0.207

0.222

0.18

0.038

0.117

0.2

0.131

0.118

0.144

0.610

0.562

0.390

0.808

0.649

0.720

0.552

0.648
0.685

ISM
0.198

0.176

0.173

0.087

0.108

0.204

0.089

0.107

0.128

0.126

0.079

0.450

0.815

0.786

0.674

0.652

0.770
0.833

BLA
0.197

0.161

0.156

0.074

0.093

0.177

0.117

0.088

0.128

0.12

0.018

0.439

0.715

0.708

0.656

0.329

0.690
0.552

PLO
0.208

0.189

0.146

0.028

0.021

0.119

0.094

0.026

0.036

0.08

0.083

0.083

0.783

0.445

0.729

0.419

0.394
0.397

PLI
0.15

0.233

0.225

0.163

0.164

0.217

0.184

0.125

0.211

0.189

0.174

0.161

0.162

0.572

0.621

0.588

0.695
0.644

ISL
0.253

0.316

0.298

0.177

0.138

0.196

0.226

0.124

0.163

0.213

0.227

0.221

0.139

0.207

0.690

0.491

0.268
0.456

ITI
0.271

0.274

0.255

0.164

0.178

0.172

0.183

0.157

0.224

0.198

0.172

0.175

0.178

0.187

0.258

0.631

0.379
0.574

IDA
0.195

0.121

0.152

0.052

0.044

0.154

0.137

0.075

0.114

0.121

0.131

0.067

0.079

0.146

0.189

0.177

0.599
0.026

BKI
0.303

0.306

0.269

0.159

0.114

0.086

0.208

0.095

0.135

0.196

0.207

0.199

0.115

0.222

0.126

0.148

0.199

0.328

ISPM
0.251

0.234

0.168

0.118

0.122

0.065

0.156

0.092

0.125

0.12

0.153

0.074

0.139

0.13

0.226

0.136

0.03

0.162

STR
0.22

0.25

0.26

0.17

0.18

0.21

0.19

0.14

0.23

0.19

0.18

0.15

0.16

0.14

0.22

0.17

0.14

0.21

0.13
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STR 0569 0.737 0.787 0.693 0.677 0.575 0.764 0.562 0.810 0.756 0.764 0.602 0.724 0.455 0.559 0.521 0474 0.595 0.615

142



Apéndice D. Evaluacion de 15 microsatélites por locus por poblacion de Octopus bimaculatus. Locus,

heterocigosidad Observada (Ho) y esperada (He), valores de P (Prob) para equilibrio de Hardy-Weinberg,

Significancia (Signif) de EHW después de valor de correccién de Bonferroni (P < 0.00037) y valores de

maxima expectativa (EM) para alelos nulos.

Poblacién Locus Ho He Prob Signif EM
Malarrimo OCBI-9 0.906 0.910 0.880 ns 0.000
OCBI-12 0.767 0.874 0.590 ns 0.051
OCBI-15 0.906 0.930 0.657 ns 0.005
OCBI-16 0.839 0.855 0.835 ns 0.015
0OCBI-17 0.871 0.912 0.065 ns 0.005
OCBI-25 0.875 0.849 0.494 ns 0.033
OCBI-32 0.813 0.892 0.029 ns 0.057
OCBI-35 0.871 0.876 0.759 ns 0.000
OCBI-39 0.656 0.865 0.003 ns 0.102
OCBI-40 0.839 0.850 0.013 ns 0.030
OCBI-41 0.906 0.801 0.924 ns 0.000
OCBI-46 0.933 0.862 0.742 ns 0.000
OCBI-47 1.000 0.847 0.831 ns 0.000
OCBI-48 0.839 0.849 0.676 ns 0.032
OCBI-50 0.321 0.309 0.648 ns 0.000
Promedio 0.823 0.832 0.022
EE 0.041 0.038 0.008
La Bocana OCBI-9 1.000 0.820 0.247 ns 0.000
OCBI-12 0.800 0.760 0.132 ns 0.000
OCBI-15 1.000 0.880 0.516 ns 0.000
OCBI-16 1.000 0.760 0.451 ns 0.000
OCBI-17 1.000 0.750 0.285 ns 0.000
OCBI-25 1.000 0.760 0.890 ns 0.000
OCBI-32 0.600 0.760 0.491 ns 0.067
OCBI-35 1.000 0.800 0.704 ns 0.000
OCBI-39 0.600 0.760 0.172 ns 0.001
OCBI-40 1.000 0.820 0.290 ns 0.000
0CBI-41 1.000 0.820 0.641 ns 0.000
OCBI-46 1.000 0.800 0.764 ns 0.000
OCBI-47 1.000 0.840 0.680 ns 0.000
OCBI-48 1.000 0.820 0.247 ns 0.000
OCBI-50 1.000 0.580 0.172 ns 0.000
Promedio 0.933 0.782 0.004
EE 0.037 0.017 0.004
Las Barrancas OCBI-9 0.800 0.840 0.337 ns 0.000
OCBI-12 0.800 0.820 0.451 ns 0.000
OCBI-15 0.600 0.780 0.375 ns 0.067
OCBI-16 1.000 0.820 0.823 ns 0.000
0OCBI-17 1.000 0.880 0.516 ns 0.000
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Puerto Pefiasco

San Luis Gonzaga

OCBI-25
OCBI-32
OCBI-35
OCBI-39
OCBI-40
OCBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50
Promedio
EE

OCBI-9
OCBI-12
OCBI-15
OCBI-16
OCBI-17
OCBI-25
OCBI-32
OCBI-35
OCBI-39
OCBI-40
OCBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50
Promedio
EE

OCBI-9

OCBI-12
OCBI-15
OCBI-16
OCBI-17
OCBI-25
OCBI-32
OCBI-35
0OCBI-39
OCBI-40
0CBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50

0.800
0.600
1.000
0.800
1.000
1.000
0.600
0.750
0.500
0.200
0.763
0.060

0.935
0.813
0.875
0.719
0.813
0.938
1.000
0.906
0.906
0.969
0.813
0.903
1.000
1.000
0.531
0.875
0.032

1.000
1.000
0.875
0.375
0.750
1.000
0.875
0.875
0.875
1.000
1.000
1.000
1.000
0.750
0.000

0.840
0.840
0.781
0.800
0.840
0.820
0.860
0.813
0.688
0.340
0.784
0.034

0.903
0.843
0.933
0.879
0.900
0.899
0.854
0.891
0.864
0.904
0.784
0.888
0.881
0.897
0.424
0.850
0.032

0.867
0.836
0.898
0.828
0.875
0.852
0.742
0.820
0.789
0.820
0.852
0.734
0.847
0.805
0.000

0.371
0.247
0.679
0.357
0.247
0.641
0.170
0.382
0.558
0.019

0.997
0.358
0.016
0.078
0.087
0.393
0.912
0.906
0.467
0.588
0.904
0.976
0.892
0.211
1.000

0.827
0.682
0.516
0.011
0.369
0.937
0.835
0.670
0.263
0.594
0.312
0.837
0.809
0.661

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0.000
0.133
0.000
0.000
0.000
0.000
0.133
0.001
0.083
0.001
0.028
0.013

0.000
0.000
0.028
0.089
0.051
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.011
0.007

0.000
0.000
0.000
0.244
0.066
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.010

monomérfico 0.001
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Bahia de Los Angeles

Puerto Refugio

Promedio
EE

OCBI-9
OCBI-12
OCBI-15
OCBI-16
OCBI-17
OCBI-25
OCBI-32
OCBI-35
OCBI-39
OCBI-40
OCBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50
Promedio
EE

OCBI-9
OCBI-12
OCBI-15
OCBI-16
OCBI-17
OCBI-25
OCBI-32
OCBI-35
OCBI-39
OCBI-40
0OCBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50
Promedio
EE

OCBI-9

OCBI-12
OCBI-15
OCBI-16
OCBI-17
OCBI-25
OCBI-32

0.825
0.073

0.960
0.800
0.960
0.920
0.920
0.920
0.840
0.920
0.840
0.920
0.920
0.920
0.920
0.880
0.500
0.876
0.029

1.000
0.786
0.857
0.857
0.857
0.857
0.786
0.929
0.357
0.769
0.857
0.929
0.929
0.571
0.286
0.775
0.054

0.765
0.882
0.529
0.824
0.824
0.882
0.706

0.771
0.056

0.885
0.868
0.935
0.890
0.906
0.891
0.886
0.846
0.865
0.892
0.864
0.889
0.874
0.861
0.437
0.853
0.030

0.883
0.852
0.906
0.821
0.903
0.878
0.852
0.860
0.816
0.858
0.816
0.839
0.883
0.860
0.372
0.827
0.033

0.843
0.874
0.905
0.889
0.884
0.879
0.830

0.264
0.289
0.199
0.626
0.673
0.846
0.072
0.969
0.007
0.025
0.933
0.684
0.637
0.871
0.968

0.416
0.036
0.786
0.480
0.431
0.410
0.160
0.086
0.021
0.549
0.788
0.577
0.853
0.239
0.000

0.177
0.928
0.000
0.631
0.176
0.319
0.587

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0.021
0.017

0.000
0.027
0.000
0.000
0.000
0.000
0.038
0.000
0.027
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.006
0.003

0.000
0.000
0.024
0.000
0.024
0.000
0.032
0.000
0.255
0.020
0.000
0.000
0.000
0.158
0.000
0.034
0.019

0.029
0.000
0.200
0.034
0.007
0.005
0.058
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Puerto Lobos

Total

OCBI-35
OCBI-39
OCBI-40
OCBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50
Promedio
EE

OCBI-9
OCBI-12
OCBI-15
OCBI-16
OCBI-17
OCBI-25
OCBI-32
OCBI-35
OCBI-39
OCBI-40
OCBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50
Promedio
EE

Promedio
EE

0.941
0.529
0.941
0.824
1.000
0.941
0.471
0.188
0.750
0.058

0.923
0.750
0.500
0.750
0.857
1.000
0.700
0.929
0.750
1.000
1.000
0.000
0.929
0.929
0.462
0.765
0.070

0.82

0.0168

0.874
0.768
0.875
0.822
0.872
0.862
0.875
0.275
0.822
0.040

0.855
0.750
0.688
0.840
0.880
0.860
0.870
0.862
0.809
0.861
0.872
0.000
0.862
0.842
0.657
0.767
0.058

0.81
0.0123

0.973
0.689
0.063
0.409
0.850
0.781
0.003
0.089

0.836
0.349
0.100
0.153
0.825
0.923
0.172
0.479
0.569
0.682
0.869

monomorfico

0.529
0.825
0.017

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0.000
0.127
0.000
0.000
0.000
0.000
0.220
0.103
0.052
0.019

0.000
0.000
0.001
0.080
0.014
0.000
0.095
0.000
0.044
0.000
0.000

0.000
0.000
0.101
0.024
0.010

0.023
0.004
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Apéndice E. Evaluacion de 15 microsatélites por locus por poblacién de Octopus bimaculoides. Locus,
heterocigosidad Observada (Ho) y esperada (He), valores de P (Prob) para equilibrio de Hardy-Weinberg,

Significancia (Signif) de EHW después de valor de correccién de Bonferroni (P < 0.00037) y valores de

maxima expectativa (EM) para alelos nulos.

Poblacion Locus Ho He Prob Signif EM
Ejido Erendira OCBI-9 1.000 0.847 0.828 ns 0.000
OCBI-12 0.692 0.541 0.453 ns 0.000
OCBI-15 0.357 0.786 0.000 *** 0.245
OCBI-16 1.000 0.719 0.727 ns 0.000
OCBI-17  0.000 0.000 monomdrfico 0.001
OCBI-25 0.615 0.426 0.109 ns 0.000
OCBI-32 0.929 0.867 0.366 ns 0.000
OCBI-35 1.000 0.732 0.585 ns 0.000
OCBI-39 0.857 0.821 0.000 *** 0.000
OCBI-40  1.000 0.852 0.004 ns 0.000
OCBI-41 1.000 0.533 0.003 ns 0.000
OCBI-46  0.000 0.000 monomorfico 0.001
OCBI-47 0.769 0.766 0.633 ns 0.000
OCBI-48  0.357 0.309 0.882 ns 0.000
OCBI-50 0.786 0.694 0.826 ns 0.000
Promedio 0.691 0.593 0.017
EE 0.092 0.075 0.016
San Quintin OCBI-9 0.700 0.830 0.499 ns 0.051
OCBI-12 0.800 0.710 0.019 ns 0.000
OCBI-15 0.600 0.780 0.260 ns 0.109
OCBI-16  0.500 0.750 0.076 ns 0.138
OCBI-17 0.200 0.270 0.003 ns 0.000
OCBI-25 0.400 0.335 0.891 ns 0.000
OCBI-32 0.900 0.845 0.573 ns 0.000
OCBI-35 0.889 0.852 0.655 ns 0.000
OCBI-39 0.600 0.885 0.135 ns 0.155
OCBI-40  1.000 0.864 0.278 ns 0.000
OCBI-41 0.444 0.593 0.724 ns 0.070
OCBI-46  0.200 0.180 0.725 ns 0.000
OCBI-47 0.200 0.680 0.020 ns 0.282
OCBI-48  0.222 0.198 0.708 ns 0.000
OCBI-50 1.000 0.890 0.366 ns 0.000
Promedio 0.577 0.644 0.054
EE 0.077 0.068 0.022
Bahia Magdalena OCBI-9 1.000 0.602 0.110 ns 0.000
OCBI-12 1.000 0.734 0.515 ns 0.000
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OCBI-15
OCBI-16
OCBI-17
OCBI-25
OCBI-32
OCBI-35
OCBI-39
OCBI-40
OCBI-41
OCBI-46
OCBI-47
OCBI-48
OCBI-50
Promedio
EE

Total
EE

0.875
1.000
0.000
0.667
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.000
1.000
0.750
0.875
0.811
0.089

0.693
0.088

0.789
0.688
0.000
0.611
0.781
0.727
0.648
0.711
0.500
0.000
0.719
0.508
0.844
0.591
0.067

0.609
0.069

0.005 ns
0.134 ns
monomorfico
0.034 ns
0.526 ns
0.629 ns
0.187 ns
0.416 ns
0.005 ns
monomorfico
0.353 ns
0.410 ns
0.363 ns

0.000
0.000
0.001
0.051
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.004
0.003

0.025
0.016
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Apéndice F. Evaluacion de 7 microsatélites por locus por poblacion de Octopus hubbsorum. Locus,

heterocigosidad Observada (Ho) y esperada (He), valores de P (Prob) para equilibrio de Hardy-Weinberg,

Significancia (Signif) de EHW después de valor de correccién de Bonferroni (P < 0.00037) y valores de

maxima expectativa (EM) para alelos nulos.

Poblacion Locus Ho He Prob Signif EM
Santa Rosalia OCBI-25 1.000 0.891 0.239 ns 0.000
OCBI-35 1.000 0.859 0.966 ns 0.000
OCBI-39 0.625 0.805 0.346 ns 0.111
OCBI-41 0.875 0.492 0.028 ns 0.000
OCBI-47 1.000 0.852 0.628 ns 0.000
OCBI-48 0.625 0.602 0.846 ns 0.000
OCBI-50 0.125 0.117 0.850 ns 0.000
Promedio 0.750 0.660 0.016
EE 0.122 0.107 0.016
EL Conejo OCBI-25 0.750 0.836 0.439 ns 0.054
OCBI-35 0.875 0.883 0.352 ns 0.000
OCBI-39 0.600 0.680 0.744 ns 0.072
OCBI-41 0.625 0.430 0.199 ns 0.000
OCBI-47 1.000 0.836 0.066 ns 0.000
OCBI-48 0.714 0.500 0.257 ns 0.000
OCBI-50 0.000 0.000 Monomérfico 0.001
Promedio 0.750 0.660 0.018
EE 0.122 0.107 0.012
Bahia Kino OCBI-25 1.000 0.927 0.162 ns 0.000
OCBI-35 0.969 0.883 0.588 ns 0.000
OCBI-39 0.613 0.873 0.003 ns 0.136
OCBI-41 0.906 0.581 0.000 *** 0.000
OCBI-47 0.969 0.889 0.393 ns 0.000
OCBI-48 0.407 0.437 0.762 ns 0.007
OCBI-50 0.034 0.034 0.925 ns 0.000
Promedio 0.700 0.660 0.021
EE 0.139 0.126 0.019
Isla San Lorenzo OCBI-25 0.944 0.920 0.532 ns 0.000
OCBI-35 1.000 0.864 0.996 ns 0.000
OCBI-39 0.810 0.841 0.494 ns 0.000
OCBI-41 0.591 0.531 0.798 ns 0.000
OCBI-47 0.529 0.822 0.000 *** 0.165
OCBI-48 0.105 0.273 0.010 ns 0.167
OCBI-50 0.000 0.000 Monomorfico 0.001
Promedio 0.569 0.607 0.048
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Isla Tiburén

Puerto Libertad

EE

OCBI- 25
OCBI- 35
OCBI- 39
OCBI- 41
OCBI- 47
OCBI- 48
OCBI- 50
Promedio
EE

OCBI- 25
OCBI- 35
OCBI- 39
OCBI- 41
OCBI- 47
OCBI- 48
OCBI- 50
Promedio
EE

Total
EE

0.148

0.750
0.935
0.710
0.355
0.667
0.308
0.000
0.532
0.122

0.857
1.000
0.538
1.000
0.714
0.308
0.462
0.697
0.103

0.650
0.122

0.134

0.901
0.888
0.878
0.466
0.885
0.505
0.290
0.688
0.098

0.898
0.883
0.828
0.699
0.901
0.438
0.399
0.721
0.082

0.655
0.107

0.899
0.885
0.002
0.000
0.488
0.009
0.000

0.408
0.282
0.037
0.000
0.042
0.002
1.000

ns

ns

ns

ns

ns

k%%

ns

ns

ns

ns

ns

ns

0.031

0.078
0.000
0.095
0.062
0.111
0.148
0.263
0.108
0.031

0.006
0.000
0.157
0.000
0.083
0.064
0.000
0.044
0.023

0.042
0.025

150



