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Resumen
La identificacidn de las poblaciones pesqueras y la delimitacidn de la escala espacial a la que se

distribuyen, deberian ser de alta prioridad para el disefio de estrategias de manejo vy
recuperacion, tanto de las especies sobreexplotadas y amenazadas, como de las mantenidas en
niveles sostenibles. Sin embargo, a menudo las unidades bioldgicas y las unidades de manejo no
concuerdan entre si. El enfoque gendmico poblacional posibilita el aislamiento y caracterizacién
de polimorfismos de nucledtido simple (SNPs por sus siglas en inglés) altamente informativos
con un elevado poder para diferenciar entre poblaciones y mejorando la resolucion espacial de
los limites de la poblacién en varios recursos pesqueros. Ademas, posibilita el desarrollo de
paneles de SNPs para andlisis de asignacion a la poblacién de origen (trazabilidad), que ya se ha
probado en el manejo pesquero y la industria de la acuicultura. El abuldén azul (Haliotis fulgens)
representa una importante pesqueria artesanal en la costa oeste de la Peninsula de Baja
California (PBC). A pesar de las regulaciones existentes, H. fulgens estd catalogado como
deteriorado con sus poblaciones por debajo del nivel dptimo de recuperacidon. Ademas, la
identificacion y delimitacidn de sus poblaciones aun no se encuentran bien establecidas.

Por lo tanto, el primer objetivo de este estudio fue caracterizar los patrones espaciales de
variacion gendmica neutra de H. fulgens a lo largo de la PBC y evaluar la concordancia entre las
unidades de manejo actuales del recurso y las unidades bioldgicas. Para probar esta hipdtesis,
se utilizé un conjunto de 2,170 SNPs neutrales putativos descubiertos de novo mediante un
enfoque de ADN asociado al sitio de restriccion de doble digestion (ddRAD-seq) en 10
localidades a lo largo de la PBC (n=175). Los resultados revelaron tres grupos genéticos
regionales: Isla Guadalupe y las localidades costeras de la PBC dividida en norte (Isla San
Jerénimo y Faro San José) y sur (Isla Cedros, Punta Eugenia, Tortugas Norte, Tortugas Sur,
Asuncion Norte, Asunciéon Sur y La Bocana). El flujo de genes contemporaneo podria explicarse
por las caracteristicas oceanograficas locales, donde es bidireccional dentro de la regidén sur,
pero con un flujo predominante hacia el sur desde la regiéon norte con un modelo de
diferenciacién de Aislamiento por Distancia.

El segundo objetivo fue desarrollar un panel reducido de SNPs para la asignacion de poblaciones
gue describiera con precision los tres grupos genéticos detectados con los andlisis previos. Para
ello se mapearon las lecturas crudas con el genoma de referencia de abuldn azul, con lo cual se
obtuvo un mayor niumero de SNPs (10,523). Se analizaron los datos a dos escalas jerarquicas: (a)
global que incluye los tres grupos genéticos (n=176) 1) Isla Guadalupe (Gl), 2) regién norte de la
PBC (GCN) y 3) regién sur de la PBC (GCS); y (b) la escala costera que incluye solo los dos grupos
costeros (n=156). Se clasificaron los loci de mayor a menor en funcién de su valor de Fsry se
seleccionaron seis paneles SNP (de 50 a 500), comenzando con el Fs; mas alto, para maximizar el
poder de detectar la diferenciacidon genética entre los grupos genéticos en ambas escalas. El
modelo predictivo a escala global mostré un alto poder de asignacién para casi todos los
conjuntos de datos de SNPs para dos de los tres grupos (Gl y SCG), con un rango de 0.81 (d.s.=
0.25) a 1. A escala costera, las precisiones de asignacién aumentaron para ambos grupos, sin
embargo, NCG mostro los valores mas bajos, que van desde 0.03 (s.d.= 0.16) con los 50 SNP mas
informativos, hasta 0.91 (d.s.= 0.23) con 500 SNP.



Los resultados obtenidos en este estudio indicaron que las areas administrativas no coincidian
con las unidades bioldgicas de la pesqueria de H. fulgens; por lo tanto, las areas de evaluacion y
manejo del stock deben revisarse. Los paneles SNP desarrollados son relevantes para los
administradores de abulén azul, ya que podrian contribuir al plan de gestidn pesquera en
desarrollo.

Palabras clave: gendmica poblacional, manejo pesquero, trazabilidad, ddRAD-seq, panel SNPs,
asignacion origen poblacional.
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Summary

Stock identification of fishery populations and their spatial delimitation should be of high
priority for the design of management and recovery strategies of overexploited and endangered
wildlife, as well as those in sustainability levels. However, a mismatch between biological and
management units of fishery resources often occurs. Genomic approaches simplify the ability to
isolate informative Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) with high population differentiation
power, improving the spatial resolution of population boundaries in several fisheries resources.
The use of SNPs panels in assignment analyses has also been proven in fishery management and
the aquaculture industry. The green abalone (Haliotis fulgens) represents an important artisanal
fishery along the western coast of the Baja California Peninsula (BCP). Despite the existing
regulations, the green abalone is listed as deteriorated with its populations below the optimum
recovery level. In addition, their populations’ identity and delimitation are not yet well
established.

Thus, the first aim of this study was to characterize the spatial patterns of neutral genomic
variation of H. fulgens along the BCP to test whether the genomic structure patterns support
the current management areas of this fishery resource. To test this hypothesis, a set of 2,170
putative neutral SNPs discovered de novo by a double digest restriction-site associated DNA
approach was used on 10 locations along the BCP (n=175). The results revealed a population
structure with three putative groups: Guadalupe Island and northern (Isla San Jerénimo y Faro
San José) and southern BCP locations (Isla Cedros, Punta Eugenia, Tortugas Norte, Tortugas Sur,
Asuncidn Norte, Asuncién Sur y La Bocana). The contemporary gene flow might be explained by
local oceanographic features, where it is bidirectional within the southern region but with a
predominant southward flow from the northern region, following an Isolation-by-Distance
model.

The second aim was to develop a reduced SNPs panel for population assignment that accurately
describe the three genetic groups detected with previous analysis. For that purpose, the raw
reads were aligned to the green abalone reference genome, from which a larger number of
SNPs was obtained (10,523). The data were analyzed at two hierarchical scales: (a) the global
scale including the three genetic groups (176 individuals) 1) Guadalupe Island (Gl), 2) northern
region of the BCP (NCG) and 3) southern region of the BCP (SCG); and (b) the coastal scale
including only the two coastal groups (n=156). Six SNP panels (from 50 to 500), starting with the
highest Fsr were selected to maximize the power to detect genetic differentiation between the
genetic groups at both scales. The predictive model at global scale displayed a high
discriminatory power for almost all the SNPs datasets for two of the three groups (Gl and SCG),
ranging from 0.81 (s.d.= 0.25) to 1. At the coastal scale, assighnment accuracies increased for
both groups, nonetheless, NCG showed the lowest values, ranging from 0.03 (d.s.= 0.16) with
the 50 most informative SNPs, to 0.91 (s.d=0.23) using 500 SNPs.

The results obtained in this study indicated that the administrative areas did not match the
biological units of H. fulgens fishery; hence, the stock assessment and management areas
should be revised. The developed SNP panels are relevant to managers of green abalone as they
might contribute to the fishery management plan under development.
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1. INTRODUCCION

Las estrategias efectivas de manejo pesquero incluyen la delimitacion de stocks (unidades
bioldgicas fundamentales sobre la cual se realiza un manejo) y requieren del conocimiento de la
escala espacial de las unidades biolégicas (Selkoe y Toonen, 2006; Hedgecock et al., 2007; Funk
et al., 2012). Evaluar el estado de la poblacién o desarrollar una estrategia de manejo podria no
ser sostenible si no se conoce primero cémo estan delimitadas las poblaciones (Funk et al.,
2012). Sin embargo, las unidades de manejo se basan predominantemente en unidades
administrativas (Bernatchez et al., 2017) por lo que con frecuencia no hay concordancia entre
las unidades de manejo y las unidades bioldgicas (e.g. Gadus morhua, Melanogrammus
aeglefinus, Merlangius merlangus, Micromesistius poutassou, Merluccius merluccius, Clupea
harengus, Thunnus albacares Reiss et al., 2009; Mullins et al., 2018). Esta discrepancia puede
llevar a una reduccion en la productividad o la sobre explotacion de las subpoblaciones discretas

(Frank y Brickman, 2000; Kenchington, 2003; Hilborn et al., 2003).

En el ambiente marino, determinar la estructura genética y definir las unidades de manejo es
desafiante debido a que no existen barreras fisicas aparentes y los organismos muestran
grandes tamafios efectivos poblacionales y un alto flujo genético. Esta situacidn resulta en una
baja diferenciacion poblacional en donde las herramientas genéticas tradicionales con un
limitado nimero de loci suelen tener poca potencia para definir las unidades bioldgicas

(DeWoody y Avise, 2000; Hauser y Carvalho, 2008; Allendorf et al., 2010).

Los avances en tecnologias de secuenciacidon masiva y en los métodos de genotipificacién de
ADN asociado a sitios de restriccion (RAD-seq) han permitido descubrir y genotipificar una gran
cantidad de loci en especies no modelo, lo que permite hacer frente a las limitaciones

tecnoldgicas anteriores (Hammer Hansen, Therkildsen y Pujolar, 2014).

El uso de marcadores tipo Polimorfismos de Nucledtido Sencillo o SNP (Single Nucleotide
Polymorphism, por sus siglas en inglés) ha aumentado significativamente en las ultimas

décadas, dado que permiten realizar inferencias mas precisas acerca de la estructura gendmica



poblacional neutral (Luikart et al., 2003; Baird et al., 2008; Grewe et al., 2015), ademads de
mejorar la resolucién espacial de los limites de poblacidon en varios recursos pesqueros (e.g.,
Thunnus alalunga, Laconcha et al., 2015; Salmo salar L., Gilbey et al., 2016; Thunnus albacares,
Pecoraro et al., 2018) a un menor costo y tiempo de inversidon en comparacion con las técnicas

tradicionales (Jenkins et al., 2019).

Recientemente, algunos estudios, se han enfocado en la identificacion de SNPs altamente
informativos que muestran frecuencias alélicas fuera de las esperadas bajo neutralidad
(outliers) y mayores niveles de divergencia entre las poblaciones, permitiendo el desarrollo de
paneles reducidos de SNPs para capturar la diferenciacién en la escala espacial de interés a un

menor costo (Jenkins et al., 2019).

Especificamente, los métodos de asignacién han sido utilizados en la conservacién y manejo de
especies ya que permiten la discriminacion de individuos residentes e inmigrantes en
poblaciones locales y la identificacion de poblaciones de origen de individuos inmigrantes
(Manel et al., 2005). El uso de paneles reducidos de SNPs en los analisis de asignacién se ha
probado en la gestidon pesquera y en la industria acuicola para ayudar a abordar la pesca ilegal,
la trazabilidad, deteccién del fraude de especies (Shackell y Dodds, 2008), para promover la eco
certificaciéon (Nielsen et al., 2012; Jenkins et al., 2019) y en estudios de dispersion (Berry et al.,

2004; Reynes et al., 2021).

La pesqueria de abuldn en México representa una actividad de gran importancia econdémica y
social para las comunidades pesqueras establecidas a lo largo de la Peninsula de Baja California
(PBC) (Ledn y Muciio, 1996). A lo largo de la PBC se explotan de manera comercial 5 especies de
abulén (abuldn azul: Haliotis fulgens, abuléon amarillo: H. corrugata, abulén negro: H.
cracherodii, abuldn chino: H. sorenseni y abuldn rojo: H. rufescens) (DOF, 2018) sin embargo la
pesca estd sustentada casi en su totalidad por el abuldn amarillo y el abulén azul. Se estimé que
en el periodo del 2000 al 2018 su producciéon fue de aproximadamente 274 toneladas anuales

con un valor de 67.3 millones de pesos (INAPESCA, 2021).



El abuldn azul tiene un rango de distribucion que va desde Bahia Concepcién, California, EUA
hasta Bahia Magdalena, BCS, México (Guzman-del Proo, 1992) el cual estd influenciado por las
Corrientes de California y Ecuatorial del Norte, generando condiciones oceanograficas y de
circulacion oceanica heterogéneas (Chelton, 1982; Lluch-Belda, 1999; Durazo et al., 2010;

Durazo, 2015).

A pesar de que el plan de manejo del recurso aln se encuentra en desarrollo, la pesqueria se
encuentra regulada bajo varias normas, incluidas zonas administrativas, concesiones por
cooperativas, tallas minimas legales y temporadas de vedas, las cuales se establecen con base
en la variacion latitudinal de sus caracteristicas de historia de vida (tallas de primera madurez y
temporadas de reproduccién) (DOF, 1993, 1994; 2018; Sierra-Rodriguez et al., 2006).
Adicionalmente, se realizan evaluaciones de stock por bancos y concesiones de cooperativas y
desde el 2000 estas regulaciones se han enfocado principalmente en las cuotas de capturas
asignadas por cooperativa pesquera considerando sus tasas de crecimiento anual (Sierra-

Rodriguez et al., 2006).

A pesar de las diversas medidas de manejo y el gran esfuerzo de los pescadores locales para la
restauracion de los stocks, la biomasa del recurso muestra una tendencia marcada de
disminucion similar al observado en otras pesquerias de Halidtidos (Karpov et al., 2000; Dowling
et al., 2004; Cook, 2016; Mundy et al., 2020; Rogers-Bennett et al., 2021). Estas disminuciones
se han atribuido una combinacidn de factores tales como manejo inadecuado de los recursos,
lenta recuperacion, sobrepesca, pesca ilegal, enfermedades y efectos del ambiente (Guzman-del
Proo et al., 2003; Prince, 2005; Morales-Bojérquez et al., 2008; Ponce-Diaz et al., 2013; Cook,
2019). Actualmente se encuentra catalogado como en deterioro con sus poblaciones por debajo

del nivel 6ptimo de recuperacién (DOF, 2018).

Desde el punto de vista genético un estudio previo realizado con 4 marcadores tipo
microsatélites en H. fulgens, concluye panmixia para las poblaciones de la parte centro-oeste de

la PBC, solamente diferenciadas de la localidad oceanica Isla Guadalupe (Gutiérrez-Gonzalez et
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al., 2007). Sin embargo, no se han realizado estudios que evallien la estructura genética y/o

gendmica en las localidades de abuldn azul mas al norte de Punta Eugenia.

El presente trabajo amplia el rango de muestreo al analizar individuos de localidades al norte de
Punta Eugenia, asi como el uso de miles de marcadores genéticos para obtener una mayor
resolucién. Por lo tanto, el principal objetivo fue evaluar la estructura gendmica poblacional del
abulén azul (Haliotis fulgens, Philipppi 1845) a lo largo de gran parte de su rango de distribucion
en la PBC mediante marcadores tipo SNP derivados de técnicas de secuenciacion de ADN
asociada al sitio de Restriccidon de doble digestion (ddRAD-seq). El segundo objetivo del estudio
fue desarrollar un panel reducido de SNPs para la asignacién de poblaciones que describan con
precisiéon los grupos genéticos detectados con los andlisis de estructuracion poblacional a lo

largo de la PBC.



2. ANTECEDENTES

2.1 Biologia de la especie

El abulén azul (Haliotis fulgens, Phillipi, 1845) es un molusco gasterépodo perteneciente a la
familia Haliotidae. Se distribuye desde Bahia Concepcién, California, EUA (34.5° N), hasta Bahia
Magdalena, BCS, México (25.5 °N), con mdaximas densidades desde Isla Cedros hasta Punta
Abreojos y con una distribucién batimétrica que comprende desde el intermareal hasta los 24 m
de profundidad (Guzman-del Proo, 1992). Es un herbivoro de habitos nocturnos asociados a
fondos rocosos y mantos de algas pardas y rojas (e.g. Macrocystis, Eisenia y Gelidium). Son
organismos longevos de lento crecimiento que llegan a vivir de 20 a 25 afios, alcanzan la talla de
madurez sexual de los 6 a los 12 cm de longitud (5-7 afos) y se reporta una variacion latitudinal

en las tallas con un gradiente que disminuye de norte a sur (Sierra-Rodriguez et al., 2006;).

Los estudios realizados en H. fulgens acerca de aspectos reproductivos (fecundidad vy
temporadas de desove; Sevilla, 1971; Belmar-Pérez y Guzman-del Proo, 1992), sugieren que el
ciclo reproductivo en los abulones varia ampliamente dependiendo del area geografica,
pudiéndose identificar de manera general dos grandes picos reproductivos, uno entre el verano
y el otoio (Ortiz-Quintanilla & Leon-Carballo, 1988; Vélez-Arellano et al., 2017) y otro entre
invierno y primavera, siendo los meses de Febrero a abril los meses con mayor actividad de
desove reportado (Vélez-Arellano et al., 2020). No obstante, este aspecto aln no estd bien
entendido dado que los estudios se han enfocado principalmente en la zona centro sin

considerar el rango entero de distribucion.

Los huevos fertilizados tienen flotabilidad negativa y estudios realizados en laboratorio
concluyen que el desarrollo larvario es dependiente de la temperatura y que la fase nadadora
tiene una corta duracion (4 a 15 dias) en la columna de agua con un rango de temperatura
Optimo de 20 °C a 23 °C hasta que comienzan su vida benténica como postlarvas (Leigthon,
2000). Estas condiciones podrian limitar su capacidad de dispersion a lo largo de largas
distancias. Su dispersion depende casi exclusivamente de su fase larvaria ya que una vez que se

asientan los organismos hasta su etapa adulta presentan una movilidad limitada.



2.2 Pesqueria, medidas de regulacion, estado del recurso y problematicas

La pesqueria del abulén en México se inicié6 desde mediados del siglo XIX por compafias
extranjeras y hasta hace 70 afios por cooperativas mexicanas (Ponce-Diaz & Chavez, 2000). De
las 8 especies de haliétidos de Norte América, México cuenta con 7 (H. fulgens, H. corrugata, H.
rufescens, H. sorenseni, H. cracherodii, H. assimilis y H. walallensis) de las cuales H. fulgens y H.
corrugata soportan casi en su totalidad a la pesqueria en México, la cual ocurre desde Isla
Coronados, B.C. hasta Isla Margarita, B.C.S. en la PBC (INAPESCA, 2006). Su alta demanda y valor
econdmico en el mercado internacional hacen de su pesca una actividad econdmica importante
para la costa Occidental de la PBC (DOF, 2018), generando una derrama econdmica anual para
las comunidades pesqueras de la region de alrededor de 67.3 millones de pesos (datos del 2000

al 2018; INAPESCA, 2021).

La pesca de este recurso se encuentra regulada por la NOM-005-PESC-1993 (DOF, 1993) la cual
es una Norma Oficial Mexicana que regula el aprovechamiento de las poblaciones de las
distintas especies de abuldn en aguas de jurisdiccion federal de la PBC y la NOM-09-PESC-2993
(DOF, 1994), la cual establece el procedimiento para determinar las épocas y zonas de veda para

la captura de diferentes especies acuaticas en México.

A pesar de que no existe un plan de manejo para el recurso (en desarrollo), desde 1981 se han
implementado varias medidas de manejo para regular la pesca y recuperar la abundancia del
recurso: se consideran cuatro zonas administrativas las cuales estan establecidas con base en las
variaciones latitudinales de sus caracteristicas de historia de vida, especificamente talla de
primera madurez y temporada reproductiva (DOF, 1993). Cada zona tiene diferentes periodos
de veda y tallas minimas de captura: zona | (150 mm, 1 Jul-30 Nov); zona Il (145 mm, 1 Ago-31
Dic), zona Il (140 mm, 1 Ago-31 Dic) y zona IV (120 mm, 1 Sep-1 Ene) (DOF, 1993; 1994; 2018).
No se permite la captura en bajamar y se debe entregar el producto vivo en las plantas
procesadoras (Ledn-Carballo y Mucifo-Diaz, 1996; Searcy-Bernal et al., 2010; DOF, 2012).
Ademas, el bajo reclutamiento del recurso ha dado como resultado el cierre indefinido de la
pesqueria en algunas zonas, e incluso se han establecido de manera voluntaria zonas de no

pesca mediante reservas marinas (Micheli et al., 2012).



A partir del 2000 se puso en marcha un programa entre el Instituto Nacional de Pesca
(INAPESCA) vy las cooperativas pesqueras para la evaluacién de los stocks por bancos y
concesiones de las cooperativas y se establecieron las cuotas de captura como principal medida
de regulacion. Dichas cuotas son asignadas por cooperativa pesquera teniendo en cuenta la tasa
anual de crecimiento de cada banco (Sierra-Rodriguez et al., 2006). Sin embargo, a pesar de las
diversas medidas de manejo y el gran esfuerzo realizado por parte de los pescadores para
repoblar los stocks, esta pesqueria aun se encuentra catalogada como en deterioro con sus

poblaciones por debajo del nivel éptimo de recuperacion (DOF, 2018).

Recientemente, Guzman-del Proo y del Monte-Luna (2017) sugirieron un cambio para el manejo
de la pesqueria en donde las evaluaciones deberian de realizarse por grupos de bancos que
tenga tasas similares de productividad, en lugar de considerar a cada banco por separado. Sin
embargo, ya sean las estrategias actuales o las propuestas (zonas administrativas, concesion por
cooperativas, bancos por separado o grupos de bancos con caracteristicas similares), la escala
espacial de la administracidn sigue siendo un problema de escala indefinido y requiere de la
delimitacion de unidades bioldgicas para apoyar el manejo del recurso. De hecho, las
autoridades de manejo pesquero reconocen la necesidad de definir los stocks como unidades
poblacionales en poligonos bien delimitados, con estrategias de manejo que dependan del

estado poblacional de cada banco (DOF, 2012).

Otro problema al que se enfrenta la regulacién de la pesqueria es la pesca ilegal, ya que se
estima que representa alrededor del 27% de la captura comercial (Ponce-Diaz, et al., 2013).
Aunado a esto, es probable que las preocupaciones sobre el etiquetado incorrecto (fraude
comercial) y la creciente concientizacion de los pescadores y consumidores sobre la
vulnerabilidad de las poblaciones, ha motivado a las pesquerias locales a buscar certificaciones
sostenibles (eco-certificaciones) por parte de organizaciones como el Consejo de Administraciéon
Marina (MSC por sus siglas en inglés).

Como una medida alterna para la recuperacion de los bancos de abuldn, a partir de los afios 90
y hasta el 2020 era obligatorio realizar acciones de repoblamiento para mantener las

concesiones otorgadas; Los programas de repoblamiento se llevaban a cabo mediante



liberacion de larvas criadas en laboratorio, sobre todo en la parte central de la PBC (Gutiérrez-
Gonzalez y Pérez-Enriquez, 2005). Sin embargo, las consecuencias de estos programas no han
sido evaluadas y persiste una preocupacion inherente al posible impacto genético en las
poblaciones silvestres (Pérez-Enriquez et al., 2013), el cual puede ir desde pérdida de la
diversidad genética y adecuacion hasta cambios en la composicién de la poblacién o en la
estructura poblacional (por ejemplo, cuando existe una estructuracion poblacional significativa
dentro de la distribucion de la especie, la repoblacidon puede conducir inadvertidamente a la
mezcla de distintos linajes evolutivos y a la homogenizacidn de la diversidad genética) (Laikre et

al., 2010).

Comprender los elementos que estan aportando a la biocomplejidad de H. fulgens como son la
delimitacion de unidades bioldgicas, patrones de conectividad, grupos con adaptaciones locales,
diferencias en tasas de reclutamiento, fecundidad, tallas de madurez; es una tarea clave para
aportar al manejo del recurso ya que son estas variaciones las que permiten que los stocks sean

resilientes ante cambios ambientales (Hilborn et al., 2003; Ruzzante et al., 2006).

2.3 Caracteristicas del area de estudio

El drea de distribucion del abuléon azul (~10° de latitud) esta influenciada por distintas
condiciones oceanograficas y de circulacion. En el area que corresponde a Meéxico, las
caracteristicas oceanograficas que influyen sobre el recurso son muy particulares y se describen
a continuacién. La costa occidental de la PBC incluye la porcién mas surena del Sistema de la
Corriente de California, la cual transporta agua subartica del Pacifico hacia el ecuador. También
estd influenciada por una contracorriente profunda que viene del sur llevando agua del Pacifico
norecuatorial y fluye a lo largo de la costa hacia el norte durante los meses de otofio e invierno
(Fig. 1A). A lo largo de la PBC, se forman zonas importantes de surgencias costeras causadas por
el viento (incorporaciéon de aguas profundas a la superficie, frias, ricas en nutrientes), sin
embargo, se han localizado zonas con mayor concentracién biolégica, asociadas a estos
procesos costeros las cuales tienen altas concentraciones de fitoplancton que coinciden con
altas densidades de larvas de peces. Los principales centros de actividad biolégica (BACs por sus

siglas en inglés) se localizan en Punta Baja (PB), Bahia Sebastian Vizcaino (SV) y el Golfo de Ulloa



(GU), en los cuales existe diferencias en las temporadas de mayor y menor abundancia (Fig. 1B)

(Lluch-Belda et al., 2000).

La dindmica de las corrientes superficiales (< 200 m) a lo largo de la PBC son predominantes
hacia el sur con una gran influencia de la Corriente de California durante la mayor parte del afio
en la regién norte (Lynn y Simpson, 1987; Durazo, 2015). Sin embargo, se presentan ciertos
cambios estacionales a lo largo del area, los cuales son favorecidos en la regién sur durante
verano y otofio (Lluch-Belda et al., 2000). También se ha reportado una contracorriente
superficial en regiones someras cercanas a la costa la cual puede actuar como banda
transportadora para organismos marinos que se encuentren en la columna de agua (Durazo et

al., 2010; Durazo, 2015).
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Figura 1. A) Sistema de corrientes en la Peninsula de Baja California. Se muestra en punteado la
Corriente de California y en flechas mas pequeiias la Contracorriente Costera. B) Concentracion
de pigmento promedio fotosintético anual (mg/ms) mostrando los principales Centros de
Actividad Bioldgica (BACs). Tomado y modificado de Lluch-Belda et al. (2000).

En general, se puede dividir el area en dos grandes regiones teniendo su limite a la altura de
Punta Eugenia (28.5 °N) (Durazo et al., 2010), la cual se ha sugerido que funciona como una
barrera importante para la dispersion de algunos organismos marinos (Briggs, 1974) (e.g.,
Fundulus parvipinnis, Bernardi y Talley, 2000; Girella nigricans, Terry et al., 2000; Embiotoca
jacksoni, Bernardi, 2000). Ademas, la region norte de la PBC estd caracterizada como una
subregién templada con fuertes surgencias costeras, mientras que la regidn sur es subtropical
influenciada por el agua superficial ecuatorial y temperaturas mas elevadas (Durazo-Arvizu y

Baumgartner-Mcbride, 2002).
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2.4 Gendmica y manejo de recursos pesqueros naturales

2.4.1 Polimorfismos de una sola base (SNPs) en estudios de gendmica poblacional

En este estudio se utilizd la técnica de ddRAD-seq por sus siglas en inglés (double-digest
Restriction site-Asociated DNA sequencing), el cual es un método de baja representacién del
genoma que utiliza dos enzimas de restriccion (generalmente una de corte frecuente y una de
corte raro) y la seleccion del tamaio de los fragmentos RAD distribuidos de manera aleatoria a
lo largo del genoma, lo cual le confiere al método una mayor uniformidad entre muestras en la
seleccion de fragmentos para la secuenciacién (Peterson et al., 2012; Bhatia et al., 2013;

Valencia et al., 2018).

Los polimorfismos de una sola base SNPs por sus siglas en inglés (Single Nucleotide
Polymorphism), son cambios en una sola base nucleotidica que existen a lo largo de todo el
genoma, con mayor abundancia en regiones no codificantes, sin embargo, también existen SNPs
en regiones que influyen en la expresidon génica los cuales tienen el potencial de detectar la
variacion genética adaptativa (De Wit et al., 2012). Se ha reportado que los marcadores tipo
SNP pueden ofrecer un mayor poder estadistico, mayor cobertura a lo largo del genoma y datos
de mayor calidad en comparacién de marcadores comunmente utilizados como son los
microsatélites y ADNmt, posicionando a los SNPs como una herramienta genética eficiente y

con un mayor costo-beneficio (Morin et al., 2004).

Los estudios de gendmica de poblaciones en recursos marinos, asi como de importancia
comercial han ido en aumento. Algunas aplicaciones practicas de la gendmica aplicada al
manejo de recursos pesqueros es la delimitacidon espacial de stocks, identificacidon de grupos con
adaptaciones locales y asignacion de origen (trazabilidad) (Homarus americanus, Benestan et
al., 2015% Gadus morhua, Bernatchez et al., 2017; Scophthalmus maximus, do-Prado et al.,
2018).

Por ejemplo, Benestan et al. (2015%) concluyen que utilizar un gran nimero de marcadores
(8,144 SNPs en Homarus americanus) les brinda gran resolucién para delinear estructura

genética poblacional a escala fina en especies marinas altamente conectadas genéticamente.
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Mullins et al. (2018) evaluaron la concordancia entre las unidades de manejo del atun aleta
amarilla (Thunnus albacares) en el sur de Africa y la delimitacién genética real de los stocks
mediante marcadores tipo SNP neutrales y adaptativos (también conocidos como outliers).
Estos autores encontraron dos grupos genéticos distintos los cuales no coinciden con los stocks
operacionales actuales y concluyen que existe una pesqueria mixta, en donde las capturas de un
area de manejo pertenecen totalmente al stock reproductor de la otra area administrativa,
sugiriendo la necesidad de un reajuste en el manejo debido a las tendencias de decline que

presenta la especie.

Recientemente, Sandoval-Castillo et al. (2018) realizaron un estudio con 9,109 SNPs (8,786
neutrales y 323 adaptativos) en el abulén de labio verde (Haliotis laevigata), un importante
recurso para las pesquerias en Australia, a lo largo de ~800 km de muestreo. Estos autores
concluyen, desde una perspectiva neutral que la poblacién estd representada como una sola
unidad panmictica con valores muy bajos de diferenciacion poblacional (Fs7=0.0081) y un ligero
patron de aislamiento por distancia. Sin embargo, al utilizar el set de marcadores adaptativos
encuentran 5 grupos genéticamente distintos, en donde la variacion adaptativa se vio
fuertemente correlacionada con temperaturas minimas superficiales del mar y concentracién de

oxigeno.

2.4.2 Estudios de asignacion poblacional usando marcadores SNPs

Los métodos de asignacion poblacional apoyan a la conservacién y el manejo de las especies ya
gue permiten la discriminacién entre individuos residentes e inmigrantes en poblaciones locales
y la identificacion de las poblaciones de origen de individuos inmigrantes (Manel et al., 2005). El
uso de paneles reducidos de SNPs en los analisis de asignacién se ha aplicado para la gestidn
pesquera y acuicola con la finalidad de identificar stocks pesqueros y poblaciones mixtas,
detectar pesca ilegal y fraude de especies, trazabilidad, promover eco-certificacion y en estudios
de dispersién (Berry et al., 2004; Shackell y Dodds, 2008; Nielsen et al., 2012; Jenkins et al.,
2019; Reynes et al., 2021).
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A pesar de que existe una variedad de enfoques para el disefio de los paneles (McKinney et al.,
2017; Sylvester et al., 2018; leffery et al., 2018), parece que seleccionar los marcadores con
valores de Fsr mas altos y que no estan en desequilibrio de ligamiento permite una linea base
mas adecuada, al reducir la redundancia en el conjunto de datos (Jeffery et al., 2018, Jenkins et

al., 2019; May et al., 2020).

Benestan et al. (2015b) evaluaron el poder de asignacion en la langosta americana (Homarus
americanus) de varios paneles de marcadores, obteniendo precisiones de asignacion del 94%
con un panel de los 3,000 SNPs mas diferenciados segln su valor de Fsr. Sin embargo, al evaluar
la precisién de asignacién a una escala mas fina, ésta disminuyd a un 34% aun cuando utilizaron
todos los marcadores (10,156). Los autores atribuyen esta disminucién en la precisién de
asignacion al bajo tamafio de muestra y a los bajos niveles de diferenciacion a escala fina (Fsr=

0.0018, P < 0.001).

Un patrén similar se observa para la langosta europea (H. gagmmarus) en donde utilizan los SNP
mas diferenciados a diferentes escalas (cuenca, regién y localidad de muestreo). Estos autores
asignaron correctamente el 99.7% de los individuos a su cuenca de origen utilizando un panel de
79 SNPs. Sin embargo, el éxito de la asignacidn disminuyd a una escala mds fina (localidad de
muestreo) del 27 % al 58 % como maximo utilizando el panel de 79 SNP segun la localidad de
muestreo y la proporcién de individuos utilizados en el conjunto de datos de entrenamiento

(Jenkins et al., 2019).

En otro estudio realizado con salmdn rojo de Alaska (Oncorhynchus nerka) (May et al., 2020) se
obtuvieron precisiones de asignacion del 93 al 96% con un panel reducido de 172 SNPs. Por otra
parte, Marie et al. (2019) evaluaron la asignacién de poblaciéon en 174 individuos de tiburén
martillo (Sphyrna lewini) con baja diferenciacion genética pero significativa (Fs7=0.004, P<0.001)
logrando probabilidades de asignacién de 0.81 (s.d.= 0.03) a 0.98 (s.d.=0.01) usando 1,317 SNP

neutros putativos.
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2.4.3 Estudios de genética y trazabilidad de poblaciones en haliétidos en el Pacifico
nororiental

Existen diversos estudios de genética de poblaciones realizados para haliétidos en el Pacifico
nororiental los cuales reportan diferentes resultados en funcién del marcador utilizado. En el
abulén rojo (H. rufescens), utilizando aloenzimas, el gen mitocondrial COIl y un microsatélite, se
reporta homogeneidad genética (Gaffney et al., 1996; Burton y Tegner, 2000; Kirby et al., 1998),
mientras que tanto en el abulén negro (H. cracherodii) (Hamm y Burton, 2000) como en el
abulén amarillo (H. corrugata) utilizando aloenzimas y microsatélites (Diaz-Viloria et al., 2013;
del Rio-Portilla y Gonzélez-Avilés, 2001; Diaz-Viloria et al.; 2009) se reporta diferenciacion
genética. En un estudio reciente realizado con SNPs en H. corrugata se reporta una ligera pero
significativa diferenciacion genética (Fsr pareados de 0 a 0.008, P < 0.001) a lo largo de la PBC
cuando utilizan 1,733 marcadores neutrales, encontrando dos grupos genéticos divididos a la
altura de Punta Eugenia, mientras que el patréon adaptativo hace mas evidente esta
diferenciacién (Fsr pareados de 0 a 0.492, P < 0.001) (Mares-Mayagoitia et al., 2021). Este marco
de evidencias, permiten establecer que los patrones de estructuracion inferidos para halidtidos
no se encuentran bien establecidos ya sea por la diferencia en el tipo de marcador, escala

geografica y/o especies estudiadas.

De Wit y Palumbi (2013) analizan la estructura gendmica poblacional de H. rufescens en tres
regiones con distintas caracteristicas ambientales en la parte norte del drea de distribucién de la
especie (entre la Bahia de Monterey vy la frontera de Oregon) utilizando 37 individuos y 21,579
marcadores SNPs generados mediante RNA-seq, no encontrando diferenciacién genética entre
las localidades de estudio (Fs;= 0.0003). No obstante, al analizar los loci adaptativos detectan
691 SNPs con una diferenciacién mayor de la esperada, asociada a genes que podrian
conferirles ciertas ventajas adaptativas a los organismos, sugiriendo que, a pesar del patrén de

alto flujo genético observado, existe la firma genética de la adaptacion local en algunos genes.

Los estudios de genética de poblaciones que se han realizado para H. fulgens utilizando
marcadores convencionales (aloenzimas y microsatélites) sugieren que forma una poblacién

panmictica en la parte Centro-Sur de la PBC (desde Isla Cedros, B.C. hasta Isla Magdalena,
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B.C.S.), mostrando diferencias solamente entre el sitio mds alejado (Isla Guadalupe, cerca de

250 km alejada de la costa) (Zudiga et al., 2000; Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007).

Por otra parte, en un estudio realizado con abulén azul en la parte sur de la Bahia de California,
EUA, Gruenthal et al. (2013) no encuentran diferenciacion genética neutral con 1,209 SNPs
neutrales, concluyendo que la especie tiene un alto flujo genético por accion de las corrientes
en el drea de estudio, sin embargo, hacen énfasis en la necesidad de estudios de patrones

adaptativos en un drea geografica mas amplia.

A pesar de los trabajos genéticos realizados hasta ahora en H. fulgens, aun no esta claro cuales
son los principales factores geograficos o ambientales que afectan la estructura genética de la
especie. Ademads, los trabajos enfocados en la trazabilidad solo se han enfocado en la
identificacion de especies de abulones (Aranceta-Garza et al., 2011; Vargas-Peralta et al,. 2022),
y no existen reportes de marcadores para la asignacién de origen de organismos silvestres. En el
presente trabajo se realizé un escaneo del genoma mediante el uso de marcadores tipo SNP con
el objetivo de definir con mayor robustez la estructura genética neutral de H. fulgens, para la
identificacion de stocks a lo largo de tres de las cuatro zonas administrativas. La informacion

generada puede ser incorporada en las decisiones de manejo del recurso.
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3. JUSTIFICACION

El abuldn azul (H. fulgens) es un valioso recurso pesquero en la costa Occidental de la Peninsula
de Baja California, no obstante, a pesar de las diversas medidas de regulacion implementadas,
es una pesqueria catalogada en deterioro. La lenta recuperacién de los stocks en funcién al
manejo pesquero pudiera estar relacionada con algunos aspectos bioldgico-pesqueros del
recurso ya que existe poca claridad acerca de la coincidencia entre las zonas administrativas del
recurso y la delimitacién real de los stocks o unidades bioldgicas, en donde las cuotas son
asignadas por banco para cada cooperativa. Como propuesta alternativa, se ha sugerido un
manejo de la pesqueria por grupos de bancos que tengan tasas similares de productividad. Sin
embargo, la escala espacial de la administracién ya sea con las estrategias actuales o las
propuestas recientemente, sigue siendo un problema de escala indefinido y requiere de la
delimitacion de unidades bioldgicas para apoyar el manejo del recurso. Al no tener claridad en
la delimitacién de las fronteras poblacionales, la evaluaciéon de stock que se realiza pude
contener sesgos cuantitativos para la asignacién de cuotas y el seguimiento temporal del estado
de las poblaciones de abuldn azul. De hecho, las autoridades de manejo pesquero reconocen la
necesidad de definir los stocks como unidades poblacionales en poligonos bien delimitados, con
estrategias de manejo que dependan del estado poblacional de cada banco (DOF, 2012). Dado
lo anterior, las estrategias de manejo del recurso pueden beneficiarse de un analisis de la
estructura genédmica poblacional utilizando técnicas gendmicas modernas para proporcionar
informacién sobre las poblaciones de abulén azul en varias escalas espaciales. Aunado a los
problemas de escala en el manejo, esta pesqueria se ve afectada por pesca ilegal y el falso
etiquetado en productos alimenticios, por lo que surge la necesidad de desarrollar herramientas
gendmicas Utiles para discriminar entre poblaciones y origen de productos. Asi mismo, los
paneles reducidos de SNPs pueden beneficiar a las cooperativas pesqueras ya que les permitiria
identificar la procedencia de sus productos aumentando las probabilidades de certificar sus

productos u obtener denominacion de origen.

Con este trabajo se pretende: 1) Aportar conocimiento acerca de los patrones genéticos de H.

fulgens, tales como el grado de estructuracion y flujo genéticos (intensidad y direccion) entre
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localidades; 2) Evaluar la concordancia entre las unidades de manejo actuales del recurso y las
unidades bioldgicas definidas con los analisis genéticos y 3) Disefiar un panel reducido de
marcadores SNPs que permitan la asignacién precisa de individuos a sus poblaciones de origen.
De esta manera, se espera que los resultados obtenidos aporten informacidn valiosa que ayude
a delimitar de manera mas precisa las fronteras genéticas de los stocks pesqueros para un
manejo integral del recurso entre las cuatro zonas administrativas. Ademas de generar
herramientas de vanguardia que permitan apoyar las politicas y decisiones de manejo del

recurso.
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4. HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas bioldgicas de la especie y las diferencias reportadas en sus
caracteristicas de historia de vida a lo largo del gradiente latitudinal se espera encontrar divisién
poblacional a lo largo de la PBC al incluir individuos de la parte norte de la PBC. Ademds, se
espera que las caracteristicas costeras (tales como el promontorio de Punta Eugenia) y las

condiciones oceanograficas heterogéneas estén moldeando dichos patrones de estructuracion.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objeticos general

Determinar la estructura gendmica neutral de H. fulgens en la costa Occidental de la Peninsula
de Baja California y evaluar si la distancia geografica y/o las condiciones oceanograficas pueden

explicar los patrones de variabilidad gendmica.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar la estructura gendmica neutral de H. fulgens en la costa Occidental de la
Peninsula de Baja California.

2. Determinar magnitud y sentido de la conectividad entre localidades.

3. Evaluar la influencia de los factores geograficos en los patrones de variabilidad neutral en
H. fulgens.

4. Disefiar un panel de SNPs como herramienta de trazabilidad y asignacién poblacional.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Area de estudio y toma de muestras

Las muestras de H. fulgens se obtuvieron en colaboracidn con las cooperativas pesqueras de la
Peninsula de Baja California (PBC) (Fig. 2). Se realizaron 2 muestreos en 11 cooperativas a lo

largo de la PBC durante las temporadas de pesca del 2017 (n= 267) y 2018 (n= 131).

Se colectaron muestras de tejido de un par de epipodios de aproximadamente 30 individuos por
localidad y se preservaron en alcohol al 96% para los andlisis genéticos. En la Tabla 1 se
muestran los nombres de las principales sociedades cooperativas pesqueras de abuldn en la

region, ademas se detallan los tamafos de muestra por cooperativa.

Tabla 1. Localidades de muestreo de abuldn azul (Haliotis fulgens) durante las temporadas
de pesca del 2017 y 2018 y temporada de evaluacidn del recurso 2018. Se muestran el ID
de las localidades, la localidad y nombre de las Sociedades Cooperativas Pesqueras (SCPP),
asi como el tamafo de muestra total y por localidad n.

Fecha de

ID Localidad SCPP n
colecta

IG Isla Guadalupe Abuloneros y 2018 31
Langosteros

IS ISl? S_an El Rosario 2018 21

Jeronimo

FSJ Faro San José El Rosario 2018 25

Ic lsla Cedros Pescadores Na,cionales 2018 54
de Abulén

*IN Isla Natividad Buzos y Pescadores 2017 6

PE Punta Eugenia La Purisima 2017 49

TN Tortugas Norte Bahia Tortugas 2017 40

TS Tortugas Sur Emancipacion 2017 49

AN Asuncion Norte California de San Ignacio 2017 25

AS Asuncion Sur Leyes de Reforma 2017 50

Bo La Bocana El Progreso 2017 48

Total 398

* Los individuos de Isla Natividad fueron removidos de los analisis posteriores debido al bajo nimero de muestra.
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Figura 2. Mapa de los sitios de muestreo a lo largo de la Peninsula de Baja California, México. Gl,
Isla Guadalupe; SJI, Isla San Jerénimo; FSJ, Faro San José; IC, Isla Cedros; PE, Punta Eugenia; TN,
Tortugas Norte; TS, Tortugas Sur; AN, Asuncion Norte; AS, Asuncién Sur; Bo, La Bocana. Las
lineas negras y los nimeros romanos indican las cuatro zonas administrativas de la pesqueria de
abulén: Zona | (Islotes Coronado, B.C. a Punta Malarrimo, B.C.S.), zona Il (Punta Malarrimo a
Bahia Asuncién, B.C.S), zona lll (Bahia asuncién a Punta Holcomb) y zona IV (Pulta Holcomb a
Arroyo El Conejo, B.C.S).
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6.2 Preparacidn de librerias gendmicas y secuenciacion
6.2.1 Extraccion de ADN genémico

Se extrajo el ADN gendmico a partir de los epipodios preservados en etanol al 96% utilizando el
método estandar de cloroformo-alcohol isoamilico siguiendo el protocolo de Sambrook et
al. (1989) y posteriormente todas las muestras fueron tratadas con RNAasa. Se cuantificé el
ADN por métodos de espectofotometria (Nanodorp™ 2000) y fluorometria (Qubit Thermo
Scientific®). Se verificd su integridad mediante geles de agarosa-synergel al 1% usando de
intercalante SYBER Gold (Thermo Fisher Scientific) y como referencia el marcador de peso
molecular 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific); los geles fueron visualizados en un
fotodocumentador ChemiDoc™ (BIO-RAD). La concentracién de ADN de las muestras se

homogeneizé a 50 ng/uL, para los pasos siguientes.

6.2.2 Preparacion de librerias ddRAD

La preparacién de las librerias se llevd a cabo siguiendo el protocolo de Peterson et al. (2012) de
secuenciacion de ADN asociada al sitio de Restriccion de doble digestion (ddRAD-seq) con
ligeras modificaciones. El Anexo A contiene informacién detallada del protocolo. De manera
breve, de cada individuo se digirieron 500 ng de ADN gendmico utilizando dos enzimas de
restriccion (EcoRI-HF y MsPl, New England Biolabs®). Se realizé la ligacion de adaptadores
especificos para unirse a los extremos resultantes de la digestién, dichos adaptadores son P1
gue contiene un barcode especifico para cada individuo (48 diferentes) y un adaptador P2 que
es comun. Se incluyeron réplicas de tres individuos para estimar el error de genotipificacion. Se
realizaron pools equimolares, los cuales consisten en un conjunto de individuos con diferentes
barcodes (48 individuos por pool), para evitar el efecto de lotes o “batch effect” en inglés, se
colocaron en diferentes pools y librerias a los individuos de las mismas localidades. Se
seleccionaron tamafios de 376 a 408 pb mediante Pippin Prep (Sage Science). Posterior a la
seleccion de fragmentos, se realizé un PCR con el fin de enriquecer las librerias, agregar un
index especifico a cada pool y los adaptadores de secuenciacién lllumina. Se prepararon dos
librerias finales, cada una compuesta por dos pools equimolares con 92 individuos en total (con

una combinacién de 48 barcodes y 2 index).
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Las librerias gendmicas se secuenciaron mediante una plataforma de Secuenciacion de Nueva
Generacion llumina Hi-seq 4000 para producir secuencias pareadas (PE) de 150 pb. La

secuenciacién fue llevada a cabo por la compafiia Novogene (Sacramento, CA).

6.3 Analisis bioinformatico

6.3.1 Limpieza, filtrado y control de calidad de secuencias crudas

Las secuencias obtenidas por Novogene se recibieron en archivos en formato fastq. Se evalué la
calidad de las lecturas crudas utilizando el programa FastQC (Andrews 2010). La limpieza y los
analisis posteriores de las secuencias crudas fueron realizados con STACKS v2.0 (Catchen et al.
2013), el cual fue desarrollado para construir loci a partir de secuencias de lectura corta (por
ejemplo, aquellas generadas en la plataforma llumina), para construir mapas genéticos, realizar

estudios de filogeografia y gendmica poblacional.

En la primera etapa del pipeline STACKS v2.0 se utilizé el mddulo process_radtags para
demultiplexar las lecturas crudas con los siguientes filtros: (-q) Phred33 score >10, (-t) trimming
140 pb, eliminaciéon de barcodes ambiguos, (-c) remocién de bases que no fueron llamadas N, (-
r) identificacidn y recuperacién de barcodes, asi como asignacién de ID a cada individuo por
combinacion de barcode-index. Por ultimo, se estandarizd el nimero de lecturas de cada

muestra a un millédn de lecturas por muestra.

6.3.2 Optimizacion de parametros, identificacion de SNPs y obtencién de genotipos de novo

Debido a que el genoma de referencia para esta especie estuvo disponible hasta el ultimo
semestre del presente trabajo, los analisis de estructura genética, migracién, asi como el primer
articulo se llevaron a cabo con loci obtenidos de novo utilizando el médulo denovo_map.pl en el
pipeline STACKS v2.0. Este médulo ejecuta de manera consecutiva las etapas principales del
pipeline (Ustacks, Cstacks, Sstacks, tsv2bam y Gstacks) y dentro de ellas existen 3 parametros
principales (-m: profundidad minima de secuencias idénticas para formar un stack, -M: controla

el numero méaximo de disimilitudes entre secuencias para considerarlo un locus putativo y -n:
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controla el numero de disimilitudes permitidas entre los stacks formados), los cuales
determinan las caracteristicas de los stacks, el catadlogo y obtencién de genotipos. El Anexo B
contiene una descripcidn detallada del funcionamiento de los principales médulos del pipeline

STACKS v2.0 y sus principales parametros.

Para evaluar el efecto que tiene la modificacidon de los 3 parametros principales dentro del
modulo denovo_map.pl sobre el nimero de loci y SNPs obtenidos se realizaron distintas
corridas variando uno de los pardmetros (Fig. 3). Ademas, para cada combinaciéon de -m, -M vy -
n, se llevd cabo un filtrado de los loci con el mddulo populations, variando el valor para el
pardametro -p 8, 9 y 10 (nUmero minimo de localidades en donde cada locus debe estar
presente) (Fig. 3), mientras que r (% minimo de individuos en los que cada locus debe estar
presente) se dejo fijo a 0.8 y min_maf (frecuencia alélica del alelo menor en todas las
localidades) en 0.05. Finalmente, para prevenir loci fisicamente ligados se utilizé la opcién

write_single_SNP con la finalidad de retener el primer SNP de cada RAD-tag.

Parametrizacién de STACKS :

Figura 3. Pruebas de parametrizacion. Combinacion de pardmetros utilizados para la prueba de
parametrizacion en el mdédulo denovo_map.pl (-m, -M y -n) y populations (-p) del pipeline
STACKS.

Se evalud el porcentaje de genotipos faltantes por individuos con vcftools v3.0 (Danecek et al.,
2011) utilizando el comando missing-indv y se excluyeron de los andlisis posteriores aquellos

que presentaron mas del 10%.

Los archivos *.vcf filtrados se convirtieron a los formatos necesarios para los siguientes analisis

utilizando el programa PGDSPIDER v2.1.1.5 (Lischer y Excoffier, 2012).
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6.3.3 Estimacion del error de genotipificacion

Para evaluar el error de genotipificacidn se utilizaron 3 réplicas con diferentes index y barcode;
posteriormente, se evalud el porcentaje de concordancia entre los genotipos de los individuos

replicados.

6.4 Deteccion de loci candidatos a seleccion (loci adaptativos)

Con la finalidad de identificar loci candidatos a seleccion (loci con un nivel de diferenciacién
poblacional que exceda lo que se esperaria bajo neutralidad) se utilizaron dos métodos
independientes, los SNPs que fueron identificados como adaptativos fueron removidos de Ila

base de datos.

Primero se utilizé el programa ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2015). Este programa
utiliza simulaciones coalescentes para crear una distribucion nula de estadisticos F y genera
valores de probabilidad (P) para cada locus basado en su distribucion y heterocigosidad a través
de los loci (Excoffier et al., 2009). Se consideraron loci adaptativos aquellos que estuvieron
sobre el cuantil del 99% de la distribucion de Fsr (P < 0.01). La corrida se realizé con el modelo

finito de islas, 100,000 simulaciones y 1,000 repeticiones por grupo.

Segundo, se utilizé el programa BAYESCAN 2.1 (Foll y Gaggiotti, 2008), un método Bayesiano
basado en un modelo de regresidn logistico que separa los efectos locus-especificos de la
seleccion (variacion genética ‘adaptativa’) de los efectos poblacionales-especificos de la
demografia (variacién genética ‘neutral’) con los siguientes parametros (-n 10,000; -thin 10; -
nbp 20; -pilot 5,000; -burn 50,000; -pr_odds 100). El criterio de decisién para determinar si era
probable que un locus estuviera bajo fuerte seleccién fue el valor de g (Foll, 2012) analogo a un

valor de p de FDR que debe estar por debajo de 0.05.
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6.5 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Para determinar si los loci se encontraban en E-HW se utilizé la prueba exacta de Fisher a partir
del coeficiente de endogamia (F;s) con el programa ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier y Lischer,
2015) con el algoritmo de cadenas de Markov por 1,000,000 cadenas y 100,000
dememorizaciones por locus por localidad. Se removieron loci que se encontraron en
desequilibrio en 5 (50%) o mas localidades de muestro (P < 2.3 x 107 después de correccion de

Bonferroni (BF).

6.6 Desequilibrio de ligamiento

Se estimd desequilibrio de ligamiento entre todos los pares de marcadores utilizando el método
de r? implementado en plink v1.07 (Purcell et al., 2007). Los loci ligados (r* > 0.25) fueron

descartados para los andlisis posteriores.

6.7 Estructura gendmica poblacional neutral

6.7.1 Diferenciacion genética poblacional (Fsy)

El grado de diferenciacidon entre pares de localidades se cuantificéd utilizando el estimador
imparcial Fsy (Weir y Cockerham, 1984) el cual mide la variacion de las frecuencias alélicas entre
poblaciones mediante la comparacidon de las frecuencias alélicas de los individuos de una
poblacién con respecto a toda la poblacién y la medicion de la varianza de las frecuencias
alélicas entre poblaciones. Los valores de Fsr pueden variar entre 0 y 1 en donde valores
cercanos a 0 significa poca o nula diferenciacion genética mientras que los cercanos a 1
significan fijacidn total, es decir total diferenciacion genética. Para evaluar si las estimaciones de
Fsr difirieron significativamente de cero, se realizdé un proceso de 10,000 permutaciones con un
valor de significancia de P < 0.05, con 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). El valor global de Fsr entre los sitios de muestreo se calculé con la funcién

basic.stats del paquete hierfstat v0.04-22 (Goudet y Jombart, 2015) en R.
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6.7.2 Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)

Se realizaron analisis discriminantes de componentes principales (DAPC por sus siglas en inglés)
utilizando el paquete adegenet v.2.1.1 (Jombart, 2008) en R, el cual estd disefiado para
determinar la estructura genética de las poblaciones maximizando las diferencias entre grupos
mientras que minimiza la variaciéon dentro de los grupos sin informacién previa sobre las
poblaciones. Para identificar el nimero 6ptimo de componente principales que dan lugar al
modelo con la capacidad predictiva mas alta se utilizé la funcién optim.a.score. Se utilizé la
funcioén find.clusters con el método del criterio de informacién Bayesiano (BIC) para identificar
el numero de clusters o grupos en funcidn del nimero de componentes retenidos sugeridos por

optim.a.score..

6.7.3 Analisis de clusters

Se utilizd el programa STRUCTURE v.2.3.4 (Pitchard et al., 2000) el cual es un algoritmo para
inferir el mejor valor de K (nimero putativo de grupos genéticos) a partir de datos genotipicos
no ligados. Asume un modelo en el cual hay K poblaciones (en donde K se desconoce) y cada
una estd caracterizada por un set de frecuencias alélicas para cada locus. Los individuos son
asignados (probabilisticamente) a los grupos, o une dos o mas grupos si sus genotipos indican
gue estan mezcladas mediante un indice de membresia. El modelo no asume algin modelo de
mutacion en particular y supone que los marcadores genéticos no estan en desequilibrio de

ligamiento y estdn en Equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW).

Se utilizd el modelo de mezcla (admixture) puesto que permite que los individuos tengan
multiples origenes poblacionales. El rango de posibles grupos (K) fue de entre 1y 10 y para cada
K se repitid 5 veces, con un proceso de calentamiento de 10,000 iteraciones y una longitud de
iteraciones de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) 100,000 iteraciones. Con los resultados
obtenidos se utilizé el programa STRUCTURE HARVESTER v0.6.94 (Earl y VonHoldt, 2012)

(http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/) para evaluar la probabilidad acumulada y
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la probabilidad posterior para cada valor de K, e inferir el nimero de grupos para datos

simulados, empleando el estadistico de AK de Evanno (Evanno et al., 2005).

Después de determinar el nimero de K mas probable, se utilizé el programa CLUMMP v1.1.2 el
cual promedia las réplicas de K mads probable y define los grupos genéticos (Jakobsson y
Rosenberg, 2007), posteriormente se graficaron utilizando el programa DISTRUCT vi.1

(Rosenberg, 2004).

6.7.4 Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Se realizaron andlisis de varianza jerarquizado de las frecuencias alélicas con una matriz de
distancias para determinar la cantidad de variabilidad genética contenida dentro de los
subgrupos, dentro grupos y entre ellos en el programa ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier y Lischer,
2015). Esto permite poner a prueba hipédtesis de las potenciales agrupaciones jerarquicas: (1)
zonas administrativas como grupos genéticos; (2) dos grupos basados en los resultados de
STRUCTURE; (3) tres grupos basados en los resultados de Fsr; (4) tres grupos basados en los

resultados de DAPC vy (5) cuatro grupos basados en los resultados visuales del DAPC.

6.8 Analisis de diversidad genética

Para estimar la diversidad genémica en términos de riqueza alélica, riqueza alélica rarificada,
heterocigosidad observada (Hp) y esperada (Hg) asi como el coeficiente de endogamia (Fs) se
utilizé el paquete PopGenReport v3.4.0.4 (Adamack y Gruber, 2014) en R. Se realizaron pruebas
de Kruskal-Wallis y una prueba a posteriori de Gao para examinar las diferencias entre los
valores de diversidad genética dentro de las localidades con el paquete stats y nparcomp v3.0

(Konietschke et al., 2015) en R.
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6.9 Tasas de migracidn relativa

Para estimar la tasa relativa de migracién direccional entre localidades se generaron redes de
migracion utilizando la funcién divMigrate (Sundqvist et al., 2016) del paquete diveRsity en R
(Keenan et al., 2013) con Gst (Nei, 1973) como una medida de distancia genética con un proceso
de calentamiento de 1000 iteraciones y un umbral de filtrado arbitrario de 0.6. Los patrones de
flujo genético se visualizaron utilizando graficos producidos con el paquete qggrph en R
(Epskamp et al., 2012). divMigrate identifica poblaciones putativas de fuente y sumidero ya que
calcula los niveles relativos de migracion evaluando la diferenciacion genética entre dos

poblaciones y un grupo hipotético de migrantes.

6.10 Relacién entre estructura gendmica y distancia geografica

Se evalud la hipdtesis de asilamiento por distancia (IBD por sus siglas en inglés) mediante una
prueba de Mantel (Mantel, 1967) con el paquete adegenet v2.1.1 (Jombart et al., 2010) en R
con la finalidad de evaluar si el patrén espacial de variacién genética neutral se relaciona con la

distancia geografica. La prueba utiliza una matriz de distancias genéticas (Fsr linealizado de

FST

Slatkin —F5T)

) y otra de distancias geograficas (la distancia lineal maritima mds corta entre

pares de localidades) y realiza una prueba de correlacidon entre ambas matrices utilizando la
funcién mantel.randtest en R y una simulacién de Monte-Carlo con 999 iteraciones. Las pruebas
se realizaron en tres niveles jerarquicos (1) incluyendo todas las localidades; (2) usando sélo las
localidades costeras (sin Isla Guadalupe) y (3) entre las localidades costeras sur (excluyendo Isla
Guadalupe, Isla San Jerénimo y Faro San José). Para probar si las correlaciones entre las
distancias genéticas y geograficas eran el resultado de una diferenciacion genética continua o
una clina por parches, se aplicé un estimador de densidad Kernel bidimensional con la funcién

kde2d del paquete MASS (Venables & Ripley, 2002) en R.
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6.11 Identificacion de SNPs y obtencién de genotipos utilizando genoma de referencia
6.11.1 Limpieza, filtrado y control de calidad de secuencias crudas

Recientemente se ensambld y publico el genoma de Haliotis fulgens por lo que se llevé a cabo el
llamado de SNPs utilizando el genoma de referencia lo que permite el descubrimiento de un
mayor numero de SNPs en comparacidon con el proceso de novo. Los SNPs obtenidos con
genoma de referencia se utilizaron para realizar el segundo articulo y los analisis de asignacion

poblacional para identificar un panel reducido de SNPs candidatos para trazabilidad.

Las lecturas crudas (ver seccién 6.3.1) fueron demultiplexadas nuevamente en el mddulo
process_radtags de STACKS v2.54 (Catchen et al., 2013) con los siguientes filtros: (-g) Phred33
score >30, (-t) sin trimming, (-c) eliminacion de barcodes ambiguos y remocion de bases que no
fueron llamadas N, (-r) identificacién y recuperacién de barcodes asi como asignacion de ID a
cada individuo por combinacién de barcode-index. Para estos andlisis no se estandarizd el

numero de lecturas de cada muestra a un millén de lecturas por muestra.

6.11.2 Alineamiento contra genoma de referencia

Las lecturas filtradas y demultiplexadas fueron alineadas con el programa “Burrows-Wheeler
Aligner” (BWA) el cual es utilizado para mapear secuencias de baja divergencia contra un
genoma de referencia, para ello se utilizd el algoritmo MEM con los parametros default, este
algoritmo se recomienda para secuencias entre 70 pb y 1 Mpb vy se utiliza para consultas de alta
calidad ya que es mas rapido y preciso que los otros dos algoritmos disponibles (Li y Durbin,
2009). El porcentaje medio de lecturas pareadas mapeadas con éxito se estimé con el comando
flagstat en Samtools (Li et al., 2009). Se aplicaron filtros de calidad estrictos antes del llamado
de los loci utilizando Samtools: (1) se removieron alineamientos no mapeados, alternativos y
suplementarios y (2) se retuvieron lecturas pareadas con valores de calidad de alineamiento
mayores a 30 (Q > 30) lo cual significa que la probabilidad de un alineamiento correcto es

cercana al 0.999. Los individuos con menos de 1 millén de alineamientos fueron eliminados.
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6.11.3 Identificacion de SNPs y obtencién de genotipos con genoma de referencia

La construccion de los loci y el llamado de los SNPs se realizé utilizando el pipeline ref_map en
STACKS v2.54. Los loci obtenidos fueron filtrados posteriormente con el mdédulo populations. El
modulo populations se corrid a dos escalas jerarquicas (1) global que incluia todas las
localidades y (2) una costera que excluia a Isla Guadalupe con la finalidad de maximizar el
potencial de encontrar SNPs informativos para detectar diferencias mds marcadas en los
individuos de las localidades costeras. Para ambas escalas se retuvieron loci presentes en al
menos 80% de los individuos en cada localidad de muestreo (-r= 0.8) y en el 100% de los sitios
de muestreo (-p 9 y 10), min_maf (frecuencia alélica del alelo menor en todas las localidades) de
0.05 y se retuvo el primer SNP de cada RAD-tag con la opcién --write_single_SNP. Se evalué la
cantidad de datos faltantes por individuo (--missing-indv) y por loci (--max-missing) utilizando
vcftools v3.0 y se eliminaron individuos y loci con mas del 15% y 10% de datos faltantes
respectivamente. Los archivos *.vcf filtrados fueron convertidos en los formatos necesarios para

los analisis posteriores utilizando PGDSPIDER v2.1.1.5 (Lischer y Excoffier, 2012).

Se probd E-HW con la prueba exacta de Fisher a partir del coeficiente de endogamia (Fs) en el
programa ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2015) con el algoritmo de cadenas de Markov
por 1,000,000 cadenas y 100,000 dememorizaciones por locus por localidad. Se removieron loci
que se encontraron en desequilibrio en 5 (50%) o mas localidades de muestro (P < 4.3 x 10°®
después de correccion de BF). Finalmente, se estimd desequilibrio de ligamiento por pares entre
todos loci utilizando el método de r? implementado en plink v1.07 (Purcell et al., 2007) y se

eliminaron los loci con un valor de r*> 0.25.

6.12 Asignacion poblacional

6.12.1 Seleccion de SNPs altamente informativos

Para prevenir sesgo en la precision de asignacién y evitar un artefacto en los resultados
(Anderson, 2010; Waples, 2010), se dividid a los individuos de manera aleatoria para crear bases

de datos de entrenamiento y de prueba. Los datos de prueba se utilizaron exclusivamente para
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seleccionar a los loci mas informativos mientras que los de entrenamiento se utilizaron para

evaluar la precisién de asignacion de los individuos a su poblacidon de origen.

La seleccion de los loci mas informativos para ambas escalas se agrupd a los individuos de la
base de datos de prueba en los tres grupos detectados en los analisis de estructura genética
previos (ver seccion 6.7). Posteriormente, cada SNP fue jerarquizado utilizando los valores de Fsr
obtenidos con vcftools v3.0 con la finalidad de maximizar la diferenciacién genética entre
grupos. Para cada escala se crearon seis paneles de SNPs (50, 100, 200, 300, 400 y 500 SNPs),
comenzando con aquel que presentd los valores mas altos de Fsr. El valor de Fsr global entre
estos tres grupos se calculd utilizando la funcién basic.stats del paquete hierfstat v0.04-22

(Goudet y Jombart, 2015) en R.

6.12.2 Anadlisis de asignacion y prueba de poder in silico

Para evaluar el desempefio de la asignacién poblacional teérica de cada panel de SNPs, se
probd la precision de asignacién de los individuos a su poblaciéon de origen con el paquete
assignPOP v1.1.4 (Chen et al., 2018) en R. assignPOP divide aleatoriamente el conjunto de datos
de entrenamiento (aquellos que no se usaron para clasificar a los loci) en conjuntos de datos
independientes de entrenamiento y prueba evitando la introduccidon de un sesgo de calificacién
alto (Anderson, 2010; Waples, 2010). Para cada conjunto de datos de entrenamiento, se reduce
la dimensionalidad de un subconjunto de caracteristicas de entrenamiento (genotipos)
utilizando Analisis de Componentes Principales. Posteriormente, la salida es usada para
construir las funciones de clasificacion de aprendizaje automatico y asignar a los individuos de
prueba a una poblacion de origen. El proceso se puede repetir varias veces mediante un
procedimiento de validacién cruzada (Monte-Carlo o K-fold) donde el que el usuario especifica
el numero o la proporcion de individuos de cada “poblacion” fuente que se utilizard para
entrenar el modelo. Los procedimientos de remuestreo de validacidn cruzada permiten la
creacién imparcial de conjuntos de datos de entrenamiento “equilibrados” (es decir que tienen
el mismo tamafio de muestra) entre las poblaciones de origen, asi como una evaluacién de su

precision predictiva (Chen et al., 2018).
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Para cada uno de los paneles de SNPs, se realizaron procedimientos de validacién cruzada de
Monte-Carlo con la funcién assign.MC de assignPOP con dos proporciones de individuos (0.75 y
0.8) de cada grupo y todos los loci para entrenar los modelos. Cada combinacion de
entrenamiento y prueba fueron iteradas 100 veces. Los modelos predictivos se construyeron
utilizando la funcién de clasificacién “Support Vector Machine” (SVM) ya que ha mostrado ser la
que genera precisiones de asignacidon mas altas que las otras funciones disponibles (Chen et al.,

2018).

Debido a que la precisién de asignaciéon es mayor cuando se utilizan todos los marcadores
disponibles que cuando sélo se usa un panel reducido de SNPs altamente informativos
(Anderson, 2010), se realizaron 4 pruebas de asignacién utilizando todos los marcadores en
ambas escalas: dos usando todos los individuos por grupo y otras dos usando sélo los individuos
de entrenamiento, de esta manera se pudo inferir si alguno de los paneles de SNPs llevaba a un

sesgo alto de asignacion.

6.12.3 Andlisis de estructura genética poblacional

Para asegurar que los paneles de SNPs reflejaran la estructura genética poblacional obtenida de-
novo, se realizaron DAPCs para ambas escalas usando las bases de datos de-novo y con genoma
de referencia, asi como con cada uno de los paneles de SNPs usados para las pruebas de
asignacion poblacional con los individuos separados por sitio de muestreo. Estos analisis se
realizaron con la funciéon dapc del paquete adegenet (Jombart et al., 2010) en R. El nimero
Optimo de grupos o K se evalud con la funciéon find.clusters con el método de Criterio de

Informacién Bayesiano (BIC).
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7. RESULTADOS
7.1 Preparacion de librerias genomicas y secuenciacion

7.1.1 Extraccion de ADN genémico

Se realizd la extraccidon de 398 individuos y se obtuvo un promedio de 425 ng/uL. En general, el

ADN extraido tuvo alto peso molecular e integridad adecuada (Fig. 4).

Hf 001 Hf 002 Hf 003 Hf004 Hf005 Escalera
1 kb

—_ W—

Figura 4. Muestras de ADN de individuos de H. fulgens. Gel de agarosa-Synergel al 1% de las
diluciones de trabajo, carril derecho muestra la escalera de 1 kb (Thermo Fisher®). ADN de H.
fulgens a 250 ng/ul para la elaboracién de librerias gendmicas.

7.1.2 Preparacion de librerias ddRAD

Las librerias se conformaron de individuos divididos en dos placas (Tabla 2), cada placa contenia
96 individuos y dos index (uno por cada 48 muestras). Al final se utilizé una combinatoria 4 index

y 48 barcodes (descritos en el protocolo de Peterson et al., 2012).
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Tabla 2. Abreviaciones de las localidades de muestreo (ID), nimero de individuos de cada
localidad de muestreo utilizados para elaborar las librerias (n), muestras duplicadas para
estimar el error de genotipificacién (eg).

ID Localidad n eg
IG Isla Guadalupe 21 1
ISJ Isla San Jeronimo 14
FSJ Faro San José 11
IC Isla Cedros 26 1
"IN Isla Natividad 3
PE Punta Eugenia 20
TN Bahia Tortugas Norte 20
TS Bahia Tortugas Sur 20
AN Bahia Asuncién Norte 17
AS Bahia Asuncidén Sur 20 1
Bo La Bocana 20

Total 192 3

*|sla Natividad se elimind de todos los andlisis debido al bajo nimero de muestra.

Posterior a los procesos de digestion y ligacion de los adaptadores se realizé una electroforesis

en gel de agarosa al 2% para comprobar que la ligacion de los adaptadores se hubiera realizado

de manera exitosa, lo cual se puede apreciar con el barrido de las muestras (Fig. 5).

Figura 5. Productos de ligacion de libreria gendmica. Gel agarosa-Synergel al 2%. Se muestran
los productos de ligacién después de realizar el PCR1 de la libreria gendmica, al centro se
muestra la escalera 1kb plus (Thermo Fisher®).

La seleccion de tamafios realizada mediante el Pippin Prep tuvo como objetivo un tamafio de

fragmento de 376 pb, comenzando la recoleccién a los 344 pb y terminando a los 408 pb. Por
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ultimo, se comprobd que la seleccion de tamafios se llevara a cabo de manera correcta
mediante el PCR2 el cual sirve para el enriquecimiento de los fragmentos de interés. Finalmente
se realizd un gel de agarosa al 2% con los pools utilizados para hacer las librerias, se observa una

banda nitida menor a 500 pb (Fig. 6).

Figura 6. Pools para formar librerias gendmicas. Gel agarosa-Synergel al 2%, a la izquierda se
muestra la escalera 1kb plus (Thermo Fisher®). Muestra los dos pools antes de formar la libreria,
cada uno con un index distinto; se observa que su peso molecular esta por debajo de las 500 pb.

7.2 Analisis bioinformatico

7.2.1 Limpieza, filtrado y control de calidad de secuencias crudas

Se obtuvieron 1,420,020,148 lecturas crudas totales pair-end (100%) provenientes de dos lineas
de secuenciacién. Después de aplicar los criterios de calidad con el programa process_radtags
del pipeline STACKS se elimind el 1.3% y 1.9% debido a que no se reconocid el barcode y el sitio
de corte RAD respectivamente, ademas se elimind el 0.1% de lecturas con baja calidad (Phred33
score <10), quedando en total 1,373,579,489 secuencias pair-end (96.8%) con un promedio de

7,458,559 lecturas por muestra (rango: 0.33 M-23.3 M).

Se eliminaron 8 individuos debido a que tuvieron menos de 1,000,000 de lecturas. Los
individuos de Isla Natividad fueron eliminados debido a que el tamafio de muestra fue muy

pequefio (Tabla 3).
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Tabla 3. Se muestra el numero de individuos por localidad después de eliminar aquellos
con <1,000,000 de lecturas, numero de lecturas promedio retenidas por localidad
obtenidas de novo y nimero de individuos por localidad después de eliminar aquellos con >
10% de genotipos faltantes.

n individuos n final n promedio de “n individuos >
. eliminados (de lecturas (de 10 % de
ID Localidad (<1,000,000 novo) novo) genotipos (de
lecturas) novo)

Gl 0 20 12,349,612 20
S 1 13 4,254,695 13
FSJ 0 11 10,109,543 11
cl 1 24 11,148,538 23
PE 0 20 6,689,349 19
TN 3 17 5,782,413 16
TS 0 20 5,905,012 20
AN 2 15 6,256,017 15
AS 0 19 5,731,166 19
Bo 1 19 4,033,914 19
Total 8 178 175

*Filtro aplicado en la seccién 8.2.2.

7.2.2 Optimizacion de parametros, Identificacion de SNPs y obtencion de genotipos de novo

Para elegir el set de parametros a utilizar en el ensamblado de loci y obtencién de SNPs se

realizaron 81 pruebas modificando un solo parametro en cada una de ellas (Fig. 3).

Con las pruebas realizadas se decidié utilizar los siguientes pardmetros (-M 3,-m 5,-n 4, -p 10, -r
0.8) ya que fue con los que se obtuvo el set de datos con mayor nimero de SNPs (2,216) con un
valor de profundidad promedio de 32x y un nivel de genotipos faltantes menor al 10% (ver

Anexo C para mayor detalle sobre los resultados de parametrizacion).

Del set de datos obtenido con la combinaciéon de parametros seleccionada, para las siguientes
pruebas se eliminaron los individuos que tuvieron un valor de genotipos faltantes mayor al 10%

(ver Tabla 3 para detalles de los tamafios de n por localidad después de los filtros).
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7.2.3 Estimacion de error de genotipificacion

Al comparar la concordancia entre los genotipos de los individuos replicados se obtuvo un

0.04% de error.

7.3 Deteccion de loci candidatos a seleccion (loci adaptativos)

Con el programa ARLEQUIN v.3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2015) se encontraron 45 loci
candidatos a seleccion. Se consideraron loci adaptativos aquellos que se detectaron por arriba
cuantil del 99% de la distribucion de Fsr (P=0.01). Al utilizar el programa BAYESCAN v2.1 (Foll y
Gaggiotti, 2008), se encontraron 5 loci candidatos a seleccidn los cuales fueron compartidos
entre ambos métodos. Los loci detectados como adaptativos fueron removidos de la base de

datos general para las pruebas posteriores dejando una base de 2,171 loci.

7.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW)

La prueba de E-HW mostré que 1 locus se encontraba en desequilibrio (P £ 0.05) en cinco o mas

localidades por lo que fue excluido del set de datos de marcadores neutrales.

7.5 Desequilibrio de ligamiento

Después de la correccién de FDR no se observd evidencia de desequilibrio de ligamiento

significativo entre ninguno de los pares de loci dejando una base de datos putativamente

neutral de 2,170 SNPs y 175 individuos.

En la Tabla 4 se muestran los SNPs retenidos durante cada filtro, desde el filtrado con el pipeline

STACKS hasta el set de datos neutrales utilizados en los analisis.
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Tabla 4. Resumen del numero de SNPs obtenidos de novo retenidos después de cada filtro
para Haliotis fulgens.

Paso de filtrado # de SNPs
STACKS

denovo_map (-M 3 -m 5 -n 4) 353,332
Population Presentes en al menos el 80% de los individuos (-r 2,216

0.08) en el 100% de las pobalciones (-p 10), Frecuencia alélica
del alelo menor (-min_maf 0.05)

Deteccidn de loci candidatos a seleccion (loci adaptativos)

Loci adaptativos de Arlequin 45
Loci adaptativos de Bayescan 5
Loci adaptativos compartidos por ambos métodos 45
Loci en desequilibrio de Hardy-Weinberg (> 50% de las 1
poblaciones)

Loci neutrales 2,170

7.6 Estructura gendmica poblacional neutral

7.6.1 Diferenciacion genética poblacional (Fsy)

En la Tabla 5, en donde las localidades estan ordenadas de norte a sur, se observa que los
valores del estadistico Fsr variaron desde O hasta 0.021, con un Fsr global de 0.005

estadisticamente significativo (P= 0.006).

Se observa que sélo las localidades geograficamente mas alejadas mostraron diferencias
significativas. Isla Guadalupe mostré valores significativos de Fsr (P < 0.001) con respecto a
todas las localidades. También se observa que la localidad mas nortefia costera Isla San
Jeronimo muestra diferencias significativas con todas las localidades (P < 0.001), excepto con
Faro San José, aunque el valor de diferenciacion entre estas dos Ultimas localidades estd
cercano al umbral para considerarse significativo (P= 0.002). Las localidades dentro de la region
costera sur no mostraron valores de diferenciacion genética significativos excepto por las

localidades de Faro San José con Tortugas Sur (P < 0.001).
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Tabla 5. Valores de Fst (Weir y Cockerman, 1984) para comparaciones pareadas por
localidades de muestreo utilizando el set de 2,170 SNPs neutrales en 175 individuos de H.
fulgens pertenecientes a 10 localidades (tridngulo inferior). Valores de P para valores
pareados de Fst (tridngulo superior). En negrita se muestran los valores significativos (P <
0.001 después de la correccién de BF).

Gl SJi FSJ cl PE N TS AN AS Bo

Gl 0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 o0.000
SJI | 0.018 0 0.002 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 o0.000
FSsJ | 0.021 0.007 0 0.025 0.012 0.005 0.000 0.009 0.010 0.012
Cl | 0.015 0.007 0.004 0 0.783 0.303 0.803 0.882 0.104 0.960
PE | 0.017 0.008 0.004 -0.001 0 0.787 0.600 0.793 0.394 0.945
TN | 0.019 0.010 0.006 0.001 -0.001 0 0.017 0.400 0.048 0.225
TS | 0.018 0.008 0.006 -0.001 0.000 0.003 0 0.098 0.287 0.131
AN | 0.017 0.011 0.005 -0.001 -0.001 0.000 0.002 0 0.010 0.157
AS | 0.017 0.012 0.004 0.002 0.000 0.003 0.001 0.003 0 0.024
Bo | 0.016 0.010 0.004 -0.002 -0.002 0.001 0.001 0.001 0.002 0

7.6.2 Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)

La visualizacién de la estructura poblacional utilizando un DAPC con el set de marcadores
neutrales mostré una agrupacién similar a la encontrada con las pruebas de diferenciacién
genética pareadas (Fsy) en donde se aprecian 3 grupos genéticos distintos. En la Fig. 7 se
observa que la localidad de Isla Guadalupe se separa completamente del resto de las
localidades, al igual que Isla San Jerénimo y Faro San José con un poco de mezcla de las
localidades pegadas a la costa, sin embargo, se observa una mezcla entre el resto de las
localidades. La variacion estd explicada en los primeros 28 componentes principales y se

guardaron las primeras 3 funciones discriminantes.
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Figura 7. Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC) utilizando un set de 2,170
SNPs neutrales en 175 individuos de H. fulgens pertenecientes a 10 localidades. A) Valores del
Criterio de Informacidon Bayesiano (BIC) versus el numero de grupos (K). B) Grafica de la
distribucién poblacional basada en la primera funcién discriminante. C) Grafica de DAPC, los
puntos representan los individuos con colores que indican una localidad de muestreo y la
inclusion de la elipse del 95 % de probabilidad de pertenencia al clister. Las leyendas estan
ordenadas de norte a sur Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo, FSJ= Faro San José, Cl=Isla
Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur, AN= Asuncidon Norte, AS=
Asuncion Sur y Bo= Bocana.

7.6.3 Andlisis de clusters

El andlisis de clusters realizado con el set de marcadores neutrales (2,170 SNPs) mostrd que el
valor mds probable de K es 2 mediante el método de Evanno a partir del valor de AK (Fig. 8 A).
Sin embargo, una inspeccidon visual de K 3 mostré una subdivision adicional con altas
probabilidades de asignacion de los individuos (>90% en algunos casos) (Fig. 8B) dando los
mismos patrones obtenidos por los dos andlisis anteriores (Fsr y DAPC) en donde Isla Guadalupe
esta separada de las otras localidades, seguido de Isla San Jerénimo y Faro San José, mientras

que el resto de las localidades forman un grupo con mayor mezcla genética entre ellos (Fig. 9 B).
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Figura 8. Numero de grupo mas probables (K) y probabilidades de pertenencia. A) Nimero de
grupos (K) mas probable encontrados con el método de Evanno et al. (2005) a partir del valor de
AK utilizando un set de 2,170 SNPs neutrales en 175 individuos de H. fulgens pertenecientes a
10 localidades de muestreo. B) Probabilidades de pertenencia de cada individuo a los 3 grupos.
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Figura 9. Coeficientes de asignacién para A) K=2 y B) K=3 como grupo genéticos distintos mas
probables. Cada linea vertical representa el genotipo determinado por las frecuencias alélicas
para cada individuo y cada color corresponde a la proporcién de probabilidad de asignacion de
cada grupo. El eje horizontal superior e inferior corresponde a las abreviaciones de las 10
localidades de muestreo ordenadas de norte a sur Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,

AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.

7.6.4 Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Las pruebas de AMOVA jerarquico en donde sélo las agrupaciones 3 (Gl, SJI, el resto de las

localidades), 4 (Gl, SJI + FSJ, el resto de las localidades) y 5 (Gl, SJI, FSJ, el resto de las

localidades) resultaron en una variacion significativa entre grupos (Fcr= 0.0104 — 0.0148, P <
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0.05). Sin embargo, sélo la ultima agrupacion (5), la cual considera a Gl, SJI, FSJ y el resto de las
localidades como grupos separados, mostré una diferenciacion entre poblaciones dentro de
grupos no significativa (Fsc= 0.0005, P = 0.22). Cuando se tomaron en cuenta a las zonas
administrativas como potenciales agrupaciones regionales (Zona 1= Gl, SJI, FSJ, Cl; Zona 2= PE,
TN, TS, AN y Zona 3= AS, Bo) se observé un valor de variacién entre grupos bajo y no

significativo (Fcr= 0.0003, P = 0.29) (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con 2,170 loci neutrales en 175 individuos
de H. fulgens. AMOVA para examinar la particién de la variacidn genética en cuatro niveles
jerarquicos entre grupos regionales de poblaciones identificadas por los analisis previos y
con diferentes estructuras hipotéticas. Se muestra la fuente de variacién, los grados de
libertad (gl), Indices de fijacién (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: variacién debido a diferencias
entre individuos) con su valor de probabilidad (P < 0.05) y el porcentaje de variacion.

indice
Gl de Variacion (%) P
Niveles jerarquicos fijacion
1) Zonas administrativas
Entre grupos (Fcr) 2 0.0003 0.03 0.297
Entre poblaciones dentro de grupos (Fsc) 7 0.0055 0.55 0.000
Entre individuos dentro de poblaciones (Fjs) 165 0.0041 0.41 0.387
Entre individuos (Fir) 175  0.0099 99.01 0.243
2) 2 Grupos (IG, resto de localidades) basado en resultados de STRUCTURE
Entre grupos (Fer) 1 0.0148 1.48 0.096
Entre poblaciones dentro de grupos (Fsc) 8 0.0023 0.23 0.000
Entre individuos dentro de poblaciones (Fjs) 165 0.0041 0.41 0.380
Entre individuos (Fir) 175  0.0212 97.88 0.240
3) 3 Grupos (IG, ISJ, resto de las localidades) basado en resultados de FST
Entre grupos (Fcr) 2 0.0126 1.26 0.0230
Entre poblaciones dentro de grupos (Fsc) 7 0.0011 0.11 0.0241
Entre individuos dentro de poblaciones (Fjs) 165 0.0041 0.41 0.3745
Entre individuos (Fir) 175  0.0178 98.22 0.2423
4) 3 Grupos (IG, ISJ + FSJ, resto de las localidades basado en resultados de DAPC
Entre grupos (Fcr) 2 0.0104 1.04 0.0059
Entre poblaciones dentro de grupos (Fsc) 7 0.0009 0.09 0.0274

Entre individuos dentro de poblaciones (Fjs) 165 0.0041 0.41 0.3979



Entre individuos(Fi7) 175  0.0155 98.45 0.2454
5) 4 Grupos (IG, ISJ, FSJ, resto de las localidades basado en divisidn visual de resultados
de DAPC

Entre grupos (Fcr) 3 0.0112 1.12 0.0088
Entre poblaciones dentro de grupos (Fsc) 6 0.0005 0.05 0.2227
Entre individuos dentro de poblaciones (F;s) 165 0.0041 0.41 0.3879
Entre individuos (Fr) 175 0.0158 98.42 0.2500
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Los analisis realizados previamente para detectar estructura poblacional indican la existencia de

tres grupos genéticos principales, uno formado por Isla Guadalupe, y dos grupos costeros: el

norte o grupo costero Norte (GCN) formado por las localidades de SJI y FSJ y el grupo costero

sur (GCS) formado por el resto de las localidades. Ademas, los resultados del AMOVA sugieren

una ligera diferenciacion entre los grupos del GCN.

7.7 Andlisis de diversidad genética

Las estimaciones de diversidad genética global fueron H,= 0.284, H.= 0.300, Ra= 1.877. Las

muestras de la region norte (GI, SJI y FSJ) fueron las menos diversas, mientras que PE, Cl y TS

fueron los sitios con mayor diversidad (Tabla 7). Se observaron diferencias significativas en los

valores de diversidad genética entre las localidades, siendo Isla Guadalupe e Isla San Jerénimo

los sitios con mds diferencias significativas por pares (Anexo D).
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Tabla 7. Tabla resumen de la diversidad genética para el set de marcadores neutrales
(2,170 SNPs) en 175 individuos de H. fulgens pertenecientes a 10 localidades. Se muestran
los valores de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hg) para cada localidad y global.

Valores del coeficiente de endogamia (Fs) para cada localidad y el promedio.

Localidad ID Ra Ho He Fis
Isla Guadalupe Gl 1.850 0.272 0.282 0.020
Isla San sJl 1.847 0274 0278  0.003
Jerénimo

Faro San José FSJ 1.860 0.285 0.284 0.008
Isla Cedros Cl 1.895 0.286 0.295 0.017
Punta Eugenia PE 1.893 0.290 0.295 0.000
Tortugas N 1.887 0286 0292  -0.005
Norte

Tortugas Sur TS 1.893 0.292 0.296 0.007
Asuncion AN 1.882 0287 0292  0.001
Norte

Asuncion Sur AS 1.881 0.284 0.291 0.006
Bocana Bo 1.880 0.286 0.289 -0.019
Global 1.877 0.284 0.300 0.004

* Ningun valor de Fjs fue estadisticamente significativo.

7.8 Tasas de migracion relativa

El analisis de migracion direccional relativa utilizando divMigrate (Fig. 10 A) mostré un flujo

predominante de las localidades nortefias (Gl, SJI y FSJ) hacia el resto de las localidades. A pesar

de la proximidad entre las localidades de la regidn costera norte (SJI y FSJ) la migracion entre

estas dos localidades fue mds baja en comparacidon con el resto de las localidades. Una

examinacién de la conectividad a menor escala entre las localidades de la regidon costera sur

mostré que no existe un flujo direccional aparente (Fig. 10 B).
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Figura 10. Redes de migracién relativa para el abuldn azul (Haliotis fulgens) basadas en 2,170
SNPs neutrales entre 10 localidades de muestreo usando la estimacion basada en el Gst de Nei
en el paquete divMigrate, Sélo se presentan las tasas de migracion > 0.6, los circulos
representan las localidades, mientras que las flechas indican la direccién y magnitud de los
niveles relativos de migracién. Las flechas mas obscuras indican una relacién de migraciéon mas
fuerte en comparacién con las flechas mas claras. A) todas las localidades y B) regién costera
sur. Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerdnimo, FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta
Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur, AN= Asuncién Norte, AS= Asuncién Sur y Bo=
Bocana.
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7.9 Relacién entre la estructura gendmica neutral y la distancia geografica

La prueba de Mantel mostré una fuerte relacion entre el valor linealizado de Fsry la distancia
geografica utilizando todos los individuos (Mantel r= 0.76, P = 0.001) (Fig. 11). El analisis de
regresion mostré una relacién positiva y lineal (R’= 0.57, P < 0.001). Este mismo patrén se
observé cuando se elimind la localidad mas alejada (GI) del analisis (Mantel r= 0.54, P < 0.017;
R’= 0.44, p=0.005), sin embargo, dej6é de ser significativa cuando se evalué el patrén de
aislamiento sélo en la regién costera centro-sur (Mantel r= 0.34, p= 0.129; R’= 0.23, p= 0.996).
Finalmente, cuando se analizd el patron de aislamiento con una gréfica de densidad de kernel
bi-dimensional utilizando todas las localidades se observé una discontinuidad, lo cual indica un
patréon genético parchado entre las poblaciones genéticas (Fig. 12A). Sin embargo, las otras
graficas mostraron un solo parche (Fig. 12B y Fig. 12C). Estos resultados apoyan una estructura

poblacional regional a lo largo de la Peninsula de Baja California.
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Figura 11. Graficas de aislamiento por distancia de los valores de Fsr linealizados contra la
distancia geografica del abuldn azul (Haliotis fulgens) basado en 2,170 SNPs neutrales y 10
localidades de muestreo. Linea negra: aislamiento por distancia para todas las localidades, linea
azul: aislamiento por distancia sin Isla Guadalupe y linea roja: aislamiento por distancia para las
localidades costeras centro-sur.
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Figura 12. Prueba de Mantel con estimador de densidad de kernel bidimensional. Graficas de
aislamiento por distancia de valores de FST linealizados contra la distancia genética por pares de
poblaciones para las 10 localidades de H. fulgens basada en 2,170 SNPs neutrales A) usando
todas las localidades, B) sin Isla Guadalupe y C) usando sélo las localidades costeras de la regién
centro-sur.

7.10 Identificacion de SNPs y obtencion de genotipos usando genoma de referencia

7.10.1 Limpieza, filtrado y control de calidad de secuencias crudas

Del total de 1,420,020,148 lecturas crudas pair-end después de aplicar los filtros de calidad con
el pipeline process_radtags en STACKS se elimind el 5.4% y 1.8% debido a que no se reconocio el
barcode y el sitio de corte RAD respectivamente, ademas se elimind el 13.9% de lecturas con
baja calidad (Phred33 score <30), quedando en total 1,121,245,268 secuencias pair-end (79%)
con un promedio de 6,370,712 lecturas por muestra (rango: 1.5 M-19.9 M) (Tabla 8). Se

eliminaron 8 individuos debido a que tuvieron menos de 1,000,000 de lecturas.
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7.10.2 Alineamiento contra genoma de referencia

El mapeo contra el genoma de referencia utilizando BWA-MEM con los parametros

predeterminados retuvo el 99% de las lecturas.

7.10.3 Identificacion de SNPs y obtencién de genotipos con genoma de referencia

El pipeline ref_map en STACKS cred un catalogo inicial de 238,246 RAD loci con 484,332 SNPs y
una profundidad promedio de 65.5x. El mddulo de populations utilizando todos los individuos
(escala global) generd una base de datos de 10,756 SNPs. Los filtros de loci e individuos por
datos faltantes dejaron una base global de 10,523 SNPs con menos del 15% de datos faltantes y

176 individuos con menos del 10% de datos faltantes (Tabla 8).

Tabla 8. Se muestra el numero de individuos por localidad después de eliminar aquellos
con <1,000,000 de lecturas, asi como el niumero de lecturas promedio retenidas por
localidad obtenidas con genoma de referencia.

n individuos n final n promedio

ID eliminados de lecturas
Localidad (<1,000,000 lecturas y (genoma

alineamientos) referencia)

Gl 0 20 10,705,364
S 1 13 3,928,099
FSJ 0 11 8,683,497
Cl 1 24 9,471,761
PE 0 20 5,664,779
TN 4 16 5,146,899
TS 0 20 5,004,586
AN 2 15 5,297,097
AS 0 19 4,956,513
Bo 2 18 3,548,006
Total 10 176

Ningln loci mostré desviaciones significativas del E-HW (P < 4.7 x 10°) en mas del 50% de las
localidades. Se eliminaron 569 loci de la base de datos debido a que mostraron desequilibrio de
ligamiento (r° > 0.25) dejando una base global final de 9,954 SNPs y 176 individuos. La escala

global incluye los tres grupos genéticos descritos en la seccion anterior (ver seccion 8.6) y estan
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constituidos por 1) Isla Guadalupe (Gl), 2) Grupo Costero Norte (SJl'y FSJ) y 3) Grupo Costero Sur
(CI, PE, TN, TS, AN, AS y Bo).

El médulo populations a escala costera generd un set de datos inicial de 10,766 SNPs. Ningln
loci mostré desviaciones significativas del E-HW (P < 4.6 x 10°) en mas del 50% de las
localidades. 897 loci fueron eliminados de la base de datos costera debido a que se encontraron
en desequilibrio de ligamiento (> 0.25) dejando una base de datos costera final de 9,869 SNPs
y 156 individuos. La escala costera incluye los dos grupos genéticos Grupo Costero Norte (SJI y

FSJ) y 3) Grupo Costero Sur (CI, PE, TN, TS, AN, AS y Bo).

7.11 Asignacion poblacional

7.11.1 Seleccion de SNPs altamente informativos

El Fsr global para los 9,954 loci entre los tres grupos (escala global) Isla Guadalupe (Gl), Grupo
Costero Norte (GCN) y el Grupo Costero Sur (GCS) fue de 0.011, con valores de Fsr para los 6
paneles de SNPs en un rango desde 0.10 a 0.62. El Fsr global para la escala costera (GCN y GCS)
fue de 0.0032, con un rango de 0.095 a 0.53 para los 6 paneles de SNPs probados.

7.11.2 Andlisis de asignacion y prueba de poder

Los resultados de precisidon de asignacidon a escala global evaluados con el paquete assignPOP
fueron similares y mostraron alto poder de discriminacidn para dos de los tres grupos (Gl y GCS)
con la mayoria de los paneles de SNPs (Fig. 13), con valores de 0.95, (sd=0.09) a 1 (Anexo F). Los
individuos del GCN mostraron los valores de asignacion mas bajos yendo desde 0.09 (sd= 0.21),
cuando se utilizé el panel de 50 SNPs a 0.88 (sd= 0.24) con el panel de 500 SNPs. En general, al
utilizar el 80% de los individuos para entrenar los modelos predictivos se obtienen mayores

precisiones de asignacion en este analisis (Fig. 13).
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Figura 13. Resultados del modelo predictivo para la escala global. Precisiones de asignacién
estimadas via Monte-Carlo y la funcidn de clasificacion SVM (Support Vector Machine), con dos
proporciones de individuos para entrenar al modelo (0.75 y 0.8) de la base de datos de
entrenamiento (n= 52) y seis paneles de SNPs (50 a 500 SNPs mas diferenciados con base en su
valor de Fsr) representados por diferentes colores. Detalles de la grafica de cajas: la linea dentro
de las cajas es la mediana; los bordes superior e inferior de las cajas son los percentiles 25y 75;
los extremos de los bigotes son los valores minimos y maximos de los datos no atipicos; los
puntos negros son los valores atipicos.

Cuando se quit6 a Gl de los analisis (escala costera) se obtuvieron valores de precisién similares
a los obtenidos con la base de datos global, sin embargo, estos valores aumentaron ligeramente
para el GCS (Fig. 14), mostrando valores de 0.97 (sd= 0.12) desde el primer panel (50 SNPs) con
ligeras variaciones entre los paneles desde 0.94 (sd= 0.08) a 1 (Anexo G). La mejora fue mas
evidente para el GCN el cual alcanzo precisiones de asignaciéon de 0.91, sd = 0.23 al usar el panel

de 500 SNPs.
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Figura 14. Resultados del modelo predictivo para la escala costera. Precisiones de asignacién
estimadas via Monte-Carlo y la funcidn de clasificacion SVM (Support Vector Machine), con dos
proporciones de individuos para entrenar al modelo (0.75 y 0.8) de la base de datos de
entrenamiento (n= 42) y seis paneles de SNPs (50 a 500 SNPs mas diferenciados con base en su
valor de Fsr) representados por diferentes colores. Detalles de la grafica de cajas: la linea dentro
de las cajas es la mediana; los bordes superior e inferior de las cajas son los percentiles 25y 75;
los extremos de los bigotes son los valores minimos y maximos de los datos no atipicos; los
puntos negros son los valores atipicos.

Las pruebas de precisién de asignacién utilizando todos los marcadores en ambas escalas
usando todos los individuos por grupo y usando sélo los individuos de entrenamiento mostraron
valores similares de asignacion cuando se utilizé el 80% de los individuos para entrenar los
modelos (Anexo H). Nuevamente los individuos del GCN mostraron los valores de asignacion
mas bajos y estos fueron menores a escala costera (0.77, sd= 0.33) que a escala global (0.89, sd=
0.25). Cuando se utilizan sélo los individuos de entrenamiento, se obtienen valores del 100%

para los grupos Gl y GCS en ambas escalas (Anexo H).
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7.11.3 Andlisis de estructura genética poblacional

Los analisis discriminantes de componentes principales (DAPC) utilizando todos los marcadores
en ambas escalas tanto con la base de SNPs obtenida de novo y la de genoma de referencia
mostraron un patrén de estructuracioén similar al descrito en la seccion 8.6, aunque, al utilizar el
genoma de referencia la diferenciacidn entre los grupos costeros SJl y FSI fue mas evidente. La
Fig. 15 y 16 muestran los resultados de los DAPC utilizando todos los marcadores a escala global

y costera respectivamente.



54

A) Q
Vit o BC
renas remter of Cvsery

.
L —
PCA et

A
D) F)
A -
L B
o5
° 4
. \L.,-.
o 0& ¢ 05
A T
° .
- ..
£
- )
; o f,
«
~
[} 3 VA

PUA eI ML
0

Figura 15. Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Figuras A, B
y C muestran los resultados utilizando los 2,216 SNPs derivados de novo a escala global. Figuras
D, E y F muestran los resultados usando los 9,954 SNPs derivados del alineamiento contra el
genoma de referencia del abuldn azul a escala global. A, D) Valores del Criterio de Informacion
Bayesiana (BIC) contra el numero de grupos (K). B, E) Graficas de la distribucion de las
poblaciones basadas en la primera funcién discriminante. C, F) Graficas de dispersion de DAPC,
cada punto representa a un individuo. Se retuvieron 28 y 35 componentes principales y dos
funciones discriminantes (dimensiones) para los datos de novo y con genoma de referencia
respectivamente durante los analisis. Las leyendas estdan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla
Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo, FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN=
Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur, AN= Asuncién Norte, AS= Asuncion Sur y Bo= Bocana.
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Figura 16. Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Figuras A, B
y C muestran los resultados utilizando los 2,216 SNPs derivados de novo a escala costera.
Figuras D, E y F muestran los resultados usando los 9,869 SNPs derivados del alineamiento
contra el genoma de referencia del abulén azul a escala costera. A, D) Valores del Criterio de
Informacién Bayesiana (BIC) contra el nUmero de grupos (K). B, E) Graficas de la distribucion de
las poblaciones basadas en la primera funcion discriminante. C, F) Graficas de dispersion de
DAPC, cada punto representa a un individuo. Se retuvieron 27 y 30 componentes principales y
dos funciones discriminantes (dimensiones) para los datos de novo y con genoma de referencia
respectivamente durante los analisis. Las leyendas estdan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla
Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo, FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN=
Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur, AN= Asuncién Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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En general, los resultados de DAPC utilizando los paneles de SNPs para asignacion poblacional
no sélo reflejaron la estructura poblacional obtenida con los SNPs de novo, sino que la
mejoraron al utilizar el panel de 500 SNPs para la escala global (Anexo |) y a partir del panel de

100 SNPs en la escala costera (Anexo J).
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8. DISCUSION

La presente investigacidn contd con una cobertura espacial mayor que estudios anteriores,
incluye 10 localidades (8 localidades previamente evaluadas y dos mas nortefas sin evaluar)
pertenecientes a 3 de las cuatro zonas administrativas, abracando un rango de ~500 km
incluidas 3 islas (Isla Guadalupe, e Isla Cedros), siendo el primer estudio que emplea técnicas de
secuenciacion masiva y escaneo reducido del genoma (ddRAD-seq) en el recurso. Utilizando
marcadores neutrales se detectaron tres grupos genéticos integrados por 1) Isla Guadalupe, y la
costa de la peninsula dividida en dos grupos 2) Isla San Jerénimo y Faro San José y 3) el resto de
las localidades costeras del Sur incluida Isla Cedros. El patrén de estructuracidon neutral parece
estar determinado por la distancia geografica entre localidades y los patrones de circulacion
oceanica. De manera general, las unidades biolégicas no concuerdan con las unidades
administrativas del recurso abulén. Los paneles reducidos de SNPs parecen ser una herramienta

prometedora para una mejor aplicacion de las normas y vigilancia del recurso.

8.1 Preparacion de librerias

El uso de ADN degradado en estudios de ecologia molecular es muy comun, sin embargo, se ha
observado que su uso en técnicas de secuenciacidn asociadas al sitio de restricciéon tiene
impactos negativos en la calidad de las librerias (nUmero de lecturas crudas por individuo,
numero de sitios variables, porcentaje de secuencias RAD idénticas retenidas) (Puritz et al.,
2014; Graham et al., 2015). En el presente estudio las muestras fueron preservadas en etanol al
96% y se realizaron varios recambios durante las primeras 48 horas de captura para asegurar la
buena preservacion del tejido, ademas se seleccionaron sélo aquellas muestras con un alto peso
molecular e integridad (Fig. 4) y que tuvieran valores de 260/280 arriba de 1.91 y valores de

260/230 menores a 2.30.

Al igual que la calidad del ADN inicial, el proceso durante la preparacion de las librerias es de
suma importancia para la obtencidon de marcadores de calidad, por lo que en el presente

estudio se realizaron puntos de revision de calidad durante cada paso.
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El nimero de lecturas obtenidas por individuo varié de 4 M a 12 M. Esta variacidén es
comunmente observada en estudios de secuenciacién de ddRAD (e.g. Ba et al., 2017; Gamboa y
Watanabe, 2019; Magris et al., 2022) en donde la preparacion de las librerias se hace con
muchos individuos en un mismo pool. A pesar de que los pools se tratan de hacer de manera
equimolar, siempre existe la posibilidad de un error en el pipeteo. Sin embargo, el nimero de
lecturas por individuo parece no afectar las conclusiones de estructuracién en este estudio ya
que no se observa gran diferencia cuando se homogenizan las lecturas a 1 M (andlisis con datos

de novo) a cuando se utilizan todas (andlisis con genoma de referencia).

8.2 Analisis bioinformatico

8.2.1 Limpieza, filtrado y control de calidad de secuencias crudas

Las lecturas crudas obtenidas contaron con una buena calidad, siendo el valor de Phred score
mayor a 40 para la mayoria de los casos (lo cual indica que el error por base es de 1 en 10,000
bases o que tuvo una correcta asignacién de las bases de un 99.99%). Después de aplicar los
criterios de calidad en el programa process_radtags de STACKS se retuvieron 96.8% de las
lecturas cuando se aplicd un filtro de calidad -g >10 (error por base de 1 en 10) y el 79% al
aplicar un filtro mds estricto -g >30 (error por base de 1 en 1,000) de las lecturas crudas, ademas
se observé una distribucion homogénea de las lecturas a lo largo de todos los individuos, esto

puede indicar que la preparacidn de las librerias se llevé a cabo de manera correcta.

8.2.2 Optimizacion de parametros, Identificacion de SNPs y Obtencidon de genotipos

Las técnicas de secuenciacién de representacién-reducida del genoma, como ddRAD-seq han
facilitado el cambio en el uso de marcadores moleculares convencionales para hacer inferencias
bioldgicas (e.g. Microsatélites) con grandes sets de marcadores (e.g. SNPs) obtenidos de
centenas a millares de loci, sin embargo, este cambio en las técnicas de genotipificacidon hacia
analisis gendmicos mas complejos también ha traido consigo varios retos. Uno de ellos es la
capacidad de manejar correctamente el analisis bioinformatico de los datos generados. Como se

menciond anteriormente, en este estudio se utilizd STACKS para procesar los datos obtenidos
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de la secuenciacién y ensamblar los loci de novo y utilizando genoma de referencia, sin
embargo, se ha reportado que la seleccion de los principales pardmetros que controlan los
diferentes programas del pipeline de novo determinan las caracteristicas de los stacks, el

catdlogo y obtencion de genotipos.

Algunos autores mencionan que no existe una combinacidn Unica de parametros para realizar
los analisis y sugieren que cada estudio deberia realizar pruebas de parametrizaciéon con su set
de datos (Paris et al., 2017). En el presente estudio se realizaron pruebas de optimizacién con
los 3 principales parametros (-m, -M y -n) en el programa denovo_map para evaluar la calidad
de los marcadores obtenidos y el efecto que tenian sobre la estructura genética del abulén azul.
Se decidié utilizar la combinacion -m 5 -M 3 -n 4, dado que fue con la que mas nimero de
marcadores se recuperaba (Fig. 18). Posteriormente se eligieron los loci que estuvieran en el
100% de las localidades -p 10 dado que al realizar los analisis de estructura gendmica con los 3
sets de marcadores obtenidos con los diferentes valores de -p (8, 9 y 10) no se encontraron
diferencias, ademas fue la del valor con el que se mantenia un niumero alto de marcadores (Fig.

19) y un bajo porcentaje de genotipos faltantes por individuo (<10%) (Fig. 20).

Una de las ventajas de la técnica de ddRAD-seq, es que permiten generar cientos a miles de
marcadores sin necesidad de tener un genoma de referencia (> 99.9% de las especies, Puritz et
al., 2014). Ademas, la técnica de ddRAD permite maximizar la capacidad de multiplex, es decir,
permite incrementar el nimero de individuos en una misma linea de secuenciacion (Peterson et
al., 2012). Sin embargo, existe una discrepancia en si es mds beneficioso aumentar el nimero de
individuos secuenciados o la profundidad de secuenciacion por muestra para estimar la

variacion genética y definir con precision la estructura poblacional.

Crawford y Lazzaro (2012), a partir de simulaciones de modelos genéticos poblacionales,
reportan que las estimaciones de diferenciacidon genética poblacional se ven sesgadas cuando
utilizan datos con baja profundidad de lecturas (<10X). De igual manera, mencionan que el
poder para identificar huellas de seleccién depende de la profundidad de las lecturas y de la

fuerza de la seleccidn, ya que si se trata de una seleccidén débil se requieren lecturas con mayor
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profundidad para una deteccién confiable. Paris y et al. (2017), recomiendan evaluar la
profundidad de las lecturas como primer paso para determinar la confiabilidad de set de datos
RAD-seq, ya que se han observado mayores tasas de error de genotipificacion cuando se trabaja

con profundidades de entre 5X y 10X (Fountain et al., 2016).

Otro reto asociado a los métodos de secuenciacidn basados en enzimas de restriccidon es que
aun se desconocen las tasas de error de genotipificacidn. Existen estudios que evaltan el error
de genotipificacion utilizando ddRAD-seq utilizando genoma de referencia y de-novo,
observando que las tasas de error son mas sensibles a la cobertura, en donde bajas
profundidades llevan a altas tasas de error, particularmente en set de datos obtenidos de novo

(Fumagalli et al., 2013).

En el presente estudio se utilizaron dos lineas de secuenciacion con 96 individuos
(equimolarmente) cada una con una combinatoria de 48 barcodes y 2 index con la finalidad de
obtener una mayor profundidad de las lecturas y una buena calidad de los marcadores
moleculares. Después de la secuenciacidon y de aplicar los filtros en el programa STACKS se
obtuvieron loci con profundidades promedio de 32x cuando se ensamblaron de novo y de 65x
con genoma de referencia. Finalmente, al evaluar el error de genotipificacién se observéd que

fue constante y bajo (0.04%) en los tres individuos repetidos (datos no mostrados).

El llamado de los loci es mejor cuando se cuenta con un genoma de referencia de la especie o
una especie cercana, ya que permite evitar la mezcla de lecturas pertenecientes a loci paralogos
al momento de formar el catalogo (Casanova et al., 2021), y reduce el sesgo en las proporciones
alélicas debido a errores de mapeo (Olson et al. 2015). En el presente estudio, el llamado de loci
de novo utilizando el médulo denovo_map en STACKS generd 116,433 RAD loci mientras que al
utilizar el genoma de referencia con el mddulo ref map en STACKS se obtuvo una mayor
cantidad de RAD loci (238,246) a pesar de que el nimero de lecturas crudas retenidas en el
demultiplexado (debido a que se usé un parametro de calidad mas estricto de -g>30) fue mucho
menor. Finalmente, el nimero de SNPs retenidos después de los filtros en el mddulo

populations de STACKS fue cuatro veces mayor utilizando el genoma de referencia de la especie.
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A pesar de que las conclusiones de estructura genética poblacional neutral no parecen verse
afectadas fuertemente con las diferentes bases de datos (de novo y con genoma de referencia)
en el presente estudio, contar con un mayor nimero de marcadores permite detectar patrones
de diferenciacién genética mas sutiles como lo observado con los analisis de DAPC a escala
costera (Anexo J). Ademds, un mayor niumero de marcadores podria permitir detectar mas loci
adaptativos. Por lo anterior, es necesario realizar futuros estudios que abarquen una mayor
area de distribucion de la especie, asi como realizar una evaluacion mas profunda sobre los
marcadores adaptativos y la influencia de las variables ambientales sobre sus frecuencias en las

poblaciones.

Finalmente, con los analisis y filtros anteriores podemos asumir que la calidad de los datos es
adecuada e incluso mayor que la reportada en la literatura para estudios de estructuracion

poblacional.

8.3 Estructura gendémica poblacional

Los resultados de estructura poblacional soportan tres grupos genéticos regionales mostrando
una clara diferenciacién entre la isla ocednica (Isla Guadalupe, ~250 km alejada de la costa) y el
resto de las localidades: el segundo grupo esta formado por las localidades costeras nortefias, el
cual incluye Isla San Jerénimo y Faro San José; dentro de este grupo es posible que exista una
sub-estructuracion como lo muestran los resultados del AMOVA (Tabla 6); y el tercer grupo
incluye las localidades costeras surefias (Isla Cedros, Punta Eugenia, Tortugas Norte, Tortugas

Sur, Asuncion Norte, Asuncién Sur y la Bocana).

Existen reportes previos sobre la diferenciacién genética entre las localidades costeras e isla
Guadalupe, asi como un patrdon de panmixia a lo largo de la costa centro oeste de la PBC (Zufiiga
et al.,, 2000; Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007) los cuales apoyan los resultados obtenidos. El
presente estudio amplia estos trabajos previos cubriendo una mayor escala espacial lo que

permite detectar estructura poblacional entre la parte norte y sur de la PBC.
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En un estudio realizado por Gruenthal et al. (2013) se reportan patrones de homogeneidad
genética para H. fulgens a lo largo del limite norte de la distribucién de la especie (sur de la
bahia de California, EUA) utilizando un panel de 1,209 SNPs neutrales. Sin embargo, dicho
estudio se realizé en un area reducida del rango de distribucion de la especie y podrian existir
diferencias entre las localidades de Estados Unidos de Norte América y las de México, como lo
observado en estudios en H. corrugata utilizando microsatélites (Diaz-Viloria et al., 2009;
Munguia-Vega et al., 2015). Parece que H. fulgens tiene un extenso flujo genético entre las
localidades costeras, y es muy probable que la escala espacial de los estudios previos sea un
factor importante para concluir panmixia. Basado en los resultados previos, es necesario realizar
un muestreo a lo largo de todo el rango de distribucion de la especie para capturar una
estructura genética mas amplia y lograr una mejor comprension de la biocomplejidad de este

recurso pesquero.

En especies marinas semi-sésiles, como el abuldn azul, se espera que el principal mecanismo de
dispersidon se dé durante el estadio de larva pelagica, ya que dependiendo de la duracién de
esta fase, serd en mayor o menor medida el grado de conectividad que puedan tener las
poblaciones de dicha especie (Thorson, 1950). En general, en invertebrados marinos, incluidos
algunos Halidtidos, se han estimado bajas tasas de dispersién (e.g. 7-10 km en H. cracherodii,
Gruenthal y Burton, 2008; Megastrea undosa, Haupt et al., 2013). La informacidn sobre los
patrones de dispersidn y conectividad larvaria entre poblaciones locales de H. fulges es escasa;
Leighton (2000) reporta que en condiciones de laboratorio las larvas pueden durar en la
columna de agua entre 4 y 15 dias con una temperatura éptima de 20 a 23 °C. Basado en un
experimento de deriva de particulas realizado en el sur de la Bahia de California, estimaron que
las larvas de H. fulgens pueden moverse ~46 km costa abajo en primavera y ~12 km costa arriba

durante el otofio (Tegner y Butler, 1985).

Tomando en cuenta la hidrodindmica regional en la costa central de la PBC también se ha
planteado la hipdtesis de que la dispersion estaria limitada y restringida a distancias cortas
debido al debilitamiento de la Corriente de California causado por las camas de kelp y la

complejidad de la costa (Guzman-del Proo et al., 2000). Los resultados en el presente estudio
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sugieren que el potencial de dispersion de H. fulgens, puede no ser tan limitado como se ha
asumido anteriormente (Leighton, 2000; Morgan y Shepherd, 2006; Guzman- del Proo et al.,
2000), particularmente en el centro de la PBC, debido a que el presente trabajo evidencio una

amplia conectividad genética en esta zona.

Los patrones de aislamiento por distancia a menudo muestran resultados sesgados cuando
existe estructuracion jerarquica (Merimans, 2012). Las pruebas de Mantel resultaron en una
relacion significativa cuando se consideraron todas las localidades, incluso cuando se analizaron
sélo las localidades costeras, sin embargo, esta relacion no fue significativa dentro del GCS.
Teniendo en cuenta los grupos regionales identificados por STRUCTURE y DAPC, el patréon de
aislamiento por distancia parece estar sesgado por la estructura poblacional regional. Por lo
tanto, el aislamiento por distancia solo juega un papel importante a una escala espacial global,
pero no al interior de los grupos regionales. Esta situacion sugiere un flujo genético restringido
entre los GCN y GCS vy altos niveles de flujo genético entre las localidades del centro y el GCS, en

lugar de una estructura tipo metapoblacional.

Existen diversos trabajos en el drea de estudio que concuerdan parcialmente con los resultados
del presente estudio. Haupt et al. (2013) realizaron un estudio en el caracol panocha (M.
undosa), gasterépodo con una distribucidn y caracteristicas de historia de vida similares a las del
abulén azul (desovador masivo, fase larvaria de 5 a 10 dias, edad de madurez a partir de los 4
afios). Mediante marcadores de ADNmt encuentran diferenciacidén genética significativa entre la
region norte y sur de la PBC (dividiendo estas regiones a partir de Isla San Martin, 30°N). Si bien,
en este estudio no se cuentan con muestras al norte de esa latitud (30°N), la distribucion del
abuldn azul si abarca hasta Bahia Concepcién en California. Dado que algunos analisis en este
estudio sugieren una ligera sub-estructuracién en la regiéon norte de la PBC (seccién 7.6.4), y
debido a que estas dos localidades tuvieron los menores tamafios de muestra en todo el
estudio, es posible que un muestreo mas extenso a lo largo de la parte norte de la PBC mostrara
patrones de diferenciacidon genética por lo que es necesario tener en cuenta esto para futuros

estudios.
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Por otra parte, Haupt et al. (2013), al igual que el presente trabajo, observan un patrén de
aislamiento por distancia a lo largo de toda el drea de estudio. Sin embargo, al evaluar lo que
ocurre a nivel regional (norte y sur) el patréon difiere con nuestros resultados, reportando un
patron de aislamiento por distancia en la regiéon sur, no asi en la parte norte. Esto
probablemente se debe a que incluyeron localidades que se encuentran al norte de Punta
Eugenia dentro del grupo de la regién sur, aunque también atribuyen estas diferencias a

procesos de menor escala de las corrientes marinas.

Garcia-Rodriguez y Pérez-Enriquez (2006), analizan los patrones de estructuracion genética en la
langosta espinosa (Panulirus interruptus) a lo largo de la PBC (desde Ensenada, B.C., hasta Bahia
Magdalena B.C.S.) mediante el uso de marcadores de ADNmt. A pesar de ser un invertebrado
con un rango de distribucién similar al del abulén azul, no encuentran diferenciacion genética a
lo largo del area de estudio, sin embargo la langosta espinosa tiene una duracién larvaria mucho
mayor que H. fulgens y es probable que el patrén de homogeneidad pueda estar asociado a una

mayor dispersion de las larvas mediante las corrientes oceanograficas.

Ademas de la distancia geogréfica, las caracteristicas costeras tal como los promontorios o
prominencias costeras generan zonas de convergencia, sistemas de giros con contracorrientes y
zonas de estancamiento, las cuales pueden concentrar o retener larvas (Roughan et al., 2005;
Morgan y Shepherd, 2006). Se ha propuesto que el promontorio de Punta Eugenia es una zona
de transicion biogeografica para especies tropicales y templadas limitando la dispersién larval
(Briggs, 1974; Hewitt, 1981; Lavaniegos, 2014). Ademas, esta region ha sido considerada como
un quiebre filogeografico para muchas especies marinas (Bernardi et al., 2003) (e.g. Fundulus
parvipinnis, Bernardi y Talley, 2000; Girella nigricans, Terry et al., 2000; Embiotoca jacksoni,
Bernardi, 2000; Gillichthys mirabilis, Huang y Bernardi, 2001). Sin embargo, esta ruptura
genética no se limita a un area estrecha y podria cubrir una region mas amplia hacia el norte

(Haupt et al., 2013).

La particion regional detectada para H. fulgens en este estudio coincide parcialmente con la
region donde esos estudios previos detectaron divergencia poblacional. Por lo tanto, los

resultados sugieren que la diferenciacion genética entre los grupos GCN y GCS podria estar
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relacionada con esta ruptura biogeografica. No obstante, es necesario realizar mds muestreos
para determinar con precision el drea donde la divisién costera de H. fulgens ocurre a lo largo
de la PBC. El mecanismo subyacente que mantiene la particién regional podria estar relacionada
con las caracteristicas oceanograficas de la region y con la disponibilidad de habitat que limita la
conectividad entre regiones. La parte centro sur de la PBC tiene una zona larga y continua de
arrecifes rocosos; sin embargo, la region a lo largo de la costa norte de Punta Eugenia (Guerrero
Negro a Isla San Jerénimo) es una extensa regidén arenosa (Terry et al., 2000) la cual no es un

habitat adecuado para la especie.

Recientemente se reportd un patron de estructuracién genética similar a lo largo de la PBC para
otra especie de abulén (H. corrugata) utilizando marcadores SNPs neutrales y adaptativos
(Mares-Mayagoitia et al., 2021). Los autores encuentran dos grupos genéticos con su division a
la altura del promontorio de Punta Eugenia, siendo mas evidente con los loci adaptativos. Sin
embargo, a diferencia de nuestros resultados, los individuos de Isla Guadalupe no se

diferenciaron del grupo nortefio.

Los patrones de flujo asimétrico contemporaneo mostraron un fuerte flujo bidireccional dentro
del GCS y un flujo predominante del GCN al GCS. Estos resultados son consistentes con las
caracteristicas oceanograficas locales donde la dinamica de las corrientes superficiales del mar
(<200 m) a lo largo de la PBC es predominantemente hacia el sur con una gran influencia de la
Corriente de California durante el afo en la regidn norte (Lynn y Simpson, 1987; Durazo, 2015).
Sin embargo, los cambios estacionales en la circulacién ocednica se ven favorecidos en la region
sur de la PBC durante el verano y el otofio (Lluch-Belda et al., 2000) en donde el debilitamiento
de los vientos y el calentamiento de las masas de agua favorecen la existencia de estructuras o
giros de mesoescala (Fig. 17). También se ha reportado una contracorriente superficial en
regiones someras cercanas a la costa, donde los procesos de pequeiia escala pueden haber
servido como mecanismo fisico que favorecio el transporte y reclutamiento larvario (Durazo et
al., 2010; Durazo, 2015). Este proceso de meso escala en la regidn sur coinciden con los picos de
desove (otofio e invierno) reportados para H. fulgens (Ortiz-Quintanilla y Ledn-Carballo, 1996;

Vélez-Arellano et al., 2017).



66

Por lo tanto, el transporte de larvas (y por consecuencia de flujo genético) puede haber sido
promovido dentro de las zonas central y sur de la PBC. La circulacidon oceanografica estacional
también podria aumentar la dispersion de larvas entre regiones durante los picos de desove
cuando la Corriente de California es mas intensa (invierno) con una direccidn hacia el sur, pero
la gran discontinuidad del habitat al norte de Punta Eugenia podria tener un papel crucial en la
limitacion de la conectividad larval entre regiones. Sin embargo, se necesita un enfoque de
paisaje marino para probar el efecto de las corrientes oceanicas en la estructura poblacional de

H. fulgens.

Latitud N

Longitud W

Figura 17. Patrones de circulacién oceanica superficial (<200m) en la porcidn sur del Sistema de
Corrientes de California (SCC) a lo largo de las cuatro estaciones del aio, las flechas indican la
direccién de la corriente. a) invierno, b) primavera, c) verano y d) otofio. Tomado y modificado
de Gaxiola-Castro y Durazo (2010).

8.4 Diversidad genética

Actualmente no se discute mucho acerca de los valores de diversidad genética en estudios
realizados con SNPs, sin embargo, los valores globales de Hp, Hry F;s encontrados en el presente
estudio para el set de marcadores neutrales (Ho= 0.284; He= 0.300; F;s= 0.004, P = 0.38) (Tabla 7)
son similares a los reportados para otras especies marinas (Tabla 9) e incluso mayores que
algunas especies cuyas pesquerias se encuentran colapsadas (e.g. Scophthalmus maximus; do-
Prado et al., 2018). En trabajos anteriores realizados en Haliotis fulgens con marcadores tipo
microsatélites (Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007) se han reportado valores relativamente altos de

diversidad genética en varias de las localidades muestreadas en este estudio.



67

Tabla 9. Valores de diversidad genética reportados en especies marinas obtenidos con marcadores moleculares tipo SNPs. Se
muestra la cita del trabajo, la especie, el tipo de RAD-seq utilizado, tamafio de muestra (n), # de SNPs utilizados para la
estimacion de los indices heterocigosidad observada (Ho) y Heterocigosidad esperada (Hg), valores de diferenciacion genética
(Fst) con su valor de probabilidad asociado (P), coeficiente de endogamia (Fis) o su andlogo (G;s) y resultados de pruebas de
asilamiento por distancia (IBD) con su respectivo valor de probabilidad asociado (P).

Trabajo especie RAD-seq n # SNPs Ho He Fsr p Fis IBD
Saenz-Agudelo Amphirion ddRAD 115 4,559 (todos) 0.218 0.246 0.054 - 0.115 -
etal., 2015 bicinctus
Benestan et al., Homarus RAD-seq 586 8,144 (todos) -——- -——- 0.002 0.0002 -——- r’=0.56,
2015° americanus p=0.00009
Wyngaarden et  Placopecten RAD-seq 245 7,163 - 0.271 0.005 <0.001 - r2=0.157, p<0.05
al., 2016 magellanicus (todos)
Xurebe etal., Parastichopus RAD-seq 717 3,699 0.103- 0.110- 0.004 0.001 Gis= 0.014- -
2017 californicus (todos) 0.115 0.117 0.081
Sandoval- Haliotis ddRAD 371 8,786 0.291 0.263 0.008 NS - p<0.001
Castillo et al., laevigata (neutral)
2018
Zhao et al., Lateolabrax ddRAD 219 10,297 0.214 - 0.263- 0.015- <0.001 0.115- ———-
2018 maculatus (neutral) 0.239 0.277 0.057 0.204
do Prado etal,. Scophthalmus  ddRAD 672 755 (todos) 0.093- 0.090 <0.001
2018 maximus 0.189
Mullins et al., Thunnus tGBS 89 11,101 0.232 0.261 0.002 <0.0001 0.114
2018 albacares (todos)
Presente Haliotis ddRAD 175 2,170 0.284 0.300 0.005 0.006 F 0.004 Global (’= 0.57,
trabajo fulgens (neutral) P =0.001)
Costero (r’= 0.44,
P =0.005)
GCS (= 0.23,

P =0.996)
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8.5 Implicaciones de los patrones de estructuracidon poblacional en el manejo del recurso

Los resultados en el presente estudio sugieren que las unidades bioldgicas de H. fulgens no
soportan las areas administrativas de la pesqueria del recurso, por lo que las dareas de
evaluacién y gestion de las poblaciones deberian de ser revisadas. Por ejemplo, la Isla
Guadalupe deberia ser considerada como un stock independiente, separado de cualquiera de
las localidades costeras (Zona putativa I). Las localidades en la parte norte de la PBC (al norte de
Guerrero Negro, abarcando a Isla San Jerénimo y el Faro San José) formarian una segunda
subpoblacién, a reserva de una evaluacién mas extensa que abarque una mayor area dentro de
la parte norte para descartar sub-estructuracion (Zona putativa Il). Todas las localidades desde
Isla Cedros a La Bocana y Punta Abreojos conformarian el tercer grupo (Zona putativa Ill). Las
localidades al sur de la laguna de San lIgnacio no fueron muestreadas en este estudio,
mantendrian su clasificacién actual como Zona IV hasta que se realicen mas muestreos y el

analisis pertinente.

Sin embargo, dado que hay diferencias evidentes en algunos aspectos bioldgicos, caracteristicas
morfoldgicas y de productividad de los bancos de H. fulgens dentro y entre las cuatro zonas
administrativas actualmente dispuestas (Ortiz-Quintanilla y Ledn-Carballo, 1996; Vélez-Arellano,
2016; Guzmadan-del Préo y Del Monte-Luna, 2017), los resultados genéticos deberian ser
complementados con otras técnicas (morfoldgicas, tasas reproductivas y de reclutamiento, etc.)
con la finalidad de mejorar las decisiones de manejo acerca del recurso y ayudar a delinear

mejor los stocks pesqueros.

8.6 Asignacion poblacional

8.6.1 Seleccidon de SNPs altamente informativos, andlisis de asignacion y pruebas de poder

La asignacién de los individuos a su poblaciéon de origen es relevante para el manejo y la
conservacion de las especies (Manel et al., 2005). Los métodos modernos de trazabilidad
genética para especies marinas que aplican enfoques del genoma completo para identificar

pequefios paneles de SNPs con alto poder de diferenciacidén, representan una herramienta
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prometedora para abordar cuestiones especificas de asignacién y apoyar al manejo vy
conservacién de las especies (Manel et al., 2005; Weist et al., 2019). Sin embargo, los estudios
gendmicos en halidtidos se centran en la caracterizacidon de la estructura genética (e.g. H.
fulgens Zuaiiiga et al., 2000; Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007; Gruenthal et al., 2013; H. corrugata
Diaz-Viloria et al., 2009; Munguia-Vega et al., 2015; Mares-Mayagoitia et al., 2021; H. midae
Merwe et al., 2009; H. discus Nam et al., 2021) asi como el desarrollo de herramientas para la
identificacion de especies (Aranceta-Garza et al., 2011; Vargas-Peralta et al., 2022) y las
herramientas genéticas para la identificacion de las poblaciones de origen son escasos o nulos
(e.g. Miller et al., 2008 usa microsatélites para identificar poblacion de origen en H. rubra

alrededor de Tasmania).

Este es el primer estudio que aplica marcadores SNPs para investigar los patrones de asignacién
poblacional en el abulén azul. Como se menciondé anteriormente, el uso del genoma de
referencia de alta calidad de la especie incrementé cuatro veces el nimero de marcadores
obtenidos (de 2,216 a 9,954 y 9,869 para las escalas global y costera respectivamente). De estos
nuevos datos de SNPs, se seleccionaron los 500 loci con mayor valor de Fsr y se desarrollaron

seis paneles de SNPs para cada escala (de 50 a 500 SNPs).

Las pruebas de asignacion poblacional suelen estar afectadas por una sobre estimacién en la
precisién de asignacién (conocido normalmente en la literatura como “high-grading bias”). Con
la finalidad de evitar este sesgo, se recomienda utilizar un enfoque de entrenamiento/prueba o
doble validacion cruzada en donde se separan los individuos en un grupo de entrenamiento y
otro de prueba, el primero es utilizado para la seleccién de los marcadores mas diferenciados y
el segundo para validar el poder de los marcadores en los andlisis de asignacién (Anderson,
2010; Waples, 2010). No obstante, cumplir con este enfoque muchas veces resulta poco viable

debido al bajo tamafio de muestra por localidad en los estudios genéticos poblacionales.

En este estudio, dos de los tres grupos genéticos tuvieron bajos tamanos de muestra (Gl= 20 y
GCN= 24), por lo que, siguiendo las recomendaciones en Benestan et al. (2015'°), se realizaron

pruebas de asignacién poblacional utilizando todos los marcadores con la finalidad de prevenir
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el problema de sobre estimacion. También se realizaron corridas separando y sin separar a los
individuos en datos de entrenamiento y prueba para probar el impacto que tiene dividir el
numero total de individuos sobre la precision de asignacién. Estos resultados también sirvieron
como control positivo para comparar el maximo porcentaje de asignacion esperado (ya que no
se espera obtener mayor porcentaje de asignacién con un set reducido de marcadores que al

utilizar el total de marcadores disponibles; Anderson, 2010).

Los resultados obtenidos con estas pruebas preliminares indican que dividir los individuos para
generar las bases de entrenamiento y prueba no tuvo un gran impacto en la precision en estos
analisis, excepto para el GCN que mostré mayores precisiones de asignacién cuando se
utilizaron todos los individuos para las pruebas de asignacién (Anexo H). Dado lo anterior,
podemos inferir que los resultados obtenidos utilizando sdélo los individuos de prueba (GI=10,
GCN=12 y GCS=30) en los paneles de SNPs son confiables. Estos resultados también indicaron
que en ambas escalas el nivel maximo de precisidon de asignacidén que se puede obtener para el
GCN no puede ser mayor al 89% a escala global y al 77% para la escala costera con ninguno de
los paneles, ya que estos valores fueron los maximos alcanzados al utilizar todos los marcadores

y el grupo de datos de entrenamiento (Anexo H).

Es un hecho que la precision de asignacién es mayor cuando se utilizan todos los marcadores
disponibles que con un subconjunto de los marcadores mas discriminantes (Anderson, 2010);
sin embargo, para que tengan un valor practico para las aplicaciones pesqueras, es necesario un

panel reducido para lograr que los analisis sean eficientes y rentables (Sylvester et al., 2018).

Las precisiones de asignacion de poblacién para Gl y GCS con los seis paneles tuvieron un rango
de 0.94 (s.d.= 0.08) a 1 (Figs. 13 y 14) fueron similares a las obtenidas con todos los marcadores
(Anexo H) en ambas escalas. Estos resultados indican que cualquiera de estos seis paneles
puede resultar una herramienta atil para asignar a los individuos de Gl y del GCS con alta
precision >95% y >94% respectivamente (Anexos F y G). En general, las precisiones de
asignacion para los individuos de Gl y del GCS fueron mads altas que para los del GCN; esto

puede deberse a que el nimero de individuos utilizados en ambos sets de datos (entrenamiento
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y prueba) fue mayor para el GCS (n= 30) resultando en una estimacion mas precisa de los
valores de Fsr para ese grupo al hacer la jerarquizacion de los marcadores y la estimacion de las
frecuencias alélicas para las pruebas de asignacién poblacional. Ademas, Gl fue el grupo que
presento los mayores valores de diferenciacion pareados entre las localidades de muestreo (de

0.16 2 0.21 P < 0.001, ver Tabla 5).

En contraste, las precisiones de asignacidon para el GCN mostraron los valores mas bajos en
todos los casos, disminuyendo drasticamente del 81% cuando se usan todos los marcadores a
escala global (Anexo 7) a un 3% cuando se utiliza el panel de 50 SNPs (Anexo 5). Este grupo
también mostré los valores mas altos de precisién usando el panel de 500 SNPs (0.91, s.d.= 23)
en comparacion que cuando se utilizaron todos los marcadores y los individuos de
entrenamiento a escala costera (0.77, s.d.= 0.33). Waples (2010) menciona que los problemas
de sesgo por sobre estimacidn en la precision son mas severos cuando los tamafios de muestra
son bajos y/o las diferencias genéticas son bajas. El hecho de que el GCN tenga un bajo niumero
de individuos (n= 12) aunado a la posibilidad de una sub-estructuracion podria estar explicando
el patrén de asignacion observado, ya que de existir sub-estructuracion dentro de la regidn
norte de la PBC seria necesario aumentar el nimero de individuos en este grupo para realizar
las pruebas con la finalidad de obtener precisiones de asignacién mas confiables. Ademas, este

grupo es el que presenta una menor diferenciacion con respecto a Gl y GCS

Las precisiones de asignacion a ambas escalas reportadas en el presente estudio son similares a
las reportadas para otras especies marinas. Por ejemplo; Benestan et al. (2015°) obtuvieron
precisiones del 94% para la langosta americana (Homarus americanus) a escala regional (Fcr =
0.0011, P < 0.001) utilizando los 3,000 SNPs mas diferenciados de acuerdo con su valor de Fsr.
Sin embargo, las precisiones de asignacién a escala fina (Fsy= 0.0018, P < 0.001) resultaron en un
valor promedio maximo de 34% utilizando todos los marcadores (10,156 SNPs) (Benestan et al.,
2015b). Los autores mencionan que probablemente el bajo nivel de diferenciacién y el bajo
numero de muestras para el set de datos de entrenamiento y prueba resultaran en bajos

valores de precision de asignacion (Waples, 2010).
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En otro estudio realizado con el salmén de Alaska (Oncorynchus nerka) por May et al. (2020)
reportaron precisiones de asignacion del 93% al 96% utilizando un panel reducido de 172 SNPs.
Por otra parte, Marie et al. (2019) evaluaron la asignacion poblacional en 174 individuos de
tiburéon martillo (Sphyrna lewini) con baja diferenciacion genética (Fs;= 0.004, P < 0.001)
reportando probabilidades de asignacién de 0.81 (s.d= 0.03) a 0.98 (s.d.= 0.01) con un panel de

1,317 SNPs presuntamente neutrales.

Jenkins et al. (2019) utilizaron los SNPs mds diferenciados para asignar a individuos de langosta
europea (Homarus gammarus) a su localidad de origen en diferentes escalas (cuencas, regional
y localidad de muestreo). Estos autores reportan una correcta asignacién a su cuenca de origen
del 99.7% utilizando un panel de 79 SNPs. Sin embargo, los valores de asignacion disminuyen
cuando intentan asignar individuos a su localidad de muestreo, yendo de 27% a 58% maximo,

dependiendo de la proporcion de individuos utilizados para entrenar los modelos.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que el uso de loci
basados en sus valores de maxima divergencia es un enfoque viable para obtener un alto poder
de asignacion para los individuos de H. fulgens de las regiones de Gl y del GCS, en consecuencia,
el poder de resolucién del conjunto de datos de SNPs aumenté, mientras que al mismo tiempo
se reduce el nimero de marcadores necesarios para obtener la misma estructura genética que
con el panel completo o el obtenido de novo. A pesar de que en este trabajo los paneles de
SNPs propuestos no se validaron experimentalmente, validarsela validacion podria realizarse

utilizando bibliotecas de representacion reducida (e.g. GT-Seq, Campbell et al., 2015).

Cualquiera de los paneles de 50 SNPs obtenidos para las dos escalas parece ser suficiente para
lograr altas precisiones de asignacidn para los individuos de Gl y del GCS. May et al. (2020)
recomiendan incluir al menos el doble de loci objetivo para el disefio y optimizacion de primers
o cebadores con la finalidad de amortiguar la pérdida de loci en los pasos de filtrado. Dado lo
anterior, para futuras investigaciones se recomienda realizar el disefio de cebadores con el

panel de 500 SNPs en ambas escalas.
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8.6.2 Anadlisis de estructura genética poblacional

Los resultados de DAPC utilizando todos los marcadores mostraron que la resolucion de la
estructura poblacional mejora cuando se utiliza un genoma de referencia de la especie (Figs. 15
y 16), incluso cuando se usa un numero reducido de marcadores a escala costera (Anexo J).
Esto, a pesar de que las diferencias observadas en el nimero de SNPs entre un enfoque y otro,
parece no afectar de manera substancial las conclusiones de patrones de estructuracién
genéticos, sin embargo en el presente trabajo no se realizaron analisis de estructura poblacional
(Fs;, AMOVA, STRUCTURE) con el panel obtenido con genoma de referencia. Resultados
similares se han observado en otras especies, y a pesar de que la secuenciacion y ensamblaje de
genomas completos se esta volviendo cada vez mas accesible gracias a los métodos de
secuenciacion de lecturas largas y las estrategias de ensamblaje, la mayoria de las especies adn
no cuentan con un genoma de referencia; no obstante, de manera general para algunos
pardmetros poblacionales, tener un menor numero de marcadores no implica una pérdida

relevante de informacion para las inferencias bioldgicas (Casanova et al., 2021).

8.6.3 Potenciales usos y alcances de los paneles de SNPs para el manejo del recurso

Debido a que los paneles disefiados en este trabajo contienen tanto loci putativos neutrales y
adaptativos, es posible que los loci adaptativos se pudieran utilizar para cumplir objetivos
especificos en un futuro, tales como el monitoreo de los cambios en sus frecuencias alélicas, lo
cual implicaria cambios en el potencial adaptativo debido a cambios ambientales o acciones de
manejo (Flanang et al., 2018), (e.g. las practicas de repoblamiento). Dichos paneles pueden ser
monitoreados periédicamente para asegurar que exista suficiente variacidon genética (tanto en
las poblaciones de cultivo como en las silvestres) y utilizar los resultados para actualizar las

practicas de manejo de manera continua (Hohenlohe et al., 2019).

Otro problema que enfrenta esta pesqueria en México es la pesca ilegal y el fraude comercial o
de alimentos. Se estima que el primero representa el 27% de la captura comercial (Ponce-Diaz

et al., 2013). Para el segundo, Aranceta-Garza et al. (2011) reportaron el etiquetado errdneo de
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abulén en algunos productos enlatados utilizando un andlisis con marcadores de ADNmt (18S).
Recientemente, Vargas- et al. (2022) desarrollaron un panel de SNPs que permite la correcta
identificacidn de cinco especies importantes de abuldén que habitan las costas occidentales de la
PBC en México. Si bien estos métodos brindan a los productores y autoridades una herramienta
para certificar su autenticidad y mejorar el control en su pesca ilegal, estas herramientas no

pueden distinguir la poblacion de origen dentro de las poblaciones de la especie.

El uso de herramientas genéticas para uso forense de recursos pesqueros con la finalidad de
identificar especies es cada vez mds comun, sin embargo, su aplicacién para determinacioén de la
poblacién de origen tanto de individuos como productos es menos avanzada (Cusa et al., 2021),
por lo que se dificulta el control y cumplimiento de las normas pesqueras y en la cadena de
alimentos en el mercado (Martinsohn y Ogden, 2009). Asi mismo, Von der Hyden et al. (2014)
mencionan que la identificacion de la poblacion de origen mas que simplemente la
identificacion de especie asegurard una mejor vigilancia de los recursos marinos, aunque su
aplicacién sigue siendo un reto a nivel mundial. Un ejemplo del uso de paneles de SNPs para
identificar poblaciones de origen para trazabilidad y aplicaciones de regulacion es el realizado
con éxito por el consorcio FishPopTrace (Martinsohn y Odgen, 2009) en cuatro especies de
peces con importancia econdmica (Gadus morhua, Merluccius merluccius, Clupea harengus y

Solea solea) (Martinsohn y Odgen, 2009).

Algunas pesquerias de abuldén en México estan empezando a buscar certificaciones sostenibles
o eco-certificacién por parte de organizaciones como el Consejo de Administracion Marina (MSC
por sus siglas en inglés). Este tipo de certificaciones requiere que todos los distribuidores,
procesadores y comerciantes minoristas del producto tengan un sistema de rastreo
documentado; también requieren que los productos hayan sido recolectados en el lugar y por
los pescadores que poseen el certificado Que lo acredite (Barendse et al., 2019; Cusa et al.,
2021). Por lo tanto, el uso de los paneles desarrollados aqui para asignacién poblacionales
podria aplicarse en este contexto de eco-certificacion permitiendo la trazabilidad desde los
pescadores hasta los consumidores, lo que podria permitir a las cooperativas de las zonas de Gl

y GCS definir marcas territoriales y aumentar su valor comercial (Aprile, et al., 2012; Cusa et al.,
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2021; Lamas et al., 2022). Sin embargo, antes de que esto pueda lograrse, es necesario el disefio

de los cebadores y la validacién de los paneles para corroborar su precision y confiabilidad.

Estos paneles representan una herramienta interesante y prometedora para mejorar la utilidad
del monitoreo genético en las poblaciones de abuldn ya que se pueden genotipificar de manera
eficiente en muchos individuos, utilizando un muestreo poco invasivo. Es necesario un analisis
mas detallado con un mayor nimero de muestras por localidad y que incluya individuos de los

limites norte y sur en la PBC beneficiarian la informacién aqui recaudada.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de la estructura poblacional del abulén azul a lo largo de la PBC respaldan
tres grupos genéticos regionales que muestran una clara diferenciacion entre la isla
ocednica (Isla Guadalupe, alejada ~250 km de la costa) y el resto de las localidades costeras;
el segundo grupo estd formado por el GCN que incluyen la isla San Jerénimo y Faro San
José; y el tercer grupo incluye las localidades del GCS (Isla Cedros, Punta Eugenia, Tortugas
Norte, Tortugas Sur, Asuncion Norte, Asuncion Sur y La Bocana).

Las diferencias genéticas muestran una correlacién positiva con la distancia geografica
(aislamiento por distancia), sin embargo, mas que la distancia geografica, las corrientes
oceanograficas estan jugando un papel importante en la estructuracién genética actuando
como limitantes al flujo genético entre individuos de la zona norte y sur de la PBC y como
mecanismo de dispersién larval en la regidon sur ya que se observd de baja a nula
diferenciacién genética en las localidades de dicha region, lo cual puede estar explicado por
los procesos de mesoescala que suceden durante los meses de maxima madurez del abuldn
azul. No obstante, la regién del norte (arriba de Punta Eugenia) no se ve tan influenciada
por los cambios estacionales de las corrientes ocednicas superficiales, manteniendo un flujo
predominante de norte a sur evitando asi un gran flujo de individuos (flujo genético) del sur
al norte.

Los valores de diversidad genética encontrados en este estudio tanto con el set de
marcadores neutrales son similares a los reportados en otras especies marinas que utilizan
SNPs derivados de métodos RAD-seq.

Los resultados de la estructura gendmica neutral no respaldan las dreas de manejo
administrativo actuales de la pesqueria de abulén verde en el BCP. Este estudio mostrd
patrones sélidos de estructura de la poblacion que deben considerarse para delinear los
limites de las poblaciones, la evaluacién y las acciones de gestidn para garantizar la
resiliencia de la pesca. Sin embargo, se requiere un muestreo adicional que incluya sitios a
lo largo de todo el rango de distribucién de la especie para tener una mejor comprensiéon de

la diversidad gendmica espacial. Ademas, la integracién futura de la variacién adaptativa y
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el modelado ambiental y oceanografico mejorara la comprensién de la biocomplejidad de
este recurso pesquero.

Los resultados de estructura poblacional mejoraron utilizando un genoma de referencia de
la especie; sin embargo, las conclusiones sobre la estructura genética poblacional obtenidas
con el enfoque de novo también son precisas.

La asignacion individual a la poblacion de origen mediante un perfil genético proporciona
nuevas herramientas informativas para el manejo, vigilancia y comercializacién del abuldn
azul.

El presente estudio sirve como una base de datos de referencia de alta calidad con
muestras de origen conocido en un amplio rango de la distribucién de la especie en México
la cual podria utilizarse en futuros estudios con la finalidad de evaluar la trazabilidad o

asignacion de origen en individuos con origen desconocido.
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11. ANEXOS

Anexo A. Preparacion de librerias ddRAD

A continuacién, se describe el protocolo de secuenciacién de ADN Asociado a Sitios de
Restriccion de Doble Digestiéon (ddRAD-Seq) descrito por Peterson et al., (2012) con ligeras

modificaciones.

Primero se realiza una doble digestion del ADN de cada individuo utilizando dos enzimas de
restriccion EcoR1-HF y Mspl (New England BiolLabs®). Las digestiones se llevaron a cabo en un
volumen de 30 ul con 500 ng de ADN, 1X de Buffer CutSmart y 10 U de cada enzima y se dejaron
en digestién toda la noche a temperatura ambiente. Se realizé6 una purificacion con 1.5X

AMPure XP beads (Beckman Coulter®) y se eluyé en 30 ul 0.1X TE.

Posteriormente, se realizé la ligacion de adaptadores especificos para unirse a los extremos
resultantes de la digestion, dichos adaptadores son P1 que contiene el cebador de amplificaciéon
(Forward) para la plataforma lllumina, el barcode (48 diferentes) y es complementario al corte
de enzima EcoRI-HF, y el adaptador P2 que contiene el extremo complementario al corte de la
enzima Mspl y es comun para todas las muestras. La mezcla de ligacidn se llevé a cabo en un
volumen de 40 pl con 30 ul de ADN digerido, 1x de buffer T4 ligasa, 100 U de T4 DNA ligasa
(New England BiolLabs®) y 2 mM de cada adaptador. Las reacciones se dejaron toda la noche a
temperatura ambiente. El proceso fue detenido mediante calor (10 minutos a 65°C). Los
productos ligados fueron purificados con 1.5x AMPure XP beads (Beckman Coulter®) y se
eluyeron en un volumen de 30 pl de 0.1x TE. Para verificar la correcta ligacion de los
adaptadores, se realizé una PCR (PCR 1) la cual se llevd a cabo en un volumen de 12.5 ul con 1x
Gotaq® (Promega), 0.8mM de cada primer (Forward PCR1) (Reverse Mspl_P2) y 1ul del ADN
ligado. El programa de PCR fue una desnaturalizacion inicial 95°C por 2 min, 20 ciclos de
desnaturalizado a 94°C por 30 seg, alineamiento con 60°C por 30 seg, y una extensién a 72°C por

45 seg, Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa-synergel al 2%.

Posterior a la verificacion, se realizd una cuantificacion por fluorometria en Qubit™ 4
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Fluorometer (Thermo Scientific®), para realizar un pool equimolar de las muestras. Los pools se
crearon al mezclar los 48 individuos que contienen un barcode distinto, en total se crearon 4
pools. Cada pool fue concentrado con 1.5x AMPure XP beads (Beckman Coulter®) y eluido en 30
ul de TE 0.1x. A cada pool se le realizé una seleccién de fragmentos (de 344 pb a 408 pb)
mediante Pippin Prep (Sage Science) siguiendo el protocolo del fabricante. Con los productos
obtenidos en la seleccién de fragmentos, se llevé a cabo un PCR (PCR 2) con el fin de enriquecer
las librerias, agregar un index especifico a cada pool y asi como los adaptadores de
secuenciacion Illumina. Se realizaron 8 reacciones de PCR por cada pool, las reacciones de PCR
se llevaron a cabo en un volumen de 20 pl con 1x de Phusion HF Buffer, 0.5 U de enzima
Phusion® DNA polimerase (New England Biolabs®), 0.5 mM de cada primer (Forward PCR1)
(Reverse PCR2_ldx_4; PCR2_ldx_5; PCR2_ldx_1; PCR2_ldx_6) y 3ul de ADN; Las condiciones de
PCR fueron una desnaturalizacién inicial 95°C por 2 min, 10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C

por 30 seg, alineamiento con 60°C por 30 seg, y extension a 72°C por 45 seg.

Los productos de cada reaccién de PCR fueron mezclados y concentrados por cada pool
respectivamente con 1.5x AMPure XP beads (Beckman Coulter®) y eluidos en 40 pl. Los
productos de PCR de cada pool fueron verificados en geles de agarosa-synergel al 2%.
Posteriormente, cada pool enriquecido fue cuantificado en Qubit™ 4 Fluorometer (Thermo
Scientific®) para poder realizar una mezcla equimolar en la libreria final. La libreria final
consistid en dos pools con dos index cada uno y 96 individuos en total. Se construyeron 2
librerias finales, las cuales fueron enviadas a secuenciar a un prestador de servicios
NOVOGENE® (Sacramento, CA) en dos lineas de secuenciacion llumina Hiseq-4000 con lecturas

pareadas de 150 pb.

Anexo B. Descripcion del pipeline STACKS y los principales parametros

El pipeline de STACKS estd formado por varios mddulos. Primero se utilizéd el programa
process_radtags para demultiplexar las lecturas crudas; en este paso se eliminan las lecturas de
baja calidad (utilizando puntajes Phred 33 provistos en los archivos FASTQ), revisa que el

barcode y el sitio de corte RAD estén intactos, asi mismo compila y ordena las lecturas en
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archivos separados para recuperar las lecturas por individuo de la libreria. En este paso,
también se cortan las lecturas (trimming) ya que es comun que al final de la secuenciacién se
presente un mayor error se secuenciacion. Para esto, es importante introducir en el programa
informacién tal como las enzimas utilizadas y una relacién de los barcodes-index e ID por

individuo.

Debido a que no existia genoma de referencia para esta especie cuando se realizaron los
primeros analisis, se ensamblaron los loci de novo utilizando el médulo denovo_map.pl en el
pipeline STACKS. Este programa ejecuta de manera consecutiva las tres etapas principales del
pipeline y dentro de ellas existen 3 parametros principales (-m, -M y -n), los cuales determinan

las caracteristicas de los stacks, el catdlogo y obtencion de genotipos.

De manera general, denovo_map.pl primero ejecuta el médulo ustacks en donde toma el
conjunto de secuencias (resultado de process_radtags) y las alinea en pilas o “stacks” de
correspondencia exacta formando los alelos putativos. El nimero de secuencias idénticas
requeridas para formar un stack esta gobernado por -m (profundidad minima de secuencias
idénticas para formar un stack). Después de que se forman los alelos putativos, se comparan los
stacks para emparejar los alelos putativos en loci putativos, este paso esta gobernado por el
parametro -M, el cual controla el nimero maximo de disimilitudes entre secuencias para

considerarlo un locus putativo.

El segundo médulo es cstacks, en el cual después de que los loci son ensamblados en cada
muestra individual estos son comparados a través de las muestras para emparejar loci
homodlogos para crear un catdlogo de loci putativos para la poblacién. Este médulo esta
gobernado por el pardmetro -n, el cual controla el nimero de disimilitudes permitidas entre los

stacks formados.

Los siguientes mddulos consisten en: sstacks, un mddulo en el cual todos los loci putativos

construidos en ustacks son comparados contra los loci del catdlogo. tsv2bam que transpone la
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matriz de stacks de muestras a locus y por ultimo gstacks que ensambla las secuencias pair-end

y single-end, alinea las secuencias al locus y llama los SNPs.

Posteriormente, se utilizé el programa populations realiza el filtrado de los loci y realiza andlisis
de genética de poblaciones, ademds de que exporta los resultados en varios formatos de salida
estandar (genepop, .vcf, structure, etc). En este paso se puede incluir un mapa de poblaciones
en donde se especifica qué individuos pertenecen a qué localidades para realizar los estadisticos
de genética de poblaciones por localidades o global. Este programa estd gobernado
principalmente por los parametros -p (nimero minimo de localidades en donde cada locus debe
estar presente), -r (% minimo de individuos en los que cada locus debe estar presente) y

min_maf (frecuencia alélica del alelo menor en todas las localidades).

Anexo C. Optimizacidn de pardmetros, Identificacién de SNPs y obtencién de genotipos

Para elegir el set de parametros a utilizar en el ensamblado de loci y obtencién de SNPs se

realizaron 81 pruebas modificando un solo pardmetro en cada una de ellas (Fig. 3).

Primero, se realizaron pruebas con el mdédulo denovo_map.pl para ver cobmo se comportaban
las profundidades promedio, el nimero de loci y nimero de SNPs obtenidos a nivel individual.
En la Fig. 18 se puede observar que conforme se utilizan valores mas altos de -m y -M la

profundidad promedio incrementa y no se observa un efecto de -n sobre esta.

Sin embargo, se observa que el nimero de loci ensamblados disminuye conforme aumenta el
valor de -m vy -n (Fig. 19A) al igual que disminuye la cantidad de SNPs obtenidos al aumentar el
valor de -m y aumenta ligeramente con el aumento de -n (Fig. 19B). También se puede observar
gue este valor no esta afectado por los valores de -M puesto que la tendencia es practicamente
la misma con los 3 valores probados. En general al ir aumentando la -m de 3 a 4 se observa una
caida dramatica en el numero de loci ensamblados, sin embargo, la pendiente se suaviza cuando

el valor de-m pasade 4 a 5.
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Figura 18. Profundidades promedio (x) para las pruebas de parametrizacién (-m, -M y -n). La
linea azul representa los valores obtenidos con -M 1, en naranja los valores con -M 3 y en gris
con -M 4.

Figura 19. A) Nimero de loci ensamblados y B) nimero de SNPs obtenidos con las pruebas de
parametrizacion (-m, -M y -n). En linea azul se representan los valores obtenidos con -M 1, en
naranja los valores con -M 3 y en gris con -M 4.

Posterior al andlisis realizado a nivel individual, se evalud el efecto que tiene -p a nivel de
localidades con el programa populations (Fig. 3). Dado que -M tuvo mayor efecto en los valores
de profundidades promedio y no en el nimero de loci y SNPs se presentan los resultados sélo
para las pruebas de -M 3. En cuanto a los valores de -m y -n se presentan sélo los resultados

obtenidos con-m de 3 a5y -n 4 (respetando la regla sugerida de -n= M+1).
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En la figura 20 se observa que a pesar de que el numero de loci y SNPs es mucho mayor con
valores de -m mas pequefios estos loci no son compartidos a lo largo de todas las localidades
por lo que se pierden y la diferencia se vuelve imperceptible al realizar los populations. Lo que
destaca es una notoria disminucién en el numero de loci y SNPs conforme aumenta el valor de -

p sin importar el valor de -m y/o -n.
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Figura 20. A) Numero de loci ensamblados y B) nimero de SNPs obtenidos con las pruebas de
parametrizacion utilizando -M 3, -n 4 y distintos valores de -m y -p. Los colores de las barras
representan los valores para cada p: azules -p 8, naranjas -p 9 y amarillas -p 10.

Con las pruebas anteriores se seleccioné el set de datos obtenidos con los siguientes
pardmetros (-M 3, -m 5y -n 4), ya que con estos parametros se obtuvieron mayor nimero de
SNPs en la mayoria de las -p (-p 8,4313; -p 9, 2703 SNPs; -p 10, 1313 SNPs).

Filtrado de genotipos faltantes por individuo
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Antes de realizar pruebas de estructura genética poblacional se utilizé el programa vcfTools
(Danecek et al., 2011) para evaluar el porcentaje de genotipos faltantes para cada individuo con
los SNPs obtenidos para -p 8, 9 y 10. En la figura 21 se observa que a pesar de recuperar un
mayor numero de marcadores utilizando una -p de 8 (A) el valor de genotipos faltantes es

mayor al 30% el cual disminuye al 20% y 10% con una -p de 9 (B) y 10 (C) respectivamente.
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Figura 21. Porcentaje de genotipos faltantes por individuos con distintos valores de -p. A) -p 8,
B)-p9vyC)-p10.

A partir de estos resultados se decidid evaluar si la estructura poblacional se mantenia
constante independientemente del set de SNPs utilizado. Con estas pruebas no se encontraron
diferencias en los patrones de estructuracién con alguno de los sets de datos, por lo que se
decidio utilizar los parametros y el set de datos con menor niumero de datos faltantes (-M 3, -m

5,n4,-p10,-r0.8).
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Del set de datos obtenido con la combinacién de pardmetros seleccionada se eliminaron para
las siguientes pruebas los individuos que tuvieron un valor de genotipos faltantes mayor al 10%.

Ver Tabla 9 para detalles de los tamafos de n por localidad después de los filtros.
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Anexo D. Pruebas no paramétricas de Gao para comparaciones multiples de valores de Heterocigosidad observada (Ho) en 10
localidades de H. fulgens

Prueba de Gao. Valores de P para multiples comparaciones no paramétricas (tridngulo inferior) con su valor de alfa (triangulo
superior) para Ho usando 1,270 SNPs en 10 localidades de H. fulgens. En negrita se muestran las comparaciones significativas (P <
alfa).

Ho Gl SJI FSJ Cl PE TN TS AN AS Bo
Gl * 0.010 0.010 0.035 0.040 0.015 0.050 0.025 0.020 0.030
SJI 0.772 * 0.015 0.040 0.050 0.020 0.050 0.030 0.025 0.035
FSJ 0.228 0.059 * 0.030 0.035 0.010 0.040 0.020 0.015 0.025
Cl 0.035 0.027 0.814 * 0.010 0.025 0.015 0.015 0.020 0.010
PE 0.006 0.005 0.588 0.645 * 0.030 0.010 0.020 0.025 0.030
TN 0.027 0.023 0.224 0.980 0.971 * 0.035 0.015 0.010 0.020
TS 0.001 0.001 0.319 0.535 0.862 0.849 * 0.025 0.030 0.020
AN 0.038 0.066 0.658 0.944 0.933 0.786 0.778 * 0.010 0.010
AS 0.031 >0.025 0.579 0.925 0.893 0.650 0.773 0.665 * 0.015
Bo 0.046 0.046 0.862 0.789 0.823 1.000 0.762 0.846 0.949 *

Anexo E. Pruebas no paramétricas de Gao para comparaciones multiples de valores de Riqueza alélica (Ra) en 10 localidades de H.
fulgens

Prueba de Gao. Valores de P para multiples comparaciones no paramétricas (triangulo inferior) con su valor de alfa (tridngulo
superior) para Ra usando 1,270 SNPs en 10 localidades de H. fulgens. En negrita se muestran las comparaciones significativas (P <

alfa).

Ra Gl SJI FSJ Cl PE TN TS AN AS Bo
Gl * 0.0153 0.05 0.0102 0.0353 0.0402 0.0303 0.05 0.0253 0.0203
SJI 0.2817 * 0.0402 0.0102 0.0253 0.0303 0.0203 0.0353 0.0153 0.0102
FSJ 0.0001 0.0876 * 0.05 0.0203 0.0153 0.0253 0.0102 0.0303 0.0353
Cl 0.0957 0.8338 0.0664 * 0.0303 0.0353 0.0253 0.0402 0.0203 0.0153
PE 0.0503 0.8542 0.2625 0.933 * 0.0102 0.0102 0.0153 0.0153 0.0203
TN 0.0062 0.5187 0.3281 0.5208 0.4019 * 0.0153 0.0102 0.0203 0.0253
TS 0.0814 0.8888 0.1367 0.9517 0.6771 0.5307 * 0.0203 0.0102 0.0153
AN 0.0015 0.3205 0.5028 0.2915 0.3052 0.316 0.3483 * 0.0253 0.0303
AS 0.1735 0.952 0.1115 0.9979 0.7839 0.4574 0.7805 0.2532 * 0.0102
Bo 0.2464 0.9849 0.0663 0.9878 0.7598 0.3451 0.8192 0.1646 0.7675 *




Anexo F. Matriz de asignacidn poblacional con los seis paneles de SNPs a escala global
Valores de media, mediana y desviacidén estandar (SD) de las pruebas de precisién de asignacion
de los individuos a su poblacién de origen a escala global (GI, GCN y GCS) utilizando dos
proporciones de individuos para entrenar a los modelos (0.75 y 0.8).
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panel

50
100
200
300
400

500

Gl GCN GCS

prop.ind media mediana SD media mediana SD media mediana SD
0.75 0.97 1 0.12 0.09 0 0.19 0.97 1 0.07
0.8 0.97 1 0.12 | 0.09 0 0.21 | 0.96 1 0.09
0.75 0.98 1 0.11 | 0.30 0.33 0.31 | 0.96 1 0.08
0.8 0.95 1 0.17 | 0.40 0.5 0.35 | 0.95 1 0.09
0.75 1 1 0 0.31 0.33 0.27 1 1 0.01
0.8 1 1 0 0.38 0.50 0.33 1 1 0.02
0.75 1 1 0 0.41 0.33 0.29 1 1 0.02
0.8 1 1 0 0.36 0.50 0.38 1 1 0
0.75 1 1 0 0.62 0.67 0.27 0.97 1 0.06
0.8 1 1 0 0.62 0.50 0.37 0.99 1 0.04
0.75 1 1 0 0.83 1.00 0.25 | 0.96 1 0.06
0.8 1 1 0 0.88 1.00 0.24 | 0.96 1 0.08

Anexo G. Matriz de asignacion poblacional con los seis paneles de SNPs a escala costera
Valores de media, mediana y desviacidn estandar (SD) de las pruebas de precisidén de asignacion
de los individuos a su poblacién de origen a escala costera (GCN y GCS) utilizando dos
proporciones de individuos para entrenar a los modelos (0.75 y 0.8).

panel

50

100

200

300

400

500

GCN GCS
prop.ind media mediana SD media mediana SD
0.75 0.04 0 0.11 0.98 1 0.06
0.8 0.03 0 0.13 0.97 1 0.12
0.75 0.52 0.67 0.29 0.99 1 0.03
0.8 0.58 0.5 0.34 0.98 1 0.05
0.75 0.42 0.33 0.31 1 1 0.02
0.8 0.44 0.5 0.35 0.99 1 0.03
0.75 0.70 0.67 0.25 0.96 1 0.08
0.8 0.51 0.5 0.35 0.99 1 0.05
0.75 0.87 1 0.21 0.94 1 0.08
0.8 0.88 1 0.25 0.94 1 0.09
0.75 0.86 1 0.23 0.95 1 0.07
0.8 0.91 1 0.23 0.96 1 0.07




Anexo H. Matriz de asignacion poblacional utilizando todos los marcadores a escala global y costera
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Valores de media, mediana y desviacion estandar (SD) de las pruebas de precisién de asignacion de los individuos a su poblacién de
origen a escala global (Gl, GCN y GCS) y costera (GCN y GCS) utilizando todos los marcadores y dos proporciones de individuos para
entrenar a los modelos (0.75 y 0.8).

GCN GCS
prop.ind media mediana SD media mediana SD media mediana SD
Todos los 0.75 1 1 0 0.92 1 0.93 1 1 0.03
Global individuos 0.8 1 1 0 0.93 1 0.10 1 1 0.03
Individuos de 0.75 1 1 0 0.82 1 0.25 1 1 0.01
entrenamiento 0.8 1 1 0 0.89 1 0.25 1 1 0.01
Todos los 0.75 0.92 1 0.10 1 1 0.01
individuos 0.8 0.91 1 0.11 1 1 0
Costera Individuos de 0.75 0.77 1 0.33 1 1 0.02
entrenamiento 0.8 0.77 1 0.33 1 1 0
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Anexo |. Resultados de Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens
con los seis paneles de SNPs a escala global.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 50 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 176 individuos
a escala global. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el nimero de
grupos (K). B) Graficas de la distribucién de las poblaciones basadas en la primera funcidn
discriminante. C) Graficas de dispersion de DAPC, cada punto representa a un individuo. Se
retuvieron 35 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones) durante
los analisis identificando tres grupos genéticos (K=3 de acuerdo con el valor mas bajo de BIC).
Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo, FSJ=
Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur, AN=
Asuncidon Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 100 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 176
individuos a escala global. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcion discriminante. C) Graficas de dispersion de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 38 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los analisis identificando tres grupos genéticos (K=3 de acuerdo con el valor mas bajo
de BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI=Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 200 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 176
individuos a escala global. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersion de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 38 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los analisis identificando tres grupos genéticos (K=3 de acuerdo con el valor mas bajo
de BIC). Las leyendas estdn ordenadas de norte a sur: Gl=Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 300 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 176
individuos a escala global. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 38 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los andlisis identificando tres grupos genéticos (K=3 de acuerdo al valor mas bajo de
BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 400 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 176
individuos a escala global. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 38 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los analisis identificando tres grupos genéticos (K=3 de acuerdo con el valor mas bajo
de BIC). Las leyendas estdn ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 500 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 176
individuos a escala global. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 38 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los andlisis identificando tres grupos genéticos (K=3 de acuerdo con el valor mas bajo
de BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncidén Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Anexo J. Resultados de Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens

con los seis paneles de SNPs a escala costera.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 50 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 156 individuos
a escala costera. A) Valores del Criterio de Informacidon Bayesiana (BIC) contra el nimero de
grupos (K). B) Graficas de la distribucién de las poblaciones basadas en la primera funcion
discriminante. C) Graficas de dispersion de DAPC, cada punto representa a un individuo. Se
retuvieron 35 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones) durante
los analisis. No fue posible determinar el mejor valor de K con el valor mds bajo de BIC para este
set de datos. Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San
Jerénimo, FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS=

Tortugas Sur, AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 100 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 156
individuos a escala costera. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 45 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los analisis identificando dos grupos genéticos (K=2 de acuerdo con el valor mas bajo de
BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 200 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 156
individuos a escala costera. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 45 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los analisis identificando dos grupos genéticos (K=2 de acuerdo con el valor mas bajo de
BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 300 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 156
individuos a escala costera. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 45 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los andlisis identificando dos grupos genéticos (K=2 de acuerdo con el valor mas bajo de
BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 400 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 156
individuos a escala costera. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 45 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los analisis identificando dos grupos genéticos (K=2 de acuerdo con el valor mds bajo de
BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncidon Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.
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Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) en H. fulgens. Resultados utilizando
el panel de 500 SNPs derivados del alineamiento contra el genoma de referencia y 156
individuos a escala costera. A) Valores del Criterio de Informacién Bayesiana (BIC) contra el
numero de grupos (K). B) Graficas de la distribucion de las poblaciones basadas en la primera
funcién discriminante. C) Graficas de dispersidon de DAPC, cada punto representa a un individuo.
Se retuvieron 45 componentes principales y dos funciones discriminantes (dimensiones)
durante los andlisis identificando dos grupos genéticos (K=2 de acuerdo con el valor mas bajo de
BIC). Las leyendas estan ordenadas de norte a sur: Gl= Isla Guadalupe, SJI= Isla San Jerénimo,
FSJ= Faro San José, Cl= Isla Cedros, PE= Punta Eugenia, TN= Tortugas Norte, TS= Tortugas Sur,
AN= Asuncion Norte, AS= Asuncién Sur y Bo= Bocana.





