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Resumen

La Totoaba macdonaldi es un pez endémico del Golfo de California en peligro de extincidn, sujeto
a una intensa pesca ilegal por su buche y a un programa de repoblamiento mediante Unidades
de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMAs). Esta investigacién tuvo como
propdsito caracterizar la diversidad, la estructura genética y el parentesco de la poblacién
silvestre y de los reproductores en cautiverio de dos UMAs: el Centro Reproductor de Especies
Marinas del Estado de Sonora (CREMES) y la Universidad Auténoma de Baja California (UABC) a
lo largo de tres generaciones, asi como disefiar un panel reducido de SNPs in silico para la
reconstruccién de pedigri y la trazabilidad de la especie. A partir de la secuenciacién ddRAD-seq
de 145 individuos se obtuvo un conjunto neutral de 4,992 SNPs mediante ensamblaje de novo,
con una profundidad de cobertura de 90x y un error de genotipificacion de 0.03%. La poblacién
silvestre presentd una diversidad genética relativamente alta, ausencia de estructura genética
(panmixia) y un tamano efectivo poblacional grande (Ne >9,000), mientras que los reproductores
de las UMAs mostraron menor diversidad, una disminucidn progresiva de la riqueza alélica y la
heterocigosidad esperada a lo largo de las generaciones, tamafos efectivos muy bajos (Ne < 20)
y un elevado nivel de parentesco al interior de las UMAs. Se detecté diferenciacion genética
significativa entre la poblacion silvestre y las UMAs, asi como entre ambas UMAs. La asignacion
de origen con la base gendmica completa tuvo una alta precisidon de asignacion, especialmente
para los individuos silvestres con el set completo de SNPs. La seleccion de un panel reducido de
100 SNPs cuenta con elevada probabilidad de inclusién (> 97%) y de exclusidon (> 97%)
posibilitando la reconstruccién de pedigri de ambas UMAs con la misma resolucion que la base
completa, y el panel combinado de 150 SNPs igualé el desempefio de asignacion del conjunto de
referencia. Se concluye que la totoaba silvestre presenta altos valores de variabilidad genética,
en tanto que las UMAS requieren la incorporacién de nuevos reproductores silvestres y el
intercambio de material genético entre UMAs para frenar su erosidn genética. El panel reducido
de doble propdsito constituye una herramienta potencialmente costo-efectiva y estandarizable
para el manejo genético de las UMAs vy la trazabilidad del recurso.

Palabras clave: Totoaba macdonaldi, ddRAD-seq, panel de SNPs, trazabilidad, conservacion
gendmica.
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Summary

Totoaba macdonaldi is an endangered fish endemic to the Gulf of California, subject to intense
illegal fishing for its swim bladder and to a restocking program through Wildlife Conservation
Management Units (UMAs). The purpose of this work was to characterize the genetic diversity,
genetic structure, and relatedness of the wild population and of the captive broodstock of two
UMAs, the Marine Species Breeding Center of the State of Sonora (CREMES) and the Autonomous
University of Baja California (UABC), across three generations, as well as to design a reduced in
silico SNP panel for pedigree reconstruction and traceability of the species. Through ddRAD-seq
sequencing of 145 individuals, a neutral set of 4,992 SNPs was obtained by de novo assembly,
with a coverage depth of 90x and a genotyping error of 0.03%. The wild population showed
relatively high genetic diversity, absence of genetic structure (panmixia), and a large effective
population size (Ne > 9,000), whereas the UMA broodstock showed lower diversity, a progressive
decline in allelic richness and expected heterozygosity across generations, very low effective sizes
(Ne < 20), and a high level of relatedness within the UMAs. Significant genetic differentiation was
detected between the wild population and the UMAs, as well as between the two UMAs. Origin
assignment using the full genomic dataset achieved high assignment accuracy, particularly for
wild individuals with the complete SNP set. The selection of a reduced 100-SNP panel showed
high inclusion (> 97%) and exclusion (> 97%) probabilities, enabling the pedigree reconstruction
of both UMAs with the same resolution as the full dataset, and the combined 150-SNP panel
matched the assignment performance of the reference set. It is concluded that wild totoaba
shows high values of genetic variability, whereas the UMAs require the incorporation of new wild
broodstock and the exchange of genetic material between UMAs to curb their genetic erosion.
The dual-purpose reduced panel constitutes a cost-effective and standardizable tool for the
genetic management of UMAs, traceability of the resource, and support for law enforcement.

Keywords: Totoaba macdonaldi, ddRAD-seq, SNP panel, traceability, genomic conservation.
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1. INTRODUCCION

La genética de la conservacién cumple un papel decisivo en la proteccion de las especies
amenazadas, al aportar informacién clave sobre la salud y estructura genética de sus poblaciones,
asi como su capacidad de adaptacién. El uso de marcadores genéticos, tanto en poblaciones
silvestres como en cautiverio de especies no modelo, ha resultado esencial para evaluar la
diversidad genética a largo plazo, describir la estructura genética poblacional, asignar individuos
a su poblacién de origen e identificar relaciones de parentesco (Holman et al., 2017; May et al.,
2020; Allendorf et al., 2022). Estas herramientas resultan especialmente criticas para las especies
amenazadas cuyos organismos silvestres y de cultivo tienen estatus legales distintos, donde la
trazabilidad a lo largo de la cadena de suministro es esencial para la aplicacion de la ley y el
combate a la pesca ilegal, no declarada y no reglamentada (Bernatchez et al., 2017; Nielsen et al.,

2012; Ogden y Linacre, 2015).

El desarrollo de la secuenciacién masiva y de los métodos de genotipificacion de ADN asociada a
sitios de restricciéon (RAD-seq), ha permitido descubrir y caracterizar el genotipo de miles de
marcadores a lo largo del genoma en especies sin informacién gendmica previa (Catchen et al.,
2013; Andrews et al., 2016). Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) se han convertido
en el estandar de la genémica de poblaciones; son abundantes, reproducibles y faciles de
estandarizar entre laboratorios (Bernatchez et al., 2017), y proporcionan la resolucién necesaria
para detectar diferencias genéticas sutiles que los marcadores tradicionales no distinguen. Esta
resolucion resulta particularmente relevante para el estudio de especies marinas, en las cuales la
ausencia de barreras fisicas evidentes, los grandes tamafos efectivos poblacionales y el elevado
flujo génico suelen generar bajos niveles de diferenciacidn genética entre poblaciones (Hauser y

Carvalho, 2008; Allendorf et al., 2022).

Estas herramientas genéticas son igualmente necesarias para evaluar a las poblaciones
mantenidas en cautiverio. Los programas de cria con fines de repoblamiento suelen iniciar con
un numero reducido de reproductores y operar de manera cerrada, lo que los expone a la pérdida
de diversidad por deriva, al aumento de la endogamia y a la diferenciacion progresiva respecto a
la poblacidn silvestre en pocas generaciones (Williams y Hoffman, 2009; Lorenzen et al., 2012;

Christie et al., 2012). En este contexto, estimar la diversidad, el tamano efectivo de las
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poblaciones en cautiverio y reconstruir su pedigri mediante el analisis de parentesco entre
reproductores y descendientes permite vigilar su estado genético, planificar los

entrecruzamientos y minimizar la endogamia (Frankham et al., 2014).

A partir de un conjunto amplio de SNPs es posible, ademas, asignar individuos a su poblacién de
origen y disefiar paneles reducidos de unos pocos marcadores seleccionados para una funcién
especifica. Los loci muy diferenciados entre grupos permiten asignar el origen de un individuo,
mientras que los loci de alta variabilidad permiten reconstruir relaciones de parentesco
(Anderson y Garza, 2006; Anderson, 2010). Un panel reducido que combine ambos tipos de
marcadores representa una herramienta de bajo costo y facil estandarizacion con potencial para
apoyar la trazabilidad genética y el manejo en cautiverio (Holman et al., 2017; May et al., 2020).
No obstante, su aplicacidn en programas de trazabilidad y apoyo a la aplicacién de la normativa
requerirad validacién adicional, incluyendo estudios Inter laboratorios, evaluacién con muestras
comerciales o degradadas, protocolos de cadena de custodia y la actualizacidn de la linea base
genética. Una vez cumplidos estos requisitos, podria contribuir a diferenciar organismos
producidos legalmente de aquellos obtenidos mediante capturailegal (Nielsen et al., 2012; Ogden

y Linacre, 2015).

La totoaba (Totoaba macdonaldi) representa un caso de estudio particularmente pertinente para
evaluar la aplicacion de herramientas gendmicas en conservaciéon, manejo en cautiverio y
trazabilidad, debido a la convergencia de factores bioldgicos, productivos y regulatorios que
caracterizan a la especie. Es un pez de la familia Sciaenidae endémico del Golfo de California,
catalogado en peligro de extincidn tras décadas de sobreexplotacidn y, mds recientemente, sujeto
a una intensa pesca ilegal por el alto valor de su vejiga natatoria en los mercados asiaticos
(Cisneros-Mata et al., 1995, 2020; Curiel-Bernal et al., 2021). Su aprovechamiento se regula a
través de Unidades de Manejo para la Conservacién de la Vida Silvestre (UMAs), que mantienen
reproductores en cautiverio para la produccién comercial y el repoblamiento, bajo la normativa
nacional y las restricciones de comercio internacional derivadas de su inclusién en la CITES (DOF,
2018). Los estudios genéticos previos, basados en microsatélites y ADN mitocondrial, describieron
una poblacion silvestre con altos valores de diversidad y sin estructura genética evidente
(Valenzuela-Quifionez et al.,, 2015, 2016). Aunque existen antecedentes de caracterizacidon

genética de Totoaba macdonaldi mediante microsatélites, incluyendo analisis de organismos



silvestres y reproductores mantenidos en cautiverio, alin no se cuenta con una caracterizacion
gendmica integral basada en marcadores SNP que permita evaluar, bajo una misma plataforma,
la diversidad genética, la estructura poblacional, el parentesco y el origen de individuos silvestres
y cautivos. Asimismo, no se han desarrollado paneles reducidos de SNP orientados de manera
conjunta a la reconstruccién del pedigri y la trazabilidad, aprovechando las ventajas de estos

marcadores en términos de densidad, reproducibilidad y estandarizacion.

El presente trabajo desarrolla y aplica herramientas gendmicas basadas en SNPs, obtenidas
mediante ddRAD-seq, para evaluar la diversidad y la estructura genética, las relaciones de
parentesco y la trazabilidad entre individuos silvestres y de cultivo de Totoaba macdonaldi a lo
largo de tres generaciones. Con base en la informacion generada se caracteriza la diversidad y la
estructura genética de los grupos silvestres y cautivos, se evalua el poder de asignacién de origen
de los marcadores, se caracteriza el pedigri dentro de las UMAs participantes y se propone un
panel reducido de SNPs de doble propdsito para la trazabilidad y el parentesco de los organismos
de cautiverio respecto a los silvestres, con el fin de fortalecer el manejo genético y la

sostenibilidad de las UMAs.



2. ANTECEDENTES

2.1 Totoaba

2.1.1 Biologia, distribucion e historia pesquera

La totoaba (Totoaba macdonaldi) (Fig. 1) es un pez endémico del Golfo de California que
pertenece a la familia Sciaenidae, y constituye la especie de mayor tamafio y longevidad dentro
de este grupo (Rodriguez-Garcia et al., 2020). Los organismos pueden alcanzar tallas cercanas a
los dos metros de longitud total, pesos superiores a los 100 kg y edades de hasta 25 afios, con
reportes que sugieren longevidades aliin mayores (Cisneros-Mata et al., 1995, Rodriguez-Garcia
et al., 2020). El tamaio del genoma de la especie se ha estimado en 0.80 pg por célula haploide
(1.60 pg por célula diploide; del Mar Ochoa-Saloma et al, 2020), lo que equivale
aproximadamente a 782 Mpb (=0.78 Gpb) considerando la conversién de 1 pg = 978 Mpb (Dolezel

et al., 2003). Este valor aporta una referencia para el disefio de estudios genéticos y gendmicos

en la especie.

Figura 1. Individuo de Totoaba macdonaldi adulto (Foto tomada por Dr. Juan Antonio de Anda).

La distribucion reciente de T. macdonaldi abarca desde el delta del Rio Colorado, en el extremo
norte del Golfo de California, hasta Bahia de La Paz por la costa peninsular y hasta la regién de
Mazatlan por la costa continental mexicana (Rodriguez-Garcia et al., 2020). Su ciclo de vida
combina zonas reproductivas en el Alto Golfo de California, particularmente en el area del Delta
del Rio Colorado, con desplazamientos posteriores de los adultos hacia aguas mas profundas en

la regidn de las Grandes Islas y la costa peninsular y continental. Los juveniles permanecen



aproximadamente dos afos en el Alto Golfo antes de migrar hacia las zonas de alimentacién al

sur (Cisneros-Mata et al., 1995).

Estudios sobre la biologia reproductiva de la especie han descrito que la totoaba es iterdopara y
gonocdrica, sin dimorfismo sexual aparente, con desarrollo ovarico asincrénico y patrones de
desove parcial hembras, la madurez sexual se alcanza alrededor de los 5.5 a 7 afios, con tallas
promedio de primera madurez sexual de 135 cm en hembras y 129 cm en machos (Rodriguez-
Jaramillo et al., 2023). La mayor actividad reproductiva se registra entre febrero y mayo, y se ha
reportado que hembras de 118 a 180 cm y 20 a 70 kg pueden producir entre 15.4 y 46.2 millones
de huevos por afio (Rodriguez-Jaramillo et al., 2023). Los habitos reproductivos gregarios y
migratorios de la especie generan agregaciones predecibles en zonas y temporadas especificas,
lo que la hace particularmente vulnerable a la sobrepesca (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota,
2023). En el medio natural, los adultos son depredadores que se alimentan de una variedad de

peces y crustaceos (Mroue-Ruiz et al., 2023).
2.1.2 Estado de conservacion, regulacion y comercio ilegal

Histéricamente, la totoaba sustenté una de las pesquerias de mayor importancia econémica y
social del Alto Golfo de California, jugando un papel relevante en el desarrollo de las comunidades
pesqueras de la region y de la Reserva del Delta del Rio Colorado (Cisneros-Mata et al., 2020;
Lercari y Chdvez, 2007). Estudios paleontoldgicos y arqueoldgicos basados en otolitos
recuperados de depdsitos prehistdricos han documentado la captura de totoaba por las
poblaciones indigenas del Alto Golfo desde hace al menos 5,700 afios (Ainis et al., 2021). Sin
embargo, su explotacion intensiva durante el siglo XX, la convirtié en uno de los principales casos

de declive pesquero y, posteriormente, en uno de los iconos de conservacidon marina en México.

La pesqueria comercial de totoaba alcanzé capturas maximas cercanas a las 2,300 toneladas en
la década de 1940 y posteriormente declind de manera sostenida hasta 280 toneladas en 1958 y
52 toneladas ainicios de la década de 1970, lo que provocé la imposicidon de una veda permanente
en 1975 (Cisneros-Mata et al., 2020). Ademas de la presion pesquera, los cambios ambientales
asociados a la disminucion del flujo de agua del Rio Colorado hacia el Golfo de California,

derivados de la construccion de represas, modificaron las condiciones de salinidad y la



geomorfologia del estuario y del delta, alterando los habitats de reproduccion y crianza de la

especie (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).

Después de la veda, T. macdonaldi fue incluida en el Apéndice | de la Convencién sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) en 1976y en
la U.S. Endangered Species Act en 1979. En México, la especie permanece protegida bajo la NOM-
059-SEMARNAT-2010 (DOF, 2010). En 2021, la Unién Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza (IUCN) reclasificé a la especie de "en peligro critico" a "vulnerable" (Cisneros-Mata et
al., 2021); no obstante, su comercio internacional continua restringido por CITES y la especie sigue

protegida por la legislacién nacional.

Diversos estudios han aportado evidencia sobre el estado actual de la poblacién silvestre, sin que
exista un consenso. Por un lado, varios trabajos sugieren que la totoaba no constituye un recurso
escaso, presenta parametros demograficos relativamente estables y conserva niveles de
diversidad genética relativamente altos (Cisneros-Mata et al., 2020; Enriquez-Paredes y Victoria-
Cota, 2023; Valenzuela-Quifionez et al., 2014, 2015). Estimaciones acusticas recientes calcularon
biomasas de 50,296 toneladas en 2017 y 29,463 toneladas en 2018, principalmente frente a la
costa de Sonora (Nevarez-Martinez et al., 2024). Por otro lado, se ha documentado una baja
resiliencia de la especie a la pesca y una capacidad de recuperacion limitada (Marquez-Farias y

Rosales-Judrez, 2013).

A pesar del marco regulatorio, la pesca ilegal dirigida a la totoaba se ha mantenido como una de
las principales amenazas para la especie, impulsada por la alta demanda internacional de su vejiga
natatoria en mercados asiaticos, donde se utiliza con fines gastrondmicos y de medicina
tradicional china (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023). El precio de la vejiga natatoria seca
(también conocida como “buche”) ha alcanzado valores de hasta 16,000 USD por kilogramo, lo
gue ha incentivado el desarrollo de redes de trafico ilegal vinculadas con el crimen organizado
(Aceves-Bueno et al, 2021; Cisneros-Mata et al., 2020). Entre 2013 y 2020 se registraron
aseguramientos correspondientes a mas de 9,600 vejigas natatorias en distintos paises,

principalmente México, China, Hong Kong y Estados Unidos (Cisneros-Mata et al., 2021).



2.1.3 Cria en cautiverio: Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMAs)

Como parte de las estrategias mexicanas para la conservacién y aprovechamiento sustentable de
especies en riesgo, la Direcciéon General de Vida Silvestre (DGVS) de la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) implementd el esquema de Unidades de Manejo
para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMAs). Estas unidades son predios destinados de
manera voluntaria por sus propietarios al manejo y aprovechamiento sustentable de las especies

silvestres que las habitan, bajo regulacion federal (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).

Actualmente existen tres UMAs autorizadas para llevar a cabo la reproduccién y crianza de
totoaba con registro vigente ante la DGVS-SEMARNAT: (1) la Unidad de Biotecnologia en
Piscicultura de la Universidad Autonoma de Baja California (UBP-UABC), localizada en Ensenada,
Baja California, registrada en 2009; (2) el Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de
Sonora del Instituto de Acuacultura del Estado de Sonora (CREMES-IAES), ubicado en Bahia Kino,
Sonora, registrada en 2012; y (3) Earth Ocean Farms S. de R.L. de C.V. (EOF, actualmente
Santomar®), con sede en La Paz, Baja California Sur, registrada en 2013. La UBP-UABC inici6 su
programa de reproduccion en cautiverio en 1994 y representa uno de los principales esfuerzos
orientados a la recuperacidon de la especie, donde se logré por primera vez la reproduccién
controlada de la totoaba y se desarrollé la biotecnia para la produccién de alevines con fines de

suplementacioén poblacional (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).

Unicamente las UMAs cuentan con autorizacién para la reproduccién, mientras que la engorda
comercial puede realizarse en UMAs o PIMVS (Predios o Instalaciones que Manejan Vida Silvestre)
con autorizacién vigente, con la obligacién de demostrar la procedencia legal de los organismos
cosechados. Los reproductores cautivos en las UMAs se organizan en generaciones sucesivas: la
generacién FO corresponde a individuos capturados del medio natural y utilizados como
progenitores; la F1 esta conformada por la descendencia obtenida a partir del entrecruzamiento
de individuos FO; y la F2 corresponde a la descendencia derivada del entrecruzamiento de

individuos F1 (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).

Esta organizacion generacional define el estatus comercial de los organismos. La normativa
mexicana permite la comercializacidon nacional de individuos de la primera generacion cautiva

(F1) y de generaciones posteriores, mientras que la comercializacion internacional bajo el marco



de CITES queda restringida a individuos de segunda generacion (F2). En marzo de 2022,
EOF/Santomar® obtuvo el registro de su UMA ante CITES, lo que le permitié iniciar la
comercializacion internacional de filete de totoaba (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).
Ademas de su funcion productiva, las UMAs participan en programas de liberacién experimental
de juveniles producidos en cautiverio, con mas de 530,000 organismos liberados al medio natural

entre 1997 y 2022 (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).

El manejo genético de la produccion en cautiverio se ha desarrollado en paralelo a la biotecnia de
cultivo. Desde el inicio del programa de la UBP-UABC, los estudios de genética poblacional se
incorporaron como herramienta para evaluar el estado de la especie y para disefiar el manejo
reproductivo (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023). En particular, se establecié la necesidad
de conocer los niveles de diversidad genética de la poblacién silvestre, el nivel de parentesco
entre los reproductores cautivos y la representatividad de la diversidad silvestre en el lote
parental. Con esta informacién se disefiaron planes de cruzas orientados a reducir el riesgo de
endogamia, se evalud el desempefio de los reproductores silvestres y se conformd un banco de
reserva de reproductores de primera generacién (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023). Para
el seguimiento de las liberaciones experimentales se implementé inicialmente un sistema de
marcaje fisico con elastémero de cada alevin liberado; sin embargo, este sistema no produjo
recapturas reportadas (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023). Dado que los productos
derivados de organismos cautivos y silvestres pueden ser fisicamente indistinguibles, se requieren
mecanismos de trazabilidad que permitan diferenciar el origen de los individuos, asi como

reconstruir su relacion genealdgica dentro de los programas de reproduccion.

2.2 Herramientas gendmicas para conservacion, acuicultura y trazabilidad
2.2.1 Diversidad genética y tamaiio efectivo en poblaciones manejadas

La diversidad genética constituye uno de los componentes centrales para evaluar el estado de
conservacién y el potencial evolutivo de las poblaciones naturales y manejadas (Allendorf et al.,
2022; Frankham et al, 2014). En especies sujetas a explotacion historica, fragmentacion
demografica o reproduccién en cautiverio, los niveles de variacidn genética permiten inferir la
capacidad de las poblaciones para responder a cambios ambientales, mantener su viabilidad a

largo plazo y evitar los efectos negativos de la endogamia (Frankham, 1995). Indicadores como la
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heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad esperada (Hg), la riqueza alélica y el
coeficiente de endogamia (Fis) permiten describir la variacion genética dentro de una poblacion,
mientras que las estimaciones de tamafio efectivo (Ne) proporcionan informacién sobre el
numero de individuos que contribuyen genéticamente a la siguiente generacion (Do et al., 2014,

Waples, 2024).

En los programas de reproduccion en cautiverio, estos indicadores adquieren particular
relevancia debido a que el nimero censal de organismos no necesariamente refleja el nimero
efectivo de reproductores. Una granja de cultivo puede mantener varios individuos adultos, pero
si sélo unos pocos contribuyen de manera desproporcionada a la descendencia, se incrementan
los efectos de la deriva genética, la pérdida de alelos raros y el parentesco entre organismos
(Allendorf et al., 2022; Frankham, 1995). La evaluacidon conjunta de la diversidad genética, el
parentesco y el tamafo efectivo es utilizada para disefiar estrategias de manejo reproductivo que
reducen la probabilidad de cruzas endogdmicas y mantienen la variabilidad genética disponible
(Bernatchez et al., 2017; Houston et al., 2020). En el caso de especies de alto valor comercial y
sujetas a programas de reproduccién, como la totoaba, la estimacidon de estos parametros resulta
fundamental para evaluar, tanto el estado genético de la poblacién silvestre como la condicién

genética de los lotes reproductores mantenidos en cautiverio.

2.2.2 Estructura poblacional y asignacion de origen

La estructura poblacional describe la distribucion de la variacion genética entre grupos de
individuos, localidades o poblaciones. Su evaluacién permite determinar si una especie se
comporta como una sola unidad genética (panmixia) o si existen grupos diferenciados que deben
ser manejados de manera independiente (Allendorf et al., 2022). En genética de poblaciones, el
estadistico Fsr permite cuantificar el grado de diferenciacién entre grupos (Weir y Cockerham,
1984), mientras que herramientas multivariadas como el Andlisis Discriminante de Componentes
Principales (DAPC; Jombart et al., 2010) y los métodos bayesianos de agrupamiento como
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), son utilizados para visualizar patrones de similitud o

diferenciacién entre individuos e inferir el nimero de grupos genéticos (poblaciones) distintos.

Los marcadores genéticos también se utilizan para asignar individuos a su grupo de origen. Este

enfoque se aplica en contextos de acuicultura, conservacién y vigilancia, donde es necesario
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diferenciar organismos silvestres de organismos producidos en cautiverio (Bernatchez et al.,
2017; Nielsen et al., 2012). La asignacidn genética de origen se basa en la comparacion de los
genotipos individuales con una linea base de referencia compuesta por individuos de origen
conocido. Los enfoques basados en aprendizaje automatico, como los clasificadores de maquinas
de soporte vectorial (SVM), entre otros, han sido incorporados en herramientas como assignPOP

para la clasificacion de individuos a partir de datos genémicos (Chen et al., 2018).

La estimaciéon de la precision de asignacién estd sujeta a sesgos metodoldgicos que deben ser
controlados. Factores como el parentesco entre individuos, el tamano desigual de las muestras,
la baja diferenciacién genética entre grupos vy la seleccién de loci altamente informativos sobre
los mismos datos utilizados para evaluacién pueden inflar artificialmente la precisiéon (Anderson,

2010; Waples, 2010).

2.2.3 Reconstruccion de parentesco y pedigri

La reconstruccion de parentesco y pedigri molecular es una herramienta utilizada en los
programas de reproduccion en cautiverio, particularmente cuando los registros reproductivos
son incompletos o cuando los desoves ocurren de manera comunal (Vandeputte y Haffray, 2014;
Yue y Xia, 2014). En estos casos, la identificacidon directa de los progenitores puede ser dificil o
imposible mediante observacién, por lo que los marcadores moleculares se utilizan para inferir
relaciones de parentesco, asignar descendientes a padres candidatos y reconstruir familias de

hermanos completos o medios hermanos (Huisman, 2017).

En acuicultura, el conocimiento del pedigri se aplica al disefio de entrecruzamientos, a la
reduccion de la probabilidad de apareamientos entre individuos emparentados, al balanceo de la
contribucién reproductiva de las familias y al mantenimiento de la variabilidad genética entre
generaciones (Houston et al., 2020; Premachandra et al., 2019). En programas con objetivos de
conservacion, la produccién de organismos sin control del pedigri puede comprometer la
diversidad genética del stock reproductor e incrementar la endogamia en generaciones

posteriores (Bernatchez et al., 2017).

Programas como COLONY (Jones y Wang, 2010; Wang, 2012) permiten reconstruir pedigries
mediante modelos de maxima verosimilitud, incorporando informacion multilocus, sexo de los

candidatos parentales, tasas de error de genotipificacion y diferentes sistemas de apareamiento.
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Este tipo de andlisis permite asignar descendientes a padres conocidos, inferir padres no
muestreados y agrupar individuos en familias (Huisman, 2017). La reconstruccion de pedigri
molecular aporta informacidon sobre las relaciones familiares dentro de un programa de
reproduccién, mientras que la asignacion de origen aporta informacién sobre la fuente

poblacional de un individuo (Bernatchez et al., 2017; Huisman, 2017).

2.2.4 Paneles reducidos de SNPs

Los conjuntos gendmicos de miles de SNPs ofrecen alta resolucién para caracterizar diversidad,
estructura y parentesco, aunque su uso rutinario puede resultar costoso y poco practico para
laboratorios de monitoreo, unidades de produccidn y aplicaciones forenses (Boudry et al., 2021,
Kriaridou et al., 2020). Una estrategia comun en acuicultura y conservacién consiste en reducir
los conjuntos gendmicos iniciales a paneles compactos de SNPs altamente informativos. Estos
paneles conservan la mayor parte del poder analitico del conjunto gendmico original, con menor
costo, mayor facilidad de estandarizacién entre laboratorios y mayor potencial de

implementacién operativa (Flanagan y Jones, 2019; Holman et al., 2017).

El disefio de paneles reducidos depende del objetivo del analisis. Para reconstruccién de pedigri,
los SNPs con alta frecuencia del alelo menor (MAF) son utilizados porque maximizan la
heterocigosidad esperada y el poder de exclusién (Dussault y Boulding, 2018; Hauser et al., 2011).
Para asignacion de origen o trazabilidad, los SNPs con alta diferenciacion entre grupos (alto Fsr)
son utilizados porque concentran las diferencias de frecuencia alélica entre poblaciones,
criaderos o lineas de produccion (Holman et al.,, 2017; Nielsen et al., 2012). Los criterios de
seleccion de marcadores para pedigri y trazabilidad no son equivalentes y deben definirse en

funcion del objetivo analitico (Holman et al., 2017; May et al., 2020).

Los paneles de doble propdsito combinan ambos criterios: marcadores de alta MAF orientados a
maximizar la informatividad para pedigri, con marcadores de alto Fsr orientados a maximizar la
diferenciacién entre grupos (Holman et al., 2017; May et al., 2020). Estudios desarrollados en
especies acuicolas como el salmén Atlantico (Salmo salar; Holman et al., 2017), la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss; Liu et al., 2016), la corvina amarilla (Larimichthys crocea; Tong et al.,
2023), el camarodn tigre (Penaeus monodon; Vu et al., 2023), la lobina de Florida (Micropterus

floridanus; Zhao et al., 2018) y el salmén rojo (Oncorhynchus nerka; May et al., 2020), han
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demostrado que paneles de baja (<100 SNPs) o mediana (100-200 SNPs) densidad pueden
alcanzar alta precisidn en asignacion parental y asignacion poblacional cuando los marcadores
son seleccionados adecuadamente. La mayor parte de estos desarrollos proviene de contextos
de acuicultura y mejoramiento genético, y los paneles de doble propdsito son comparativamente
menos frecuentes debido al compromiso entre seleccionar marcadores de alta MAF para
parentesco y de alto FST para diferenciacién entre grupos (May et al., 2020); a la fecha no se ha

diseflado un panel de esta naturaleza para Totoaba macdonaldi ni siquiera a nivel in silico.

El desempeio de un panel reducido depende del sistema bioldgico en el que se aplica. La
variabilidad genética disponible, el grado de diferenciacién entre grupos, el nimero de
reproductores, la estructura familiar y la calidad de la linea base de referencia influyen sobre la
precision del panel (Anderson, 2010; Dussault y Boulding, 2018). Los paneles de SNPs deben ser
disefados y validados de manera especifica para cada especie, poblacién y programa de manejo

(Holman et al., 2017).

2.3 Genética en totoaba
2.3.1 Estudios genéticos previos en totoaba

Los estudios genéticos previos en Totoaba macdonaldi han caracterizado la diversidad genéticay
la estructura poblacional de la especie principalmente mediante marcadores microsatélites y
secuencias de ADN mitocondrial. Garcia de Ledn et al. (2010) desarrollaron 14 loci microsatélites
para la especie y reportaron niveles moderados a altos de polimorfismo (Ho promedio = 0.67; He
promedio = 0.69). Valenzuela-Quifionez et al. (2014) emplearon 16 loci microsatélites para
evaluar los efectos del colapso pesquero sobre la diversidad genética de la poblacidn silvestre y
reportaron que no se detecté una reduccién contemporanea medible en la diversidad genética,
aunque el analisis genealdgico de largo plazo sugirié una reduccion del tamafio efectivo debido a

eventos climaticos historicos.

Mediante el uso combinado de microsatélites y marcadores mitocondriales (16S, COl y regién
control), Valenzuela-Quifionez et al. (2016) reportaron que la totoaba se comporta como una
poblacion panmictica en el Golfo de California, con alta diversidad genética. Los estudios previos
también han documentado signos de estabilidad demografica y de recuperacién de algunos

atributos poblacionales tras décadas de proteccion legal (Valenzuela-Quifionez et al., 2015),
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aunque la poblacién continla sometida a la pesca ilegal dirigida (Aceves-Bueno et al.,, 2021;

Cisneros-Mata et al., 2020).

En conjunto, los estudios genéticos previos han propuesto un patréon de panmixia para la
poblacién silvestre de totoaba (Valenzuela-Quifionez et al., 2016). La evaluacién gendmica
conjunta de la relacion genética entre la poblacion silvestre y los lotes reproductores cautivos
mantenidos en las diferentes UMAs, no ha sido abordada de manera integrada con marcadores

SNP previo al presente estudio.

2.3.2 Herramientas genéticas existentes

La trazabilidad genética de T. macdonaldi se apoya en un sistema de 24 marcadores microsatélites
establecido en el marco de la NOM-169-SEMARNAT-2018 (DOF, 2018; Enriquez-Paredes vy
Victoria-Cota, 2023). Este panel se conformd a partir de la evaluacion de 10 microsatélites
especificos para totoaba y 40 microsatélites heterdlogos disefiados para otras especies de la
familia Sciaenidae; la seleccién final integrd los marcadores con mejor desempefio en cuanto a
reproducibilidad y polimorfismo (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023). De los 24
microsatélites originales referenciados en la NOM-169-SEMARNAT-2018, actualmente 21 se
mantienen en uso y tres han sido sustituidos por marcadores con mayor reproducibilidad y
resolucién analitica (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023). Este sistema, implementado por el
Laboratorio de Trazabilidad Genética de la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la UABC
(UBP-UABC), se utiliza para los analisis de asignacion parental, identificacion de parentesco,
estudios poblacionales y certificacion del origen de organismos producidos en cautiverio

(Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).

De manera complementaria, mediante una colaboraciéon interinstitucional con el Southwest
Fisheries Science Center (SWFSC) de la NOAA y el U.S. Fish and Wildlife Service, se desarrollaron
dos paneles adicionales de alta resolucion: un panel de 96 SNPs validado en la plataforma
Fluidigm EP1 y un panel de 120 microhaplotipos (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023). El panel
de 96 SNPs fue seleccionado con base en la frecuencia del alelo menor (MAF > 0.01) y validado
con un conjunto de muestras de referencia, mientras que el panel de microhaplotipos combina
la informacién de multiples SNPs ligados en el mismo locus para aumentar el poder analitico por

marcador (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).
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Los SNPs presentan caracteristicas analiticas particulares frente a los microsatélites, entre las que
se encuentran menores tasas de mutaciéon, menor tasa de error de genotipificacion, mayor
reproducibilidad entre laboratorios y mayor compatibilidad con plataformas de genotipificacion
automatizadas y de alta densidad (Flanagan y Jones, 2019; Wenne, 2023). El costo-beneficio
relativo de microsatélites y SNPs, depende del nimero de muestras analizadas y de los objetivos
del andlisis: los paneles de microsatélites resultan una mejor relacidn costo-efectivo para
volumenes reducidos de muestras, mientras que los paneles de SNPs y microhaplotipos resultan
mas eficientes y a menor costo cuando se procesan volimenes elevados de muestras de manera

rutinaria (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023).
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3. JUSTIFICACION

La totoaba (Totoaba macdonaldi) se encuentra sujeta simultdneamente a un programa legal de
reproduccién en cautiverio en UMAs autorizadas, y a una pesca ilegal persistente impulsada por
el alto valor comercial de su vejiga natatoria, problematica vinculada con la captura incidental de
la vaquita marina (Phocoena sinus) en redes agalleras. Dado que los productos derivados de
organismos cautivos y silvestres pueden ser fisicamente indistinguibles, la diferenciacion objetiva
de su origen depende de herramientas moleculares de trazabilidad, establecidas en el marco de

la NOM-169-SEMARNAT-2018 mediante un sistema de 24 microsatélites.

A pesar de estos avances, persisten vacios en la aplicacién gendmica de la trazabilidad y el manejo
reproductivo de la totoaba. No se ha generado una linea base gendmica de SNPs que integre, bajo
un mismo marco analitico, individuos silvestres y reproductores cautivos de las distintas UMAs,
lo que limita la comparacién directa de su diversidad genética, estructura poblacional, parentesco
y poder de asignacion de origen. Asimismo, los conjuntos gendmicos de miles de marcadores,
utiles para descubrimiento, no resultan operativamente practicos para el monitoreo rutinario,
por lo que se requiere traducir esa informacidn a paneles reducidos de SNPs costo-efectivos y
estandarizables, considerando que los criterios para seleccionar marcadores con fines de
reconstruccion de pedigri y de asignacion de origen no son equivalentes, y deben integrarse en

un Unico panel de doble propésito.

Con este trabajo se pretende: 1) Generar una linea base genémica de SNPs que caracterice la
diversidad genética, estructura poblacional, parentesco y tamafio efectivo de individuos silvestres
y reproductores cautivos de totoaba bajo un mismo marco analitico; 2) Evaluar el poder de
asignacion de origen entre individuos silvestres y reproductores cautivos de las distintas UMAs; y
3) Disefiar y validar in silico un panel reducido de SNPs de doble propdsito para la reconstruccion
de pedigri y la trazabilidad de la totoaba. De esta manera, se espera que los resultados obtenidos
aporten una herramienta genética aplicada al manejo reproductivo, a la certificacién del origen y
al fortalecimiento de los sistemas de trazabilidad de la produccion legal de la especie,
complementando el marco regulatorio nacional (NOM-169-SEMARNAT-2018) y los compromisos

internacionales de conservacion (CITES Apéndice I).
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4. HIPOTESIS

Dado que las UMAs de Totoaba macdonaldi se establecieron a partir de un nimero limitado de
reproductores y han operado de manera independiente, se espera que los reproductores cautivos
presenten menores niveles de variabilidad genética, mayor parentesco interno y diferenciacion
genética respecto a la poblacion silvestre y entre UMAs. Asimismo, se plantea que un panel
reducido de SNPs, seleccionado con base en su poder informativo para parentesco y asignacién
de origen, sera suficiente para reconstruir el pedigri de los reproductores cautivos y discriminar

el origen de los individuos con un desempefo comparable al conjunto genémico completo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Desarrollar y aplicar herramientas gendmicas basadas en SNPs para evaluar la diversidad y
estructura genética, las relaciones de parentesco y la trazabilidad entre grupos de individuos
silvestres y de cultivo de Totoaba macdonaldi, con el fin de fortalecer el manejo genético y la

sostenibilidad de las UMAs.

5.2 Objetivos particulares

Caracterizar la diversidad y estructura genética de totoaba silvestre y de cultivo.
Evaluar el poder de asignacion de origen de los marcadores obtenidos.

Caracterizar el pedigri dentro de las UMAs participantes.

P w N

Elaborar un panel de marcadores para trazabilidad y parentesco de organismos de

cautiverio con respecto a organismos silvestres.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Muestreo

6.1.1 Area de estudio

El drea de estudio comprendio el Golfo de California, México, dentro del rango de distribucién
natural de la totoaba (Totoaba macdonaldi) (Fig. 2). Para el muestreo silvestre se incluyeron cinco
localidades distribuidas en el Alto Golfo y la costa de Sonora: Zona Nucleo (ZON), Roca Consag
(ROC), San Luis Gonzaga (SLG), Desemboque (DES) y Bahia Lobos (BAL). Adicionalmente, se
incluyeron dos UMAs: la Universidad Autdnoma de Baja California (UABC) y el Centro Reproductor

de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES).

nsoorw 1000w

Pacifico

25°00°N

7'\ Totoaba macdonaldi

Kllometers Proyeccién: Geogréfica (lat/lon)

3.800 Datum: WGS84
1—

1s'oo'w 10°00'W

Figura 2. Mapa del area de estudio en el Golfo de California, indicando las localidades de
muestreo silvestre (rojo) y la ubicacion de las UMAs (verde). Zona Nucleo (ZON), Roca Consag
(ROC), San Luis Gonzaga (SLG), Desemboque (DES) y Bahia Lobos (BAL). UMAs: |la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC) y el Centro Reproductor de Especies Marinas del Estado de
Sonora (CREMES). Fuente: INEGI, Marco Geoestadistico Nacional 2018.
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6.1.2 Muestreo de individuos silvestres

Se procesaron 92 muestras de tejido muscular preservado en etanol, obtenidas de cinco
localidades del Golfo de California entre los afios 2010 y 2013: Bahia Lobos (BAL, n=11),
Desemboque (DES, n=5), Roca Consag (ROC, n=5), San Luis Gonzaga (SLG, n=41) y Zona Nucleo
(ZON, n=30) (Tabla 1). Los organismos fueron capturados con caifias y una red con luz de malla de
8 pulgadas, bajo los permisos SGPA/DGVS/02913/10, SGPA/DGVS/05508/11,
SGPA/DGVS/00039/13 y SGPA/DGVS/00230/14, emitidos por la Direccion General de Vida
Silvestre (DGVS) de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), y con
financiamiento del CONACYT (CB-2011-01; 165376).

6.1.3 Muestreo de reproductores cautivos en UMAs

Se procesaron 78 muestras de tejido de aleta preservado en etanol al 96%, obtenidas del lote
total de reproductores existentes en dos UMAs autorizadas: CREMES, muestreada en 2021, y
UABC, muestreada en 2022. En ambas UMAs, se incluyeron los individuos de tres generaciones
consecutivas: FO, correspondiente a reproductores capturados del medio natural; F1, obtenida
por cruzamiento de individuos FO; y F2, derivada del cruzamiento de individuos F1. En CREMES se
procesaron 34 individuos (FO=9, F1=12, F2=13), mientras que en UABC se procesaron 44
individuos (FO=5, F1=10, F2=29), de los individuos FO y F1 en ambas UMAs se contd con
informacién adicional como el sexo el cual se muestra igualmente en la Tabla 1. Dado que se
muestreod el lote completo de reproductores disponibles en cada UMA, los tamafios muestrales
particularmente reducidos en las cohortes FO reflejan el censo real de fundadores existentes y no

una submuestra, por lo que representan el maximo de individuos analizables en cada unidad.
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Tabla 1. Composicidn de las muestras analizadas de Totoaba macdonaldi. Se muestra numero
total de individuos colectados N, y el sexo de los individuos FO y F1.

GRUPO ORIGEN ID N d Q
Bahia Lobos BAL 11 — —

Desemboque DES 5 — —

SILVESTRES Roca Consag ROC 5 — —
Sal Luis Gonzaga SLG 41 — —

Zona nucleo ZON 30 — —

Reproductores FO 9 3 6

CREMES Primera generacién F1 12 5 6
Segunda generacion F2 13 — —

Reproductores FO 5 3 2

UABC Primera generacién F1 10 3 7
Segunda generacion F2 29 — —

6.2 Extraccion de ADN gendmico y preparacion de bibliotecas ddRAD-seq

El ADN gendmico se extrajo a partir del tejido preservado en etanol mediante el protocolo de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) descrito por Sambrook et al. (1989), con un tratamiento
posterior con RNAasa (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). La integridad del ADN se verificd
por electroforesis en geles de agarosa al 1% (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). La
concentracion y pureza del ADN se determind por fluorometria y espectrofotometria con un
Qubit 2.0 (Life Technologies) y Nanodrop 2000, respectivamente. Todas las muestras se

normalizaron a una concentracion final de 50 ng uL™.

Las bibliotecas gendmicas se prepararon mediante secuenciaciéon de ADN asociada a sitios de
restriccion de doble digestion (ddRAD-seq), siguiendo el protocolo de Peterson et al. (2012) con
modificaciones menores (ver Anexo A para protocolo completo). Por individuo se digirieron 500
ng de ADN gendmico con las enzimas de restriccién EcoRI-HF (sitio de reconocimiento: G'AATTC)
y Mspl (sitio de reconocimiento: C'CGG) (New England Biolabs, NEB®). A los extremos cohesivos
resultantes se ligaron adaptadores P1 y P2 especificos por individuo, utilizando T4 ligasa (NEB®).
El adaptador P1, que contenia un coédigo de barras (barcode) especifico por individuo, se ligd al
sitio EcoRl, mientras que el adaptador P2, comun a todas las muestras, se ligd al sitio Mspl. La

seleccién de tamafios de fragmento (200-400 pb), se realizd con un sistema Pippin Prep (Sage
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Science). La biblioteca final, compuesta por 170 individuos, se secuencié en dos lineas de una
plataforma lllumina HiSeq X (lecturas pareadas de 150 pb) en las instalaciones de Novogene

(California, EUA).

6.3 Procesamiento bioinformatico y filtrado de SNPs

6.3.1 Demultiplexado y control de calidad de secuencias crudas

Se evalud la calidad de las lecturas crudas utilizando el programa FastQC (Andrews, 2010). Las
secuencias crudas se separaron por muestra individual de acuerdo con sus cédigos de barra
(demultiplexado) y fueron filtradas con el médulo process radtags del programa STACKS v1.30
(Catchen et al., 2013), descartando las lecturas con puntajes de calidad Phred inferiores a 30 (-q)

y aquellas con cddigos de barras ambiguos (-c).

6.3.2 Ensamblaje de novo de loci y descubrimiento de SNPs

Debido a la ausencia de un genoma de referencia para T. macdonaldi, los loci se ensamblaron de
novo con el mdédulo denovo_map.pl del pipeline STACKS v1.30 (Catchen et al., 2013). Los
principales parametros que conforman los médulos de STACKS, son: profundidad minima de
lectura para formar un stack de (-m), nimero maximo de diferencias entre loci dentro de un
individuo de (-M), y numero mdaximo de diferencias entre loci dentro del catdlogo de (-n).
Posteriormente, los loci fueron filtrados con el mddulo populations de STACKS, el cual esta regido
principalmente por tres parametros: el porcentaje minimo de individuos en los que debe estar
presente el loci (-r), nUmero de poblaciones en las que el loci debe estar presente para ser tomado
en cuenta (-p) y frecuencia del alelo menor (min_maf). Finalmente, se utilizd la opcién
write_single_snp para retener un Unico SNP por stack. Los valores utilizados para los parametros
-m, -My -n, se seleccionaron derivados de un proceso de parametrizacion (Fig. 3 y Anexo B). Para
evaluar la reproducibilidad del genotipado, se incluyeron 13 réplicas de muestra (individuos
extraidos y secuenciados por duplicado) y se estimd el error de genotipificacion como la

proporcién de genotipos discordantes entre réplicas.

Los genotipos se filtraron adicionalmente por profundidad minima de cobertura (DP > 5) con el
paquete SNPfilter de R (DeRaad, 2022). Los datos faltantes, se cuantificaron con VCFtools v3.0
(Danecek et al., 2011), y se excluyeron de los andlisis posteriores los loci e individuos con mas del

10% de genotipos faltantes. Los archivos VCF resultantes, se convirtieron a los formatos
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especificos requeridos por los programas posteriores con PGDSpider v2.1.1.5 (Lischer y Excoffier,

2012).
-M 2 3 4
—_— T —_— T
-m 3 4 5 3 4 5 3 4 5

B B, L i o T
N1 23 123 123 234 234 234 345 345 345

Figura 3. Diagrama de parametrizacidn para seleccionar los valores de los principales parametros
de stacks.

6.3.3 Deteccion de loci candidatos a seleccion

Para identificar loci potencialmente bajo seleccidn, se utilizaron dos métodos independientes.
Primero, se aplicé BayeScan v3 (Foll y Gaggiotti, 2008), un método bayesiano basado en regresion
logistica, que separa los efectos locus-especificos asociados a seleccion de los efectos
poblacionales-especificos asociados a la demografia. Se consideraron loci candidatos a seleccién
divergente aquellos con valores de g < 0.05 (Foll, 2012); los analisis se ejecutaron con los
parametros por defecto: 50,000 iteraciones de burn-in, 20 corridas piloto de 5,000 iteraciones
cada una y al menos 10,000 iteraciones para la corrida final. Segundo, se utilizé PCAdapt v4.3.3
(Luu et al., 2017; Privé et al., 2020), basado en analisis de componentes principales (k = 2) y

deteccidn de outliers a partir de valores p ajustados por FDR, con un umbral de g = 0.05.
6.3.4 Desequilibrio de ligamiento y equilibrio de Hardy-Weinberg

El desequilibrio de ligamiento entre pares de loci se estimé mediante el estadistico r?
implementado en PLINK v1.90 (Purcell et al., 2007), elimindndose uno de los loci de cada par con
r2 > 0.25. Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg se evaluaron por separado para la
poblacion silvestre y para cada UMA (UABC y CREMES) utilizando GenoDive 3.05 (Meirmans,
2020), con 10,000 permutaciones y correccion de Bonferroni. Se excluyeron los loci que
presentaron desviaciones significativas (p < 0.05) en cualquiera de los tres grupos. El conjunto

resultante de SNPs neutrales se utilizé como base para todos los andlisis subsecuentes.
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6.4 Diversidad genética y tamaio efectivo poblacional

6.4.1 Métricas de diversidad genética

Los parametros de diversidad genética se estimaron por grupo (silvestre, CREMES y UABC) a partir
del conjunto neutral de SNPs. La heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad esperada
(HE) y el coeficiente de endogamia de Fisher (Fis) se calcularon con el paquete adegenet v2.1.1
(Jombart y Ahmed, 2011) en R. La riqueza alélica (Ar) se estimo con el paquete hierfstat v0.5-11
(Goudet, 2005), y el contenido informativo de polimorfismo (PIC) con el paquete polysat v1.7-7
(Clark y Jasieniuk, 2011). Las diferencias entre grupos en heterocigosidad, Fis y riqueza alélica se
evaluaron mediante pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis, seguidas de pruebas a posteriori
de Dunn-Bonferroni (Dunn, 1961) con los paquetes stats y nparcomp v3.0 (Konietschke et al.,

2015) en Rv3.4.3 (R Core Team, 2014).

6.4.2 Tamano efectivo poblacional (Ne)

El tamano efectivo poblacional se estimé con NeEstimator v2.1 (Do et al., 2014) bajo el modelo
de apareamiento aleatorio, utilizando dos métodos: desequilibrio de ligamiento (LD-Ne) y exceso
de heterocigosidad (He-Ne). Las estimaciones se obtuvieron para el grupo silvestre y para cada
UMA por separado, aplicando un umbral critico de frecuencia alélica de Pcrit = 0.05. Debido a que
los conjuntos de datos incluyeron cohortes solapadas, las estimaciones basadas en desequilibrio
de ligamiento, se interpretaron con cautela como proxies del nimero efectivo de reproductores,

y ho como estimaciones estrictas del tamafio efectivo poblacional contemporaneo.

6.5 Estructura poblacional y parentesco

6.5.1 Diferenciacidn genética por pares (Fsr)

La diferenciacidén genética entre grupos se evalué mediante el estimador Fsr (Weir y Cockerham,
1984) en Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer, 2015). La significancia estadistica se estimé con 10,000
permutaciones y se corrigido por comparaciones multiples mediante la correccién secuencial de
Bonferroni (Rice, 1989). El analisis se realizd en dos niveles: (i) Unicamente entre las localidades
silvestres, para evaluar la hipotesis de panmixia, y (ii) entre el grupo silvestre y los reproductores

cautivos de las UMAs (CREMES y UABC).
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6.5.2 Anadlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)

Se realizaron analisis discriminantes de componentes principales (DAPC; Jombart et al., 2010) con
el paquete adegenet v2.1.1 (Jombart y Ahmed, 2011) en R v4.2.1. El nimero éptimo de
componentes principales a retener se determind con la funcién xvalDapc mediante validacion
cruzada (100 réplicas), y el numero 6ptimo de agrupamientos se evalué con la funcidon

find.clusters bajo el criterio de informacién Bayesiano (BIC).

6.5.3 Anadlisis bayesiano de agrupamiento (STRUCTURE)

El nimero de poblaciones se infirié con el enfoque bayesiano de agrupamiento implementado en
STRUCTURE v2.3 (Pritchard et al., 2000). Los parametros incluyeron valores de K (niumero de
agrupamientos) de 1 a 5, con cinco repeticiones por valor, un periodo de burn-in de 10,000
iteraciones y 100,000 iteraciones posteriores de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). El
numero mas probable de agrupamientos se estimé con el método de Evanno et al. (2005),
implementado en CLUMPAK (Kopelman et al., 2015), y los resultados se visualizaron con

DISTRUCT v1.1 (Rosenberg, 2004).

6.5.4 Estimacion de parentesco

El parentesco entre pares de individuos se estimé con el coeficiente phi (¢) (Manichaikul et al.,
2010) mediante la opcidn --relatedness2 de VCFtools v3.0 (Danecek et al., 2011). Los valores de
@ se interpretaron con base en los valores esperados de parentesco: @ = 0 para individuos no
emparentados, ® = 0.0625 para relaciones de tercer grado, ® = 0.125 para relaciones de segundo

grado y @ = 0.25 para relaciones de primer grado, como padre—hijo o hermanos completos.

6.6 Asignacion de origen con base de datos global

El desempefio de todos los marcadores que formaron la base neutral para la asignacion de origen
se evalué con el paquete assignPOP v1.1.4 (Chen et al., 2018) en R. Para reducir el sesgo por
sobreestimacion de marcadores altamente informativos (high-grading bias; Anderson, 2010), el
programa divide a los individuos aleatoriamente en conjuntos de entrenamiento y prueba
mediante un esquema de validacion cruzada Monte Carlo implementado en la funcion assign.MC.

Esta particion se realizd dentro de cada grupo poblacional, asegurando que todos los grupos
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estuvieran representados en ambos conjuntos. Un subconjunto de individuos de cada grupo
(silvestre, CREMES y UABC), se removidé previamente del conjunto base para conformar un
conjunto independiente de "origen desconocido"”, utilizado posteriormente para evaluar el

desempeiio del modelo.

Para evaluar el efecto del parentesco familiar sobre la precisiéon de la asignacién, se realizé
adicionalmente un segundo conjunto de analisis controlando por parentesco. Se identificaron
individuos con parentesco de primer grado (¢ = 0.125-0.25) y se retuvo aleatoriamente un Unico
representante por familia en el conjunto de entrenamiento; los individuos emparentados
restantes se incorporaron al conjunto de "origen desconocido". Este filtrado se aplicé previo al

procedimiento de re-muestreo para minimizar la no-independencia entre genotipos.

La precision de asignacion, se evalud bajo dos esquemas de agrupamiento: (1) individuos
silvestres contra todos los individuos de UMAs combinados, y (2) individuos silvestres contra cada
UMA evaluada por separado (CREMES y UABC como grupos distintos). El procedimiento de
validacién cruzada Monte Carlo se repitid 100 veces por cada combinacidn de pardametros,
utilizando tres subconjuntos de SNPs seleccionados por su valor de Fsr (10%, 50% y 100% de los
loci) y dos proporciones de individuos de entrenamiento (0.8 y 0.9). Los modelos de clasificacién
se construyeron con un algoritmo de mdaquinas de soporte vectorial (SVM), seleccionado por su
desempeiio superior frente a otros clasificadores evaluados. La validacidon cruzada mediante re-
muestreo permite construir conjuntos de entrenamiento con tamafios de muestra equivalentes
entre poblaciones, reduciendo posibles sesgos asociados al desbalance muestral y
proporcionando una evaluacion objetiva de la precision de asignacion (Chen et al., 2018). Los
modelos predictivos se aplicaron al conjunto independiente de "origen desconocido" con la

funcién assign.X para estimar las probabilidades de pertenencia individuales.

6.7 Diseno de paneles reducidos de SNPs

6.7.1 Paneles de pedigri (seleccion por MAF)

Los paneles de pedigri se conformaron seleccionando los loci con la frecuencia del alelo menor
(MAF) mas alta, criterio que maximiza la probabilidad de exclusion por locus y, con ello, el poder
para resolver relaciones de parentesco. Se implementaron dos estrategias para la construccion

de paneles de pedigri. Primero, se desarrollaron paneles especificos por UMA (UABC y CREMES)
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para determinar el nimero minimo de SNPs requerido para la inferencia parental y de hermandad
dentro de cada unidad. Para ello, la MAF de cada SNP se estimé por UMA con VCFtools (--freq);
los loci se ordenaron en forma descendente por MAF y se construyeron paneles acumulativos de

40, 60, 80 y 100 SNPs a partir de los loci con mayor MAF.

Segundo, se desarrollé un panel considerando MAF compartido para aplicacion simultanea en
ambas UMAs. Los loci candidatos, se restringieron a los SNPs presentes en ambas UMASs con una
MAF > 0.30 en cada una. Los loci se ordenaron mediante un criterio combinado que priorizé SNPs
con valores de MAF altos y consistentes en ambas UMAs, excluyendo aquellos altamente
informativos en una pero poco variables en la otra. Los loci se ordenaron en forma descendente
y se construyeron paneles acumulativos de 40, 60, 80 y 100 SNPs y de igual manera se realizaron

analisis de inferencia parental y de hermandad.

6.7.2 Paneles de trazabilidad (seleccién por Fsr)

Para evaluar el poder de asignacién de paneles reducidos, se aplicé un disefio de doble validacion
cruzada (Anderson, 2010; Waples, 2010), particionando el conjunto de datos en dos subconjuntos
no traslapados: un subconjunto hold-out reservado exclusivamente para la priorizaciéon de
marcadores (silvestre n=39, UABC n=23, CREMES n=18) y un subconjunto independiente de
entrenamiento utilizado exclusivamente para la evaluacién de la asignacion (silvestre n=30, UABC
n=20, CREMES n=15). Dentro de las UMAs, el submuestreo conservd las proporciones

generacionales originales FO/F1/F2.

En el subconjunto hold-out, los loci se ordenaron por su contribucién de Fsr a la diferenciacién
entre grupos, calculada con VCFtools v3.0 (Danecek et al., 2011; Weir y Cockerham, 1984). Los
paneles de trazabilidad se construyeron en cuatro tamafios: 50, 100, 150 y 200 SNPs, conservando

los loci con mayor Fsr.

6.7.3 Panel combinado de doble propésito

Se construyé un panel combinado de doble propdsito a partir del panel dual de pedigri de 100
(Seccion 6.7.1) de los SNPs presentes en ambas UMAs con una MAF > 0.30, y que mostraron las
mayores probabilidades de inclusidn y exclusiéon (ver resultados seccién 7.7.2), mas los 50 SNPs

de mayor Fsridentificados en el paso de priorizacidn con el subconjunto hold-out (Seccién 6.7.2).
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Previo a la fusidn, ambos conjuntos se contrastaron para identificar loci compartidos; cualquier
SNP presente en ambos, se conservd una sola vez y se contabilizé dentro del componente de
pedigri, preservando la arquitectura 100 + 50. El panel resultante de 150 SNPs integré marcadores
optimizados con dos criterios complementarios: alta MAF para la resolucién de relaciones
familiares, y alta divergencia de frecuencias alélicas (Fsr) para la discriminacién entre grupos de

origen, en un Unico conjunto.

Adicionalmente, se construyd un panel de 200 SNPs (100 de pedigri + 100 de Fsr) bajo el mismo
procedimiento, con el fin de evaluar si el incremento del componente de trazabilidad mas alla de
50 SNPs aportaba ganancias significativas en la precisidon de asignacién respecto al panel de 150

SNPs.

6.8 Reconstruccion de pedigri con paneles reducidos

La reconstruccion de pedigri, incluyendo la asignacién parental y el agrupamiento por hermandad
completa y media, se realizd por separado para cada UMA considerando los paneles especificos
por UMA y considerando las dos UMASs simultdneamente (seccidn: 6.7.1). Esto se llevd a cabo con
el programa COLONY v2.0.7.0 (Jones y Wang, 2010), bajo un modelo dioico y diploide. Los
parametros del andlisis incluyeron informacién de sexo para los progenitores candidatos,
poligamia en ambos sexos, ausencia de endogamia y ausencia de replicacion clonal. Los andlisis
utilizaron el método de maxima verosimilitud (full-likelihood), se ejecutaron cinco corridas con
longitud muy larga para evaluar la consistencia entre repeticiones. La estructura del pedigri
dentro de cada UMA se especificd conforme a los registros disponibles: los individuos FO se
asignaron como progenitores candidatos de F1, y los F1 como progenitores candidatos de F2. La
probabilidad previa de que el progenitor verdadero estuviera incluido en la lista de candidatos se

fij6 en 0.80.
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Los paneles reducidos se evaluaron contra el conjunto neutral completo, utilizado como Ia
referencia genédmica para la reconstruccion de pedigri. Cuando al menos un progenitor fue
muestreado y se conocia su identidad, la concordancia se calculé como la proporcién de
descendientes asignados al mismo progenitor que en la referencia. Cuando ningun progenitor
estuvo muestreado, las etiquetas de progenitores dummy no pudieron compararse directamente
entre corridas porque COLONY las asigna arbitrariamente, por lo que la concordancia se evalué a
nivel de agrupamiento de hermandad mediante un enfoque de mapeo &ptimo: cada
agrupamiento del panel reducido se equipard con el agrupamiento de la referencia con mayor
traslape de miembros, y los individuos cuya asignacion diferia bajo ese mapeo se clasificaron
como mal asignados. Se declard una falla estructural cuando todos los descendientes colapsaron
en un Unico agrupamiento. La fiabilidad de las hermandades reconstruidas se evalud
adicionalmente con los estimadores Prob(Inc.) y Prob(Exc.) reportados en la salida BestFSFamily

de COLONY.

6.9 Validacion del panel combinado en asignacion de origen

El desempefiio del panel combinado de 150 SNPs para la asignacion de origen se evalué in silico
mediante assignPOP v1.1.4 (Chen et al., 2018), siguiendo el mismo protocolo descrito en la
Seccién 6.6: clasificador SVM, proporcion de entrenamiento de 0.8 y 100 iteraciones por
escenario. Se evaluaron dos esquemas de clasificacién: 1) silvestre contra cautivo (combinando
UABC y CREMES) y 2) silvestre, UABC y CREMES como tres grupos de origen independientes. El
panel de 200 SNPs se analizd bajo los mismos pardmetros para comparar su desempefio con el
panel combinado de 150 SNPs y determinar si el incremento en el nimero de marcadores de
trazabilidad mejoraba la precision de asignacion. Finalmente, la estructura poblacional
recuperada por el panel combinado de 150 SNPs se visualizé mediante DAPC utilizando el paquete
adegenet v2.1.1 (Jombart y Ahmed, 2011) en R, siguiendo los parametros descritos en la Seccién
6.5.2. La evaluacidn realizada corresponde a una validacién in silico basada en el conjunto de
datos generado en este estudio; por lo tanto, el panel se considera una herramienta candidata
cuya implementacién requerird validaciéon adicional en plataformas de genotipificacion dirigida y

con muestras independientes.
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7. RESULTADOS

7.1 Preparacion de bibliotecas gendmicas y secuenciacion.

Se obtuvo ADN gendmico a partir de los 170 ejemplares de totoaba muestreados. En general, el
ADN presenté alto peso molecular y buena integridad, sin evidencia de degradacion apreciable
en la electroforesis en gel de agarosa al 1% (Fig. 4), con una concentracién promedio de 318.9

ng/ul.

1Kb Tnac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac Tmac
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 27 28 29 30

Figura 4. Gel de agarosa al 1 % del ADN gendmico de individuos de Totoaba macdonaldi. Carril 1
corresponde a un marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Fisher Scientific®), los carriles 2
al 14 contienen muestras de ADN gendmico con una concentracién de 250 ng/pl.

A partir del ADN normalizado se construyeron las bibliotecas ddRAD-seq. Los 170 individuos se
distribuyeron en cuatro pools: uno correspondiente a CREMES (n = 34), uno a UABC (n =44) y dos
a la poblacion silvestre (n =48 y n = 44), empleando cédigos de barras Unicos para la identificacion
individual de las muestras. El éxito de la digestidon con EcoRI-HF y Mspl y de la ligacién de los
adaptadores se verificd por un PCR1 comprobatorio y visualizado en electroforesis en gel de

agarosa al 2%, donde se observo el barrido caracteristico de los productos ligados (Fig. 5).
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Figura 5. Productos de PCR de digestion y ligacién de la biblioteca gendmica verificados por
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Al centro se muestra escalera 100pb de Thermo Fisher
Scientific®.

Tras la seleccidon de tamafio de fragmento (200—400 pb) con el sistema Pippin Prep, se realizé un
segundo PCR2 como paso para agregar los index por cada pool y enriquecer las librerias, donde
se observé una banda nitida por debajo de las 500 pb (Fig. 6) en geles de agarosa al 2%. La
biblioteca final, integrada por los 170 individuos, se secuencié en dos carriles de una plataforma

Illumina HiSeq X.
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Figura 6. Gel de agarosa al 2 % utilizado para verificar la seleccion de tamafio de los pools
equimolares después del proceso en Pippin Prep (punto de control final). Carril 1 muestra una
seleccion de fragmentos inadecuada, los carriles 2 y 3 presentan la seleccién de tamafio esperada
y el carril 4 corresponde a un marcador de peso molecular de 100 bp.

7.2 Procesamiento bioinformatico y filtrado de SNPs

7.2.1 Demultiplexado y control de calidad de secuencias crudas

Delas 1,733,678,472 lecturas crudas obtenidas en las dos lineas de secuenciacion, 1,492,680,881
(=86%) superaron los criterios de calidad y demultiplexado aplicados con process_radtags. El
numero de lecturas por individuo difirié entre los tres grupos: la poblacién silvestre tuvo un
promedio de 5,169,950 lecturas por individuo (intervalo 1,478,627-11,473,269), CREMES
20,077,848 (13,392,090-38,229,983) y UABC 6,079,761 (3,818,487-9,905,426); siendo CREMES
el grupo con mayor cobertura por individuo. En este paso se descartaron 8 individuos con menos
de 1,000,000 de lecturas (6 silvestre, 1 de CREMES y 1 de UABC). El niumero de individuos

retenidos por grupo, asi como los descartados en cada paso del filtrado, se detallan en la Tabla 2.

7.2.2 Ensamblaje de novo de loci y descubrimiento de SNPs
El proceso de 27 pruebas de parametrizacién determiné como 6ptima la combinacion de valores
-m=4,-M=3y-n=3, que fue la que maximiza el nimero de SNPs recuperados (Fig. 3; Anexo B).

Con estos pardmetros, el ensamblaje de novo generd un catalogo inicial de 226,807 loci RAD,
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equivalentes a 215,565 SNPs. Tras aplicar el médulo populations que implica la presencia del locus
en al menos el 80% de los individuos por localidad (-r 0.8), en el 100% de las localidades (-p 3), y
frecuencia minima del alelo menor de (-min_maf 0.05), el conjunto se redujo a 5,691 SNPs, con
una profundidad promedio por locus de 90x (Tabla 2). Al comparar la similitud de genotipos de

los 13 individuos con sus réplicas se obtuvo un error de genotipificacién de 0.03%.

7.2.3 Filtrado final e individuos retenidos

Durante el control de calidad se descartaron 21 individuos en total, de los cuales 8 debido a su
numero de lecturas (< 1 M), uno por profundidad menor a 20x y 12 por tener mas del 10% de
datos faltantes. A nivel de marcadores, partiendo de los 5,691 SNPs, se eliminaron 20 loci por
presentar mas del 10% de datos faltantes, con lo que se retuvieron 5,671 SNPs. Los analisis de
detecciéon de loci bajo seleccion con BayeScan y PCAdapt no identificaron loci atipicos.
Posteriormente, se removieron 417 SNPs por desequilibrio de ligamiento (r? > 0.25), quedando
5,254 SNPs, y 262 SNPs por desviacién significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg, con lo que
se obtuvieron 4,992 SNPs. Finalmente, se descartaron 4 individuos silvestres que presentaron
sefiales de parentesco no explicativa. El conjunto neutral final quedd conformado por 4,992 SNPs
y 145 individuos, distribuidos en silvestres (n = 69), CREMES (n = 33) y UABC (n = 43) (Tabla 2). Las
secuencias crudas por individuo se depositaron en GenBank del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI) con el numero de Bioproject PRINA1234139 en el rango de numeros de

acceso SRR32633787 al SRR32633944.
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Tabla 2. Resumen del nimero de SNPs e individuos retenidos después de cada paso de filtrado,
desde el catdlogo de novo hasta el conjunto neutral final, para los tres grupos de individuos
(Silvestre, CREMES y UABC) de Totoaba macdonaldi.

Paso de filtrado SNPs Individuos retenidos

retenidos CREMES UABC Silvestres

Process_radtags (stacks) 34 44 92
denovo (stacks) -m =3, -m =4, -n=3 215,565 33 43 86
populations (stacks) -r= 80%, -p= 100%, -maf= 0.05) 5,691 - - 85
Datos faltantes por loci <10% 5,671 - - -
Datos faltantes por individuo<10% - - - 73
Desequilibrio de ligamiento 5,671 - - -
Hardy-Weinberg 5,254 - - -
Parentesco no explicable 4,992 69
Base global final 4,992 33 43 69

7.3 Diversidad genética y tamaio efectivo poblacional

7.3.1 Diversidad genética

La riqueza alélica (Ar) varié entre 1.81 y 1.96, con el valor mas alto en la agrupacién silvestre. La
heterocigosidad observada (Ho) oscilo entre 0.276 y 0.290, y la heterocigosidad esperada (He)
entre 0.264 y 0.270 (Tabla 3). UABC presenté diferencias significativas en Ho y He (p < 0.025)
respecto a los individuos silvestre y a CREMES (Anexo C). Los coeficientes de endogamia (Fis)

fueron negativos tanto en silvestres como en ambas UMA:s.

Al desglosar la diversidad por cohorte generacional dentro de cada UMA, la riqueza alélica
disminuyd de manera progresiva a lo largo de las generaciones en ambas unidades: en CREMES,
de 1.76 en FO a2 1.60 en F1 y 1.65 en F2; en UABC, de 1.61 en FO a 1.56 en F1y 1.45 en F2. La
heterocigosidad observada se mantuvo relativamente estable entre generaciones (Ho: 0.27—-
0.30), mientras que la heterocigosidad esperada mostré una tendencia descendente,
particularmente marcada en UABC, donde pasd de 0.27 en FO a 0.21 en F2. El Unico valor positivo

de Fis se registro en la cohorte FO de CREMES (0.007) (Tabla 3).
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El contenido de informacién polimdrfica (PIC) de los SNPs varié entre 0.05 y 0.49, con un valor
promedio de 0.25. Un total de 1,809 SNPs (36.2%) resultaron altamente polimodrficos (PIC > 0.30),
mientras que 304 SNPs (6.1%) presentaron valores inferiores a 0.10, indicativos de baja
informatividad.

Tabla 3. Estadisticos de diversidad genética de Totoaba macdonaldi para la poblacidn silvestre y
las UMAs CREMES y UABC. Para cada UMA se muestran los valores globales y los
correspondientes a las cohortes generacionales FO, F1y F2. Se presentan el nimero de individuos

(N), la riqueza alélica (Ar), la heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad esperada (He) y
el coeficiente de endogamia (Fis).

SITIO COHORTE N AR Ho He Fis
Silvestre Silvestre 69 1.96 0.276 0.27 -0.01
Global 33 1.91 0.29 0.264 -0.05
FO 9 1.76 0.27 0.28 0.007
CREMES
F1 11 1.60 0.30 0.24 -0.201
F2 13 1.65 0.30 0.25 -0.123
Global 43 1.81 0.276 0.27 -0.073
UABC FO 5 1.61 0.29 0.27 -0.087
F1 10 1.56 0.30 0.25 -0.140
F2 28 1.45 0.26 0.21 -0.176

7.3.2 Tamano efectivo poblacional (Ne)

Las estimaciones del tamafio efectivo poblacional difirieron entre conjuntos (Tabla 4). Bajo el
método de desequilibrio de ligamiento (LD-Ne), la agrupacion silvestre presento el valor mas alto,
9,272.2 (IC 95%: 318.5—infinito), mientras que los reproductores cautivos mostraron valores
bajos: 17.2 (IC 95%: 13.8—-25.0) para UABCy 6.7 (IC 95%: 3.9-11.6) para CREMES. Bajo el método
de exceso de heterocigotos (He-Ne), la agrupacion silvestre arrojoé un valor infinito (IC 95%: 461.7—
infinito), en tanto que se obtuvieron valores finitos para las UMAs: 3.6 (IC 95%: 3.5—-3.8) para

UABCvy 7.6 (IC 95%: 7.0-8.4) para CREMES.
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Tabla 4. Tamaiio efectivo poblacional (Ne) estimado mediante los métodos de desequilibrio de
ligamiento (LD-Ne) y exceso de heterocigotos (He-Ne), con sus intervalos de confianza al 95 % (IC
95 %), para la agrupacion silvestre y las dos UMAs de Totoaba macdonaldi.

Grupo N pgny Conn
(1C-95%) (1C-95%)
Silvestre 69 (391§752|§f) (L:gf;i_ti?,f)
UABC 43 (13.187-.225.0) (3-3:2-8)
CREMES 33 (3.96—i71.6) (7.3;2-4)

7.4 Estructura poblacional

7.4.1 Estructura entre localidades silvestres

Las tres aproximaciones empleadas coincidieron en la nula diferenciacién genética entre las

localidades silvestres. Los valores de Fsrpor pares fueron bajos, en un intervalo de —0.01 a 0.0006,

y ninguno resulté significativo (p > 0.05) (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de diferenciacidn genética (Fsr) por pares de localidades (tridngulo inferior) y sus
valores de significancia (p) correspondientes (tridngulo superior) entre las cinco localidades
silvestres de Totoaba macdonaldi, estimados a partir de 4,992 SNPs neutrales. BAL = Bahia Lobos;
DES = Desemboque; ROC = Roca Consag; SLG = San Luis Gonzaga; ZON = Zona Nucleo.

BAL DES ROC SLG ZON
BAL * 0.07 0.99 0.49 0.09
DES -0.0025 * 0.89 0.90 0.67
ROC -0.0068 -0.0109 * 0.25 0.95
SLG -0.0006 -0.0048 -0.0121 * 0.54
ZON 0.0006 -0.0044 -0.0086 0.0006 *
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En el analisis discriminante de componentes principales (DAPC) se retuvieron los primeros 30
componentes principales. El criterio de informacidn bayesiana (BIC), aumenté conforme se
incrementd el nimero de grupos evaluados y no presentd un minimo definido (Fig. 7A), lo que
indica la ausencia de una estructura poblacional discreta entre las localidades silvestres. Esta
tendencia fue consistente con la distribucidn de los individuos a lo largo de la primera funcién
discriminante (Fig. 7B) y con la gréfica de dispersidon del DAPC (Fig. 7C), donde se observd un

amplio traslape entre las cinco localidades de muestreo.
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Figura 7. Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) de las cinco localidades
silvestres de Totoaba macdonaldi. (A) Seleccion del nimero dptimo de grupos (K) mediante el
Criterio de Informacién Bayesiana (BIC). (B) Distribucion de las localidades con base en la primera
funcién discriminante. (C) Grafica de dispersion del DAPC utilizando 30 componentes principales
retenidos. BAL = Bahia Lobos; DES = Desemboque; ROC = Roca Consag; SLG = San Luis Gonzaga;
ZON = Zona Nucleo.

[ 1




37

El andlisis bayesiano de agrupamiento en STRUCTURE indic6 que el valor mas probable de K =2
con base en el estadistico AK de Evanno; no obstante, la inspeccidn de las graficas de mezcla para
K=2aK=5no reveld subdivisidn (Fig. 8). Con base en estos resultados, las localidades silvestres

se trataron como un Unico grupo en todos los andlisis.
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Figura 8. Andlisis de agrupamiento individual realizado con el programa STRUCTURE para las cinco
localidades silvestres de Totoaba macdonaldi: Bahia Lobos (BAL), Desemboque (DES), Roca
Consag (ROC), San Luis Gonzaga (SLG) y Zona Nucleo (ZON). Cada panel representa una solucion
para un numero de grupos genéticos (K) diferente: (A) K=2, (B) K=3, (C) K=4 vy (D) K=5. Cada
barra vertical representa un individuo y la proporcién de cada color indica la probabilidad de
asignacion de ese individuo a cada uno de los grupos genéticos inferidos.

Debido a que no se pudo rechazar la hipétesis de panmixia entre las localidades de silvestres,
todos los organismos silvestres fueron considerados como un solo grupo genético para los andlisis

posteriores.

7.4.2 Estructura entre la poblacion silvestre y las UMAs

Se detectd diferenciacion genética significativa entre la poblacién silvestre y las UMAs. Los valores

de Fsr por pares mostraron la mayor diferenciacién entre UABC y CREMES (Fsr = 0.14; p = 0.004),
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seguida de la observada entre UABC y la poblacién silvestre (Fsr = 0.10; p = 0.003), y la menor
entre CREMES y la poblacion silvestre (Fsr= 0.04; p = 0.002) (Tabla 6).
Tabla 6. Valores de diferenciacion genética (Fsr) por pares de poblaciones (triangulo inferior) y

sus valores de significancia (p) correspondientes (tridngulo superior) entre la poblacion silvestre
y los reproductores de las UMAs CREMES y UABC de Totoaba macdonaldi.

UABC CREMES  SILVESTRE

UABC * 0.002 0.003
CREMES 0.140 * 0.004
SILVESTRE  0.103 0.040 *

En el DAPC se retuvieron los primeros 10 componentes principales, y el criterio BIC identificé tres
agrupamientos correspondientes a UABC, CREMES y la poblacidn silvestre (Fig. 9A). Los individuos
FO de ambas UMAs se agruparon con la poblacidn silvestre, congruente con su origen de captura.
El analisis con STRUCTURE indicé dos grupos (K = 2) como la particion mas probable segin AK,
separando a UABC del resto (Fig. 9B); al explorar K = 3 se distinguieron los tres grupos con mezcla

minima, y los individuos dentro de las UMAs se alinearon nuevamente con su origen FO (Fig. 9C).
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Figura 9. Estructura gendmica poblacional de la poblacién silvestre y los reproductores de las
UMAs CREMES y UABC de Totoaba macdonaldi. (A) Grafico de dispersién del Analisis
Discriminante de Componentes Principales (DAPC). (B) Asignacién de individuos mediante
STRUCTURE para K = 2. (C) Asignacidon de individuos mediante STRUCTURE para K = 3. Cada barra
vertical representa un individuo y la proporcién de cada color corresponde a su coeficiente de

pertenencia (Q) a los grupos genéticos inferidos.

7.4.3 Estimacion de parentesco

El andlisis de parentesco no detectd individuos emparentados dentro de la poblacion silvestre

(Fig. 10A), lo que es congruente con su origen de captura en el medio natural. En contraste, las

UMAs mostraron un grado de parentesco elevado, acorde con su estructura familiar.

En CREMES, 29 de los 33 individuos (88%) presentaron al menos una relacion de primer grado;

los cuatro individuos no relacionados detectados corresponden a reproductores fundadores FO,

de origen silvestre. El parentesco promedio entre pares fue moderado (¢ medio = 0.071) (Fig.
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10B). En UABC el parentesco fue mayor y mas concentrado con 39 de los 43 individuos (91%)
presentaron al menos una relacién familiar de primer grado (Fig. 10C), y los cuatro sin relacion
familiar correspondieron a las generaciones fundadoras (FO y F1). A diferencia de CREMES, las
relaciones de primer grado conectaron a 37 de los 43 individuos en un solo grupo de parentesco,
lo que refleja el predominio de una Unica familia entre los individuos F2 (seccion 7.7). El
parentesco promedio entre pares fue cercano al doble del observado en CREMES (¢ medio =

0.139).
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Figura 10. Distribucién de los coeficientes de parentesco por pares (@) para la poblacién silvestre
(A) y las UMAs de CREMES (B) y UABC (C) de Totoaba macdonaldi. Las lineas verticales
discontinuas indican los valores de referencia utilizados para inferir el grado de parentesco: © =
0 (individuos no emparentados), ® = 0.0625 (tercer grado), ® = 0.125 (segundo grado) y ® =0.25
(hermanos completos o relaciones de primer grado).

7.5 Asignacion de origen con base de datos global

7.5.1 Poblacion silvestre contra UMAs combinadas

Las precisiones globales de asignacion entre la poblacién silvestre y las UMAs combinados fueron
altas (> 89%) en los tres subconjuntos de loci de mayor Fsr (100%, 50% y 10%) y con una
proporcién de 0.8 individuos para el entrenamiento del modelo. Las precisiones de asignacién no

variaron sustancialmente entre las proporciones de 0.8 y 0.9 de individuos, pero se
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incrementaron con la proporcién de loci empleados (Fig. 11). Para las UMAs, las precisiones de
asignacion variaron entre 84% (DE 0.10) y 88% (DE 0.08) usando el 10% y el 100% de los loci de
mayor Fsr, respectivamente. Los individuos silvestres mostraron precisiones mas altas, entre 94%
(DE 0.07) con el 10% de los lociy 100% (DE 0.01) con el 50% superior. Al controlar por parentesco,
conservando un solo hermano por familia, las precisiones globales se mantuvieron practicamente
sin cambio (> 86%); las de los cautivos disminuyeron a un intervalo de 58% (DE 0.17) a 72% (DE

0.23), con mayor varianza, mientras que las de los silvestres permanecieron en 100% (Anexo D).
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Figura 11. Precisidon de asignacion de individuos mediante maquinas de soporte vectorial (SVM)
estimada por validacién cruzada de Monte Carlo. Se evaluaron dos proporciones de individuos
utilizadas para el entrenamiento del modelo (0.8 y 0.9) y tres proporciones de loci de
entrenamiento correspondientes al 10 %, 50 % y 100 % de los SNPs con mayor diferenciaciéon
genética (FST). Los resultados se presentan para tres escenarios: 1) Global, utilizando todos los
individuos; 2) UMAs, considerando Unicamente los reproductores de las UMAs CREMES y UABC;
y 3) Silvestre, considerando Unicamente los individuos de la poblacidn silvestre. En las graficas de
cajas, la linea central representa la mediana; los limites de la caja corresponden a los percentiles
25y 75; los bigotes representan los valores minimo y maximo excluyendo los atipicos; y los puntos
negros corresponden a valores atipicos.
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7.5.2 Poblacion silvestre contra UMAs individuales

Al evaluar por separado a cada UMA frente a la poblacion silvestre, las precisiones de asignacion
globales se mantuvieron altas (> 91%) para todas las proporciones de loci e individuos. CREMES
presentaron las precisiones mas bajas, entre 74% (DE 0.17) y 80% (DE 0.15); los de UABC
alcanzaron 90% (DE 0.09) en todas las proporciones, y los individuos silvestres se asignaron con
100% (DE 0.00) de precisién (Fig. 12). Al controlar por parentesco, las precisiones globales se
mantuvieron > 90% (DE 0.05); ambas UMAs mostraron reducciones a valores moderados, de 41%
(DE 0.26) a 72% (DE 0.30) para CREMES y de 43% (DE 0.50) a 64% (DE 0.35) para UABC, en tanto

que la poblacidn silvestre conservo el 100% de precision (Anexo D).
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Figura 12. Precision de asignacion de individuos mediante mdaquinas de soporte vectorial (SVM)
estimada por validacién cruzada de Monte Carlo. Se evaluaron dos proporciones de individuos
utilizadas para el entrenamiento del modelo (0.8 y 0.9) y tres proporciones de loci de
entrenamiento correspondientes al 10 %, 50 % y 100 % de los SNPs con mayor diferenciacién
genética (Fst). Los resultados se presentan para cuatro escenarios: Global, utilizando todos los
individuos; CREMES, vy Silvestre. En las graficas de cajas, la linea central representa la mediana;
los limites de la caja corresponden a los percentiles 25 y 75; los bigotes representan los valores
minimo y maximo excluyendo los atipicos; y los puntos negros corresponden a valores atipicos.
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7.5.3 Probabilidades de asignacidon al conjunto de origen desconocido

Las probabilidades de asignacién promedio de los individuos de origen desconocido fueron altas
en ambos esquemas. En la comparacién con las UMAs combinadas, se obtuvo una probabilidad
de 99% para los individuos en cautiverio y de 88% para los silvestres (Fig. 13A). Al separar las
UMA:s, las probabilidades fueron de 95% para CREMES, 96% para UABC y 85% para los silvestres
(Fig. 13B). El control por parentesco tuvo un efecto minimo: en la comparacidon combinada, las
probabilidades fueron de 84% para los silvestres y 99% para los cautivos, y en la comparacion por

UMA separada, de 95% para CREMES, 98% para UABC y 85% para los silvestres (Anexo D).
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Figura 13. Probabilidades de asignacién de los individuos de origen desconocido obtenidas
mediante maquinas de soporte vectorial (SVM). (A) Asignacion considerando un modelo que
agrupa las UMAs CREMES y UABC en una sola (UMAs) frente a la poblacidn silvestre. (B)
Asignacion considerando un modelo que evalta por separado a CREMES, UABC y la poblacidn
silvestre. Cada barra representa un individuo de origen desconocido y los colores indican la
probabilidad de pertenencia a cada grupo de referencia.

7.6 Diseiio de paneles reducidos de SNPs

7.6.1 Paneles de pedigri (seleccion por MAF)

Se construyeron tres paneles: uno especifico para CREMES, uno especifico para UABC y
considerando las frecuencias alélicas aplicable a ambas unidades, todos ensamblados de forma

acumulativa y anidada en tamanos de 40, 60, 80 y 100 SNPs, de modo que cada panel esta
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contenido en el de mayor tamafo. Los paneles especificos por UMA se integraron con los loci de

mayor MAF dentro de cada unidad.

En CREMES, los paneles presentaron una MAF promedio de 0.485 (intervalo 0.469-0.500), y en
UABC de 0.492 (intervalo 0.476—-0.500); en ambos casos los valores se aproximaron al maximo
tedrico para marcadores bialélicos, lo que indica que los loci seleccionados son altamente

informativos para la asignacién de parentesco dentro de cada plantel.

Los paneles considerando ambas UMAs presentaron valores de MAF promedio ligeramente
menores que los especificos por UMA; en el tamafio de 100 SNPs, la MAF promedio fue de 0.438
en CREMES y de 0.450 en UABC. Aunque estos valores son ligeramente menores que los de los
paneles especificos por UMA, siguen cercanos al maximo tedrico y confirman un poder
discriminante alto en las dos UMAs. La distribucion de los valores de MAF en el conjunto neutral

y la posicion de los loci seleccionados se muestran en la Fig. 14.
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Figura 14. Distribucion de la frecuencia del alelo menor (MAF) del conjunto neutral de 4,992 SNPs
en los reproductores de las UMAs CREMES y UABC de Totoaba macdonaldi. El recuadro rojo indica
el rango de MAF (0.30—0.50) del cual se seleccionaron los SNPs empleados en la construccion de
los paneles para reconstruccién de pedigri.
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7.6.2 Paneles de trazabilidad (seleccién por Fsr)

Los paneles de trazabilidad se conformaron de manera independiente a los anteriores
seleccionando los loci de mayor Fsr por locus de forma acumulativa y anidada, estimado en el
subconjunto independiente reservado para la priorizacién de marcadores (hold-out). El Fsr por
locus varié desde 0.28 hasta 0.50 a lo largo del conjunto base, y los loci de mayor Fsrconcentraron
la mayor divergencia de frecuencias alélicas entre los tres grupos de origen. Como se esperaba,
los loci de alto Fsr presentaron valores de MAF mas variables que los marcadores de los paneles
de pedigri, lo que reflejo el objetivo entre maximizar la divergencia entre grupos y mantener la

heterocigosidad dentro de los grupos (Fig. 15).
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Figura 15. Distribucién de los valores de diferenciacion genética (Fst) por locus (Weir vy
Cockerham) en el subconjunto de priorizacién (hold-out) de Totoaba macdonaldi. Las barras
grises representan el conjunto neutral de SNPs, mientras que las barras rojas corresponden a los
200 SNPs con mayor FST priorizados para el desarrollo de los paneles de trazabilidad. Las lineas
verticales discontinuas indican los valores de corte correspondientes a los paneles de 50, 100, 150
y 200 SNPs.
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7.7 Reconstruccion de pedigri con paneles reducidos

7.7.1 Desempeiio de los paneles independientes especificos por UMA

El desempefio de los paneles de pedigri especificos por UMA se evalué mediante dos indicadores:
la concordancia de las asignaciones respecto al conjunto de referencia de 4,992 SNPs y el niUmero
de familias recuperadas (Fig. 16). En CREMES, la concordancia de la transicion FO->F1 aumenté
de 81.8% con 40 SNPs a 90.9% con 60 SNPs, y alcanzo el 100% con 80 y 100 SNPs; la transicién
F1->F2 fue de 76.9% con 40 SNPs, 84.6% con 60 SNPs, 92.3% con 80 SNPs y 100% con 100 SNPs.
En UABC, la transicion FO—>F1 alcanz6 100% de concordancia en todos los tamafios de panel, y la

transicién F1->F2 fue de 100% con 40 SNPs, 92.9% con 60 SNPs y 100% con 80y 100 SNPs.

El nimero de familias recuperadas converge al valor de la referencia conforme aumenté el
tamafio del panel. En las transiciones F1->F2, los paneles mas pequenos colapsaron a todos los
descendientes en una sola familia: en UABC con 40 SNPs y en CREMES con 60 SNPs, donde el
numero de familias recuperadas cayd a uno. A partir de 100 SNPs, ambas unidades recuperaron
el numero de familias de referencia (cuatro y tres en CREMES para FO>F1y F1->F2; tres y dos en

UABC). Los valores individuales de parentesco se pueden consultar en el Anexo E.
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Figura 16. Desempefio de los paneles de pedigri especificos para cada UMA (CREMES y UABC) en
funcién del tamafio del panel (40, 60, 80 y 100 SNPs). El panel superior muestra la concordancia
(%) respecto al conjunto de referencia de 4,992 SNPs y el panel inferior el nimero de familias
recuperadas. Las lineas discontinuas representan el nimero de familias recuperadas con el
conjunto completo de SNPs. Las lineas negras corresponden a la transicion FO>F1 y las grises a
la transicion F1->F2.

7.7.2 Desempeiio del panel integrado para ambas UMAs

Para los paneles integrados que consideran simultdneamente las frecuencias alélicas de ambas
UMAs, las probabilidades de inclusidn y exclusidon se mantuvieron en valores elevados y similares
a las obtenidas con el conjunto completo de marcadores de referencia (4,992 SNPs). En el caso
de las asignaciones de FO—>F1 el desempefo fue alto en ambas UMAs y poco sensible al tamafo
del panel. En UABC las probabilidades fueron elevadas desde los 40 SNPs [Prob(Inc.) = 0.996;
Prob(Exc.) = 0.997] y alcanzaron 1.000 con 60 SNPs o mas. En CREMES partieron de valores
moderados con 40 SNPs [Prob(Inc.) = 0.757; Prob(Exc.) = 0.703], y se aproximaron a la referencia

desde los 60 SNPs [0.983], manteniéndose por encima de 0.97 en los tamafios mayores (Fig. 17).
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Las asignaciones de F1->F2 fueron mas sensibles al nUmero de marcadores y evidenciaron las
fallas estructurales. En CREMES, las probabilidades de inclusién y exclusién disminuyeron de
0.710 con 40 SNPs a 0.351 con 60 SNPs, coincidiendo con el tamafio de panel en el que la
reconstruccién del pedigri colapsd las familias. A partir de 80 SNPs, ambas probabilidades se
recuperaron hasta 0.936 y alcanzaron 0.986 con 100 SNPs. En UABC, la falla estructural se
manifestd con 40 SNPs como una disociacién entre ambas probabilidades: la inclusidn se mantuvo
alta [Prob(Inc.) = 0.897], mientras que la exclusion se redujo a 0.226 [Prob(Exc.)], lo que indica
que el panel identificaba a los progenitores correctos, pero no lograba descartar a los falsos; a

partir de 60 SNPs ambas probabilidades se estabilizaron en valores cercanos a 1.000 (Fig. 17).

El panel dual de 100 SNPs alcanzé probabilidades medianas equivalentes a las de la referencia en
los dos escenarios generacionales en ambas UMAs, cuatro escenarios generacionales [Prob(Inc.)
> 0.979 en todos los casos] y reprodujo el nimero de familias de la referencia (cuatro y tres en
CREMES; tres y dos en UABC) con 100% de concordancia con la reconstruccion con los loci de
referencia (4,992 SNPs). Esto confirma que un Unico conjunto de 100 marcadores compartidos
reconstruye el pedigri de ambas UMAs con la misma resolucion que la base completa. En el Anexo
E se pueden consultar las asignaciones individuales por UMA asi como la asignacion de

progenitores.
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Figura 17. Probabilidades medianas de inclusidn y exclusidon de las asignaciones de parentesco
obtenidas con los paneles duales de reconstruccién de pedigri en funcién del tamano del panel
(Dual 40, Dual 60, Dual 80, Dual 100 y conjunto de referencia de 4,992 SNPs). Se muestran los
resultados para las transiciones FO>F1 y F1->F2 de las UMAs CREMES y UABC. Los puntos
representan la mediana vy las barras de error el rango intercuartilico.

El pedigri de las dos UMAs reconstruido con el panel de 100 SNPs se muestra en la Fig. 18. En
CREMES, los descendientes se distribuyeron en varias familias, con progenitores identificados en
la mayoria de los casos. En UABC, la estructura familiar estuvo dominada por una sola familia de
hermanos completos que agrupé a la mayoria de los individuos F2, en concordancia con el
elevado parentesco descrito en la seccidon 7.4.3. En ambas unidades, algunos progenitores no
pudieron asignarse a individuos genotipados y se infirieron como putativos, al no formar parte de
los reproductores muestreados. Las probabilidades de inclusion y exclusién individuales de cada

escenario se presentan en el Anexo F.
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Figura 18. Pedigri de tres generaciones (FO, F1 y F2) de los reproductores cautivos de Totoaba
macdonaldi de CREMES y UABC, reconstruido con el panel dual de 100 SNPs en COLONY.
Tridngulos azules: machos identificados; circulos rojos: hembras identificadas; triangulos y
circulos negros: machos y hembras putativas (inferidos); cuadros grises: individuos F2 de sexo
indeterminado.

7.8 Validacidn del panel combinado en asignacion de origen

7.8.1 Escenario de dos grupos: cautivo contra silvestre

Los paneles reducidos independientes para trazabilidad (50, 100, 150 y 200 SNPs) seleccionando
los loci mas divergentes entre grupos basados en Fs; mostraron asignaciones correctas a sus
grupos de origen. En el escenario de dos grupos, que contrasto a las UMAs (CREMES y UABC
combinados) contra la poblacién silvestre, las precisiones de asignacién de los individuos cautivos
fueron bajas y variables con los paneles de 50 y 100 SNPs (=52-53%), y se incrementaron de
manera marcada con el panel de 150 SNPs (82% para cautivos y 88% para silvestres). El panel de

200 SNPs no produjo mejoras adicionales relevantes (Fig. 19; Anexo F).
7.8.2 Escenario de tres grupos: silvestre, CREMES y UABC
En el escenario de tres grupos, el desempefio difirid de manera sustancial entre grupos, reflejando

su grado de diferenciacion gendmica. Los individuos silvestres se asignaron con alta precision en

todos los tamafios de panel (95-100%), con escasa sensibilidad al numero de marcadores. Los
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individuos de UABC también mostraron precisiones altas y estables (86-92%). En contraste, la
precision de CREMES fue muy variable con paneles pequeios y se incrementd de manera
progresiva con el tamafio del panel, desde valores cercanos al 15% con 50 SNPs hasta 78% con
200 SNPs; este ultimo valor igualé el techo de asignacion alcanzado con el conjunto completo de
4,992 SNPs, lo que indica que la asignacidon de CREMES estuvo limitada principalmente por su baja
diferenciacién gendmica respecto a la poblacion silvestre (Fsr=0.04) y no por el tamafio del panel

(Fig. 20; Anexo F).

7.8.3 Desempeiio del panel combinado de 150 SNPs

El panel combinado de 150 SNPs (100 SNPs de pedigri seleccionados por MAF y 50 SNPs de
trazabilidad seleccionados por Fsr), se aproximé al desempefio del conjunto de referencia de
4,992 SNPs en todas las comparaciones. En el escenario de dos grupos, alcanzé 97% de precision
para los individuos silvestres y 83% para los cautivos, frente a los valores de referencia de 100%
y 84%, respectivamente (Fig. 19). En el escenario de tres grupos, asignd a los individuos silvestres
con 100% de precision igualando la referencia, a UABC con 92% también igualando la referencia
y a CREMES con 70%, 8 puntos porcentuales por debajo del valor de referencia de 78% (Fig. 20).
El panel combinado de 200 SNPs (100 de pedigri y 100 de trazabilidad), no mejoré de manera
relevante estos resultados: la precisién de CREMES pasé de 70% a 72%, la de UABC disminuyd
ligeramente de 92% a 89%, y las precisiones de cautivo y silvestre se mantuvieron equivalentes

(Fig. 19 y 20; Anexo E).
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Figura 19. Precisidon de asignacién de Totoaba macdonaldi en funcion del tamafno del panel de
trazabilidad (50, 100, 150 y 200 SNPs) y de los paneles combinados de doble propdsito (150_dual
y 200_dual). Se evaluaron dos proporciones de individuos utilizadas para el entrenamiento del
modelo (0.75 y 0.8) mediante validacion cruzada de Monte Carlo y maquinas de soporte vectorial
(SVM). Los resultados corresponden al escenario de dos grupos y se presentan para tres
conjuntos: Global, utilizando todos los individuos; Cautivo, considerando Unicamente los
reproductores de las UMAs; y Silvestre, considerando Unicamente los individuos de la poblacién
silvestre. En las graficas de cajas, la linea central representa la mediana; los limites de la caja
corresponden a los percentiles 25 y 75; los bigotes representan los valores minimo y maximo
excluyendo los atipicos; y los puntos negros corresponden a valores atipicos.
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Figura 20. Precision de asignacion de Totoaba macdonaldi en funcién del tamafio del panel de
trazabilidad (50, 100, 150 y 200 SNPs) y de los paneles combinados de doble propésito (150_dual
y 200_dual), en el escenario de tres grupos. Se evaluaron dos proporciones de individuos
utilizadas para el entrenamiento del modelo (0.75 y 0.8) mediante validacién cruzada de Monte
Carlo y maquinas de soporte vectorial (SVM). Los resultados se presentan para cuatro conjuntos:
Global, utilizando todos los individuos; CREMES y UABC, considerando por separado los
reproductores de cada UMA,; y Silvestre, considerando Unicamente los individuos de la poblacién
silvestre. En las graficas de cajas, la linea central representa la mediana; los limites de la caja
corresponden a los percentiles 25 y 75; los bigotes representan los valores minimo y maximo
excluyendo los atipicos; y los puntos negros corresponden a valores atipicos.

7.8.4 Estructura poblacional con el panel multipropédsito

La estructura poblacional visualizada mediante DAPC con el panel combinado de 150 SNPs
recupero los tres grupos genéticos principales (silvestre, CREMES y UABC), asi como subestructura
generacional dentro de cada UMA (Fig. 21). Los individuos F2 de UABC conformaron el
agrupamiento mas distintivo, completamente separado de los demas a lo largo del primer eje

discriminante. Los individuos F1 y F2 de CREMES se separaron de la poblacidn silvestre a lo largo
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del segundo eje discriminante, mientras que los individuos FO de CREMES ocuparon una posicion
intermedia, congruente con su origen silvestre, y mostraron traslape parcial con la poblacién

silvestre.
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Figura 21. Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) de Totoaba macdonaldi con
base en el panel multipropdsito de 150 SNPs, donde se muestran los tres grupos (silvestre,
CREMES y UABC) y la subestructura generacional (FO, F1 y F2) dentro de cada UMA.
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8. DISCUSION

Este estudio constituye la primera caracterizacién gendmica de Totoaba macdonaldi basada en
ddRAD-seq, que integra a la poblacion silvestre y a los reproductores de dos UMAs a lo largo de
tres generaciones, y es empleada para disefiar y validar un panel reducido de SNPs de doble
propdsito. Los resultados describen una poblacidn silvestre que se comporta como una sola
unidad panmictica con altos valores de diversidad (secciones 7.3 y 7.4.1), UMAS diferenciadas y
con parentesco elevado (secciones 7.4.2 y 7.4.3), y un conjunto de marcadores capaz de
reconstruir el pedigri y asignar el origen de los individuos con una resolucidn cercana a la del
conjunto completo (secciones 7.7 y 7.8). A continuacion, se discuten estos hallazgos en el orden
de los objetivos, desde la generacion de los datos hasta sus implicaciones para el manejo y la

trazabilidad.

8.1 Muestreo, extraccion de ADN y preparacion de bibliotecas

La calidad de los datos de un estudio de ddRAD-seq depende en primera instancia de la integridad
del ADN de partida y de la preparacion de las bibliotecas, ya que el ADN degradado reduce el
numero de fragmentos recuperados y la reproducibilidad de los marcadores (Graham et al.,
2015). En este estudio, el ADN de los 170 individuos presentd alto peso molecular, con una
integridad y concentracién adecuada para la digestidn (seccién 7.1, Fig. 4), lo que establecié una
base apropiada para la construccion de las bibliotecas. Los puntos de control aplicados durante
la preparacién (la verificacién de la digestion y la ligacidn, y el control de la selecciéon de tamafio
tras el Pippin Prep (Fig. 5 y 6) permitieron confirmar la correcta realizacién de cada etapa antes
de la secuenciacién, una practica recomendada para minimizar la pérdida de loci atribuible a

problemas de libreria (Andrews et al., 2016; Puritz et al., 2014).

El nimero de lecturas por individuo varié de forma considerable entre los tres grupos, con un
promedio mucho mayor en CREMES (seccion 7.2.1). Esta heterogeneidad es habitual en
bibliotecas ddRAD multiplexadas con muchos individuos por pool, donde pequefias diferencias
en la cuantificacion y en la combinacion equimolar de las muestras se traducen en diferencias de
cobertura entre individuos (Andrews et al., 2016). En el presente caso, la distribucién de los
individuos en cuatro pools (seccién 7.1) y el uso de cédigos de barras individuales, permitieron

rastrear esa variacion y descartar de manera objetiva a los individuos con cobertura insuficiente
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(seccion 7.2.1), de modo que la variaciéon en el nimero de lecturas no compromete las
conclusiones: el filtrado posterior asegurd una cobertura minima homogénea entre los individuos

retenidos.

8.2 Calidad de los datos y procesamiento bioinformatico

La ausencia de un genoma de referencia para Totoaba macdonaldi requiriéd un ensamblaje de
novo de los loci, la cual es una estrategia ampliamente validada para especies no modelo sin
recursos genomicos previos (Catchen et al., 2013; Rochette y Catchen, 2017). El principal riesgo
de este enfoque es la eleccidn de los parametros de ensamblaje, pues valores inadecuados
pueden fusionar loci paralogos o fragmentar loci verdaderos, sesgando el nUmero de marcadores
y las estimaciones de diversidad (Mastretta-Yanes et al., 2015; Paris et al., 2017). Para controlar
este riesgo se exploraron 27 combinaciones de pardmetros y se seleccioné la que maximizo el
numero de SNPs recuperados (seccidn 7.2.2, Fig. 3, Anexo B), siguiendo el procedimiento de
optimizacidn propuesto por Paris et al. (2017). La aplicacién de la regla r80 (retener loci presentes
en al menos el 80% de los individuos) en el mddulo populations sirve para favorecer marcadores

bien representados (Paris et al., 2017; Diaz-Arce y Rodriguez-Ezpeleta, 2019).

Dos elementos respaldan la confiabilidad de los genotipos obtenidos. Primero, la profundidad
promedio de cobertura fue de 90x (seccion 7.2.2), muy por encima del umbral en que el error de
genotipificacién se incrementa de manera apreciable: coberturas bajas, del orden de 5 a 10x,
elevan el error, mientras que coberturas altas como la aqui alcanzada lo minimizan (Fountain et
al., 2016; Nielsen et al., 2011). Segundo, la inclusién de 13 réplicas de muestra permitié estimar
de forma directa el error de genotipificacion, el cual fue de 0.03% (seccién 7.2.2), un valor
comparable al de otros estudios de ddRAD que lo cuantificaron con réplicas (Mastretta-Yanes et
al., 2015) e indicativo de una alta reproducibilidad. Los pasos de filtrado posteriores (seccidn
7.2.3, Tabla 2) (eliminacidn de loci con exceso de datos faltantes, en desequilibrio de ligamiento
y con desviacién de Hardy-Weinberg, asi como la verificacion de la ausencia de loci atipicos bajo
seleccion), permitid la obtencidn de un conjunto neutral final de 4,992 SNPs apropiado para
inferencias poblacionales, tal como se ha observado en otros estudios con un enfoque similar

(Sherman et al., 2020; Mejia-Ruiz et al., 2023; Tong et al., 2023; Vu et al., 2023).
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8.3 Diversidad genética

Para una especie sujeta a una intensa presién de pesca ilegal y un estatus de amenaza, la
poblacién silvestre conserva una diversidad genética alta, con una heterocigosidad observada
cercana a la esperaday un coeficiente de endogamia préximo a cero (seccidn 7.3.1, Tabla 3). Estos
valores, estimados con SNPs bialélicos, son menores en términos absolutos que los reportados
para totoaba con microsatélites (Valenzuela-Quifionez et al., 2015, 2016) y con paneles de SNP
previos (Enriquez-Paredes y Victoria-Cota, 2023), como es esperable por la naturaleza bialélica de
los marcadores; la comparacién relevante no es el valor absoluto, sino la consistencia del patrén
de baja endogamia entre tipos de marcadores. Esa consistencia indica que la poblacidn silvestre
no muestra senales de erosion genética reciente, en linea con lo reportado para la especie
(Valenzuela-Quifionez et al., 2014, 2015). No obstante, las muestras silvestres corresponden a
2010-2013 y la pesca ilegal ha continuado (seccién 2.1.2), por lo que el estado genético actual

podria diferir del aqui descrito.

La diversidad fue menor en los individuos en cautiverio, como se espera en planteles fundados
con pocos individuos (Allendorf et al., 2022). En ambas UMAs, la heterocigosidad observada
superd a la esperada, lo que se reflejé en coeficientes de endogamia negativos (seccion 7.3.1).
Este exceso de heterocigotos puede tener varias explicaciones cuya distincidn tiene implicaciones
de manejo: ademads de interpretarse como ausencia de endogamia, puede originarse por un
efecto Wahlund cuando se combinan reproductores de origenes distintos, por mezcla o por la
inclusién de los fundadores FO en las estimaciones por UMA (Allendorf et al., 2022). En este caso,
la explicacion mas plausible es la contribucién de los fundadores FO: al ser individuos de captura
silvestre, aportan variacion de origen natural que eleva la heterocigosidad de la UMA y puede
enmascarar la deriva acumulada en las generaciones siguientes. El uso de un nimero elevado de
SNPs reduce el efecto de los tamafios de muestra reducidos sobre estas estimaciones, por lo que

es poco probable que el patrdon se deba al muestreo (Willing et al., 2012).

El desglose por cohorte generacional hace explicito este proceso (seccién 7.3.1, Tabla 3): la
riqueza alélica y la heterocigosidad esperada disminuyeron de FO a F2 en ambas UMAs, de forma
mas marcada en UABC, mientras que la heterocigosidad observada se mantuvo relativamente
estable. La disminucion progresiva de la riqueza alélica y de la heterocigosidad a lo largo de

generaciones mantenidas en cautiverio, acompafiada por un incremento del parentesco entre



58

reproductores, ha sido documentada en diversas especies acuaticas bajo cultivo (Williams y
Hoffman, 2009) y puede manifestarse en pocas generaciones cuando los programas
reproductivos operan con un nimero reducido de fundadores o con contribuciones familiares
desbalanceadas (Christie et al, 2012). Este patron resulta particularmente relevante al
compararlo con otros peces de la Familia Scianidae sujetos a programas de cria. En Bahaba
taipingensis, especie criticamente amenazada y también explotada por el valor de su vejiga
natatoria, la descendencia F1 producida en cautiverio presentd mayores niveles de endogamiay
una mayor homogeneizacidon genética respecto a la poblacién silvestre (Hu et al.,, 2025). De
manera similar, en la corvina amarilla (Larimichthys crocea), las poblaciones cultivadas mostraron
una reduccion de 18-22 % en la heterocigosidad en comparacion con las poblaciones silvestres
(Jiang et al., 2025). La concordancia entre estos casos y el patron observado en totoaba sugiere,
que la erosién de la variacién genética a lo largo de generaciones cautivas constituye un riesgo
recurrente en programas de reproduccion de este grupo de peces, por lo que resulta
indispensable implementar esquemas explicitos de manejo genético orientados a controlar el

parentesco, equilibrar la contribucidn familiar y conservar la variabilidad disponible.
8.4 Tamaiio efectivo poblacional

La estimacion del tamano efectivo poblacional utilizando dos métodos, difirié de forma marcada
entre la poblacion silvestre y las UMAs (seccién 7.3.2, Tabla 4). Las estimaciones basadas en
desequilibrio de ligamiento (LD-Ne), deben leerse con cautela en este disefio, porque los
conjuntos analizados incluyen individuos de cohortes que se traslapan en el tiempo; bajo esas
condiciones, el valor obtenido se aproxima mas a un proxy del nimero de reproductores efectivos
que a un Ne contemporaneo en sentido estricto (Do et al., 2014; Waples, 2024). En la poblacidn
silvestre la estimaciéon por LD fue alta, mayor que las reportadas previamente para la especie
(Valenzuela-Quifionez et al., 2014); sin embargo, su limite superior no pudo acotarse de manera
confiable, el intervalo de confianza se extiende hasta el infinito y el método por exceso de
heterocigotos arrojé un valor infinito (seccidn 7.3.2), un comportamiento esperable cuando el Ne
real es grande en relacién con el tamafio de muestra (Waples, 2024). Aun con esta
indeterminacion, el valor es congruente con la diversidad relativamente alta de la poblacion
silvestre (secciéon 8.3) y con la magnitud esperada para una poblacion marina de amplia

distribucion.
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En contraste, las dos UMAs presentaron valores de Ne muy bajos por ambos métodos (seccién
7.3.2, Tabla 4). Los umbrales clasicos de la regla 50/500, un Ne de 50 para evitar la endogamia a
corto plazo y de 500 para preservar el potencial evolutivo a largo plazo, han sido revisados al alza
a 100 y 1000, respectivamente, con base en la evidencia acumulada (Frankham et al., 2014,
Jamieson y Allendorf, 2012). Con un Ne inferior a 20, ambas UMAs se sitian muy por debajo
incluso del umbral mas conservador, lo que implica una tasa elevada de acumulacién de
endogamia por generacion, consistente con la caida de heterocigosidad esperada y observada de
FO a F2 (seccién 7.3.1). Un Ne de esta magnitud significaria que en cada generacién se pierden
alelos al azar, se incrementa la probabilidad de cruzas entre parientes y se expresan los efectos
deletéreos de la endogamia, con la consecuente reducciéon del potencial adaptativo y de la
viabilidad del plantel a largo plazo. Dado que en un sistema reproductivo cerrado estos efectos
son acumulativos y dificilmente reversibles, el manejo genético debe orientarse a incrementar el
numero efectivo de reproductores. Este es el resultado de mayor relevancia para el manejo de
las UMAs: sin la incorporacién periédica de nuevos reproductores silvestres y sin un intercambio
de material genético entre UMAs, la base reproductiva seguird erosionandose. La eficacia de
incorporar individuos silvestres para frenar la pérdida de diversidad y la adaptacion a la cautividad

en planteles cerrados esta bien documentada (Williams y Hoffman, 2009).

8.5 Estructura poblacional
8.5.1 Panmixia en la poblacion silvestre

Las tres aproximaciones empleadas coincidieron en la ausencia de estructura genética entre las
localidades silvestres (seccidén 7.4.1): los Fsr por pares fueron bajos y no significativos (Tabla 5), el
DAPC no mostré un minimo de BIC, ni agrupamientos discretos (Fig. 7) y STRUCTURE no reveld
subdivisién al inspeccionar K =3 a K=5 (Fig. 8). Aunque el estadistico AK indicé K = 2, este criterio
tiene la limitacién conocida de no evaluar K =1 como soluciéon posible y de tender a sefialar K= 2
incluso en ausencia de estructura, por lo que la inspeccién directa de las graficas de mezcla (que
aqui no reveld subdivisidon), es una practica adecuada para su interpretacion. Este resultado
coincide con la panmixia propuesta para la totoaba con microsatélites y ADN mitocondrial
(Valenzuela-Quifionez et al., 2015, 2016), e indica flujo génico a lo largo del Golfo de California,
congruente con el ciclo de vida migratorio de la especie, en el que el Alto Golfo funciona como

zona de reproduccién y crianza y los adultos se desplazan tras el desove (Cisneros-Mata et al.,
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1995). La panmixia a escala de toda el area de distribucion es un patrén frecuente en peces
marinos con fase larvaria dispersiva y sin barreras geograficas evidentes. Adicionalmente, al
agrupar a los individuos silvestres por afio de captura, los valores de FST por pares entre cohortes
anuales resultaron bajos y no significativos, y el DAPC no mostré agrupamientos discretos entre
afios. Esta ausencia de diferenciaciéon temporal indica estabilidad genética de la poblacidon
silvestre durante el periodo muestreado (2010-2013), en concordancia con lo reportado
previamente para la especie (Valenzuela-Quifionez et al., 2014), y respalda el uso de la linea base
silvestre como referencia frente a las UMAs pese al desfase temporal respecto a las muestras

cautivas.

8.5.2 Diferenciacidn entre la poblacion silvestre y las UMAs

A diferencia de las localidades silvestres, se detectd diferenciaciéon genética significativa entre la
poblacién silvestre y las UMAs, asi como al comparar entre las dos UMAs (seccién 7.4.2, Tabla 6).
EI DAPCy STRUCTURE identificaron tres grupos correspondientes a la poblacién silvestre, CREMES
y UABC, con los fundadores FO de ambas UMAs mostrando mezcla con la poblacidn silvestre,
congruente con su origen de captura (Fig. 9). La diferenciacion entre las UMAs y la poblacion
silvestre, y especialmente la observada entre las dos UMAs (la mayor de todas las
comparaciones), es atribuible al manejo independiente de cada unidad, a la deriva acelerada por
su bajo Ne (seccion 8.4) y a la estructura familiar de las generaciones F1 y F2. La divergencia
progresiva de las UMAs respecto a su poblacidn de origen, es un fendmeno general en organismos
bajo cultivo, producto de la deriva, la adaptacion a la cautividad y la seleccion relajada (Lorenzen
et al., 2012; Williams y Hoffman, 2009). Que la mayor diferenciacién se observe entre las dos
UMAs indica que sus bases reproductivas han divergido de manera independiente, lo que

refuerza el argumento a favor del intercambio de material genético entre ellas (seccion 8.4).
8.5.3 Parentesco dentro de las UMAs

El analisis de parentesco aportd una visién complementaria de la estructura de las UMAs (seccién
7.4.3, Fig. 10). La ausencia de individuos emparentados en la poblacidn silvestre es congruente
con su origen de captura en una poblacion grande y panmictica, mientras que el elevado
parentesco dentro de las UMAs refleja su estructura familiar. La diferencia entre ambas UMAs

mostré que en CREMES el parentesco se reparte en varios grupos familiares, en tanto que en
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UABC casi todos los individuos quedan conectados en un solo grupo de parentesco y el coeficiente
medio es cercano al doble (seccidén 7.4.3). Esta concentracion del parentesco en UABC, donde una
sola familia de hermanos completos domina la generacion F2, es la misma sefial que subyace a su
bajo Ne (seccién 8.4) y, como se discute mas adelante, condiciona el desempefio de los paneles
de pedigri (seccién 8.8). Que los pocos individuos sin parientes detectados correspondan en
ambas UMAs a las generaciones fundadoras, confirma que el parentesco se generé dentro del

programa de cria, a partir de un numero reducido de reproductores efectivos.

8.6 Asignacion de origen con la base gendmica completa

La asignacion de origen con el conjunto de 4,992 SNPs, clasificé a los individuos en su grupo con
precisiones altas, tanto en el esquema que combina las UMAs como en el que las evalta por
separado (secciones 7.5.1y 7.5.2, Fig. 11y 12). En todos los casos, la precisiéon fue mayor para los
individuos silvestres que para los de cautiverio, y la mas baja correspondié a CREMES, de manera
congruente con su menor diferenciacién respecto a la poblacién silvestre (Fsr = 0.04; seccidn
7.4.2). Este resultado muestra que la capacidad de asignar a un individuo a su grupo de origen
estd determinada por el grado de diferenciacién gendmica entre los grupos, y no por el método:

cuanto mds se parece un plantel a la poblacidn silvestre, mas dificil es distinguir a sus individuos.

La interpretacion de estas precisiones debe considerar las posibles fuentes de sesgo. El sesgo por
sobre estimacion (high-grading bias), que incrementa artificialmente la precision de asignacion
cuando los conjuntos de entrenamiento y prueba no son independientes, se controlé mediante
un proceso de validacion cruzada de Monte Carlo con conjuntos independientes y multiples re-
muestreos (seccién 7.5; Anderson, 2010; Waples, 2010). Asimismo, el control del parentesco, al
conservar Unicamente un individuo por familia, redujo el porcentaje de asignacién dentro de las
UMAs, mientras que la poblacién silvestre mantuvo una precisién del 100% (secciones 7.5.1 y
7.5.2). Esta disminucion era esperable, ya que la eliminacién de los hermanos redujo el tamafio
de muestra efectivo de las UMAs vy, en consecuencia, aumentd la variabilidad de la sefial de
asignacion. Este efecto se incrementa debido al reducido nimero de reproductores disponibles,
lo cual no pudo compensarse debido a que se incluyd la totalidad de los individuos disponibles en
las UMAs. No obstante, el uso de un nimero elevado de marcadores mitiga el efecto del tamafio
de muestra sobre las estimaciones de diferenciacidon (Willing et al., 2012). Finalmente, las altas

probabilidades de asignacién de los individuos de origen desconocido en ambos esquemas de
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analisis (seccion 7.5.3, Fig. 13) respaldan la capacidad predictiva del panel de marcadores
seleccionado y sugiere que este podria ser utilizado para asignar con alta precisién a individuos

obtenidos en futuras capturas, con potencial aplicacién en programas de trazabilidad.
8.7 Diseiio de paneles reducidos de SNPs

El disefio de los paneles reducidos se basd en que los dos objetivos de este estudio requieren
marcadores con propiedades opuestas. La reconstruccion de pedigri se beneficia de loci con
frecuencia del alelo menor (MAF) elevada, ya que estos maximizan la probabilidad de que los
progenitores difieran en su genotipo y, en consecuencia, incrementan el poder de exclusién por
locus (Anderson y Garza, 2006; Vandeputte y Haffray, 2014). Por el contrario, la asignacién de
origen requiere loci altamente diferenciados entre grupos, es decir, con valores elevados de Fsr
(Anderson, 2010). Debido a que loci éptimos para una tarea, no necesariamente lo son para la
otra, la seleccion dirigida hacia un objetivo introduce un sesgo de ascertainment, que limita su
desempefiio en aplicaciones alternativas (May et al., 2020). Esta légica se reflejé en los resultados:
los paneles destinados al analisis de pedigri se construyeron con loci de MAF cercana al maximo
tedrico (seccion 7.6.1, Fig. 14), mientras que los paneles de trazabilidad se conformaron con los
loci de mayor Fsr, los cuales presentaron una MAF mas variable, evidenciando el equilibrio entre
maximizar la divergencia entre grupos y mantener la heterocigosidad dentro de ellos (seccién

7.6.2, Fig. 15).

Un hallazgo relevante del disefio es que la capacidad de asignacién de CREMES quedd limitada
por su baja diferenciacién respecto a la poblacién silvestre, y no por el nimero de marcadores:
su precisidn con los paneles de trazabilidad no superé la alcanzada utilizando la base completa de
4,992 SNPs (seccién 7.8.2). Esto indica que la principal limitacién es biolégica (la cercania genética
entre CREMES vy la poblacion silvestre (seccién 7.4.2), mas que metodoldgica, por lo que es poco
probable que un incremento adicional en el nimero de SNPs produzca mejoras sustanciales en la
precision de asignacion. El flujo de trabajo implementado, que parte de un conjunto neutral
filtrado y selecciona marcadores por criterios explicitos de MAF y Fsr, es consistente al empleado
para disefiar paneles de baja densidad en otras especies acuicolas (Holman et al., 2017; Kriaridou

et al., 2020), lo que respalda la transferibilidad del enfoque.
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8.8 Reconstruccion de pedigri

Los paneles de pedigri reconstruyeron las relaciones de parentesco de las UMAs con una
resolucién creciente conforme aumento el nimero de marcadores (seccién 7.7). El aspecto mas
informativo de estos resultados no es la concordancia global, que puede alcanzar valores altos
incluso con paneles pequefos, sino las fallas estructurales que revela el nimero de familias
recuperadas (seccién 7.7.1, Fig. 16): en las transiciones F1->F2, los paneles mds pequefios
colapsaron a todos los descendientes en una sola familia. Este comportamiento se explica por la
estructura familiar de los planteles y es especialmente claro en UABC, donde la mayoria de los
individuos F2 son hermanos completos de una sola familia (seccién 7.4.3); cuando el numero de
marcadores es insuficiente para distinguir genotipos muy parecidos, el método agrupa a toda la
descendencia en una Unica familia, produciendo una concordancia aparentemente alta, pero
biolédgicamente incorrecta. La sefial numérica de esta falla es nitida en el panel dual (seccién 7.7.2,
Fig. 17): en UABC con 40 SNPs, la probabilidad de inclusidn se mantuvo alta, mientras que la de
exclusién se desplomé, lo que indica que el panel ubicaba a los progenitores correctos, pero no

lograba descartar a los falsos.

Estos resultados indican que el nimero de marcadores necesario para reconstruir correctamente
un pedigri no es un valor fijo, sino que depende del grado de parentesco y de la estructura familiar
de cada UMA. Conforme aumenta el parentesco entre los reproductores, también aumenta el
numero de marcadores necesarios para discriminar entre familias. En la totoaba, un panel de 100
SNPs (tanto especifico para cada UMA como dual) reprodujo el nimero de familias y las
asignaciones obtenidas con la base completa en los cuatro escenarios generacionales evaluados
(seccion 7.7.2). Este tamariio es comparable con lo reportado para la asignacidn de parentesco en
otras especies acuicolas, donde aproximadamente 100 SNPs permiten construir el parentesco con
alta precision (Holman et al., 2017; Liu et al., 2016), y es consistente con la observacion general
de que unos pocos cientos de marcadores, o incluso menos, bastan para la inferencia de
parentesco en planteles de cultivo (Vandeputte y Haffray, 2014). Ademas, el hecho de que un
Unico panel dual de 100 marcadores compartidos reconstruyera el pedigri de ambas UMAs con la
misma resolucién que la base completa (seccion 7.7.2, Fig. 18) representa una ventaja practica

importante para su aplicacion, porque permite manejar las dos unidades con una sola
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herramienta. Las asignaciones individuales que sustentan estos resultados se detallan en los

Anexos Ey F.

8.9 Panel reducido global de doble propésito

La validacién del panel combinado demostré que es posible integrar en un mismo conjunto
funcional marcadores seleccionados con criterios genéticos distintos para satisfacer objetivos
complementarios. El panel de 150 SNPs (100 de pedigri seleccionados por MAF y 50 de
trazabilidad seleccionados por Fsr) alcanzé un desempeino muy parecido al de la base completa
en todas las comparaciones de asignacion, e iguald la referencia para los individuos silvestres y
de UABC (seccion 7.8.3, Fig. 19 y 20). Considerando que este panel representa Unicamente
alrededor del 3% de los 4,992 SNPs iniciales, estos resultados muestran que una fraccién reducida
de marcadores cuidadosamente seleccionados puede conservar la mayor parte de la capacidad

informativa del conjunto completo.

En contraste, la precisién de asignacion para CREMES permanecié por debajo de la obtenida con
la base completa y no mejord al incrementar el panel a 200 SNPs, resultado consistente con la
limitada diferenciacién genética entre CREMES y la poblacién silvestre discutida en la seccién 8.7.
Asimismo, el panel combinado recuperd los tres grupos genéticos y la subestructura generacional
dentro de cada UMA mediante el DAPC (seccién 7.8.4, Fig. 21), lo que muestra que también
conserva la informacidon necesaria para describir la estructura poblacional pese a su tamafio
reducido. Estos resultados respaldan la viabilidad de desarrollar paneles de doble propésito que,
aungue no maximiza ninguno de los dos objetivos por separado debido al sesgo de ascertainment
inherente a la combinacién (May et al., 2020), mantienen un desempefio cercano al dptimo tanto

para la reconstruccion de pedigri como para la asignacion de origen.

La utilidad de este panel debe evaluarse en el contexto de las herramientas que se emplean
actualmente para la gestion genética de la totoaba. La asignacién parental se realiza mediante el
panel de microsatélites establecido en la NOM-169 (DOF, 2018) y, mas recientemente, con un
panel de 96 SNPs desarrollado para incrementar la precisiéon de las asignaciones (Enriquez-
Paredes y Victoria-Cota, 2023). La eleccién entre microsatélites y SNP depende del objetivo. Para
un numero reducido de muestras, un panel pequefio de microsatélites continla siendo una

alternativa econdmicamente competitiva, por lo que un panel de SNP no sustituye
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necesariamente a la herramienta vigente. Sin embargo, los SNPs ofrecen ventajas ampliamente
reconocidas, entre ellas su alta reproducibilidad, sus bajas tasas de error y la posibilidad de
estandarizar e intercambiar genotipos entre laboratorios sin necesidad de recalibracidn,
facilitando que las UMAs, los laboratorios y las autoridades validen el origen de las muestras
mediante criterios comparables (Yue y Xia, 2014; Bernatchez et al., 2017; Wenne, 2023). En este
contexto, el panel desarrollado en este estudio aporta una ventaja adicional al integrar en un solo
conjunto de marcadores dos aplicaciones que generalmente se abordan por separado: la
reconstruccién de pedigri y la asignacion de origen. Esto permite que una misma herramienta
gendmica genere informacion util tanto para el manejo reproductivo de las UMAs como para la
trazabilidad de los organismos, ampliando su potencial de aplicacidn en programas de monitoreo

y manejo genético de la especie.
8.10 Implicaciones para el manejo, la trazabilidad y la aplicacion de la ley

Los resultados obtenidos tienen aplicaciones directas para el manejo genético de las UMAs y para
el desarrollo de estrategias de trazabilidad de la totoaba. En conjunto, el bajo tamafio efectivo de
las UMAs (seccidn 8.4), la reduccidn de la diversidad genética entre generaciones (seccion 8.3) y
la diferenciacion observada entre UMAs (seccidon 8.5) indican que el mantenimiento de la
variabilidad genética dependera de implementar medidas de manejo orientadas a limitar la deriva
genéticay la endogamia. Entre ellas destacan la incorporacién de nuevos reproductores silvestres
para ampliar la base genética, el intercambio de material genético entre UMAs para evitar el
aislamiento de los mismos a unas pocas familias, el mantenimiento de registros de pedigri que
permitan planificar los cruzamientos y minimizar la endogamia, asi como la conservacion de
niveles adecuados de diversidad genética que reduzcan los efectos asociados a la adaptacién a la
cautividad. En este contexto, el panel reducido de SNPs desarrollado en este estudio proporciona
una herramienta practica para la reconstruccion de pedigries (seccidn 8.8). Una vez seleccionados
los marcadores, el panel puede implementarse mediante técnicas de genotipado dirigido con un
bajo costo por muestra, como la genotipificacién por secuenciacion de amplicones (GT-seq;
Campbell et al., 2015) considerablemente mds econdmicas que la secuenciacion empleada para
el descubrimiento de los marcadores y que escalan de manera eficiente con el nUmero de
muestras. Esta ventaja es especialmente relevante en el manejo rutinario de las UMAs, donde se

requiere genotipar lotes de reproductores y descendientes de forma repetida cada temporada.
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En programas de manejo de otras especies, paneles de SNP analizados con métodos de asignacién
equivalentes han permitido sustituir el marcaje fisico por asignaciones de parentesco basadas en
SNPs con alta precisién y menor costo, integrando el marcaje por parentesco a la evaluacion y el

manejo rutinario de los planteles (Beacham et al., 2021).

En materia de trazabilidad, el panel permite asignar individuos a su grupo de origen y reconstruir
relaciones de parentesco, dos caracteristicas que aportan informacién relevante para distinguir
entre la produccién legal y la pesca ilegal. En México, la normativa establece una distinciéon que
convierte esta capacidad en un problema de trazabilidad concreto: el aprovechamiento legal de
la totoaba se realiza a través de las UMAs bajo la regulacién nacional (DOF, 2018; seccidn 2.1.2),
mientras que su inclusién en la CITES restringe el comercio internacional. En este contexto, la
capacidad de distinguir entre organismo de origen silvestre y de cultivo, asi como establecer su
relacién con reproductores conocidos, constituye una fuente de evidencia genética que puede
complementar los mecanismos de verificacién del origen de los ejemplares. Herramientas
basadas en marcadores genéticos se han desarrollado para la trazabilidad y el combate al
comercio ilegal en otras especies y productos pesqueros (Nielsen et al., 2012; Milan et al., 2019),
y en el ambito forense de la vida silvestre la asignacion genética del origen de especimenes
decomisados es una linea consolidada de apoyo a la aplicacidn de la ley (Ogden y Linacre, 2015).
Los resultados obtenidos en este estudio muestran que un panel reducido de SNPs tiene el

potencial de desempefiar una funcidn equivalente para la totoaba.

El alcance de estas aplicaciones debe interpretarse a la luz de las limitaciones del estudio. Las
muestras silvestres corresponden al periodo 2010-2013 y no se dispone de muestras silvestres y
cautivas estrictamente contempordaneas, por lo que las comparaciones entre grupos deben
tomarse con cautela (seccién 7.1). Tampoco existe un programa de monitoreo genético a largo
plazo, que permita evaluar los efectos del repoblamiento sobre la poblacién silvestre. La literatura
sobre conservacién ha sefialado, que la liberacién continua de organismos cultivados sin un
seguimiento genético adecuado puede comprometer la diversidad genética y la estructura de las
poblaciones receptoras (Laikre et al., 2010). En este sentido, el monitoreo genético temporal,
mediante la evaluacidn periddica de la diversidad genética, la estructura poblacional y el tamafo
efectivo poblacional, constituyen una herramienta esencial para evaluar el efecto de las acciones

de manejo. Los marcadores y el panel generados en este estudio proporcionan la base para
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establecer ese monitoreo y para sustentar, con evidencia genética, las estrategias de
conservacién, manejo y aplicacion de la ley de la totoaba.

Finalmente, la gestidon genética de la totoaba dispone hoy de un repertorio de herramientas
complementarias mas que sustitutas. Los 24 microsatélites de la NOM-169 constituyen el
estandar legal vigente y siguen siendo la opcién mads costo-efectiva para volUmenes reducidos de
muestras; el panel de 96 SNPs y los 120 microhaplotipos aportan mayor reproducibilidad,
menores tasas de error y mejor transferencia entre laboratorios, con ventajas crecientes
conforme aumenta el numero de muestras; y el panel in silico posterior a una validacidn
propuesto en este trabajo se distingue por integrar en un solo conjunto la reconstruccion de
pedigri y la asignacion de origen, aplicaciones que hasta ahora se abordaban por separado. La
eleccidn entre ellas no es jerdrquica sino contextual, y depende del objetivo analitico, del volumen
de monitoreo y de la infraestructura disponible; su convergencia hacia plataformas de SNP
estandarizadas serd tanto mas factible cuanto mayor sea la escala de genotipado rutinario que
demanden las UMAs y las autoridades.

Mas alld de sus atributos técnicos, su destino de estas herramientas no es la caracterizacion
genética por si misma, sino la generacién de evidencia de origen fiable, estandarizada e
interoperable entre las UMAs, los laboratorios y las autoridades, capaz de sostener una
trazabilidad aplicada del recurso. En un contexto donde el producto legal y el ilegal son
fisicamente indistinguibles, es ahi donde la trazabilidad genética supera solo lo comercial para
convertirse en una herramienta de conservacion: al dar salida certificada a la produccién legal,
contribuye a reducir el incentivo econdmico de la pesca ilegal, alineando el aprovechamiento
sustentable con la recuperacién de la especie. El panel in silico desarrollado en este trabajo
representa un paso en esa direccidn, cuya consolidacién dependerd de su validacidon en

condiciones operativas y de la actualizacién continua de la linea base genética de referencia.
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9. CONCLUSIONES
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La poblacién silvestre de totoaba conserva una diversidad genética elevada y un tamafio
efectivo poblacional grande, sin evidencia de estructura genética entre localidades del Golfo
de California.

Los reproductores mantenidos en las UMAs mostraron menor diversidad genética que la
poblacion silvestre, reduccion progresiva de la riqueza alélica y de la heterocigosidad
esperada entre generaciones, y tamafios efectivos poblacionales bajos. En conjunto, estos
resultados sugieren pérdida de variacién genética asociada a deriva, parentesco elevado y
manejo reproductivo cerrado.

Las UMAs mostraron diferenciacién genética respecto a la poblacion silvestre y entre si,
probablemente asociada al efecto fundador, al bajo niumero efectivo de reproductores y al
manejo independiente de los lotes cautivos. Este resultado refuerza la necesidad de
implementar estrategias de manejo genético que incluyan la incorporacion planificada de
nuevos reproductores silvestres, el intercambio controlado de material genético entre
unidades y el monitoreo generacional del parentesco y la diversidad genética.

El parentesco elevado dentro de las UMAs indica una estructura familiar marcada y una
contribucién reproductiva desigual entre familias. En UABC, la predominancia de una sola
familia en la generacidn F2 es consistente con el bajo tamafio efectivo poblacional estimado
y resalta la necesidad de balancear la contribucion parental en futuras cruzas.

El conjunto de 4,992 SNPs permiti6 una asignaciéon de origen altamente precisa,
especialmente para los individuos silvestres. No obstante, la menor precisién en CREMES
indica que la capacidad de asignacion depende no solo del nimero de marcadores, sino
también del grado de diferenciacion genética entre los grupos de referencia.

El panel reducido de 100 SNPs mostré un desempefio comparable al conjunto completo para
la reconstruccién de pedigri en ambas UMAs. Sin embargo, la cantidad de marcadores
necesaria no fue uniforme, sino que dependié de la estructura familiar, el nivel de parentesco
entre reproductores y la complejidad del pedigri en cada plantel.

El panel combinado de 150 SNPs conservd un desempefio de asignacidon de origen similar al
del conjunto gendmico completo y recuperd la estructura genética principal entre los grupos

evaluados. Por ello, constituye un panel candidato de doble propdsito, con potencial para
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integrar en una misma herramienta la reconstruccion de pedigri y la asignacidon genética de
origen.

El panel reducido de doble propdsito representa una herramienta candidata para el manejo
genético de las UMAs, la reconstruccién de pedigri y la asignacién genética de origen de
Totoaba macdonaldi. Su potencial aplicacién en trazabilidad y vigilancia requiere validacion
adicional en condiciones operativas, incluyendo plataformas de genotipificaciéon dirigida,
muestras comerciales y lineas base genéticas actualizadas.

Los patrones de diferenciacién genética, parentesco elevado y pérdida de variabilidad en las
UMAs resaltan la necesidad de fortalecer el manejo reproductivo mediante la incorporacién
planificada de nuevos reproductores silvestres, el intercambio controlado de material

genético entre unidades y el monitoreo generacional de la diversidad genética
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11. ANEXOS

Anexo A. Preparacion de librerias ddRAD-seq descrito por Peterson et al.,, 2012 con
modificaciones.

Las librerias ddRAD-seq se prepararon mediante una doble digestion del ADN gendmico utilizando
las enzimas de restriccion EcoRI-HF y Mspl (New England Biolabs®). Las digestiones se realizaron
en un volumen de 30 pl con 500 ng de ADN, buffer CutSmart 1x y 10 U de cada enzima,
incubandose durante toda la noche a temperatura ambiente. Los productos fueron purificados
con perlas AMPure XP (Beckman Coulter®) en una proporcién de 1.5x y eluidos en 30 ul de TE

0.1x.

Los fragmentos digeridos fueron ligados a dos adaptadores especificos. El adaptador P1 contenia
el cebador de amplificacion para lllumina, un barcode individual y la secuencia complementaria
al sitio de corte de EcoRI-HF. El adaptador P2 contenia la secuencia complementaria al sitio de
corte de Mspl y fue comun para todas las muestras. La ligacién se realizé en un volumen de 40 pl
con 30 ul de ADN digerido, buffer T4 ligasa 1x, 100 U de T4 DNA ligasa (New England Biolabs®) y
2 mM de cada adaptador. Las reacciones se incubaron durante toda la noche a temperatura
ambiente. Los productos ligados fueron purificados con AMPure XP (1.5%) y eluidos en 30 ul de
TE 0.1x. La correcta ligacion se verifico6 mediante una PCR (PCR1) en un volumen de 12.5 pl con
GoTaq® (Promega), 0.8 mM de cada cebador (Forward PCR1 y Reverse_Mspl_P2) y 1 ul de ADN
ligado. El programa consistié en una desnaturalizacidn inicial de 95 °C por 2 min, seguida de 20
ciclos de 94 °C por 30s, 60 °C por 30 sy 72 °C por 45 s. Los productos fueron visualizados en geles
de agarosa-Synergel al 2 %. Las muestras se cuantificaron mediante fluorometria en un Qubit™ 4
Fluorometer (Thermo Scientific®) y se agruparon en cuatro pools equimolares de 48 individuos
con barcodes distintos. Cada pool fue concentrado con AMPure XP (1.5x) y eluido en 30 pul de TE

0.1x.

La seleccidn de fragmentos entre 344 y 408 pb se realizd6 mediante Pippin Prep (Sage Science).
Los fragmentos seleccionados fueron amplificados mediante una segunda PCR (PCR2) para
enriquecer las librerias e incorporar indices y adaptadores de secuenciacion. Para cada pool se
realizaron ocho reacciones de 20 pl con buffer Phusion HF 1x, 0.5 U de ADN polimerasa Phusion®

(New England Biolabs®), 0.5 mM de cada cebador (Forward PCR1 y Reverse PCR2 ldx_1,
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PCR2_Idx_2, PCR2_ldx_3)y 3 ul de ADN. El programa consistié en una desnaturalizacion inicial de
95 °C por 2 min, seguida de 10 ciclos de 94 °C por 30's, 60 °C por 30 sy 72 °C por 45 s.

Los productos de PCR de cada pool fueron mezclados, purificados con AMPure XP (1.5x%), eluidos
en 40 ul y verificados en geles de agarosa-Synergel al 2 %. Posteriormente, cada pool fue
cuantificado en Qubit™ 4 para preparar una mezcla equimolar final. La libreria resultante fue
secuenciada por NOVOGENE (Sacramento, California, EE. UU.) en dos carriles de Illlumina HiSeq

4000 con lecturas paired-end de 150 pb.

Anexo B. Parametrizacion Stacks.

Para elegir la correcta combinacion de parametros y obtencion de SNPs se realizaron 27 pruebas
modificanto un solo parametro. Como primer paso, se evalud el desempefio del mdédulo
denovo_map.pl bajo diferentes combinaciones de los parametros -m, -M vy -n, analizando la
profundidad promedio, el nimero de loci ensamblados y el nimero de SNPs obtenidos por
individuo. La Fig. 22 muestra que la profundidad promedio aumenté conforme se incrementaron
los valores de -m y -M, mientras que el parametro -n no tuvo un efecto apreciable sobre esta

variable.

En contraste, el nUmero de loci ensamblados disminuyd a medida que aumentaron los valores de
-m y -n (Fig. 23). De manera similar, el nUmero de SNPs disminuyd al incrementar -m, aunque
presentd un ligero aumento con valores mayores de -n (Fig. 23). El parametro -M mostré un
efecto minimo sobre el nimero de loci y SNPs, ya que las tendencias observadas fueron
practicamente idénticas para los tres valores evaluados. En general, el incremento de-mde 3a 4
produjo una reduccién marcada en el nimero de loci ensamblados, mientras que la disminucién

fue menos pronunciada al aumentar -m de 4 a 5.
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Figura 22. Efecto de los pardmetros -m, -M y -n del mdédulo denovo_map.pl de Stacks sobre la
profundidad promedio de secuenciacién por individuo. Se evaluaron tres valores de -m (3,4 y 5),
tresde-n(3,4y5)ytresde-M(2,3y4).
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Figura 23. Efecto de los pardmetros -m, -M y -n del mddulo denovo_map.pl de Stacks sobre el
ensamblaje de novo. (A) Numero de loci ensamblados. (B) Niumero de sitios variantes (SNPs). Se
evaluaron tres valoresde-m (3,4 y5), tresde-n (3,4 y5) ytresde -M (2, 3y 4).



81
Anexo C. Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis.

Resultados de las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis para la comparaciéon de la
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg), riqueza alélica (Ar) y coeficiente
de endogamia (Fi;s) entre la poblacién silvestre y las UMAs CREMES y UABC de Totoaba
macdonaldi. Se muestran las comparaciones por pares obtenidas mediante la prueba post hoc de
Dunn con ajuste para comparaciones multiples. Los valores marcados con un asterisco (*) indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

Ho He
Col Mean-| ; Lol mean-|
Row Mean | CREMES SILVESTR Row Mean | CREMES SILVESTR
--------- e e e e e e e e A e St
SILVESTR | 1.482468 SILVESTR | -1.850612
: 0.2073 I 0.0963
|
UABC | 5.652312 4.169844 UABC | 9.435537 11.28615
| 0.0000* 0.0000* | 0. 0000%* 0.0000%*
alpha = 0.05 alpha = 0.05
Reject Ho if p <= alpha/2 Reject Ho if p <= alpha/2
Ar Fis
Col Mean-|
Row Mean | CREMES SILVESTR LU! medn=i
_________ G PUR O SRS ST WOW WRan CREMES  SILVESTR
SILVESTR 4.501680 """ e
| ’ | 0.0000*
|
UABC 12.94703  8.445352
’ ’ | 0.0000* 0.0000*
alpha = 0.05 alpha = 0.05

Reject Ho if p <= alpha/2 Reject Ho if p <= alpha/2
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Anexo D. Resultados completos de las precisiones de asignacion con el conjunto genémico
completo de 4,992 SNPs.

Se muestran los resultados por cada escenario (media y desviacidn estdndar) para los esquemas
silvestre contra UMAs combinadas y silvestre contra UMAs individuales, con y sin control por

parentesco.

Tabla 7. Precision media de asignacién y desviacion estandar (DE) para los individuos cautivos y
silvestres de Totoaba macdonaldi.

Global UMAs Silvestre
loci Ind. prop media DE media DE media DE
10% 0.8 0.89 0.05 0.84 0.10 0.94 0.07
0.9 0.88 0.08 0.84 0.13 093 0.12
50% 0.8 0.94 0.04 0.88 0.08 1.00 0.01
0.9 0.93 0.06 0.89 0.11  0.99 0.03
100% 0.8 0.94 0.04 0.88 0.08 1.00 0.00
0.9 0.93 0.06 0.89 0.11 1.00 0.00

Tabla 8. Media y desviacidn estandar (DE) de la precisidn de asignaciéon entre individuos cautivos
y silvestres de Totoaba macdonaldi, tras conservar Unicamente un hermano por familia en el
grupo cautivo.

Global UMAs Silvestre
loci Ind. prop media DE media DE media DE
10% 0.8 0.86 0.06 0.58 0.17 1.00 0.00
0.9 0.88 0.08 0.63 0.24 1.00 0.00
50% 0.8 0.89 0.05 0.68 0.16 1.00 0.00
0.9 0.91 0.08 0.72 0.23 1.00 0.00
100% 0.8 0.89 0.05 0.68 0.16 1.00 0.00

0.9 0.91 0.08 0.72 0.23 1.00 0.00
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Tabla 9. Media y desviacién estandar (DE) de la precisidon de asignaciéon de individuos de las UMAs
CREMES y UABC, evaluadas por separado, frente a la poblacidn silvestre de Totoaba macdonaldi.

Global CREMES UABC Silvestre
loci Ind. Prop. media DE media DE media DE media DE
10% 0.8 091 0.05 0.74 0.17 0.90 0.09 1.00 0.00
0.9 091 0.08 0.76 0.24 0.90 0.16 1.00 0.00
50% 0.8 0.93 0.04 0.80 0.15 0.90 0.09 1.00 0.00
0.9 0.93 0.07 0.83 0.21 0.90 0.16 1.00 0.00
100% 0.8 0.92 0.04 0.79 0.14 0.90 0.09 1.00 0.00
0.9 0.92 0.07 0.80 0.22 0.90 0.16 1.00 0.00

Tabla 10. Media y desviacién estandar (DE) de la precisidon de asignacién de individuos de las
UMAs CREMES y UABC, evaluadas por separado frente a la poblacién silvestre de Totoaba
macdonaldi, tras conservar un solo hermano por familia en cada UMA.

Global CREMES UABC Silvestre
loci Ind. Prop. media DE media DE media DE media DE
10% 0.8 0.90 0.05 0.41 0.26  0.52 0.34 1.00 0.01
0.9 0.92 0.07 0.50 0.32 043 0.50 1.00 0.00
50% 0.8 0.92 0.05 0.69 0.25 0.64 0.35 1.00 0.00
0.9 0.93 0.07 0.72 0.30 0.50 0.50 1.00 0.00
100% 0.8 0.92 0.04 0.68 0.25 0.62 0.36 1.00 0.00

0.9 0.93 0.06 0.72 0.30 0.50 0.50 1.00 0.00
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Anexo E. Reconstruccion de pedigri por individuo, panel y escenario

Asignacién parental y probabilidades de inclusién [Prob(Inc.)] y exclusion [Prob(Exc.)] obtenidas
con COLONY para cada individuo descendiente, en cada tamafo de panel y respecto al conjunto
de referencia de 4,992 SNPs. Los cdédigos de progenitor con asterisco (*n) o numeral (#n)
corresponden a progenitores inferidos (putativos) no presentes entre los reproductores
genotipados. El "Grupo" indica la familia asignada. Los cambios de asignacién entre paneles

respecto a la referencia reflejan las fallas de resolucién de los paneles de menor tamafo.

Paneles de pedigri especificos por UMA

Tabla 11. CREMES, transicidon FO - F1 (paneles 100, 80, 60 y 40 SNPs).

Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
Tm15_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm33_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm33_CRS 1 1.0000 0.9997
Panel 80 *1 Tm33_CRS 1 1.0000 0.4462
Panel 60 *1 Tm33_CRS 1 1.0000 0.4082
Panel 40 *1 #1 1 0.2194 0.1331
Tm16_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tm17_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tm18_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tm19_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tm20_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tm21_CRF1 4,992 (ref) *] Tm29_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm29_CRS 1 1.0000 0.9997
Panel 80 *1 Tm29_CRS 1 1.0000 0.5800
Panel 60 *1 #1 1 1.0000 0.2497
Panel 40 *1 #1 1 0.2194 0.1331




Tm22_CRF1 4,992 (ref) gl Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tm23_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tm24_CRF1 4,992 (ref) *2 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.9996
Panel 80 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.9997
Panel 60 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.9776
Panel 40 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.9148
Tm25_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9697 0.9697
Panel 80 *1 Tm34_CRS 1 0.5838 0.5838
Panel 60 *1 Tm34_CRS 1 0.5178 0.5178
Panel 40 *1 Tm34_CRS 1 0.0497 0.0497
Tabla 12. CREMES, transicion F1 - F2 (paneles 100, 80, 60 y 40 SNPs).
Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
TmO01_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
Tm02_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
TmO03_CRF2 4,992 (ref) *2 #2 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *2 #2 1 1.0000 0.9956
Panel 80 *2 #2 1 1.0000 0.9903
Panel 60 *2 #2 1 1.0000 0.9644
Panel 40 *2 Tm25_CRF1 2 1.0000 0.8010
TmO04_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
Tmo05_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
TmO06_CRF2 4,992 (ref) il #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 Tm15_CRF1 #1 1 1.0000 0.0143
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Panel 40 Tm15_CRF1 #1 1 1.0000 0.0642
TmO07_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
TmO08_CRF2 4,992 (ref) *2 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #2 1 1.0000 0.9928
Panel 80 *2 #1 1 1.0000 0.9889
Panel 60 *2 #1 1 1.0000 0.9532
Panel 40 *2 #2 2 1.0000 0.8050
TmO09_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
Tm10_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
Tm11_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 0.9893 0.9893
Panel 80 *1 #1 1 0.9807 0.9807
Panel 60 *1 #1 1 0.5701 0.1023
Panel 40 *1 #1 1 0.9419 0.4896
Tm12_CRF2 4,992 (ref) *3 #3 2 1.0000 1.0000
Panel 100 *3 #3 2 1.0000 1.0000
Panel 80 *3 #3 2 1.0000 1.0000
Panel 60 *3 #2 1 1.0000 0.9951
Panel 40 *3 #3 3 1.0000 0.9998
Tm13_CRF2 4,992 (ref) *4 #4 3 1.0000 1.0000
Panel 100 *4 #4 3 1.0000 1.0000
Panel 80 *2 #4 1 1.0000 0.9989
Panel 60 *2 #3 1 1.0000 0.9979
Panel 40 *2 #4 2 1.0000 0.9867
Tabla 13. UABC, transiciéon FO = F1 (paneles 100, 80, 60 y 40 SNPs).
Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
Tm40_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tma1_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tm42_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000




87

Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tm43_UAF1 4,992 (ref) gl #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tm44_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tm45_UAF1 4,992 (ref) Al #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tma6_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tm48_UAF1 4,992 (ref) Al #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Panel 40 *1 #1 1 0.9994 0.9994
Tm47_UAF1 4,992 (ref) *2 #2 2 1.0000 1.0000
Panel 100 *2 #2 2 1.0000 0.9588
Panel 80 *2 #2 2 1.0000 0.9992
Panel 60 *2 #2 2 1.0000 0.9997
Panel 40 *2 #2 2 1.0000 0.9951
Tm49_UAF1 4,992 (ref) *3 #3 3 1.0000 1.0000
Panel 100 *3 #3 3 1.0000 0.9588
Panel 80 *3 #3 3 1.0000 0.9992
Panel 60 *3 #3 3 1.0000 0.9997
Panel 40 *3 #3 3 1.0000 0.9950
Tabla 14. UABC, transicién F1 - F2 (paneles 100, 80, 60 y 40 SNPs).
Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
Tm50_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9946 0.9771
Panel 40 *1 #1 1 0.6657 0.2803
Tm51_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9946 0.9771
Panel 40 il #1 1 1.0000 0.1485
Tm52_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
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Tm53_UAF2

Tm54_UAF2

Tm55_UAF2

Tm56_UAF2

Tm57_UAF2

Tm58_UAF2

Tm59_UAF2

Tm61_UAF2

Tm62_UAF2

Tm63_UAF2

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60

*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*2
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#2
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1

PR R R R R R RR R R R RR B N R RPRR R R R RR R R R RPRR R R R RPRR R R R PR R R R RBRR B B B RR B B B

1.0000
0.9946
0.3985

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.7570

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.8543

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
1.0000
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.6223

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946

1.0000
0.9771
0.0540

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.2324

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.2866

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.4959

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.2189

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.0983

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.0190

1.0000
1.0000

1.0000
0.9790
0.6022

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.1382

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.1808

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
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Tm64_UAF2

Tm65_UAF2

Tm66_UAF2

Tm67_UAF2

Tm68_UAF2

Tm69_UAF2

Tm70_UAF2

Tm72_UAF2

Tm74_UAF2

Tm75_UAF2

Tm76_UAF2

Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

Panel 80
Panel 60
Panel 40

4,992 (ref)
Panel 100

*1
il
il
il
il
il
*1
*1
*1
*1
*1
il
il
il
il
il
*1
*1
*1
*1
*1
il
il
ol
0
ol
*1
*1
*1
*1
*1
il
ol
ol
ol
ol
*1
*1
*1
*1
*1
il
ol
ol
ol
ol
*1
*1
*1
*1
*1
il
6l

#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#2
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

PR R R R RR R R R RR R R R RPRR R R R PR R R R RRER B N R RPRRRRRRR R R R PR R R R RRPR PR PR RPB RRB @2

1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.8543

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.0700

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.6223

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.6657

1.0000
1.0000

1.0000
1.0000
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.0700

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.8543

1.0000
1.0000

1.0000
0.9946
0.7570

1.0000
1.0000

0.1559

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.4959

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.0091

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.1382

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.2803

1.0000
1.0000

1.0000
0.9790
0.6022

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.7069

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.0677

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.0091

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.4959

1.0000
1.0000

1.0000
0.9771
0.2324

1.0000
1.0000




90

Panel 80 % #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 %] #1 1 0.9946 0.9771
Panel 40 %] #1 1 1.0000 0.3230
Tm77_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 *1 #1 1 0.9946 0.9771
Panel 40 *1 #1 1 0.3985 0.0540
Tm78_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Panel 100 %] #1 1 1.0000 1.0000
Panel 80 %] #1 1 1.0000 1.0000
Panel 60 %] #1 1 0.9946 0.9771
Panel 40 *1 #1 1 1.0000 0.1664
Tm60_UAF2 4,992 (ref) *2 #2 2 1.0000 1.0000
Panel 100 *2 #2 2 1.0000 0.8158
Panel 80 *2 #2 2 0.8158 0.8158
Panel 60 *3 #3 3 0.8129 0.8129
Panel 40 *1 #1 1 0.8639 0.2815
Tm71_UAF2 4,992 (ref) *2 #2 2 1.0000 1.0000
Panel 100 *2 #2 2 1.0000 0.8159
Panel 80 *2 #2 2 0.8158 0.8158
Panel 60 *3 #3 3 0.8129 0.8129
Panel 40 *1 #1 1 0.8639 0.2815
Panel de pedigri dual (compartido entre UMAs)
Tabla 15. CREMES, transicidon FO - F1 (panel dual 40, 60, 80 y 100 SNPs).
Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
Tm15_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm33_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 1.0000 0.4506
Dual 60 *1 Tm33_CRS 1 1.0000 0.5199
Dual 80 *1 Tm33_CRS 1 1.0000 0.5362
Dual 100 *1 Tm33_CRS 1 1.0000 0.8887
Tm16_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tm17_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tm18_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tm19_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
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Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tm20_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tm21_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm29_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm29_CRS 1 1.0000 0.2417
Dual 60 *1 Tm29_CRS 1 1.0000 0.5240
Dual 80 *1 Tm29_CRS 1 1.0000 0.5379
Dual 100 *1 Tm29_CRS 1 1.0000 0.8907
Tm22_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tm23_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tm24_CRF1 4,992 (ref) *2 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.8990
Dual 60 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.8151
Dual 80 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.8145
Dual 100 *2 Tm34_CRS 1 1.0000 0.8688
Tm25_CRF1 4,992 (ref) *1 Tm34_CRS 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm34_CRS 1 0.7566 0.7030
Dual 60 *1 Tm34_CRS 1 0.9831 0.9831
Dual 80 *1 Tm34_CRS 1 0.9943 0.9943
Dual 100 *1 Tm34_CRS 1 0.9792 0.9792
Tabla 16. CREMES, transicion F1 - F2 (panel dual 40, 60, 80 y 100 SNPs).
Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
TmO01_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.7100 0.7100
Dual 60 *1 #1 1 0.3515 0.3515
Dual 80 *1 #1 1 0.9365 0.9213
Dual 100 *1 #1 1 0.9864 0.9864
TmO02_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.7100 0.7100
Dual 60 *1 #1 1 0.3515 0.3515
Dual 80 *1 #1 1 0.9366 0.9214
Dual 100 *1 #1 1 0.9864 0.9864
TmO03_CRF2 4,992 (ref) *2 #2 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *2 #2 1 1.0000 0.9213
Dual 60 *2 #2 1 1.0000 0.9991
Dual 80 *2 #2 1 1.0000 0.9992
Dual 100 *2 #2 1 1.0000 0.9998
TmO04_CRF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.7100 0.7100
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TmO5_CRF2

TmO06_CRF2

TmO07_CRF2

TmO08_CRF2

TmO09_CRF2

Tm10_CRF2

Tm11_CRF2

Tm12_CRF2

Tm13_CRF2

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*2
*2
*2
*1
*2
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*1
*3
*2
*3
*3
*3
*4
*3
*4
*1
*4

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#2
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#3
#3

#3
#3
#3

#4
#1

#1
#4
#4

W R P RPWNNNRNR R R PR R R R RR R R R PR PR PR R RPRR R R R PR R R B RBRR B B B RR B B B

0.3515
0.9362
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9363
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9364
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9365
0.9864

1.0000
1.0000

1.0000
1.0000
1.0000

1.0000
0.7100

0.3515
0.9363
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9364
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9365
0.9864

1.0000
1.0000

1.0000
1.0000
1.0000

1.0000
1.0000

1.0000
1.0000
1.0000

0.3515
0.9213
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9213
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9213
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9213
0.9864

1.0000
0.2120

0.1734
0.9365
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9213
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9213
0.9864

1.0000
0.7100

0.3515
0.9213
0.9864

1.0000
0.9864

0.9998
1.0000
1.0000

1.0000
0.6963

0.9377
0.9975
0.8526




Tabla 17. UABC, transiciéon FO = F1 (panel dual 40, 60, 80 y 100 SNPs).

Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
Tm40_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tm41_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tm42_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tm43_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tma44_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tm45_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tm46_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tmas_UAF1 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 #1 1 0.9964 0.9964
Dual 60 *1 #1 1 0.9996 0.9996
Dual 80 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Dual 100 *1 #1 1 0.9999 0.9999
Tm47_UAF1 4,992 (ref) *2 #2 2 1.0000 1.0000
Dual 40 *2 #2 2 1.0000 0.9961
Dual 60 *2 #2 2 1.0000 0.9998
Dual 80 *2 #2 2 1.0000 1.0000
Dual 100 *2 #2 2 1.0000 1.0000
Tm49_UAF1 4,992 (ref) *3 #3 3 1.0000 1.0000
Dual 40 Tm37_UAS #3 3 1.0000 0.9960
Dual 60 *3 #3 3 1.0000 0.9998
Dual 80 *3 #3 3 1.0000 1.0000
Dual 100 *3 #3 3 1.0000 1.0000




Tabla 18. UABC, transicion F1 - F2 (panel dual 40, 60, 80 y 100 SNPs).

Individuo Panel Padre Madre Grupo Prob(Inc.) Prob(Exc.)
Tm50_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm40_UAF1 1 0.7212 0.6542
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm51_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *2 #1 1 0.2316 0.0227
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm52_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 Tm42_UAF1 #2 1 1.0000 0.0464
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm53_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *3 #2 1 1.0000 0.2161
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm54_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *4 #3 1 1.0000 0.6449
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm55_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *2 #1 1 0.2316 0.0227
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm56_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *1 Tm40_UAF1 1 0.7212 0.6542
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm57_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *4 #1 1 0.5991 0.1470
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm58_UAF2 4,992 (ref) *1 #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *3 #1 1 1.0000 0.2167
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
Tm59_UAF2 4,992 (ref) *] #1 1 1.0000 1.0000
Dual 40 *3 #4 1 1.0000 0.9012
Dual 60 *1 #1 1 0.9974 0.9974
Dual 80 *1 #1 1 0.9997 0.9997
Dual 100 *1 #1 1 1.0000 1.0000
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Tm61_UAF2

Tm62_UAF2

Tm63_UAF2

Tm64_UAF2

Tm65_UAF2

Tm66_UAF2

Tm67_UAF2

Tm68_UAF2

Tm69_UAF2

Tm70_UAF2

Tm72_UAF2

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60

*1
*4
*1
*1
*1
#]
g
gl
gl
gl
*1
Tm42_UAF1
*1
*1
*1
*1
Tm42_UAF1
g
g
g
*1
Tm42_UAF1
*1
*1
*1
*1
*4
g
g
g
*1
*1
*1
*1
*1
*1
&=
4
4
4
*1
*2
*1
*1
*1
*1
*5
g
g
g
*1
*6
*1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#4

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#1

#1
#1
#1

#1
#2

#1
#1
#1

#1
#4

#1
#1
#1

#1
#4

#1
#1
#1

#1
#4

#1
#1
#1

#1
#4

#1

PR R R R R RR R R R RR R R R RR R R R RPRR R R R RR R B B RBR R R RBR RR R R R RPRR R R R RRPR PR RPB RPB RB§2

1.0000
0.5991

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.8175

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.4357

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.4357

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.4357

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.5991

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
1.0000

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
1.0000

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.8175

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.9771

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.9771

0.9974

1.0000
0.1470

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.1907

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.1886

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.1886

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.1886

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.1470

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.0930

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.9012

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.1907

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.9002

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.9002

0.9974
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Tm74_UAF2

Tm75_UAF2

Tm76_UAF2

Tm77_UAF2

Tm78_UAF2

Tm60_UAF2

Tm71_UAF2

Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

4,992 (ref)
Dual 40

Dual 60
Dual 80
Dual 100

*1
*1
*1
*6
*1
*1
*1
*1
*2
*1
*1
*1
*1
*6
*1
*1
*1
*1
Tm42_UAF1
*1
*1
*1
*1
*2
*1
*1
*1
*2
*5
*2
*2
*2
*2
*5
*2
*2
*2

#1
#1

#1
#2

#1
#1
#1

#1
#3

#1
#1
#1

#1
#6

#1
#1
#1

#1
#6

#1
#1
#1

#1
#3

#1
#1
#1

#2
#5

#2
#2
#2

#2
#5

#2
#2
#2

N N N RPN N N N RPN R P R RPRR R R B RBRR R R R RPRR R R R RR R R R RPRRPR P

0.9997
1.0000

1.0000
1.0000

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.7724

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
1.0000

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
1.0000

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.7724

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
1.0000

0.9721
0.8741
0.9150

1.0000
1.0000

0.9721
0.8741
0.9150

0.9997
1.0000

1.0000
0.2389

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.3190

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.3526

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.2349

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.3190

0.9974
0.9997
1.0000

1.0000
0.3519

0.9721
0.8741
0.9150

1.0000
0.5242

0.9721
0.8741
0.9150
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Anexo F. Resultados completos de las precisiones de asignacion de los paneles reducidos de
trazabilidad y de los paneles combinados.

Se muestran los resultados de cada uno de los escenarios (media y desviacién estandar) por

tamafio de panel, para los escenarios de dos grupos (cautivo contra silvestre) y de tres grupos

(silvestre, CREMES y UABC).

Tabla 19. Media y desviacion estandar (DE) de la precision de asignacion de origen para individuos
cautivos y silvestres de Totoaba macdonaldi.

Global UMAs Silvestre
loci Ind. prop media  DE media  DE media  DE
Panel_50 0.75 0.671 0.091 0.578 0.195 0.779 0.285

0.8 0.678 0.098 0.523 0.176  0.858 0.231
Panel_100 0.75 0.656 0.085 0.528 0.181 0.803 0.243
0.8 0.656 0.088 0.529 0.187 0.805 0.252
Panel_150 0.75 0.841 0.079 0.8 0.138 0.887 0.132
0.8 0.847 0.081 0.82 0.153 0.878 0.138
Panel_200 0.75 0.88 0.07 0.835 0.122 0.931 0.108
0.8 0.854 0.09 0.804 0.136 0.912 0.149
Panel_Global_150 0.75 0.893 0.043 0.832 0.076  0.957 0.05
0.8 0.895 0.055 0.83 0.099 0.969 0.051
Panel_Global_200 0.75 0.893 0.047 0.826 0.093 0.964 0.048
0.8 0.9 0.048 0.844 0.082 0.965 0.052

Tabla 20. Media y desviacion estandar (DE) de la precision de asignacién de origen para individuos
de las UMAs CREMES y UABC, evaluadas por separado, frente a la poblacién silvestre de Totoaba

macdonaldi.
Global CREMES UABC Silvestre
Loci Ind. prop media DE media DE media DE media DE
Panel_50 0.75 0.733 0.056 0.15 0.181 0.876 0.144 0.964 0.082
0.8 0.748 0.073 0.157 0.209 0.893 0.156 0.947 0.121
Panel_100 0.75 0.83 0.071 0.5 0.213 0.862 0.132 0.996 0.024



Panel 150

Panel 200

Panel_Global 150

Panel_Global_200

0.8
0.75
0.8
0.75
0.8
0.75
0.8
0.75
0.8

0.85

0.887
0.886
0.898
0.904
0.894
0.903
0.904
0.906

0.069
0.062
0.08
0.067
0.065
0.04
0.049
0.04
0.05

0.53

0.69

0.683
0.763
0.777
0.673
0.697
0.716
0.722

0.251
0.222
0.257
0.202
0.222
0.147
0.158
0.146
0.162

0.88

0.886
0.868
0.862
0.855
0.901
0.914
0.891
0.89

0.161
0.137
0.148
0.15

0.164
0.085
0.092
0.084
0.107

0.99

0.995
0.992
0.999
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0.046

0.017
0.024
0.006




