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Resumen

El adecuado manejo pesquero depende, en gran medida, de la correcta
identificacion de los stocks pesqueros. La delimitacibn de estos grupos nos
permite evaluar sus dinamicas particulares con diferentes respuestas a la presion
pesquera y/o ambiental; por lo que su delimitacion espacial debe ser primordial en
la gestion de los recursos pesqueros. La gendmica poblacional permite definir
stocks poblacionales con mayor precisidon debido al elevado numero de loci
analizados. El camaron azul (Litopenaeus stylirostris) es el recurso pesquero que
representa la mayor fuente de ingresos econdémicos de la pesqueria artesanal de
los estados de Baja California Sur, Sonora y Sinaloa, reportando un estatus de
aprovechamiento al maximo sostenible. Sin embargo, adn no se cuenta con un
plan de manejo debido a la falta de delimitacion espacial de potenciales stocks en
la region. El objetivo de este trabajo fue identificar los stocks poblacionales de L.
stylirostris en la costa noroeste de México. Para ello, se colectaron 330 individuos
adultos de la pesca artesanal de 10 localidades del Golfo de California y una
localidad del océano Pacifico. Se analizaron 755 loci polimorfismos de una sola
base (SNPs, por sus siglas en inglés) mediante la técnica de secuenciacién del
ADN asociado a sitios de restriccion de doble digestion (ddRAD-seq, por sus
siglas en inglés). Del total de SNPs, 691 fueron identificados como loci neutrales y
6 como loci outliers. Los resultados de estructura poblacional mostraron para
ambos grupos de loci, dos grupos poblacionales: uno integrado por la localidad de
Bahia San Jorge (localidad del Alto Golfo de California) y el segundo integrado por
el resto de las localidades desde Bahia de Kino (Sonora) hasta Altata (Sinaloa) por
la parte continental y Puerto San Carlos (B.C.S.), lo cual difiere de las zonas
administrativas actuales del recurso. Aunado al patrén de estructura, se observé
un patron de aislamiento por distancia significativo en marcadores neutrales. Estos
patrones de estructura y flujo genético podria estar asociados a las corrientes
oceanogréficas, las cuales actian como barreras geograficas y/o dispersion
larvaria. Finalmente, no se encontré una asociacibn-genoma ambiente ni
homologia asociada a funciones bioldgicas para los 6 loci outliers.

Palabras clave: SNPs, gendémica poblacional, ddRAD-seq, stocks poblacionales,
Litopenaeus stylirostris.
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Summary

The suitable fisheries management depends on the correct identification of
fisheries stocks. Delimitation of these groups enable to assess the particular
population dynamics of each group, which presents different responses to fishery
and/or environmental conditions. Therefore, the correct spatial delimitation should
be essential in the management of fishery resources. Population genomics allows
the accurate definition of population structure (stocks) using a high number of
polymorphic loci. The blue shrimp (Litopenaeus stylirostris) fishery represents the
largest source of income of the artisanal fishery in Baja California Sur, Sonora and
Sinaloa, reporting a status of maximum sustainable yield. However, the fishery has
not a management plan and lacks of knowledge about stocks composition in the
region. The goal was identify the population stocks of L. stylirostris on the
northwest coast of Mexico. A total of 330 adult individuals were collected from
artisanal fishery, from 10 locations in the Gulf of California and a Pacific Ocean
location. A total of 755 single nucleotide polymorphisms (SNPs) loci were obtained
by DNA sequencing technique of double digest restriction-site associated DNA
(ddRAD-seq). 691 SNPs were identified as neutral loci and 6 as outlier loci.
Results of population structure showed two population groups using neutral and
outlier loci: one located in San Jorge Bay (the Upper Gulf of California), and the
second located from Bahia de Kino (Sonora) to Altata (Sinaloa), including Puerto
San Carlos (BCS) in the mainland. These results differ from the current
administrative areas of the blue shrimp. In addition, isolation by distance pattern
was observed with neutral markers. The structure and gene glow patterns might be
related with the oceanographic currents, which acting as geographical barriers
and/or mechanisms of larval dispersion. Finally, no genome-environment
association or homology associated with biological functions were found with the 6
outlier loci.

keywords: SNPs, population genomics, ddRAD-seq, population stocks,
Litopenaeus stylirostris.
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1. INTRODUCCION

La pesca es una actividad econ6mica que genera altos ingresos en muchos
paises, generando millones de empleos, ademas, sus productos son fuente de
alimento nutritiva en proteina para el ser humano (Hoare y Beaumont, 2003). Sin
embargo, muchos de los productos son especies explotadas sin previo
conocimiento de sus poblaciones, lo que es ideal para un manejo sustentable. Uno
de los atributos poblacionales que permiten un mejor manejo pesquero es la

delimitacién de stocks pesqueros.

La gendmica de poblaciones tiene como objetivo estudiar la diversidad gendmica
en un espacio y tiempo determinado mediante el uso de un elevado numero de
marcadores moleculares, permitiendo asi distinguir aquellos efectos a nivel de
amplitud del genoma (deriva genética) de aquellos que son locus especificos
(seleccion natural) y, por lo tanto, poder realizar inferencias sobre procesos
demograficos y posibles adaptaciones locales (Nielsen et al., 2009).
Recientemente, han incrementado los estudios gendémicos a nivel mundial que
incorporan la variacibn ambiental y loci candidatos a seleccion, permitiendo
evaluar el efecto de la adaptacion local en poblaciones con elevado flujo genético
o inclusive en casos de panmixia (Benestan et al., 2015; Bradbury et al., 2013; do-
Prado et al., 2018; Mullins et al., 2018; Sandoval-Castillo et al., 2018; Wyngaarden
et al., 2016). A su vez estos estudios han permitido definir con mayor precision los
stocks poblacionales para la elaboraciéon de planes de manejo adecuados en

especies de importancia comercial.

El camardn es un recurso pesquero que involucra varias especies de diferentes
familias de Penaeidos, las mas importantes desde el punto de vista comercial son;
el camaron café (Farfantepenaeus californiensis), camaron blanco (Litopenaeus

vannamei), y camardn azul (Litopenaeus stylirostris). Estas especies son el



recurso pesquero mas explotado a nivel nacional, siendo la pesqueria de mayor
remuneracion econdmica, generando asi una importante fuente de empleos. El
camardn se encuentra posicionado en el cuarto lugar de la produccion pesquera
en México (mas de 70,000 toneladas anuales), es el primero en recaudacion
econOmica con aproximadamente $7,541,403 (miles de pesos, M.N.) solo para el
2013 (CONAPESCA, 2014). El presente trabajo se enfocara en el camaron azul

L. stylirostris (Stimpson, 1871) (Orden: Decapoda, Familia: Penaeidae).

El camardn azul (Litopenaeus stylirostris) se distribuye desde Punta Abreojos,
Baja California, México, hasta Tumbes, Perd, incluyendo el Golfo de California
(Lluch-Belda et al., 2000). En México, la mayor abundancia del camaron azul se
encuentra en el Golfo de California (GC), el cual, es un mar que se conecta con el
océano Pacifico por una desembocadura de alrededor de 300 km, rodeado por los
estados de Sonora, Sinaloa y la peninsula de Baja California. Esta especie es la
segunda méas importante en generar ingresos en la pesqueria de altamar en los
estados de Sonora y Sinaloa, y es la primera en la pesca artesanal caracterizada
por llevarse a cabo en bahias (INAPESCA, 2012).

Los estudios de estructura genética poblacional en camardn azul silvestre, en el
GC, son escasos Yy solo evaltan la estructura neutral con un niamero limitado de
marcadores. Estos estudios han obtenido resultados discrepantes dependiendo
del marcador utilizado, algunos apuntan a la presencia de mas de un grupo
genético (RAPDs, Aubert y Lightner, 2000; Aloenzimas, De la Rosa-Vélez et al.,
2000) o incluso panmixia (ADNmt, Mora-Martinez, 2017). La finalidad del presente
estudio es determinar las fronteras espaciales de los stocks poblacionales del
camarén azul incorporando datos de marcadores neutrales, asi como de
variabilidad genética adaptativa, aportando mayor conocimiento que pueda servir

de apoyo para planes de manejo y conservacion de la especie.



2. ANTECEDENTES

2.1 Genodmica poblacional

La genomica de poblaciones es un area de estudio relativamente nueva que ha
traido consigo una nueva manera de estudiar la genética de poblaciones. Esta
area de estudio incorpora técnicas de secuenciacion masiva que permiten utilizar
un namero elevado de marcadores moleculares con la finalidad de profundizar en
los patrones ecoldgico-evolutivos de las especies (Luikart et al., 2003). Una de las
grandes ventajas es que no se limita a organismos modelo, sino posibilita su
aplicacion en organismos no-modelo con escaso 0 nulo conocimiento de su
genoma. Anteriormente, los estudios genético-poblacionales se limitaban a la
investigacion de procesos demogréficos, es decir, aquellos efectos a nivel de
amplitud del genoma (deriva genética y flujo génico). No obstante, el aumento en
el numero de loci permite la deteccion de efectos locus especificos (seleccion
natural) y su relacidn a la respuesta a procesos ambientales, permitiendo realizar
inferencias sobre posibles adaptaciones locales (Black et al., 2001; Nielsen et al.,
2009; Primmer, 2009).

Al igual que en la genética de poblaciones, en gendmica es posible detectar
diferentes patrones de estructura gendmica poblacional. Los patrones de
estructura poblacional son moldeados por factores demograficos, geograficos o
ambientales, dentro de estos patrones se puede encontrar panmixia que se refiere
a homogeneidad genética (Selkoe et al., 2016). Aislamiento por distancia (IBD por
sus siglas en Inglés) (Wright, 1946) y aislamiento por ambiente (IBE por sus siglas
en Inglés) son patrones que se refieren a la variacion del flujo génico en funcién de
la distancia geogréfica y de la heterogeneidad ambiental respectivamente (Wang y
Bradburd, 2014). El modelo de Metapoblacion sugiere una estructura en forma de
parches, los cuales estan conectadas entre si en diferente magnitud y sentido

(Sale et al., 2006). Por ultimo, el patron de parcheo genético cadtico se utiliza



cuando no se encuentra un patron coherente o ninguno de los tipos de estructura
anterior (Selkoe et al., 2010). El objetivo de la gendmica poblacional es elucidar

este tipo de patrones en la naturaleza y las posibles fuerzas que los moldean.

2.1.1 Polimorfismos de una sola base (SNPs) y técnica de Secuenciacién
Asociada a Sitios de Restriccién con Doble Digestién (dd-RADseq)

El marcador molecular que utilizan las técnicas de secuenciacion masiva es del
tipo polimorfismos de una sola base o SNPs por sus siglas en Inglés (Single
Nucleotide Polymorphism). Los SNPs son cambios puntuales de bases
nucleotidicas en diferente loci, estos marcadores presentan ventajas al utilizarse
para evaluar la estructura genética poblacional debido a que: 1) tienen mejor
resolucion que otros marcadores como microsatélites, 2) presentan una menor
tasa de mutacién, y 3) se pueden obtener miles y millones de ellos a lo largo de
todo el genoma, tanto en regiones codificantes como no codificantes (De Wit y
Palumbi, 2013).

Existen diversas metodologias que permiten la identificacion de SNPs, una de
ellas es el Secuenciado de ADN Asociado a Sitios de restriccion o RAD-seq por
sus siglas en Inglés (Restriction site Associated DNA sequencing), las cuales, han
tomado gran importancia en los ultimos afios debido a la relacion costo-beneficio y
a que no se requiere un genoma de referencia (organismos no modelo) (Da
Fonseca et al., 2016). Una de las derivaciones de la técnica RAD-Seq es la
Secuenciacion del ADN de Doble Digestion Asociada a Sitio de Restriccion o
ddRAD por sus siglas en Inglés (double-digest Restriction site-Asociated DNA
sequencing), en la cual se utilizan dos enzimas de restriccion, una de corte
frecuente y una de corte menos frecuente para reducir la complejidad del genoma
generando fragmentos de ADN al azar. Estos fragmentos son secuenciados en
diversas plataformas de secuenciacion masiva, para posteriormente realizar el
descubrimiento y obtencion de genotipos de miles o decenas de miles de SNPs en

un gran namero de individuos en un solo paso (Petterson et al., 2012).



Esta versatilidad ha permitido el empleo de esta técnica en una gran diversidad de
taxa incluyendo especies no modelo como peces (Attard et al., 2018; Dibattista et
al., 2017; Hale et al., 2013; Saenz-Agudelo et al., 2015), mamiferos (Adenyo et al.,
2016; Lah et al., 2016); aves (DaCosta y Sorenson, 2015; Lavretsky et al., 2016),
reptiles (Leaché et al., 2015), y plantas (Yang et al., 2016; Guo et al., 2018),
ademas ha sido empleada para responder una amplia diversidad de preguntas
evolutivas, como estructura poblacional (Lal et al., 2016), filogenia (DaCosta y
Sorenson, 2015; Leaché et al., 2015), hibridacién (Capblancq et al., 2015;
Saarman y Pogson, 2015), y mapeo genético (Kai et al., 2014) solo por mencionar

algunos.

2.1.2 GenoOmica poblacional en recursos pesqueros

La deteccion de los patrones de estructuracion en organismos marinos es un reto
debido a la falta de barreras al flujo genético (Palumbi, 1994), sin embargo, el uso
de la gendmica ha ayudado a detectar inclusive niveles sutiles de divergencia
poblacional en poblaciones que previamente se creian panmicticas (Nielsen et al.,
2009). Lo anterior ha tenido gran impacto en el estudio y manejo de especies de
importancia pesquera. Una de las principales aplicaciones es la delimitacion de
stocks, los cuales se definen como unidades biologicas fundamentales sobre la
cual se realiza un manejo (Booke, 1981).

A nivel de administraciéon de recursos pesqueros se ha detectado una falta de
correspondencia espacial entre las unidades bioldgicas y las unidades
administrativas de manejo (Reiss et al., 2009); tal es el caso de la langosta
americana (Homarus americanus, Benestan et al., 2015), el atan aleta amarilla
(Thunnus albacares, Mullins et al., 2018), el bacalao del Atlantico (Gadus morhua,
Bradbury et al., 2010), Arenque (Clupea harengus, Guo et al., 2016) ostra

(Pinctada margaritifera, Lal et al., 2016), bacalao del Pacifico (Gadus



macrocephalus, Drinan et al., 2018) y la merluza (Merluccius merluccius, Milano et
al., 2014). Ademas, el empleo de marcadores outliers ha cobrado relevancia, ya
que permiten la identificacién de grupos con adaptaciones locales asociadas a la
heterogeneidad ambiental. El entendimiento de la amalgama de poblaciones y
grupos con adaptaciones locales (biocomplejidad) brinda la oportunidad de
mantener la capacidad de resiliencia del sistema (Hilborn et al., 2003). Por lo
tanto, la gestion de las pesquerias deberia incluir el conocimiento tanto de las
unidades poblacionales como los grupos con adaptaciéon local. Actualmente se
esta incorporando este enfoque en diversos recursos alrededor del mundo como
es el caso de la langosta americana (Homarus americanus, Benestan et al., 2016),
en abulon verde (Haliotis laevigata, Sandoval-Castillo et al., 2018), bacalao del
Atlantico (Gadus morhua, Bradbury et al., 2013), Arenque (C. harengus, Limborg
et al., 2012), almeja (Placopecten magellanicus, Wyngaarden et al., 2016), lubina
(Lateolabrax maculatus, Zhao et al., 2018) y la merluza (Merluccius merluccius,
Milano et al., 2014). El problema de explotar un recurso sin tener conocimiento
real de la delimitacion bioldgica de los stocks, asi como no considerar toda la
variacion biolégica que se tiene puede resultar en la perdida de diversidad
genética y potencial adaptativo, y en casos extremos puede producir efectos
negativos en el potencial de reclutamiento y por lo tanto una disminucion en la
productividad del recurso (Hilborn et al., 2003; Mullins et al., 2018).

Por mencionar algunos ejemplos, en la langosta americana (Homarus
americanus), un recurso de alto valor comercial, se encontré una discrepancia
entre las areas administrativas establecidas, con los patrones de estructura
genética encontrados (diferencias entre la region el norte regién fria y al sur en
temperaturas calidas) en su rango de distribucion, en el Océano Atlantico,
demostrando que el uso de un gran nimero de marcadores mejora la delimitacion
en la estructura poblacional a una menor escala aun cuando la especie presenta
un alto flujo génico (Benestan et al., 2015). De igual manera, en el atin aleta

amarilla (Thunnus albacares) de Sudafrica mostré una discrepancia entre las



unidades bioldgicas y las unidades de manejo establecidas previamente. Los
patrones de estructura genética mostraron dos grupos genéticos distintos, uno
perteneciente al océano Atlantico y otro al océano Indico, los cuales no
concuerdan con las unidades establecidas para su manejo, sugiriendo nuevas

medidas de manejo (Mullins et al., 2018).

Los estudios gendmicos también coadyuvan a comprender como los factores
ambientales promueven las adaptaciones locales en poblaciones naturales y
ayuda a una mejor comprension de los efectos futuros del cambio climatico sobre
recursos de importancia pesquera (Valenzuela-Quifionez, 2016), por ejemplo, en
el bacalao (Gadus morhua) mediante el uso de SNPs mostraron cambios
temporales durante un periodo de estudio de 80 afios, dicho cambios fueron de
loci outliers asociados a la temperatura (Therkildsen et al., 2013). En el abulén
verde (Haliotis laevigata), en la costa suroeste de Australia, mostr6 5 grupos de
organismos genéticamente diferentes asociados a 5 regiones, con una variacion
adaptativa asociada a la concentracibn de oxigeno y la temperatura minima
superficial del mar (Sandoval-Castillo et al., 2018). De igual manera, el rodaballo
(Scophthalmus maximus) en muestras del Océano Atlantico y mar Mediterraneo
mostro 4 grupos geneéticamente distintos con una asociacion a salinidad y
temperatura superficial del mar que no estaba reportada anteriormente para la
especie (do Prado et al., 2018). Las evidencias indican que la diversidad
adaptativa es moldeada por el ambiente no solamente a nivel individual sino que
esta presion selectiva se puede observar en multiples especies con patrones de
coincidentes de divergencia adaptativa en regiones de transicion ambiental donde
la temperatura es el factor preponderante (Stanley et al., 2018; Teske et al., 2019).
En este sentido, los estudios gendmicos no solo aportan a identificar de manera
precisa discrepancias entre unidades biologicas y de manejo, sino también a
entender los factores que moldean los patrones de estructuracién neutral y

adaptativo en el medio marino.



Otro reto importante en la gestidn pesquera es la pesca ilegal ya que contribuye a
la sobreexplotacion de los recursos, los métodos tradicionales para evaluar la
variacion genética como ADNmt o microsatélites han dado una resolucion limitada
en la identificacién la region de origen de organismos capturados (Trazabilidad) en
comparacion al uso de la gendmica que ha reportado un eficacia mayor al 90% en
asignaciones de origen (ejemplos: Scophthalmus maximus, do Prado et al., 2018;
Oncorhynchus mykiss, Hale et al., 2013; Gadus morhua, Clupea harengus,
Solea Solea, Merluccius merluccius, Nielsen et al., 2012) ya que aumenta el poder
de asignaciéon a una escala mas fina (Valenzuela-Quifionez, 2016). Por lo tanto, la
incorporacion de estos nuevos estudios brindara una herramienta para combatir la

pesca ilegal y un correcto etiquetado de recursos pesqueros.

2.2  Sujeto de estudio (Litopenaues stylirostris)

2.2.1 Biologia

El camar6n azul se distribuye desde Punta Abreojos, B.C.S. México (abarcando
todo el GC), hasta Tumbes, Peru, presentando una distribucion discontinua a lo
largo del litoral (Lluch-Belda et al., 2000). Esta es la segunda especie de mayor
abundancia en lagunas, estuarios y bahias del norte y centro del GC; presenta una
disminucion en su densidad desde el sur de Mazatlan hasta la frontera con
Guatemala (Rodriguez de la Cruz, 1981). L. stylirostris se ha relacionado con el
tipo de sustrato, ya que tiene afinidad por fondos blandos como fango-arenosos,
su temperatura 6ptima de crecimiento es de 28 °C, pero tolera temperaturas de
entre 23 °C — 30 °C, teniendo consecuencias letales por arriba de los 33 °C y
debajo de los 5 °C. La salinidad no se considera como un factor limitante en su

distribucion ya que son organismos eurihalinos (Rodriguez de la Cruz, 1981).



El ciclo de vida de L. stylirostris abarca 2 afos, se da en tres etapas y cada etapa
tiene una distribucion especifica en el medio (oceanico y/o zonas estuarinas); (i) la
etapa larvaria se desarrolla en la columna de agua y consta de las fases nauplio,
protozoea, zoea y mysis; todas ellas ocurren en el medio oceanico con una
duracion aproximada de 21 dias, (ii) en la etapa de postlarva los organismos se
mueven hacia aguas estuarinas; esta etapa tiene una duracion de 10 - 14 dias y
es cuando se completa la etapa juvenil y pre-adulto, (iii) los pre-adultos regresan
mar adentro para completar su ciclo biolégico como adultos (Fig. 1) (Calderon-
Aguilera et al.,, 2003). Durante su vida adulta y fase reproductiva las hembras
presentan individualmente desoves parciales, pero s6lo 1 6 2 desoves masivos
(regularmente de marzo a septiembre); el promedio de longitud de una hembra es
de 175 mm, a este tamafo es capaz de reproducirse al menos una vez antes de

ser capturadas.
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Figura 1. Ciclo de vida de camaron azul (L. stylirostris) (Tomado de Lopez-

Martinez, 2008).
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2.2.2 Importancia comercial

La pesqueria del camardn en el Pacifico mexicano incluyendo las costas del GC,
tiene una gran importancia social, econémica y cultural. EI camaron es el segundo
recurso pesquero mas capturado en el total de las pesquerias de México, con mas
de 70,000 toneladas anuales, siendo superado por la sardina en primer lugar. En
términos econdmicos, este recurso se encuentra en primer lugar debido a su valor
de produccion con aproximadamente $17,707,310 (miles de pesos) solo para el
2017, siendo los estados de Sinaloa y Sonora los que sostienen principalmente la
actividad con producciones del 43 % y 38 %, respectivamente. Estos porcentajes
se deben principalmente a la captura del recurso en un gran numero de lagunas
costeras (estuarios) en estas costas. Representando el 26 % (2013-2015) del total
de capturas en altamar y el 56 % de las capturas en lagunas y estuarios (Carta
Nacional Pesquera, 2017).

2.2.3 Regulacién

Las pesquerias deben ser reguladas con el fin de establecer y definir los principios
para ordenar, fomentar y regular el manejo integral y el aprovechamiento
sustentable de la pesca, considerando los aspectos sociales, tecnoldgicos,
productivos, biolégicos y ambientales (DOF, 2018). En este sentido las medidas
regulatorias de embarcaciones son: (i) barco superior a 10 toneladas de registro
bruto, equipado con dos redes de arrastre (luz de malla minima de 44.45 mm),
excluidores de tortugas y peces, con equipos modernos de navegacion y
exploracion, operados por maximo 6 personas, (ii) embarcaciones menores a 8 m
de eslora debe ser operada por tres pescadores, equipados con motor fuera de
borda de potencia de 55-150 hp y un maximo de dos atarrayas lomeras (luz de

malla minima de 38.1 mm) (Carta Nacional Pesquera, 2017).

Las medidas normativas y regulatorias se realizaron con base en informacion

biolégica de las especies (Lopez-Martinez et al., 2008). También se tienen
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establecidas vedas temporales (NOM-009-PESC-1993), que se refiere a periodos
de tiempo de aproximadamente 4 meses (proteger los periodos de reproduccion
masiva y crecimiento) y vedas de distribuciones geograficas para proteger el
reclutamiento (zonas de desarrollo juvenil). Dichas vedas temporales cambian
anualmente conforme a los resultados de las evaluaciones basadas en muestreos
bioldgicos por parte de INAPESCA, pero regularmente oscila entre los meses de
marzo a septiembre. Por ejemplo, para el 2016 la SEMARNAT anuncid el acuerdo
de veda para todas las especies de camarén en las aguas marinas del océano
Pacifico, incluyendo el GC, a partir del 7 de marzo del 2016 y levantandose dicha

veda el 12 de septiembre del mismo afio.

2.3 Caracteristicas del Golfo de California (GC)

El GC es uno de los mares mas ricos en diversidad y productivos econémicamente
hablando, este se conecta con el océano Pacifico por una desembocadura de
alrededor de 300 km, tiene un largo aproximado de 1,200 km rodeado por los
estados de Sonora, Sinaloa y la peninsula de Baja California (Roden y Groves,
1959).

El GC se divide en 3 grandes biorregiones: 1) Alto Golfo de California (AGC), 2) el
Centro del Golfo (CG), y 3) la Boca del Golfo (BG), las cuales se caracterizan por
las condiciones de temperatura y productividad primaria. La region del AGC
presenta una profundidad media de 100 m, altas salinidades superficiales y
temperaturas que van de 10 °C en invierno a 32 °C en verano. Esta delimitado al
sur por las grandes islas (Angel de la Guarda e Isla Tiburén), presenta un rango de
marea de hasta 7 m lo cual genera una intensa mezcla con un incremento en la
productividad primaria haciéndola la regibn mas productiva. EI CG presenta
temperaturas que van de 16 °C en invierno a 31 °C en verano. Por ultimo, la BG
se caracteriza por ser la region que se comunica con el océano Pacifico, por lo
gue las condiciones de temperatura estan influenciadas por dicho océano debido a
la mezcla de las masas de agua (Lluch-Cota et al., 2007).
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El GC tiene una variacion estacional marcada, presenta giros ciclénicos durante el
periodo de verano con pequefias corrientes residuales y pequefios remolinos para
el AGC. En el CG se presenta un gran remolino, que en conjunto con una fuerte
corriente costera continental que va hacia el noroeste desde la boca, transporta
nutrientes y larvas hacia el norte. Adicionalmente, durante la época de invierno se
en el golfo se presentan giros anticiclénicos predominantes en la zona centro y
norte (Fig. 2) (Lluch-Cota et al., 1999). La BG presenta la misma sefal, sin
embargo, las corrientes costeras del lado continental son mas fuertes que las del
lado peninsular (Marinone, 2012). Este conjunto de cambios provoca una
retencion larvaria en la zona el AGC y una gran dispersion larvaria en boca y
centro, segun los modelos tridimensionales de dispersion para la zona (Lavin y
Marinone, 2003; Marinone, 2012).

Durante los meses de noviembre a mayo, vientos del noroeste incrementan las
surgencias y con ello aumento en la produccion primaria mientras que el resto del
afio vientos humedos del sureste crean un ambiente tropical que aumenta la
temperatura superficial del mar y baja su productividad primaria (Fig. 2) (Escalante
et al., 2013). EI GC también cuenta con una variacién interanual proveniente de
cambios climatolégicos como son las oscilaciones decadales de El nifio y La Nifia,
a los que se les atribuye efectos como baja de nutrientes, aumento en la

temperatura superficial del mar en caso de ENSO (Escalante et al., 2013).
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Winter Summer

Figura 2. Sistema general de corrientes y vientos (flechas) para el Golfo de
California. Giros anticiclénicos en invierno (izquierda), giros ciclénicos en verano
(derecha) (Tomado de Lluch-Cota et al., 1999).

2.4 Patrones genético-poblacionales en el GC

Existen diversos estudios en el GC que han evaluado los patrones de estructura
genética poblacional de diversas especies, en los cuales se indica que los eventos
histéricos o contemporaneos como corrientes oceanograficas han moldeado
dichos patrones. La deteccién de patrones de estructuracién genética en el GC se
han basado en marcadores moleculares tradicionales que nos han permitido
evaluar probablemente patrones parciales. Se han reportado multiples patrones de
estructuracién genética en esta zona que van desde homogeneidad genética o
panmixia (Lythrypnus dalli, Mac-Loughlin, 2019; Callinectes bellicosus, Pfeiler et
al., 2005; Ophioblennius steindachneri, Riginos y Victor, 2001) hasta cierto grado
de estructuracion (Hyporthodus acanthistius, Beldade et al., 2014; Litopenaeus
stylirostris, Calderon-Aguilera et al., 2003; Ligia, Hurtado et al., 2010; Axoclinus
nigricaudus, Riginos y Nachman, 2001) e incluso diferencias entre el GC vy el

océano Pacifico (Mustelus henlei, Chabot et al., 2015; Zostera marina L., Mufiz-
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Salazar et al., 2005; Hippocampus ingens, Saarman et al., 2010; Porites

panamensis, Saavedra-Sotelo et al., 2013).

De manera general, la homogeneidad genética dentro del golfo se ha asociado a
organismos marinos con larvas pelagicas de larga duracion, ya que presentan un
mayor potencial para la dispersion (flujo genético) como es el caso de dos
especies de moluscos (Nerita scabricosta y N. funiculata) en donde utilizando un
fragmento de COIl encuentran panmixia a lo largo de ocho sitios de muestreo
dentro del golfo y dos de la costa occidental de la Peninsula de Baja California
atribuyéndolo a altos niveles de flujo genético entre estas dos areas por accion de
las corrientes (Hurtado et al., 2007).

Sin embargo, también se ha reportado patrones de diferenciacion genética dentro
del GC, los cuales se ha atribuido a la duracién y distribucién de las larvas
pelagicas, a la distancia geografica entre regiones (IBD) y a los patrones de
corriente los cuales pueden crear barreras a la dispersion larvaria. Por ejemplo, en
el pez Axoclinus nigricaudus se evalué un fragmento de la region control del
ADNmM encontrando discontinuidad genética a lo largo de nueve sitios del GC, esto
se atribuyé a una combinacion de factores ambientales como la distancia

geografica y disponibilidad de habitat para la especie (Riginos y Nachman, 2001).

Otro factor que moldea la estructura genética son las corrientes oceanograficas
(procesos de mesoescala), por lo que una gran cantidad de estudios se han
enfocado en modelacion tridimensional para la prediccion del destino final de
larvas al incorporar variables ambientales y climatolégicas (Backhaus, 1985; Lavin
y Marinone, 2003; Marinone, 2012). Por ejemplo, en el pargo rojo (Lutjanus peru)
mediante 15 loci microsatélites, plantean un modelo de conectividad para el GC,
encontrando una relacion estrecha entre los patrones de estructura genética y las
corrientes estacionales teniendo en cuenta la duracién y temporada en que ocurre

el desove de esta especie (Munguia-Vega et al., 2018a-b).
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Por ultimo, eventos historicos podrian moldear la estructura de algunas especies,
por ejemplo, mediante el andlisis de ADN-mt, estudiaron los efectos de vicarianza
en 12 especies de peces presentes en el océano Pacifico y al norte del GC sin que
estuvieran presentes al sur del GC. Los resultados indicaron diferenciacion entre
las dos regiones, pero con cierto grado de flujo genético (Bernardi et al., 2003).
Estos patrones de estructura genética se ha observado en otros taxa, por ejemplo,
Riginos (2005), encontré una estructura espacial de norte y sur del GC en 5
especies de peces costeros que coincide con la estructura que muestran
mamiferos y reptiles en la Peninsula de Baja California atribuyéndolo a eventos

geoldgicos y demogréficos historicos.

2.4.1 Estudios de genética poblacional en peneidos del GC

Uno de los primeros estudios de genética poblacional en el camardon azul,
evaluaron la estructura poblacional en las localidades de Santa Clara, Bahia Kino,
Guaymas, Bahia Lobos, Huivuilai y Huatabampo, mediante métodos moleculares
basados en PCR con bajas condiciones de especificidad (RAPD o Randomly
Amplified Polymorphic DNA, por sus siglas en Inglés). Los resultados mostraron
una estructura en forma de parches y no encontraron un patron de aislamiento por
distancia. Lo que fue atribuido al abrupto cambio en el tipo de sedimento entre
Punta Lesna y Bahia Kino, asi como las grandes islas (isla Angel de la Guarda e
isla Tiburén). Este hallazgo también fue atribuido al patrén de corrientes
oceanogréficas con sistemas de mesoescalas como giros o remolinos, los cuales
mantienen las temperaturas superficiales del mar y dividen al GC en 5 regiones
(alto golfo, zona de transicion, centro del golfo, segunda zona de transicién y boca
del golfo) (Aubert y Lightner, 2000).

Un estudio de variabilidad genética en F. californiensis y L. stylirostris a partir de la
variacion de aloenzimas revelo una clina gradual incrementando la variabilidad
genética de norte a sur, y una distribucion heterogénea en la frecuencia de los

genotipos en ambas especies atribuyéndolo a los diferentes habitats de cada
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localidad (alto golfo, medio golfo, bajo golfo y boca del golfo) (De la Rosa-Vélez et
al., 2000). Finalmente, un estudio reciente reportd homogeneidad genética con
elevados niveles de diversidad genética en términos de diversidad haplotipica y
nucleotidica con el uso del gen mitocondrial 16S en 11 localidades (10 localidades

del golfo y una de océano Pacifico) (Mora-Martinez, 2017).

En el camardn blanco (L. vannamei), se ha reportado una baja variabilidad
genética mitocondrial utilizando los genes 16S, ATP-8, ATP-6, COI, COIlll y la
region control, este patron reportado puede atribuirse al bajo nimero de individuos
utilizados (n = 6), sin embargo, se evaluaron marcadores de tipo microsatélite y
aumentaron el niumero de individuos (49 por localidad), en donde se encontrd
diferenciacion poblacional entre todas las localidades (Sinaloa, Guerrero,
Guatemala y Panama), concluyendo que las localidades estudiadas deben

considerarse como poblaciones separadas (Valles-Jiménez et al., 2005).

Estos estudios de genética de poblaciones utilizando marcadores convencionales
como son aloenzimas, RAPDs, ADNmt y microsatélites han mostrado patrones
discrepantes en peneidos a diferentes escalas espaciales. Sin embargo, es
importante resaltar que estos estudios se han realizado con un bajo nimero de
individuos y con marcadores de bajo poder estadistico para distinguir niveles
sutiles de estructura poblacional. Aunado a esto, a la fecha, las metodologias
utilizadas se encuentran en desuso debido a errores técnicos y analiticos
implicitos en el desarrollo de estas. Esto genera una elevada incertidumbre del
posible patron de estructuracion poblacional de L. stylirostris, la cual puede ser
solventada aplicando un estudio con mayor cobertura gendmica y espacial. Dado
lo anterior, en el presente estudio se evallo la estructura genémico poblacional L.
stylirostris y se determind de manera precisa los stocks de la especie en el GC y

costa occidental de Baja California Sur.
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3. JUSTIFICACION

El camaron azul (L. stylirostris) es uno de los recursos pesqueros de mayor
importancia comercial, y su pesqueria es una fuente de empleo y sustento para
muchas comunidades que habitan en las costas del noroeste Mexicano. Este
recurso ha reportado mantener una pesqueria sustentable, sin embargo, ante las
variaciones ambientales, es un recurso susceptible a los efectos de
sobreexplotacion, enfermedades y pérdidas de habitat. Actualmente, la pesqueria
del camaron azul se compone de cuatro stocks pesqueros para su manejo en el
noroeste de México: AGC, CG, BG y océano Pacifico. Sin embargo, no se tiene
certeza de la delimitacion biolégica de dichos stocks, lo que repercute de manera
directa en la evaluacién pesquera en la determinacion de puntos de referencia de
la pesqueria y, por ende, en las medidas de manejo que se propongan para lograr
la sustentabilidad de la pesqueria. Aunado a lo anterior, se desconoce el potencial
efecto de la heterogeneidad ambiental sobre la diversidad adaptativa de
L. stylirostris, ya que es importante conocer y conservar toda la variacion para

mantener la productividad del recurso.

Existen pocos estudios sobre genética poblacional del camarén azul a partir de
organismos silvestres, en algunos de estos se ha determinado la existencia de dos
grupos poblacionales distintos a lo largo del GC, contrario a esto, se ha reportado
homogeneidad genética en la misma regién; lo que indica que la estructura
poblacional encontrada a la fecha es dependiente del marcador utilizado y por lo

tanto el patron poblacional es parcial hasta la fecha.

Por lo tanto, este trabajo aportara conocimiento acerca de la estructura genética
espacial del camardon azul mediante el analisis de gendmica poblacional a una
escala geografica mayor, lo que permitira definir potenciales stocks poblacionales
que puedan servir como base para un mejor manejo de la especie. Ademas, la
evaluacion de la variacion adaptativa de la especie asociada a la heterogeneidad

ambiental a lo largo del GC permitira identificar grupos potencialmente adaptados.



18

4. HIPOTESIS

Dado que se ha encontrado diferenciacibn genética en especies marinas que
presentan un alto flujo genético a lo largo de grandes distancias geogréficas en
ambientes heterogéneos, el caso del camaron azul en las costas del noroeste
mexicano se espera encontrar una estructura neutral asociada a las distancias
geograficas, ademas la estructura adaptativa serd moldeada por la

heterogeneidad ambiental.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Determinar la estructura gendmica poblacional del camarén azul (L. stylirostris) en

la costa del noroeste de México, a través de la identificacion de stocks

poblacionales.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar la estructura poblacional neutral del camarén azul (L.

stylirostris), en la costa noroeste de México.

2. Determinar la estructura poblacional adaptativa del camarén azul (L.

stylirostris), en la costa noroeste de México.

3. Asociar las variables ambientales y distancia geografica que moldean la
estructura poblacional del camardon azul (L. stylirostris), en la costa noroeste

de México.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de estudio

Se colectaron un total de 330 individuos adultos de L. stylirostris, procedentes de
11 localidades (Fig. 3), 10 localizadas en el GC (Altata (ALT), Cerro Cabezén (CC-
NAV), Topolobampo (TPO), Agiabampo (AGI), Yavaros (YAV), Paredén Colorado
(PC), Bahia de Lobos (BL), Guaymas (GYM), Bahia de Kino (BK), Bahia San
Jorge (BSJ)) y una en el océano Pacifico (Puerto San Carlos (PSC)). Todos los
individuos procedieron de donaciones de la pesca artesanal del periodo de pesca
del 2016. El intervalo de tallas del muestreo se ubic6 entre 114 mmy 232 mm, con
una longitud promedio de 16.28 cm. Las muestras consistieron en tejido muscular

del primer segmento abdominal, preservadas en etanol al 96 % para su traslado a

laboratorio.
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Figura 3. Sitios de muestreo de camaron azul (L. stylirostris).
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6.2 Trabajo de laboratorio

6.2.1 Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN total de cada organismo mediante el método de
cloroformo-alcohol isoamilico siguiendo el protocolo de Sambrook et al. (1989). La
concentracion de ADN se cuantificé mediante espectrofotometria en NanoDrop™
2000 (Thermo Scientific) y fluorometria con un Qubit™ 4.0 (Thermo Fisher
Scientific). La integridad del ADN se verificO mediante electroforesis en geles de
agarosa-Synergel™ al 1 %, usando como referencia de peso molecular 1 Kb Plus
(Thermo Fisher Scientific). Los geles se revelaron con SYBR™ Gold (Thermo
Fisher Scientific), se analizaron y documentaron en un fotodocumentador
ChemiDoc™ (BIO-RAD).

6.2.2 Elaboracion de librerias genémicas ddRAD

Se elaboraron librerias gendémicas siguiendo la técnica de ddRAD-Seq descrita por
Peterson et al. (2012) con ligeras modificaciones. El primer paso consistié en una
doble digestién a cada muestra de ADN con dos enzimas de restriccion, una de
corte poco frecuente EcoR1-HF (5'-G|AATTC-3'; New England BioLabs®) y otra de
corte frecuente Mspl (5'-C|CGG-3'; New England BioLabs®). Las digestiones se
llevaron a cabo en un volumen de 30 pL con 500 ng de ADN, 1X de Buffer
CutSmart® (New England BioLabs®) y 10 U de cada enzima. Las reacciones de
digestion se incubaron toda la noche a temperatura ambiente. Todas las
digestiones se purificaron con 1.5X AMPure XP beads (Beckman Coulter)
siguiendo las instrucciones del fabricante, recuperando el ADN en 30 uL de TE a
0.1X.

Posteriormente, se realizé la ligacion de adaptadores especificos para unirse a los

extremos resultantes de la digestion: adaptador P1 que es complementario al
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extremo cohesivo del corte de EcoR1-HF y contiene un barcode especifico (48
diferentes barcodes), y un adaptador P2 complementario al extremo cohesivo de
Mspl y con una secuencia comun; la mezcla de ligacion se realizdé en un volumen
total de 40 pL con 30 pL de ADN digerido, 1X de buffer T4 ligasa (New England
BioLabs®), 100 U de T4 DNA ligasa (New England BioLabs®) y 2 mM de cada
adaptador. Las reacciones se incubaron toda la noche a temperatura ambiente, el
proceso de ligacion se detuvo colocando las reacciones a 65 °C por 10 minutos.
Los productos ligados fueron purificados con 1.5 X AMPure XP beads (Beckman
Coulter) y recuperados en 30 yL de TE a 0.1 X. Para verificar la correcta ligacion
de los adaptadores, se realiz6 una PCR (PCR 1) la cual se llevé a cabo en un
volumen de 12.5 pL con 1X Gotag® (Promega), 0.8 mM de cada primer llumina (F
5' - AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACG - 3)
(R 5' -
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
C -3') y 1 uL del ADN ligado. El programa de PCR consistié en: desnaturalizacién
inicial 95 °C por 2 min, seguido de 20 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s,y 72
°C por 45 s. El producto de PCR fue visualizado en geles de agarosa-Synergel™
al 2 %.

Una vez verificada la ligacion se realiz6 una cuantificacion por fluorometria con un
Qubit™ 4 Fluorometer (Thermo Scientific®) para preparar una mezcla equimolar
de 48 individuos con diferentes barcodes. Una vez elaborado cada mezcla fue
concentrada con 1.5 X AMPure XP beads (Beckman Coulter) y se resuspendio en
30 pL de TE 0.1 X. En total se realizaron 4 mezclas con 48 individuos en cada
uno. A cada mezcla se le realizé una seleccion de fragmentos (aproximadamente
376 pb) mediante Pippin Prep (Sage Science) siguiendo el protocolo del
fabricante. A partir del producto de la seleccion de fragmentos, se llevo a cabo un
segundo PCR (PCR 2) con el fin de enriquecer las librerias, agregar un index
especifico a cada mezcla, asi como los adaptadores de secuenciacion Illlumina. Se

realizaron 8 reacciones de PCR por cada mezcla; las reacciones de PCR se
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llevaron a cabo en un volumen de 20 pL con 1X de Buffer Phusion-HF (New
England BioLabs®), 0.5 U de Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New
England BioLabs®), 0.5 mM de cada primer (Forward PCR1l) (Reverse
PCR2_ldx_1-ATCACG; PCR2_ldx_3-SECUENCIA; PCR2_ldx_4; PCR2_ldx_5) y
3 pL de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial
95°C por 2 min y 10 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 30 s,y 72°C por 45 s. Los
productos de las 8 reacciones de PCR de cada mezcla fueron homogenizados y
concentrados en un mismo tubo con 1.5X AMPure XP beads (Beckman Coulter) y
eluidas en H20 libre de endonucleasas. Las selecciones de fragmentos de las
mezclas fueron verificadas en geles de agarosa-Synergel™ al 2 %. Finalmente,
cada mezcla enriquecida fue cuantificada por fluorometria (Qubit™ 4 Fluorometer,
Thermo Scientific®) para poder realizar una mezcla equimolar en la libreria final.
La libreria final consistié en la combinacién de cuatro mezclas con 176 organismos
en total, de las cuales dos muestras eran replicas para estimar el error de
genotipificacion. La libreria final fue enviada a secuenciar a un prestador de
servicios NOVOGENE (Sacramento, CA) en una linea de secuenciacién llumina

Hiseq-4000 con lecturas pareadas de 150 pb.

6.3 Analisis bioinformatico

6.3.1 Limpieza, filtrado e identificacion de SNPs.

Una vez recibidas las lecturas del secuenciador se procedié con el demultiplexado,
limpieza y filtrado de calidad de las lecturas crudas, utilizando el programa
STACKS v2.0 (Catchen et al., 2013), el cual es un programa informatico que hace
posible construir loci de novo a partir de lecturas de secuencia corta, como es el

caso de las lecturas generadas de la plataforma Illumina.

Al conjunto de comandos que se ejecutan dentro del programa se le denomina

pipeline, el cual esta compuesto de tres grandes procesos, el primero de ellos es
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con la funcién process_radtags con la cual se demultiplexa la informacion de las
lecturas del secuenciador y se agrupan de acuerdo con la combinacién especifica
de barcode + index para cada individuo. En este mismo proceso se seleccionaron
lecturas de alta calidad, se us6 un valor de Phred33 > 40 (-q), esto quiere decir
que la probabilidad en el error de una base sea de 1 en 10,000, se eliminaron los
barcodes ambiguos (-r), se removieron bases que estuvieran mal llamadas (-c), se
identificaron y recuperaron los barcodes con su respectivo index para la
identificacion de cada individuo y, por ultimo, se realizd un recorte de las lecturas a
140 pb (-t) esto con el fin de eliminar posibles errores de secuenciacion al final de

las lecturas.

Para ensamblar las lecturas obtenidas, se utilizé el comando denovo_map.pl,
esta funcién es particularmente util cuando no se cuenta con un genoma de
referencia como es el caso del camarén azul, ya que, sirve para ensamblar loci de
novo. denovo_map.pl ejecuta de manera consecutiva las funciones nucleo de los
modulos de stacks (ustacks, cstacks, sstacks, tsv2bam, gstacks). Dentro de este
comando se fijan tres parametros principales, profundidad minima de secuencias
idénticas para formar un stack (m), numero maximo de disimilitudes entre
secuencias para considerarlo un locus putativo (M) y numero maximo de
disimilitudes permitidas entre los stacks formados (n), dichos parametros

determinan el potencial nUmero de loci y SNPs retenidos.

Para filtrar los SNPs se utiliz6 el comando populations, el cual se basa en el
namero minimo de localidades en donde cada locus creado anteriormente debe
estar presente (p), el locus debia encontrarse en el 80% de los individuos para
tomarse como verdadero (r) y finalmente un 0.05 en la frecuencia del alelo

menor(min_maf).

Como ultimo filtro, una vez que se obtuvieron los SNPs iniciales, se utilizé el
programa VCFtools v3.0 (Danecek et al., 2011) con el comando —missing-indv

para determinar SNPs faltantes a nivel de individuo y con ello eliminar aquellos
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individuos que presenten un = 30% de datos faltantes en su genotipo, esto debido

a que podria afectar el resultado en los siguientes andlisis.

6.3.2 Deteccion de SNPs outliers

Se realizo la identificacion de loci candidatos a seleccion (aquellos que exceden
los niveles de diferenciacion poblacional bajo el supuesto de neutralidad) mediante
dos métodos independientes. El primer método se realizO con el programa
BAYESCAN v2.1 (Foll y Gaggiotti, 2008), el cual utiliza un enfoque bayesiano que
tiene como objetivo identificar loci atipicos basado en un modelo de regresion
logistica que descompone los valores de Fst en un componente especifico del
locus (seleccion) y un componente especifico de la poblacién (demogréfico) (Foll y
Gaggiotti, 2008). El andlisis se realizé utilizando 20 corridas piloto con 5,000
iteraciones cada una para el componente del locus, seguido de 50,000 iteraciones
para el componente demografico. Los SNPs outliers con un valor PO superior a
0.05 se consideraron como loci candidatos a seleccion.

El segundo enfoque fue realizado con el programa ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier
y Lischer, 2015), el cual utliza simulaciones coalescentes para hacer una
distribucion nula de estadisticos de F, generando valores de probabilidad (P) para
cada uno de los SNPs. Se utilizé el modelo finito de islas con 100,000
simulaciones y 100 repeticiones por grupo considerando como SNPs outliers
aquellos que estuvieran sobre el cuantil del 99 % de la distribucion de Fst (P =
0.01).

Para determinar si los SNPs outliers encontrados estaban asociados con
funciones bioldgicas, se realiz6 una busqueda de homologia en la base de datos

publica NCBI usando la opcion BLASTn.

6.3.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg
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Para evaluar la neutralidad de los SNPs, a toda la base de datos se le aplico la
prueba exacta de Fisher usando el coeficiente de endogamia (Fis) para diferenciar
aguellos loci en equilibrio de Hardy-Weinberg (neutrales). El modelo de equilibrio
tiene como supuestos tamafios efectivos poblacionales grandes, apareamiento
aleatorio, no hay mutacion, ni deriva génica, ni seleccion natural, lo que permite un
equilibrio en las frecuencias alélicas y asi probar el supuesto de neutralidad en
genética de poblaciones. Dicha prueba se corri6 en el programa ARLEQUIN
v3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2015), locus por locus con 1,000,000 de cadenas de

Marcov y 100,000 dememorizaciones.

6.4 Analisis de estructura genémico poblacional

Para evaluar los patrones de estructura genética neutral y la variacion genética
adaptativa, se separaron dos bases de datos: SNPs neutrales y SNPs outliers, sin
embargo, se describe la metodologia como una sola y en los resultados se
desglosan por conjunto de loci. Cada uno de los analisis se describen a

continuacion.

6.4.1 Diferenciacién genética poblacional (FsT)

Para determinar la variacion genética entre poblaciones se realizaron andlisis de
diferenciacion pareada entre localidades mediante un estimador de Fst (Weir y
Cockerham, 1984); este analisis mide las frecuencias alélicas de los individuos
entre las poblaciones. Los valores de Fst van de 0 a 1 (los valores negativos son
considerados como cero) donde valores cercanos o iguales a 0 es baja o nula
diferenciacion genética y valores cercanos o iguales a 1 significa totalmente
diferentes. Para evaluar la significancia de las comparaciones pareadas (hipotesis
nula Fst = 0), se realizaron 10,000 permutaciones con un valor de significancia de
p < 0.05 en el programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2015). Los
valores de p se ajustaron realizando una correccién de Bonferroni de pruebas
multiples (Rice, 1989).
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6.4.2 Andlisis discriminante de componentes principales (ADCP)

Un segundo enfoque para evaluar el patron de estructura genética fue mediante
un ADCP, esta prueba tiene como objetivo maximizar la variacion entre grupos
mientras que minimiza dicha variacion dentro de los grupos y asi generar una
estructura a partir de datos genéticos. Para realizar el ADCP se utilizé el ambiente
de programacion R v3.4.3 (R Core Team, 2014), con la paqueteria adegenet
v.2.1.1 (Jombart, 2010), usando la funcion find.clusters. Se evalué el numero
optimo de grupos con el método de Criterio de Informacion Bayesiano (BIC por
sus siglas en ingles) seguido se uso la funcién cross.validation (web server) con
100 réplicas, este proceso es util para identificar el nimero 6ptimo de componente
principales que explican el modelo con la capacidad predictiva mas alta, para asi

al final obtener un gréfico con los grupos mas probables.

6.4.3 Anédlisis de cluster

Un tercer enfoque para evaluar el patron de estructura genética se realizd
mediante analisis de clusters con el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et
al., 2000), el cual utiliza un algoritmo para inferir el nUmero putativo de grupos
genéticos (valor de K) mas probable a partir de datos genotipicos. Asume un
modelo en el cual hay K nimero de poblaciones y cada una esta caracterizada por
un set de frecuencias alélicas para cada locus. Los individuos son asignados por
probabilidades a los grupos genéticos, o0 une dos 0 mas grupos si sus genotipos
indican que estan mezclados. Para realizar el analisis se usé un modelo de mezcla
(admixture) ya que, permite que los individuos tengan multiples origenes
poblacionales. El rango de posibles grupos (K) fue de 1 a 9 (numero de
localidades) y para cada K se repitid6 5 veces, con un calentamiento de 10,000
iteraciones y una longitud de iteraciones de cadenas de Markov Monte Carlo
(MCMC) de 100,000 iteraciones.
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Con los resultados obtenidos se utilizd el programa web STRUCTURE
HARVESTER v0.6.94 (Earl y VonHoldt, 2012) con la finalidad de evaluar la
probabilidad acumulada y la probabilidad posterior para cada valor de K; para
determinar el k mas probable usando el estadistico de AK de Evanno que tuviera

el valor mas alto (Evanno et al., 2005).

Finalmente, se utiliz6 el programa CLUMMP v1.1.2 para definir los grupos
genéticos, el cual promedia las réplicas de K mas probable (Jakobsson y
Rosenberg, 2007), por ultimo, se utilizé el programa DISTRUCT v1.1 (Rosenberg,

2004), para graficar los clusters.

6.4.4 Analisis de varianza molecular (AMOVA)

Para evaluar el grado de diferenciacion genética a diferentes niveles de
organizacion (individuos, poblaciones o grupos de poblaciones) sé realiz6 un
Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA, por sus siglas en ingles) implementado
en el programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2015) con 10,000
permutaciones. El andlisis fue utilizado con el fin de probar 2 escenarios: 1) que
las grandes islas al norte del GC, asi como la peninsula de Baja California sirven
como barreras fisicas, lo que crea tres grupos genéticamente diferenciados (Grupo
1: BSJ; Grupo 2: ALT, CC, TPO, YAV_PC, AGI, GYM, BK; Grupo 3: PSC); 2)
probar las unidades de manejo pesquero, es decir, Alto GC (BSJ), CG (YAV_PC,
AGI, GYM, BK) y BG (ALT, CC, TPO), dejando fuera del golfo como otra unidad la

localidad del océano Pacifico (PSC).

6.5 Aislamiento por distancia

Para evaluar el modelo de Aislamiento por Distancia (IBD, por sus siglas en
Inglés), se realizé una prueba de Mantel, la prueba tiene como objetivo determinar
si el patron de estructuracion con marcadores neutrales es explicado por las

distancias geograficas entre localidades. Este analisis se realizo en el programa
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ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2015) utilizando 100,000 permutaciones,
para probar una correlacion entre dos tipos de matrices, una que incluye los
valores de distancias genéticas (Fst) y otra con las distancias geograficas lineales
entre las localidades en kilometros (Anexo) (obtenidas de Google Earth), del cual

se obtiene un valor de significancia p < 0.05 y un grafico de correlacion.

6.6 Relacidn genoma ambiente

Para evaluar la relacion entre el patron de variacion adaptativa y las condiciones
ambientales, se obtuvieron imagenes de Temperatura Superficial del Mar (SST,
por sus siglas en Inglés) y clorofila-a (Chla) del satélite AQUA MODIS
comprendiendo el periodo de julio del 2002 a julio del 2017 para todo el GC y parte
del océano Pacifico. A Partir de las imagenes se extrajeron los datos para los 11
sitios de muestreo, calculando promedios anuales mediante el uso del paquete
raster v2.8-4 (Hijmans, 2018) de R v3.5.1 (R Core team, 2018), ademas se
obtuvieron desviacion estandar, rango, maximo y minimo. Para evitar que dichas
variables presenten elevados niveles de correlacion se aplicé el criterio de
inflacion de varianza (< 4) para determinar el conjunto de variables menos

correlacionadas.

Finalmente, se utiliz6 un analisis de redundancia, este tipo de analisis es de
asociacion genoma-ambiente que se basa en la correlacién entre las frecuencias
alélicas y las variables ambientales seleccionadas. El analisis de redundancia es
un modelo multivariado de ordenamiento de variacién genética para maximizar la
relacion con la variacidbn ambiental, dicho analisis se realiz6 con el paquete vegan
v2.5-2 (Oksanen et al., 2018) en R v3.5.1 (R Core team, 2018). Debido a que
todas las variables proceden de un mismo valor, presentaron un elevado valor de
correlacion entre ellas, se utilizé un subgrupo de variables cuyo Factor de Inflacion
de la Varianza (VIF, por sus siglas en Inglés) no fuera mayor a 4, lo que asumimos

con este valor es que no estén correlacionadas.
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7. RESULTADOS

7.1 Trabajo de laboratorio

7.1.1 Extraccion de ADN

De las 330 muestras procesadas se seleccionaron aquellas que rindieron una
concentracion mayor a 50 ng/uL de ADN, con un valor promedio de 260/280 y
260/230 de 1.90 y 2.10, respectivamente. Como se muestra en la figura 4, el ADN
obtenido mostré buena integridad y un alto peso molecular.
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Figura 4. Patrén electroforético de ADN total de camardn azul, extraido mediante
el método de cloroforomo-alcohol isoamilico, usado en la elaboracion de librerias
gendmicas. Carriles: LS001 a LS012, 250 ng de ADN (diferentes individuos); carril
derecho, escalera de 1 kb (Thermo Fisher®). Gel de agarosa-Synergel™ 1 % en
TE, tefiido con SYBR™ Gold (Thermo Fisher Scientific).

Elaboracion de librerias genémicas ddRAD

De las 330 muestras procesadas, se seleccionaron 192 (Tabla I) que reunieron las
caracteristicas mencionadas en el parrafo anterior y fueron divididas en dos placas
(cada una con 96 individuos). Cada placa a su vez se dividié en dos para usar un
total de cuatro index combinando los 48 barcodes (descritos en Peterson et al.,
2012).



31

Tabla I. Tamafio de muestra por localidad (ID: abreviacion de localidad; n: tamafio
de muestra).

Localidad ID n
Altata ALT 20
Cerro Cabezén CcC 18
Topolobampo TPO 16
Agiabampo AGI 16
Yavaros YAV 16
Paredén Colorado PC 16
Bahia Lobos BL 16
Guaymas GYM 16
Bahia Kino BK 18
Bahia San Jorge BSJ 20
Puerto San Carlos PSC 20
Total 192

Durante el proceso de digestion-ligacion se eliminaron 16 muestras (Tabla Il), que
fallaron en el proceso. En la figura 5 se muestra un ejemplo del perfil
electroforético de los productos de ligacion después de realizar el primer PCR
(PCR1). Al centro del gel se muestra la escalera de peso molecular y, en el

recuadro, una muestra con ligacion no exitosa.

Muestras ligadas

Muestras ligadas

Figura 5. Perfil electroforético de productos de ligacion después de realizar el
primer PCR (PCR1). Al centro (E), escalera 1kb Plus (Thermo Fisher®); recuadro,
ejemplo de muestras eliminadas del andlisis. Gel de agarosa-Synergel™ 1 % en
TE, tefiido con SYBR™ Gold (Thermo Fisher Scientific).
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Después de la digestion-ligacion se selecciond un intervalo de fragmentos de 344
pb a 408 pb; la seleccion se corrobor6 mediante PCR (PCR 2) (Fig. 6). La
seleccion del tamafio de los fragmentos fue exitosa con una banda de
aproximadamente 450 pb.

Escalera
1 kb Plus

Figura 6. Perfil electroforético de producto del PCR 2, que corresponde al pool
final de ADN utilizado para la construccion de las librerias. A la izquierda se
muestra la escalera 1kb Plus y a la derecha la libreria gendémica terminada con
peso molecular por debajo de los 500 pb (flecha). Gel de agarosa-Synergel™ 1 %
en TE, teflido con SYBR™ Gold (Thermo Fisher Scientific).

7.2 Analisis bioinformatico

7.2.1 Limpieza, filtrado e identificacion de SNPs

Se obtuvieron un total de 602,676,212 (100 %) lecturas pair-end de una solo linea
de secuenciacién Hiseq4000. Se retuvieron un total de 544,984,351 (90.6 %) que
pasaron los filtros de calidad de process_radtags, eliminandose 24,534,040 por
presentar barcode ambiguos, 303,825 por baja calidad y 33,933,718 debido a que
no se reconocio el sitio de corte RAD. Para posteriores analisis se eliminaron
aguellos individuos con menos de 750,000 lecturas, ya que pueden no estar bien
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representadas en la poblacion y se eliminaron aquellos individuos mayores a 20

millones de lecturas ya que podria tratarse de duplicados de PCR (Tabla II).

Tabla Il. Estadisticas del proceso de filtrado de lecturas para control de calidad.

# muestras # muestras

ID n eliminadas eliminadas f'n
pool process_radtags inal
ALT 20 3 6 11
CcC 16 4 2 10
TPO 16 2 4 10
AGI 16 1 4 11
YAV 16 3 9 4
PC 16 1 6 9
BL 16 0 2 14
GYM 16 2 1 13
BK 18 0 2 16
BSJ 20 0 1 19
PSC 20 0 2 18
Total 192 16 39 135

Nota. NUumero de muestra inicial (n), el nimero de muestras que se eliminaron durante la elaboracion de
librarias (# muestras eliminadas pool), el nimero de muestras eliminadas en el primer proceso del pipeline de
STACKS (# muestras eliminadas process_radtags), el numero de muestras que pasaron los primeros filtros de
calidad (n final).

Debido al bajo niumero de muestras entre Yavaros (YAV) y Paredon Colorado
(PC), se decidid conjuntar estas localidades (Tabla 1l), ademas de estar cercanas

geogréaficamente (~ 50 Km).

Para evaluar el impacto de los cuatro parametros principales (m, M, n y p)
utilizados en denovo_map.pl y populations de STACKS, se realizaron 27
combinaciones diferentes, se eligieron los valores de parametros M 3, m 5, n 4, p
9, ya que presentaron el grupo de datos con mayor nimero de SNPs (755).
Finalmente, como ultimo filtro de calidad, se eliminaron los individuos que tuvieron
un valor de genotipos faltantes mayor al 30% (Tabla Ill), resultado la eliminacion
de BL. Finalmente, se obtuvieron 755 SNPs en 116 individuos de 9 localidades del
GC (ALT, CC, TPO, AGI, YAV-PC, GYM, BK, BSJ y PSC) los cuales fueron

utilizados para los siguientes analisis.
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Tabla Ill. Resumen por localidad de muestras eliminadas por datos faltantes.

n muestras N
ID n eliminadas por final
datos faltantes
ALT 11 0 11
CC 10 1 9
TPO 10 2 8
AGI 11 1 10
YAV-PC 13 0 13
BL 14 14 0
GYM 13 0 12
BK 16 0 16
BSJ 19 0 19
PSC 18 0 18
Total 135 18 116

7.2.2 Deteccion de SNPs outliers

El programa Bayescan detect6 6 marcadores outliers los cuales se pueden

observar en la figura 7a ubicados a la derecha de la linea vertical del valor de

log(PO) (probabilidad posterior) mayor a 0.6. Por otro lado, Arlequin detect6 5 loci

outliers bajo seleccion divergente, como se muestra en la figura 7b, por arriba del

intervalo del 99% de confianza compartiendo 3 marcadores entre ambos métodos.

Ninguno de los loci outliers presentd homologia con funciones biologicas

reportadas.
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Figura 7. Deteccion de SNPs outliers. (a) Los loci bajo supuesta seleccion a la
derecha de la marca log(PO) (probabilidad posterior) detectados por Bayescan; (b)
loci en rojo se encuentran bajo seleccion divergente y en color azul bajo seleccion
balanceadora identificados por Arlequin.



36

7.2.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se realiz6 la deteccidn de marcadores en equilibrio de Hardy-Weinberg de la base
total de 755 loci resultando 691 loci en equilibrio de Hardy-Weinberg por lo que

estos loci fueron considerados como neutrales para los posteriores analisis.

7.3 Andlisis de estructura gendmico poblacional (SNPs neutrales)

En esta seccion se abordaran los analisis de estructura poblacional (Fst, DACP,
Andlisis de Cluster y AMOVA) para el objetivo particular 1, que corresponde a la
estructura genética utilizando solo loci neutrales, es decir aquellos loci en equilibrio

de Hardy-Weinberg (691 loci en 116 individuos distribuidos en 9 localidades).

7.3.1 Diferenciacién genética poblacional (Fst)

Los valores pareados de Fst mostraron un rango de 0.0017 (GYM-TPO) hasta
0.042 (PC_YAV-PSC). Se detectaron diferencias significativas en valores de Fsr
de la localidad de BSJ con casi todas las localidades (p<0.001) con BK (p>0.001).
Asi mismo la localidad de PSC presentd diferencias significativas (p<0.001) con
las localidades de la zona centro-norte del GC (Tabla IV); los valores mostrados
diferencias significativas después de la correccion secuencial de Bonferroni (p<
0.001).
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Tabla IV. Analisis pareado de Fst para el set de 691 loci neutrales de camaron
azul (L. stylirostris). Por debajo de la diagonal se muestran los valores de Fsty por
encima de la diagonal los valores de p después de la correccion secuencial de
Bonferroni (p<0.001).

PSC ALT CC TPO AGI PC_YAV GYM BK BSJ
PSC * 0005 0048 0.056 0.015 0.000 0.000 0.000 0.000
ALT 0027 * 0119 0371 0229 0.156 0021 0.058 0.000
cc 0019 0015 * 0883 0308 0026 0516 0.169 0.000
TPO 0025 0.014 0002 * 0587 0.699 0.930 0.678 0.000
AGI 0.026 0.017 0013 0.014 * 0.032 0.035 0.270 0.001
PC_YAV 0.042 0016 0.023 0.007 0.027  * 0.060 0.390 0.000
GymM 0041 0.025 0.007 0.001 0.028 0.020 * 0183 0.000
BK 0016 0.017 0012 0006 0013 0008 0013 * 0181
BSJ 0.031 0.035 0.029 0.034 0.030 0.032 0.038 0.009 *

Nota: Los valores significativos (<0.001) se encuentran en negritas.

7.3.2 Andlisis discriminante de componentes principales (ADCP)

Mediante el ADCP se lograron identificar dos grupos con el uso del BIC (BIC = 2),

diferenciando la localidad de BSJ del resto de las localidades (Fig. 8), sin

embargo, se puede observar la localidad de PSC en un cluster casi independiente.

En el analisis se retuvieron 10 componentes principales (Pcs, por sus siglas en

Inglés) con una probabilidad de asignacion por localidad del 88%.
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P CA eigenvalues A eigenvalues

— PSC

Figura 8. Analisis discriminante de componentes principales para el camarén azul
(L. stylirostris) con el set de 691 loci neutrales, reteniendo 10 componentes y 2
eigenvalues, con una probabilidad de asignacién del 88% para los grupos.

7.3.3 Anélisis de clister

El andlisis de cluster implementado en Structure usando 691 loci neutrales, con el
Logaritmo de K (LK) mostro que el valor mas probable de clister es 7 (Fig. 9b), sin
embargo, mediante el método de AK presentd dos valores probables de K uno con
K=2 y otro con K= 7 (Fig. 9a). En la figura 9, se muestran las asignaciones de
cada individuo para K=2 (c), a su vez se grafic6 K=3 (d) con el fin de esclarecer un
posible tercer grupo detectado con los resultados de Fst. Para K= 2 (Fig. 9¢) se
observa un gradiente latitudinal de norte a sur, donde la localidad de BSJ parece
pertenecer completamente a un solo grupo y una mezcla con las demas
localidades. En el caso de K= 3 (Fig. 9d) se observa que la parte centro-sur del

GC tiene una mezcla de los tres grupos en comparacion de las localidades del
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AGC (BSJ) y del océano Pacifico (PSC) que conforman un grupo independiente

cada una.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
10 L(K) (mean +- SD)

a —50000 b
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Figura 9. Andlisis de cluster del camaron azul (L. stylirostris) para el set de
marcadores neutrales de 691 loci. a) NUmero mas probable de K utilizando el
método de Evanno et al., (2005) usando el valor de Delta K; b) Numero mas
probable de K utilizando el método de Evanno et al., (2005) usando el valor de
Logaritmo de K (LK); c) grafica de cluster para K = 2 y d) para K = 3, donde cada
barra pertenece a un individuo y el color representa la probabilidad de pertenecer
a un linaje genético, las lineas negras representan la separacion entre las
localidades.
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7.3.4 Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

Los resultados de AMOVA en ambos casos mostraron que el mayor grado de
variacion genética es entre los individuos (E1: 77; E2: 78%). A si mismo se
observé un mayor grado de diferenciacion entre grupos para el escenario 1
(1.42%) en comparacion del escenario 2 (0.97%) (Tabla V).

Tabla V. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el set de 691 loci neutrales.
El: tres poblaciones (1 PSC, 2 ALT, CC, TPO, AGI, PC_YAV, GYM, BK, 3 BSJ).
E2: cuatro poblaciones con base en las unidades de manejo (1 PSC, 2 ALT, CC,
TPO, AGI, 3 PC_YAV, GYM, BK, 4 BSJ).

_ L indicede % de
Agrupamiento Fuente de Variacion o, . P
Fijacion Variacion

Entre Grupos (Fcr) 0.014 1.42 0.025

Entre poblaciones dentro de los

0.006 0.63 0.045
grupos (Fsc)
EL Entre Individuos al interior de las
: 0.206 20.26 0.000
poblaciones (Fis)
Al interior de los individuos (Fir) 0.223 77.68 0.000
Entre Grupos (Fcr) 0.009 0.97 0.025
Entre poblaciones dentro de los 0.006 0.65 0.052
grupos (Fsc)
E2 Entre Individuos al interior de las
: 0.206 20.35 0.000
poblaciones (Fis)
Al interior de los individuos (Fr) 0.219 78.02 0.000

Nota: Se muestra la fuente de variacion, los indices de fijacion (Fct: variacion debido a diferencias entre los
grupos; Fsc: variacion debido a diferencias entre poblaciones dentro de los grupos; Fis: variacién debido a
diferencias entre individuos dentro de las poblaciones y Fir: variacion debido a diferencias entre individuos)
con su valor de probabilidad (p>0.05) y el porcentaje de variacion.

7.4 Andlisis de estructura gendmico poblacional (loci outliers)

En esta seccion se abordaran los andlisis de estructura poblacional (Fst, DACP,
Andlisis de Cluster y AMOVA) para el objetivo particular 2 que corresponde a la
parte adaptativa (loci outliers) que detecto el programa Bayescan, los cuales son
6 loci en 116 individuos distribuidos en 9 localidades.
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7.4.1 Diferenciacién genética poblacional (Fst)

El andlisis pareado de Fst mostro valores de 0.0 (TPO-AGI, TPO-PC_YAV) hasta
0.401 (BSJ_YAV-PSC). En la tabla VI se muestran todas las comparaciones, se
observa que la localidad del AGC (BSJ) present6 diferencias significativas con
respecto al resto de las localidades (p<0.001), asi como PSC present6 diferencias
con respecto a las localidades mas nortefias del GC (BK y BSJ; p<0.001 para
ambas). La magnitud de los valores de diferenciacion fue mas elevada en

comparacién con los neutrales.

Tabla VI. Andlisis pareado de Fst para el set de 6 loci outliers de camarén azul (L.
stylirostris), por debajo de la diagonal se muestran los valores de Fsty por encima
de la diagonal los valores de p después de la correccion secuencial de Bonferroni

PSC ALT CC TPO AGI PC_YAV GYM BK BSJ

PSC * 0.002 0.034 0.013 0.008 0.006 0.024 0.000 0.000
ALT 0.223 * 0.191 0.999 0.999 0.999 0.608 0.208 0.000
CC 0.135 0.075 * 0.469 0.210 0.152 0.559 0.072 0.000
TPO 0.201 0.000 0.049 * 0.999 0999 0431 0.166 0.000
AGI 0.188 0.000 0.067 0.000  * 0.999 0.230 0.099 0.000
PC_YAV 0219 0.000 0.089 0.000 0.000 * 0.090 0.045 0.000
GYM 0.124 -0.006 -0.022 0.032 0.046 0.063 * 0.767 0.000
BK 0.221 0.118 0.099 0.161 0.180 0.204 -0.043 *  0.000
BSJ 0.144 0.373 0.313 0.362 0.370 0.401 0.291 0.337 *
(p<0.001)

Nota: Los valores significativos (<0.001) se encuentran negritas.

7.4.2 Andlisis discriminante de componentes principales (ADCP)

Mediante el ADCP se obtuvo un solo agrupamiento con una tendencia a separar la
localidad del AGC (BSJ) como un grupo independiente del resto de las localidades
(Fig. 10). En el analisis se retuvieron 5 PCs con una probabilidad de asignacion de

cada grupo del 44 %.
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Figura 10. Analisis discriminante de componentes principales para el camarén
azul (L. stylirostris) con el set de 6 loci outliers, reteniendo 5 componentes y dos
eigenvalues, con una probabilidad de asignaciéon del 44% para los grupos.

7.4.3 Analisis de clister

El analisis de Cluster para los 6 loci outliers tanto para el método de de AK como
para logaritmo de K indicaron que el valor mas probable es K= 2 (Fig. 11a-b); con
fines comparativos se grafic6 K= 3 (Fig. 11c). El patron de probabilidad de
pertenencia a cada grupo genético de manera individual mostré que la localidad
de BSJ constituye practicamente un solo grupo, presentando poca mezcla con las
demas localidades (Fig. 11b). Para K= 3 se logra diferenciar BSJ, asi como un
patron de mezcla entre grupos diferente para la localidad PSC y una menor

mezcla para el resto de las localidades del GC.
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Figura 11. Analisis de cluster del camarén azul (L. stylirostris) para el set de
marcadores outliers de 6 loci. a) Numero mas probable de Logaritmo de K (LK) b)
Numero més probable de K utilizando el método de Evanno et al. (2005) usando el
valor de Delta K, b) grafica de cluster para K = 2 y ¢) para K = 3, donde cada barra
pertenece a un individuo y el color la proporcién de pertenecer a uno u otro grupo,
las lineas negras representan la separacion entre las localidades.

7.4.4 Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

Los resultados de AMOVA para el set de 6 loci outliers (Tabla VII) mostro un

mayor porcentaje de variacion explicada entre grupos para ambos escenarios,
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siendo mas alto para el caso del E1 (Va = 43.91%) en comparacion con el E2

(35.17 %) siendo significativo en ambos casos.

Tabla VII. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el set de 6 loci outliers
para dos escenarios, E1l: tres poblaciones (1 PSC, 2 ALT, CC, TPO, AGI,
PC_YAV, GYM, BK, 3 BSJ). E2: cuatro poblaciones con base en las unidades de
manejo (1 PSC, 2 ALT, CC, TPO, AGI, 3 PC_YAV, GYM, BK, 4 BSJ).

indicede  %de

Fijacion Variacion

Entre Grupos (Fct) 0.439 43.91 0.029
Entre poblaciones dentro de los

Hipodtesis Fuente de Variacion

-0.037 -2.10 0.068
grupos (Fsc)
EL Entre Individuos al interior de las
: 0.281 16.36 0.003
poblaciones (Fis)
Al interior de los individuos (Fir) 0.581 41.84 0.000
Entre Grupos (Fcr) 0.351 35.17 0.003
Entre poblaciones dentro de los -0.036 235 0.052
grupos (Fsc) ' ' '
E2 Entre Individuos al interior de las
: 0.281 18.89 0.004
poblaciones (Fis)
Al interior de los individuos (Fir) 0.517 48.30 0.000

Nota: Se muestra la fuente de variacion, los indices de fijacion (Fcr: variacion debido a diferencias entre los
grupos; Fsc: variacion debido a diferencias entre poblaciones dentro de los grupos; Fis: variacion debido a
diferencias entre individuos dentro de las poblaciones y Fir: variacion debido a diferencias entre individuos)
con su valor de probabilidad (p<0.05) y el porcentaje de variacion.

7.5 Aislamiento por Distancia

El modelo de aislamiento por distancia utilizando SNPs neutrales mostré una
correlacion positiva significativa (p= 0.003) con un valor de R?= 0.59 (Fig. 12,
puntos azules); mientras que la relacion entre la misma matriz de distancia y
distancias genéticas de SNPs outliers fue una correlacién positiva no significativa

(p= 0.098) con un valor de R?=0.58 (Fig. 12, puntos naranjas).
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Figura 12. Prueba de aislamiento por distancia para el camarén azul (L.
stylirostris). En el eje Y se muestran los valores de Fsty en el eje X los valores de
distancia geogréfica en kildmetros. Puntos en azul diferencias pareadas utilizando
loci neutrales, mientras que los puntos naranja son las diferencias pareadas con
loci outlier.

7.6 Relacion genoma ambiente

Las variables obtenidas de las imagenes satelitales presentan una alta variabilidad
ambiental a lo largo del afio y entre las localidades muestreadas. La SST (Fig.
13a) presenta un gradiente latitudinal aumentando de norte a sur, siendo los
meses mas calientes de julio a septiembre. Los niveles de Chla (Fig. 13b)
muestran mas diferencias (temporal y latitudinalmente) sin una tendencia clara; sin

embargo, el periodo de mayor productividad es febrero-abril.
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Figura 13. Andlisis de variables a partir de imagenes del satélite Aqua MODIS.
SST (Temperatura Superficial del Mar), Chl-a (Clorofila-a). En el eje Y se muestran
las localidades y en el eje X se muestran los meses de enero (1) a diciembre (12).

A partir de estas variables (SST y Chl-a) se estimaron 4 variables resumen
maximo, minimo, rango y media (Tabla VIII) que se usaron como predictores para

la prueba de analisis de Redundancia.



47

Tabla VIII. Resumen de variables para Analisis de Redundancia de camaron azul
(L. stylirostris) para las 9 localidades.

Localidad PSC ALT CC TPO AGI YAV PC GYM BK BSJ
SST_media (°C) 22.14 26.16 25.80 25.84 25.69 2510 24.86 24.21 23.92
SST_rango (°C) 447 640 687 6.86 7.12 7.45 7.80 8.83 7.73
SST_min (°C) 20.56 22.76 22.13 22.13 21.82  21.04 20.59 19.30 19.78
SST_max (°C) 25.02 29.16 29.00 28.99 28.95  28.48 28.39 28.12 27.51

chla_media (mg/m® 246 3.17 4.66 5.04 5.20 3.73 4.00 480 211
chla_rango (mg/m%® 598 442 7.60 7.40 6.11 722 750 571 229
chla_min (mg/m?3) 070 113 154 171 201 098 1.00 218 1.09
chla_max (mg/m?3) 6.67 555 9.14 9.11 8.12 8.19 850 7.90 3.38

Notacion: Puerto San Carlos (PSC), Altata (ALT), Cerro Cabezdn (CC), Topolobampo (TPO), Agiabampo
(AGI), Yavaros-Paredon Colorado (PC_YAV), Guaymas (GYM), 9. Bahia de Kino (BK), 10. Bahia San Jorge
(BSJ).

El andlisis de Redundancia utilizo como predictores: SST _min (VIF 1.70),
SST _max (VIF 2.17), chla_min (VIF 1.76) y chla_max (VIF 1.31) estas variables
presentaron los niveles mas bajos de correlacion; el modelo resulto no significativo
(p= 0.474) después de las pruebas de permutacién para ninguno de los ejes (Fig.
14). EI RDAL (eje x) presento una proporcion de la varianza explicada del 83% vy el
RDAZ2 (eje y) una proporcion del 10%. Las variables se presentan como vectores
(lineas azules) donde la longitud es proporcional a su aporte con el modelo. Por
ejemplo, Chla_max aporta 0.14 en comparacién con SST_min que aporta 0.11
ambos positivos para RDALl. En este sentido podriamos decir que, aunque el
modelo no fue significativo se logra observar que las localidades presentan
importantes diferencias ambientales y se logran diferenciar 3 grupos, centro-sur
del GC que se observa estan relacionados con temperaturas mas calidad y
clorofilas minimas, PSC asi como BSJ con temperaturas mas frias y clorofilas mas
altas, lo que parcialmente concuerda con la diferenciacién obtenida en analisis
previos de estructura poblacional. Por ultimo, los puntos negros representan las

frecuencias alélicas de los 6 loci outliers igual en relacion con el modelo.
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Figura 14. Grafica triplot del Andlisis de Redundancia para el camarén azul
(L. stylirostris), usando las frecuencias de los seis loci outliers (puntos negros), los
predictores se muestras en azul (flecha es magnitud y sentido) asi como las
localidades de las muestras en colores.
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8. DISCUSION

El presente estudio es el primer trabajo que emplea un enfoque gendmico
poblacional con SNPs para organismos silvestres de camaron azul (L. stylirostris),
y peneidos en general, a lo largo del GC y la costa occidental de la peninsula de
Baja California Sur. Los marcadores neutrales identificaron dos grupos
genéticamente distintos el primero integrado por la region del AGC (BSJ) y un
segundo grupo integrado por las regiones CG y BG (ALT, CC, TPO, AGI,
PC_YAV, GYM), incluyendo PSC en B.C.S, esta ultima localidad presenta una
mezcla de ambos grupos. Los marcadores outliers, presentaron un patrén similar,
pero con mayor asignacion a los grupos. Estos resultados difieren a lo reportado
para la especie con el uso de marcadores convencionales (RAPDs estructura en
parches, Aubert y Lightner, 2000; ADNmt panmixia, Mora-Martinez, 2017;
Microsatélites estructura en grandes distancias, Valles-Jiménez et al., 2005), sin
embargo, los resultados son consistentes con trabajos de modelacion de
dispersion larvaria reportados para el GC descritos mas adelante (Lavin y
Marinone, 2003; Marinone, 2012).

Los estudios previos de genética poblacional para esta especie sélo abarcan una
region biogeografica del GC (Aubert y Lightner, 2000), o un area geogréfica de
muestreo de ~ 500 Km (de la Rosa-Vélez et al., 2000), sumado a esto el bajo
namero de marcadores utilizado, resulta en un bajo poder estadistico para
detectar niveles sutiles de divergencia poblacional y deja un vacio de informacion
gue podria revelar datos importantes de la estructura poblacional. A diferencia de
lo anterior, en el presente trabajo, no solo es robusto en el tamafio de muestra,
sino ademas en el area geografica que abarca, con un total de ~ 1,500 km lineales
y una separacion entre localidades no mayor a ~ 300 Km, siendo el primer estudio
en abarcar todo el GC con una representacion de las tres bioregiones, asi como

adoptando el uso de las técnicas de secuenciacion masiva (ddRAD-seq).
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Aspectos técnicos y robustez de genotipos

Existe una amplia gama de opciones que permiten el andlisis de gran cantidad de
datos gendmicos a partir de pipelines (conjunto de procesos o comandos
bioinforméticos), por ejemplo, Stacks (Catchen et al., 2013), Pyrad (Eaton, 2014),
AftrRAD (Sovic et al., 2015), PredRAD (Herrera et al., 2015), ddRADseqTools
(Mora-Marquez et al., 2016) o dDocent (Puritz et al., 2014). En el presente trabajo
se utilizo el pipeline Stacks (Catchen et al., 2013) debido a que es flexible y su
simpleza al trabajar e incluye un médulo para la obtencién de loci de novo en un

tiempo relativamente corto, esto posibilita el trabajo con organismos no modelo.

Dentro de Stacks y cualquier otro programa de construccion de loci de novo se
deben considerar diversos factores para asegurar una base de datos robusta
como lo son el nimero de lecturas por muestra y parametros de construccion del
locus (Catchen et al., 2013). Para la construccion de loci en denovo_map (-m, -My
-n), se realizaron diferentes combinaciones con el fin de encontrar el numero
optimo de SNPs retenidos debido a que no se deben usar los valores
preestablecidos. Las pruebas arrojaron como combinacién optima -M3 -m5 -n4
con los cuales obtuvimos 755 SNPs. Los parametros utilizados se consideran
estrictos debido a que solo se permiten 3 disimilitudes entre secuencias para
formar un stack (M), un minimo de 5 secuencias para formar un stack (m) y por
altimo un maximo de 4 disimilitudes entre stacks, con dichos parametros se retiene
un menor nimero de SNPs final. En la mayoria de los estudios de estructura
poblacional utilizan valores de -M2 -m3 -n2 reteniendo SNPs en el orden de miles
(Benestan et al., 2015; Catchen et al., 2017; Guo et al., 2015; Miller et al., 2016;
Saenz-Agudelo et al., 2015; s6lo por mencionar algunos), la detecciéon de un bajo
namero de loci a lo esperado puede ser por el uso de valores mas estrictos en los
parametros (-M -m -n) ya que, en nuestro caso es mayor lo que representa un

mayor numero de lecturas para formar un stacks.
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Una vez terminados los filtros de calidad se retuvieron solo aquellas muestras que
tuvieron mas de 750,000 mil lecturas y menor a 20 millones (135 muestras) con lo
que se obtuvo una profundidad promedio de 40X con y un error de genotipificacién
del 0.4% estimado a partir de las réplicas. Se ha demostrado que la profundidad
es un factor importante para la creacion de loci de novo debido a que se ha
observado mayor error de genotipificacion por debajo de 25X sugiriendo como
minimo de profundidad 10X (Paris et al., 2017), por ejemplo, Fountain et al. (2016)
encontraron un error de genotipificacion del 11% con profundidades de 5X a 10X,
lo que demuestra que nuestro estudio tiene la suficiente robustez para la creacion
de loci de novo y por lo tanto las inferencias llevadas a cabo no cuentan con un
sesgo técnico que podria derivarse de errores asociados al llamado de SNPs y
obtencion de genotipos.

Respecto a la deteccion de loci outliers se espera que sean detectados bajo la
premisa de que potencialmente estdn bajo seleccion ambiental. Sin embargo,
siempre hay que considerar que pueden estar influenciados por errores de tipo |
(falsos positivos) debido al modelo estadistico usado para detectarlos o
simplemente por procesos demograficos (Bierne et al., 2011). Asimismo, la
probabilidad de deteccién de outliers se incrementa en funcion del nimero total de
marcadores que se obtengan. Generalmente, en los estudios de gendmica
poblacional se utilizan dos o tres métodos para su deteccidn, considerando outliers
aquellos que se comparte entre métodos. Bajo esta premisa, en este trabajo se
utilizaron dos métodos (5 Arlequin y 6 Bayescan), entre estos métodos se
compartieron un total de 3 loci outliers, sin embargo, no se encontraron diferencias
en los patrones de estructuracion entre grupos de loci por lo que se decidié utilizar
el mayor numero de loci (6 Bayescan). A su vez, se sabe que Arlequin, a pesar
de ser uno de los métodos mas utilizados actualmente, tiende a tener mayores
falsos positivos debido a errores de tipo | en comparacion con Bayescan (Narumy
Hess, 2011), por lo que en el presente estudio se optd por utilizar sélo 6 loci

outliers arrojados por Bayescan. En los estudios que incorporan la deteccion de
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marcadores candidatos a seleccién, la proporcion de outliers encontrados
generalmente ronda entre 0.2 - 4% (0.2 %, Benestan et al., 2016; 0.46 %, Carreras
et al., 2017; 0.59 %, Blanco-Bercial y Bucklin, 2016; 1.6 %, Wyngaarden et al.,
2016; 3.3 %, do-Prado et al., 2018; 3.55 %, Sandoval-Castillo et al., 2018). En el
presente estudio se encontré una proporcion del 0.8% el cual comparado con la
bibliografia podria considerarse un porcentaje valido para identificar y delimitar

grupos con potencial adaptativo.
Estructura gendmica neutral y aislamiento por distancia

Se cumplié la hipétesis planteada para los marcadores neutrales (691 SNPs) con
la deteccion de una estructura poblacional previamente no reportada y con un

patrén de asilamiento por distancia.

Los bajos niveles de diferenciacion poblacional con marcadores neutrales son
consistentes con otros trabajos realizados en especies marinas en el area de
estudio que cuentan con larvas pelagicas como principal mecanismo de dispersion
(camaron azul, Aubert y Lightner, 2000; jaiba, Cisneros-Mata et al., 2019; camarén
azul y blanco, de la Rosa-Vélez et al., 2000; cabrilla, Jackson et al., 2015). En
general todos los estudios mencionan las corrientes oceanograficas como el

mecanismo preponderante en la diferenciacién genética de estas especies.

Las corrientes oceanogréficas se relacionan con los patrones de estructuracion
genética en especies marinas con estadios larvarios planténicos y su capacidad
de dispersion depende en gran medida del tiempo de duracion de esta fase
(Selkoe y Toonen, 2011). Asi mismo, los patrones de corriente (anticiclénico en
invierno y ciclonico en verano) pueden crear barreras a la dispersion larvaria, por
ejemplo, se ha encontrado que larvas de merluza atrapadas en el remolino
anticiclonico de invierno al norte del GC lo que crea una barrera de dispersion
larvaria (Sanchez-Velasco et al., 2009). Por su parte Calderon-Aguilera et al.
(2003) encontraron una fuerte asociacion entre las corrientes residuales

oceanograficas en el AGC mediante modelacion y las larvas de camaron azul en
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los primeros 28 dias de vida lo que genera reclutamiento en esta area. A su vez
existe evidencia que sugiere que las poblaciones de AGC estan genéticamente
segregadas de las del sur del GC, separadas por las grandes islas (Aubert y
Lightner, 2000; De la Rosa-Vélez et al., 2000). Es probable que esta misma
barrera este aislando la localidad del AGC en L. Stylirostris durante el verano ya
que el camaron azul tiene un estadio larvario plantonico que ocurre en medio

oceanico con una duracion aproximada de 21 dias (L6pez-Martinez, 2008).

Marinone (2012), plante6é un modelo tridimensional de dispersion de particulas en
donde encontré un alto potencial de auto reclutamiento en el AGC, asi como una
retencion de particulas en la costa peninsular asociado a corrientes residuales,
contrario a lo que ocurre en la costa continental donde se observa baja retencion
debido a la exportacion de particulas hacia diversas areas. En el modelo, las
particulas se liberaron en cada cuadrante y re recuperaron a los 21 dias, las
particulas liberadas en el AGC presentaron baja dispersién por debajo de las
grandes islas y las particulas de CG y BG presentaron gran mezcla. Dicho modelo
puede aplicarse para explicar la estructura obtenida en el presente estudio debido
a gque en los poligonos del area continental (que comprende nuestro muestreo), se
observa una dispersion en las regiones CG y BG debido a los grandes giros
ciclénicos y fuertes corrientes costeras durante el verano, asi como una retencién
en el AGC debido a pequefias corrientes residuales y pequefios giros ciclonicos
igual durante la temporada de verano, lo cual coincide con la temporada de
desove de L. Stylirostris.

La asociacion del patron de corrientes con el patrén de estructura genética en el
GC se ha documentado en otras especies de la regidén. Por ejemplo, en la cabrilla
sardinera (Mycteroperca rosacea), especie demersal marina con estadio de larva
pelagica, mostré diferencias genéticas entre las regiones peninsulares y
continentales en la zona de las grandes islas, especificamente por un giro
anticiclénico en el AGC que transporta larvas de norte hacia el sur (Munguia-Vega

et al., 2014). Una extension de este previo estudio evalué la regién del AGC vy la
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region de las grandes islas, encontrando una diferenciacion entre la region
peninsular y la regién continental, asociada a las velocidades de las corrientes
oceanogréficas durante el verano (Jackson et al., 2015). En un trabajo mas
reciente con jaiba café (Callinectes bellicosus) se evalud la estructura poblacional
a lo largo de las costas de Sinaloa, descubriendo que tiene una estructura
metapoblacional y no homogénea como estaba reportado anteriormente, donde el
sentido y magnitud de la dispersion larvaria se encuentra asociado al patron de
corrientes oceanogréfica (Cisneros-Mata et al., 2019).

Las especies marinas se caracterizan por presentar elevados niveles de flujo
genético (Palumbi, 1994) y uno de los patrones comunmente reportados es el IBD
en varios peces e invertebrados (Liggins et al., 2013; Riginos y Liggins, 2013). El
aislamiento por distancia establece una relacidon entre la distancia geografica y la
distancia genética donde las localidades méas cercanas presentan una mayor
similitud entre si, y las localidades mas alejadas cuentan con una mayor
divergencia genética. El poder observar este patron depende en gran medida de la
escala de muestreo y la biologia del organismo de estudio (e.g. duracion de la
larva pelagica) (Liggins et al., 2013; Riginos y Liggins, 2013). Los resultados en
este estudio mostraron una relacion significativa entre la distancia geogréfica y la
diferencia genética, es decir, el flujo genético depende en gran medida de la
distancia geografica. Sin embargo, al realizar un analisis sin considerar BSJ, no se
encontré una relacion significativa, esto implica que una menor escala (ejemplo:
BK-ALT-PSC) puede perder la sefial de dicho patrén y por lo tanto detectar un
extensivo flujo genético en esta region. Por otro lado, esto puede indicar que en
BSJ existe una barrera al flujo genético (presencia de las grandes islas). De aqui
la relevancia de la escala geografica en estudios gendémico poblacionales para
discernir entre los posibles factores que generan relaciones significativas de
aislamiento por distancia. Otro ejemplo, algunas especies han mostrado altos
niveles de diferenciacién genética asociada a las distancia, pero solo a escalas

geograficas grandes, esta sefial de IBD se pierde cuando reducen la escala
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geografica del analisis (Diaz-Viloria et al., 2009; Drinan et al., 2018; Palumbi et al.,

1997). Lo cual coincide con el patron detectado en el presente estudio.
Estructura gendmica adaptativa y asociacion genoma-ambiente

La estructura gendémico poblacional obtenida a partir de los 6 marcadores
candidatos a seleccion (outliers) fue similar a la neutral, pero en mayor magnitud.
Los resultados fueron soportados por los andlisis de cluster, Fst y AMOVA, en el
caso de ADCP no fue concluyente debido a que retine casi el 100% de los
componentes principales con una probabilidad de asignacion muy baja. A su vez
en el AMOVA se encontrd6 un elevado porcentaje de varianza explicada entre
grupos del 44%, por Ultimo, no se encontré un patrén de IBD (r?= 0.58, p= 0.098).

Contrario a lo que se esperaba, el patrén de estructuracion espacial con SNPs
outliers fue similar al detectado con los SNPs neutrales. En estudios de estructura
poblacional con marcadores outliers se espera que el patron de estructura sea
moldeado por la variabilidad ambiental y por ende sea diferente al obtenido a partir
de marcadores neutrales como en la langosta (Homarus americanus, Benestan et
al., 2016), pez espinoso (Gasterosteus aculeatus, Guo et al., 2015), merluza
(Merluccius merluccius, Milano et al., 2014), bacalao (Gadus morhua, Bradbury et
al., 2010), abulén (Haliotis laevigata, Sandoval-Castillo et al., 2018). Sin embargo,
en otros estudios los SNPs outliers han demostrado patrones similares de
estructura genética a los obtenidos con SNPs neutrales, pero con una mayor
potencia estadistica, por ejemplo, en el mejillon chileno (Mytilus chilensis)
estudiaron la estructura neutral (851 loci) y adaptativa (51 loci), mostrando el
mismo patron para ambos sets de marcadores para 4 de sus localidades (Araneda
et al., 2016); en el salmon del Atlantico (Salmo salar) utilizaron un panel de 67
SNPs neutrales y 14 SNPs outliers mostrando los mismos patrones de
estructuracion (Freamo et al., 2011); en ambos casos se le atribuye el efecto al

alto flujo de genes y la baja distancia geografica. En dichos trabajos a pesar de
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tener un gradiente ambiental heterogéneo parecié no tener influencia sobre los loci

outliers como es el caso del presente estudio.

La explicacion mas parsimoniosa de los patrones de estructura genémica neutral y
adaptativa es debido a la convergencia de efectos derivados de las barreras
geograficas y condiciones ambientales (Araneda et al., 2016). En este punto, la
region de las grandes islas en el GC funciona como una barrera a la dispersion
entre la region AGC y CG, pero también es una zona de transicion climatica regida
principalmente por la temperatura. Al norte de las islas, la variabilidad climatica es
mayor en comparacion con el centro-sur del GC que es mas homogénea, lo que
puede jugar un papel selectivo en los organismos que habitan dicha regién. Si bien
nuestros 6 SNPs outliers no fueron suficientes para poder detectar un patrén de
asociacion genoma-ambiente (analisis de redundancia), cabe la posibilidad de una
huella de diferenciacién genética adaptativa asociada al ambiente en la que todas
las localidades del centro-sur estan fuertemente influencias por las temperaturas

mas calidas y la localidad nortefia a temperaturas mas frias.

Si bien se detecté variacidbn adaptativa diferente entre regiones, no se obtuvo
homologia de los loci outliers con alguna funcién de uno o varios genes. Esto es
comun debido a que la mayoria del genoma no codifica para proteinas y las
librerias de baja representacion se integran principalmente por fragmentos con
identidad desconocida. Por otro lado, los outliers pueden ser detectados por error
de Tipo | o por procesos demografico (Woodings et al., 2018), por lo que estamos

viendo variacion neutral en estos patrones antes discutidos.

Futuros estudios se podrian mejorar en la obtencidbn de SNPs con potencial
adaptativo al ampliar la cobertura del genoma (un mayor nimero de SNPs) y area
geografica (costa peninsular del GC) para capturar la mayor diversidad y
variabilidad ambiental posible. Esto podria ayudar a predecir una mejor asociacion

genoma ambiente.

Implicaciones de manejo



57

Los estudios de genomica poblacional dirigidos a la delimitacion de stocks
aplicado en pesquerias brindan una herramienta para resolver preguntas en
materia de gestion de pesquerias, cuyo principal objetivo es garantizar la maxima
produccion a través del tiempo, mejorando las leyes regulatorias en beneficio
econdémico y social (Valenzuela-Quifionez, 2016). El estado actual de muchas
pesquerias se encuentran vulnerables, por la falta de datos genéticos de las
especies, trayendo consigo consecuencias como, modificacion del hébitat y
sobreexplotacion, afectando asi el sustento econdémico y comercial de millones de
personas en el mundo (Baltazar-Soares et al., 2018). Por ello, es importante la
identificacion y correcta delimitacion de los stocks, para asi conservar toda la
heterogeneidad genética y mantener la productividad del recurso (Valenzuela-
Quifionez, 2016; Ovenden et al., 2015; Hilborn et al., 2003).

En el GC se cuenta con tres areas administrativas: el AGC, CG y BG, donde se
lleva a cabo la evaluacién de biomasa del recurso camardn. Estas unidades
administrativas no corresponden con las unidades bioldgicas, por lo tanto, estas
unidades deben ser revisadas integrando la nueva informacién que se genero en
el presente estudio. Esto coadyuvara a los evaluadores y tomadores de decisiones
a contar con evaluaciones mas precisas de la condicién del recurso ya que
actualmente se reporta un estatus de aprovechamiento al maximo sostenible
(CNP, 2017).

El presente estudio muestra nueva informacion de la delimitacion de stocks del
camarén azul, un recurso de gran importancia econémica y social, la cual no
concuerda con las areas administrativas actuales ni con los resultados reportados
en estudios previos de genética poblacional (Aubert y Lightner, 2000; CNP, 2017;
de la Rosa-Vélez et al., 2000; Mora-Martinez, 2017). Los resultados deben ser
considerados por los evaluadores de stock para contar con estimaciones mas
precisas de los puntos de referencia de la pesqueria y esto a su vez traducirse en
medidas de manejo por parte de los tomadores de decisiones del recurso. Este

tipo de estudio deberia hacerse extensivo a el resto de especies (F. californiensis
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y L. vannamei) que componen el recurso camaron del Pacifico. De esta manera se
puede considerar la heterogeneidad espacial de sus poblaciones, proporcién por

especies en modelos de espacialmente explicitos.

Asimismo, este estudio sirve como base para especies con historias de vida
similar y marca una pauta de nuevo conocimiento que debe ser investigado,
sumandose asi a muchos otros estudios de genomica poblacional enfocados a
mejorar las medidas de manejo. Finalmente, se reitera la importancia de dar
continuidad a este tipo de estudios en los que se pueda incluir una mayor area de
muestreo en diferentes afos, con el fin de tener una mejor imagen espacio-
temporal de la dinamica poblacional, para asi entender los procesos evolutivos

gue dan forma a la estructura de las poblaciones.
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9. CONCLUSIONES

R/

El camaron azul (L. stylirostris) del Pacifico nororiental presenta una
estructura gendmico poblacional utilizando marcadores moleculares
neutrales rechazando la hipotesis nula de panmixia.

El patron de estructura gendémico poblacional neutral indico diferencias
entre dos grupos: uno correspondiente a Bahia San Jorge (Alto Golfo de
California) y el segundo el resto de las localidades.

El camarén azul mostro un modelo de aislamiento por distancia utilizando
marcadores neutrales.

El patron de estructura neutral se relaciona con el sistema de corrientes
oceanogréficas, debido a que es consistente con estudios de modelacion de
dispersion larvaria y estudios genético-poblacionales en la region.

El patron de variacién adaptativa fue similar al mostrado por marcadores
neutrales, pero con un mayor grado de divergencia genética.

En los andlisis utilizados en este estudio no se encontré6 una asociacion-
genoma ambiente entre los loci candidatos a seleccion y las variables
ambientales seleccionadas.

Por altimo, con base en lo encontrado en el presente estudio se delimitaron
dos stocks poblacionales teniendo como frontera geografica las grandes

islas del Golfo de California (Isla Tiburon y Angel de la Guarda).
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Distancias geograficas lineales (en kildmetros) para las 9 localidades.

PSC ALT CC TPO AGI YAV-PC GYM BK BSJ
PSC 0
ALT 733 0
CcC 768 69 0
TPO 815 136 68 0
AGI 905 262 190 116 0
YAV-PC 989 339 245 183 129 0
GYM 1082 434 368 274 248 94 0
BK 1222 579 495 430 382 245 164 0
BSJ 1513 859 775 707 678 526 521 286 O

Notacion; Puerto San Carlos (PSC), Altata (ALT), Cerro Cabezon (CC), Topolobampo (TPO), Agiabampo
(AGI), Yavaros-Paredén Colorado (PC_YAV), Guaymas (GYM), 9. Bahia de Kino (BK), 10. Bahia San Jorge

(BSJ).



