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Resumen

La apropiada delimitacion de unidades poblacionales (stocks) es una de las
piedras angulares en la gestion pesquera. Sin embargo, la definicion de tales
limites aun es poco conocida, asi como el papel que juegan las adaptaciones
locales en los recursos pesqueros. Especies marinas comercialmente importantes
muestran patrones complejos de estructura espacial y han indicado la relevancia
de la seleccion natural, identificando adaptaciones locales relacionadas con la
heterogeneidad y/o gradientes ambientales. Ademas, se ha sugerido que los
grupos con adaptaciones locales juegan un papel fundamental en la productividad
y la capacidad de recuperacion de las poblaciones. El abulén amarillo (Haliotis
corrugata) es un recurso pesquero en la costa occidental de la peninsula de Baja
California. Si bien esta pesqueria se encuentra con tendencia a la recuperacion,
aun es necesario aclarar las unidades poblacionales y/o grupos potenciales con
adaptaciones locales del recurso. El objetivo de este trabajo fue identificar la
estructura gendmica-poblacional para dilucidar el nimero de poblaciones y grupos
potenciales con adaptaciones y brindar mayor soporte a las medidas de manejo
espacial en funcibn de sus poblaciones. Se obtuvieron 147 muestras de 10
localidades de las cuatro zonas administrativas, logrando inferir sobre la estructura
poblacional neutral y adaptativa. Se obtuvieron 1,996 SNPs en total, de los cuales
1,796 fueron loci neutrales y 10 loci candidatos a outliers. En este sentido, la
estructura poblacional neutral presentod indicios de diferenciacidn genética entre
Isla Guadalupe con respecto del resto de localidades costeras de la Peninsula de
Baja California (PBC). Dentro de la PBC se observo un gradiente latitudinal de
norte a sur con aparentemente dos grupos y una zona de mezcla en la region de
Punta Eugenia. La estructura poblacional con marcadores outliers presentd dos
grupos con potencial adaptativo cuya zona de transicion es entre Punta eugenia e
Isla Cedros: norte a partir de Isla Cedros incluyendo las localidades de Isla
Guadalupe, Faro San José e Isla San Jer6nimo, y sur a partir de Punta Eugenia
abarcando las localidades de Isla Natividad, Bahia Tortugas, Bahia Asuncion, La
Bocana y San Juanico probablemente debido a caracteristicas ambientales
particulares de los sitios de muestreo. Tanto la estructura genémico-poblacional
neutral como adaptativa no coincidieron con las zonas administrativas de la
pesqueria del recurso.

Palabras clave: SNPs, genémica poblacional, ddRAD-seq, adaptaciones locales,
pesqueria.
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Summary

The correct definition of population units (stocks) is one of the cornerstones of
fisheries management. However, such definition of population boundaries is not
well understood, as is the role played by local adaptations in fishery resources.
Marine fisheries resources show complex patterns of spatial structure and have
denoted the relevance of natural selection, identifying local adaptations related to
heterogeneity and/or environmental gradients. Also, it has been suggested that
groups with local adaptations potentially play a fundamental role in the productivity
and resilience of populations. The pink abalone (Haliotis corrugata) is a fishing
resource on the western coast of the peninsula of Baja California. Although this
fishery is diminished with trend to recovery, still it needs to clarify the population
units and/or potential groups with local adaptations of the resource. The objective
of this work was to identify the genomic-population structure to elucidate the
number of populations and potential groups with local adaptations to provide a
better understanding to support spatial management measures based on their
populations. In this study, we obtained 147 samples from 10 localities within the
four administrative zones and estimated the neutral and adaptive population
structure. We obtained 1,996 global SNPs from which 1,796 were neutral loci and
10 loci outliers. In this context, neutral population structure showed genetic
diferentiation between Guadalupe Island and the coastal locations from the Baja
California Peninsula (BCP). We observed a north to south latitudinal gradient
within the BCP integrating two groups and an admixture zone in the Punta Eugenia
region. Outlier structure was delimited for two adaptative potential groups: North
group from Isla Cedros to Isla Guadalupe, Faro San José and Isla San Jeronimo,
and South group from Punta Eugenia to Isla Natividad, Bahia Tortugas, Bahia
Asuncién, La Bocana and San Juanico. The adaptative potential groups pattern is
probably for the specific environmental characteristics from the sampling locations.
Both neutral and outlier genomic population structures did not match the
administrative zones of the pink abalone fishery.

Keywords: SNPs, population genomics, ddRAD-seq, local adaptation, fisheries.
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1. INTRODUCCION

El abulon amarillo (Haliotis corrugata) es una de las especies de importancia
comercial en la regibn cuyas medidas de manejo se basan Unicamente en
informacion bioldgica disponible, tales como época reproductiva (Ortiz-Quintanilla
et al.,, 1990) y tamafio de primera madurez (Sierra-Rodriguez et al., 2006) sin

considerar la parte genética.

Actualmente, los estudios en genética poblacional tradicional indican que no existe
diferenciacion genética para el abulén amarillo entre las localidades de su
distribucion a lo largo de la costa Occidental de la Peninsula de Baja California vy,
por consiguiente, describe una estructura poblacional neutral panmictica (Diaz-
Viloria et al., 2009; Munguia-Vega et al., 2015), sin embargo, se desconoce el
efecto que la presién del medio ambiente ejerce sobre dicho recurso, y por lo que,
el presente estudio busca indagar en la estructura poblacional del recurso
ampliando el tamafio de muestra, asi como rango espacial de muestreo para
identificar poblaciones potenciales y grupos especificos con potencial adaptativo
(Sanford y Kelly, 2011), incorporando la gendmica poblacional (Riginos et al.,
2016).

Los diversos tipos de estructuraciéon poblacional se delimitan asociando las
frecuencias alélicas geograficamente en el espacio (Frankham et al., 2004) con
base en el grado de aislamiento entre poblaciones potenciales, del mismo modo,
es posible identificar grupos genéticos con potencial adaptativo a partir del andlisis
de marcadores moleculares sujetos a seleccién en los que intervienen presiones
ambientales (Charlesworth et al.,, 2003; Selkoe et al.,, 2016). Para esto, es
necesario especificar que una poblacion es un conjunto de individuos de una
especie que comparten caracteristicas bioldégicas en un mismo espacio y tiempo,

de tal forma que sus miembros pueden reproducirse potencialmente entre si y solo



son evaluadas mediante marcadores moleculares neutrales (Waples y Gaggiotti,
2006).

Algunos tipos de estructuracion poblacional que se presentan en el medio marino
son: panmixia, la cual expone una sola poblaciéon donde todos los miembros tienen
la mismpa probabilidad de reproducirse entre si (Als et al., 2011; Beerli y
Palczewski, 2010) como en el caso del abulon amarillo (Diaz-Viloria et al., 2009;
Munguia-Vega et al., 2015), aislamiento por distancia donde la diferenciacion
genética esta estrechamiente relacionada con un gradiente latitudinal (Slatkin,
1993), aislamiento por ambiente en la que la diferenciacion se asocia a diferencias
ambientales (Sexton et al., 2014; Wang y Bradburd, 2014), y parcheo genético
cadtico donde hay sobrelape en la reproduccion entre generaciones y no se
encuentra un patron de estructuracion genética aparente en el espacio (Selkoe et
al., 2010).

El principal elemento que propicia la formacién de cualquier tipo de estructuracion
poblacional es el grado de diferenciacion de las frecuencias alélicas entre las
poblaciones, mejor conocido como conectividad genética (Lowe y Allendorf, 2010;
Selkoe et al.,, 2016). En el medio marino la influencia de factores como las
corrientes, la alta migraciéon de organismos y la dispersion larvaria tienden a
nivelar de manera homogénea las frecuencias alélicas, dificultando Ia
identificacion de estructura poblacional distinta a la panmixia (Hedgecock et al.,
2007). Las técnicas de secuenciacion masiva y el uso de marcadores moleculares
de tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms; Morin et al., 2004) son las
herramientas con mas auge en estudios de gendémica poblacional debido a su
capacidad de obtener miles de marcadores moleculares de naturaleza neutral y
posibilita la deteccion de marcadores outliers o candiadatos a seleccién
(Stinchcombe y Hoekstra, 2008), favoreciendo una mejor comprensiéon del efecto
de las fuerzas evolutivas en la formacion de los distintos tipos de estructuracién
poblacional (Luikart et al., 2003).



En este contexto, el desarrollo de la genomica ha permitido delimitar
estructuracion poblacional neutral a pesar de la alta conectividad genética
presente en el medio marino, favoreciendo estrategias de conservacion (Jenkins y
Stevens, 2018; Palumbi, 2003) y manejo de pesquerias (Hawkins et al., 2016), asi
como la identificacion de grupos genéticos con adaptaciones locales asociados a

variables ambientales (Sandoval-Castillo et al., 2018).



2. ANTECEDENTES

2.1 Secuenciacion masiva y SNPs

Las técnicas de secuenciacion masiva en combinacion con el uso de técnicas de
reduccion de la complejidad del genoma mediante enzimas de restriccion
comunmente llamadas librerias de baja representacion, han facilitado el
descubrimiento y la genaotipificacion de miles de marcadores moleculares en
decenas de cientos de individuos en una sola linea de secuenciacion (Davey et al.,
2011).

Los marcadores moleculares empleados mayormente por estas técnicas son
conocidos como polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs, por sus siglas en
inglés) y se identifican como cambios especificos de un nucleétido en la secuencia
de DNA gendémico (Morin et al., 2004; Vignal et al., 2002). En general, los SNPs
son bi-alélicos y se encuentran de manera abundante a lo largo del genoma en
regiones codificantes y no codificantes. Anteriormente, la aplicacién de SNPs se
encontraba restringido a especies modelo, sin embargo, las técnicas de
secuenciacion masiva han permitido que estos también puedan ser aplicados en

especies no modelo sin genoma de referencia (Seeb et al., 2011).

Especificamente para el caso de las especies no modelo, los métodos de
digestion asociada a enzimas de restriccibn (RAD-seq), han optimizado la
identificacion y genotpificacion de miles de SNPs a lo largo del genoma (Seeb et
al., 2011). Particularmente, el método de doble digestion asociada a sitios de
restriccion (ddRAD-seq) ha permitido, mediante la incorporacion de un adaptador
individual (barcodes) y un index, aumentar la capacidad de secuenciar mas
individuos conservando una baja tasa de error de genaotipificacion (Peterson et al.,
2012).



Ademas, en comparacion con otros marcadores moleculares tradicionales como
los microsatélites y las alozimas, los SNPs presentan una menor tasa de mutacion
y presentan una mayor capacidad de identificar marcadores candidatos a
seleccion (Schloter, 2004). Debido a esto, se posicionan como los marcadores
moleculares mas utilizados en estudios sobre la variacion genética entre y dentro
de las poblaciones silvestres, asi como en la influencia del medio ambiente en

adaptaciones locales (Stinchcombe y Hoekstra, 2008).

2.2 Genomica poblacional

La genémica poblacional se define como el estudio a gran escala de loci o genes
distribuidos a lo largo del genoma y su relacién con los procesos evolutivos en las
poblaciones silvestres (Luikart et al., 2003). En este sentido, es posible separar
efectos de amplitud del genoma de aquellos efectos especificos del locus para

evaluar su impacto en la variacion genética de las poblaciones (Black et al., 2001).

En primera instancia, los efectos de amplitud de genoma son estudiados a partir
de marcadores moleculares neutrales con el fin de dilucidar principalmente
aspectos demogréficos de las poblaciones. Algunos parametros que se estiman
con este tipo de marcadores son las tasas de migracion (m), el tamafo efectivo
poblacional (Ng) y deriva génica (Lowe et al.,, 2017; Pazmifio et al., 2017;
Stinchcombe y Hoekstra, 2008). En contraparte, los efectos especificos de locus
profundizan en el estudio de la genética adaptativa mediante la obtencién de
marcadores candidatos a seleccion y con ello evaluar la presién ambiental sobre

las poblaciones (Nielsen et al., 2009; Stapley et al., 2010).



En los ultimos afios, son varios los estudios a lo largo del mundo que se han valido
de la genOmica poblacional como herramienta para identificar unidades
poblacionales con marcadores neutrales y adaptaciones locales a través de los
marcadores candidatos a seleccion, los cuales han revelado la influencia de
factores ambientales en la estructura gendémico-poblacional de especies marinas
como el bacalao del Océano Atlantico (Gadus morhua; Bradbury et al., 2010), el
arenque del Atantico (Clupea harengus; Limborg et al., 2012), el salmoén del
Pacifico Norte (Oncorhynchus mykiss; Hale et al., 2013), el mujol o lisa del Este de
Australia (Mugil cephalus; Kriuck et al., 2013), la merluza del Atlantico y Mar
Mediterrdneo (Merluccius merluccius; Milano et al., 2014) el pez del Mar Baltico
Gasterosteus aculeatus (Guo et al., 2015), el copépodo planctonico del Atlantico
Norte (Centropages typicus; Blanco-Bercial y Bucklin, 2016), el pez Symphodus
tinca del Mar Mediterraneo (Carreras et al., 2017), el pez Sebastiscus marmoratus
de las costas de China (Xu et al., 2017) y la perca dorada de agua dulce de

Australia (Macquaria ambigua; Attard et al., 2018; Beheregaray et al., 2017).

2.3 Estudios gendmicos poblaciones en especies de importancia comercial

Una de las principales repercusiones del uso de marcadores moleculares SNPs se
ha dado en torno al manejo de especies marinas de importancia comercial, pues
se ha observado una discrepancia con las areas dispuestas para el
aprovechamiento de los recursos pesqueros cuando se utiliza el grupo de
marcadores candidatos a seleccion como alternativa para identificar la estructura
gendémico-poblacional (Benestan et al., 2016; Berg et al., 2017; Drinan et al., 2018;
Grant et al., 2012; Mullins et al., 2018; Sandoval-Castillo et al., 2018; Wyngaarden
et al., 2016; Zhao et al., 2018).

Por mencionar algunos ejemplos, en el caso de la pesqueria de la langosta
americana (Homarus americanus), que cuenta con 41 areas administrativas

localizadas en la costa del Océano Atlantico en la frontera de Estados Unidos



(EEUU) con Canada, Benestan et al. (2015; 2016) encontré una discrepancia
entre dichas areas y la estructura genémico-poblacional. Ademas se identificé que
la estructura gendmico poblacional se relacionaba con el gradiente latitudinal de
temperatura a lo largo de la costa, y con ello se diferenciaban significativamente
dos grupos especificos, uno asociado a temperaturas frias en las areas del norte y

otro a temperaturas célidas en las areas del sur de su distribucién.

Por su parte, Sandoval-Castillo et al. (2018) realiz6 un estudio similar con el
abulén verde (Haliotis laevigata) en la costa sur de Australia donde la pesqueria
cuenta con ocho areas administrativas, localizadas dentro de cuatro regiones
ambientales que categorizé con 14 variables oceanograficas, y delimité cinco
grupos genéticos relacionados con las variaciones de oxigeno y temperatura,
variables que fueron consistentes en mayor medida con las regiones ambientales

que con las &reas administrativas.

A esta asociacion entre el ambiente y el genotipo de grupos especificos de
individuos determinada por marcadores candidatos a seleccién se le conoce como
adaptaciones locales y pueden resultar en la diferenciacion morfologica o
fisiologica entre los grupos, afectando en su supervivencia (Sanford y Kelly, 2011;
Savolainen et al.,, 2013). Por lo tanto, es indispensable identificar y dar
seguimiento a dichas adaptaciones locales ante la presion que ejerce el cambio
climatico sobre la estructura poblacional en el transcurso del tiempo (Young et al.,

2017) y sobre todo en relacion con la temperatura (Bradbury et al., 2010).

Por ultimo, una de las aplicaciones de la genédmica en el manejo de los recursos
marinos es la trazabilidad, que consiste en la correcta asignacion de individuos en
el espacio y que ha sido efectiva en especies marinas de importancia comercial
como el salmén (Oncorhynchus mykiss) en el Pacifico Norte, donde se asignaron

individuos a dos poblaciones, una residente y una migratoria con base en



secuencias asociadas a la capacidad de osmorregulacion de la especie (Hale et
al., 2013).

Como resultado, la implementacién de los marcadores candidatos a seleccion y
una mejor comprension de las adaptaciones locales favoreceran el desarrollo del
campo de la trazabilidad y su aplicacion en el manejo de los recursos pesqueros
(Bernatchez et al., 2017).

2.4 Sujeto de estudio, el abulén amarillo (Haliotis corrugata)

2.4.1 Biologia

El abulén amarillo (Haliotis corrugata) es un molusco bentonico que presenta una
etapa larvaria en su ciclo de vida con una duracion de tres hasta un maximo de 17
dias y culmina con el asentamiento de la larva trocofora en el fondo marino, la
especie se distribuye batimétricamente desde la bajamar de 5 m a 25 m de
profundidad (Leighton, 1974, 2000; Ogawa et al., 1992).

Su distribucién es discontinua en parches a lo largo de la costa occidental de la
peninsula de Baja California desde Isla Margarita en Baja California Sur, México
hasta Punta Concepciéon en California, EUA (Ledn-Carballo y Mucifio-Diaz, 1996;
Ponce-Diaz et al., 1998).

Se le encuentra en habitats rocosos y asociados a grandes extensiones de bancos
de macroalgas de los géneros Macrocystis spp. y Eisenia spp., las cuales junto a
las diatomeas bentdnicas constituyen la principal fuente de su dieta de acuerdo a
analisis de contenido estomacal e isotopos estables (Aguilar-Rosas y Aguilar-
Rosas, 1993; Guzman de Proo et al., 1972; Hernandez-Carmona et al., 1989;
Vega-Garcia et al., 2015).



2.4.2 Pesqueria de Abul6n en Baja California

Histéricamente, las capturas del abulon se mantenian por arriba de las mil
toneladas anualmente y el abulon amarillo representé entre el 70-80% de las
capturas totales de la pesqueria hasta finales de la década de 1970 cuando se
observo un declive en sus densidades, y el abulén azul ocupé su lugar como la
especie mas abundante aportando aproximadamente el 70% de las capturas (Doi
et al.,, 1977; Guzméan del Proo, 1992; Guzman del Préo y Borges-Souza, 2016;
Morales-Bojorquez et al., 2008; Navarro-Gonzalez et al., 2015; Ramade-Villanueva
et al., 1998; Rodriguez-Valencia et al., 2004).

Actualmente el abulon amarillo continua siendo un importante recurso pesquero,
en conjunto con el abulén azul representan el 98% del cual el abulon amarillo
representa el 30% aproximadamente en la region de la Peninsula de Baja
California. Sin embargo, el estatus de la pesqueria se considera en deterioro con
tendencia a la recuperacion presentando capturas anuales menores a las 300
toneladas (Compeén-Jiménez et al., 2006; DOF, 2018).

2.4.3 Manejo

Las medidas de manejo vigentes establecen cuatro zonas administrativas para su
manejo dispuestas a lo largo de la costa occidental de la Peninsula de Baja
California, cada zona cuenta con tallas minima de captura, cuotas y vedas
especificas con base en caracteristicas biolégicas y reproductivas. Dichas zonas
administrativas son: 1) Isla Coronados, B.C. a Isla Cedros, B.C.; Il) Punta Eugenia,
B.C.S. a Bahia Asuncion, B.C.S.; lll) Bahia Asuncion, B.C.S. a Punta Abreojos
B.C.S.; IV) Punta Abreojos B.C.S. a Isla Margarita, B.C.S. (DOF, 1993; Prince y

Guzman del Préo, 1993; Ramade-Villanueva et al., 1998).
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Dentro de cada zona administrativa laboran varias Sociedades Cooperativas de
Produccién Pesquera, las cuales pertenecen a la Federacion de Sociedades
Cooperativas de Baja California (FEDECOOP), y cada una dispone de una
concesion espacial a la cual se le determina una cuota de captura para las areas

de pesca concesionadas (McCay et al., 2014).

2.4.4 Caracteristicas oceanograficas de la costa occidental de la peninsula de

Baja California como habitat del abulon amarillo (H. corrugata)

Uno de los principales factores oceanograficos que favorecen la conectividad
genética en organismos bentdnicos sésiles o semi-sésiles de ciclo de vida con una
etapa larvaria (Hedgecock et al., 2007) son las corrientes marinas (Frankham et
al., 2004; Selkoe et al., 2016).

La costa occidental de la peninsula de Baja California se encuentra bajo la
influencia del Sistema de Corrientes de California (SCC), el cual se compone de la
Corriente de California (CC) que corre de norte a sur durante todo el afio, una
estrecha contracorriente dentro de la Corriente de California durante el otofio e
invierno y una contra corriente profunda que acarrea aguas del Pacifico ecuatorial
hacia el norte (Amador-Buenrostro et al., 1995; Durazo, 2015; Lynn y Simpson,
1987).

Asimismo, el medio marino de la peninsula de Baja California es ambientalmente
heterogéneo en cuanto a zonas de agregacion de productividad primaria,
temperaturas templadas o semi-templadas y surgencias constantes a lo largo del
afo (Cervantes-Duarte et al., 2015; Fernandez-Eguiarte et al., 1993; Zaytsev et al.,
2003). Estas caracteristicas han facilitado la delimitacion de diversos Centros de
Actividad Biologica (BACs) tales como: 1) Punta Baja al norte en Baja California,

2) Punta Eugenia al centro; y 3) Golfo de Ulloa entre Punta Eugenia y Bahia
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Magdalena; todos localizados a lo largo de la peninsula de Baja California, zona

que forma parte de la distribucion del abulon amarillo (Lluch-Belda et al., 2000).

2.4.5 Problematica del recurso abulon en la Peninsula de Baja California con base

en estudios genéticos.

En general, los estudios en genética poblacional realizados en la costa Pacifico de
la Peninsula de Baja California, han sugerido un alto flujo genético y baja
diferenciacion poblacional a corta y mediana escala empleando marcadores
neutrales para el abulén amarillo (Diaz-Viloria et al., 2009; Munguia et al., 2015),
el abulon azul Haliotis fulgens (Gutiérrez-Gonzalez, 2007), el abulon negro Haliotis
cracherodii (Hamm y Burton, 2000) y otras especies marinas de importancia
pesquera como el cangrejo Pachygrapsus crassipes (Cassone y Boulding, 2006) y

la langosta roja de California Panulirus interruptus (Pérez-Enriquez et al., 2001).

En el caso del abulon amarillo, los estudios realizados por Diaz-Viloria et al. (2009)
y Munguia-Vega et al. (2015) han demostrado una separacion de dos grupos
mediante microsatélites, donde un grupo corresponde a las costas de California,
EEUU vy el otro a la Peninsula de Baja California derivado de un proceso de
aislamiento por distancia. Por otro lado, ambos estudios sugieren una débil
diferenciacion poblacional a media escala en las localidades de muestreo al centro

de la Peninsula de Baja California.

Estos resultados contrastan con un estudio a menor escala realizado previamente
por Del Rio-Portilla y Gonzalez-Avilés (2001), donde se encontrdé diferenciacion
entre varios sitios de muestreo en Isla Cedros utilizando alozimas, las cuales a
diferencia de los microsatélites son marcadores moleculares potencialmente
sujetos a la seleccidén natural (Schiétterer, 2004) y con ello elevan su nivel de

diferenciacion entre los sitios de muestreo.
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Sin embargo, a pesar de la discrepancia entre los resultados obtenidos con
marcadores microsatélites y aloenzimas, actualmente el abulén amarillo se
describe como una sola poblacion panmitica en la costa occidental de la Peninsula
de Baja California a partir del uso de marcadores moleculares neutrales por medio
de la genética poblacional tradicional. Por lo tanto, los SNPs y las técnicas de
secuenciacion masiva permitirdn profundizar en la deteccion del grado de
diferenciacion genética neutral en una especie con alto flujo génico como el abulén
amarillo, asi como la presencia de grupos de individuos con valor adaptativo a

causa de la heterogeneidad ambiental (Attard et al., 2018; Limborg et al., 2012).

El presente estudio describe la estructura gendmico-poblacional del abuldn
amarillo a lo largo de la Peninsula de Baja California, la cual sera atil para brindar

mayor soporte a las estrategias de manejo vigentes.



13

3. JUSTIFICACION

La principal problematica que envuelve a la pesqueria de abulén amarillo es la
caida en sus capturas, lo cual ha impactado seriamente a las comunidades que
utiizan a este recurso pesquero. Hay diversos factores que interactian
comprometiendo la productividad de(l) los stocks de abulon, entre ellos, los
pasados niveles de explotacion, la incidencia de enfermedades y el efecto del
ambiente (hipoxia, cambio climatico). El enfoque gendmico poblacional con una
amplia cobertura espacial puede coadyuvar a la implementacién de medidas de
manejo para la recuperacion del recurso. La correcta definicion de las unidades
productivas permitira establecer las fronteras y/o zonas de mezcla de stocks,
informacion vital para una apropiada evaluacion de stock con base en el modelo
de biomasa vigente. Esto permitird contar con cuotas de captura y puntos de
referencia mas precisos. Por otro lado, la identificacion de grupos con adaptacion
local permitird en un futuro comprender los potenciales efectos del cambio
climatico en este recurso perquero. Las evidencias de la estructuracion genética
espacial de este recurso aun son incipientes, por ello, este trabajo busca
especificamente determinar el nimero de stocks de abuléon amarillo en la
Peninsula de Baja California para que sean consideradas en las futuras

evaluaciones de stock y contribuir a una mejor toma de decisiones.

Preguntas Cientificas

¢, Cudl es la estructura genémico poblacional del recurso abul6n amarillo (Haliotis

corrugata) en la costa occidental de la peninsula de Baja California?

¢ Existe concordancia entre las zonas administrativas y las unidades biologicas del

abulén amarillo?
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4. HIPOTESIS

Dado que ha sido posible identificar estructura poblacional y delimitar grupos
genéticos con potencial adaptativo en especies marinas con alta conectividad
genética mediante las técnicas de secuenciacidn masiva; entonces, se encontrara
tanto una estructura poblacional distinta a panmixia como agrupaciones genéticas
con potencial adaptativo del abulon amarillo que no coincidan con las areas
administrativas dispuestas para el manejo del recurso a lo largo de la costa

occidental de Baja California.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos general

Identificar la estructura gendmica poblacional del abulén amarillo (H. corrugata) en

la costa occidental de la peninsula de Baja California.

5.2 Objetivos especificos

e Obtener e identificar marcadores moleculares tipo SNPs neutrales y
candidatos a seleccién (outliers) para el abulon amarillo.

e Determinar el grado de diferenciacion genética neutral entre las poblaciones
del abul6n amarillo.

e Determinar la estructura de los grupos con potencial valor adaptativo a

partir de los loci candidatos a seleccion.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de estudio

La costa occidental de la Peninsula de Baja California se encuentra en una
zona que se caracteriza por estar bajo la influencia del Sistema de Corrientes de
California (SCC). Dicho sistema de corrientes se compone de la Corriente de
California con direccidén de norte a sur y dos contracorrientes, una interna presente
durante todo el afio y otra profunda estacional (Lynn y Simpson, 1987). Ademas,
esta area posee particularidades oceanograficas, tales como la convergencia entre
aguas templadas y tropicales, y se le considera una zona de transicion o frontera
provincial en donde coinciden varios grupos taxonémicos marinos (Fernandez et
al., 1993). Asi mismo, se caracteriza por la presencia de variaciones de periodos
cortos de circulacion anticiclonica o giros oceénicos con intensificaciones o

relajamientos de surgencias (Amador-Buenrostro et al., 1995).

6.2 Recoleccién de muestras

El muestreo se realizd a lo largo de la peninsula de Baja California en los meses
de Julio 2017 y Mayo 2018, abarcando las localidades de La Bocana, Bahia
Asuncion, Bahia Tortugas, Isla Natividad, Punta Eugenia, todas ellas en B.C.S. e
Isla Cedros, Isla Guadalupe, Isla San Jeronimo y Faro San José en B.C. (Fig.1).
Ademas, se incluyeron muestras obtenidas previamente de la localidad de San
Juanico en 2006 (Diaz-Viloria, 2006). Se recolectaron muestras de tejido muscular
de organismos de la pesqueria comercial de abulén, proporcionados por
pescadores pertenecientes a la Federacion de Sociedades Cooperativas de Baja
California (FEDECOOP), quienes obtuvieron el recurso mediante buceo
semiauténomo. Se disecto tejido muscular y preservé en alcohol al 96% en viales
etiquetados para su identificacion, se realizaron cinco recambios de alcohol al 96%

para asegurar la fijacion del tejido.



17

115°0'0"W 110"(.)'0"W
1

=

T

N \

& )
30°0'0"N- 1 \ ~30°0'0"N
. A ;
A e
5 el
. D\
N
N -
G
I
H
|
mn r
25°0'0"N+ F25°0'0"N
v
N
0 50 100 200 300
- s Kilometers
L} ]
115°0'0"W 110°0'0"W

Figura 1. Areas administrativas de manejo del recurso abul6n (nimeros romanos)
y areas de concesion de las sociedades cooperativas en las localidades de
muestreo (poligonos). De norte a sur las localidades son: A) Isla San Jer6nimo, B)
Isla Guadalupe, C) Faro San José, D) Isla Cedros, E) Punta Eugenia, F) Isla
Natividad, G) Bahia Tortugas, H) Bahia Asuncién, |) La Bocana, J) San Juanico.
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6.3 Analisis molecular
6.3.1 Extraccion de ADN

La extraccibn de ADN se llevd a cabo por el método de cloroformo alcohol
isoamilico (Sambrook et al., 1989). EI ADN se cuantific6 en NanoDrop™ 2000
(Thermo scientific), y se evalud la pureza de éste tomando en cuenta tanto la
relacion 260/280 (presencia de proteinas, fenol y otros contaminantes leidos a 280
nm), como la relacién 260/230 (contaminantes como EDTA, carbohidratos y fenol
leidos a 230 nm).

Asimismo, se midié la concentracion de todas las muestras mediante
cuantificacion fluorométrica en Qubit™ (Thermo Fisher Scientific), siguiendo el
protocolo del fabricante. Las muestras con concentraciones mayores al limite de
deteccion del Qubit™ (e. g. > 100 ng/uL en NanoDrop™) se diluyeron en una
proporcion 1:5 (ADN:TE 0.1X) para su correcta cuantificacion. Todas las muestras
fueron disueltas a una concentracion de 50 ng/uL. La integridad del ADN se
evalué por medio de electroforesis en geles de agarosa-Synergel™ (Diversified
Biotech) al 1%, utilizando SYBER™ Gold (Thermo Fisher Scientific) como
intercalante, un marcador de peso molecular 1KB Plus (Thermo Fisher Scientific) y

fueron visualizados en un foto-documentador ChemiDoc™ (Bio-Rad).

6.3.2 Elaboracion de librerias genémicas con el método ddRAD-Seq.

La elaboracion de las librerias genomicas se llevo a cabo siguiendo la metodologia
de Secuenciacion de ADN Asociada a Sitios de Restriccion de Doble Digestidon
(por sus siglas en inglés: ddRAD-Seq) (Peterson et al., 2012). En general, este
meétodo se realiza en cuatro etapas: 1) Doble digestion, 2) ligacion de adaptadores

anicos (barcodes), 3) seleccién de fragmentos y 4) incorporacion de index.
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6.3.2.1 Doble digestion

La etapa de la doble digestion consiste en la hidrolisis de ADN de alto peso
molecular con dos enzimas de restriccion, una de corte poco frecuente (EcoRI-HF;
5'-G|AATTC-3') y otra de corte frecuente (Mspl; 5'-C|CGG-3'). Las reacciones de
digestion se realizaron en un volumen de 30 pL conteniendo 500 ng de ADN, 1x
Buffer Cutsmart (NEB®), 10 U EcoRI-HF (NEB®), 10 U Mspl (NEB®). Las
reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante toda la noche.
Posteriormente, se purificaron con 1.5x de perlas magnéticas (AMPure XP beads;
Beckman Coulter), se realizaron dos lavados usando 150 pL con etanol al 70% en

cada uno y finalmente el ADN se eluy6 en 30 uL utilizando TE (0.1x).

6.3.2.2 Ligacion de adaptadores

Se ligaron adaptadores especificos que se unen a los extremos cohesivos
resultantes de la doble digestion. Se ligaron adaptadores P1 los cuales contienen
un barcode Unico para cada individuo (un set = 48 barcodes) complementario al
sitio de restriccibon de la enzima EcoRI-HF y el adaptador comdn P2
complementario al sitio de restriccion de la enzima Mspl. Las reacciones de
ligacidbn se realizaron en un volumen de 40 pL usando 1x Buffer T4 Ligasa
(NEB®), 100 U de T4 DNA Ligasa (NEB®) y 2 uM de cada adaptador P1 y P2. La
digestion se dejo actuar durante toda la noche a temperatura ambiente. La
reaccion de ligacion se detuvo incubando las muestras a una temperatura de 65°
C por 10 minutos para inactivar la enzima. Se hizo una purificacién con perlas
magneéticas (AMPure XP beads; Beckman Coulter), en una proporcion de 1.5x y el
ADN se eluyo en 30 uL de TE (0.1x).

Posteriormente, para evaluar la correcta ligacion de los adaptadores se realizé una
PCR1 a partir de los productos ligados y purificados. Las reacciones de PCR se

realizaron en un volumen final de 12.5 pL utilizando 1 pL de ADN ligado, 1 X
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GoTag® ADN polimerasa (Promega), 0.8 puM del cebador llumina F (5'-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACG-3) y
cebador llumina R (5-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTG
GAGTTCAGACGTGTGC-3"). El PCR inicié con una desnaturalizacion a 94° C por
dos minutos, seguido de 20 ciclos de desnaturalizacion a 94° C por 30 segundos,
un acoplamiento a 60° C por 30 segundos y una extension a 72° C por 45
segundos. Los productos fueron visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa-Synergel™ (Diversified Biotech) al 2%, utilizando SYBER™ Gold (Thermo
Fisher Scientific) como intercalante y un marcador de peso molecular 1 KB Plus
(Thermo Fisher Scientific) y fueron visualizados en un foto-documentador
ChemiDoc™ (Bio-Rad). Nuevamente se midi6 la concentracién de las muestras
ligadas y purificadas mediante cuantificacién fluorométrica Qubit™ (Thermo Fisher

Scientific), siguiendo el protocolo del fabricante.

El ADN de todos los individuos marcados con un set de barcodes distintos se
mezclaron en concentraciones equimolares para crear un pool. En este sentido, un
pool consistié en 48 individuos. Cada pool fue concentrado con perlas magnéticas
(AMPure XP beads; Beckman Coulter) en una proporcion de 1.5x y finalmente
eluidos en 30 pL de TE (0.1x).

6.3.2.3 Seleccién de Fragmentos

Se realizd la seleccion de fragmentos de cada pool mediante el protocolo del
equipo Pippin Prep (Sage Science), debido al incremento en longitud de los
fragmentos por agregar los adaptadores P1 y P2, el tamafo seleccionado fue de
376 pb £ 50 pb.
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6.3.2.4 Incorporacion de index.

Los pools recuperados de la seleccién de fragmentos fueron enriquecidos y se
adicionaron los adaptadores de llumina mediante PCR. A partir de cada pool se
llevaron a cabo ocho reacciones de PCR, cada reaccion se llevo a cabo en un
volumen final de 20 yL con 3 pyL de ADN de cada pool, 1 X Buffer Phusion HF
(NEB®), 0.4 yM dNTPs, 0.5 uM de cada cebador (cebador llumina F y cebador
llumina R) y 0.5 U Taq Phusion DNA polimerasa (NEB®). ElI Programa de PCR
consistié en una desnaturalizacion a 94° C por dos minutos, seguido de 10 ciclos
de desnaturalizacion a 94° C por 30 segundos, un alineamiento a 60° C por 30

segundos y una extension a 72° C por 45 segundos.

Es necesario resaltar, que mediante el cebador llumina R se incluyé un index
diferente (Index1_ATCACG, Index2_CGATGT, Index6_GCCAAT,
Index9_GATCAG) para identificar cada uno de los cuatro pools que contienen un
set de barcodes unicos, facilitando la identificacion de las variantes de cada uno
de los individuos. Las ocho reacciones de cada pool fueron concentradas con 1.5x
de perlas magnéticas (AMPure XP beads; Beckman Coulter) y eluidos en 30 uL de
TE (0.1x).

Finalmente, se realiz6 una Ultima electroforesis en gel de agarosa-Synergel™
(Diversified Biotech) al 2%, utilizando SYBER™ Gold (Thermo Fisher Scientific)
como intercalante y un marcador de peso molecular 1 KB Plus (Thermo Fisher
Scientific) y fueron visualizados en un foto-documentador ChemiDoc™ (Bio-Rad)
para corroborar que el tamafio de los pools correspondieran al tamafio esperado
(aproximadamente o menos de 500 pb). Una vez confirmado el tamafio esperado
de cada pool se midi6 la concentracion del ADN de cada uno mediante
cuantificacion fluorométrica con Qubit™ (Thermo Fisher Scientific). La libreria final
se formd al combinar dos pools con concentraciones equimolares y se purificaron

con 1.5x perlas magnéticas (AMPure XP beads; Beckman Coulter). Las librerias
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finales fueron secuenciadas usando el servicio de la compafilia NovoGene®©
(Sacramento, California, Estados Unidos de América) en dos lineas de

secuenciacion lllumina HiSegX, con lecturas pareadas de ~150 pb.

6.4 Analisis bioinformético
Se utilizo el software STACKS v.2.0 (Catchen et al., 2013b), cuyo pipeline incluyen
el filtrado de calidad de secuencias crudas, demultiplexado, descubrimiento de

SNPs y obtencién de genotipos (Tabla I).

Tabla I. Funciones de los componentes del pipeline de Stacks.

Proceso Funcion
Process_radtags: Demultiplexing por individuos
Ustacks Formacion de stacks
Cstacks Creacion del catalogo de stacks
Sstacks Comparacion de stacks contra catalogo
tsv2bam Transpone la matriz de stacks de muestras a loci
Gstacks Ensambla y alinea secuencias, llama SNPs

En primer lugar, el programa process_radtags se utilizé para demultiplexar las
secuencias por individuo, remover nucledtidos no llamados de las secuencias (-c),
asi como eliminar aquellas con barcodes ambiguos (-r) y con calidad menor a 20
en escala phred 33 (-q).

Al no contar con genoma de referencia se procedid a ensamblar loci putativos
mediante el programa denovo_map.pl el cual ejecuta de manera automatica y
secuencial los diferentes mdodulos del pipeline. En el médulo ustacks se usé una
profundidad minima requerida para crear un stack o pila (-m 5) y un nuamero
maximo permisible de no coincidencias (mismatches) de nucleétidos entre stacks
(-M 3). Se genero6 el catadlogo de loci en el modulo cstacks con una distancia
permitida entre los loci en el catdlogo (-n 4). Adicionalmente, se probaron

combinaciones variando los valores del parametro -M para la deteccion de SNPs.
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Posteriormente, para la obtencion de genotipos se realiz6 un filtrado de los
archivos generados para el valor seleccionado de -M 3 con el programa
populations. De esta manera, el porcentaje minimo de individuos en una poblacion
requerido para procesar un locus se mantuvo fijo en 80% (-r 0.8), se considero la
frecuencia del alelo menor (min_maf > 0.05), se restringio el analisis de datos solo
al primer SNP por locus utilizando el parametro write_single_snp y solo se
probaron valores de cinco a nueve como numero minimo de poblaciones en las
gue debe estar presente un locus para ser procesado (-p) donde nueve es el

numero total de localidades.

Subsecuentemente, se eligié el valor del parametro -p con base en un balance
optimo entre el numero de SNPs y el promedio de datos faltantes (missing data)
obtenidos para cada prueba de -p filtrando por medio del programa VCF tools
v.3.0 (Danecek et al., 2011). Una vez elegido el valor de -p, se evalué el tamafo
de muestra por localidad considerando el 30%, 20% y 10% de datos faltantes y se

selecciono el porcentaje que retuvo mayor cantidad de individuos por localidad.

Por ultimo, se generd un archivo de formato genepop filtrado, el cual se convirtio
en distintos formatos necesarios para los siguientes analisis utilizando el software
PGDSPIDER v.2.1.1.5 (Lischer y Excoffier, 2012).

6.5 Prueba exploratoria de estructuracién poblacional

En primera instancia, se realizé un analisis exploratorio para elucidar la posible
estructura poblacional. En este sentido, se asumid que todas las localidades
representan una sola poblacion para el analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg
que se ejecutd en el paquete Adegenet v.2.1.1 (Jombart et al., 2010) para R
v.3.5.2 (R Development Core Team, 2008).
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Se utilizaron 10,000 permutaciones y la correccién secuencial de Bonferroni para
la identificacion de marcadores putativamente neutrales. De esta manera, se
realizaron dos pruebas de estructuracion poblacional de dicho grupo de
marcadores: 1) Un analisis de diferenciacion Fst (Nei, 1987) en el software
Arlequin v.3.5 (Excoffier y Lischer, 2015) y, 2) un Analisis Discriminante de
Componentes Principales (ADCP) en el programa Adegenet v.2.1.1 (Jombart et
al., 2010) también en R.

Se identificaron tres agrupaciones en los andlisis exploratorios de estructuracion
poblacional: 1) Sur, localidades costeras de San Juanico a Isla Natividad; 2) Norte,
Isla Cedros, Isla San Jer6onimo y Faro San José; 3) Isla Guadalupe. Esta
estructura poblacional se consideré posteriormente, tanto para la deteccion de
SNPs bajo seleccion como para la identificacion de marcadores en Equilibrio de
Hardy-Weinberg.

6.6 Deteccion de SNPs bajo seleccion

Los SNPs potencialmente candidatos a seleccion u outliers se identificaron
mediante los softwares BAYESCAN v.2.1 (Foll y Gaggiotti, 2008) y ARLEQUIN
v.3.5 (Excoffier y Lischer, 2015). El software BAYESCAN v.2.1 estima los
coeficientes Fsr especificos de la poblaciéon por el método bayesiano descrito en
Beaumont y Balding (2004) y contrasta dos modelos (uno con y otro sin seleccién).
Los parametros utilizados para la deteccion de SNPs fueron los siguientes: una
probabilidad posterior superior a 0.95, valores que se consideraron atipicos,
10,000 iteraciones de calentamiento seguidas de 100,000 iteraciones y se

consideraron las tres agrupaciones.

En el caso de ARLEQUIN v.3.5, utiliza simulaciones coalescentes para crear una
distribucion nula de estadisticos F para generar los valores de probabilidad p para

cada locus con base en su distribucion y los niveles de heterocigocidad observada
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(Excoffier et al.,, 2009). Los parametros se establecieron con los valores
predeterminados del software (100,000 simulaciones y 100 repeticiones por
grupo). En ambos programas se consideraron outliers aquellos marcadores en la

distribucion de Fsr con valores de p < 0.01.

6.7 Marcadores en Equilibrio de Hardy-Weinberg (HW)

El andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg se ejecutd en el paquete Adegenet
v.2.1.1 (Jombart et al., 2010) para R v.3.5.2 (R Development Core Team, 2008)
esta vez con los individuos clasificados en tres grupos: 1) Sur; 2) Norte; 3) Isla
Guadalupe; tal como se describié en el apartado de la prueba exploratoria de
estructuracion poblacional, se utilizaron 10,000 permutaciones y la correccién
secuencial de Bonferroni. Se consideraron como marcadores en equilibrio de HW
a aquellos que se encontraron en equilibrio en dos de las tres agrupaciones y los

gue estuvieron en desequilibrio fueron descartados de los analisis posteriores.

6.8 Andlisis de Diversidad

Se calcularon los valores de heterocigocidad esperarada (Hg) de todos los
individuos utilizando el software Arlequin v.3.5 (Excoffier y Lischer, 2015) con el
20% de datos faltantes para el set de marcadores neutrales para cada localidad

del muestreo.

Posteriormente, se realizaron las pruebas de homogeneidad de varianzas de
Levene y normalidad, asi como la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y una
prueba a posteriori de comparaciones pareadas de Wilcoxon para determinar
diferencias significativas entre los valores de Heg nuevamente en los grupos: 1)

Sur, localidades de San Juanico a Isla Natividad; 2) Norte, localidades de Isla
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Cedros, Isla San Jer6nimo y Faro San José; 3) Isla Guadalupe. Se utiliz6 el
paquete Stats v.3.6.0 en el software R v.3.5.2 (R Development Core Team, 2008).

6.9 Diferenciacion poblacional y agrupamiento

En primer lugar, se prepararon tres matrices de datos para las pruebas
poblaciones y de agrupamiento con base en los marcadores moleculares:

1. Grupo de marcadores globales

2. Grupo de marcadores neutrales

3. Grupo de marcadores outliers

Se cuantifico el grado de diferenciacion poblacional mediante comparaciones
pareadas con el estimador Fst donde los valores de 1 indican total diferenciacion y
valores de 0 nula diferenciacion poblacional (Nei, 1987) y se calcularon intervalos
de confianza del 95% para las comparaciones con base en 10,000 permutaciones
en el software ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier y Lischer, 2015) permitiendo 0.1 de
datos faltantes (10%) para todos los grupos de marcadores. Adicionalmente, para
el grupo de marcadores neutrales se realiz6 una prueba Mantel (Mantel, 1967) de
Aislamiento por Distancia (IBD) utilizando matrices de distancia geografica y de
valores de Fsr también en el software ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier y Lischer, 2015).

Por otro lado, se llevd a cabo un Analisis Discriminante de Componentes
Principales (DAPC) en el paquete Adegenet v.2.1.1 (Jombart et al., 2010)
implementado en R v.3.5.2 (R Development Core Team, 2008). El DAPC es un
método que maximiza las diferencias entre grupos y minimiza la variacion dentro
de los grupos o poblaciones potenciales. Se considerd informacién previa sobre
las poblaciones en funcion de los sitios de muestreo y utilizamos la funcion
find.clusters para evaluar el nimero 6ptimo de grupos con el método de Criterio de

Informacién Bayesiano (BIC).
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Para evaluar el numero de clusters genéticos mas probable y el grado de mezcla
entre las poblaciones se realizé un analisis de clusters o agrupamiento mediante el
software STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Este software implementa
un método de agrupamiento basado en modelos para inferir la estructura de la
poblaciéon utilizando datos de genotipo y supone un modelo en el que hay K
poblaciones, cada una de las cuales se caracteriza por un conjunto de frecuencias
alélicas en cada locus. Los individuos se asignan probabilisticamente a
poblaciones o conjuntamente a dos o0 mas poblaciones si sus genotipos indican
que estan mezclados. Se utilizaron 10,000 iteraciones de calentamiento seguidas
por 100,000 pasos de la Cadena Markov Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en
inglés) asumiendo un modelo de mezcla basado en individuos y considerando a
los sitios de muestreo como poblaciones potenciales. Asimismo, la prueba se
realizd con valores de 1 a 10 grupos (K) y con 5 iteraciones para cada valor. El
ndamero de grupos mas probable se evalu6 a través de la prueba de Evanno
(Evanno et al., 2005).

Finalmente, para evaluar la reparticion de la variacion genética en diferentes
ordenes jerarquicos y evaluar distintas hip6tesis de regionalizacién, se realizé un
analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992) en el
software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2015), tanto para el grupo de
marcadores neutrales como para el grupo de marcadores candidatos a seleccién
compartidos por ambos métodos de deteccion utilizados. Se asumieron las

siguientes hipétesis:

1. Hipétesis 1, tres poblaciones: 1) Sur, compuesta por las localidades de
San Juanico, La Bocana, Bahia Asuncion, Bahia Tortugas, Punta Eugenia e
Isla Natividad; 2) Norte, por las localidades de Isla Cedros, Isla San
Jerénimo y Faro San José; 3) Isla Guadalupe.

2. Hipotesis 2, dos poblaciones: 1) Sur, de San Juanico a Isla Natividad v,

2) Norte, de Isla Cedros a Faro San José, incluyendo Isla Guadalupe.
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Hipodtesis 3: Diferenciacion entre las localidades de islas contra localidades
Costeras.

Hipotesis 4: Diferenciacion entre la localidad de Isla Guadalupe contra el
resto de las localidades (Peninsula).

Hipotesis 5: Diferenciacion entre grupos de localidades que conforman las

cuatro 4reas administrativas de la pesqueria del recurso abulén amarillo.
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7. RESULTADOS
Se secuenciaron 192 muestras de 10 localidades de la peninsula de Baja
California pertenecientes a las cuatro areas administrativas descritas para su

manejo en la NOM-005-PESC-93 y NOM-009-SAG/PESC-2015 (Tabla II).

Tabla Il. Tamafio de muestra por localidad y area administrativa.

Localidad N  Areaadministrativa
Faro San José 20 I
Isla Guadalupe 20 I
Isla San Jerénimo 20 [
Isla Cedros 20 I
Punta Eugenia 20 Il
Isla Natividad 24 [l

Bahia Tortugas 20 Il
Bahia Asuncion 20 11
La Bocana 8 [l
San Juanico 20 v

7.1 Parametrizacion y genotipificacion

Se obtuvieron un total de 1,375,139,686 lecturas de las cuales el 98% pasaron los
filtros de calidad de process_radtags representando un promedio de 7 millones
de lecturas retenidas por individuo aproximadamente. Se descartaron 29
individuos que presentaron menos de 1.5 millones de lecturas, un individuo
duplicado utilizado para determinar el error de genotipificacion (0.03) y tres
individuos mas que fueron identificados como abulon azul (Haliotis fulgens) por

medio del gen Citocromo Oxidasa | (COI) en una prueba de ADN mitocondrial.
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Una vez realizado el demultiplex de las secuencias, se ejecutdé el componente
denovo_map.pl con las muestras con mas de 1.5 millones de lecturas y se obtuvo
una profundidad promedio de 52x por individuo, solo dos individuos mostraron

profundidades menores a 20x (1.2%) y fueron descartados.

La parametrizacion en este modulo consistio en determinar la cantidad 6ptima de
sitios variantes con base en el parametro -M para el que se probaron los valores
de uno a siete. De esta manera, se observO que a valores mas altos de -M
disminuyo la cantidad de loci pero aumenté la cantidad de sitios variantes (Tabla
). Por lo tanto, se eligié el valor -M 3 como aquel que permitié un mejor balance
entre la cantidad de loci y sitios variantes encontrados.

Tabla Ill. Obtenciéon de sitios variantes o SNPs con diferentes valores del
parametro -M en el componente denovo map.pl.
. Loci Loci single
-M Loci To.ta}I de S!tIOS paired end/pair%d
sitios variantes
end end overlap
1 616,684 168,859,149 1,075,426 594,948 298,146
2 613,524 168,112,468 1,071,968 591,564 295,417
3 610,512 167,445,673 1,079,563 588,300 292,039
4 608,469 166,990,578 1,090,087 585,838 289,105
5 605,354 166,246,196 1,108,433 582,296 285,566
6 602,922 165,670,362 1,123,784 579,384 282,464
7 600,476 165,096,135 1,144,049 576,698 279,480

En el médulo populations, se probo el efecto del parametro -p con valores de 5 a
10 y se observd que al incrementar -p disminuy6 la cantidad de loci y los sitios

variantes (Tabla IV).
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Tabla IV. Filtro para la obtencion de sitios variantes o SNPs con diferentes valores
del pardmetro -p para el parametro -M 3 en el componente populations.

Total de Sitios LQC' Loc smgle
o . paired end/paired
sitios variantes

end end overlap

-p Loci

5 11,580 3,447,618 6,985 11,402 2,967
6 7,831 2,361,150 4,397 7,704 1,223
7 4,270 1,294,736 2,852 4,197 484
8 3,278 1,000,987 2,194 3,232 266
9 2,507 769,138 1,622 2,479 162
10 1,585 488,738 961 1,572 86

Con los resultados de cada nivel de -p se realizd una evaluacion de datos faltantes
(missing data). En la tabla V se muestra que el porcentaje de datos faltantes
disminuye a medida que el valor de -p se aproxima al nimero total de localidades,
gue para este caso es -p 10. Por lo que, para el grupo de datos final se tomé en
cuenta, tanto el promedio de datos faltantes como la cantidad de SNPs

encontrados y se eligié el valor de -p 9.

Tabla V. Porcentaje de datos faltantes y cantidad de SNPs para distintos valores
de -p.

-p10 -p9 -p8 -p7 -p6 -pb>5
% Promedio datos faltantes 6.09 10.49 15.08 20.41 29.56 39.37
SNPs 961 1,622 2,194 2,852 4,397 6,985

Adicionalmente, para el valor seleccionado de -p 9 se descart6 un individuo que

presentd un nivel = 30% de datos faltantes en su genotipo (Tabla VI).
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Tabla VI. Cantidad de individuos por localidad para tres porcentajes de datos
faltantes.

Localidad Datos faltantes

>10% >20% >30%
Isla San Jerénimo 2 0 0
Isla Guadalupe 2 1 0
Faro San José 9 9 0
Isla Cedros 2 0 1
Punta Eugenia 8 1 0
Isla Natividad 2 0 0
Bahia Tortugas 7 0 0
Bahia Asuncion 6 0 0
La Bocana 8 0 0
San Juanico 3 0 0
Total 50 11 1

Ademas, se descartaron nueve individuos que presentaron genotipos similares en
un igual o mayor al 0.8 y que probablemente fueron duplicados por error en el
muestreo o por contaminacion durante la preparacion de librerias gendémicas en el

laboratorio. Los filtros de los individuos descartados se resumen en la tabla VII.

Tabla VII. Individuos descartados a través de los filtros del proceso de
genotipificacion.

Filtros Individuos descartados
Process_radtags < 1.5 millones de lecturas 29
Error de genotipificado (0.03) 1
Haliotis fulgens 3
Profundidad < 20x 2
1
9

Porcentaje de Datos Faltantes > 30%
Duplicados > 0.80
Total 45

Finalmente, se obtuvo un total de 147 individuos para las 10 localidades del
muestreo distribuidas en las Areas Administrativas como se muestra en la tabla
VIILI.
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Tabla VIII. Tamafio de muestra final por localidad y area administrativa después

de los filtros de genotipificacion.

Localidad n  Areaadministrativa
Isla San Jer6nimo 13 I
Isla Guadalupe 19 I
Faro San José 9 I
Isla Cedros 19 I
Punta Eugenia 20 Il
Isla Natividad 9 Il

Bahia Tortugas 15 Il
Bahia Asuncion 15 11
La Bocana 8 [l
San Juanico 20 v

De esta manera, se repitié el modulo populations en cuatro etapas para denotar

la influencia de los pardmetros que lo componen. En la primera etapa solo se

incluyé el parametro -r, en la segunda -r y -p, en una tercera -r, -p y -min_maf, y

en la cuarta los parametros -r, -p, -min_maf y -write_single_snp. El resultado fue

un total de 1,796 marcadores SNPs (Tabla 1X).

Tabla IX. Filtro para la obtencion de sitios variantes o SNPs. La fila Total indica la
combinacion final de los parametros utilizados en el médulo populations: -M = 3, -

p=9, -r=0.8 -min_maf =0.05y --write_single_snp.

Loci Loci single

Filtros Loci To_ta_ll de S!tIOS paired end/paired
sitios variantes
end end overlap
-r 40,537 11,145,124 232,793 39,933 21,044
-r -p 2,776 849,412 19,636 2,739 194
-r -p -min_maf 2,776 849,412 5,496 2,739 194

Total 2,776 849,412 1,796 2,739 194
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7.2 Deteccidén de SNPs bajo seleccion
7.2.1 Deteccién de outliers mediante Bayescan
Se obtuvieron 10 marcadores presuntamente bajo seleccion u outliers con un nivel

de probabilidad p < 0.05, los cuales se muestran en la figura 2 y son los que

presentan valores mayores a log(PO) 0.6.
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Figura 2. Deteccion de marcadores outliers, a la derecha de la marca log(PO) 0.6
mediante el software Bayescan 2.0.

7.2.2 Deteccidn de outliers con Arlequin

Mediante el software Arlequin 3.5 se consideraron como marcadores outliers a
aquellos que se identificaron como marcadores bajo seleccion divergente y se
pueden apreciar en la figura 3 por arriba del intervalo de 99% de confianza, se

detectaron 37 marcadores en total.
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Figura 3. Marcadores bajo seleccién divergente se encuentran numerados por
arriba del intervalo de 99% en color rojo y los marcadores por debajo del intervalo
en color azul se encuentran bajo seleccién balanceadora.

Al evaluar el nUmero de marcadores compartidos por ambos softwares, se detecto
que el total de los 10 marcadores outliers de Bayescan fueron encontrados en

comun con Arlequin (Fig. 4).

Bayescan Arlequin
10
10 37

Figura 4. Marcadores candidatos a seleccion (outliers) detectados en comun entre
los programas Bayescan y Arlequin.
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7.3 Marcadores en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW)

La deteccién de marcadores en desequilibrio de HW con base en una matriz de
genotipos asumiendo las tres agrupaciones previamente observadas en la prueba
exploratoria de estructuracion poblacional resulté en un total de 1,733 marcadores
en equilibrio de HW y 63 marcadores en desequilibrio fueron eliminados vy

descartados de los analisis subsecuentes.

7.4 Diversidad genética

En general, los valores promedio de heterocigocidad esperada (Hg) fluctuaron
entre 0.2402 y 0.2637, con excepcion de las localidades de La Bocana (0.2195) y
Faro San José (0.1988). Sin embargo, se observé una tendencia latitudinal con
valores bajos en el sur y valores ligeramente mayores en las localidades del norte;

entre las que destacan las localidades islefias (Tabla X).

Tabla X. Valores promedio de Heterocigocidad esperada (Hg) para el abulén
amarillo (Haliotis corrugata) por localidad.

. He Desv.
Localidad Promedio Est.

San Juanico 0.2449 0.1504
La Bocana 0.2195 0.1839
Bahia Asuncién 0.2402 0.1611
Bahia Tortugas 0.2406 0.1589
Punta Eugenia 0.2450 0.1528
Isla Natividad 0.2588 0.1721
Isla Cedros 0.2637 0.1475
Isla Guadalupe 0.2605 0.1482

Isla San Jer6nimo 0.2513 0.1622
Faro San José 0.1988 0.1838




37

Posteriormente, los valores de Hg de todos los individuos se clasificaron en tres
grupos: 1) Sur; 2) Norte; 3) Isla Guadalupe. La prueba de normalidad de
residuales no se ajustdé a una distribucidon normal y la de homogeneidad de
varianzas fue significativamente diferente de cero (p < 0.05). Por lo que se realizd
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y se encontr6 una diferencia

significativa (p < 0.05) entre las agrupaciones como se observa en la figura 5.

Poblacion F5 Sur Morte =5 Isla_Guadalups

Krusrl-Was, p = 2.5e-06

0.4+

HE

0.24

Sur MNorte Isla_Guadalupe
Paoblacion

0.01

Figura 5. Prueba no paramétrica para los valores de Hg del abulén amarillo
(Haliotis corrugata) agrupados en tres: 1) Sur, localidades de San Juanico a Isla
Natividad; 2) Norte, localidades de Isla Cedros, Isla San Jer6énimo y Faro San
José; 3) Isla Guadalupe.

Por lo tanto, se realizé una prueba a posteriori de comparaciones pareadas de
Wilcoxon y se encontrd que Isla Guadalupe es significativamente distinta de las
agrupaciones del Sur y Norte (p < 0.05) y que entre estas dos ultimas

agrupaciones no hay diferencia significativa como se muestra en la tabla XI.

Tabla XlI. Prueba de comparaciones pareadas de Wilcoxon asumiendo tres
poblaciones del abulén amarillo (H. corrugata).

Isla Guadalupe Norte
Norte 1.80E-06 -
Sur 6.60E-06 0.28
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7.5 Diferenciacion poblacional y agrupamiento

En esta seccidn se realizaron tres tipos de andlisis: Fst, Analisis Discriminante de
Componentes Principales (DAPC) y Andlisis de clusters con Structure. Asimismo,
cada uno de estos andlisis se realiz6 para tres grupos de marcadores: 1)
marcadores globales; 2) marcadores putativamente neutrales; 3) marcadores
candidatos a seleccion (outliers). En el caso de los analisis de Fst, se considerd un
valor de 0.1 de datos faltantes y se realizé la correccién secuencial de Bonferroni.

7.5.1 Andlisis global

El andlisis de Fst global mostré valores de diferenciacion que separan a las
localidades de Isla Guadalupe e Isla San Jerénimo del resto de las localidades,
con excepcion de La Bocana. Sin embargo, este patron solo se mantuvo para Isla
Guadalupe una vez que se realiz6 la correccion secuencial de Bonferroni, dichas

diferencias se pueden apreciar en la tabla XII.
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Tabla XIlI. Analisis comparativo de valores de Fst para el grupo de datos global
usando 952 de 1,796 loci para el abulon amarillo (Haliotis corrugata). Debajo de la
diagonal se muestran los valores de Fsty por encima de la diagonal los valores de
p: en sombreado con gris los valores significativos (p < 0.05) y en negritas valores
menores al alfa obtenido por la correccién secuencial de Bonferroni (a = 0.0014).

SJ LB BA BT PE IN IC IG IS FSJ
SJ - 0.999 0.299 0.326 0.099 0.020 0.057 0.000 0.000 0.999
LB -0.016 - 0.999 0.999 0.999 0.604 0.999 0.581 0.988 0.999
BA 0.000 -0.018 - 0.472 0.260 0.266 0.325 0.000 0.003 0.999
BT 0.001 -0.020 -0.001 - 0.001 0.303 0.061 0.000 0.009 0.999
PE 0.001 -0.014 -0.000 0.005 - 0.093 0.082 0.000 0.001 0.999
IN  0.009 -0.006 0.003 0.003 0.005 - 0.025 0.000 0.039 0.999
IC  0.003 -0.015 0.001 0.004 0.002 0.009 - 0.000 0.190 0.999
IG 0.013 -0.001 0.012 0.012 0.014 0.019 0.011 - 0.001 0.999
ISJ 0.008 -0.006 0.007 0.007 0.007 0.011 0.004 0.010 - 0.999
FSJ -0.039 -0.046 -0.031 -0.032 -0.035 -0.027 -0.046 -0.031 -0.037 -

Donde: SJ = San Juanico

, LB = La Bocana, BA = Bahia Asuncion, BT = Bahia Tortugas, PE = Punta Eugenia,
IN = Isla Natividad, IC = Isla Cedros, IG = Isla Guadalupe, I1SJ = Isla San Jerénimo, FSJ = Faro San José.
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En cuanto al ADCP, se identificaron tres agrupaciones o clusters: el primero es un
grupo al sur de la peninsula de Baja California compuesto por las localidades de
San Juanico, La Bocana, Bahia Asunciéon, Bahia Tortugas, Punta Eugenia e Isla
Natividad; un segundo grupo se ubicaria al norte conformado por las localidades
de Isla Cedros, Isla San Jerénimo y Faro San José; y por ultimo una tercera

agrupacion formada por Isla Guadalupe (Fig. 6).

PCA eigenvalues DA eigenvalues

Figura 6. Andlisis discriminante de componentes principales (ADCP) para el
abulén amarillo (Haliotis corrugata) con un grupo de marcadores global de 1,796
loci con 60 componentes retenidos y 3 eigenvalues.
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En el caso del analisis de clusters, la figura 7 muestra a K = 2 como el niumero
mas probable de clusters encontrado mediante el método de Evanno, es decir,
denota la presencia de dos grupos: Uno correspondiente a las localidades del Sur,
desde San Juanico hasta Isla Natividad, y el otro formado por las localidades del
Norte, desde Isla Cedros hasta Faro San José, incluyendo a Isla Guadalupe. Por
otra parte, se tom6 en cuenta el grafico de la probabilidad de asignacion de
individuos a tres agrupaciones (K = 3) donde se observd el mismo patron de la
agrupacion entre las localidades del Sur y del Norte y se diferencio Isla Guadalupe

como en el caso de los analisis de Fst y ADCP.

Deltak = mean(|L"(K)]|) / sd(L(K))

Delta K

Figura 7. Analisis de agrupamiento (clusters) del abulon amarillo (Haliotis
corrugata) para el grupo de marcadores global de 1,796 loci. a) NUmero mas
probable de K utilizando el método de Evanno (Evanno et al., 2005) a partir del
valor de delta K y la probabilidad de pertenencia individual (eje vertical) para: b)
dos grupos (K = 2) y, c) tres grupos (K = 3). Las lineas negras indican la
separacion entre localidades.
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7.5.2 Anélisis de Marcadores Neutrales

En el caso del analisis de Fst con marcadores neutrales se obtuvieron valores de
diferenciacion que solo separaron a la localidad de Isla Guadalupe del resto. Por
otro lado, con la correccion de Bonferroni dicha separacion se limité a diferencias
especificas con las localidades de San Juanico, Punta Eugenia e Isla Cedros

como se observa en la tabla XIII.

Tabla Xlll. Andlisis comparativo de valores de Fsr para el grupo de marcadores
neutrales usando 931 de 1,733 loci para el abulén amarillo (Haliotis corrugata).
Debajo de la diagonal se muestran los valores de Fst y por encima de la diagonal
los valores de p: en sombreado con gris los valores significativos (p < 0.05) y en
negritas los valores menores al alfa obtenido por la correccion secuencial de
Bonferroni (a = 0.0012).

SJ LB BA BT PE IN IC IG ISJ FSJ

SJ 0 0.999 0.313 0.387 0.082 0.109 0.520 0.000 0.018 0.999
LB -0.016 0 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.994 0.998 0.999
BA 0.000 -0.018 0 0.505 0.334 0.757 0.973 0.015 0.159 0.999
BT 0.001 -0.021 -0.001 0 0.003 0.845 0.786 0.003 0.251 0.999
PE 0.002 -0.014 -0.001 0.005 0 0.619 0.476 0.000 0.012 0.999
IN 0.004 -0.012 -0.002 -0.002 -0.002 0 0.777 0.028 0.580 0.999
IC 0.001 -0.018 -0.003 -0.000 0.000 0.000 0 0.000 0.478 0.999
IG  0.007 -0.008 0.004 0.006 0.009 0.007 0.007 0 0.038 0.999
IS 0.005 -0.009 0.003 0.0023 0.005 0.002 0.002 0.005 0 0.999
FSJ -0.044 -0.051 -0.037 -0.037 -0.038 -0.038 -0.047 -0.035 -0.037 O

Donde: SJ = San Juanico, LB = La Bocana, BA = Bahia Asuncion, BT = Bahia Tortugas, PE = Punta Eugenia,
IN = Isla Natividad, IC = Isla Cedros, IG = Isla Guadalupe, I1SJ = Isla San Jer6nimo, FSJ = Faro San Joseé.
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Ademas, al comparar las distancias geograficas con los valores de Fst mediante la
prueba Mantel no se encontrd Aislamiento por Distancia (IBD) (p > 0.05) como se

observa en la figura 8 con un valor de R? de 0.1286.

0.0200 - y = -2E-05x - 0.0004
2 =
0.0100 R2=10.1286
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Figura 8. Prueba Mantel de aislamiento por distancia para el abulén amarillo
(Haliotis corrugata) para el grupo de marcadores neutrales (1,733 loci).
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En el ADCP se observaron dos agrupamientos: Uno en el que sobresale
Unicamente la localidad de Isla Guadalupe y otro con el resto de las localidades.
No obstante, en el segundo grupo se observaron dos subgrupos al interior, uno
constituido por las localidades islefias de Isla Natividad, Isla Cedros e Isla San
Jeronimo y otro por las localidades costeras de San Juanico, La Bocana, Bahia

Asuncién, Bahia Tortugas, Punta Eugenia y Faro San José (Fig. 9).

i
4
/‘ »14 Faro_San_Jose ‘

N

PCA eigenvalues DA eigenvalues
()

Figura 9. Analisis discriminante de componentes principales (ADCP) para el
abulén amarillo (Haliotis corrugata) con el grupo de marcadores neutral de 1,733
loci utilizando 40 componentes retenidos y 3 eigenvalues.
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El andlisis de clusters en la figura 10 también mostrd que el valor mas probable es
de K = 2 encontrado mediante el método de Evanno, indicando la presencia de
dos grupos del mismo modo que con el grupo de marcadores globales. Sin
embargo, en este caso se observO un patrén de diferenciacion posiblemente
asociado con el gradiente latitudinal de Norte a Sur con el mayor grado de mezcla
en las localidades de Isla Natividad y Punta Eugenia, las cuales se encuentran al
centro de la Peninsula y zona de muestro del presente estudio. En contraste, el
andlisis de tres clusters (K = 3) no mostr6 una diferenciacion clara de Isla
Guadalupe con el resto de las demas localidades muestreadas para el grupo de
marcadores putativamente neutrales como con el ADCP, pero se mantuvo la

tendencia del gradiente latitudinal observado para dos clusters .

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

Figura 10. Analisis de agrupamiento (clusters) del abulén amarillo (Haliotis
corrugata) para el grupo de marcadores neutral de 1,733 loci. a) NUmero mas
probable de K utilizando el método de Evanno (Evanno et al., 2005) a partir del
valor de delta K y la probabilidad de pertenencia individual (eje vertical) para: a)
dos grupos (K = 2), y b) tres grupos (K = 3). Las lineas negras indican la
separacion entre localidades.
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En la tabla XIV se muestra las cinco hipotesis de regionalizacion que fueron
probadas mediante un AMOVA jerarquico para el grupo de marcadores neutrales y
se observo en todas las pruebas que el 100% de la variacion se explicé al interior

de los individuos y que ninguno de estos valores fue significativo (p > 0.05).
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Tabla XIV. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) jerarquico para las cinco
hipotesis de regionalizacion utilizando el grupo de marcadores neutrales con un
total de 1,733 loci del abulon amarillo (Haliotis corrugata).

indices de

% de

Hipotesis Fuente de Variacion g.l. fiiacid C P
ijacion variacion
Entre Grupos 2 Fcr: 0.0136 1.36 0.0850
Entre poblaciones dentro 7 Feo: -0.0423 418 1
H1 de los grupos
Tres Poblaciones: Sur Entre |ndIVIdL!OS al interior 139 F -0.0219 25 0.0481
- Norte - I. Gpe. de las poblaciones
Al interior de los individuos 149  F;: -0.0057 100.57 0.7379
Total 297
Entre Grupos 1 Fcr: 0.0025 0.25 0.6420
Entre poblaciones dentro 8 Fec: -0.0349 .3.48 1
Ho de los grupos
Entre Individuos al interior
Sur vs Norte de las poblaciones 139  Fis: 0.0219 2.26 0.0457
Al interior de los individuos 149  F;: -0.0099 100.97 0.7323
Total 297
Entre Grupos 1 Fcr: 0.0016 0.16 0.7875
Entre poblaciones dentro 8 Fec: -0.0343 343 1
H3 de los grupos
Entre Individuos al interior
Islas vs Costeras de las poblaciones 139 F|S: 0.0219 2.26 0.0483
Al interior de los individuos 149  F;: -0.0102 101.02 0.7356
Total 297
Entre Grupos 1 Fcr: 0.0121 1.21 1.0070
Entre poblaciones dentro 8 Fec: -0.0065 -0.65 1
Ha de los grupos
Entre Individuos al interior
l. Gpe Vs Peninsula de las poblaciones 139 Fis: 0.0124 1.23 0.1750
Al interior de los individuos 149  F1: -0.0179 98.21 0.2192
Total 297
Entre Grupos 3 Fcr: 0.0105 1.05 0.3074
Entre poblaciones dentro 6 Fec: -0.0421 416 1
H5 de los grupos
. Entre Individuos al interior .
Areas Administrativas ge |as poblaciones 139 Fis:0.0219 2.25 0.0489
Al interior de los individuos 149  F1: -0.0086 100.86 0.7343
Total 297
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7.5.3 Analisis de marcadores outliers

Se realizaron los andlisis para los grupos de marcadores outliers derivados de
cada uno de los métodos de deteccibn de marcadores sujetos a seleccion

empleados.

En una primera aproximacién, el grupo de marcadores outliers obtenidos por
Bayescan encontré una marcada diferenciacion entre las localidades del Sur; es
decir las localidades de San Juanico, La Bocana, Bahia Asuncion, Bahia Tortugas,
Punta Eugenia e Isla Natividad, con respecto a las localidades del Norte, Isla
Cedros, Isla Guadalupe, Isla San Jer6nimo y Faro San José. En general, tras la
correccién secuencial de Bonferroni el patrén de diferenciacion se mantuvo similar
en el Norte. Especificamente, las localidades de Isla Cedros e Isla Guadalupe
permanecieron sin modificacion en contraste con las localidades de Isla San

Jerénimo y Faro San José como se observa en la tabla XV.
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Tabla XV. Analisis comparativo de valores de Fsr para el grupo de marcadores
candidatos a seleccion (outliers) usando 6 de 10 loci obtenidos por el método
Bayesiano para el abulon amarillo (Haliotis corrugata). Debajo de la diagonal se
muestran los valores de Fsr y por encima de la diagonal los valores de p: en
sombreado con gris los valores significativos (p < 0.05) y en negritas los valores
menores al alfa obtenido por la correccion secuencial de Bonferroni (a = 0.0020).
SJ LB BA BT PE IN IC IG IS] FSJ
SJ 0 0.369 0.542 0.258 0.800 0.271 0.001 0.000 0.019 0.011
LB 0.032 0 0.599 0.529 0.415 0.225 0.000 0.000 0.004 0.001
BA 0.004 -0.005 0 0.421 0.263 0.393 0.000 0.000 0.000 0.000
BT 0.028 0.001 0.009 0 0.264 0.177 0.000 0.000 0.000 0.000
PE -0.008 0.024 0.025 0.026 0 0.361 0.000 0.000 0.080 0.004
IN 0.038 0.063 0.017 0.053 0.025 O 0.000 0.000 0.001 0.001
IC 0.216 0.391 0.356 0.370 0.184 0.329 0 0.001 0.206 0.653
IG 0.291 0.428 0.387 0.331 0.238 0.349 0.217 0 0.008 0.008
ISJ 0.115 0.227 0.230 0.217 0.066 0.223 0.054 0.179 0 0.262
FSJ 0.190 0.367 0.316 0.348 0.174 0.312 -0.004 0.228 0.057 O

Donde: SJ = San Juanico, LB = La Bocana, BA = Bahia Asuncion, BT = Bahia Tortugas, PE = Punta Eugenia,
IN = Isla Natividad, IC = Isla Cedros, IG = Isla Guadalupe, I1SJ = Isla San Jer6nimo, FSJ = Faro San Jose.
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El ADCP coincide con las dos agrupaciones encontradas por el analisis de Fst. En
este sentido, el ADCP diferenci6 dos grupos: uno al Sur de la Peninsula
compuesto claramente por las localidades de San Juanico, La Bocana, Bahia
Asuncion, Bahia Tortugas, Punta Eugenia e Isla Natividad, y otro al Norte por las
localidades de Isla Cedros, Isla Guadalupe, Isla San Jerénimo y Faro San José.
Sin embargo, en el grupo del Norte se observo que las localidades de Isla Cedros,
Isla San Jerénimo y Faro San José estan mejor agrupadas entre si e lIsla

Guadalupe presenta una ligera separacion de ellas (Fig. 11).
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Figura 11. Analisis discriminante de componentes principales (ADCP) para el
abulén amarillo (Haliotis corrugata) con el grupo de marcadores outliers de 10 loci
con 6 componentes retenidos y 2 eigenvalues.
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Por otra parte, el analisis de clusters en la figura 12 mostré que el valor mas
probable de agrupaciones encontrado mediante el método de Evanno es K = 2.
Con 10 marcadores candidatos a seleccion acentud la presencia de dos grupos a
diferencia de los grupos de marcadores globales y neutrales. Dicha separacion de
grupos se observo entre las localidades del Sur, desde San Juanico hasta Isla
Natividad, y las del Norte, de Isla Cedros a Faro San José incluyendo Isla
Guadalupe, con algunos individuos del cluster sur asignados al cluster norte. En
comparacion con K = 2, en el caso de una K = 3 se observé el mismo patron de
separacion marcada en dos grupos mas una subestructura al interior de las
localidades del Norte no bien diferenciada.
. Deltak = mean(IL"(KII) / sa(L(K)

1000
800

600

Delta K

400
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Figura 12. Andlisis de agrupamiento (clusters) del abulén amarillo (Haliotis
corrugata) para el grupo de marcadores outliers obtenidos por Bayescan v.2.0 de
10 loci. a) Numero mas probable de K utilizando el método de Evanno (Evanno et
al., 2005) a partir del valor de delta K y la probabilidad de pertenencia individual
(eje vertical) para: a) dos grupos (K = 2) y, b) tres grupos (K = 3). Las lineas
negras indican la separacion entre localidades.
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Ahora bien, en cuanto al grupo de marcadores outliers obtenidos por Arlequin, se
observd el mismo patron que con el grupo de marcadores outliers obtenidos por
Bayescan. En la tabla XVI se muestran dos grupos en general, uno en la regién
Sur de la Peninsula de Baja California compuesto por las localidades de San
Juanico, La Bocana, Bahia Asuncién, Bahia Tortugas, Punta Eugenia e Isla
Natividad, y el otro en la regién Norte, que comprende las localidades de Isla,

Cedros, Isla Guadalupe, Isla San Jerénimo y Faro San Joseé.

Ademas, cabe mencionar que tras la correccidbn de Bonferroni, los resultados
fueron consistentes en la separacion de las localidades de la region Sur con

respecto a las de la regién Norte.

Tabla XVI. Andlisis comparativo de valores de Fst para el grupo de marcadores
candidatos a seleccion (outliers) obtenidos por Arlequin v.3.5 usando 15 de 37 loci
para el abulén amarillo (Haliotis corrugata). Debajo de la diagonal se muestran los
valores de Fst y por encima de la diagonal los valores de p: en sombreado con
gris los valores significativos (p < 0.05) y en negritas los valores menores al alfa
obtenido por la correccion de Bonferroni (a = 0.0023).

SJ LB BA BT PE IN IC IG 1SJ FSJ

SJ 0 0.351 0.379 0.352 0.701 0.303 0.000 0.000 0.003 0.005
LB 0.015 0 0.409 0.382 0.363 0.154 0.000 0.000 0.002 0.002
BA 0.007 0.004 0 0.161 0.050 0.511 0.000 0.000 0.000 0.000
BT 0.008 0.004 0.018 0 0.254 0.166 0.000 0.000 0.000 0.000
PE -0.004 0.014 0.037 0.013 O 0.292 0.000 0.000 0.003 0.002
IN 0.018 0.043 -0.000 0.029 0.017 O 0.000 0.000 0.000 0.000
IC  0.167 0.225 0.262 0.271 0.145 0.244 0 0.000 0.133 0.669
IG 0.234 0.241 0.301 0.256 0.188 0.258 0.161 0 0.000 0.041
IS3 0.120 0.155 0.220 0.209 0.087 0.203 0.040 0.135 0 0.707
FSJ 0.155 0.238 0.277 0.277 0.135 0.256 -0.004 0.072 -0.003 0

Donde: SJ = San Juanico, LB = La Bocana, BA = Bahia Asuncion, BT = Bahia Tortugas, PE = Punta Eugenia,
IN = Isla Natividad, IC = Isla Cedros, IG = Isla Guadalupe, 1SJ = Isla San Jerénimo, FSJ = Faro San José.



53

En el caso del ADCP se observaron tres posibles agrupaciones: La primera en la
region Sur y consistente con los andlisis anteriores compuesta por las localidades
de San Juanico, La Bocana, Bahia Asuncion, Bahia Tortugas, Punta Eugenia e
Isla Natividad; una segunda agrupacion en el Norte con las localidades de Isla
Cedros, Isla San Jeronimo y Faro San José; y la tercera agrupacion conformada

solo por la localidad de Isla Guadalupe (Fig. 13).
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Figura 13. Analisis discriminante de componentes principales (ADCP) para el
abulén amarillo (Haliotis corrugata) con el grupo de marcadores outliers obtenido
por Arlequin v.3.5 de 37 loci con 25 componentes retenidos 2 eigenvalues.
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El analisis de clusters con marcadores candidatos a seleccién obtenidos por el
software Arlequin muestra en la figura 14 que el valor mas probable encontrado
mediante el método de Evanno es K = 2. De igual manera que con el grupo de
marcadores candidatos a seleccion obtenidos por el método Bayesiano, se
observo la misma separacion entre las localidades del Sur, de San Juanico a Isla
Natividad, y las del Norte a partir de Isla Cedros hasta Faro San José.
Consistentemente, el andlisis con una K = 3 mantuvo esta separacion y no se

parecié una separacion de la localidad de Isla Guadalupe.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
a)

1000

800

Delta K

400

Figura 14. Analisis de agrupamiento (clusters) del abulén amarillo (Haliotis
corrugata) para el grupo de marcadores outliers obtenido por Arlequin v.3.5 de 37
loci. @) Niumero mas probable de K utilizando el método de Evanno (Evanno et al.,
2005) a partir del valor de delta K y la probabilidad de pertenencia individual (eje
vertical) para: a) dos grupos (K = 2) y, b) tres grupos (K = 3). Las lineas negras
indican la separacién entre localidades.
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Por ultimo, en la tabla XVII se muestra a las cinco hipétesis de regionalizacion que
fueron probadas mediante un AMOVA jerarquico para el grupo de marcadores
outliers y se observo que el mayor porcentaje de la variaciéon fue explicado por una
subestructura al interior de las localidades, seguido de un porcentaje de variacion
explicado al interior de los individuos. Sin embargo, en estas pruebas hubo un
mayor porcentaje de variacion explicado por la fuente entre los grupos. Cabe
sefalar que el porcentaje de variacion explicado entre grupos (24.55%) en la
Hipotesis 1 (H1) fue significativo y fue el mayor porcentaje de variacién observado

entre todas las hipétesis para esta fuente de variacion.
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Tabla XVII. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) jerarquico donde se
probaron las cinco hipétesis de regionalizacion para el grupo de los 10 marcadores
outliers compartidos entre los software Bayescan y Arlequin del abulon amarillo
(Haliotis corrugata).

— 5
Hipotesis Fuente de Variacion g.l. Ind_llce_s,de A) d(.a, P
Fijacion Variacion
Entre Grupos 2 Fct: 0.2455 24.55 0.0013
Egﬁfs‘z]?g?géones dentro - £ . 0.0094 0.71 0.2956
Entre Individuos al interior
Tres Poblaciones  ge |as poblaciones 139 Fis:0.5455 40.77 0
Al interior de los individuos 149 Fi: 0.6603 33.97 0
Total 297
Entre Grupos 1 Fcr:0.1988 19.88 0.0041
Egtlfs‘;"rz'sg'sones dentro o £ . 0.0661 53 0.0014
H2 Entre Individuos al interior .
Sur vs Norte de las poblaciones 139 Fis: 0.5455 40.81 0
Al interior de los individuos 149 Fi: 0.6599 34.01 0
Total 297
Entre Grupos 1 Fcr: 0.0811 8.11 0.0748
Entre poblaciones dentro
o lospgmpos 8  Fec: 0.1374 12.63 0
H3 Entre Individuos al interior .
Islas vs Costeras e |as poblaciones 139 Fis:0.5455 43.24 0
Al interior de los individuos 149 Fi: 0.6397 36.03 0
Total 297
Entre Grupos 1 Fcr: 0.1294 12.94 0.0980
Entre poblaciones dentro
do Ios%rupos 8  Fgc: 0.1352 11.77 0
H4 3 Entre Individuos al interior .
l. Gpe. Vs Peninsula  ge |as poblaciones 139 Fis: 0.5269 39.67 0
Al interior de los individuos 149  Fi1: 0.6438 35.62 0
Total 297
Entre Grupos 3 Fcr: 0.1231 12.31 0.0272
Egﬁfs‘;"rﬁﬁg'sones dentro & £ -0.0863 7.57 0.0004
. HS Entre Individuos al interior
Areas Administrativas yg |as poblaciones 139  Fs: 0.5455 43.7 0
Al interior de los individuos 149 F: 0.6358 36.42 0

Total 297
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En general, en este estudio se observé un patron de estructuracion poblacional
con agrupaciones consistentes y con mayor precision dependiendo del tipo de set
de marcadores moleculares utilizados. En este sentido, el uso de marcadores
globales (1,796 SNPs) denoto la presencia de estructuracion compuesta por tres
grupos: 1) Isla Guadalupe; 2) Isla Cedros, Faro San José e Isla San Jer6nimo; 3)
San Juanico, La Bocana, Bahia Asuncién, Bahia Tortugas, Isla Natividad y Punta

Eugenia.

No obstante, los marcadores neutrales (1,733 SNPs) revelaron dos grupos: 1) Isla
Guadalupe y 2) las localidades costeras, donde se aprecio un gradiente latitudinal
de norte a sur con dos agrupaciones aparentes: a) Isla San Jerénimo, Faro San
José e Isla Cedros y b) San Juanico, La Bocana, Bahia Asuncion, Bahia Tortugas
y las localidades de Isla Natividad y Punta Eugenia que presentaron un alto grado
de mezcla. Por otro lado, mediante los marcadores candidatos a seleccion
(outliers) se delimitaron dos grupos, uno al norte y otro al sur de la costa
occidental de la peninsula de Baja California: 1) Isla San Jeronimo, Faro San José,
Isla Guadalupe, Isla Cedros; 2) Punta Eugenia, Isla Natividad, Bahia Tortugas,

Bahia Asuncién, La Bocana y San Juanico.
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8. DISCUSION

El presente estudio sobre el recurso abulén amarillo (Haliotis corrugata) a lo largo
de la costa occidental de la peninsula de Baja California mostré evidencias de
estructura gendmico poblacional distinta a panmixia. El principal reto fue
incorporar las técnicas de secuenciacion masiva y los marcadores moleculares
SNPs para la identificacion de unidades poblacionales y generar informacion
complementaria a lo reportado previamente para esta pesqueria (Diaz-Viloria et
al., 2009; Munguia-Vega et al., 2015).

8.1 Parametrizacion y obtencion de genotipos

La obtencion de genotipos, derivados de los métodos basados en enzimas de
restriccion como ddRAD-seq para estudios en gendmica poblacional, es un
proceso bioinformético conformado de un conjunto de modulos que requieren de
parametros para generar un ensamble optimo de un set de loci (Paris et al., 2017).
Actualmente, existen varios protocolos y softwares como PyRAD (Eaton, 2014),
AftrRAD (Sovic et al., 2015), TASSEL (Glaubitz et al., 2014) y dDocent (Puritz et
al., 2013) destinados a este proceso. Sin embargo, en el caso del presente estudio
empleamos el software Stacks, ya que es de los mas utilizados recientemente
pues su protocolo permite el procesamiento de datos de especies no modelo
mediante su funcion denovo_map.pl y la realizacion de pruebas a los parametros
de manera sencilla y eficiente en el tiempo de obtencion de dichos genotipos
(Catchen et al., 2013).

A grandes rasgos, uno de los parametros criticos es el que se encarga de
controlar el nivel de disimilitud entre las secuencias (o0 stacks) que forman loci (M),
el cual se determina en el modulo Ustacks en el protocolo de Stacks. Por lo tanto,
las pruebas de parametrizacion se realizaron variando los valores de M para

identificar su valor éptimo, fijando los valores de los parametros m (5) y n (4)
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siguiendo las recomendaciones de Rochette y Catchen (2017) y el ejemplo de
otros estudios (Miller et al., 2016; Rodriguez-Ezpeleta et al., 2016). Sin embargo,
en comparacion con estudios similares (Anexo B; Attard et al., 2017; Benestan et
al., 2015; Catchen et al., 2011; Drinan et al., 2018; Kobayashi et al., 2018; Miller et
al., 2016; Saenz-Agudelo et al., 2015; Tariel et al., 2016; Zhao et al., 2018), donde
los valores de m y n mayormente usados son de 3 y 2 respectivamente, los
valores de ambos parametros utilizados en este estudio son considerados mas

estrictos al permitir menos cantidad de discordancias (Paris et al., 2017).

De esta manera, se determind que el valor Optimo del pardmetro M para
discriminar entre loci fue tres, valor consistente dentro del rango para dicho
parametro (M: 2-4) y que es suficientemente estricto en comparacion con M 2,
utilizado frecuentemente en diversos estudios de genOmica poblacional en
especies marinas. (Anexo B; Combosch y Vollmer, 2015; Diaz-Arce et al., 2016;
Dibattista et al., 2017; Flanagan et al., 2016; Guo et al., 2015; Hale et al., 2013;
Kess et al., 2016; Monal et al., 2016; Paterno et al., 2017; Peng Ren et al., 2016;
Pfeiffer et al.,, 2017; Rodriguez-Ezpeleta et al., 2016; Valenzuela-Mufioz et al.,
2013).

Por ultimo, regularmente se emplean valores de ry p en el rango de 70 % - 80 % y
50 % - 80 % respectivamente (Anexo B; Carreras et al., 2017; Sdenz-Agudelo et
al., 2015; Sandoval-Castillo et al., 2018; Wyngaarden et al., 2017; Zhao et al.,
2018), en este caso los parametros poblacionales empleados para la obtencion de
los genotipos fueron r (80%) y p (90%) muy similar a lo utilizado por Tariel et al.
(2016), que utilizé valores del 100% para ambos parametros consiguiendo un
criterio mas estricto y como resultado una base de genotipos sdlida, es decir,
estos parametros favorecen la presencia del total de loci identificados durante el

proceso en el 80% de los individuos y en el 90% de las localidades muestreadas.
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8.2 Deteccion de marcadores candidatos a seleccion, outliers

El uso de mas de un método de deteccion de outliers, con enfoques analiticos
distintos, es una practica recurrente en los estudios de gendmica poblacional que
permite una evaluacion mas precisa del efecto de la seleccion natural en la
determinacion de adaptaciones locales (Hess et al., 2013; Monal et al., 2015;
Drinan et al., 2018; Mullins et al., 2018).

En este sentido, se utilizaron dos métodos de deteccion de outliers, el primero
identific6 10 marcadores candidatos a seleccion mediante Bayescan (Foll y
Gaggiotti, 2008) y el segundo 32 marcadores por Arlequin v. 3.5 (Excoffier y

Lischer, 2015), de los cuales 10 fueron identificados previamente por Bayescan.

Si bien el método de deteccion de marcadores candidatos a seleccion o outliers
implementado en Bayescan (Foll y Gaggiotti, 2008) ha probado ser de los mas
eficientes en la identificacion de dichos marcadores, asi como en la obtencion de
una menor tasa de falsos positivos (Narum y Hess, 2011), es necesario mencionar
que los resultados de los andlisis de estructuracion poblacional derivados de

ambos métodos fueron consistentes entre si.

Una de las consecuencias del método implementado por Bayescan es la
representacion de los marcadores candidatos a seleccion y que en el caso de este
estudio fue del 0.56% con respecto al total de SNPs. Sin embargo, esta proporcion
de marcadores candidatos a seleccién es comun en estudios previos donde se ha
probado su efectividad en la determinacion de estructura poblacional con
porcentajes en un rango de 0.2% a 5% en especies marinas como la langosta
americana Homarus americanus con 0.2% (Benestan et al., 2016), el copépodo
planténico Centropages typicus con 0.59% (Blanco-Bercial y Bucklin, 2016), un
pez endémico del mar Mediterraneo Symphodus tinca con 0.46% (Carreras et al.,

2017), la almeja Placopecten magellanicus con 1.6% (Wyngaarden et al., 2017) y
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el abuldn Haliotis laevigata con 3.55% (Sandoval-Castillo et al., 2018). Por lo tanto,
el 0.56% obtenido en el presente estudio es un porcentaje valido para identificar y

delimitar grupos con potencial adaptativo apropiadamente en el area de estudio.

8.3 Estructura gendmico-poblacional

En primera instancia, la estructura gendmico-poblacional del abulon amarillo
(Haliotis corrugata) encontrada por el total de marcadores devel6 la presencia de
tres grupos, los cuales fueron consistentes con lo generado por los marcadores
neutrales. De esta manera, se observd un grupo conformado por la localidad de
Isla Guadalupe separado del resto de las localidades costeras donde se
diferenciaron dos grupos a causa de un gradiente latitudinal de norte a sur: los dos
grupos de las localidades costeras se conformaron por las localidades de Isla
Cedros, Faro San José e Isla San Jer6nimo al norte y las localidades de Punta
Eugenia, Isla Natividad, Bahia Tortugas, Bahia Asuncién, La Bocana y San
Juanico al sur de la Peninsula de Baja California. Es necesario resaltar que las
localidades de Isla Natividad y Punta Eugenia presentaron el mayor grado de

mezcla al centro de la peninsula.

Consistentemente, el agrupamiento de la zona sur de la peninsula ya ha sido
reportado previamente en estudios de genética poblacional tanto por Diaz-Viloria
et al. (2009) y Munguia-Vega et al. (2015) para el abul6on amarillo mediante
microsatélites a partir de muestras de las localidades de Isla Cedros, Isla
Natividad, La Bocana, Punta Abreojos y San Juanico. Ademas, ambos estudios
encontraron una separacion de dicho grupo con una localidad del estado de
California, EEUU, dando indicios de la posible existencia de otro agrupamiento en
la region norte de la distribucion de la especie aunque sin una delimitacion
espacial clara debido a la ausencia de muestras provenientes de sitios de la costa
Occidental del estado de Baja California. De manera similar, dicha separacién

adjudicada a un efecto de aislamiento por distancia se asemeja a la diferenciacion
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encontrada entre Isla Guadalupe con el resto de las localidades en el presente
trabajo. Aunque la prueba de Mantel no haya sido significativa, los analisis de Fs;,
de Componentes Principales Discriminante (ADCP), de clusters (Structure) y la
diferencia significativa de diversidad (He) entre Isla Guadalupe y las localidades
costeras proporcionan suficiente informacion para proponer que el aislamiento
genético entre Isla Guadalupe y el resto de las localidades costeras de la

Peninsula de Baja California se debe a la distancia que existe entre ellas.

Adicionalmente, Munguia-Vega et al. (2015) encontré evidencia de un nivel de
aislamiento genético bajo entre la localidad de Isla Cedros con respecto a las
localidades de Isla Natividad, La Bocana y Punta Abreojos. Esta evidencia es
respaldada por el presente estudio a partir del gradiente latitudinal encontrado y
que se acentua al limite entre Isla Cedros y las localidades de Punta Eugenia e
Isla Natividad, mostrando la presencia de dos grupos en la Peninsula de Baja

California.

La conformacién de dos grupos espacialmente extensos podria obedecer a la alta
conectividad al interior de cada uno de ellos y la diferenciacién asociada al
gradiente latitudinal podria ser efecto de la dispersion larval resultante de los
patrones de corrientes marinas de larga distancia como se ha observado en otras
especies de abulones (Miyake et al., 2010, 2017; Park et al., 2012).
Particularmente, la temporada reproductiva del abulon amarillo presenta su mayor
actividad en verano y otofio en la region norte (Tutschulte y Connell, 1981),
coincidiendo con la temporada de mayor influencia de la Corriente de California en
el area de la costa Occidental de la Peninsula de Baja California y generando
dicho gradiente latitudinal con sentido de norte a sur para dar lugar a la
conformacion del grupo norte, mientras que la accién de la contracorriente del
Sistema de la Corriente de California y las masas de agua de la corriente Nor-

Ecuatorial que se observan principalmente durante el otofio e invierno explicarian
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el agrupamiento de las muestras pertenecientes a las localidades de la region sur
de la peninsula (Durazo et al., 2015; Lynn y Simpson, 1987).

En este sentido, los resultados obtenidos en el actual estudio respaldan lo
sugerido por Munguia-Vega et al. (2015) en cuanto a que el limite entre los grupos
norte y sur se encuentra en el canal presente entre Isla Cedros e Isla Natividad,
gue es la zona donde convergen ambos sistemas de corrientes y donde influyen la
peninsula de El Vizcaino y giros Eddy (Lynn y Simpson, 1987), asi como la
presencia del Centro de Actividad Biologia de Punta Eugenia (Lluch-Belda et al.,

2000), estableciendo una frontera oceanografica entre ambos grupos.

Ademas, es necesario sefialar que para el caso del grupo de la region sur de la
peninsula los patrones de la contracorriente del Sistema de California y la
corriente Nor-Ecuatoral empatan con la época reproductiva y de desove descritas
para el abulén amarillo entre los meses de Agosto y Noviembre (Ortiz-Quintanilla
et al., 1990). Aunado a esto, se tiene registrado que la duracion del desarrollo de
la larva trocofora varia entre los 3y 17 dias, mismos que pasa en suspension en la
columna de agua y expuesta a las corrientes marinas hasta asentarse en el fondo
(Leighton, 1974), lo que explicaria la alta conectividad registrada también por
Munguia-Vega et al. (2015) y Diaz-Viloria et al. (2009), asi como para el abulén
azul por Gutiérrez-Gonzalez et al. (2007), con el que comparte ésta area de

distribucion.

Ahora bien, en cuanto a la estructura gendmico poblacional generada a partir de
marcadores moleculares candidatos a seleccion se delimitaron dos grupos
especificos, uno al norte conformado por las localidades de Isla San Jerénimo, Isla
Guadalupe, Faro San José e Isla Cedros, y otro al sur constituido por las
localidades de Punta Eugenia, Isla Natividad, Bahia Tortugas, Bahia Asuncion, La

Bocana y San Juanico. La Unica diferencia entre la estructura obtenida a partir de
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marcadores neutrales y marcadores candidatos a seleccion es la incorporacion de

Isla Guadalupe al grupo norte.

El limite geogréafico entre ambos grupos especificos no solo es consistente con lo
encontrado por los marcadores neutrales, también coinciden con las
caractéristicas ambientales predominantes en sus zonas de distribucién. De
acuerdo con los resultados obtenidos por Durazo (2015), se distinguen dos
provincias o regiones a lo largo de la costa Occidental de la Peninsula de Baja
California: una al norte y otra al sur de Punta Eugenia. En primer lugar, la regiéon
norte presenta temperaturas frias y baja salinidad predominantemente a lo largo
del afio como resultado de la constante influencia de la Corriente de California. En
contraste, la regidbn sur presenta variaciones climaticas definidas en dos
temporadas: una fria en concordancia con la region norte durante invierno y
primavera y otra célida durante el verano y otofio, ocasionada por la influencia de
masas de agua tropicales y subtropicales provenientes de la Corriente Nor-
Ecuatorial. Ademds, al interior de la region sur se presenta, tanto una
contracorriente como el Centro de Actividad Biolégica en la zona del Golfo de
Ulloa (Lluch-Belda et al., 2000), que mantiene una dindmica de corrientes costeras
constante, pero mas intensa durante el otofio y favorece la prevalencia de
temperaturas mas calidas que las aguas del norte durante todas las estaciones del

afio excepto primavera.

Las diferencias en la temperatura y otras condiciones ambientales como la
salinidad podrian verse reflejadas en la formacién de estos grupos especificos,
pues se ha observado que juegan un papel importante para los abulones durante
su desarrollo (Leigthon, 1974) y procesos fisiol6gicos (Medina-Romo et al., 2010).
Algunos ejemplos que respaldarian estos resultados son los estudios en gendémica
poblacional realizados por De Wit y Palumbi (2013) y Sandoval-Castillo et al.
(2018), quienes registraron la influencia de dichos factores ambientales en el

abulén rojo (Haliotis rufescens) en California y en el abulén de Australia (Haliotis
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laevigata), respectivamente. En el caso de estudio del abuldn rojo se observé una
ligera diferenciacion entre la parte norte del estado de California y Bahia Monterey
relacionada a la seleccion de loci involucrados en procesos de biomineralizacion,
resistencia a la hipoxia, respuesta a temperaturas calidas y a patégenos, mientras
que en el caso del abulén de Australia se registré una delimitacién de cinco grupos
especificos mas clara con base en loci involucrados en una respuesta metabolica

relacionada a altas temperaturas y bajas concentraciones de oxigeno.

Los grupos especificos con potencial adaptativo delimitados por caracteristicas
oceanogréficas y posiblemente relacionados con la temperatura y/o salinidad a lo
largo de un gradiente latitudinal es un patron consistente observado en otras
especies marinas a lo largo del mundo, principalmente para peces, tales como, los
casos expuestos por Bradbury et al. (2010) con el bacalao, Limborg et al. (2012)
con el arenque (Clupea harengus), Milano et al. (2014) con la merluza (Merluccius
merluccius), Guo et al. (2015) con el pez Gasterosteus aculeatus, y Benestan et
al. (2015; 2016) para la langosta americana (Homarus americanus), entre otros.

No obstante, el presente estudio se limita a la identificacion de estructura

poblacional, por lo que la asociacién genoma-ambiente se propone a futuro.

8.4 Implicaciones en la administracion del recurso abul6n amarillo

La estructura gendémico poblacional neutral y los grupos con pontencial adaptativo
identificados en el presente trabajo mostraron una discordancia con las areas
administrativas dispuestas para el manejo del recurso marino abul6n amarillo en la

costa Occidental de la Peninsula de Baja California.

En primer lugar, la estructura genémico poblacional neutral indica la presencia de
dos grupos dentro del area administrativa |, la cual se extiende desde Isla

Coronados hasta Isla Cedros: uno de los grupos corresponde a la localidad de Isla
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Guadalupe y el otro a las localidades de Isla San Jer6nimo, Faro San José e Isla
Cedros, constituyendo el grupo norte. Por otra parte, el grupo del sur, que se
compone de las localidades de Punta Eugenia, Isla Natividad, Bahia Tortugas,
Bahia Asuncion, La Bocana y San Juanico, abarca las areas administrativas Il, lll y

IV (Prince y Guzman del Préo, 1993; Ramade-Villanueva et al., 1998).

De acuerdo con Ying et al. (2011), el panorama actual de la estructura poblacional
neutral expondria dos problematicas. En primer lugar, el desconocimiento de la
presencia de dos poblaciones al interior del area administrativa |, a) Isla
Guadalupe y b) Isla San Jer6nimo, Faro San José e Isla Cedros, ocasionaria que,
tanto abundancias como la productividad de cada poblacion y sus respectivas
fluctuaciones fueran descritas de manera inexacta, y se dificultaaria el tratar de
identificar poblaciones vulnerables. Por otra parte, se desconocia que las
localidades pertececientes a cada una de las areas administrativas II, 1l y IV
conforman solo una porcion de una poblacibn mayor, esta nueva informacién
podria tomarse en cuenta para futuras evaluaciones de la dindmica poblacional.
Ambos tipos de probleméticas han sido previamente observadas y reportadas por
Mullins et al. (2018) para el atan de aleta amarilla (Thunnus albacares) en costas
de Sudéfrica y generaron informacién suficiente para determinar que la
imprecision espacial de las areas administrativas con respecto a la estructura
poblacional conocida para dicho recurso debia ser modificada para atender de
manera especifica las necesidades de dos agrupamientos: uno correspondiente a
las costas de Sudafrica del Atlantico y otro perteneciente al Océano indico que

anteriormente eran considerados como una sola unidad de manejo.

En cuanto a los grupos especificos con potencial adaptativo, obtenidos a partir de
los marcadores candiadatos a seleccion, se determind que el grupo del norte
constituido por las localidades de Isla Guadalupe, Isla San Jer6nimo, Faro San
José e lIsla Cedros coincide con el area administrativa |, pero el grupo sur

conformado por las localidades de Punta Eugenia, Isla Natividad, Bahia Tortugas,
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Bahia Asuncion, La Bocana y San Juanico, ocupa una extensién espacial que
corresponde a las areas administrativas Il, Ill y IV (Prince y Guzman del Préo,
1993; Ramade-Villanueva et al., 1998). Por su parte, Sandoval-Castillo et al.
(2018) sentaron un precedente en términos de manejo al ser un estudio
considerado para la implementacion de politicas de manejo del abulon Haliotis
laevigata en Australia bajo un programa especifico denominado "Plan de Manejo
Genético", que entre otras medidas propone el monitoreo y mantenimiento de los
grupos con potencial adaptativo con el fin de conservar y aprovechar el recurso
para acuicultura y repoblamiento. De esta manera, medidas similares podrian
implementarse para el manejo del abulén amarillo gracias a la delimitacion de los
grupos genéticos con potencial adaptativo en la costa Occidental de Baja
California, fortaleciendo principalmente las actividades de monitoreo vy
repoblamiento para favorecer la tendencia a la recuperacion de los stocks del

recurso.

En este sentido, el presente estudio generd informacion que se suma a lo
observado anteriormente por Diaz-Viloria et al. (2009) y Munguia-Vega et al.
(2015), aportando evidencias de una estructuracion neutral asociada a un
gradiente latitudinal posiblemente influenciado por efecto de las corrientes marinas
y dos grupos con adaptaciones locales potenciales resultantes del ciclo de vida del
abulén amarillo y la influencia de la variacion de factores ambientales como la
temperatura, derivando en unidades bioldgicas que no coincidieron con las areas
administrativas. Con esta informacién es posible replantear estrategias de manejo
enfocadas a la modificacion espacial de las areas administrativas, asi como la
inclusion de los grupos con potencial adaptativo dentro de la regulacién vigente
con el objetivo de un mejor aprovechamiento del recurso en la costa Occidental de

la Peninsula de Baja California.
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Finalmente, dar continuidad a este tipo de estudios al incorporar una mayor
cantidad de localidades de muestreo con el fin de tener mayor representacion
espacio-temporal e incluir al analisis informacion ambiental para profundizar en
temas de paisaje genémico marino relacionado con la estructuracién poblacional
permitir evaluar la respuesta del abulon amarillo a presiones selectivas del mismo
modo que se ha oservado en otros estudios realizados en el mundo, como es el
caso de Therkildsen et al. (2013) con el bacalao del Atlantico (Gadus morhua),
quienes a pesar de un declive en la pesqueria de este recurso encontraron
agrupaciones con potencial adaptativo que responden de manera independiente y
rapidamente a cambios de presion selectiva, influyendo directamente en modelos

predictivos para su manejo.
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9. CONCLUSIONES

e Se determind que la estructura gendmico poblacional en la costa Occidental
de la Peninsula de Baja California del abulon amarillo (H. corrugata) es
distinta de panmixia por medio de marcadores moleculares tipo SNPs.

e La estructura genémico poblacional neutral develd la presencia de dos
poblaciones claramente definidas: una correspondiente a la localidad de Isla
Guadalupe y otra constituida por el resto de localidades de la Peninsula de
Baja California (PBC). Las localidades costeras de la PBC se encuentran
divididas mediante un gradiente latitudinal en una poblacion nortefia
constituida por las localidades de Isla San Jer6nimo, Faro San José e Isla
Cedros y otra surefia compuesta por las localidades de Punta Eugenia, Isla
Natividad, Bahia Tortugas, Bahia Asuncion, La Bocana y San Juanico.

e EIl analisis de aislamiento por distancia no fue significativo a pesar de
encontrar un gradiente latitudinal de diferenciacion poblacional con
marcadores moleculares neutrales.

e Se determinaron dos grupos especificos con potencial adaptativo mediante
marcadores moleculares candidatos a seleccion en la costa Occidental de
la Peninsula de Baja California: uno al norte constituido por las localidades
de Isla San Jerénimo, Isla Guadalupe, Faro San José e Isla Cedros y otro al
sur conformado por las localdiades de Punta Eugenia, Isla Natividad, Bahia
Tortugas, Bahia Asuncién, La Bocana y San Juanico.

e La frontera geografica entre los grupos del norte y sur identificados tanto
por marcadores moleculares neutrales como candidatos a seleccion se
localizé entre las localidades de Isla Cedros e Isla Natividad a nivel de la

zona de Punta Eugenia.
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Anexo A. Secuencias de Adaptadores tipo Index (Peterson et al., 2012), en
negritas se muestran los utilizados en el presente estudio.

Nombre Identificador Secuencia
PCR1 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-
TCTTTCCCTACACGACG

PCR2_ldx_1_ATCACG
PCR2_ldx_2_CGATGT
PCR2_ldx_3_TTAGGC
PCR2_ldx_4_TGACCA
PCR2_ldx_5_ACAGTG
PCR2_ldx_6_GCCAAT
PCR2_ldx_7_CAGATC
PCR2_ldx_8_ACTTGA
PCR2_ldx_9_GATCAG
PCR2_ldx_10_TAGCTT
PCR2_ldx_11_GGCTAC

PCR2_ldx_12_CTTGTA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGA-
TGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATC-
GGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAA-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCA-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTG-
TGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCG-
TGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGT-
GACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGT-
GACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGT-
GACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGT-
GACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGT-
GACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTG-
ACTGGAGTTCAGACGTGTGC
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Anexo B. Recopilacion y comparativo bibliograficos de parametros utilizados en
ensamblaje de novo en Ustacks.

Antecedentes Software M m n Sujeto de Estudio
Attard et al., 2017 Stacks 2 2 4 Macquaria ambigua
Benestan et al., 2015 Stacks 2 3 HO”?af“S
americanus
Blanco-Bercial y Bucklin, 2016 Stacks 2 3 3 Centrqpages
typicus
Carreras et al., 2017 TASSEL 1 5 Symphodus tinca
Catchen et al., 2011 Stacks 2 3 2 -
Combosch y Vollmer, 2015 Stacks 2 5 3 Pocillopora sp.
Diaz-Arce et al., 2016 Stacks 2 5 4 Thunnus sp
Dibattista et al., 2017 Stacks 3 4 2 Chaeyodon
austriacus
Drinan et al., 2018 Stacks 2 3 3 Gadus
macrocephalus
Flanagan et al., 2016 Stacks 2 4 Syngnathus scovelli
Guo et al., 2015 BWA 2 ,  Gasterosteus
aculeatus
Hale et al., 2013 Novocraft 5 Oncorhynchus
mykiss
Kess et al., 2016 Velvet 15 Littorina saxatilis
Kobayashi et al., 2018 Stacks 2 3 1 Sargassu_m
thunbergii
Miller et al., 2016 Stacks 3/7 3 0/3 Haliotis rubra
Monal et al., 2016 Stacks 2 2 4 P'”Ct?‘.da
margaritifera
Paterno et al., 2017 Stacks 4 15 4 Para_c_entrotus
lividus
Peng Ren et al., 2016 Stacks 2 10 2 Haliotis diversicolor
Pfeiffer et al., 2017 pyRAD 2 10 4 Macquaria ambigua
;Qcc))félguez-Ezpeleta etal, Stacks 2/4 5 3/6 Scomber scombrus
Saenz-Agudelo et al., 2015 Stacks 2 3 2 Amphlprlo_n
omanensis
Sandoval-Castillo et al., 2018 Stacks 8 5 Haliotis laevigata
Tariel et al., 2016 Stacks 3 3 7 Holacanthus sp
Valenzuela-Mufioz et al., 2013 G.Workbench 2 8 Haliotis rufescens
Wyngaarden et al., 2017 Stacks 4 5 Placopec_ten
magellanicus
Zhao et al., 2018 Stacks 2 3 3 Lateolabrax

maculatus




