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Resumen

La gendmica del paisaje marino se enfoca en relacionar la estructura genética
espaciotemporal a caracteristicas del paisaje, como patrones de conectividad y
gradientes ambientales. Un creciente nimero de evidencias ha puesto en duda el
paradigma de homogeneidad genética en especies marinas, con fuertes
implicaciones sobre las estrategias de manejo y conservacion actuales. El Golfo de
California (GC) posee complejos patrones oceanograficos y gran variabilidad
ambiental, por lo que ofrece oportunidades Unicas para probar hipétesis acerca del
efecto de los factores que moldean la diversidad y estructura genética. El modelo
de estudio es el gobio Lythrypnus dalli, pez criptobéntico de hébitats rocosos y
coralinos. Posterior a su fase larval movil presentan gran fidelidad al sitio, y su
distribucion geogréfica atraviesa condiciones ambientales muy heterogéneas, por
lo que seria esperable encontrar poblaciones con adaptaciones locales. El objetivo
del presente trabajo es determinar la influencia de la distancia geografica u
oceanogréfica sobre la estructura gendmica neutral, y la influencia de la
heterogeneidad ambiental sobre los patrones de diversidad adaptativa de L. dalli
en el GC. Para ello, se colectaron individuos mediante buceo en 7 localidades de la
costa occidental del GC, se obtuvieron patrones de estructura neutral (1,261 SNPSs)
y adaptativa (13 SNPs) a partir de librerias genémicas (ddRAD), y se compararon
contra patrones de conectividad (derivados de simulaciones basadas en el flujo de
corrientes del GC), temperatura superficial y clorofila-a (obtenidos de imagenes
satelitales). La estructura gendmica neutral indicé panmixia. No obstante, se
detectdé variacion en los niveles de parentesco entre sitios y un patron de
aislamiento por distancia oceanogréafica. En conjunto, los resultados sugieren una
estructura metapoblacional con niveles sustanciales de conectividad, en la cual
localidades nortefias fungen como fuentes de migrantes hacia el centro y sur del
GC, de acuerdo a las corrientes predominantes durante la primavera. La busqueda
de patrones de diversidad adaptativa, en cambio, no fue posible debido a la
cantidad y calidad de marcadores relacionados a procesos selectivos detectados.
Esto se debe posiblemente a la baja cobertura genémica y espacial obtenida.
Estos resultados proveen un aporte para refinar las estrategias de manejo y
conservacion de la biodiversidad en el GC.

Palabras Clave: gendmica del paisaje, conectividad, adaptacién, ddRAD,
Lythrypnus dalli.
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Summary

Seascape genomics focuses on the relationship between spatiotemporal patterns
of genetic structure and seascape features, like ocean currents and environmental
gradients. An increasing number of evidences have recently challenged the genetic
homogeneity paradigm in marine species, with strong implications to current
management and conservation policies. The Gulf of California (GC) encompasses
complex oceanographic currents and strong asymmetrical flow, in addition to high
environmental heterogeneity, resulting in unique opportunities to test hypotheses
about determinants of neutral and adaptive genetic structure patterns. Our model
species was the small blue-banded goby Lythrypnus dalli, a small crypto-benthic
reef fish. After a mobile larval phase, they have great site fidelity and a wide
distribution throughout heterogeneous environmental conditions, which might allow
local adaptations to occur. Our main objective is to determine the relative
contribution of geographic or oceanographic distance over the neutral genetic
structure, and the contribution of environmental heterogeneity over the adaptive
genetic structure of L. dalli in the GC. Samples were collected from 7 sites in the
GC, neutral (1,261 SNPs) and adaptive (13 SNPs) spatial structures were obtained
from genomic libraries (ddRAD). Population structure was correlated to
oceanographic connectivity hypotheses based on current flow, and environmental
factors (temperature and chlorophyll) as predictors. Neutral genomic pattern
indicates panmixia. However, variable relatedness levels and isolation by
oceanographic distance were also detected. Overall, results point out to a
metapopulation genetic structure with substantial connectivity, in which
northernmost sites act as sources of migrants towards central and southern
locations, according to predominant current flow during spring in the peninsular
coast of the GC. The search for adaptive genomic patterns was limited given the
amount and quality of detected candidates for selection, probably due to the low
genomic and spatial coverage. This results help refine management and
conservation strategies to maintain biodiversity in the GC.

Key words: seascape genomics, connectivity, adaptation, ddRAD, Lythrypnus
dalli.
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Dedicatoria

“Nothing in biology makes sense except in the light of evolution”

Theodosius Dobzhansky
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1. INTRODUCCION

La genodmica del paisaje marino surge como una ramificacion de la genética de
poblaciones, y se enfoca en la influencia de la ecologia, oceanografia y geografia
sobre los patrones de diversidad neutral y adaptativa encontrados en poblaciones
marinas (Riginos et al., 2016). El medio marino se caracteriza por la ausencia de
barreras obvias al flujo génico y las especies marinas han sido histéricamente
consideradas espacialmente homogéneas, es decir, unidades conectadas
mediante movimiento larval, con apareamiento aleatorio y caracteristicas
demograficas como tasas de reclutamiento, crecimiento y mortalidad iguales
(Bernatchez et al., 2017; Ovenden et al., 2015). Sin embargo, el paradigma de la
uniformidad marina comienza a cambiar a medida que nuevas herramientas de
analisis con poder estadistico sin precedente revelan patrones espaciales
previamente no detectados, cuyos determinantes se relacionan en mayor medida
con los sistemas de corrientes y gradientes ambientales de temperatura y
salinidad (Selkoe et al., 2016).

Las especies marinas ocupan rangos geograficos heterogéneos en términos de
ambiente (temperatura, salinidad, tipo de fondo, etc.) que pueden promover
efectos locus especificos o adaptaciones locales, a pesar del elevado flujo
genético (Bernatchez, 2016; Xu et al., 2017; Zhang et al., 2016). Elucidar las
dinamicas de conectividad mediante transporte larvario y los mecanismos de
adaptacion local de las poblaciones a su ambiente es de suma relevancia ya que,
ademas de mejorar el entendimiento basico de la evolucién por seleccion natural,
resulta critico para identificar los factores ambientales responsables de la
diferenciacion poblacional, para predecir cambios en la distribucion futura de las
especies, y elaborar estrategias de manejo y conservacion adecuadas (Nielsen et
al., 2009; Riginos et al., 2016; Selkoe et al., 2016). Las estrategias de manejo y
conservacion en el medio marino se han incrementado en el mundo en las Ultimas

décadas. Sin embargo, para que los esfuerzos sean efectivos ante los cambios



que se pronostican, es necesario comprender como los procesos regionales
moldean la composicién y capacidad adaptativa de las comunidades (Gonzalez-
Cabello y Bellwood, 2009).

El Golfo de California (GC) es un mar interior mexicano con elevados niveles de
biodiversidad, endemismo, y productividad. Los actuales criterios utilizados para el
manejo y conservacion raramente incorporan informacion genética o de estructura
poblacional. El objetivo del presente trabajo es determinar como la distancia
geografica u oceanogréfica afectan al patron de diversidad genética neutral, y
como la heterogeneidad ambiental incide sobre el patron de diversidad genética
adaptativa, utilizando como modelo al gobio criptobéntico Lythrypnus dalli. Su
cambio generacional anual, movilidad limitada, abundancia y amplia distribucién
dentro del GC lo convierten en un modelo ideal para el estudio de la influencia del

paisaje en el genoma.



2. ANTECEDENTES

2.1 Genética poblacional y fuerzas evolutivas

La genética poblacional estudia la variacidon espaciotemporal de las frecuencias
alélicas a distintos niveles de organizacion. Dicha variacién resulta de la influencia
de las fuerzas evolutivas: mutacion, deriva génica, flujo génico y seleccioén natural
(Hedgecock et al., 2003; Lowe et al., 2017). Las mutaciones que ocurren durante
la meiosis incorporan variabilidad en las poblaciones a escalas temporales
relativamente extensas (en el orden de 10° a 10 por generacién, dependiendo
del marcador molecular y de la especie en cuestion). Por otro lado, la deriva
génica es el cambio estocastico de frecuencias alélicas que resulta de la
combinacion de gametos durante la reproduccion sexual de poblaciones finitas.
Sus efectos son apreciables a escalas temporales cortas (inter-generacional) y es
particularmente influyente en poblaciones reducidas. El flujo génico también aporta
variabilidad a las poblaciones. Este se da cuando existen migrantes entre
poblaciones que contribuyen con sus gametos a la poblacién receptora y tiene un
efecto homogeneizante sobre las frecuencias alélicas. La seleccion natural, a
diferencia de las otras tres fuerzas que poseen un efecto global, actla sobre
aguellas regiones del genoma que confieren valor adaptativo o detrimental a los
individuos (Black IV et al., 2001).

El concepto de poblacién es un tema central en biologia. Waples y Gaggiotti
(2006) revisaron numerosas definiciones y destacaron dos grandes grupos: el
paradigma ecoldgico, que define una poblacion como un grupo de individuos de la
misma especie que co-ocurren e interactan en un espacio y tiempo, y el
paradigma evolutivo, que considera un grupo de individuos de la misma especie
gue vive en proximidad suficiente para que se dé el apareamiento. La mayoria de
las especies se agrupan en poblaciones, y comunmente presentan cierto grado de
diferenciacion genética dado por el apareamiento no aleatorio de individuos a

través del rango de distribucion. En la realidad es posible encontrar un continuo de



niveles de diferenciacion genética, desde completo aislamiento, hasta completa
homogeneidad genética y demogréfica, 1o que dificulta el establecimiento de un

criterio objetivo y cuantitativo de poblacion (Waples y Gaggiotti, 2006).

El reclutamiento en general es cualquier adicion de individuos a una poblacion, ya
sea por auto-reclutamiento o conectividad. El auto-reclutamiento se entiende como
la proporcion de reclutas que se establecen en su poblacion natal. La conectividad
se refiere al movimiento de individuos entre poblaciones mediante dispersion o
migracion (Carr y Syms, 2006). Existe una distincion entre conceptos de
conectividad: a nivel demogréfico se evalla la influencia de la migracion sobre las
tasas de crecimiento entre poblaciones de una especie, mientras que la
conectividad genética es la influencia del flujo génico resultante de la migracién
efectiva (la cual incluye supervivencia de reclutas y aporte al acervo genético
local) sobre las frecuencias alélicas y diversidad genética dentro de las

poblaciones locales (Lowe y Allendorf, 2010).

Los patrones de diversidad o estructura genética son consecuencia de la
interaccién entre la historia evolutiva de las especies, factores demograficos,
geograficos y ambientales (Selkoe et al.,, 2016). Los patrones de estructura
genética mas comunes en la naturaleza se han clasificado de acuerdo con el

predominio de las fuerzas evolutivas que los moldean.

El paradigma de las especies marinas es la panmixia, en donde no hay
aislamiento reproductivo entre individuos de una especie y las frecuencias alélicas
son homogéneas en el espacio y tiempo. En este caso las caracteristicas
demograficas, como tasas de crecimiento y mortalidad poblacional también son

homogéneas en el espacio y tiempo.

Otro patron espacial comun ocurre cuando disminuye el flujo génico con el
aumento de la distancia geogréfica, un proceso no adaptativo que depende de las
limitaciones a la dispersion y se conoce como aislamiento por distancia (Wright,

1943). Por otro lado, la variacion en el flujo génico en funcion de factores



selectivos como la heterogeneidad ambiental a lo largo del rango de distribucién
de las especies puede generar patrones de diversidad adaptativa conocidos como
aislamiento por ambiente (Wang y Bradburd, 2014). Los aislamientos por distancia
y por ambiente no son mutuamente exclusivos, y en caso de correlacion entre la
distancia geografica y heterogeneidad ambiental, se pueden producir patrones

genéticos similares.

Un patron de estructura genética intermedio entre panmixia y aislamiento es la
metapoblacién, un sistema en el que las sub-poblaciones o poblaciones locales
habitan parches discretos, la dispersion entre parches no es tan pobre como para
negar la conectividad demografica, ni tan abundante como para poseer
caracteristicas genéticas y demograficas indiferenciables, incluyendo cierto grado
de asincronia en el movimiento de individuos, en donde ciertos sitios actidan como
fuentes y otros como sumideros o receptores de migrantes (Sale et al., 2006). La
conectividad es raramente simétrica en el medio marino y los flujos de larvas casi
siempre serdn mas fuertes en una direccion, en donde los modelos fuente-
sumidero describen el contexto en el que sub-poblaciones fuente exportan larvas o
adultos hacia sumideros de menor productividad, cuya persistencia depende de

este flujo de migrantes (Marine Stewardship Council, 2014).

Por ultimo, el parcheo genético cadtico es un patron comunmente relacionado a la
varianza en el éxito reproductivo y se relaciona con la presencia de parches
localizados con distinto grado de reclutamiento en el ambiente marino, en donde
existe una gran variacion espacio-temporal en las condiciones ambientales
(Hedgecock y Pudovkin, 2011). El parcheo genético cadtico también ha sido

relacionado a las condiciones ambientales locales (Selkoe et al., 2010).

Los estudios de estructuracion genética neutral enfocados al balance de mutacion,
migracion y deriva génica han sido ampliamente publicados (Hedgecock et al.,
2003; Selkoe et al.,, 2016; Waples, 1987). Desde otra perspectiva, muchos

estudios han demostrado casos de adaptacion en plantas y animales como



resultado de presiones selectivas naturales y antropogénicas (Ficetola et al., 2007;
Jorde et al., 2015; Murphy et al., 2010). Estos estudios han resultado de gran
utilidad para elucidar la conectividad entre poblaciones y su capacidad adaptativa,
para el desarrollo de estrategias de manejo y conservacion. Sin embargo, en el
medio marino décadas de estudios moleculares han tenido un éxito limitado en la
inferencia de conectividad genética, debido a la incapacidad de los marcadores
moleculares clasicos de detectar niveles sutiles de diferenciacion genética
espacial presentes en muchas especies abundantes, con alta fecundidad y

capacidad dispersiva (Riginos et al., 2016; Selkoe et al., 2016).

2.2 Genbmica del paisaje

El desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva y el empleo de librerias de baja
representacion han permitido la generacion e identificacién de miles a decenas de
miles de marcadores moleculares tipo polimorfismos de nucleétido simple (SNPs,
por sus siglas en inglés) para el desarrollo de estudios gendmico-poblacionales.
La gendmica poblacional posibilita el estudio en simultaneo de factores con
efectos locus-especifico, mismos que permiten identificar genes posiblemente
sujetos a seleccion, y factores de efecto gendmico global que nos informan acerca
de la demografia e historia evolutiva de las especies (Allendorf et al., 2010;
Ferchaud y Hansen, 2016; Luikart et al.,, 2003; Nielsen et al.,, 2009). Las
diferencias entre la estructura genética neutral y adaptativa permiten identificar
distintos regimenes de seleccion (balanceadora, direccional, divergente) a partir
de la diferenciacion global resultante de los procesos neutrales. De esta manera,
los loci bajo seleccion natural presentaran un patréon de variacion entre
poblaciones que difiere de lo esperado bajo neutralidad, por lo que se los suele
llamar outliers (atipicos en inglés). Mas aun, los estudios a nivel genémico en
combinacion con variables del paisaje permiten poner a prueba hipo6tesis acerca
de los factores determinantes de la estructura genética, para una mejor

comprension de los procesos neutrales y adaptativos que delinean los distintos



linajes evolutivos (Gagnaire et al., 2015). A su vez, proveen un medio para
detectar regiones del genoma sujetas a seleccion sin necesidad de formular
hipotesis a priori acerca de la ventaja (0 desventaja) selectiva asociada (Reid et
al., 2016; Xu et al., 2017).

La gendmica del paisaje marino estudia la influencia de las variables ambientales
sobre los patrones de diversidad, en el marco genético dado por la historia
evolutiva y caracteristicas demograficas de las especies que habitan el mar. Alli,
los grandes tamarfos poblacionales efectivos (Ne) combinados con elevado flujo
génico, proveen un escenario en el que la influencia de la deriva génica en la
diferenciacion poblacional es relativamente baja, y la accion de la seleccion natural
como motor de adaptacion local podria ser detectado (Riginos et al., 2016). El
estudio de adaptaciones locales en especies marinas ha experimentado un auge
reciente, y muchos trabajos se han enfocado particularmente en encontrar
marcadores moleculares bajo seleccion natural, con la expectativa de contribuir al
entendimiento de los mecanismos y genes involucrados en dichos procesos, y
acerca de los factores naturales y antropogénicos causales (Benestan et al., 2016;
Bernatchez, 2016; Ferchaud y Hansen, 2016; Reid et al., 2016).

Habiéndose cumplido 10 afios desde el surgimiento de la genética del paisaje
marino, Selkoe et al. (2016) realizaron una revision bibliografica y retuvieron 100
articulos académicos, principalmente basados en microsatélites, pero con una
tendencia creciente en el uso de SNPs, entre los cuales evaluaron la cobertura
taxonOmica y geografica generada. Segun los autores, la mayoria de los estudios
fueron realizados en cordados, principalmente peces (48%) e invertebrados (38%).
En cuanto a geografia, se han publicado mas trabajos en especies de habitat
templado (68%), y los trabajos de aguas tropicales (26%) se han concentrado en
arrecifes coralinos. Casi todos los trabajos evaluaron la distancia geografica como
predictor, y aproximadamente la mitad de ellos reporté un aislamiento por
distancia significativo. Mas aun, de los trabajos que no reportaron aislamiento por

distancia, la mitad encontré la influencia de algun otro factor del paisaje. Los



factores mas comunes puestos a prueba en estos estudios fueron distintas
variantes de temperatura y corrientes oceéanicas, de los cuales un 43% y 31%
respectivamente resultaron significativos (Selkoe et al., 2016).

Dado que la disciplina es relativamente joven, existe una variedad de desafios
involucrados en la obtencion de datos gendmicos robustos, en su analisis en
conjunto con datos del ambiente para la descripcion de dinamicas meta-
poblacionales, y en la deteccion de marcadores relacionados a adaptaciones
locales (Catchen et al., 2017; Lotterhos y Whitlock, 2015; Lowry et al., 2016;
Narum y Hess, 2011; Rellstab et al., 2015). Los primeros estudios publicados se
han concentrado en especies de interés comercial o especies cuyo genoma ha
sido secuenciado (Gongalves Da Silva et al., 2015; Guo et al., 2016; Lal et al.,
2016a; Therkildsen et al., 2013), aunque trabajos basados en especies no-modelo
progresan con el desarrollo de herramientas de secuenciacion masiva y analisis
bioinforméticos (Flanagan et al., 2016; Hess et al., 2013; Manthey y Moyle, 2015;
Reid et al., 2016; Saenz-Agudelo et al., 2015).

Recientemente, Stanley et al. (2018) reportaron un quiebre filogeografico
multiespecie asociado a un gradiente climatico, cuyo principal determinante es la
temperatura minima estacional. Este trabajo combina distintos marcadores
moleculares (microsatélites y SNPs) y especies de caracteristicas demograficas
diversas y linajes evolutivos independientes, como el bacalao del Atlantico (Gadus
morhua), la langosta americana (Homarus americanus), la vieira atlantica
(Placopecten magellanicus), el camarén del norte (Pandalus borealis) y el cangrejo
invasivo europeo (Carcinus maenas). Diversos andlisis de estructura genética
(agrupamiento bayesiano, analisis discriminante de componentes principales y
analisis espacial de componentes principales) identifican el quiebre filogeogréafico
en una latitud cercana a un gradiente ambiental agudo, cuya influencia proponen
explica el patron observado en mayor medida que los patrones de conectividad y
retencion local dados por el sistema de corrientes en el Noroeste del Océano

Atlantico, aunque no descartan su influencia, ni la posible influencia de eventos



vicariantes pasados cuya huella siguiera presente en la estructura genética
contemporédnea. Dado que los gradientes de temperatura minima estacional
tuvieron el mejor ajuste con la estructura genética observada, los autores
proponen que el proceso de mortalidad diferencial post-reclutamiento asociado a
las condiciones locales podria ser el mecanismo determinante (Stanley et al.,
2018).

En otro ejemplo del alcance de la gendémica del paisaje, Matz et al. (2018)
combinaron el analisis de 11,500 SNPs del coral Acropora millepora con modelos
biofisicos y evolutivos para estimar el potencial adaptativo en la Gran Barrera de
Coral australiana. Los autores desarrollaron un modelo de adaptacion poligénica
en un sistema de multiples poblaciones interconectadas, y encontraron evidencias
de adaptaciones locales relacionadas a la temperatura maxima de verano, incluso
en presencia de elevadas tasas de migracion, que a su vez concuerdan con un
flujo predominantemente asimétrico en direccion al sur. Este flujo génico seria
responsable de transmitir alelos tolerantes a altas temperaturas, favoreciendo la
tolerancia al calentamiento global de la especie en la region durante los proximos
100 a 200 afios. El modelo predice también un incremento en la susceptibilidad de
la especie a fluctuaciones aleatorias de temperatura, como los eventos climaticos
de EIl Nifio u olas de calor, lo que concuerda con el incremento reciente de eventos

catastroficos de blanqueamiento de corales.

2.3 Paisaje marino genético del Golfo de California

El GC (Fig. 1), también conocido como Mar de Cortez, posee una amplia
heterogeneidad de paisaje que influye en la composicion y distribucion de las
comunidades de peces e invertebrados. Muchos autores concuerdan en la divisién
en 3 grandes biorregiones: Golfo norte, central y sur (Petatan Ramirez, 2015;
Ulate et al., 2016; Walker, 1960; Fig. 1). El Golfo norte presenta menor

profundidad, menor salinidad y oscilaciones mareales extremas de hasta 10 m de



10

amplitud, ademas de tener la mayor variabilidad de temperatura superficial y
menor cobertura de arrecifes rocosos que el resto de la costa peninsular
(Thomson et al., 2000). Tanto el Golfo norte como el central presentan giros
ciclonicos en verano y anticiclénicos en invierno que generan retencion de
particulas, mientras que en la costa peninsular del Golfo sur la retencion de
particulas se da porque predominan corrientes estacionales débiles. En ambos
casos existe potencial de auto-reclutamiento. En la costa continental, en cambio,
existe gran potencial de dispersiéon dado por las fuertes corrientes estacionales
(Lavin y Marinone, 2003; Marinone, 2012). El patron de circulacién de corrientes
podria restringir el intercambio de migrantes entre las distintas regiones
biogeograficas, aunque los modelos de conectividad oceanografica predicen
niveles sustanciales de conectividad y muchas especies son compartidas. Entre el
Golfo norte y central no se conocen especies hermanas de peces, y la
composicién y distribucion de las comunidades sugiere que los factores que
moldean los rangos de distribucion contemporaneos son ambientales (Riginos,
2005).

El Mar de Cortez tiene descritas 361 especies de peces arrecifales que habitan
ambientes tanto coralinos como rocosos (Robertson y Allen, 2015). Los peces
criptobénticos son un subgrupo de peces arrecifales muy abundante y diverso que
generalmente posee una fase dispersiva larval y movilidad limitada luego de su
asentamiento, por lo que pueden ser sensibles a cambios en las condiciones
ambientales. La fauna criptobéntica del GC es especialmente vulnerable a
disturbios debido a la alta especificidad en el uso de habitat de las especies
dominantes y su relativamente baja biodiversidad en comparacion con otros

sistemas arrecifales del Pacifico (Gonzalez-Cabello y Bellwood, 2009).
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Figura 1. Regiones geograficas del GC (A) de acuerdo con la comunidad de peces
de plataforma continental descrita por Walker (1960) y (B) de acuerdo a
comunidades de peces arrecifales (Thomson et al., 2000). Imagen modificada de
Petatan Ramirez (2015).

Se han publicado numerosos trabajos que buscan la relacién de la estructura
genética con eventos historicos vicariantes (Bernardi et al., 2003; Hurtado et al.,
2010; Lin et al., 2009; Riginos, 2005). Por ejemplo, Bernardi et al. (2003) reportan
dos patrones bien diferenciados para 12 especies disyuntas, es decir, ausentes o
raras en el extremo sur del GC, pero presentes en ambas costas de la peninsula.
De las 12 especies, 8 presentan una clara diferenciacion y sefiales de bajo flujo
génico, mientras que las 4 restantes indican panmixia. Al interior del Golfo, Riginos
(2005) encuentra una estructura espacial en 5 especies de peces costeros, que
ademas coincide con patrones reportados para pequefios mamiferos y reptiles,

por lo que posiblemente estén relacionadas a eventos historicos vicariantes.
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Otra serie de trabajos se han enfocado en la relacion de la estructura genética a
eventos climaticos, procesos oceanograficos y dispersion larvaria (Beldade et al.,
2014; Hurtado et al., 2010; Riginos y Nachman, 2001; Soria et al., 2012). Por
ejemplo, en el trabajo de Riginos y Victor (2001), se observa un claro aumento en
la diferenciacién de variantes haplotipicas ante la disminucién de la dispersion
larval. La mayoria de las especies marinas se dispersan durante un estadio larval
planctonico, que presenta un amplio rango de variacion temporal. La trayectoria de
las larvas y los patrones resultantes de dispersion a largo plazo son dificiles de
predecir, ya que la dispersién ocurre sobre un ambiente heterogéneo dificil para el
humano de cuantificar, por lo que se sabe poco acerca del comportamiento e
interacciones interespecificas que ocurren durante esta etapa (Riginos et al.,
2016).

Varios estudios genéticos y ecologicos han comenzado a incorporar una
adaptacion del modelo tridimensional baroclinico de conectividad oceanogréfica
HAMSOM (Hamburg Shelf Oceean Model, Backhaus, 1985) para el sistema de
corrientes del GC (Lavin y Marinone, 2003; Marinone, 2012). Este modelo se ha
utilizado para evaluar la correlacion entre estructura gendmica y dispersion larval
(Cisneros-Mata et al., 2019; Munguia-Vega et al., 2014, 2018a; Soria et al., 2012).
Los autores han encontrado una relacion entre patrones de diversidad y estructura
genética de diversas especies de peces e invertebrados con los flujos de
corrientes predominantemente asimétricos y estacionales del GC durante la

temporada y duracion de movimiento larval de cada especie.

Es posible que la circulacion oceanogréfica y/o la seleccion natural en contra de
individuos migrantes limiten el flujo génico entre las distintas regiones del Golfo.
Sin embargo, la contribucion relativa de migracion y seleccion en la estructuracion
poblacional de la gran mayoria de las especies que habitan el GC alun no han

podido ser elucidadas.
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2.4 Biologia de Lythrypnus dalli

El gobio bonito, gobio catalina azul o gobio de bandas azules Lythrypnus dalli
(Gilbert, 1890; Fig. 2) es un pequefio pez criptobéntico de color naranja-rojizo, con
una serie de bandas verticales de color azul (2-6 bandas) y una longitud estandar
maxima de 50 mm (Behrents, 1983). Su distribucién abarca desde las costas de
California, en Estados Unidos, hasta el centro de Perd, incluyendo las lIslas
Mapelo, Cocos y Galadpagos (Robertson y Allen, 2015). L. dalli habita ambientes
rocosos sub-mareales hasta una profundidad de 75m, orientado en refugios
horizontales o superiores y su alimentacion se basa principalmente de zooplancton
presente en la columna de agua (Behrents, 1989). La especie posee un estadio
movil de larva planctonica que eventualmente se asienta en los mismos micro-
habitats compartidos por juveniles y adultos (Behrents, 1983; Steele, 1997, 1999).
El cambio generacional promedio ocurre aproximadamente cada 12 meses
(Behrents, 1983; Calderdn Parra, 2009), los adultos presentan muy baja movilidad
y alcanzan la madurez sexual al mes de asentamiento de los juveniles, con una
longitud estdndar de 9-11 mm (Behrents, 1983). A su vez, presentan
hermafroditismo simultdneo, cambio de sexo bi-direccional (Lorenzi et al. 2009; St.
Mary, 2000) y cuidado parental de huevos demersales por parte de los machos
(Behrents, 1983).
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Se han publicado trabajos de conectividad y flujo génico para L. dalli con alozimas
en la costa de California (Waples, 1987), y con alozimas y ADN mitocondrial,
comparando el norte del GC y la Costa Californiana de EEUU (Bernardi et al.,
2003). Bernardi et al. (2003) comparan varias especies de peces (L. dalli incluido)
y adjudican las diferencias encontradas a procesos historicos climéticos y
geoldgicos, como la separacion de la Peninsula de Baja California del continente y
posibles migraciones durante el ultimo periodo glacial, sin descartar la influencia
de caracteristicas demogréficas sobre la estructura genética, como por ejemplo la
amplitud de la temporada reproductiva y duracion de la larva plancténica (PLD por

sus siglas en inglés).

La duracién de la temporada reproductiva es un factor influyente sobre los
patrones espaciales de estructura genética neutral, ya que durante esta etapa
ocurrird el desove y subsecuente migracion de las larvas plantonicas con las
corrientes marinas hacia los sitios donde seran reclutadas. Calderon Parra (2009)
realizo colectas mensuales de L. dalli en un mismo sitio ubicado en la Bahia de La
Paz (Baja California Sur, México) desde junio de 2005 a noviembre de 2006.
Segun analisis histologicos, el autor reporta la presencia de hembras maduras y
con desoves parciales de marzo a noviembre, y el reclutamiento de juveniles es
registrado desde febrero a octubre, con un pico en julio. Algo similar se reporta
para la especie en las costas de California (Estados Unidos), en donde se registra
un periodo de ovoposicion ligeramente mas corto, de abril a septiembre, y el
reclutamiento de juveniles comienza a fines de mayo, alcanza su pico en julio y
agosto, y termina en enero (Behrents, 1983; Steele, 1997; Wiley, 1976). La
duracion del estadio de larva planctonica también es un factor muy influyente dada
su relacion con la capacidad dispersiva, especialmente en especies cuya fase
adulta presenta baja o nula movilidad. Segun datos de fecundidad y reclutamiento,
para L. dalli se ha reportado una duracion de larva pelagica de 40 dias, 100 dias o
mas (Archambeault et al., 2016; Behrents, 1983).
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El gobio bonito ha sido también modelo de estudios ecoldgicos relacionados a la
disponibilidad de refugios, competencia por recursos Yy vulnerabilidad por
predacion (Hartney y Grorud, 2002; Gregor y Anderson, 2016; Steele, 1999),
factores potencialmente influyentes en la capacidad de supervivencia vy

reproduccion de los organismos.
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3. JUSTIFICACION

El GC es considerado un sitio de prioridad para la conservacion por sus elevados
niveles de biodiversidad y endemismo. Los peces arrecifales tienen un rol clave en
el ecosistema dado que la mayoria de la biomasa fluye a través de ellos. La fauna
criptica del GC puede ser particularmente vulnerable ante disturbios naturales y
antropogénicos debido a la elevada dominancia en abundancia de especies
especialistas en cuanto a habitat y también al potencial limitado de redundancia

funcional dentro del sistema (Gonzalez-Cabello y Bellwood, 2009).

Los estudios previos que incluyen a Lythrypnus dalli han sido realizados en
escalas espaciotemporales relativamente pequefias o no incluyen andlisis
genéticos. El presente estudio posee un enfoque diferente, investigando los
patrones espaciales a mayores escalas y a través de ambientes heterogéneos, en
busca de determinar el papel que tienen la distancia geografica (euclidiana), la
distancia derivada de la circulacion oceanogréfica y el ambiente sobre los patrones
de estructuracion neutral y adaptativa del gobio bonito en el GC.

A medida que el paradigma de homogeneidad genética en especies marinas va
siendo desplazado por nuevas evidencias, y en vista de los cambios que se
pronostican a causa del calentamiento global, elucidar las dinamicas
metapoblacionales determinadas por el movimiento larval, y la influencia de las
condiciones locales sobre la diversidad y estructura genética resulta critico para la
implementacion de estrategias de manejo y conservacion adecuadas. La
revolucién gendmica ha traido consigo la posibilidad de poner a prueba la
influencia de factores bidticos y abidticos sobre los patrones de diversidad
genética, permitiendo inferir la contribucion relativa del flujo génico, deriva y
seleccién natural en poblaciones naturales (Hand et al., 2015), ya que permite
detectar diferencias sutiles entre poblaciones que otros marcadores moleculares
han sido incapaces de detectar y permite identificar procesos selectivos mediante

los cuales se generan adaptaciones locales. Las bases moleculares de la
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adaptaciéon local de especies marinas no-modelo cuyo genoma no ha sido
secuenciado, aun no han sido elucidadas. Comprender la habilidad de adaptacion
de los organismos a corto plazo, mas alla de contribuir al conocimiento general de
la evolucidon en el medio marino, es critico para la prediccion de la respuesta de
las especies al cambio global (Nielsen et al., 2009; Riginos et al., 2016; Selkoe et
al., 2016).

El presente estudio busca aportar al entendimiento de la contribucion relativa de la
distancia geogréfica, oceanografica y la heterogeneidad ambiental sobre los
patrones de estructura genética de peces criptobénticos arrecifales del GC,

usando como modelo al gobio Lythrypnus dalli.
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4. HIPOTESIS

4.1 Preguntas cientificas

¢, Qué tipo de estructura genética neutral y adaptativa presenta Lythrypnus dalli en
el Golfo de California?

¢, Cual sera la contribucion de la distancia geografica, lineal u oceanografica, sobre

la estructura genética neutral de Lythrypnus dalli en el Golfo de California?

¢, Cudl serd la contribucion de la heterogeneidad ambiental sobre la estructura

genética adaptativa de Lythrypnus dalli en el Golfo de California?

4.2 Hipotesis

Dado que Lythrypnus dalli se encuentra distribuido a lo largo del Golfo de
California y posee muy baja movilidad luego de su reclutamiento, se espera
encontrar un patron de aislamiento por distancia geografica u oceanogréfica en la
estructura genética neutral, y un patron de aislamiento por ambiente derivado de

adaptaciones locales generadas mediante procesos selectivos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la influencia de factores geogréaficos, oceanograficos y ambientales
sobre la estructura genética poblacional de Lythrypnus dalli en el Golfo de

California.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar la estructura genética neutral y adaptativa de Lythrypnus dalli en
el Golfo de California.

2. Determinar la contribucion de la distancia geogréafica u oceanografica sobre
la estructura genética neutral de Lythrypnus dalli en el Golfo de California.

3. Determinar la contribucion de la heterogeneidad ambiental sobre la

estructura genética adaptativa de Lythrypnus dalli en el Golfo de California.



20

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de estudio y disefio de muestreo

El GC consiste en un area semicerrada de mas de 1500 km de largo, entre 100 y
200 km de ancho, y hasta 4 km de profundidad orientada en direcciébn noroeste-
sureste. Se encuentra conectado al Océano Pacifico en su extremo sur, y al Delta
del Rio colorado en su extremo norte. El Golfo se cre6 por la influencia de la falla
de San Andrés, por donde se separo la Peninsula de Baja California del resto del
continente, durante un periodo de entre 3.5 a 12 millones de afios atras (Lavin y
Marinone, 2003). Por un lado, presenta surgencias en ambas costas y un sistema
de corrientes gobernado por un flujo saliente del Golfo hasta los 200 m de
profundidad, entrante por debajo de los 200 m, y una serie de giros geostroficos a
escala cuenca que alcanzan una profundidad mayor a 1000 metros vy
consistentemente cambian de direccién dos veces al afio (Lavin y Marinone, 2003;
Marinone, 2012). Por otro lado, el GC presenta una gran variabilidad espacio-
temporal en cuanto a las condiciones ambientales, como temperaturas medias y
rangos, salinidad, vientos y productividad, principalmente en el eje noroeste-

sureste (Lavin et al. 2003).

Durante la temporada verano-otofio de 2017 se realizé la colecta de Lythrypnus
dalli a lo largo de la costa occidental del GC, desde Bahia de los Angeles (BA)
hasta Punta Diablo (PDI) en la Bahia de la Paz (Fig. 3).
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Figura 3. Mapa de localidades de muestreo de Lythrypnus dalli. En orden
latitudinal, BA: Bahia de los Angeles, PSF: Puerto San Francisquito, SM: Isla San
Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San
Francisquito y PDI: Punta Diablo.

Los individuos fueron colectados mediante buceo SCUBA sobre tres tipos de
sustrato: arrecife rocoso, pared rocosa y arrecife coralino. Durante cada inmersién
se seleccionaron al azar 3 0 mas cuadrantes de 1x1 m, en donde se colectaron
peces utilizando una mezcla de aceite de clavo:etanol (3:1) como anestésico. Para
evitar que los peces se escaparan y minimizar el uso del anestésico, se coloco
una bolsa de un metro de didmetro por encima del cuadrante seleccionado, para
aplicar la mezcla en su interior y posteriormente capturar los organismos con

cucharas de red de acuario (Fig. 4). Se registraron las coordenadas geograficas,
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profundidad y longitud total los individuos. Estos fueron preservados de manera
integra en etanol al 96% para su traslado al laboratorio.

Figura 4. Imagenes de colecta de Lythrypnus dalli mediante el uso de una bolsa de
1 m de didmetro (A) y redes comunes de acuario (B).

6.2 Elaboracion de librerias genémicas y secuenciacion

6.2.1 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de los organismos se realiz6 mediante el protocolo de sales
y cloroformo:alcohol-Isoamilico (Sambrook et al., 1989). EI ADN extraido fue

cuantificado mediante Qubit® (Thermo Fisher Scientific), la integridad del ADN se
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evalu6 mediante un gel de Agarosa-Synergel al 1% y revelado en un
fotodocumentador ChemiDoc™ (Bio-Rad). Todas las muestras de ADN fueron

llevadas a una concentracion de 20 ng/uL.

6.2.2 Librerias gendmicas

Las librerias gendmicas de baja representacion se elaboraron siguiendo el método
de secuenciacion de doble digestion de ADN asociado a enzimas de restriccion
(ddRAD, por sus siglas en inglés) descrito por Peterson et al. (2012). Este método
permite muestrear una fraccién del genoma en multiples individuos y obtener miles
de SNPs a menores costos y tiempo que otras técnicas de tipo RAD (Peterson et
al., 2012). Todo el proceso se llevd a cabo en microplacas de 96 pozos y los

pasos a seguir se presentan a continuacion.

6.2.2.1 Doble digestion

Para la digestion se utilizaron 400 ng totales de ADN, el cual fue digerido con las
enzimas de restriccion EcoR1-HF (5' GAATTC, NEB) y Mspl (5' CCGG, NEB). La
reaccion de digestion se llevo a cabo en un volumen de 30 uL con 400 ng de ADN,
1X Buffer CutSmart® (NEB), 10 U de EcoRI-HF (NEB) y 10 U de Mspl (NEB). La
reaccion fue incubada a temperatura ambiente durante toda la noche. Los

productos de la digestion fueron purificados con 1.5X de AMpure® XP beads
(Beckman Coulther) de acuerdo con el protocolo del fabricante y el ADN

recuperado fue eluido en 30 yL de TE 0.1X.

6.2.2.2 Ligacion de adaptadores

Posteriormente, se procedio a la ligacién de los adaptadores P1 (barcode), de los
cuales se utilizaron con 48 barcodes diferentes, y P2 (common), que contienen la
secuencia complementaria al extremo cohesivo de las enzimas de restriccion
EcoRI y Mspl, respectivamente. Cada reaccion de ligaciébn se realizé en un
volumen de 40 pL con 30 pL de ADN digerido purificado, 1X Buffer T4 Ligasa
(NEB), 100 U de T4 ADN Ligasa (NEB), 0.1 uM de adaptador P2 y 0.1 uM de
adaptador P1 con su respectivo barcode. Cada individuo conté con un barcode
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especifico. La reaccion se incubd a temperatura ambiente durante toda la noche y
fue posteriormente inactivada mediante la incubacion a 65 °C por 10 minutos. El
producto ligado fue nuevamente purificado con 1.5X AMpure® XP beads
(Beckman Coulther) y eluido en 30 pL de TE 0.1X.

Para verificar la correcta ligacion de los adaptadores se realizé una amplificacion
de los productos ligados mediante PCR. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un volumen de 12.5 pL, con 1 pL de ADN ligado, 0.8 uM de cada primer
llumina Forward (3’ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTA-
CACGACG), Reverse (3 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGAC-
TGGAGTTCAGACGTGTGC) y 1X GoTag® (Promega). Esto se llevo a cabo en un
termociclador T100™ (Bio-Rad) iniciando con la desnaturalizacién del ADN a 94°C
por 2 min, seguido por 20 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s,
alineamiento a 60°C por 30 s y extension a 72°C por 45 s. La temperatura de
reposo fue de 10°C. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de
agarosa-Synergel al 2% y visualizado en un fotodocumentador ChemiDoc™ (Bio-
Rad).

6.2.2.3 Combinaciéon equimolar de muestras

Una vez verificada la ligacion, se cuantifico la concentracion de ADN ligado en
Qubit® (Thermo Fisher Scientific), para poder combinar las muestras en
concentraciones equimolares. Cada grupo de muestras combinadas o pool consta
de 48 individuos, ya que corresponden a los 48 adaptadores P1 Unicos.
Dependiendo de la masa de ADN disponible, se elaboraron pools de 10 a 30 ng
totales por individuo. Cada pool generado de volumen variable fue concentrado
con 1.5X AMpure® XP beads (Beckman Coulther) y eluido en 30 pL de TE 0.1X.

6.2.2.4 Seleccion de fragmentos en Pippin prep

Se llevo a cabo una seleccion de fragmentos de cada pool mediante Pippin-prep
(Sage Science), de 376 pb + 50 pb de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Se recuperaron 40 pL del ADN eluido luego de la seleccién de

fragmentos.

6.2.2.5 Enriquecimiento e indexado de pools

A continuacion, se realiz6 una segunda PCR con la finalidad de enriquecer los
pools e incorporar los index especificos para cada pool, asi como los adaptadores
complementarios a la celda de flujo del secuenciador llumina. A partir de cada pool
se llevaron a cabo 8 reacciones de PCR. Cada reaccion se llevé a cabo en un
volumen de 20 pL con 3 pL de ADN, 1X Buffer Phusion-HF (NEB), 0.8uM dNTPs,
0.5 uM de cada primer llumina Forward y Reverse (de index variable), 0.5 U de
TAQ Phusion ADN polimerasa (NEB). Las PCR se llevaron a cabo en un
termociclador T100™ (Bio-Rad) iniciando con la desnaturalizacién del ADN a 94°C
por 2 min, seguido por 10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s,
alineamiento a 60°C por 30 s y extension a 72°C por 45 s. La temperatura de
reposo fue de 10°C. Los productos de PCR de cada pool fueron mezclados y
concentrados con 1.5X AMpure® XP beads (Beckman Coulther). Cada pool fue
visualizado en un gel de agarosa-synergel al 2% para verificar la correcta
selecciéon de fragmentos y posteriormente los pools fueron cuantificados en Qubit®
(Thermo Fisher Scientific). Finalmente, las dos librerias finales se generaron a
partir de la mezcla equimolar de dos pools cada una (4 pools en total). En total
fueron incluidos 11 individuos por duplicado con distinta combinacion de barcode e
index para estimar el error de genotipificacién. Las librerias se enviaron a
secuenciar en dos lineas del secuenciador lllumina HiSegX (Novogene, California)

con lecturas pareadas de 150 pb.

6.3 Demultiplexado de librerias y obtencién de SNPs

La calidad de las secuencias obtenidas fue verificada inicialmente con el programa
Fastqc (Andrews, 2010). Las secuencias de las librerias fueron demultiplexadas,
alineadas Yy filtradas con el programa STACKS V2.0 (Catchen et al., 2013). Este
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programa incorpora un modelo estadistico de maxima verosimilitud para la
identificacion de polimorfismos, genera un catédlogo en donde se registran todos
los loci de la poblacién, y compara cada individuo con el catalogo para determinar
que haplotipos estan presentes en cada locus de cada individuo (Catchen, 2016).
Las secuencias crudas fueron demultiplexadas y filtradas con el modulo
process_radtags (Tabla I). Las lecturas individuales con una probabilidad de
asignacion menor al 90% (phred score < 10, ventana mévil del 15% de la longitud
total), con errores en la secuencia del barcode (2 o mas diferencias) o en los sitios
de corte (EcoRI, Mspl) fueron descartadas. La calidad de las secuencias obtenidas
en los ultimos 10 pb de los fragmentos no resulté igual que el resto (ver
resultados), por lo que se decidio cortar las lecturas a 140 pb. Dado que no se
cuenta con un genoma de referencia de la especie, o cercano a ella, los
fragmentos o RAD loci fueron ensamblados de novo con el pipeline

denovo_map.pl y posteriormente filtrados con el médulo populations.

6.3.1 Optimizacién de parametrizacion de STACKS

La descripcion de pardmetros involucrados en el filtrado y obtencién de genotipos
y su funcién se resume en la tabla I. Los pardmetros recomendados por Paris et
al. (2017) para este tipo de estudios son una profundidad de lecturas minima para
crear una pila de fragmentos de 3 (m 3), la retencién de SNPs presentes en el
80% de los individuos como minimo (r 0.8), y mantener una relacion n =M + 1 en
cuanto a los parametros que controlan el grado de variacion permitida dentro y
entre pilas de fragmentos. El valor 6ptimo depende del objetivo del trabajo y del
grado de polimorfismo de la especie, entre otros factores (Paris et al., 2017).
Especificamente, M controla el numero de diferencias permitidas entre los dos
alelos de una muestra heterocigota, mientras que n controla el namero de
diferencias entre pares de alelos de la poblaciéon (Rochette y Catchen, 2017). Al
respecto, se realizd una serie de analisis iterando valoresde My n (Mentre 1y 7,
n = M £ 1) para encontrar la combinacion que permita obtener suficiente cantidad

y calidad de marcadores moleculares. Otro parametro influyente en la obtencién
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de genotipos es la frecuencia del alelo menor (maf, por sus siglas en inglés),
comunmente fijado a 0.05, aunque valores por encima del error de genotipificacion

estimado pueden ser utilizados si es conveniente.
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Tabla I. Parametros involucrados en la obtencién de genotipos con el programa
STACKS V2.0. Los parametros M, n y p fueron seleccionados y evaluados en
cuanto a su efecto en la obtencion de genotipos.

Moédulo

Parametro

Descripcion

process_
radtags

denovo
map.pl

popula-
tions

-C

m

min_maf

write_ran-
dom_snp

Clean data. Remueve fragmentos con bases no
identificadas por el secuenciador.

Elimina secuencias de calidad menor al umbral deseado.
Se us6 el umbral de phred score de 10 (default).

Recupera fragmentos cuyo barcode o sitio de corte posee 1
diferencia como méximo de lo esperado (default).

Corta o trunca las secuencias para evitar errores de
secuenciacion comunmente producidos por el secuenciador
hacia el fin de los fragmentos. Se us6 t = 140 pares de
bases.

Profundidad minima (X) para crear una pila. Se us6 m = 4,
ya que se ha probado que valores mayores a 3 son
suficientes para obtener datos robustos en distintas
especies (Paris et al. 2017).

Numero de diferencias permitidas entre fragmentos dentro
de cada individuo para formar una pila (posible alelo). De
acuerdo con la evaluacion de parametrizacién, se usoé
M=3.

Numero de diferencias permitidas entre alelos de individuos
para ser considerados como un RAD locus (conjunto de
fragmentos homoélogos). De acuerdo con la evaluacion de
parametrizacion, se usé n = 4.

Frecuencia del alelo menor. Proporcibon minima de
representacion del alelo en la poblacién para incluir el SNP
que lo contiene. Se utiliz6 un valor minimo de 0.03 para la
frecuencia del alelo menor.

Frecuencia minima de representacion de los SNPs en los
individuos. Se seleccionaron SNPs presentes en al menos
el 80% de los individuos, ya que este parametro ha sido
considerado 6ptimo en la literatura (Paris et al. 2017).
Numero minimo de localidades en que los SNPs deben
estar presentes. Para identificar candidatos a seleccion
natural se seleccionaron SNPs presentes en 6 de las 7
localidades, mientras que para determinar la estructura
gendmica neutral se usé el subconjunto de SNPs presentes
en todas las localidades.

Selecciona un unico SNP por RAD locus, de modo de
minimizar SNPs en LD.
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6.3.2 Filtrado de individuos y secuencias

Con base en la combinacion oOptima de parametros y habiendo eliminado del
analisis aquellos individuos con una profundidad de lecturas promedio menor a
40X, se utilizé el modulo populations para filtrar los SNPs. El efecto del numero
minimo de localidades en que cada SNP debe estar presente se seleccion6
considerando el compromiso entre los SNPs que se retienen y el grado de datos
faltantes por individuo asociado, estimado con VCF tools (Danecek et al., 2011).

Se elaboraron dos grupos de datos con diferente filtrado para probar las
potenciales hipétesis de relaciones de distancia y ambiente. Para la deteccidon de
candidatos a seleccidon y probar las Hipdtesis de aislamiento por ambiente se
elabord una matriz de genotipos donde se retuvieron aquellos SNPs presentes en
-p 6 de las 7 localidades, con la finalidad de obtener un mayor nimero de SNPs y
con ello una incrementar la probabilidad de detectar loci outliers (de aqui en
adelante a este grupo de datos se hara referencia como “grupo 1”). Un segundo
grupo de datos para poner a prueba las hipotesis de aislamiento por distancia se
elabordé mediante la seleccién del subconjunto de SNPs que estuvieran presentes
en todas las localidades -p 7 (alias “grupo 2”). Esta matriz de genotipos con un
menor niumero de SNPs reduce la probabilidad de presencia de outliers y posee
una menor proporcién de datos faltantes. Una representacion grafica de los grupos
de SNPs 1 y 2 se presenta en la figura 5 de la siguiente seccién. Este filtrado
diferencial se relaciona a la naturaleza de las preguntas a responder. En ambos
casos es conveniente minimizar el grado de datos faltantes. Sin embargo, para la
busqueda de SNPs bajo posible seleccidon natural, realizar filtrados muy estrictos
podria dejar fuera los marcadores de interés, aunque también se puede inducir un
sesgo de falsos positivos al relajar los parametros (Hendricks et al., 2018). En
ambos casos se eliminaron individuos con mas del 30% de datos faltantes, se
seleccionaron SNPs presentes en al menos el 80% de los individuos, con un

min_maf de 0.03 y Unicamente un SNP al azar por RAD locus.
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6.4 ldentificacion de candidatos a seleccién y SNPs neutrales

6.4.1 Deteccidn de outliers

Para la identificacion de outliers (candidatos a estar sujetos a seleccién natural) a
partir del conjunto de SNPs del grupo 1 (-p 6), se usaron dos programas basados
en comparaciones de valores de diferenciacion genética poblacional (Fs).
Particularmente, se buscan valores de Fs; que presenten desviaciones de lo
esperado bajo Equilibrio de Hardy-Weinberg. El enfoque de diferenciacion
poblacional (DP) no involucra factores ambientales que podrian estar aplicando
una presion selectiva para la deteccion de outliers y ha sido el mayormente usado.
Se uso el programa BAYESCAN V2.01 (Foll y Gaggiotti, 2008) que determina la
probabilidad posterior de que un locus esté sujeto a seleccién mediante un analisis
bayesiano, en el cual contrasta dos modelos alternativos, un modelo bajo el efecto
de la seleccién y otro sin seleccion, estimando la probabilidad posterior de cada
modelo para cada locus, mediante una aproximacion de salto reversible de
cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC). EIl analisis se realiz6 con una
probabilidad previa para el modelo neutral de 1:10, 20 corridas piloto de 5,000
iteraciones cada una, seguido de 100,000 iteraciones con 50,000 réplicas de
calentamiento (burn-in). Por otro lado, se us6 el programa ARLEQUIN v.3.5
(Excoffier y Lischer, 2010), que incluye una extension del programa FDIST
(Beaumont y Nichols, 1996), en donde se calculan valores de Gg para cada locus
y se contrastan contra una distribucidon neutral resultante de una simulacién
coalescente, segun un modelo finito de islas. Adicionalmente, se realiz6 una
prueba de asociacion genotipo-ambiente (AGA) que identifica aquellos SNPs que
covarian con variables ambientales que pudieran estar ejerciendo presion

selectiva (ver seccion 6.8).
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6.4.2 Obtencidn de SNPs neutrales

Para llevar a cabo las estimaciones de diversidad y estructura genética, estimar el
grado de parentesco promedio entre localidades y finalmente poner a prueba la
hipotesis de aislamiento por distancia, se realizaron para el grupo 2 de SNPs una

serie de filtros adicionales.

Una de las caracteristicas emergentes de trabajar con miles de marcadores
moleculares, es que la probabilidad de encontrar desequilibrio de ligamiento (LD,
por sus siglas en inglés) aumenta y puede contradecir el supuesto de
independencia de observaciones de la mayoria de los analisis estadisticos.
Ademas de seleccionar un Unico SNP por RAD locus, por cuestiones
metodoldgicas relacionadas al tiempo necesario para llevar a cabo la prueba, se
decidio realizar una prueba pareada de LD sélo para el grupo 2 mediante la
estimacion del grado de correlacion entre pares de SNPs (rbarD; Agapow Yy Burt,
2001) con el paquete poppr v2.1.8.1 (Kamvar et al., 2015) en R v3.5.1 (R Core
team, 2018). La significancia de las aproximadamente 600 mil comparaciones se
evalué mediante pruebas de permutacion con 199 iteraciones cada una. El nivel
de significancia estadistico fue corregido por mdiltiples pruebas mediante el
método de false discovery rate (FDR) de la funcion p.adjust del paquete stats
v.3.5.1 de R (R Core team, 2018).

El modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, por sus siglas en inglés), bajo
los supuestos de tamafos efectivos poblacionales grandes, apareamiento
aleatorio y ausencia de mutacion, deriva génica y seleccidon natural, permite
predecir las frecuencias genotipicas de la progenie a partir de los genotipos
parentales. Bajo estos supuestos (y el modelo de herencia mendeliano), las
frecuencias alélicas permanecerian constantes a través de las generaciones,
permitiéndonos hacer inferencia acerca de procesos evolutivos bajo un equilibrio
mutacion-deriva génica. En el presente estudio se realiz6 una prueba exacta de

HWE por localidad, con 10,000 iteraciones de cadena de Markov y un nivel de
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significancia de 0.05. EI método de FDR de la funcion p.adjust del paquete stats
v.3.5.1 de R (R Core team, 2018) se uso para corregir el nivel de significancia por
multiples pruebas. Posteriormente se eliminaron aquellos SNPs en desequilibrio

de HW en el 50% de las localidades o mas.

Un resumen de los filtros realizados sobre los marcadores se puede consultar en
la figura 5. Habiendo concluido los analisis y filtros previamente mencionados, se
haré referencia a los SNPs candidatos a seleccion como outliers o asociados a

ambiente, y a los marcadores relacionados a procesos neutrales como “neutrales”.

Gmbos grupos de SNPs: > 80% de individuos, min_maf 2 0.03,\
NAs por individuo < 30%.

/Grupo 1: SNPs presentes en 2 6 localidades-p 6 \

/Grupo 2: presentes en todas las \
localidades -p 7

( A

Outliers
(Bayescan,
Arlequin)

SNPs neutrales
SNPs
asociados a (LD y HWE)
ambiente
(RDA)

\ \ 2

Figura 5. Representacion esquematica de filtrado y deteccion de SNPs neutrales,
outliers y asociados a ambiente; min_maf: frecuencia del alelo menor, NAs: datos
faltantes, LD: desequilibrio de ligamiento, HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg,
RDA: analisis de redundancia (ver seccion 6.8).
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6.5 Diversidad genética y parentesco

La diversidad genética se relaciona con la capacidad adaptativa de las especies a
su ambiente, y también es un indicador de potencial evolutivo. Al interior de cada
localidad, se estimaron diversos indicadores de diversidad genética para los SNPs
neutrales: heterocigosidad observada y esperada con el paquete adegenet v2.1.1
(Jombart, 2008; Jombart y Ahmed, 2011), y riqueza alélica rarefaccionada
(ponderada por tamafio muestral) con el paquete PopGenReport v3.0.4 (Adamack
y Gruber, 2014) en R v3.5.1 (R Core team, 2018).

Adicionalmente, como medida indirecta del grado de auto-reclutamiento, se realizo
una prueba de parentesco promedio entre localidades mediante el grado de
correlacion (r) de frecuencias alélicas (Queller y Goodnight, 1989) en GenAlEx
v6.5 (Peakall y Smouse, 2012). La prueba se realiz6 con 999 permutaciones para
evaluar la significancia de r de acuerdo a un modelo nulo de apareamiento
aleatorio y 1000 réplicas bootstrap para calcular los intervalos de confianza al
95%. Dado que la prueba no admite loci monomérficos al interior de cada
poblacion, los SNPs neutrales fueron filtrados exclusivamente para este andlisis
para retener solo aquellos polimérficos dentro de todas las localidades.

6.6 Estructura genética poblacional neutral y adaptativa

Para cubrir el primer objetivo en cuanto a la estructura genética neutral y
adaptativa se realizé una serie de andlisis que se diferencian en sus metodologias
y supuestos, con la intencién de contrastar los resultados obtenidos y evaluar su

consistencia. Estas pruebas se realizaron para los SNPs neutrales y adaptativos.

Uno de los indicadores mas usados para cuantificar la diferenciacion genética
entre localidades o poblaciones es el Gg, la adaptacion de Nei (1987) del indice de
fijacion (Fs;) descrito por Wright (1943), basado en la diferencia relativa entre la

heterocigosidad esperada global, y la heterocigosidad esperada promedio de las
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localidades muestreadas. El Gs; puede variar entre cero y uno (los valores
negativos son considerados como cero), y es una medida de la proporcion de
alelos fijos al interior de cada localidad, siendo maximo cuando en todas las
localidades se ha dado la fijacion de un alelo, sin importar cual sea el alelo (Jost et
al., 2018). Se realizé una prueba de Gg pareada entre localidades y se evaluo la
significancia del Gg mediante una prueba de permutacion con 10,000 réplicas
utilizando el programa ARLEQUIN V.3.5 (Foll y Gaggiotti, 2008). Para evitar
errores de falsos positivos el nivel de significancia de la prueba se corrigid
mediante la correccion de FDR de la funcién p.adjust del paquete stats v. 3.5.1 de
R v3.5.1 (R Core team, 2018). Para complementar la informacion provista por el
Gst, Se estimd también un indicador de diferenciacion alélica, el Dest (JOst, 2008),
gue también oscila entre cero y uno; es cero cuando todas las localidades
comparten los mismos alelos en la misma frecuencia, y tiene su valor maximo
cuando las distintas localidades no comparten ningin alelo. El Dest S€ €stimé con
el paquete mmod (Winter, 2012) en R v3.5.1 (R Core team, 2018).

Tanto Gs; como Degt SOn estimadores de fijacion o diferenciacién alélica derivados
de los niveles de heterocigosidad local y global, bajo el modelo de EHW. Al ser
una comparacion pareada, el valor obtenido sélo depende del par de localidades
que estan siendo comparadas. En los uUltimos afios ha crecido en popularidad un
estimador que describe la distribucibon de la covarianza genética
independientemente de modelos evolutivos y utiliza toda la informacién disponible
(a diferencia de las medidas pareadas mencionadas anteriormente): la distancia
genética condicional (cGD; Dyer y Nason, 2004). La cGD deriva de la aplicacién
de los population graphs, en donde la variacion genética primero se descompone
en dos componentes geométricos, entre y dentro de las localidades (de modo
analogo al andlisis AMOVA), y luego la estructura grafico-tedrica generada se
modifica usando la covarianza genética condicional para determinar la

configuracion topoldgica minima (en inglés, shortest path distance) necesaria para
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describir la totalidad de la variacion genética (Dyer, 2015). Asi, es posible

identificar vinculos redundantes en la red.

La cGD se puede visualizar en forma de matriz o como una red topogréfica de
nodos y vinculos. El diametro de cada nodo representa la contribucion al
componente dentro de la varianza (anélogo a la diversidad genética), y el grosor
de cada vinculo representa la covarianza entre cada par de sitios. Para estimar la
cGD y generar las redes topograficas se utilizaron los paquetes gstudio v1.5.0 y
popgraph v1.5.0 (Dyer, 2016) en R v 3.5.1 (R Core team, 2018). La importancia de
cada sitio dentro de la red se estimé mediante el indice de betweenness centrality,
un indicador de su rol en la manutencion de la conectividad. Las topologias fueron
visualizadas geograficamente y mediante la aplicacion del algoritmo de
Fruchterman Reingold, que busca el equilibrio entre las fuerzas de atracciéon y

repulsion entre nodos en un plano.

Adicionalmente, para identificar el nUmero mas probable de poblaciones se aplico
un algoritmo de agrupamiento de individuos mediante la funcion find_clusters con
el paquete adegenet v1.3.1 (Jombart, 2008; Jombart y Ahmed, 2011) en R v3.5.1
(R Core team, 2018), evaluado mediante el criterio bayesiano de informacion
(BIC). A partir del agrupamiento recuperado y para comparar con el agrupamiento
a priori de muestras de acuerdo a las localidades, se realizaron tres analisis
discriminantes de componentes principales (dAPC, por sus siglas en inglés) con
adegenet v1.3.1 (Jombart, 2008; Jombart y Ahmed, 2011) en R v3.5.1 (R Core
team, 2018). En estos analisis (SNPs neutrales por grupo; neutrales y outliers por
localidad) se evalla la agrupacion de las localidades o grupos de individuos
muestreados en el espacio multivariado de acuerdo con los genotipos individuales.
Al estar basado en analisis de componentes principales, el método tampoco
depende de supuestos evolutivos (EHW), ni supone la ausencia de LD (Jombart,
2008). El numero de componentes principales a retener fue estimado mediante el
método de validacién cruzada (xvalDapc) con 100 réplicas, en donde el set de

datos se divide en 90% de generacion y 10% de validacion, estimandose la
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proporcion de asignacion correcta del set de validacion con el aumento de
componentes retenidos en el set de generacion. ElI numero Optimo de
componentes a utilizar es aquel que presenta el mayor poder predictivo, y el
namero mas probable de poblaciones se identifica de acuerdo con la distribucion

de las localidades o grupos en la grafica resultante del analisis.

Finalmente, se determind la estructura espacial y el nUmero mas probable de
poblaciones (K) mediante un andlisis Bayesiano con el programa STRUCTURE
v.2.2 (Pritchard et al., 2000). STRUCTURE se basa en un algoritmo de MCMC
para asignar la probabilidad de pertenencia de los individuos de acuerdo a sus
genotipos multilocus a una o varias poblaciones, si los genotipos demuestran
mezcla (Falush et al.,, 2007; Pritchard et al., 2000). El andlisis se ejecutdé con
10,000 iteraciones de burn in y 100,000 iteraciones de MCMC, utilizando el
modelo de mezcla, sin incluir el origen de las muestras. Se evaluaron valores de K
de 1 a 7, con 10 réplicas para cada valor de K. EI numero mas probable de
poblaciones se identificd con el método de AK (Evanno et al., 2005) implementado
en el sitio web Structure Harvester (http://taylorO.biology.ucla.edu/-
structureHarvester/). Los resultados fueron analizados con el programa CLUMPP
v1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007) y las figuras resultantes se generaron con

el programa Distruct v1.1 (Rosenberg, 2004).

6.7 Aislamiento por distancia

Para llevar a cabo la comparacién de estructura genémica neutral y distancia
geografica de acuerdo al objetivo 2, se calculod la distancia euclidiana entre sitios
muestreados con el paquete raster v2.8-4 (Hijmans, 2018) en R v3.5.1 (R Core
team, 2018).

La conectividad oceanografica potencial se gener6 a partir de una simulacion que
predice patrones de dispersion larvaria de acuerdo al modelo HAMSOM de

corrientes adaptado al GC descrito en detalle por Lavin y Marinone (2003), y
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Marinone (2003, 2012). Este modelo originalmente descrito por Backhaus (1985)
tiene una resolucion geogréfica de aproximadamente 1.3 x 1.5 km y 12 capas en
el eje vertical, de las cuales solo se utiliz6 la capa superficial (0 a 10 m de
profundidad) para la simulacion. EI modelo incluye campos de temperatura y
salinidad completamente prondsticos, lo que permite un movimiento baroclinico
temporalmente dependiente. En la capa superficial también se incluyeron
forzamientos derivados de estaciones meteorologicas, como régimen de vientos y

flujos de agua dulce.

A partir de 59 poligonos generados en las costas e islas del GC -en donde cada
poligono contiene un sitio de liberacién de particulas y un area determinada (Fig.
5)- se liberaron 4000 particulas por sitio cuya trayectoria fue registrada. Se estimo,
para pleamar y bajamar de cada mes del afio, la proporcion de particulas cuyo
destino final fuera cualquiera de los 59 poligonos mencionados. Asi, a partir de las
2 matrices mensuales (12 meses del afio), para valores de PLD de 4, 6 y 8
semanas (2 mareas x 12 meses x 3 PLD = 72 matrices de 59x59 poligonos) se
seleccionaron y promediaron aquellas que pudiera presentar Lythrypnus dalli,
resultando en 13 hipétesis oceanograficas derivadas de la combinacién de distinta
duracion de larva pelagica y temporada reproductiva (uno a 10 meses de
duracién) de acuerdo a lo reportado en literatura para la especie (Tabla Il). Las
matrices de conectividad fueron realizadas por el Dr. Guido Marinone y la M.C.
Carolina Montafio-Cortés (CICESE).
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Tabla Il. Hipotesis de conectividad oceanografica de Lythrypnus dalli de acuerdo a
su temporada reproductiva y duracion de larva pelagica (PLD) en semanas.

Temporada  PLD
Predictor reproductiva (sem.) Justificacion

Hal may:jun 8

Ha2 jun;jul 8 El pico de reclutamiento (jul:ago) ocurre luego
Ha3 may:jun 6 de uno o0 pocos eventos dispersivos
Ha4 jun:jul 6 determinantes. Desoves parciales no
Hab may 4 significativos en cuanto a conectividad
Hab jun 4 genética®?.

Ha7 jul 4

Ha8 abr:jun 8 Se contempla la llegada de reclutas durante el
Ha9 abr:jun 6 verano, luego de varios desoves parciales que
Hal0 abr:jun 4 ocurren en otofio’?.

:ZE g:g:gg 2 Abarcan el mayor rango de reclutamiento

. reportado para la especie en Bahia de la Paz>.
Hal3 dic:sep 4 P P P

Referencias: ' Behrents (1983); * Calderdn Parra (2009).

Para poder llevar a cabo las comparaciones con los indicadores bidireccionales y
simétricos de distancia genética entre cada par de sitios muestreados, las 13
matrices de conectividad oceanogréafica (direccionales y asimétricas) que solo
reflejan la conexién directa entre algunos pares de sitios de un evento dispersivo
individual (lo que representaria una sola generacion) de acuerdo a los meses
promediados, fueron estandarizadas mediante la aplicacion de la teoria de
population graphs (Dyer y Nason, 2004; Dyer, 2015). Para ello se calcul6 la
distancia sobre la gréfica (graph distance) de cada una de las 13 redes de
conectividad con el paguete popgraph para obtener un estimador bidireccional de
conectividad entre cada par de sitios que represente las conexiones indirectas
(que integran multiples eventos dispersivos en multiples generaciones), de manera

similar a estudios previos en el GC (Munguia-Vega et al., 2014, 2018a).
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Figura 6. 59 sitios de liberacidén de particulas del modelado oceanogréfico (puntos
rojos) y sus respectivos poligonos (imagen provista por el Dr. Adrian Munguia
Vega).

Una vez obtenidas las matrices de distancia geografica euclidiana vy
oceanogréficas, se compararon contra las matrices de Gg, Dest y cCGD mediante
pruebas de Mantel con la funcion mantel.randtest del paquete ade4 (Dray y
Dufour, 2007) en R v3.5.1 (R Core team, 2018) para poner a prueba la hipétesis
de aislamiento por distancia. En base al modelo de conectividad oceanografico
mas probable, se estimo para cada sitio el numero de sitios de donde recibe

(n.importa) y hacia donde exporta (n.exporta) migrantes, indicando asi su rol en la
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red como fuente (aquellos sitios que netamente exportan a mas sitios que lo que
importan) o sumidero (sitios que reciben migrantes de més sitios que de los que
exportan) con el programa Gephi v0.9.2 (Bastian y Heymann, 2009).
Adicionalmente, se relacionaron los niveles de diversidad genética y parentesco
contra el grado de retencién local y el rol como fuente o sumidero predicho
mediante regresion lineal con la funcion Im del paquete stats de R v3.5.1 (R Core

team, 2018). Los supuestos de la regresion fueron verificados graficamente.

6.8 Aislamiento por ambiente

En cuanto al objetivo 3, que involucra la comparacion de la estructura genémica
adaptativa y la heterogeneidad ambiental, se obtuvieron imagenes de temperatura
superficial del mar (SST) y clorofila-a (Chla) del satélite AQUA MODIS, que
comprende el periodo de julio 2002 a julio 2017, para el GC (Fig. 7). A partir de las
imagenes, se extrajeron datos de SST y Chla correspondientes a los 59 poligonos
mencionados en la seccion anterior, a partir de estos se calcularon promedios
para los 12 meses del afio mediante el uso del paquete raster v2.8-4 (Hijmans,
2018) de R v3.5.1 (R Core team, 2018). Usando los promedios mensuales se
calculo el promedio anual, desviacion estandar y rango (maximos y minimos).
Posterior a esto se realizé un analisis de componentes principales para evaluar su
estructura y covariacion. Adicionalmente, se calculé la distancia euclidiana
ambiental entre pares de sitios mediante la funcion vegdist del paquete vegan
v2.5-2 (Oksanen et al., 2018) en R v3.5.1 (R Core team, 2018).
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Figura 7. Temperatura superficial del mar (SST) correspondiente a Julio de 2017
en el GC. Imagen generada a partir de la informacion obtenida del satélite AQUA
MODIS.

Para poner a prueba la hipétesis de aislamiento por ambiente se realizd por un
lado la comparacion entre las matrices de Gg;, Dest Y ¢GD de los SNPs outliers y la
distancia ambiental, mediante pruebas de Mantel con la funcidn mantel.randtest
del paquete ade4 (Dray y Dufour, 2007) en R v3.5.1 (R Core team, 2018).

Por otro lado, se us6é uno de los analisis de asociacién genético-ambiental
recientemente descritos (AGA; Rellstab et al., 2015), que se basa en la correlacion
entre las frecuencias alélicas y variables ambientales. Existe una amplia gama de
analisis disponibles para este fin, de los cuales se seleccioné el anadlisis de
redundancia (RDA, por sus siglas en inglés) por su buen desempefiio en estudios
de simulaciones bajo distintos escenarios genéticos, como aislamiento por

distancia y el modelo de islas (Forester et al., 2018; Lotterhos y Whitlock, 2015). El
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RDA es un método multivariado de ordenamiento restringido que busca ordenar la
variacion genética de modo que maximice su relacion con la variacion ambiental,
en este caso las variables resumen de temperatura y clorofila-a. El analisis fue
llevado a cabo con el paquete vegan v2.5-2 (Oksanen et al., 2018) en R v3.5.1 (R
Core team, 2018). Dado que las variables ambientales presentaron un elevado
nivel de multicolinealidaridad, se utilizaron como predictores un subgrupo de
variables cuyo factor de inflacion de la varianza (VIF) no fuera mayor a 4, y las
cargas de los dos primeros componentes principales, por su cualidad de

independencia, y porque en conjunto explican gran parte de la varianza total.
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7. RESULTADOS

7.1 Muestreo

El muestreo se llevd a cabo entre junio y noviembre de 2017. Se realizé un total de
28 buceos, a razén de 1 a 3 buceos por localidad, y 3 a 6 cuadrantes por
inmersion. Lythrypus dalli fue colectado en 14 sitios, mayoritariamente en buceos
cercanos a islas, con excepcion de dos sitios en la costa de la Peninsula: Puerto
San Francisquito (PSF, Baja California), y PDI (Bahia de La Paz, Baja California
Sur). Los individuos colectados fueron agrupados en 7 localidades en funcién de la
resolucién espacial de las variables explicativas (modelo de dispersion larvaria y
variables ambientales). La tabla Ill presenta un resumen de ndmero de
organismos colectados por localidad, en relacion al numero de buceos y

cuadrantes, talla promedio y profundidad promedio de coleccién.

Tabla Ill. Resumen del esfuerzo (buceos y cuadrantes) de muestreo en namero
(n.?); profundidad promedio (z); individuos colectados y tallas promedio por
localidad (ordenados de norte a sur).

. L ° n.’ z n.c Talla

Localidad Cabdigo bUCEOS cuzig;an- m) L.dali (mm)

Islas Bahia de los Angeles BA 3 13 6.32 36 2431

Puerto San Francisquito PSF 1 4 1.91 5 32.20

Isla San Marcos SM 2 8 6.56 27 19.33

San Cosme y Agua Verde SCAV 5 21 6.48 51 16.54

Isla El Pardito SEPA 1 4 7.32 15 18.07

Isla San Francisquito SEISF 1 5 7.01 35 18.31

Punta Diablo PDI 1 6 9.08 17 22.18
Total 14 61 186

Con la excepcion de PSF, en donde se colectaron solo 5 individuos, se cuenta con
15 a 51 individuos por localidad. No existe una relacion evidente entre el esfuerzo
de muestreo y el numero de individuos capturados. No se observa una tendencia
latitudinal en el nimero de colectas ni en la talla de la especie. La variacion en el

esfuerzo de muestreo tiene que ver con la ubicacion de los sitios de colecta y la
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resolucién espacial de los predictores. Por ejemplo, en SCAV se realizaron 2y 3
buceos que quedaron agrupados en un mismo conjunto. En cambio, Isla El Pardito
(SEPA) e Isla San Francisquito (SEISF) fueron dos sitios de buceo muy cercanos
entre si, y los buceos se realizaron en un mismo evento de colecta desde la
localidad de San Evaristo. Sin embargo, estos sitios pertenecen a poligonos

diferentes en los predictores, por lo que fueron separados en dos localidades.

7.2 Elaboracion de librerias genémicas y secuenciacion

Se realizo la extraccion de ADN de los 186 individuos colectados y se obtuvo ADN
de alto peso molecular (Fig. 8A). Sin embargo, nueve individuos de SCAV, dos
individuos de SEISF y un individuo de BA fueron excluidos del andlisis debido a la
baja masa inicial de tejido disponible para la obtencion de ADN o debido a la baja
eficiencia de la extraccion en estos casos, restando 174 individuos. La doble
digestion y posterior ligacion de adaptadores fue verificada mediante un gel de
agarosa-synergel al 2% (Fig. 8B). Las muestras fueron posteriormente
combinadas equimolarmente, incluyéndose 10 ng de ADN por individuo para 3

pools, y 30 ng de ADN por individuo para el cuarto pool.
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Figura 8. Extraccion y digestion de ADN para la elaboracién de librerias
gendmicas. (A) Ejemplo de verificacion de pureza y homogeneidad de diluciones
de ADN de Lythrypnus dalli; (B) Ejemplo de verificacion de doble digestion y
ligacion de adaptadores. k: 1000 pb; E: marcador de peso molecular 1 kb Plus
(Thermo Fisher Scientific).

Posteriormente, se realizé la seleccion de fragmentos y amplificacion mediante
PCR de los 4 pools, y se verific6 mediante un gel de agarosa-synergel al 2% (Fig.
9).
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Figura 9. Ejemplo de verificacion de seleccion de fragmentos y amplificacion de
ADN via PCR de los pools de Lythrypnus dalli (k: 1000 pb; E: marcador de peso
molecular 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific)).

Los pools fueron cuantificados y combinados equimolarmente en dos librerias
finales compuestas por un par de pools cada una, con un contenido total de ADN
de 70.2 ngy 126.4 ng.

7.3 Demultiplexado de librerias y obtencién de SNPs

La evaluacion de la calidad de las secuencias obtenidas para cada libreria indico
gue los datos de secuenciacién obtuvieron valores de phred score > 20 a lo largo
de todo el rango de la longitud de las secuencias de 150 pb, lo cual indica una

elevada confianza en la correcta asignacion de las bases (Fig. 10).
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Figura 10. Diagrama de caja de calidad de secuencias crudas (phred score, eje y).
Lecturas forward y reverse del pool Ld2. Los reportes son muy similares para los
tres pools restantes. La linea azul representa las medianas y los colores verde,
amarillo y rojo indican la calidad promedio buena (phred >30), razonable (phred
>20) o mala (phred <20), respectivamente.
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De un total de 1,507,953,258 secuencias crudas, el 97.79% pasé el filtro de
calidad, la verificacion del barcode y de las secuencias de corte de Mspl y EcoRI

durante el demultiplexado y filtrado inicial con process_radtags (Tabla 1V).

Tabla IV. Filtrado de secuencias crudas en process_radtags.

numero %
Secuencias crudas 1,507,953,258 100.00
Barcodes ambiguos 11,455,328 0.76
Phred score < 10 1,206,125 0.08
Corte de Mspl ambiguo 20,670,750 1.37
Secuencias retenidas 1,474,621,055 97.79

7.3.1 Parametrizacion de STACKS

Para la identificacion de parametros Optimos en la obtencién de los genotipos,
dados los objetivos planteados, se realiz6 una serie de andlisis de novo en
STACKS iterando valores de M entre 1 y 6 y valores de n entre 1 y 7 para un
subgrupo de 4 localidades con 26 a 42 individuos cada una. El aumento de
diferencias permitidas entre fragmentos para generar una pila (M) no tuvo efecto
en el namero de RAD loci obtenidos (Fig. 11A), mientras que si generd una
disminucién en el nimero de SNPs resultantes (Fig. 11B). En cambio, con el
aumento de diferencias permitidas entre pilas para formar un RAD loci (n) se da
una disminucién en el numero de RAD loci y un aumento en el nimero de SNPs
ensamblados (Fig. 11). Esto se debe a que, al aumentar el nUmero de diferencias
gue se permiten entre pilas para considerarlos parte de un mismo RAD locus, una
mayor proporcion de pilas resultan combinados en menos RAD loci, conteniendo

estos ensambles mas sitios variables al interior.
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Figura 11. Namero de RAD loci para Lythrypnus dalli (A) ensamblados y nimero
de SNPs (B) obtenidos de novo iterando valores de My n en STACKS.

Otro criterio de selecciéon considerado fue la profundidad de lecturas por locus y
por individuo. En este caso, no se observa un efecto de los parametros M ni n en
la profundidad efectiva por locus (Xiecus = 114 £ 34), mientras que la profundidad
promedio por individuo aumenta con el aumento de M y no es afectada por el
aumento de n (Fig. 12). Esto se debe a que, al permitir mas diferencias,
fragmentos de mayor variabilidad estdn siendo apilados en menos pilas,

resultando en profundidades mayores.
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Figura 12. Promedio de profundidades de lectura por individuo (Xi,q) de Lythrypnus
dalli obtenidas iterando valores de My n en STACKS.

Los SNPs obtenidos con las distintas combinaciones de M y n fueron filtrados con
el médulo populations de STACKS para retener solo aquellos SNPs presentes en
el 80% de los individuos o méas (r 80%), con una min_maf de 0.05 y
preliminarmente retener aquellos SNPs presentes en 3 de las 4 localidades
incluidas en la parametrizacion (p 3). EI numero de RAD loci y SNPs retenidos
disminuyen de manera similar con el aumento de M (Fig. 13). Cabe destacar que
el numero de SNPs obtenidos (manteniendo M constante) tiende a estabilizarse a
valores de n mayores a 4, por lo que se seleccion6 a n 4 como valor 6ptimo para
el presente analisis. De este modo, el nimero maximo de diferencias entre
fragmentos para generar una pila (M) entre 3 y 5 serian adecuados de acuerdo a
las recomendaciones de Paris et al. (2017) sobre la relacion de M y n, entre los
cuales se seleccion6 M 3, ya que se obtiene un mayor nimero de SNPs para
analisis posteriores (Fig. 13), a pesar de resultar en una profundidad de lecturas

por individuo ligeramente menor (Fig.12).



51

3,000

2,800
n?
n3

2,600

#RAD loci

2,400 ——n4
n5

2,200 né

7,000
6,500
6,000
5,500

#SNPs

5,000

4,500 —_—
4,000

M

Figura 13. Numero de RAD loci de Lythrypnus dalli (A) y numero de SNPs (B)
obtenidos luego del filtrado de los genotipos obtenidos para cada combinacion de
Myn.

Finalmente, se analiz6 el grado de datos faltantes resultantes para un subconjunto
de combinaciones de M y n (ambos entre 2 y 4) con VCFtools, no encontrandose
variacion sustancial debida a estos parametros (18 + 1% de datos faltantes por
individuo en promedio + desviacion estandar (DE)).
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7.3.2 Filtrado de individuos y SNPs

Habiendo identificado los parametros a utilizar (m 4, M 3, n 4), cinco individuos
presentaron una profundidad de lecturas promedio menor a 40X y fueron
eliminados de andlisis posteriores (Tabla V). En el ensamblado de novo con los
161 individuos retenidos se obtuvieron 1,094,917 RAD loci, con 2,886,185 sitios
variantes totales. La profundidad de lecturas efectiva por locus fue en promedio
115.6X, con un minimo de 51.6X y un maximo de 190X; por individuo se obtuvo

una profundidad entre 43.6X y 167.7X, con un promedio de 102X.

El filtrado en el moédulo populations se realizé con los parametros r 0.8, min_maf
0.03 y write_random_snp. En el caso del “grupo 1” de SNPs, en donde se
retuvieron loci presentes en 6 de las 7 localidades como minimo (p 6), se
obtuvieron 1,711 SNPs con un 13 * 6% (media + DE) de datos faltantes por
individuo. Para el subconjunto de SNPs del “grupo 2”, en donde se retuvieron
aguellos presentes en todas las localidades (p 7), quedaron 1270 SNPs conun 7 +
5% (media * DE) de datos faltantes por individuo. En ambos casos fueron
eliminados del andlisis 8 individuos con mas del 30% de datos faltantes (Tabla V).

Tabla V. Filtrado de individuos de acuerdo a la profundidad de lecturas por
individuo y el limite de datos faltantes por individuo (NAs). BA: Bahia de los
Angeles, PSF: Puerto San Francisquito, SM: Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y
Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San Francisquito y PDI: Punta
Diablo.

BA PSF SM SCAV SEPA SEISF ppl ol
general

individuos 35 5 27 42 15 33 17 174
secuenciados

X < 40 1 0 0 1 1 2 0 5
subtotal 34 5 27 41 14 31 17 169
NAs >30% 7 0 1 0 0 0 0 8
subtotal 27 5 26 41 14 31 17 61

A modo de ejemplo, del total de sitios variantes (2,886,185) del grupo 1, 96,566
SNPs (3.35% del total) estan presentes en el 80% de los individuos y 38,922
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SNPs (1.35% del total) en 6 de las 7 localidades como minimo. De ellos, 5,859
(0.20% del total) marcadores presentan un maf mayor a 0.03 y finalmente 1,711
SNPs (0.06% del total) se retuvieron al seleccionar un tnico SNP por RAD locus
(Tabla VI). El error de genotipificacion se estimo en 0.99 + 0.59%, de acuerdo a la
comparacion de los genotipos de 10 individuos incluidos por duplicado. El onceavo
individuo duplicado present6 valores anormales en la comparacion, posiblemente
debido a errores durante la elaboracién de librerias genémicas, por lo que no se

considero para la estimacion del error de genotipificacion.

Tabla VI. Filtrado de grupo 1 de SNPs de Lythrypnus dalli para analisis posteriores.
El porcentaje de SNPs retenidos es con respecto al nUmero inicial.

Filtrado secuencial nimero de SNPs % retenidos
Inicial 2,886,185 -

80% de individuos 96,566 3.35

6 de 7 localidades 38,922 1.35
maf’ 0.03 5,859 0.20

1 SNP por RAD locus 1,711 0.06

Notas: * frecuencia del alelo menor.

Por ultimo, la localidad de Puerto San Francisquito con un tamafio muestral de 5
individuos fue eliminada de andlisis posteriores, ya que la diferencia en tamafios
muestrales con respecto al resto de las localidades gener6 en analisis preliminares
una interferencia tanto en estimaciones de diversidad como de estructura
genética. Por ende, ambos sets de SNPs: 1,711 del “grupo 1” y 1,270 del “grupo 2”
guedaron compuestos por 156 individuos en total.

7.4 ldentificacion de candidatos a seleccion y SNPs neutrales

7.4.1 Deteccion de outliers

Para la identificacion de loci outliers (candidatos a estar sujetos a presion

selectiva) mediante analisis de diferenciacion poblacional a partir del grupo 1 de
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SNPs se realizaron dos pruebas de metodologia y supuestos diferentes, con la
intencion de identificar aquellos candidatos de mayor robustez detectados por
ambas pruebas. El programa BAYESCAN v2.01 (Foll y Gaggiotti, 2008) identifico
un unico outlier habiendo estableciendo el FDR al 5% (Fig. 14A) mientras que el
programa ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier y Lischer, 2010), identific6 a 27 SNPs
outliers (p<0.01, Fig. 14B), 14 de los cuales fueron considerados falsos positivos y
desestimados por encontrarse en HWE en todas las localidades, restando 13

SNPs outliers que fueron utilizados para analisis posteriores.
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Figura 14. Resultados de andlisis de deteccion de outliers de Lythrypnus dalli a
partir de 1711 SNPs del grupo 1 (en color rojo). (A) Prueba de Bayescan; (B)
Prueba Arlequin.

7.4.2 Obtencion de SNPs neutrales

El subconjunto de 1270 SNPs del grupo 2 fueron sometidos a pruebas de LD
mediante la estimacion pareada del grado de correlacion rbarD (Agapow y Burt,
2001), no encontrandose ningun par de SNPs significativamente en LD (p>0.5
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para todas las comparaciones). En el ultimo filtro aplicado, la prueba exacta de
HWE por localidad (corregida mediante FDR), se eliminaron 9 SNPs en
desequilibrio (p<0.05) en el 50% de las localidades o mas, restando un set de
1,261 SNPs neutrales para analisis posteriores.

7.5 Diversidad genética y parentesco

Los niveles de heterocigosidad observada, esperada y riqgueza alélica
rarefaccionada se presentan en la tabla VII. Se observa poca variacion en los
niveles de diversidad genética, siendo las localiaddes centro-surefias (y muy
cercanas entre si) de SEISF (Ho) y SEPA (Hg, Ar) quienes presentan los menores
niveles de diversidad, mientras que SCAV presentaron los valores maximos de
heterocigosidad esperada y riqueza alélica. En cuanto a la heterocigosidad
observada, el maximo valor corresponde a PDI, superando a SCAV por una
centésima. A pesar de haber utilizado el método de rarefaccion para estimar la
riqueza alélica, aun se detecta un nivel de correlacién elevado (r* = 0.91) entre Ar

y tamafio muestral, por lo que deben ser interpretados con cautela.

Tabla VII. Indicadores de diversidad genética por localidad de L. dalli. Tamafio
muestral (n), heterocigosis observada (Ho) y esperada (Hg), y riqueza alélica
rarefaccionada (Ar). BA: Bahia de los Angeles, PSF: Puerto San Francisquito, SM:
Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF:
Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.

Localidad n Ho He Ar

BA 27 0.1897 0.2101 1.8164
SM 26 0.1904 0.2131 1.8087
SCAV 41 0.1926 0.2149 1.8282
SEPA 14 0.1890 0.2080 1.7814
SEISF 31 0.1868 0.2091 1.8109
PDI 17 0.1936 0.2084 1.7914

El analisis de parentesco revela un grado significativamente menor a lo esperado
bajo apareamiento aleatorio en el caso de los individuos provenientes de BA

(r = -0.022; p=0.001), y un elevado vy significativo grado de parentesco dentro de
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las localidades de SCAV (r = 0.026; p=0.001; Fig. 15). Estos resultados indican
que el apareamiento entre individuos de las localidades muestreadas no es

aleatorio.

0.040
0.030

0.000 - Promedio
-0.010 —oup
0020 { —Inf
-0.030

BA SM SCAV  SEPA  SEISF  PDI

Distancia

Figura 15. Parentesco promedio (r, en %) de Lythrypnus dalli entre sitios
muestreados para un subconjunto de 721 SNPs neutrales y polimdrficos dentro de
todas las localidades. Las barras de error indican los intervalos de confianza al
95% para los valores esperados y las lineas continuas indican los intervalos de
confianza al 95% esperado bajo la hipo6tesis nula de apareamiento aleatorio. BA:
Bahia de los Angeles, SM: Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde,
SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.

7.6 Estructura gendmica poblacional neutral y adaptativa

Para identificar qué tipo de estructura gendmica neutral y adaptativa presenta el
gobido Lythrypnus dalli en la costa occidental del GC, se estimaron en primera
instancia tres indicadores de estructura genética: el indice de fijacion (Gs), el
indice de diferenciacion alélica (Des) Y la distancia genética condicional (cGD) (Fig.
16). Los niveles de diferenciacién resultaron mayores para los SNPs outliers que
para los SNPs neutrales en todos los casos, siendo esto esperado dado que los
analisis de deteccion de outliers se enfocan precisamente a identificar aquellos

SNPs que se desvian de lo esperado bajo un escenario de evolucion neutral. Para
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evaluar si las diferencias observadas entre localidades son significativas, el Gg se
estimé mediante una prueba de permutacion con 10 mil réplicas, no
encontrandose diferencias significativas entre localidades para los marcadores
neutrales, mientras que todas las comparaciones de los SNPs outliers, con la
excepcion de SEPA-PDI al Sur del GC, resultaron significativas (p<0.05). Estos
resultados no nos permiten rechazar la hipétesis nula de estructura genomica
neutral panmictica, mientras que si muestran evidencias de variacion adaptativa
que pudiera estar relacionada a adaptaciones locales mediante procesos

selectivos.
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A Gst- 1261 SNPs neutrales Gst- 13 outliers
BA SM SCAV SEPA SEISF BA SM SCAV SEPA SEISF 0.092
SM  0.000 SM
SCAV -0.001 -0.001 SCAV
SEPA 0.003 0.001 0.001 SEPA
SEISF 0.000 -0.002 -0.002 0.002 SEISF
PDI  -0.002 -0.001 0.002 0.001 -0.001 PDI 0.019 | 0.070
-0.002
B Dest Dest 0.028
BA SM SCAV SEPA SEISF BA SM SCAV SEPA SEISF
SM  0.001 SM
SCAV 0.000 0.000 SCAV
SEPA 0.001 0.001 0.000 SEPA
SEISF 0.001 0.000 0.000 0.001 SEISF
PDI  0.000 0.001 0.001 0.001 0.001 PDI 0.007 0.024
0.000
c cGD cGD 4.449
BA SM SCAV SEPA SEISF BA SM SCAV SEPA SEISF
SM  0.096 SM
SCAV 0.077 0.172 SCAV
SEPA 0.114 0.207 0.190 SEPA
SEISF 0.206 0.110 0.282 0.096 SEISF
PDI  0.158 0.102 0.081 0.122 0.212 PDI 2.051 3.601 0.077

Figura 16. Estimadores de estructura genética para Lythrypnus dalli. indices de
Fijaciéon (A), diferenciacion alélica (B), y distancia genética condicional (C) obtenido
para los SNPs neutrales y outliers. BA: Bahia de los Angeles, SM: Isla San Marcos,
SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San
Francisquito y PDI: Punta Diablo.

Cabe destacar que, en el caso de Gy Y Dest la informacion que aportan es similar,
dado que poseen una correlacion de Pearson de 0.74 en los SNPs neutrales, y de
0.9 entre indicadores derivados de outliers. En cambio, los niveles de c¢cGD si

difieren bastante en términos de estructura, obteniéndose niveles de correlacion
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de 0.31 con Gg y 0.17 con Deg para SNPs neutrales, y correlaciones de 0.50 y
0.64 con Gg; y Dest adaptativos, respectivamente. Al calcular la cGD en su version
topografica, se retienen 8 de los 15 vinculos posibles entre pares de sitios,
descartandose 7 conexiones que no aportan informacion a la explicacion de la
varianza del sistema (Fig. 17). San Marcos (SM) y SEISF presentaron el mayor
nivel de diversidad genética, seguidos por BA y SCAV, siendo SEPA y PDI las
localidades de menor diversidad genética, en consistencia con lo reportado en

términos de riqueza alélica (Tabla VII).
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Figura 17. Estructura gendmica neutral mediante distancia genética condicional de
L. dalli. (A) En el espacio geogréfico, y (B) visualizado mediante el algoritmo de
Fruchterman Reingold, que busca el equilibrio entre las fuerzas de atraccion y
repulsion entre nodos. El tamafio de nodos (localidades) representa la variacién de
la diversidad genética dentro de cada sitio y el ancho de los vinculos entre sitios es
proporcional a la covarianza genética significativa. Bahia de los Angeles (1), Isla
San Marcos (2), San Cosme y Agua Verde (3), Isla El Pardito (4), Isla San
Francisquito (5) y Punta Diablo (6).
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Analizando los vinculos entre sitios, es interesante destacar que tanto SEISF
como las localidades de SCAV poseen niveles elevados de diversidad genética
manteniendo solo dos conexiones significativas cada una, de distinta magnitud.
Méas aun, los vinculos que enlazan a SCAV con el resto del sistema son
relativamente débiles y no incluyen a las localidades mas cercanas, por lo que es
posible que la influencia del flujo génico en la manutencion de los niveles de
diversidad genética en esta localidad no sean iguales que en el resto del Golfo. La
estimacion del betweenness centrality (BC) revela un patron claramente latitudinal,
en donde los sitios de mayor relevancia en la conectividad de la red son BA
(BC = 3) y SM (BC = 3), seguidos por SCAV (BC = 1) y SEISF (BC =1). Las
localidades de SEPA y PDI no participan en ninguna shortest path distance entre
sitios (BC = 0). Estos resultados sugieren una estructura genética

metapoblacional.

Una estrategia complementaria para identificar el nUmero mas probable de
poblaciones fue la aplicacibn de andlisis discriminantes de componentes
principales (dAPCs, por sus siglas en inglés), para comparar entre marcadores
neutrales y outliers agrupados por localidad (Fig. 18), o para comparar entre
marcadores neutrales agrupados por localidad o a partir del nimero mas probable
de grupos segun la funcién find_clusters y posterior aplicacién del BIC para los
SNPs neutrales (Fig. 19).

Los dAPC realizados por localidad se realizaron a partir de la retencion de 80
componentes principales (72% de la varianza retenida) en el caso de los SNPs
neutrales (Fig. 18A), y 6 componentes principales (70% de la varianza retenida)
para resumir la variacion de los 13 outliers (Fig. 18B), de acuerdo al método de
validacion cruzada. Las figuras muestran un agrupamiento de los sitios en un
anico grupo en ambos casos, siendo este resultado consistente con el Gg para los
SNPs neutrales, pero contradictorio en cuanto a la diferenciacion de outliers (Fig.
16).
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Figura 18. dAPCs por localidad de Lythrypnus dalli. (A) Para 1,261 marcadores
neutrales y (B) 13 outliers. PCs: componentes principales. BA: Bahia de los
Angeles, SM: Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El
Pardito, SEISF: Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.
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El nimero mas probable de poblaciones identificado por la funcién find_clusters de
acuerdo al criterio bayesiano de informacion depende del porcentaje de varianza
retenido (Tabla VIII).

Tabla VIII. Numero mé&s probable de grupos (k) de acuerdo al numero de
componentes principales (PCs) retenidos y porcentaje de varianza retenida.

PCs Var. k mas
retenidos explicada % probable
10 18 6

20 28 4

30 38 3

40 45 2

50 53 2

60 62 1

70 68 1

80 72 1

90 78 1

100 82 1

A partir de la retencion de 60 componentes principales (PCs) en adelante, el
analisis devuelve la presencia de un dnico grupo, en consistencia con el dAPC
realizado por localidad (Fig. 18A). Sin embargo, la retencién de entre 40 y 50 PCs,
representando aproximadamente un 50% de la varianza, revela la presencia de
dos grupos (Tabla VIII, Fig. 19B). Esta agrupacién no puede ser explicada por el
sitio de origen de las muestras, ya que todas las localidades poseen individuos
asignados a ambos clusters. Tampoco se detectaron diferencias entre tallas
(19.87 + 4.80 vs. 19.42 + 4.56, media £ DE), por lo que es poco probable que el
agrupamiento resulte de distintas cohortes de individuos. Por ultimo, se comparé
el porcentaje de datos faltantes promedio de los individuos en cada grupo y no se

encontraron diferencias (6.40 = 3.31 vs. 6.07 = 2.50, media = DE).
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Figura 19. dAPCs de 1,261 SNPs neutrales de Lythrypnus dalli. (A) Por localidad
y (B) por agrupamiento de acuerdo a find_clusters. Densidad de asignacion de
individuos a sus grupos sobre el primer eje discriminante de acuerdo a la retencion
de 45 componentes principales en ambos casos. Bahia de los Angeles (1), Isla
San Marcos (2), San Cosme y Agua Verde (3), Isla El Pardito (4), Isla San
Francisquito (5) y Punta Diablo (6).

Finalmente, se determind la estructura espacial y el nUimero mas probable de
poblaciones mediante un analisis Bayesiano de clusters con el programa
STRUCTURE para comparar resultados (Fig. 20).
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A DeltaK = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

B DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

2 3 4 5 6
K

Figura 20. NUmero mas probable de poblaciones de Lythrypnus dalli de acuerdo al
método de Evanno. Para (A) 1,261 SNPs neutrales y (B) 13 outliers. Grafica de
probabilidad de pertenencia de individuos a las poblaciones en base a (C) los
SNPs neutrales y (D) outliers. BA: Bahia de los Angeles, SM: Isla San Marcos,
SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San
Francisquito y PDI: Punta Diablo.

Los resultados del STRUCTURE son aparentemente consistentes con lo
encontrado en los dAPCs. El nimero mas probable de poblaciones segun el
método de Evanno et al. (2005) devuelve dos agrupaciones (Fig. 20A). Este
método ha sido criticado por ser propenso a la identificacion de k = 2 y es
técnicamente incapaz de comparar el cambio de verosimilitud entre k =0y k =1

para permitir la comparacion (Janes et al., 2017). La probabilidad posterior sobre
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la presencia de un unico grupo en este analisis tiene mayor soporte que el k = 2
sugerido por Evanno. Sin embargo, la proporciéon de pertenencia de los individuos
a uno u otro grupo es elevada en la mayoria de los casos (Fig. 20C) y la
asignacion de individuos a uno u otro grupo, cuando STRUCTURE supone k = 2,
coincide con el dAPC por cluster (Fig. 19b) sobre 151 individuos a uno u otro

grupo, mientras que solo 5 individuos fueron discordantes entre métodos.

Tanto STRUCTURE como ambos dAPCs por localidad (Fig. 18A y 19A) resultaron
incapaces de discernir entre una y dos poblaciones, como es esperable dados los
bajos niveles de diferenciacién que se detectaron entre marcadores neutrales (Fig.
16). No obstante, la proporcion de varianza explicada por la agrupacién en el
dAPC (~50%) y la coincidencia de dos analisis de agrupamiento basados en
metodologias diferentes disminuye la probabilidad de que el resultado fuera un
artefacto en ambos casos, y pudiera en realidad deberse a algun factor causal

desconocido.

El andlisis a partir de los 13 outliers sugiere la presencia de 4 agrupamientos (Fig.
20B), aunque la pertenencia de los individuos a cada grupo no presenta ningun
patrén espacial, y tampoco coincide con los resultados de los indices (Fig. 16), ni
del dAPC (Fig. 18B). Posiblemente, la cantidad de SNPs utilizados para este
analisis y su calidad (ver seccién 7.8.) no son suficientes para arribar a un

resultado robusto.
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7.7 Aislamiento por distancia — SNPs neutrales

No se detect6 una relacion entre la distancia genética neutral (Gst, Dest, CGD) y la
distancia geogréfica euclidiana de acuerdo a las pruebas de Mantel (Tabla IX).

Tabla IX. Pruebas de Mantel de aislamiento por distancia geografica euclidiana
(Dist. Geo.) u oceanogréfica (probabilidad de conexion larvaria, Ha;)) en relacion a
la distancia genética neutral de Lythrypnus dalli. Grado de asociacién (Mantel r),
valor de p, temporada de movimiento larval y duracion (PLD) de las hipotesis.

Gst Dest cGD
. PLD

Predictor Temporada (sem.) Mantel r p Mantel r p Mantelr p

Dist. Geo. - - -0.308 0.911| -0.023 0.586| -0.171 0.707
Hal may:jun 8 0.428 °0.032| 0.026 0.464 | 0.359 0.130
Ha2 jun:jul 8 -0.339 0.897| 0.044 0.407 | -0.099 0.593
Ha3 may:jun 6 0.428 °0.030| 0.026 0.462 | 0.359 0.127
Ha4 jun:jul 6 -0.212 0.827 | -0.137 0.661| -0.045 0.431
Hab may 4 -0.348 0.889 | -0.155 0.711| -0.521 0.956
Hab6 jun 4 -0.262 0.873| 0.209 0.342| -0.123 0.480
Ha7 jul 4 -0.383 0.962 | -0.235 0.814 | -0.287 0.733
Ha8 abr:jun 8 -0.065 0.553 | -0.044 0.534| -0.011 0.471
Ha9 abr:jun 6 0.197 0.213| 0.497 *0.042 | 0.545 0.099
Hal0 abr:jun 4 0.080 0.367| 0.320 0.106 | 0.020 0.434
Hall dic:sep 8 0.172 0.246| -0.210 0.757 | -0.050 0.575
Hal2 dic:sep 6 -0.120 0.676| 0.117 0.410| -0.226 0.762
Hal3 dic:sep 4 0.014 0.420| -0.400 0.956| -0.339 0.891

Notas: * p<0.05; ° No cumple el supuesto de homocedasticidad, resultado invalido.

En cuanto a las 13 hipoétesis de conectividad oceanogréfica, se detecté una Unica
correlacién significativa (r = 0.497, p=0.042, Tabla IX y Fig. 21) entre el Dest Y la
hipétesis de conectividad niamero 9 (Ha9), que comprende una temporada de
migracion larvaria durante los meses de abril, mayo y junio, y una PLD de 6
semanas. La misma hipoétesis resultd marginalmente significativa también en su

relacion con la distancia genética condicional (r = 0.545, p=0.099).
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Figura 21. Prueba de Mantel (r = 0.497, p=0.042) entre el indice de diferenciacion
alélica (Dest) Yy distancia oceanografica (Ha9) estimada para Lythrypnus dalli a
partir de 1,261 SNPs neutrales. La linea negra representa la asociacion de Mantel,
y la linea roja muestra la curva suavizada de variacion de los datos.

En la version bidireccional de Ha9 (Fig. 22), en donde cada celda representa la
probabilidad de conexion entre los 59 sitios de liberacion de particulas (Fig. 6)
durante la simulacion de dispersion por flujo de corrientes, la diagonal representa
la probabilidad de retencion local y las lineas negras separan las regiones Norte,
Central y Sur del Golfo en orden latitudinal. Alli predomina un flujo asimétrico
desde el norte hacia el sur (mayor proporcion de celdas amarillas por arriba de la
diagonal, Fig. 22), con probabilidades de conexion directa entre pares de sitios de
hasta un 33%. El nivel de conectividad potencial en el Golfo Norte es mayor que el
resto, y hay muy poca exportacién de localidades surefias hacia el norte. El Golfo

central resulta intermedio, mostrando conexiones hacia ambas regiones.
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Figura 22. Hipotesis oceanogréafica Ha9 de dispersion larvaria. En version fuente-
destino (A), el color de las celdas indica la probabilidad de movimiento desde cada
sitio de liberacion (fuente) hacia su destino, ambos en orden latitudinal. Retencién
local en la diagonal y las regiones del GC estan marcadas en negrita y sefaladas
en ambos ejes (N: norte, C: centro, S: sur). (B) Distancias oceanograficas de los
sitios de muestreo estandarizadas mediante la aplicacién de la teoria de population
graphs.
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Dentro de la red, las localidades nortefias de BA y SM estarian funcionando como
fuentes netas de larvas, mientras que el resto de las localidades hacia el sur
presentan caracteristicas de sumidero, observandose un claro gradiente norte-sur

en el balance de importacion y exportacion entre sitios (Tabla X).

Tabla X. Caracteristicas topolégicas de Ha9 por localidad; retencion local, nUmero
de sitios (de 59 totales) hacia los que se exporta (n.exporta), nimero de sitios
desde los cuales se importa (n.importa) y balance entre ellos (Rol.Fue.Sum.). BA:
Bahia de los Angeles, SM: Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde,
SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.

Retencion

Localidad local (%) n.exporta n.importa Rol.Fue.Sum.
BA 0.70 28 9 19
SM 6.30 25 22 3
SCAV 9.07 15 16 -1
SEPA 1.20 11 13 -2
SEISF 0.08 13 18 -5
PDI 1.48 8 17 -9

Posteriormente, se investigd la relacion entre variables derivadas de analisis
genéticos con predictores derivados de Ha9 mediante regresiones lineales. Se
detectdé una relacion lineal fuerte entre el betweenness centrality genético y el
nimero de sitios de exportacion (r?aj = 0.954, p=0.000, Fig. 23A), y en menor
medida una relacion con el rol fuente-sumidero, debido a que los dos predictores

no son independientes entre sf (r* = 0.89 entre n.exporta y Rol.Fue.Sum).

Los valores de retencion local, en cambio, no presentan una relacion lineal con los
niveles de retencién local derivados de Ha9 (r’aj = -0.067, p=0.454, Fig. 23B). No
obstante, en BA coincide un nivel muy bajo de parentesco promedio con un bajo
nivel de retencion local, y en SCAV coinciden el maximo nivel de parentesco

promedio con el maximo grado de retencion local.



72

3.50
2.50
- 2.00

0.50
¢ - 0.00

5 10 15 20 25 39 020

._.
(9]
o
Betweenness (BC)

n.exporta

- 0.03
0,,40/1/ - 0.02
- 0.01

- 0.00

- -0.01

. - -0.02
-0.03

0 2 4 6 8 10
Retencionlocal (%)

Parentesco(r)

Figura 23. Relacion entre variables genéticas e hip6tesis de conectividad Ha9. (A)
Regresion lineal (r?aj = 0.954, p=0.000) de Betweenness centrality (BC) en base a
1,261 SNPs neutrales de Lythrypnus dalli contra el nimero de sitios hacia los que
cada localidad exporta (n.exporta) derivado de Ha9. (B) Regresion lineal
(raj = -0.067, p=0.454) entre parentesco promedio (proporcién) en base a 721
SNPs neutrales y polimoérficos dentro de todas las localidades y porcentaje de
retencion local derivado de Ha9.

Tampoco se detectd una relacion significativa entre la variacion de niveles de
diversidad genética (Hops) Y €l grado de retencién local (r?aj = 0.026, p=0.347) o rol
como fuente o sumidero de los sitios (r’aj = -0.067, p=0.713).

7.8 Aislamiento por ambiente

Los analisis de Bayescan y Arlequin detectaron 1 y 13 SNPs, respectivamente,
siendo las diferencias entre sitios significativas en cuanto al Gg. Sin embargo, al
analizar las frecuencias alélicas se observa que, con excepcion de unos pocos

casos (por ejemplo: S0618, S0889), en la mayoria de los SNPs no hay variaciéon
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sustancial entre sitios, dado que es el mismo alelo a través de las localidades
quien se encuentra cercano a la fijacion (Fig. 24).
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Figura 24. Frecuencias alélicas del Unico SNP identificado para L. dalli por
Bayescan (A) y de uno de los alelos de cada uno de los 13 SNPs identificados por
Arlequin (B). BA: Bahia de los Angeles, SM: Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y
Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San Francisquito y PDI: Punta
Diablo.
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Si mediante efectos selectivos se estuvieran favoreciendo distintas variantes
alélicas asociadas a las condiciones locales, es poco probable que aquellas
regiones del genoma afectadas por la presion selectiva hayan sido capturadas en

el presente estudio.

Con respecto a los predictores, las variables climatolégicas derivadas del analisis
de imagenes satelitales se caracterizan, en cuanto a temperatura superficial del
mar (SST), por presentar un gradiente latitudinal tanto en términos de promedios
como en varianza. La temperatura media mensual aumenta de norte a sur,
registrandose los valores mas altos en los meses de julio a septiembre; la
variabilidad disminuye de norte a sur (Fig. 25A, Tabla XI). En cuanto a los niveles
de clorofila-a (Chla), también se observan diferencias espacio-temporales entre los
sitios muestreados, con una tendencia general decreciente de norte a sur (Fig.
25B, Tabla XI).
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Figura 25. Variables climatoldgicas derivadas de imagenes del satélite aqua
MODIS. (A) Temperatura superficial del mar y (B) clorofila-a. BA: Bahia de los
Angeles, SM: Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El
Pardito, SEISF: Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.

A partir de las variables climatolégicas (promedios mensuales por sitio) se

estimaron las variables resumen a utilizar como predictores en la prueba de

hipotesis: promedio, maximo promedio, minimo promedio y rango de sst y Chla

(Tabla XI).
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Tabla XI. Variables resumen de climatologias historicas utilizadas en la deteccién
de outliers mediante analisis de redundancia, y en las pruebas de hipotesis de
aislamiento por ambiente. BA: Bahia de los Angeles, SM: Isla San Marcos, SCAV:
San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF: Isla San Francisquito y
PDI: Punta Diablo.

Localidad BA SM SCAV SEPA SEISF PDI
media 2251 2424 2534 2537 2543 25.60
DE 282 247 200 190 1.95 1.72
SST (°C) rango 7.44 6.59 5.56 5.58 5.78 5.21
min 1850 20.62 22.34 2237 2235 22.77
max 2594 27.21 2790 27.95 2813 27.97
media 834 880 342 644 218 2.80
DE 298 343 234 427 1.36 1.29
Chla (mg/m3) Rango 9.02 942 6.37 12.26 3.83 4.35
min 330 378 074 089 042 1.44
max 12.32 1320 7.10 13.15 4.25 5.79
ACP(SST-  PC1 347 190 -197 -041 -2.86 -2.83
Chla) PC2 055 -1.00 -0.07 -2.98 1.20 0.75

Debido a los elevados niveles de multicolinealidaridad encontrados, se realizé una
transformacion de variables mediante analisis de componentes principales (Fig.
26). Las variables utilizadas en este andlisis fueron: promedio, maximo, minimo y

rango de sst y Chla, respectivamente.
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Figura 26. Andlisis de componentes principales de indicadores de variacion de
temperatura superficial (sst) y Clorofila a (Chla). BA: Bahia de los Angeles, SM:
Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF:
Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.

)

El primer componente principal (75% de la varianza) separa a las localidades del
norte de las localidades del sur, aunque no fue posible identificar una variable con
mayor peso en la clasificacion, ya que los valores de los eigenvectores del primer
componente son similares entre sitios. El segundo componente, en cambio, tiene
una mayor influencia de la varianza de clorofila-a. Las puntuaciones de las
localidades en los dos primeros ejes principales fueron incluidos como predictores
en las pruebas de Mantel por su caracteristica de independencia, y porque en

conjunto explican el 95.7% de la varianza.

La comparacion entre las matrices de Gg, Dest Y CGD de los SNPs outliers y la
distancia ambiental mediante pruebas de Mantel no presentaron ninguna relacién

significativa (Tabla XII).
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Tabla XIl. Aislamiento por ambiente mediante pruebas de Mantel en base a 13
SNPs outliers de Lythrypnus dalli.

Gst Dest cGD

Predictor Mantel r p Mantel r p Mantel r p

PC1 -0.13 0.67 -0.12 0.66 -0.44 0.98
PC2 -0.08 0.62 -0.12 0.69 0.00 0.48
Chla.media -0.41 0.89 -0.38 0.86 -0.47 0.98
Chla.max -0.51 0.97 -0.47 0.95 -0.44 0.96
Chla.min -0.10 0.67 -0.10 0.59 -0.35 0.97
Chla.rango -0.53 0.98 -0.47 0.97 -0.29 0.88
sst.media 0.27 0.12 0.21 0.16 -0.28 0.83
sst.max 0.30 0.11 0.20 0.16 -0.32 0.90
sst.min 0.25 0.12 0.21 0.15 -0.26 0.82
sst.rango 0.24 0.16 0.27 0.17 -0.20 0.76

Por otro lado, a partir del conjunto de SNPs obtenidos para identificar de
candidatos a seleccion natural (1,711 SNPs del grupo 2) se realizaron dos andlisis
de redundancia (RDA) utilizando como predictores un subconjunto de variables
ambientales (alias “pred;”, Fig. 27) y los primeros 2 componentes principales de la

transformacion (alias “pred,, Fig. 28).

En el primer caso se selecciond la temperatura méaxima (sst_max), rango de
clorofila-a (Chla_Rango) y clorofila-a minima (Chla_min) de acuerdo al criterio de
inflacién de la varianza (VIF 2.83, 1.16 y 2.95 respectivamente). Ambos modelos
resultaron globalmente significativos (pred;, r’aj = 0.179, p<0.05; pred,, r’aj =
0.348, p<0.05). La prueba de permutacion para identificar qué ejes candnicos del
modelo son significativos identificé Unicamente al primer eje (RDA1l) en ambos
casos (pred; y pred,, p<0.05), por lo que se utilizaron para identificar aquellos

SNPs cuya variacién estuviera fuertemente relacionada a ellos.
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Figura 27. Gréafica triplot del modelo pred; con escalamiento de 1,711 SNPs (grupo
1, color gris) por la raiz cuadrada de los eigenvalores (scaling 1). Los predictores
se muestran en azul y las localidades en colores. BA: Bahia de los Angeles, SM:
Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF:
Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.

En ambas graficas, la posicion de las localidades representa su relacion con
respecto al modelo. Las variables ambientales de cada modelo son representadas
mediante vectores azules, cuya longitud es proporcional a la magnitud de su
contribucion al modelo (el angulo entre ellas no representa su correlacion en este
escalamiento), y cuya direccidon apunta hacia valores altos (por ejemplo, SEPA
posee elevado rango de Chla y PDI tiene bajo rango de Chla, Fig. 27). La posicion
de los SNPs representa la direccion de variacion en las frecuencias alélicas en
relacion al modelo. Al ser un niumero elevado de puntos (1,711 SNPs), se forman
nubes de puntos alrededor del origen y no se distingue en la gréafica separacién o
gradiente alguno, tal como ha ocurrido en otros trabajos que utilizan este método
(Capblancq et al., 2018; Forester et al., 2018).



80

@
(]
i
N b
o
0
14
e e T SV A . FHATTTT
+ PD
- o SCAV
o SEISF
o~ O * SEPA
' : ® * SM
T T T i T T
6 4 2 0 2 4

RDA1
Figura 28. Grafica triplot del modelo pred, con escalamiento de 1,711 SNPs (grupo

1, color gris) por la raiz cuadrada de los eigenvalores (scaling 1). Los predictores
se muestran en azul y las localidades en colores. BA: Bahia de los Angeles, SM:
Isla San Marcos, SCAV: San Cosme y Agua Verde, SEPA: Isla El Pardito, SEISF:
Isla San Francisquito y PDI: Punta Diablo.

Sin embargo, en ambos modelos la aplicacién de la funcién para la deteccion de
outliers presentes en las colas de la distribucién de scores en los ejes canonicos,
no identificé ningiin marcador fuertemente relacionado aplicando el criterio laxo de
corte de 2.0 DE de la media (equivalente a un p=0.05 de dos colas). Estos
resultados van acorde con los resultados derivados de la deteccion de outliers, ya
que los SNPs identificados no presentaron en su mayoria variacion espacial, ni se

detectaron asociaciones mediante las pruebas de Mantel (Tabla XII).
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8. DISCUSION

Los niveles sutiles de estructura genética neutral y adaptativa detectados para
Lytrhypnus dalli en el GC (GC) coinciden con lo esperado para muchas especies
marinas. Con respecto a la estructura neutral, los indicadores clasicos de
estructura genética (Gs;, dAPC por localidad y STRUCTURE) indican panmixia. No
obstante, la distancia genética condicional revelo los primeros indicios de variacion
espacial, reteniendo una topologia en donde la presencia e intensidad de vinculos
entre localidades (proporcional a su variacion conjunta) no es homogénea. La
incorporacion de hipétesis de conectividad oceanografica que modelan el flujo de
particulas con las corrientes del GC, mas alla de las localidades muestreadas, ha
aportado informacién a partir de la cual patrones genéticos espaciales

aparentemente caodticos adquieren sentido biologico.

En primer lugar, la Gnica relacion significativa se da entre el Deg: Y una hipétesis de
conectividad (Ha9) cuyos parametros bioldgicos coinciden con literatura previa en
cuanto al pico de reclutamiento y duracion de movimiento larval (Fig. 21). En
segundo lugar, se detectd una relacion lineal fuerte entre el betweenness
centrality, un indicador de la relevancia de cada localidad en la conectividad
(covariacion) genética, y el niumero de sitios de exportacién o el rol como fuente o
sumidero de cada localidad de acuerdo con Ha9 (Fig. 23A). En tercer lugar, el
andlisis de parentesco revelo6 diferencias significativas en las localidades de BA y
SCAV, y dichos niveles tienen sentido a la luz del porcentaje de retencion local,

aunque la relacion no sea linealmente significativa (Fig. 23B).

En conjunto, los resultados sugieren la presencia de una estructura
metapoblacional con niveles muy bajos de diferenciacion genética, aunque las
poblaciones locales no han sido identificadas. EI modelo de conectividad
oceanografica sugiere que el flujo predominante de corrientes asociado a los giros
ciclénicos de verano transporta migrantes desde las localidades nortefias hacia el
centro y sur del GC en la costa peninsular. Sin embargo, la estructuraciéon

metapoblacional sugerida no explica la variacion en diversidad genética, ni el
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agrupamiento de individuos en dos clusters presentes en todas las localidades,
responsables de una proporcion sustancial de la varianza genética (Fig. 19).

Con respecto a los patrones y determinantes de la variacion adaptativa, los pocos
candidatos a seleccion identificados en el presente estudio no presentaron una
relacion significativa con las variables del paisaje utilizadas, posiblemente debido a
la baja cobertura gendémica obtenida con la combinacién de enzimas utilizadas
para la digestion del ADN durante la elaboracion de librerias, o a la baja cobertura
geografica con respecto al rango de distribucion de L. dalli. Los principales

hallazgos y limitaciones se discuten en mayor detalle a continuacion.

8.1 Muestreo y librerias gendémicas

En el presente estudio, mediante la obtencién de librerias gendmicas de baja
representacion, se pudieron comparar hasta 1,711 marcadores moleculares
obtenidos de 156 individuos en 6 localidades de la costa occidental del GC. Una
de las limitantes del estudio se relaciona con la amplitud de muestreo ya que, no
pudieron colectarse organismos de la especie en los sitios visitados al norte de
BA, ni al sur de PDI, teniendo como consecuencia una pobre representacion de
las regiones norte y sur del Golfo. Un mayor esfuerzo de muestreo en estas
regiones, en conjunto con la incorporacion de individuos provenientes de las
costas continentales del Golfo, serian de gran utilidad para elucidar los patrones
de diversidad y estructura gendmica en la region. A su vez, el aumento en la
cobertura geografica permitiria abarcar una mayor variabilidad ambiental vy

complejidad oceanogréfica al estudio.

La calidad de las secuencias obtenidas mediante la técnica de ddRAD (Peterson
et al., 2012) resulté muy elevada, siendo este un indicador de la confiabilidad de
los genotipos obtenidos para andlisis posteriores. La parametrizacion en STACKS
(Catchen et al., 2013) para la obtencion de RAD loci y SNPs también permitio

identificar la combinacion Optima de parametros de acuerdo al objetivo planteado
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para Lythrypnus dalli en el GC, con profundidades de lectura por encima de 100X
por locus y por individuo. Este nivel de profundidad de lectura, de hecho, esta muy
por encima del nivel habitual de otros trabajos de RADseq (10X, Lal et al., 2016;
5X, Manthey y Moyle, 2015; 5X, Zhang et al., 2016) y por encima del nivel minimo
de 25X recomendado por Paris et al. (2017). Por ende, la inclusion de al menos el
doble de individuos con el mismo esfuerzo de secuenciacion seria viable para

Lythrypnus dalli en las condiciones que se realiz6 este trabajo.

Fountain et al. (2016) estimaron el error de genotipificacion de acuerdo a distintos
niveles de cobertura utilizando ddRAD y encontraron para ensambles de novo un
error de genotipificacion mayor al 11% y 4% para profundidades de al menos 5X y
30X, respectivamente. La estimacion del error de genotipificacion del 1% en
promedio entonces resulta esperable para la profundidad de lecturas obtenida en
el presente estudio. El establecimiento de un limite para la frecuencia del alelo
menor (maf) permite descartar SNPs resultantes de errores durante la elaboracién
de librerias y genotipificacion. Valores frecuentes de maf rondan entre 0.01 y 0.05
(Brauer et al., 2016; Lal et al., 2016b; Wang et al., 2016). Al disminuir la frecuencia
del alelo menor (maf) de 0.05 (seleccionado durante la parametrizacién de
STACKS) a 0.03, con la confianza de estar por encima del error de
genotipificacion, resulté en entre 7% y 13% de datos faltantes para los SNPs
neutrales y adaptativos, respectivamente, habiendo partido de 18% en promedio

durante la parametrizacion.

El nimero de individuos secuenciados y de SNPs obtenidos se encuentran en el
orden de otros estudios genémicos (Flanagan et al., 2016; Lal et al., 2016a;
Sandoval-Castillo et al., 2018; Van Wyngaarden et al., 2016).

8.2 Estructura gendmica neutral

Los bajos niveles de diferenciacion obtenidos en el presente estudio coinciden con

muchas otras especies marinas en el mundo (DiBattista et al., 2017; Lah et al.,
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2016; Therkildsen et al., 2013) y en el GC (Cisneros-Mata et al., 2019; Jackson et
al., 2015; Paz-Garcia et al.,, 2012; Soria et al., 2012; Vazquez Rojas, 2018;),
incluso en distintas escalas espacio-temporales y linajes evolutivos
independientes, dando soporte a las hipotesis de fuerzas extrinsecas actuando
como determinantes de la diversidad y estructura genética en los océanos. Los
indices de fijacién y diferenciacion alélica por si solos indican panmixia. La
distancia genética condicional tiene la ventaja de representar en el espacio
geografico o multivariado la particion de la varianza (o diversidad) genética entre
estratos independientemente de su magnitud (Dyer, 2015), siendo de gran utilidad
en especies marinas. Es notable mencionar que de 15 vinculos posibles en una
red de 6 sitios, la mitad resulté redundante en términos de la varianza explicada.
Mas aun, el estadistico de betweenness centrality reveld diferencias entre la

relevancia de las localidades en la covarianza del sistema.

La presencia de un anico grupo panmictico también es soportada por el dAPC por
localidad y el software STRUCTURE, en consistencia con el Gg. Panmixia ha sido
el paradigma para las especies marinas por décadas, dados los elevados tamafios
efectivos poblacionales y niveles de conectividad que ocurren comunmente en
este medio. No obstante, la funcién find_clusters y posterior dAPC en ausencia de
informacién sobre la procedencia de las muestras identifica dos grupos, siendo
esta separacion soportada por cerca del 50% de la varianza. La coincidencia entre
la asignacion de individuos entre el dAPC por grupo y STRUCTURE parak =2,y
el porcentaje de varianza asociado sugiere que hay fuerzas actuando sobre la

diversidad genética que no han podido ser identificadas en el presente estudio.

No se encontré6 una relacion entre los niveles de diversidad genética y los
predictores utilizados en el presente estudio. Sin embargo, los factores que inciden
sobre la diversidad genética son numerosos, destacandose el tamafio efectivo
poblacional, que no ha sido estimado. Adicionalmente, a pesar de haber sido
calculada mediante el método de rarefaccion, los niveles de riqueza alélica

continuaron mostrando una relacion fuerte con el tamafio muestral, por o que su
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interpretacion debe ser tomada con cautela. El analisis de parentesco, en cambio,
si revelo diferencias significativas entre localidades. En BA, el nivel resulto
significativamente inferior al resto de las localidades, incluso a lo esperado bajo
apareamiento aleatorio, y también se detectaron niveles significativos de
endogamia en las localidades de SCAV, restando soporte a la hipétesis de una

Unica poblacion panmictica.

8.3 Aislamiento por distancia

A partir de la estimacion de distancias euclidianas y de 13 hipotesis de
conectividad oceanogréfica generadas, la Unica relacién significativa detectada
mediante pruebas de Mantel se dio entre el D¢y Yy el flujo pasivo de larvas
estimado para un PLD y temporada reproductiva que coinciden con lo reportado
para L. dalli en la bibliografia. Esta hipotesis presenta en promedio, para la
estacion primaveral (abril-junio) y un PLD de 6 semanas (42 dias), un elevado
nivel de conectividad entre los sitios del Golfo norte, debido a la presencia de un
giro ciclénico y una corriente con direccion noroeste en la costa continental del
Golfo norte, y un flujo predominante hacia el sur en la costa peninsular del Golfo
central y surefio consistente con la presencia de un segundo giro ciclénico en el

Golfo central.

Existe una creciente acumulacion de evidencias del sistema de corrientes del GC
como determinante de patrones de estructura y diversidad genética en especies
de peces como la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea (Jackson et al., 2015;
Munguia-Vega et al., 2014), la jaiba Callinectes bellicosus (Cisneros-Mata et al.,
2019) y la almeja burra Spondylus calcifer (Soria et al., 2012), con temporada
reproductiva veraniega, y también para la almeja de sifon Panopea globosa (Dall
1898) relacionada al giro anticiclénico invernal del Golfo Norte (Vazquez Rojas,
2018). Los estudios mencionados se concentran en las regiones norte y central del

GC, con énfasis alrededor de las grandes lIslas, mientras que los trabajos que
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incluyen representantes de la region sur son escasos. Por ejemplo, Munguia-Vega
et al. (2018a) recientemente explicaron niveles de diversidad y estructura genética
con las dinamicas de dispersion larvaria del huachinango Lutjanus peru, con una
temporada reproductiva durante el verano y un PLD de 28 dias. Paz-Garcia et al.
(2012) también detectaron niveles de flujo génico moderado a elevado entre los
corales Pocillopora damicornis (Linnaeus, 1758) y Porites panamensis (Verrill,
1866) dentro y fuera del GC, abarcando las tres regiones biogeograficas, y cuyo

patrén espacial también adjudican al flujo de corrientes y la presencia de giros.

Recientemente, Cisneros-Mata et al. (2019) publicaron un trabajo de diversidad y
estructura genética de la jaiba azul Callinectes bellicosus en las costas de Sonora
del GC (Golfo Norte), con resultados muy similares a los del presente estudio. Los
autores identifican una estructura metapoblacional del tipo fuente-sumidero siendo
las localidades surefias quienes actuan como fuentes, ya que en la costa
occidental los giros del Golfo Norte y Central fluyen en direccion opuesta a la costa
peninsular. EI mismo andlisis en C. bellicosus revela un grado menor de
parentesco entre individuos de la localidad méas nortefia de su estudio, Puerto
Pefiasco, hecho que atribuyen a su comportamiento como sumidero de larvas de
distintas localidades. En el presente estudio, en cambio, es BA la localidad
identificada como fuente de migrantes, quien tiene un grado de parentesco menor

al resto.

Dos posibles explicaciones surgen de esta contradiccion. Por un lado, es posible
gue BA actue como fuente de migrantes hacia el sur de la peninsula, pero que ella
misma sea sumidero de larvas provenientes de la costa continental, y de la regién
de las grandes Islas. Sanchez-Velasco et al. (2009) identificaron a L. dalli como
una de las especies dominantes de ensambles de larvas de peces costeros

demersales a principios del verano en el Golfo Norte.

Por otro lado, es posible que la regién adyacente a BA, con distintos tamarios de

Islas, Islotes, Cuencas, Bahias y demas variaciéon de habitats (conocida como
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region de grandes lIslas), sumado a la riqueza de especies y nutrientes que
caracteriza a la region, provea un escenario favorable para el desarrollo de la
especie a escala macro-evolutiva. De hecho, la region de las grandes islas se ha
propuesto como un area estable durante el Pleistoceno tardio en donde
poblaciones demograficamente estables de la cabrilla sardinera M. rosacea
habrian actuado como fuentes de nuevas poblaciones durante periodos de
variabilidad climética y grandes fluctuaciones en el nivel del mar (Jackson et al.,
2015).

En cuanto a los niveles significativos de endogamia reportados para SCAV,
también es posible que la presencia y distribucion de islas e islotes en la zona
estén favoreciendo la retencion local de larvas, generando a través de auto-
reclutamiento el patron observado. De hecho, aqui ademas se da una menor
relacion en cuanto a numero e intensidad de vinculos con el resto de las
localidades, de acuerdo a la distancia genética condicional (Fig. 17), por lo que
podria suponerse que una mayor proporcion de individuos locales estuviera

contribuyendo al acervo genético de la localidad.

Considerando los principales hallazgos del presente estudio, se han encontrado
evidencias que sugieren panmixia: la prueba de permutacion de Gs, dAPC por
localidad y la verosimilitud de STRUUCTURE para k = 1. No obstante, la
presencia de apareamiento no aleatorio, la identificacién de dos posibles grupos
que explican la mitad de la varianza global (cuyos determinantes no han podido
ser identificados) y las evidencias de aislamiento por distancia detectadas no dan
soporte a una estructura panmictica. De acuerdo al concepto de metapoblacién de
Sale et al. (2006) y al continuo de diferenciacién poblacional posible entre
aislamiento y panmixia descrito por Waples y Gaggiotti (2006), es probable para
Lythrypnus dalli en la costa occidental del GC la presencia de poblaciones locales
0 sub-poblaciones con conectividad sustancial, suficiente para mantener flujo

génico y un elevado grado de homogeneidad genética, en conjunto con dinamicas
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de fuente-sumidero y un grado variable de auto-reclutamiento y aislamiento

reproductivo.

Estas observaciones y el creciente caudal de evidencias acumuladas enfatizan la
importancia de incorporar estudios de migracion y flujo génico en el GC, un
sistema en donde existe elevada asimetria y variabilidad espacio-temporal en
términos de conectividad, y por ende el disefio de estrategias de manejo deben
considerar sitios dentro del GC que actuen como exportadores de migrantes: para
proteger la biodiversidad de un sitio en particular probablemente sea necesario
identificar y aplicar estrategias en lugares “rio arriba” del sitio de interés, entre
otros factores (Munguia-Vega et al., 2018b). A su vez, la posibilidad de predecir o
validar PLD y temporadas reproductivas mediante el ajuste entre patrones de
dispersion larvaria estacional y datos empiricos genéticos sobre un marco tedrico
metapoblacional podria resultar de suma utilidad en otras especies, en donde la
informacion sobre temporada y duracion reproductiva sea conflictiva o inexistente

(Munguia-Vega et al., 2018a).

Sin embargo, es necesario aclarar que factores como la distribucién de habitat, el
comportamiento larval (migracion vertical, escape a las corrientes), traslape
generacional, eventos climaticos extremos como huracanes o “El Nifio”, y otros
factores biolégicos y metodoldgicos pueden afectar la estructura genética espacial
(Selkoe et al., 2016) y no han sido considerados en el presente estudio. Para
elucidar los mecanismos causales del patron observado en el gobio L. dalli, futuros
estudios se beneficiarian de la incorporacién de muestras provenientes de la costa
continental, de una mejor representacion de la regién de las grandes Islas que
separan el norte y centro del GC, e idealmente de la incorporacion de muestras a
lo largo del rango de distribucion de la especie y a través del tiempo. A su vez,
incorporar una mejor representacion del paisaje, en conjunto con un mayor
namero de marcadores moleculares con una mayor cobertura del genoma,

podrian hacer un aporte al entendimiento de la evolucion de L. dalli a escala
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macro y micro-evolutiva, permitiendo asi predecir futuras respuestas de la especie

(y de especies similares) ante los pronésticos del cambio climéatico.

8.4 Deteccion de outliers y aislamiento por ambiente

La busqueda de marcadores relacionados a seleccion natural direccional se ha
establecido en los ultimos afios debido a su utilidad para entender mecanismos de
adaptacion, y por su relevancia para el manejo y conservacion de recursos
naturales (Schoville et al., 2012). Para minimizar la identificacion de falsos
positivos e incorporar el efecto del método de identificacion sobre los SNPs
detectados, se realizaron tres analisis de deteccion de outliers, dos de ellos
derivados de métodos de diferenciacion poblacional (Bayescan y Arlequin), y un
andlisis de asociacion genético-ambiental (RDA) (Ahrens et al., 2018; Forester et
al., 2018; Narum y Hess, 2011; Rellstab et al., 2015;). No hubo SNPs coincidentes
entre métodos, y tanto Bayescan como RDA detectaron uno o ningin marcador
candidato a seleccion. Arlequin, a pesar de ser uno de los métodos mas populares
de deteccion de outliers (Ahrens et al.,, 2018), ha sido identificado mediante
simulaciones como uno de los métodos con mayor incidencia de falsos positivos y
negativos (Narum y Hess, 2011). Este método identificé 27 SNPS outliers de los
cuales 14 se encuentran en HWE (por lo que fueron considerados falsos
positivos), y de los 13 marcadores restantes, la mayoria posee frecuencias alélicas
espacialmente similares (Fig. 24), siendo poco probable la influencia de procesos
selectivos actuando sobre ellos. La ausencia de asociaciones significativas a partir
de este conjunto de outliers, por lo tanto, no resulta sorprendente. Por otro lado,
los analisis de redundancia si encontraron una relacién entre la variacion
genomica global estimada a partir de 1,711 SNPs filtrados (para maximizar la
probabilidad de detectar marcadores candidatos a seleccion) y los predictores
derivados de temperatura superficial y clorofila a, pero en esta relacién no se
identificaron marcadores candidatos a seleccidn bajo el criterio mas laxo usado en

la literatura (Forester et al., 2018).
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Es posible que la cobertura gendémica obtenida en este estudio no haya sido
suficiente como para capturar SNPs bajo efectos selectivos, debido a su efecto
locus especifico sobre el ADN. El porcentaje gendémico representado en este
estudio es muy dificil de estimar, debido a que no se cuenta con un genoma de
referencia filogenéticamente cercano para hacer la comparacion. EI genoma mas
cercano disponible se encuentra a un orden de distancia de los Perciformes, el de
Dichotomyctere nigroviridis, una especie de pez globo del orden Tetraodontiformes
con un genoma relativamente pequefio (aproximadamente 340 Mb). La digestion
in silico del genoma de D. nigroviridis obtenido de la base de datos gendmicos
ensemble (ensamble a nivel cromosémico, www.ensemble.org) con las mismas
enzimas de restriccion usadas en el presente estudio (EcoRI y Mspl) y posterior
seleccién de fragmentos de 300150 pb, devolvidé un total de 5822 posibles RAD
loci. El nimero obtenido aqui fue considerablemente menor, de 2571 RAD loci, a
partir de los cuales se obtuvieron 1,711 SNPs para la deteccion de patrones de
variacion adaptativa. En general, la proporcion de SNPs outliers o asociados a la
variacion ambiental detectada en organismos marinos para este tipo de estudios
ronda el 0.1-3% (Manthey y Moyle, 2015; Van Wyngaarden et al., 2016; Xuereb et
al., 2018; Zhang et al., 2016), aunque existen casos extremos (9.4%, Guo et al.,
2016), y también casos en donde no se encuentran evidencias de adaptacion (Lal
et al., 2016a). Cabe aclarar que la falta de evidencias de adaptacion puede ser un
reflejo de un patron natural, o puede ser consecuencia de los métodos de
secuenciacion y analisis seleccionados (Flanagan y Jones, 2018; Hendricks et al.,
2018; O’Leary et al., 2018). A partir de una muestra gendmica de 1,711 SNPs, se
podria esperar encontrar entre 51 (3%) y 17 (1%) candidatos a seleccién, ambos
valores quizas muy pequefios como para haber sido detectados en el presente

estudio.

Otra posible explicacion a la ausencia de SNPs potencialmente adaptativos es la
influencia del flujo génico entre sitios, ya que su efecto homogeneizante incide en

la probabilidad de adaptacion y su mantenimiento en la escala espacial del
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estudio. Tan solo un migrante por generacion es suficiente para homogeneizar
frecuencias alélicas entre sitios (Mills y Allendorf, 1996), y el gobio L. dalli posee
una fase larval movil de 40 dias o mas, pudiendo recorrer cientos de km con las
corrientes oceanicas. Recientemente, Munguia-Vega et al. (2018b) propusieron
una serie de lineamientos para el disefio de una red de areas naturales protegidas
en el GC. Los autores encuentran que el mismo modelo oceanografico usado en
este estudio puede predecir la distancia recorrida de distintas especies por
movimiento larval pasivo, de acuerdo a la duracion larval (PLD). Del estudio
mencionado, la especie con un PLD similar a L. dalli es la jaiba azul C. bellicosus,
con un PLD de 60 dias y una distancia de dispersién estimada entre 65 y 200 km
(Tabla S6, material suplementario, Munguia-Vega et al., 2018), suficiente para

justificar las conexiones entre sitios del GC.

Para mejorar la probabilidad de deteccion de variacion adaptativa, futuros estudios
se enriguecerian en términos de cobertura gendmica mediante la seleccién de una
combinacion de enzimas de restriccibn que generen un mayor numero de
fragmentos. Nuevamente, la ampliacion de la cobertura geogréfica, incluso por
fuera del GC, seria ideal para cubrir una mayor proporcion del rango de la especie,
y tener asi representantes de los extremos de la distribuciébn, en donde
posiblemente se encuentren los limites fisiol6gicos de tolerancia al ambiente, de

interés en la busqueda de seleccién natural como agente causal de diferenciacion.
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9. CONCLUSIONES

Los analisis de estructura genética de Lythrypnus dalli en el GC indican panmixia.
En el presente estudio se han presentado y discutido las evidencias que dan
soporte y contradicen la posibilidad de panmixia. La presencia de una estructura
metapoblacional en donde sub-poblaciones presentan conectividad sustancial
provee un sentido biolégico al elevado nivel de homogeneidad genética, en
conjunto con las dindmicas de fuente-sumidero y el grado variable de auto-
reclutamiento y aislamiento reproductivo detectado, aunque no se han podido

delimitar poblaciones locales.

La estructura metapoblacional permite explicar los resultados de los analisis
genéticos que indican panmixia y también explica la deteccion de aislamiento por
distancia con una hipétesis de conectividad oceanografica derivada de una
temporada y duracion de movimiento larval que coincide con estudios pasados y
recientes para la especie. El modelo de conectividad oceanografica también pudo
ser relacionado a la contribucién de las localidades a la varianza global del
sistema, estimada mediante el betweenness centrality. Por dltimo, la estructura
metapoblacional tiene cierto grado de coincidencia con la deteccion de diferencias

significativas entre los niveles de parentesco promedio entre localidades.

Las sub-poblaciones mencionadas no han podido ser delimitadas en el espacio
geografico ya que, nuevamente, los niveles de diferenciacion genética espacial
son minimos. No obstante, los resultados sugieren que las localidades del norte
actian como fuente de migrantes hacia el centro y sur de la costa occidental del
GC.

El presente estudio, en cambio, no ha podido explicar los niveles de diversidad
genética, ni la posible presencia de dos agrupamientos de individuos
independientemente de su procedencia. Tampoco se ha tenido éxito en la
deteccion de marcadores relacionados a procesos adaptativos, imposibilitando

determinar la estructura genémica adaptativa y sus determinantes.
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