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RESUMEN

La historia de la pesqueria del abulon amarillo (Haliotis corrugata) ha mostrado una
tendencia hacia la disminuciéon en las capturas, por lo que es recomendable un manejo
adecuado para su recuperacion. El entendimiento de la conectividad de las poblaciones
marinas es vital para la conservacion y manejo de las pesquerias. Las estimaciones de
conectividad se obtienen de la estimacion del flujo genético a partir de las diferencias
genéticas entre poblaciones 6 mediante el calculo probabilistico del origen de un individuo.
Un estudio de conectividad podria aportarnos informacion sobre escalas espaciales de
dispersion larvaria y presencia de poblaciones fuente y sumidero. En H. corrugata algunos
aspectos de su biologia y ecologia, tales como la escasa movilidad en juveniles y adultos,
una fase larvaria planctonica relativamente breve, la presencia de giros, corrientes
atenuadas por la topografia costera y mantos de Macrocystis pyrifera, asi como estudios en
donde se ha reportado divergencia genética-poblacional en varias especies de abulén (a
diferentes escalas geograficas), han llevado a hipotetizar que el intercambio larvario entre
bancos de H. corrugata es bastante limitado. Por ello, la estimacion de la conectividad
entre bancos constituye un aspecto importante. El objetivo del presente estudio fue
determinar mediante el uso de marcadores genéticos si existe conectividad entre
poblaciones de abulon amarillo a dos escalas: una a lo largo de la distribucion de la especie
y la otra, a nivel local, entre y dentro de bancos. El trabajo se dividi6 en dos partes: la
obtencion de marcadores genéticos tipo microsatélites y la aplicacion de estos para el
analisis de la conectividad entre poblaciones silvestres.

Se obtuvieron trece marcadores moleculares, diez mediante el aislamiento de
microsatélites especie-especifico y tres por amplificacion de microsatélites disefiados en H.
kamtschatkana. De estos, nueve microsatélites presentaron equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW) y/o herencia Mendeliana, tres presentaron desequilibrio de HW y un locus mostro
proporciones genotipicas que no se ajustaron a herencia Mendeliana, corroborandose en
este ultimo la presencia de alelos nulos. De acuerdo a esas caracteristicas, se determiné la
aplicacion mas adecuada de cada uno de los microsatélites (loci) en términos de su calidad
para estimaciones de frecuencias alélicas o para andlisis de parentesco.

El estudio de la conectividad se realiz6 a través de dos métodos: indirecto y directo.
En el método indirecto la conectividad en la escala del intervalo de distribucion del abulén
amarillo, se estimo a través de las diferencias genéticas entre poblaciones empleando siete
loci (Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22, Hco97, Heo194 y Hka56). Se obtuvieron muestras de
abulones adultos de una localidad norteamericana (San Clement Island, California) y cuatro
localidades mexicanas localizadas en la peninsula de Baja California (Isla Cedros, Isla
Natividad, La Bocana y San Juanico). Se observd divergencia poblacional (Fst = 0.021, P =
0.0008) entre San Clemente Island y las localidades mexicanas y homogeneidad genética
entre las localidades mexicanas. La principal explicacion de la conectividad restringida
entre San Clemente Island y las localidades mexicanas fue el aislamiento historico por
distancia, mientras que la fuerte conectividad entre las localidades mexicanas se explica por
la sincronizaciéon de eventos de desove durante la aparicion de la contracorriente de
California sobre una escala de cientos de generaciones.



Mediante el método indirecto también se obtuvieron estimaciones de conectividad
genética entre localidades vecinas (El Riito y La Bocana). Se analizaron muestras de
adultos y juveniles de H. corrugata, con ocho loci (Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22, Hco97,
Hcol194, Hka3 y Hka56). Los resultados no revelaron diferencias significativas entre El
Riito y La Bocana (Fsr = -0.0058; P = 0.9964) indicando una fuerte conectividad genética
entre ellas.

Para estimar la conectividad de H. corrugata sobre una escala local (dentro de
bancos) se aplicé el método directo. Se realizaron pruebas de parentesco con las muestras
de adultos y juveniles de El Riito, empleando cinco loci (Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22 y
Hka56). La asignacion de siete juveniles (16.3%) como descendientes potenciales de
adultos colectados en la misma localidad (El Riito), sugiere un cierto grado de retencion
larvaria 6 autoreclutamiento sobre una escala de un numero reducido de generaciones.

Tanto el autoreclutamiento como la conectividad entre bancos juegan un papel muy
importante dentro de la dindmica poblacional de H. corrugata. La fuerte conectividad entre
poblaciones cercanas plantea la posibilidad de recuperacion de poblaciones disminuidas, a
través del aporte larvario al reclutamiento total de cada poblacion local. Por tal razon el
manejo de la pesqueria no solo debe considerar el efecto de la reduccion poblacional a nivel
local, sino también debe considerar las posibles consecuencias sobre los patrones de
conectividad entre localidades.

Palabras clave: Haliotis corrugata, microsatélites, conectividad genética, diversidad
genética, diferenciacion genética.



ABSTRACT

The pink abalone (Haliotis corrugata) fishery has steadily declined. A management
plan for its recovery is recommended. Understanding genetic connectivity is vital to this
procedure. Connectivity is obtained by estimating gene flow, genetic differences among
populations or probabilistic assessment of individual origin. A connectivity study could
provide information of larval dispersal over several spatial scales and the presence of
source and sink populations. Some of biological and ecological aspects of pink abalone,
such as low mobility in juveniles and adults, relatively short planktonic larval phase,
presence of eddies, attenuated currents near local reef topography or kelp canopies, and
genetic population divergence over different geographic scales in other abalone species,
have led to the hypothesis that interchange of pink abalone larvae among reefs is very
limited. This is the main reason why it is important to estimate connectivity among
locations. The major objective of this study was to estimate genetic connectivity among
pink abalone populations using genetic markers at two scales: one dealing with the
geographic distribution interval of the species and the other at the local level, between and
within abalone beds. This study is in two parts: the development of genetic markers and the
application of the markers for the connectivity analyses among several wild populations.

Thirteen molecular markers were obtained, ten by isolating species-specific
microsatellites and three by cross-amplification of H. kamtschatkana microsatellites. Of
those, nine showed Hardy-Weinberg equilibrium and/or Mendelian inheritance, three
showed Hardy-Weinberg disequilibrium, and one locus showed genotype ratios that were
not Mendelian, demonstrating the existence of null alleles. Based on their characteristics,
the quality of each microsatellite locus was determined for its suitability for allelic
frequencies estimates or for parentage analysis.

The connectivity study used an indirect and a direct method. Connectivity with the
indirect method was estimated by genetic differences among populations, using seven loci
(Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22, Hco97, Heol94, and HkaS6). Samples of adult abalones
were obtained from San Clemente Island, California and four Mexican locations (Isla
Cedros, Isla Natividad, La Bocana, and San Juanico). Population divergence between San
Clemente Island and the Mexican locations was significant (Fst = 0.021; P = 0.0008), but
genetic homogeneity among Mexican locations was observed. Over a scale of hundreds of
generations, the main explanation for the restricted genetic connectivity between San
Clemente Island and the Mexican locations is the historic isolation over distance, while the
strong connectivity among Mexican locations was explained by the synchronized spawning
events when the California Countercurrent was present.

Estimates of connectivity between neighbor locations (El Riito and La Bocana)
were obtained with the indirect method. Samples of adults and juveniles were analyzed
with eight loci (Hcol5, Hcol6, Hcol19, Hco22, Hco97, Heo194, Hka3 and Hka56). Results
did not show significant differences between El Riito and La Bocana (Fst = —0.0058; P =
0.9964), demonstrating strong genetic connectivity between them.

Estimate of connectivity over a local scale (within reefs) were obtained with the
direct method. A parentage analysis of adults and juveniles samples from El Riito used five
loci (Hcol5, Hcol6, Heol9, Heo22, and HkaS6). Seven juveniles (16.3%) were assigned as



putative descendents of adults collected in the same location, suggesting a small proportion
of larval retention or self-recruitment over a few generations.

Self-recruitment, as well as connectivity among sites plays a very important role in
the population dynamics of pink abalone. Strong connectivity among neighboring
populations suggests the possibility of restoration of depleted populations through larval
contributions to the total recruitment of each local population. Consequently, fishery
management should account for the local causes for reduction of populations, but also
consider the consequences of connectivity patterns among locations.

Key words: Haliotis corrugata, microsatellites, genetic connectivity, genetic diversity,
genetic differentiation.
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1. INTRODUCCION

1.1. MARCO GENERAL
1.1.1. Historia de la pesqueria del abulon en México

A lo largo de la costa oeste de la Peninsula de Baja California, México se
encuentran distribuidas siete de las ocho especies de Halidtidos 6 abulones de
Norteamérica; Haliotis fulgens (abulon azul), H. corrugata (amarillo), H. cracherodii
(negro), H. rufescens (rojo), H. sorenseni (chino), H. assimilis (rayado) y H. walallensis
(aplanado) (Sierra-Rodriguez et al., 2006); sin embargo la pesqueria del abulén se sustenta
principalmente en dos especies: azul y amarillo. Esta pesqueria tuvo sus inicios desde 1860
con la incursion de pescadores chinos, quienes tenian su base en San Diego, Cal., EU.A.y
que posteriormente fueron remplazados por buzos japoneses. En 1940 incursionaron los
pescadores mexicanos, constituyéndose las primeras organizaciones cooperativas (Leon-
Carballo y Mucifo-Diaz, 1996). De 1956 a 1984 la pesqueria se manejo por tallas minimas
y vedas estacionales. Después de 1984 se introdujeron controles mas estrictos y
evaluaciones del stock mas rigurosas, con las que se reforzaron por primera vez las
longitudes minimas legales (145 mm de longitud de concha para H. fulgens y 135 mm para
H. corrugata). Después de estudios preliminares en 1985, se hicieron estudios anuales a
partir de 1988, con buzos de las cooperativas supervisados por personal de investigacion.
De 1990 a 1995 se fijaron cuotas anuales de captura para cada Cooperativa, permitiendo
extraer el 30% de abulon de tamafio legal. En 1996, las cuotas se basaron en los estimados
de biomasa de pre-reclutas, proximos a reclutarse en la pesqueria durante el afio. En 1997

fue usado el modelo de produccion de excedente, modificado para incluir



el efecto ambiental de las anomalias de la temperatura promedio del mar, para estimar el
exceso disponible a captura. Las cuotas fueron fijadas por negociacién entre el Instituto
Nacional de la Pesca (INP) y las cooperativas. En 1997, por regulacion interna de los buzos
de las cooperativas, los tamanos limites en las dos principales especies incrementaron 5
mm (Shepherd et al., 1998).

La tendencia histdrica de la captura de abulon es la siguiente. De 1947 en adelante
las capturas presentaron incrementos hasta llegar a 5,993 t (su registro mas alto) en 1950,
en afos subsecuentes los volumenes declinaron. Entre 1956 y 1976 la captura se mantuvo
alrededor de las 3000 t. De 1977 a 1984 la pesqueria se caracterizd por una notoria
disminucién en sus capturas hasta un nivel de poco mas de 400 t. A partir de 1985 se
observd un incremento, alcanzando las 900 t en 1990. Entre 1993 y 1995 las cuotas de
captura descendieron a 520 t. Entre 1999 y 2003, las capturas de abulon se mantuvieron por
debajo de las 300 t (Sierra-Rodriguez et al., 2006) (Fig. 1a,b). Cabe sefialar que hasta 1970
el abulon amarillo comprendia 70-80% de la captura, mientras que de 1990 a 2003 solo
tuvo una aportacion promedio del 19.8% en las capturas totales (Shepherd et al., 1998;
Sierra-Rodriguez et al., 2006) (Fig. 1b), lo que significa que las capturas de esta especie
disminuyeron drasticamente en las ultimas tres décadas y no se han recuperado en

comparacion a sus aportaciones historicas.
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Figura 1. Tendencia historica de la captura de abulon en la Peninsula de Baja California
México (a), y composicidon por especies en la pesqueria mexicana de abulon (Temporada
1990-2003) (b), graficas tomadas de Sierra-Rodriguez et al. (2006).
1.1.2. Distribucién y biologia de Haliotis corrugata

El abulon amarillo se distribuye desde Point Conception, California (34.5°N,
120.5°W) hasta Isla Margarita, Baja California Sur (25.4°N, 111.8°W) (Cox, 1962). Su
distribucion batimétrica va de de 3 a 30 m de profundidad, presentando sus mayores

densidades entre los mantos de Macrocystis pyrifera de los 8 a los 24 m. Esta especie sirve

como habitat y alimento (Maeda-Martinez et al., 1994; Guzman-del Proo et al., 2000). Las



poblaciones de abuléon amarillo se distribuyen en agregaciones discontinuas, esta
discontinuidad se relaciona con la heterogeneidad de los sustratos arrecifales rocosos y a la
discontinuidad de los mantos de macroalgas. El periodo reproductivo de H. corrugata
generalmente se presenta desde los meses de verano, con mayor intensidad en otofio e
inicio de invierno (Ortiz-Quintanilla et al., 1990). Los abulones son dioicos, desovadores
externos, liberando sus gametos directamente en el agua para su fertilizacion. Los abulones
presentan desoves sincronizados como respuesta a estimulos extrinsecos que podrian ser
quimicos (desencadenantes bioactivos) ¢ fisicos (cambios de temperatura abruptos)
(Leighton, 2000). Después de la fertilizacion los huevos presentan flotabilidad negativa y
después de 12 a 18 h eclosionan las larvas trocoforas. Inmediatamente después de que
eclosionan, las larvas trocoforas nadan a la superficie (geotaxis negativa) y permanecen
cerca de la superficie (10 cm). Después de las 24-30 h de la fertilizacion las larvas veliger
nadan en la capa superficial de los 10 m. El desarrollo larvario planctonico de H. corrugata
va de 4-17 dias, dependendiendo principalmete de la temperatura (Leighton, 1974;
Leighton, 2000). Después de este periodo las larvas inician el asentamiento, un periodo de
exploracion y reconocimiento del fondo marino, entrando en contacto con el substrato y
respondiendo a pistas quimicas, dando paso a la metamorfosis de una forma pelagica a una
béntica (McShane, 1992; Maeda-Martinez et al., 1994). Después del asentamiento y en su
estadio juvenil sus movimientos son muy limitados (5 m en una noche). Los abulones
adultos aunque se pueden mover libremente y son capaces de viajar como caracoles,
usualmente permanecen inmoviles a la espera de fragmentos de algas que se encuentran a la

deriva (Leighton, 2000).



1.1.3. Variacidn genética y eficacia bioldgica en poblaciones naturales

Las ciencias pesqueras modernas demandan un manejo holistico de las pesquerias 6
hacer acopio de toda aquella informacion que caracterice los procesos poblacionales de la
especie en su medio; este concepto incluye el mantenimiento de la diversidad genética y
estructura poblacional, que son criticos para asegurar la supervivencia de la pesqueria a
largo plazo (De La Rosa-Velez y Rodriguez-Romero, 1989; Shepherd y Brown, 1993 en
Zuniga et al., 2000). El teorema fundamental de la seleccion natural establece que la tasa de
eficacia biologica de una poblacion es igual a su varianza genética en eficacia bioldgica en
un momento determinado (Fisher, 1930 en De La Rosa-Vélez y Rodriguez-Romero, 1989).
Si la eficacia bioldgica de una especie, en términos de adaptabilidad, depende de la
cantidad de variaciébn genética presente en sus poblaciones, dentro del intervalo de
distribucion de la especie, entonces el mantenimiento de un nivel de variabilidad genética
alto proporcionara una ventaja adaptativa a sus poblaciones ante las fluctuaciones
ambientales. Por lo tanto, para el desarrollo de planes de manejo y conservacion de las
pesquerias se ha venido incorporando el conocimiento de la diversidad genética, estructura
de la poblacion y conectividad (Hamm y Burton, 2000; Zuaniga et al., 2000; Hedgecock et
al., 2007). El entendimiento de la conectividad de las poblaciones marinas es vital para la
conservacion y manejo de las pesquerias, particularmente para el disefio estratégico de

sistemas de reservas (Hedgecock et al., 2007).

1.1.4. Conectividad entre poblaciones naturales
La conectividad es el alcance en el que las poblaciones de una especie estan ligadas

por intercambio de larvas, reclutas, juveniles 6 adultos (Palumbi, 2003). Sin embargo tal



intercambio, conocido como migracion, significa no solo dispersion de un lugar a otro sino
también la supervivencia y reproduccion de migrantes, de tal forma que contribuyan a la
poza genética local que se perpetua hacia las siguientes generaciones (Hedgecock et al.,
2007).

Existen dos métodos para estimar la conectividad genética entre poblaciones
marinas; los métodos indirectos y los métodos directos. Los métodos indirectos estiman el
flujo genético a partir de las diferencias genéticas entre poblaciones y se basan en los
modelos tedricos de estructura poblacional, tales como el “Modelo de Islas” de Sewall
Wright. Estos métodos emplean la varianza estandarizada de las frecuencias alélicas entre
poblaciones (Fst), para medir la diferenciacion entre subpoblaciones y a partir del valor de
Fst se hacen las estimaciones de flujo genético (Hedgecock et al., 2007). Sin embargo tales
estimaciones de conectividad son sobre escalas de tiempo evolutivas (cientos de miles de
generaciones) y no necesariamente reflejan patrones de intercambio genético en las
poblaciones actuales. Por ejemplo, si una barrera a la dispersion repentinamente divide a
una poblacién, las dos poblaciones resultantes completamente aisladas divergiran a través
del tiempo por deriva genética y seleccion diversificadora, sin embargo la tasa de
divergencia puede ser lenta, dependiendo de los tamafios efectivos de las dos poblaciones.
La ausencia de varianza en las frecuencias alélicas podria simplemente reflejar tiempo
insuficiente desde la separacion para establecer el equilibrio deriva-migracion (Hedgecock
etal., 2007).

Los métodos directos, por otro lado, se enfocan a la asignacion de individuos a
poblaciones de origen 6 a padres especificos y de esta manera son similares

conceptualmente a la evidencia obtenida por marcas ambientales, fisicas 6 quimicas. Los



estimados directos de conectividad via pruebas de asignacién 6 parentesco toman ventaja
de los marcadores moleculares variables para calcular la probabilidad de que un individuo
haya sido originado de una fuente particular 6 un conjunto de padres. Los métodos directos
sobresalen en estimar la conectividad 6 retencion sobre una O varias generaciones
(Hedgecock et al., 2007).

La percepcion de la conectividad poblacional en escalas de tiempo ecoldgicamente
relevantes se logra con programas de muestreo que incluyan nuevos reclutas. La variacion
natural en el éxito reproductivo puede algunas veces marcar a los nuevos reclutas con
marcas genéticas distintivas. Se puede tomar ventaja de tal variacion genética para hacer
inferencias sobre los patrones de retencidn larvaria y conectividad poblacional (Thorrold, et
al., 2002). En muchas especies marinas la conectividad se lleva a cabo por el intercambio
de larvas (dispersion larvaria). Un estudio de larvas que recientemente ingresaron en una
poblacion (nuevos reclutas), podria aportarnos informacién sobre conectividad en
poblaciones actuales, las escalas espaciales de dispersion larvaria y la presencia de
poblaciones fuente y sumidero.

Aunque el panorama ofrecido por los estimados indirectos de flujo genético deben
de ser siempre considerados, es probable que los métodos directos genéticos sobresalgan en
estudios futuros enfocados a procesos y escalas de tiempo ecoldgicas (Hedgecock et al.,
2007). Ademas los métodos directos pueden medir las distancias de dispersion larvaria,
apoyandose en la identificacion de la localidad de los padres de un individuo, mediante el

uso de marcadores genéticos altamente polimorficos y técnicas de asignacion basadas en

probabilidad (Planes et al., 2009).



1.1.5. Marcadores moleculares

En genética de poblaciones un marcador molecular es cualquier diferencia
bioquimica 6 molecular de ADN que nos permite identificar individuos y poblaciones. Los
marcadores moleculares son requeridos para conocer la diversidad genética, cuantificar
como se encuentra distribuida entre stocks (estructura genética—poblacional) y para seguir
la pista de movimientos de individuos entre stocks (conectividad) (Shaklee y Currens,
2003; Freeland, 2007). Los avances en la biologia molecular y bioquimica han permitido el
desarrollo de una variedad de marcadores genéticos que pueden ser utilizados para dirigir
preguntas de relevancia en el manejo y conservacion de las especies (Ferguson y
Danzmann, 1998). Los marcadores genéticos comunes incluyen a las alozimas, ADN
mitocondrial, Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), ADN
polimérfico amplificado azarosamente (RAPD), polimorfismo en la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP), microsatélites y polimorfismo de nucledtido sencillo
(SNP) (Liu y Cordes, 2004). Dentro de estos marcadores genéticos los microsatélites 6
repeticiones de secuencias sencillas (SSR) son fracciones de ADN de 1 a 6 bases (motivo
de repeticion) que se repiten sucesivamente varias veces. Estdn presentes en regiones
codificantes y no codificantes y usualmente se caracterizan por un alto grado de
polimorfismo en tamafio. El origen de tal polimorfismo se piensa es producto de eventos de
deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion del ADN, resultando en diferencias
en el nimero de unidades de repeticion (Zane et al., 2002; Liu y Cordes, 2004). Los
microsatélites presentan herencia Mendeliana y son marcadores codominantes (Liu y

Cordes, 2004).



Los microsatélites debido a su elevado polimorfismo y su relativamente facil lectura
son marcadores moleculares de interés para muchos estudios de genética, sin embargo, la
principal desventaja de estos marcadores es que necesitan aislarse de novo en la mayoria de
las especies que estan siendo examinadas por primera vez. Los microsatélites se encuentran
en regiones no codificantes donde la tasa de substitucién es mdas alta que en regiones
codificantes, de tal forma que el disefio de iniciadores es mas problematico (Zane et al.,
2002).

Para la obtencion de microsatélites en una nueva especie existen tres posibles
alternativas: 1) pagar por la elaboracion de genotecas para la especie de interés, sin
embargo los precios oscilan entre los $5,000-$10,000 ddlares estadounidenses (y el precio
es mucho mas alto si los microsatélites son optimizados) (Zane et al., 2002), 2)
amplificacion cruzada de microsatélites, debido a que se ha observado que microsatélites
para una especie ocasionalmente amplifican en especies relacionadas (Evans et al., 2001;

Sekino y Hara, 2007) y 3) el aislamiento de microsatélites especie-especificos.

1.2. ANTECEDENTES
1.2.1. Estudios de biologia y ecologia

Existen varios trabajos en abuloén que han sefialado algunos factores bioldgicos y
ecoldgicos como posibles fuentes de diferenciacion poblacional. Prince y colaboradores
(1987, 1988), mediante un experimento de control de la densidad de abulones adultos
demostraron que la densidad del reclutamiento esta relacionada a la abundancia de abulones

desovantes y sugirieron una dispersion larvaria extremadamente restringida en Haliotis
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rubra. En contraparte, Shepherd y colaboradores (1992) rechazaron la hipotesis de que la
densidad local de adultos tenia un efecto positivo sobre el reclutamiento local en H.
laevigata, sugiriendo mecanismos de dispersion larvaria y factores que afectaban el
reclutamiento, como la topografia costera (Ensenadas, Bahias, sistemas de giros con
contracorrientes y zonas de estancamiento). McShane (1992), realizé una revision de la
historia de vida temprana del abulén y concluye que durante su relativamente breve
periodo, la larva puede ser retenida en areas discretas, por giros, corrientes atenuadas, 6 por
la proteccion de la topografia de arrecifes locales. Asi también que las larvas podrian ser
transportadas a mar abierto y no encontrar un habitat adecuado para el asentamiento,
aunque las pocas que lo lograran contribuirian al flujo genético entre poblaciones. Guzman-
del Proéo y colaboradores (2000) evaluaron la influencia hidrodinamica sobre el transporte
de larvas de abulon (Haliotis spp.) en arrecifes cercanos a Bahia Tortugas, B.C.S., México,
encontrando que la dispersion larvaria estaba limitada a distancias cortas, pero no
rechazaron la posibilidad de transporte distante bajo otras condiciones hidrodinamicas.
Referente a la biologia de la fertilizacion Babcock y Keesing (1999), mediante
experimentos in Situ con H. laevigata, concluyeron que la tasa de fertilizacion decrece
rapidamente conforme incrementa la distancia; en poblaciones donde los individuos estan

separados por 1.6 m, la tasa de fertilizacion es del 50% 6 menos.

1.2.2. Desarrollo de marcadores moleculares tipo microsatélites y determinacion de
herencia Mendeliana
Los microsatélites debido a su alta variabilidad son los marcadores indicados para

abordar uno de los grandes retos en las pesquerias como el de discriminar poblaciones
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estrechamente relacionadas (Ferguson y Danzmann, 1998; Zane et al., 2002). Las
principales aplicaciones de los microsatélites en investigaciones de acuacultura son en la
construccion de mapas de ligamiento de alta resolucion y asignaciones de parentesco (Liuy
Cordes, 2004). Ademas los microsatélites han sido empleados para la evaluacion de la
diversidad genética de organismos producidos en laboratorios (Perez-Enriquez et al., 1999),
de actividades de repoblamiento (Perez-Enriquez y Taniguchi, 1999, Gutierrez-Gonzalez y
Perez-Enriquez, 2005) y certificacion de hibridos (Ibarra et al., 2005).

En varias especies de abuldn, los microsatélites han sido aislados principalmente
con los siguientes objetivos: 1) distinguir entre poblaciones de abulén, 2) evaluar los
niveles de variabilidad genética en stocks disminuidos, 3) dar seguimiento al éxito ¢
fracaso en las actividades de repoblamiento y conservacion, y evaluar el impacto a largo
plazo del repoblamiento, 4) certificacion de especies, 5) analisis de pedigri, 6) disefio de
programas de seleccion asistida con marcadores en acuacultura y 7) construccion de mapas
de ligamiento y determinacion de rasgos cuantitativos (QTL) (Kirby et al., 1998; Sekino y
Hara, 2001; Miller et al., 2001; Selvamani et al., 2000; Tang et al., 2004; Bester et al.,
2004; Cruz et al., 2005; Baranski et al., 2006; An y Han, 2006; Sun et al., 2007; Ren et al.,
2008; Baranski et al., 2008). A pesar de que existen muchos trabajos que reportan la
obtencion de microsatélites en abulon, solo en Haliotis discus hannai se comprobé que los
genotipos tuvieran lecturas confiables en tamafios de muestra aceptables (n > 30) y que los

marcadores presentaran herencia Mendeliana (Li et al., 2003).
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1.2.3. Estudios genético-poblacionales

Por otro lado, los estudios en especies de abulon que emplearon métodos indirectos
para estimar conectividad genética sobre diferentes escalas geograficas, han mostrado
resultados contrastantes. Sobre una escala amplia (~1000 km), se ha reportado
diferenciacion genética en H. kamtschatkana (Withler et al., 2003) en H. midae (Evans et
al., 2004) y H. rufescens (Gruenthal et al., 2007). Sobre escalas intermedias (de cientos de
km) se ha reportado divergencia poblacional en H. cracherodii (Hamm y Burton 2000;
Chambers et al., 2006; Gruenthal y Burton, 2008), H. rubra (Conod et al., 2002), H.
asinina (Tang et al., 2004) y H. fulgens (Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007), pero no en H.
rufescens (Gaffney et al., 1996; Kirby et al., 1998; Burton y Tegner, 2000). Sobre escalas
locales (de decenas metros a decenas de km), ha sido reportada diferenciacion poblacional
en H. corrugata (Del Rio-Portilla y Gonzalez-Avilés, 2001) y en H. rubra (Temby et al.,

2007; Miller et al., 2009), pero no en H. fulgens (Zuiiiga et al., 2000).

1.2.4. Estudios de conectiviad genética mediante el analisis de nuevos reclutas.

En estudios de dispersion de estadios larvarios de especies marinas, que emplearon
métodos directos para estimar conectividad genética, se han encontrado: diferencias
genéticas entre larvas y adultos de poblaciones vecinas de cangrejo azul (Callinectes
sapidus) (Kordos y Burton, 1993) 6 entre reclutas y adultos de la misma localidad de erizo
rojo (Strongylocentrotus franciscanus) (Moberg y Burton, 2000), variacion genética
espacial y temporal entre reclutas de S. franciscanus (Moberg y Burton, 2000), ausencia de
diferencias genéticas entre reclutas y adultos de erizo purpura (Strongylocentrotus

purpuratus) (Flowers et al., 2002) y un porcentaje mayor (42%) de retencion larvaria que
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de dispersion larvaria (5—10%) en el pez payaso (Amphiprion percula) (Planes et al., 2009).
Dentro de este tipo de estudios se encuentra el reportado por Chambers et al. (2006) en
abulon, el cual reportd homogeneidad genética entre juveniles de abulon negro (Haliotis
cracherodii) de diferentes islas y diferenciacion genética entre adultos y juveniles de una

isla.

1.3. JUSTIFICACION

La identificacion de stocks de las diferentes especies de abulén es un aspecto
crucial, debido a que una poblacion puede estar compuesta de stocks aislados espacial y
temporalmente en funcion de su biologia, aspectos ecologicos y procesos historicos
(Spangler et al., 1981 en Zuiiga et al., 2000). La comprension de los mecanismos de flujo
genético entre poblaciones 6 stocks, es parte fundamental de este trabajo, pues permitird
profundizar en el conocimiento de la dindmica poblacional de la especie abulon amarillo
(Haliotis corrugata) en diferentes escalas de tiempo. Al respecto, en algunos estudios se ha
observado carencia de diferenciacion genética—poblacional y los investigadores
frecuentemente concluyen que hay suficiente flujo genético en nuestros dias para prevenir
la diferenciacion poblacional. Sin embargo, la mayoria de los estudios genéticos aportan
muy poca informacion concerniente a la dispersion larvaria y reclutamientos recientes, por
ejemplo si todo el flujo genético entre dos grandes poblaciones (N = 10°), cesé cientos de
generaciones en el pasado, un andlisis genético actual podria no mostrar diferencias. Las
consecuencias de tal apreciacion en biologia pesquera, la cual busca delinear stocks para

fines de manejo, podria ser tan grave que podria dejar a un manejo inapropiado (un stock
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versus dos stocks separados) (Moberg y Burton, 2000). La sobreexplotacion de especies
marinas, aparte de resultar en una disminuciéon de las poblaciones, puede tener efectos
indirectos sobre procesos ecoldgicos tales como la dispersion larvaria y el reclutamiento,

que afectan a la capacidad de recuperacion de la poblacion (Miller et al., 2009).
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2. HIPOTESIS

Con base a las caracteristicas biologicas y ecologicas del abulon amarillo Haliotis
corrugata, el estado de sobrepesca de la especie y estudios previos de genética poblacional
en haliotidos se propuso la hipdtesis de la existencia de conectividad restringida entre
poblaciones de abulon amarillo a lo largo de su distribucidon y asi la limitacion a la

dispersion larvaria y al flujo genético.

3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL
Determinar si existe conectividad entre poblaciones de abulén amarillo (Haliotis
corrugata) en el ambito de su intervalo de distribucion, mediante el uso de marcadores

genéticos.

3.2. PARTICULARES

. Desarrollar marcadores genéticos tipo microsatélites para H. corrugata.
. Determinar si los microsatélites de H. corrugata presentan herencia mendeliana.
. Determinar si H. corrugata presenta una estructura genético-poblacional a lo largo

de Baja California y California.
. Establecer la posible conectividad de H. corrugata entre dos localidades mediante el

analisis de nuevos reclutas.
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4. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en cuatro etapas: i) la obtencion de los marcadores
genéticos tipo microsatélites, apropiados para andlisis de diferenciacion poblacional y de
parentesco; ii) la verificacion de la herencia mendeliana de los microsatélites para
determinar su utilidad en el analisis poblacional y de parentesco; iii) el analisis de la
diversidad y estructura genética a lo largo de la distribucion de la especie; iv) el analisis de
diferenciacion genética entre adultos y reclutas para la estimacion de la conectividad dentro

y entre localidades.

4.1. OBTENCION DE MICROSATELITES EN H. corrugata
4.1.1. Extraccion de ADN

Utilizando tejido muscular de cada uno de los ejemplares de abulon amarillo, se
extrajo el ADN gendmico siguiendo la técnica propuesta por Sweijd et al. (1998), descrita a
continuacion. Se coloc6 una porcion de tejido de cada individuo en cada tubo de
microcentrifuga, se digirié6 con solucion amortiguadora TNES (Tris 100 mM, NaCl 400
mM, EDTA 50 mM, SDS 1%, pH 8) y Proteinasa-K (0.5 mg/ml), en incubacién a 55°C por
16 h. El exceso de mucopolisacarido se eliminé con NaCl (2M) y CTAB 12.5% (Sigma),
incubandose a 65°C por 1 h. Las proteinas se eliminaron mediante lavados con cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) (tres veces) y centrifugaciones a 8,000 rpm (10 min), en cada
lavado. Para precipitar el ADN se adiciond etanol absoluto (a —20°C) al sobrenadante y el
tubo se colocd en un congelador a —20°C durante toda la noche. Para facilitar la

precipitacion de ADN se centrifug6 a 8,000 rpm (por 10 min). El boton de ADN se lavd



17

con etanol al 70%, se seco a temperatura ambiente y se resuspendié en 100 pl de solucion
amortiguadora TE. Los extractos de ADN se mantuvieron a —20°C hasta su uso.
Para iniciar el aislamiento de microsatélites se emplearon cinco ejemplares de H.

corrugata, obteniéndose los extractos de ADN de cada individuo por separado.

4.1.2. Microsatélites
Para la obtencion de microsatélites se siguieron dos estrategias: 1) amplificacion

cruzada y ii) aislamiento de microsatélites.

4.1.2.1. Amplificacion cruzada

En total se probaron 8 microsatélites disefiados para otras especies, via reaccion en
cadena de la polimerasa (ver seccion 4.1.3). Seis fueron disefiados para H. kamtschatkana
(Hka3, Hka28, Hka40, Hka43, Hka56 y Hka80; Miller et al., 2001) y dos para H. fulgens
(Hful260 y Hful603; Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007 y Cruz et al., 2005, respectivamente)

(Apéndice I).

4.1.2.2. Aislamiento de Microsatélites

El aislamiento de microsatélites se desarrolld siguiendo los protocolos de
enriquecimiento propuestos por Glenn y Schable (2005), con modificaciones. El
procedimiento de digestion, ligacion de “linkers”, enriquecimiento, transformacion y
secuenciacion se esquematiza en la Fig. 2 y se describe en el Apéndice II. Para el
aislamiento de Microsatélites se emplearon extractos individuales de ADN que mostraron

integridad (2000-5000 pb), buena concentracion (= 200ng) y calidad (DO,60/DO2gp > 1.75).
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Se seleccionaron los mejores extractos de ADN por individuo y cada uno se llevo a una

concentracion de 200ng/ul antes de realizar la digestion.

ADN genémico

SuperSNX linkers ﬂ Ligacion
[ [ 7 | [ [ | 1 T 1
Enriquecimiento ﬂ (PCR)
T Sonda biotinilada
T 1. T BT, I I OO I
) \O/ Dynabeads \O/ \O/
Iman Y WY, Recuperacion Vv

(PCR)

Ligacién dentro de un
plasmido

4
@ — Transformacion
4

PCR

I

‘ Secuenciacion ‘

I

‘ Diseno de iniciadores ‘

I

Optimizacion de PCR

Figura 2. Diagrama general del aislamiento de microsatélites, segin Glenn y Schable
(2005) y PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, de sus siglas en ingles).
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4.1.3. Optimizacion de PCR

Los iniciadores candidatos de la amplificacion cruzada y los obtenidos del
aislamiento de microsatélites se probaron en cinco individuos, mediante una mezcla de
reaccion general de PCR, en donde las amplificaciones de ADN fueron realizadas en un
volumen de 12.5 pL que contenia 1pL de ADN (50 ng), Buffer 1X para Taq (Invitrogen),
2.1 mM de MgCl,, 0.48 uM de cada iniciador, 0.2 mM dNTP’s y 0.0125 unidades de Taq
polimerasa (Invitrogen). Las condiciones termales iniciales de PCR fueron las propuestas
por Gutierrez-Gonzalez y Perez-Enriquez (2005), en donde se dio una desnaturalizacion
inicial de 2 min a 95°C, seguidos por 30-35 ciclos de 30s a 94 °C, 30s a la temperatura de
acoplamiento y 45s a 72°C, y una extension final de 2 min a 72°C.

Posteriormente se realizaron gradientes de temperatura, de MgCl, y de
concentracion de ADN, con la finalidad de optimizar las condiciones de PCR bajo las
cuales amplificaba cada locus, para lo cual empleé un termociclador iCycler (BIO-RAD).
Los productos amplificados de microsatélites se llevaron a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 6% y urea (7.5 M) (condiciones eléctricas: 1800 V, 100 A, 90 W). La
visualizacion de los microsatélites se realizd mediante tincion de plata (Creste et al., 2001).
Los tamafios alélicos fueron determinados por comparacion a un ADN control de tamafios
conocidos pGEM®*33Zf(+) (Promega).

Se seleccionaron aquellos loci que presentaron patrones de lecturas confiables y
fueron polimorficos, considerandose como lecturas confiables a productos de tamafio
alrededor del esperado (secuencia de la clona) y a la presencia de una 6 dos bandas en el

caso de individuos homocigotos y heterocigotos, respectivamente.
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4.1.4. Caracterizacion de microsatélites

Una vez optimizadas las condiciones de reaccion y establecidas las temperaturas de
acoplamiento para todos los iniciadores de la amplificacion cruzada y los obtenidos del
aislamiento de microsatélites, éstos fueron evaluados y caracterizados en una muestra
silvestre de H. corrugata (N= 49) colectada en Isla Natividad durante el 2000, obteniéndose
de cada uno sus estimadores de diversidad genética. Las secuencias de los microsatélites
optimizados se depositaron en la base de datos “GenBank” del “National Center for
Biotechnology Information” del Instituto Nacional de Salud de los EE.UU.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.1.5. Analisis de diversidad genética

Para cada locus se obtuvieron las frecuencias alélicas y se evalud la diversidad
genética mediante el nimero de alelos por locus (Na), heterocigosidad observada (Ho) y
esperada (Hg). Las frecuencias alélicas y estimadores de diversidad genética se obtuvieron
con la ayuda de los programas ARLEQUIN ver. 3.0 (Excoffier et al., 2005) y GENEPOP

ver. 3.4 (Raymond y Rousset, 1995a).

4.1.6. Equilibrio de Hardy-Weinberg y Desequilibrio de Ligamiento

Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada locus fueron
evaluadas mediante pruebas de exactas (cadena de Markov de 1000,000 pasos, 100,000
pasos de desmemorizacion), con la ayuda del programa ARLEQUIN version 3.0 (Excoffier
et al., 2005). También se realizaron pruebas de desequilibrio de ligamiento (DL) para todos

los pares de loci (1000 permutaciones), con el programa ARLEQUIN version 3.0
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(Excoffier et al., 2005). Los valores de significancia para los valores d¢ EHW y DL fueron

ajustados mediante una prueba secuencial de Bonferroni (Rice, 1989).

4.2. DETERMINACION DE HERENCIA MENDELIANA EN MICROSATELITES DE
H. corrugata
4.2.1. Obtencion de familias

Para confirmar si los alelos de los loci Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22, Hco47,
Hco97, Hcol194, Hka3 y HkaS6 presentaban segregacion Mendeliana se produjeron tres
familias de abulon amarillo en Diciembre de 2007. En el laboratorio de produccién de
semilla de la Sociedad Cooperativa “Progreso” a cargo del Ocean. Daniel Aguilar Osuna se
realizaron cruzas controladas de abulones maduros en proporciones de sexos de un macho y
una hembra. Después de 48 horas del desove se colectaron muestras de larvas (veliger en
torsion de 90°) y de tejido de los progenitores (tentaculos epipodiales) por cada familia, las

cuales fueron preservadas en etanol al 80%.

4.2.2. Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN de progenitores se realizaron siguiendo el protocolo de
Sweijd et al. (1998), descrito en la seccion 4.1.1. Las extracciones de ADN de larvas se
realizaron siguiendo el protocolo propuesto por Selvamani et al. (2001), con algunas
modificaciones, descritas a continuacion. Las larvas veliger fueron separadas con la ayuda
de un estercoscopio y transferidas individualmente a cada uno de los tubos de
microcentrifuga. Las larvas se desecaron a temperatura ambiente hasta la evaporacion de

los restos de etanol y posteriormente se incubaron en buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH



22

8.3, KCI 50 mM, Tween-20 0.05%) y Proteinasa-K (0.76 mg/ml) a 55°C por 24 h.
Subsecuentemente la mezcla homogénea se incubd a 95°C por 10 min para detener la

accion de la Proteinasa-K y se almacenaron a —20°C hasta su uso.

4.2.3. Amplificacion de microsatélites

Previo a cada amplificacion las muestras digeridas fueron centrifugadas a 16000 g
por 5 min. Una vez centrifugadas solo se utilizé el sobrenadante debido a que este contenia
el ADN de la larva. Las amplificaciones de ADN fueron realizadas en un volumen de 11
uL que contenia 1pL de ADN, Buffer 1X para Taq (Invitrogen), 2.1 mM de MgCl,, 0.41
mg/ml de BSA, 0.48 uM de cada iniciador, 0.2 mM dNTP’s y 0.0227 unidades de Taq
polimerasa (Invitrogen). Las condiciones termales de PCR fueron las mismas a las
previamente estandarizadas (ver seccion 5.1.2) y las amplificaciones se llevaron a cabo en
un termociclador iCycler BIO-RAD o 2720 Thermal Cycler Applied Biosystems. Los
productos de PCR fueron separados en geles de acrilamida al 5% y 7.5 M de urea y
revelados con una capa de agarosa (1.14%) que contenia Sybrgold (0.07X) y con la ayuda
de un escéaner de luz laser (FMBIOIII-Plus). Los tamafos alélicos fueron determinados por
comparacion a un ADN control de tamafos conocidos de 10 pb y pGEM®*3 3Zf(+)

(Promega). Este ultimo fue revelado con nitrato de plata (Creste et al., 2001).

4.2.4. Pruebas de segregacion Mendeliana
Las lecturas de genotipos se basaron en la asignacion de alelos de la seccion 5.1.

Las proporciones genotipicas observadas en las larvas para cada loci se compararon a las
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proporciones esperadas bajo segregacion Mendeliana con base en los genotipos de los
progenitores. Las desviaciones estadisticas significativas de las proporciones esperadas
(1:1, 1:2:1 y 1:1:1:1) se evaluaron mediante pruebas Ji—cuadrada (), una regla de decision
de P < 0.05 y con n — 1grados de libertad, donde n = nimero de clases genotipicas (Ayala,

1982 en Li et al., 2003). Las pruebas y’ se realizaron con la ayuda del programa
STATISTICA ver. 7. Posteriormente se ajustd el nivel de significancia de pruebas

multiples (o0 = 0.05), usando la aproximacion de Bonferroni (Rice, 1989).

4.3. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL DE H. corrugata
4.3.1. Colecta de muestras silvestres

De Marzo a Julio de 2006 se colectaron muestras de abulones amarillos adultos en
cuatro localidades mexicanas: Isla Cedros (28°23'N, 115°14'W), Isla Natividad (27°51'N,
115°8'W), La Bocana (26°44'N, 113°38'W) y San Juanico (26°16'N, 112°32'W) (Fig. 3).
La mayoria de las muestras provinieron de las capturas comerciales de las Sociedades
Cooperativas: Pescadores Nacionales de Abulén (Isla Cedros), La Purisma (Isla Natividad),
y Progreso (La Bocana), con la excepcidon de la muestra de la Cooperativa de Puerto Chale
(San Juanico), donde la pesqueria de abulon estaba en veda, alli se colectaron a los
especimenes, se tomaron muestras de algunos tentaculos epipodiales y cada individuo fue
regresado a su habitat. De 48 especimenes de cada localidad se registrd la longitud de la
concha y se tomaron muestras de tejido (fragmentos del manto 6 tentaculos epipodiales)

que fueron preservadas en etanol al 80%. Las muestras de ADN (n = 48) de individuos
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colectados en San Clemente Island, California (33°N, 118°30"W) en 2003, fueron donadas

por el Dr. Ron S. Burton del Scripps Institution of Oceanography.
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Figura 3. Localidades seleccionadas para el analisis de estructura genética poblacional.
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4.3.2. Extraccion de ADN y amplificacion de microsatélites

Las extracciones de ADN de las muestras mexicanas fueron realizadas siguiendo el
protocolo propuesto por Sweijd et al. (1998) (ver seccion 4.1.1). Las concentraciones de
ADN individuales fueron estandarizadas a 50 ng pL ™" antes de realizar la PCR.

Un total de 240 individuos fueron examinados genéticamente con ocho loci de
microsatélites, de los cuales siete fueron aislados de Haliotis corrugata (Hcol5, Hcol6,
Hcol9, Hco22, Hco47, Hco97 y Hcol94) (ver seccion 5.1.3) y uno fue originalmente
aislado de H. kamtschatkana (Hka56) (Miller et al., 2001) y amplificado en abulon amarillo
(ver seccion 5.1.3). Las amplificaciones de ADN fueron realizadas siguiendo las mezcla de
reaccion y condiciones termales previamente estandarizadas (ver seccion 5.1.2). Las
amplificaciones via PCR se realizaron en un termociclador iCycler BIO-RAD o 2720
Thermal Cycler Applied Biosystems. Los productos de PCR fueron separados en geles de
acrilamida al 5% y 7.5 M de urea y revelados por tincion con nitrato de plata (Creste et al.,
2001). Los tamanos alélicos fueron determinados por comparaciéon a un ADN control de
tamafios conocidos pGEM®*3 3Zf(+) (Promega) y siguiendo la nomenclatura establecida en

la seccion 5.1.

4.3.4. Analisis de datos
4.3.4.1. Andlisis de tallas
Diferencias entre localidades
Se realiz6é una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, con la informacion de las

tallas de H. corrugata de las localidades: San Clemente Island (n = 74), Isla Cedros (n =
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70), Isla Natividad (n = 70), La Bocana (n = 70) y San Juanico (n = 47), para determinar si
existian diferencias entre el promedio de las tallas de todas las localidades.

Diferencias entre sexos

En la muestra de Isla Cedros los datos de tallas fueron tomados determinandose el
sexo de cada individuo, esto nos permitié hacer una prueba “t de Student” para determinar
si existian diferencias entre los promedios de las tallas entre hembras (n = 31) y machos (n
=39).

Las diferencias entre localidades y entre sexos se evaluaron mediante pruebas de

Kruskal-Wallis y “t de Student” respectivamente, implementadas en STATISTICA ver 7.0.

4.3.4.2. Analisis genético

Se obtuvieron las frecuencias alélicas por locus y localidad con GENETIX ver. 4.05
(Belkhir et al., 2004). Las desviaciones del Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se
evaluaron mediante pruebas exactas de Fisher, empleando la cadena de Markov (1,000,000
pasos y 100,000 pasos de desmemorizacion), implementadas en ARLEQUIN ver. 3.1
(Excoffier et al., 2005). Posteriormente se ajustd el nivel de significancia de pruebas
multiples (a0 = 0.05), usando la aproximacion de Bonferroni (Rice, 1989). Las frecuencias
de alelos nulos en loci con desequilibrio de Hardy-Weinberg se estimaron usando el
método de Brookfield 1 (Brookfield, 1996), implementado en MICRO-CHECKER
(Oosterhout et al., 2004).

La diversidad genética se evalud a través del numero de alelos por locus (Np) y

heterocigosidades observadas (Ho) y esperadas (Hg), usando el programa ARLEQUIN ver.
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3.1 (Excoffier et al., 2005). El namero de alelos efectivos por locus (Nga) fue estimado
como el reciproco de > p! (Hartl y Clark, 1997). Las diferencias genéticas entre

localidades en Na fueron evaluadas por pruebas exactas de Fisher (10,000
desmemorizaciones, 100 lotes y 10,000 interacciones por lote), implementadas en
GENEPOP ver 3.4 (Raymond y Rousset, 1995a,b). Las diferencias entre localidades en Nga
y Ho, se evaluaron mediante pruebas de Kruskal-Wallis y ANOVA respectivamente,
usando STATISTICA ver 7.0.

La diferenciacion genética entre localidades se evaludé por medio de Fsr (Weir y
Cockerham, 1984) y un andlisis global de varianza molecular (AMOVA) de frecuencias
alélicas dentro y entre muestras. También se obtuvieron los valores de Fsr pareados entre
todas las localidades con su significancia. Para evaluar la estructura genética poblacional,
se realiz6 un AMOVA jerarquico con dos grupos: San Clemente Island y las cuatro
localidades mexicanas. Los AMOVA global y jerarquico (de 10,100 permutaciones cada
uno) se realizaron con la ayuda de ARLEQUIN ver. 3.1 (Excoffier et al., 2005). Los niveles
de significancia se ajustaron con la prueba de Bonferroni (Rice, 1989). Para determinar las
relaciones genéticas entre poblaciones de abuléon amarillo, se generé un dendograma
UPGMA usando las distancias de Reynolds y 5,000 réplicas bootstrap con el programa
PHYLIP ver. 3.6 (Felsenstein, 2005).

Se evaluo el poder estadistico de las pruebas de diferenciacion genética mediante
pruebas exactas de Fisher con el programa POWSIM (Ryman y Palm, 2006), la cuales usan
la cadena de Markov (1000 desmemorizaciones, 100 lotes y 1000 interacciones). Este

programa de computadora basado en la simulacion se utilizo para probar la hipdtesis nula
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de homogeneidad genética para combinaciones opcionales de tamafios de muestra y
nimeros de loci. POWSIM genera un gran niimero de conjuntos azarosos de poblaciones
(1000 replicas) que divergieron de una poblacion base comun a algin Fsr predefinido. De
cada conjunto de poblaciones se toma una muestra, se aplica una prueba de homogeneidad
genética, y la proporcion de resultados significativos es usado como estimador de poder
estadistico bajo esas condiciones (Ryman y Palm, 2006; Ryman et al., 2006).

Para determinar si las poblaciones de abulon amarillo se ajustaron al modelo de
aislamiento por distancia, se evaluaron las correlaciones entre distancias genéticas y
geograficas mediante una prueba de Mantel (10,000 permutaciones), con el programa
GENETIX. Las distancias genéticas entre localidades se obtuvieron con GENETIX y las
distancias geograficas fueron medidas como las distancias mas cortas entre dos localidades
a través del océano, usando el sistema de informacion geografico (SIG) ArcView ver. 3.1.

Se siguieron dos métodos diferentes para obtener el nimero de migrantes (Nm),

como estimador de flujo genético entre pares de poblaciones: 1) Nm = (1 - Fgp )/4x Fgp |

implementado en GENETIX y 2) Nm:exp{[ln(p|)+2.44]/— 0.505}, donde pl es la
frecuencia promedio de alelos exclusivos (Slatkin, 1985). El segundo método fue aplicado
agrupando todas las localidades mexicanas como una sola poblacion grande vy

comparandola a la de San Clemente Island.
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4.4, CONECTIVIDAD GENETICA ENTRE DOS LOCALIDADES
4.4.1. Experimento de repoblamiento de abulén amarillo en “El Riito”

Las muestras de “El Riito” provienen de un experimento de repoblamiento de H.
corrugata realizado por el Dr. Sergio Guzman del Proéo y colaboradores de la E.N.C.B.
(IPN), en coordinacién con el técnico Fernando Lopez Salas de la Cooperativa “Leyes de
Reforma”. A continuacién se hace una breve descripcion del experimento.

Entre octubre de 2001 y octubre de 2002 se trasplantaron 267 abulones amarillos en
el banco de El Riito ubicado en la localidad de Bahia Asuncion (Figura 4). Estos
organismos provinieron de bancos préximos (La rama verde y El Bajito). Los especimenes
fueron liberados en un nucleo a una profundidad entre 4.5 y 6 brazas (entre 8 y 11 m
aprox.) y a una distancia de 520 m de la orilla de la playa. Las tallas de los organismos
trasplantados en el nucleo fluctuaron entre 96 y 162 mm de longitud de concha,
correspondientes a 3, 4 y 5 afios de edad aproximadamente. Para su identificacion los
abulones fueron marcados individualmente con etiquetas de polietileno numeradas, fijadas
a las conchas con pegamento de cianocrilato (Triple ligacion TB-1747) (Guzman del Proo
et al., 2004).

En junio de 2004 se realiz6 una primera revision en el nicleo de El Riito, con el
objeto de obtener muestras de tentaculos epipodiales y manto de adultos, para el analisis
genético. En noviembre de 2004 se hizo una segunda prospeccion a lo largo de cuatro
transectos que fueron orientados a partir del centro del nicleo en direccidon hacia los cuatro
puntos cardinales, en cada transecto se buscé la presencia de juveniles. La busqueda se

realiz6 en puntos ubicados del centro de dispersion a los 10, 20, 30, 40, 50, y 100 m de
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distancia en cada transecto, por espacio de 15 minutos en cada punto. Busquedas similares
se realizaron entre septiembre y noviembre de 2005.

Los juveniles colectados (2-3 afios de iniciado el experimento) mostraron un
intervalo de tallas entre 17 y 95 mm de longitud de concha, correspondiente a 1, 2 y 3 afios
(ver seccion 4.4.3). La muestra de juveniles mostrd una clara dominancia del grupo de edad
mas joven. De cada adulto y juvenil se tomaron muestras de tejido y se preservaron en
alcohol (70%) para su posterior analisis genético.

Las muestras de juveniles y adultos de H. corrugata de El Riito fueron donadas por
el Dr. Sergio Guzméan del Proo y colaboradores al laboratorio de genética acuicola del
CIBNOR en donde fueron procesadas. En total se obtuvieron muestras de tejido de 30
adultos marcados (abulones trasplantados al ntcleo), 16 adultos sin marcas (abulones

residentes de ese banco) y 60 juveniles (Tabla I).

Tabla I. Adultos y juveniles de H. corrugata colectados en El Riito y fechas de colecta.

Fecha de Adultos con  Adultos sin  Juveniles
colecta marca marca

17/11/2004 9 8

11/2004 9*
3/12/2004 1 8

3/09/2005 20 3
12/10/2005 13
11/2005 35
Total 30 16 60

* individuos sin registro de talla.
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4.4.2. Obtencion de muestras de La Bocana
La muestra de adultos de H. corrugata en La Bocana fue colectada en Junio 2006
(ver seccion 4.3.1). En Mayo de 2007 se hizo la colecta de 63 juveniles de la misma especie

en la misma localidad (Fig. 4), los cuales mostraron tallas de 3.1 a 10.4 cm.
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Figura 4. Sitios de colecta de adultos y juveniles de H. corrugata en El Riito y de juveniles
en La Bocana.
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La colecta de juveniles se llevd a cabo en los sitios conocidos como la Piedra, La
Brecha, La Orilla y Medanos con el apoyo de la Sociedad Cooperativa “Progreso”. Los
juveniles colectados se trasladaron al laboratorio de produccion de semilla de la
cooperativa, en donde se fueron acopiando en un tanque provisto de agua limpia, oxigeno y
alimento, hasta alcanzar un tamafno de muestra representativo (n = 50). Una vez que se
contd con un numero adecuado de juveniles se procedid a medir la talla de cada uno y a
tomarles una muestra de tejido (tentadculos epipodiales) (n = 53) o hemolinfa en los
individuos mas pequenos (n = 10). Las muestras de tejido 6 hemolinfa se preservaron en
etanol (70%), y los juveniles se regresaron al estanque para mantenerse en observacion

unas semanas antes de su retorno a los bancos naturales.

4.4.3. Definicion de los grupos de edad

Primeramente, se hizo una separacion entre adultos y juveniles de H. corrugata en
base a sus tallas. Los adultos fueron aquellos individuos con tallas de 126—169 mm en el
caso de El Riito y de 130-166 mm en La Bocana. Los juveniles estuvieron conformados
por individuos con tallas de 9-80 mm en El Riito y de 31-10.4 mm en La Bocana.

Los criterios seleccionados para la definicion de los grupos de edad dentro de las
muestras de juveniles de El Riito y La Bocana fueron: 1) el comportamiento de las modas
de tallas, 2) la tasa de crecimiento, y 3) homogeneidad en los criterios 1 y 2, en ambas
localidades. Respecto al comportamiento de las modas de tallas, las frecuencias y las
mayores diferencias entre tallas definieron los grupos de edad. Referente a la tasa de

crecimiento se usaron los pardmetros de la ecuacion de crecimiento calculados por
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Shepherd y Avalos-Borja (1997), segin el modelo de Von Bertalanffy en el abulon
amarillo. Las tallas estimadas para uno y dos afios de edad fueron 21.7 y 54.9 mm. En
consideracion de estas tallas y asumiendo que el crecimiento es mayor durante el primer
afo de edad y después disminuye (Guzman del Préo, com. pers.) se definieron los grupos
de edad de los juveniles. Concerniente al punto 3, la asignacion de grupos de edad en
ambas localidades se baso en los mismos criterios (1 y 2), debido a la falta de informacion

sobre tasas de crecimiento en las localidades analizadas.

4.4.4. Extraccion de ADN
4.4.4.1 El Riito

Se extrajo el ADN de 30 adultos con marca, 16 sin marca y 60 juveniles, mediante
el uso del kit “Wizard” (Promega). Sin embargo, debido a que 33 muestras (9 adultos con
marca, 11 adultos sin marca y 13 juveniles) presentaron extractos de ADN muy degradados
y de bajo peso molecular, se realiz6é una nueva extraccion de ADN con la técnica propuesta
por Sweijd et al. (1998) (seccion 4.1.1), aumentando la cantidad de tejido al momento de la
digestion. Posteriormente debido a que la mayoria de las muestras problematicas siguieron
mostrando extractos de ADN de mala calidad, se extrajeron nuevamente con la ayuda de
“Dneasy Tissue Kit” (QIAGEN). Cabe sefialar que los extractos de ADN obtenidos
mediante la técnica de Sweijd et al. (1998), fueron estandarizados a una concentracion de

ADN de 50 ng/ul previo a la amplificacion via PCR.
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4.4.4.2. La Bocana
El ADN de 63 juveniles se extrajo mediante el kit “Wizard” (Promega) (el ADN de

adultos de esta localidad ya se habia extraido y analizado de acuerdo a la seccion 4.3).

4.4.5. Amplificacion de microsatélites

Se amplificaron en total ocho microsatélites en las muestras de adultos y juveniles
de las dos localidades; siete empleados en el analisis poblacional (Hcol5, Hcol6, Hcol9,
Hco22, Hco97, Hco194, y Hka56) y un microsatélite adicional Hka3, este ultimo debido a
su elevado polimorfismo. La mezcla de reacciéon y las condiciones termales que se
emplearon para la amplificacion por PCR fueron las mismas a las previamente
estandarizadas en la seccion 5.1.2. Los productos de PCR fueron separados en geles de
acrilamida al 5% y 7.5 M de urea y revelados por tincion con nitrato de plata (Creste et al.,
2001). Los tamanos alélicos fueron determinados por comparaciéon a un ADN control de
tamafios conocidos pGEM®*3 3Zf(+) (Promega) y siguiendo la nomenclatura establecida en

la seccidn 5.1.

4.4.6. Diversidad genética

Se obtuvieron las frecuencias alélicas para cada localidad por locus y por grupos de
edad (Adultos y juveniles). Dentro de juveniles se diferenciaron dos grupos de edad con
base en sus tallas y con tamafios de muestra representativos (n > 30). La diversidad genética
se evalud mediante numero de alelos por locus (Na) y heterocigosidades observadas (Ho) y

esperadas (Hg). Las diferencias genéticas en Na, entre adultos y juveniles de una misma
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localidad, fueron evaluadas por pruebas exactas de Fisher (10,000 desmemorizaciones, 100
lotes y 10,000 iteraciones por lote), implementadas en GENEPOP ver 3.4 (Raymond y
Rousset, 1995a,b). Las diferencias en Ho, entre adultos y juveniles de una misma localidad,
se evaluaron mediante pruebas “t de Student” implementadas en STATISTICA ver 7.0. Las
desviaciones del Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se evaluaron mediante pruebas
exactas de Fisher, empleando la cadena de Markov (1,000,000 pasos y 100,000 pasos de
desmemorizacion). Las frecuencias de alelos nulos en todos los loci se estimaron usando el
método de Brookfield 1 (Brookfield, 1996), implementado en MICRO-CHECKER
(Oosterhout et al., 2004). También se realizaron pruecbas de desequilibrio de ligamiento
(DL) para todos los pares de loci (10,100 permutaciones), debido a que puede existir DL si
los juveniles fueron producto de un numero reducido de progenitores. Todos estos andlisis
se realizaron con la ayuda del programa ARLEQUIN ver. 3.1 (Excoffier et al., 2005).
Posteriormente se ajustd el nivel de significancia de pruebas multiples (a0 = 0.05), usando la

aproximacion de Bonferroni (Rice, 1989).

4.4.7 Diferenciacion genética entre muestras de adultos y juveniles de la misma localidad
Para determinar si existian diferencias genéticas entre muestras de adultos y
juveniles (totales 6 por grupo de edad), dentro de cada localidad se obtuvieron los valores
de Fst (Weir y Cockerham, 1984) y se realizaron AMOVA globales, incluyendo o
excluyendo a Hka3. Los valores de P para los analisis d¢ AMOVA global se obtuvieron
después 50,175 permutaciones, con la ayuda de ARLEQUIN ver. 3.1 (Excoffier et al.,

2005).
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4.4.8. Diferenciacion entre localidades

Las diferencias genéticas en frecuencias alélicas entre adultos y juveniles del grupo
I de El Riito y entre adultos y juveniles del grupo II de La Bocana se evaluaron mediante el
analisis de Fsr pareados y AMOVA jerarquicos, incluyendo y excluyendo a Hka3. Los
valores de P para los analisis de Fst pareados y AMOVA jerarquico se obtuvieron después
de 10,100 y 50,175 permutaciones, respectivamente, con la ayuda de ARLEQUIN ver. 3.1
(Excoffier et al., 2005). El analisis de AMOVA jerarquico se realizd considerando dos
grupos: 1) muestras de adultos y juveniles del grupo I de El Riito y 2) muestras de adultos y

juveniles de los grupos II de La Bocana.

4.4.9. Analisis de Parentesco en El Riito

En el caso de la localidad de El Riito, debido a que se tenian muestras de tejido de
adultos trasplantados en 2002 y muestras de tejidos de juveniles colectados en los afios
subsecuentes se realizo un analisis de parentesco, asumiendo previamente que los juveniles
colectados cerca del nucleo de adultos muy probablemente fueron hijos de los adultos
trasplantados. La asignacion de progenitores a las larvas de H. corrugata se realizé con el
programa CERVUS 3.0 (Slate et al., 2000; Kalinowsky et al., 2007). Primeramente
CERVUS caracterizé los loci a emplearse en el analisis de parentesco a través del nimero
de alelos por locus (Na), heterocigosidades observadas (Ho) y esperadas (Hg), contenido de
informacion polimorfica (PIC), el cual se refiere al valor de un marcador para detectar
polimorfismo en una poblacién, pruebas de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) y
frecuencias de alelos nulos (f nulos). Con esta informacion decidimos emplear solo aquellos

loci que presentaron lecturas de alelos confiables, que se encontraron en EHW, y que
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mostraron alelos nulos con frecuencias menores a 0.05 (Bernatchez y Duchesne, 2000;
Martinez, 2005). Estos loci fueron Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22 y HkaS6. Posteriormente
CERVUS simul6 los genotipos de 100,000 descendientes y con base al nimero de padres
genotipificados (42) y la proporcion de padres muestreados (42/267), estimé los valores
criticos (LOD) para identificar los progenitores mas probables al 80 y 90 % de confianza.
Por ultimo CERVUS realiz6 el analisis de parentesco considerando los valores de LOD de
los dos progenitores mas probables, con la indicacion de que se desconocia el sexo de los
progenitores. Conjuntamente se obtuvieron las probabilidades de no exclusion para los dos
padres mas probables.

LOD es el logaritmo natural de la proporcion de probabilidad que usa los datos
disponibles para probar hipdtesis alternativas. La proporcion de probabilidad (Ecuacion 1)
se refiere a la probabilidad de observar los datos bajo una hipédtesis (H;) comparados con
otra hipotesis (H»):

P(D/H,)

L(HlaHz/D):P(D/HZ) (1)

donde es P(D/ H ), es la probabilidad de obtener el dato D bajo una hipdtesis H (Slate et

al., 2000).

De esta manera se compar6 la hipdtesis de que el padre (o madre) asignado por
CERVUS era el padre (o madre) verdadero, con respecto a la hipdtesis de que el padre (o
madre) asignado por CERVUS no era el padre (o madre) verdadero. El andlisis de
parentesco se realizo locus por locus, partiendo de los loci de menor PIC hasta incluir los
de mayor PIC. Los valores de LOD fueron cambiando conforme se fueron adicionando los

loci y finalmente solo se consideraron los valores de LOD del andlisis con cinco loci
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(Hcol5, Heol6, Hecol9, Heo22 y Hka56). El criterio empleado para confirmar la paternidad
fue el mismo empleado por Slate et al. (2000), en donde un LOD de 3.0 significa que el
padre asignado por CERVUS es cerca de 20 veces mas probable que de no serlo. Un valor
de LOD igual 6 mas grande que 3.0 fue usado para confirmar paternidad. Ademas se
verifico que los genotipos multilocus en juveniles coincidieran a los esperados de los
genotipos paternos, descartandose cualquier posible asignacion cuando no era compartido
por lo menos un alelo entre los juveniles y padres potenciales, ain cuando su valor de LOD

fuera > 3.0.
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5. RESULTADOS

5.1. OBTENCION DE MICROSATELITES EN H. corrugata
5.1.1. Microsatélites
5.1.1.1. Amplificacion cruzada
De los ocho microsatélites probados tres fueron polimoérficos (Hka3, Hka40 y
Hka56) (Fig. 5), tres fueron monomorficos (Hka43, Hful260 y Hful603) y dos mostraron

patrones de bandeo dificiles de interpretar (Hka28 y Hka&0).

Figura 5. Patrones de bandeo de microsatélites polimérficos en H. corrugata, que
resultaron de la amplificacion cruzada de microsatélites disefiados en H. kamtschatkana
(Hka3, Hka40 y Hka56).

5.1.1.2. Aislamiento de Microsatélites

Para iniciar el aislamiento de microsatélites se emplearon extractos de ADN de

buena calidad (Fig. 6A). Se obtuvieron buenos resultados en la digestion (Fig. 6B), ligacion



40

y PCR (Fig. 6C), de cada genoteca, observandose después de la amplificacion barridos de
ADN alrededor de los 600 pb. Después de cada enriquecimiento con las sondas (CT);s,
(GT);5 6 una mezcla de ambas, los productos de PCR corroboraron que se habia recuperado

ADN con cierto porcentaje de regiones microsatélites (Fig. 6D).
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Figura 6. Geles de agarosa (1%) en donde se aprecian: (A) ADN de buena calidad, (B)
ADN sin digerir (pozo 1) y ADN digerido con la enzima de restriccion Rsa | (pozo 2), (C)
productos de PCR del ADN digerido-ligado y (D) productos de PCR de ADN enriquecido.
El altimo pozo a la derecha de los geles C y D corresponden al marcador de masa y tamafio
conocidos “Low DNA Mass ladder” (Invitrogen).

Dadas las caracteristicas del ADN enriquecido (barrido alrededor de los 600 pb)
(Fig. 6D), se realizd inmediatamente su inserciéon en los plasmidos. Las inserciones de
ADN enriquecido junto con el vector de clonacion dentro de bacterias dieron como
resultado seis genotecas. Con la sonda (GT);s se obtuvo una genoteca de 253 clonas, con la

sonda (CT);s se obtuvieron cuatro genotecas con 804 clonas en total y con la mezcla de

sondas (GT);s y (CT);s se obtuvo una genoteca que produjo 101 clonas (Fig. 7).
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Figura 7. Geles de agarosa (1%) en donde se muestran algunas clonas obtenidas con las
sondas: (GT);s (A), (CT);s (B) y con la mezcla de sondas (GT);s y (CT);s (C), el tltimo
pozo a la derecha corresponde al marcador de masa y tamafio conocidos “Low DNA Mass
ladder” (Invitrogen).

Entre las seis genotecas se obtuvieron 1,158 clonas, de las cuales se secuenciaron
128. Del total de las clonas secuenciadas 24 (19%) fueron repetidas 6 clonas hermanas, 21
(16%) fueron de muy mala calidad y 24 (19%) no presentaron microsatélites. Las
secuencias que presentaron microsatélites (considerando secuencias con tres 0 mas

repeticiones), fueron 59 (46 %) (Fig. 8).
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Figura 8. Diagrama porcentual del rendimiento de genotecas generadas en H. corrugata.

Entre las seis genotecas se registro un total 83 regiones microsatélites. De éstas la
gran mayoria estuvo constituida por dinucledtidos (73.5%), seguidos por los
tetranucleotidos (14.5%) y en menor medida por trinucleétidos (10.8 %). Las regiones de
microsatélites dinucledtidos con 4 a 10 repeticiones fueron las mas abundantes. Dentro de
las regiones microsatélite de tri y tetranucleotidos las mas abundantes fueron los de tres
repeticiones. Solo se detectd una region de pentanucletotidos de tres repeticiones (Tabla II).

En general las regiones microsatélites (GT/AC) estuvieron mejor representadas en
las genotecas con 37 dinucledtidos y 5 trinucledtidos. Las segundas mejor representadas
fueron las regiones (CT/AG) con 18 dinucledtidos, 2 trinucledtidos y 1 pentanucledtido.
Las regiones (GT/AC+CT/AQG) se encontraron representadas por 11 tetranucledtidos y las
regiones (TA/AT) a pesar de no haber sido seleccionadas durante el enriquecimiento con
alguna sonda, se encontraron representadas por 6 dinucleodtidos, 2 trinucledtidos y 1

tetranucleotido (Tabla II).
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En consideracion de los motivos de repeticion, los microsatélites dinucledtidos mas
abundantes fueron los que presentaron GT, seguidos de CT, con 4—10 y 21-40 repeticiones,
respectivamente. Los microsatélites trinucledtidos mas abundantes fueron TTG, TCA y
ATT de tres repeticiones. Los microsatélites tetranucledtidos mas abundantes fueron TCAC

y GAGT de tres y 4-10 repeticiones (Tabla II).

Tabla II. Resumen de regiones microsatélites encontradas en H. corrugata entre las
seis genotecas.

Motivo N.R.
Di (GT) (TA) (CT) )y
3 9 5 4 18
4-10 16 1 4 21
11-20 8 2 10
21-40 4 8 12
Subtotal 61 (73.5%)
Tri (TTG) (TCA) (CCA) (ATT)
3 2 2 1 2 7
4-10 1 1 2
Subtotal 9 (10.8%)
Tetra (CTCG) (TCAC) (AATT) (GAGT)
3 1 3 1 1 6
4-10 3 2 5
11-20 1 1
Subtotal 12 (14.5%)
Penta (TCACCO)
3 1 1
Subtotal 1 (1.2%)
Total 83 (100%)

N.R.; Numero de repeticiones.

De las 59 secuencias que mostraron regiones microsatélites en 25 no se pudieron
disenar iniciadores por que uno de los extremos no lo permitia (se perdia la sefial de la
secuencia) 6 mas comunmente por que la secuencia del microsatélite se presentaba pegada
a la secuencia del plasmido De 34 secuencias de buena calidad y con suficiente espacio

flanqueante a la region microsatélite, se disefiaron 40 pares de iniciadores (Apéndice III).
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De los 40 pares de iniciadores disefiados 26 pares fueron amplificados exitosamente dentro
del tamafio esperado. De éstos, 16 fueron monomorficos y 10 mostraron polimorfismo. En
total se obtuvieron 10 nuevos loci para H. corrugata (Hco6, Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22,

Hco23, Hcod3, Heod7, Heo97, Heo194) (Fig. 9).

Figura 9. Patrones de bandeo en 10 nuevos microsatélites de H. corrugata.
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5.1.2. Optimizacidon de Microsatélites

Las condiciones optimas de amplificacion tanto para los microsatélites obtenidos de
la amplificacion cruzada asi como para los del aislamiento, fueron las siguientes; en un
volumen final de 12.5 pL se agregaron 1uL. de ADN, Buffer 1X para Taq (Invitrogen), 2.1
mM de MgCl,, 0.48 uM de cada iniciador, 0.2 mM dNTP’s y 0.0125 unidades de Taq
polimerasa (Invitrogen). Las condiciones termales finales de PCR fueron 2 min a 95°C,
seguidos por 30-35 ciclos de 30s a 95°C, 30s a la temperatura de acoplamiento y 45s a
72°C, y una extension final de 2 min a 72°C. La mayoria de los microsatélites compartieron
las condiciones Optimas de amplificacion, solo algunos microsatélites tuvieron algunas
modificaciones en la concentracion final de MgCl,, el nimero de ciclos 6 duracion de la

desnaturalizacion inicial y extension final (Tabla III).

Tabla III. Temperaturas de acoplamiento (Ta), concentraciones de MgCl, (mM) y Numero
de ciclos empleados en la amplificacion de microsatélites de abulon amarillo Haliotis
corrugata

Locus Ta (°C) MgCl, (mM) No. de ciclos
Hco6 61 2.1 30
Hcol5 62.3 2.1 30
Hcol6 59.5 2.1 35
Hcol9 53.1 35 35
Hco22 55 2.1 30
Hco23 59 2.1 30
Hco43® 51 2.1 35
Hco47 51 2.1 30
Hco97 61 2.1 30
Hco194 59 2.1 30
Hka3® 53.1 2.1 35
Hka40® 49 2.1 35
Hkas6" 44.5 2.1 35

T, microsatélite con una desnaturalizacion inicial de 15 min y una extension final de 10 min
%, microsatélites aislados en H. kamtschatkana que fueron amplificados en H. corrugata.
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5.1.3. Estimacion de la diversidad genética de los microsatélites, en una muestra silvestre
Para validar a los 13 microsatélites, obtenidos por amplificacion cruzada (3) y
directamente del genoma de H. corrugata (10), se obtuvieron los indices de diversidad
genética en una muestra silvestre (n = 49) de H. corrugata. La variabilidad, considerando el
numero de alelos, fue de baja a alta en los 13 loci microsatélites, observandose de dos a
cuatro alelos en algunos loci (Hco43, Hco194, Hco23 y Hka56), mientras que en otros se
apreciaron de 55 a 57 alelos (Hka3 y Hka40, respectivamente). La mayoria de los loci
presentaron heterocigosidades observadas de moderadas a altas (0.5-0.9), con cuatro loci

mostrando valores menores a 0.5 (Hco6, Hco23, Hco43, Hco194) (Tabla IV).

5.1.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg y Desequilibrio de Ligamiento

Después del ajuste secuencial de Bonferroni se observaron desviaciones (P < 0.006)
del equilibrio de Hardy-Weinberg en cuatro loci (Hco6, Hco23, Hco43, Hka40), debidas a
deficiencia de heterocigotos (Tabla IV). Después del ajuste secuencial de Bonferroni (P >

0.05) no se aprecio6 desequilibrio de ligamiento entre todos los pares de loci.
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Tabla IV. Caracterizacion de microsatélites en el abulon amarillo Haliotis corrugata. n, tamafio de
muestra; Na, nimero de alelos; Ho, heterocigosidad observada; Hg, heterocigosidad esperada. *
Desviaciones significativas del equilibrio de Hardy- Welnberg (P <0.0006).

Locus Motivo de Secuencias de iniciadores (5'-3") Na  Intervalo Ho He No. de
repeticion de tallas acceso en
(bp) GenBank
Hco6 (CA)» F: CCACGCACATACCAAACACA 42 17 223-271  0.405* 0.830 EF694951
R: AAGGAGGCAGTGGTGTCAAA
Hcol5 (TCAC);..(CT)s  F: CTGACGCAACCTCCTATGGT 49 10 195-235 0.510 0.516 EF694952
.(TCAC); R: CTTCTCAGGGCTTTCACAGG
Hcol6 (TTG), F: TATCAGGCCTCGATGGCTAC 49 8 204-246 0.653 0.601 EF694953
R: TCACGTTATCCATCCGTTCA
Hcol9 (TG)1o(TGCG)s  F: CGATCCACGCAATTGGAATA 48 17 151-191 0.646 0.860 EF694954
(TG), R: CACCGAGTCGTGTGAGCATA
Hco22 (CTCG), F: GTCTCTGTCCGATCCTCCTT 49 6 211-225 0.694 0.754 EF694955
R: CACAACCGTAGGCAATATCA
Hco23 (TGAG)4 F: GCATGAGCAACGATCTACGA 48 4 222-233  0.104* 0.213 EF694956
R: TCCCACATTACGCTTACACG
Hco43 (CA);..(CA),.. F: GGTATCTCAGTGAGCTTGCAC 42 2 192-197  0.143* 0.433 EF694957
(CA)s R: CCTACAATGGACTCCGGTTT
Hco47 (AC)5(TCAC), F: AGGCTCGCTGACTTGGTT 47 6 238-248 0.617 0.686 EF694958
TCAT(TCAC); R: CCTCAGGCCGAAAATGTTA
Hco97 (CT)sC(CT), F: CTTCCACCCGCATTGTTC 49 7 177-211 0.551 0.497 EF694959
R: CGAGAGAGCGACAGAAAGAC
Hcol194 (TA)s F: TAAGCTCAGGCACCGAAAGT 49 2 196—-198 0.224 0.262 EF694960
R: TCAGCCGTATAGCAACGAGA
Hco-Hka3® (GTA)6 F: GTGAGATGTTGGTGACT 49 55 193-332 0.939 0.982 EU090247
(GAGT)y R: CCGTTATTCACCTCTTA
Hco-Hka40* (CA)s3 F: CCCTAAACAGATATTGACAAT 49 57  203-365  0.694* 0.986 NS
R: CTAGCAATATTCAAAATTACAAG
Hco-Hkas6* (CA)y F: CGATAATCGTGTGGTAAGA 48 4 237-254 0.500 0.515 EU090246
R: GTGGCATGGTATCTCATT

§

, microsatélites aislados en H. kamtschatkana que fueron amplificados en H. corrugata
NS, no existe secuencia disponible para H. corrugata.

5.2. DETERMINACION DE HERENCIA MENDELIANA EN MICROSATELITES DE

H. corrugata

5.2.1. Pruebas de segregacion mendeliana

El ADN de las larvas de H. corrugata fue amplificado exitosamente en los 10

microsatélites en la mayoria de la muestras (n = 29-32) de cada una de las tres familias.

Los genotipos de los progenitores, el nimero de genotipos observados y esperados de los

descendientes para cada familia en cada uno de los diez loci se muestran en las tablas V
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(familia A), VI (familia B) y VII (familia C). De las 30 proporciones genotipicas
observadas (3 familias por 10 loci), siete provienen de cruzas entre padres homocigotos con
el mismo alelo (HC016 en la familia A, Hcol5 y Hcol6 en la familia B, y Hcol5, Hcolé,
Hco97 y Hka56 en la familia C) que resultaron en descendencia idéntica a los padres.
Veinte proporciones genotipicas mostraron segregacion Mendeliana (P > 0.09). Las tres
proporciones genotipicas restantes mostraron segregacion Mendeliana cuando se asumid
que uno de los padres portaba un alelo nulo en estado de heterocigoto y las clases

genotipicas de homocigotos no esperadas eran heterocigotos para alelos nulos.

5.2.1.1. Familia A

En la familia A se corrobor6 herencia Mendeliana en los loci Hcol5, Hcol9,
Hco22, Hco47-2, Hco97, Hcol94, Hka3 y HkasS6. Los genotipos de Hcol5, Hco22 y
Hka56 se segregaron de acuerdo a las proporciones 1:1, donde uno de los padres fue
homocigoto y el otro heterocigoto. Los genotipos de Hco97 y Hcol94 se segregaron de
acuerdo a las proporciones 1:2:1, donde los dos padres presentaron el mismo genotipo
heterocigoto. Los genotipos de Hco19, Hco47-2 y Hka3 se segregaron de acuerdo a las
proporciones 1:1:1:1, en donde los dos padres fueron heterocigotos para alelos distintos. En
Hcol6 la descendencia provino de padres homocigotos con genotipos idénticos. En el caso
de Hco47-1 las proporciones genotipicas observadas y esperadas se ajustaron cuando se
asumid que la hembra portaba un alelo no amplificado (nulo) en toda de la progenie (Tabla
V). En esta familia se observd una misma larva con tres alelos en los loci Hco22, Hco47-2

y Hka3, presentando los dos alelos de la madre y uno del padre (Fig. 10).
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Tabla V. Segregacion de loci de microsatélites en larvas de Haliotis corrugata de la familia
A.

Genotipos de Numero de genotipos observados en cada clase x P
progenitores genotipica®
Locus Hembra Macho
Hcol5 222/222 203/222 222/222 203/222 0.806 0.369
18(15.5) 13(15.5)
Hcol6 212/212 212/212 212/212 0 1
32(32)
Hcol9 174/180 164/166 164/174 166/174  164/180  166/180 0.347 0.841
8(7.75) 7(7.75) 7(7.75) 9(7.75)
Hco22 217/221 212/212 212/217 212/221 0.806 0.369
13(15.5) 18(15.5)
Hcod7-1°  241/248 248/248 241/248 248/248 32 0.000%*
0(16) 32(16)
Hco47-1°  nulo/248 248/248 nulo/248, 248/248 0 1
32(32)

Hcod7-2  320/338  330/344  320/330  320/344  330/338  338/344 0613  0.893
97.75)  8(7.75)  8(7.75)  6(1.75)

Hco97 175/201 175201 175/175  175/201  201/201 4688  0.096
8(8) 11(16) 13(8)
Hco194 196/198  196/198  196/196  196/198  198/198 4750  0.093
6(8) 22(16) 4(8)
Hka3 245262 232/255  232/245  232/262  245/255  255/262 0355  0.949
97.75)  8(7.75)  1(175)  7(1.75)
Hkas6 244/244  242/244 242244 244244 0.500  0.480

18(16) 14(16)
. Frecuencias esperadas de acuerdo a segregacion Mendeliana entre paréntesis,
Frecuencias observadas en Hco47-1, ©; Frecuencias corregidas de Hco47-1, asumiendo la
presencia de alelos nulos. *P < 0.09, después del ajuste secuencial de Bonferroni.

a
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Figura 10. Genotipos de la misma larva en la familia A, con tres alelos (flecha negra) en
tres loci diferentes.
5.2.1.2. Familia B

En la familia B se corrobor6 herencia Mendeliana en los loci Hco22, Hco47-1,
Hco47-2, Hco97, Hcol94, Hka3 y Hka56. Los genotipos de Hco97, Hcol194, Hka3 y
Hka56 se segregaron de acuerdo a las proporciones 1:1. Los genotipos de Hc022 y Hco47-1
se segregaron de acuerdo a las proporciones 1:2:1. Los genotipos de Hco47-2 se segregaron
de acuerdo a las proporciones 1:1:1:1, donde los dos padres fueron heterocigotos pero

compartian un alelo en comun. En Hcol5 y Hcol6 la descendencia provino de padres
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homocigotos con genotipos idénticos. En el caso de Hcol9 las proporciones genotipicas
observadas y esperadas se ajustaron cuando se asumi6 que el macho portaba un alelo nulo
(Tabla VI). En esta familia se detect6d una larva con genotipos diferentes a los esperados de
los progenitores en los loci Hco19, Hco22 y Hka3 (Fig. 11). Al revisar los genotipos de este
individuo pudimos corroborar que se trataba de una larva de la familia C y que por error se

habia mezclado con las larvas de la familia B.

Tabla VI. Segregacion de loci de microsatélites en larvas de Haliotis corrugata de la familia
B.

Genotipos de Numero de genotipos observados en cada clase x P
progenitores genotipica®
Locus Hembra Macho
Hcol5 222/222 222/222 222/222 0 1
31(31)
Hcol6 212/212 212/212 212/212 0 1
31(31)
Hco19® 164/174 162/162 164/164 162/164  162/174  174/174 NR -
10(0) 6(15) 6(15) 8(0)

Hcol9° 164/174  nulo/162  nulo/164  162/164  162/174 nulo/174 1467  0.689
10(7.5) 6(7.5) 6(7.5) 8(7.5)

Hco22 212217 212217 212212 212217 217/217 1200 0.549
5(7.5) 16(15)  9(7.5)

Hcod7-1  241/248  241/248  241/241  241/248  248/248 0.600  0.741
9(7.5) 15(15)  6(7.5)

Hcod7-2  330/334  334/338  330/334  334/334  330/338  334/338  4.667  0.198
9(7.5) 775 11(71.5)  3(7.5)

Hco97 203/204  201/201  201/203  201/204 0.034  0.853
14(14.5)  15(14.5)

Hco194 198/198  196/198  196/198  198/198 0533 0.465
17(15) 13(15)

Hka3 266282 272/272 2661272 272/282 0533 0.465
17(15) 13(15)

Hkas6 242244 244244 242244 244244 0133 0715
16(15) 14(15)

% Frecuencias esperadas de acuerdo a segregacién Mendeliana entre paréntesis, °;

Frecuencias observadas en Hcol9, ©; Frecuencias corregidas de Hcol9, asumiendo la
presencia de alelos nulos. NR; Anélisis no realizado por la aparicion de clases genotipicas
no esperadas.
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Figura 11. Genotipos multilocus de una misma larva (flecha negra) de la familia C,

detectada en la familia B.

5.2.1.3. Familia C

En la familia C se corrobord herencia Mendeliana en los loci Hcol9, Hco22.

Hco47-2, Hcol94 y Hka3. Los genotipos de Hco22, Hco47-2, Hcol94 y Hka3 se

segregaron de acuerdo a las proporciones 1:1. Los genotipos de Hcol19 se segregaron de

acuerdo a las proporciones 1:1:1:1, donde los dos padres fueron heterocigotos para alelos

distintos. En Hcol5, Hcol6, Hco97 y Hka56, la descendencia provino de padres

homocigotos con genotipos idénticos. En el caso de Hco47-1 las proporciones genotipicas

observadas y esperadas se ajustaron cuando se asumi6 que el macho portaba un alelo nulo
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(Tabla VII). En esta familia también se observo una larva con tres alelos en los loci Hco19

y Hka3, presentando los dos alelos de la madre y uno del padre (Fig. 12).

Tabla VII. Segregacion de loci de microsatélites en larvas de Haliotis corrugata de la familia
C.

Genotipos de Numero de genotipos observados en cada clase x P
progenitores genotipica®

Locus Hembra Macho

Hcol5 222/222 222/222 222/222 0 1
31(31)

Hcol6 212/212 212/212 212/212 0 1
31(31)

Hcol9 168/182 166/176 166/168 168/176  166/182  176/182 1.903 0.593
5(7.95) 7(7.5) 11(7.5) 7(7.95)

Hco22 212/212 212/223 212/212 212/223 2.133 0.144
19(15) 11(15)

Hcod7-1°  242/248 248/248 242/242 242/248  248/248 NR -

5(0) 9(15) 16(15)

Hco47-1°  242/248 nulo/248  nulo/242 242/248 nulo/248, 248/248 1.2 0.549
5(7.5) 9(7.5) 16(15)

Hco47-2 338/338 330/344 330/338 338/344 0.862 0.353
17(14.5) 12(14.5)

Hco97 201/201 201/201 201/201 0 1
31(31)

Hco194 198/198 196/198 198/198 196/198 0.533 0.465
14(15.5) 17(15.5)

Hka3 277/300 238/238 277/238 238/300 0.034 0.853
15(14.5) 14(14.5)

Hka56 244/244 244/244 244/244 0 1
32(32)

% Frecuencias esperadas de acuerdo a segregacién Mendeliana entre paréntesis, °

Frecuencias observadas en Hco47-1, ©; Frecuencias corregidas de Hco47-1, asumiendo la
presencia de alelos nulos. NR; Andlisis no realizado por la aparicion de una clase
genotipica no esperada.

3
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Figura 12. Genotipos de la misma larva en la familia C, con tres alelos (flecha negra) en
dos loci diferentes.
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5.3. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL DE H. corrugata
5.3.1. Analisis de tallas
5.3.1.1. Diferencias entre localidades

Mediante una prueba no parametrica de Kruskal-Wallis (datos no normales), se
observé que existen diferencias entre las distribuciones de las tallas de algunas localidades
(Tabla VIII). La media de San Clemente Island fue diferente de la media de Isla Cedros, La
Bocana y San Juanico (P < 0.05), pero no de la media de Isla Natividad. La media de Isla
Cedros fue diferente de la media de todas las localidades. La media de Isla Natividad solo
fue diferente de las medias de Isla Cedros y San Juanico. La media de San Juanico fue

diferente a la de todas las localidades (Figura 13).

Tabla VIII. Prueba de Kruskal-Wallis: H (4, N= 327) =121.6486 P = 0.000. Valores de P
para comparaciones multiples (2 colas), en negritas las diferencias significativas.
SCI IC IN LB SJ

R:183.29 R:242.79 R:167.67 R:136.26 R:53.787

SCI 0.001966 1.000000 0.032515 0.000000
IC 0.000026 0.000000 0.000000
IN 0.493208 0.000000
LB 0.000037
SJ

SCI; San Clemente Island, IC; Isla Cedros, IN; Isla Natividad, LB; La Bocana y SJ; San
Juanico.
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Figura 13. Grafico de Caja con bigotes para las medias de longitud de concha de las
localidades San Clemente Island (1), Isla Cedros (2), Isla Natividad (3), La Bocana (4) y
San Juanico (5).

5.3.1.2. Diferencias entre sexos

A través de una prueba “t de Student” se determind que no existen diferencias entre
las medias de tallas entre machos y hembras de H. corrugata de la localidad Isla Cedros (t
=-0.107, P =0.915), (Fig. 14).
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Figura 14. Grafico del promedio de la longitud de concha por sexo para la muestra de Isla
Cedros. 1; Hembras, 2; Machos.
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5.3.2. Analisis genético
5.3.2.1. Diversidad genética

La mayoria de los loci estuvieron en EHW, a excepcion del locus Hco47-1 para
todas las localidades y HCo19 en Isla Natividad (P < 0.007). En ambos loci, el desequilibrio
fue causado por un déficit de heterocigotos. Basandonos en las desviaciones del EHW del
locus Hco47-1 y determinacion de herencia Mendeliana (seccion anterior), se sospechd la
presencia de alelos nulos en este locus. Los estimados de las frecuencias de alelos nulos en
Hco47-1 por localidad (0.143 en San Clemente Island, 0.093 en Isla Cedros, 0.136 en Isla
Natividad, 0.149 en La Bocana y 0.084 en San Juanico) obtenidos con MICRO-CHECKER
confirmaron este hecho y debido a la influencia potencial de los alelos nulos en los
resultados globales, Hco47-1 fue excluido de los andlisis subsecuentes.

En cualquier locus, los dos alelos mds comunes se compartieron entre todas las
localidades, pero algunos loci mostraron diferencias importantes en sus frecuencias alélicas.
Los loci Hco22, Hcol94 y HkaS6 mostraron mayores diferencias entre San Clemente
Island y las localidades mexicanas que Hcol5, Hcol6 y Hco97, que fueron mas
homogéneos. El locus HCco19 mostro las diferencias méds marcadas en frecuencias de los
alelos comunes entre la mayoria de las localidades (Fig. 15).

La diversidad genética promedio en abulon amarillo oscilé de 6.571-8.857 para Na,
2.892-3.342 para Nga y 0.500-0.586 para Hp (Tabla IX). Se observd diferenciacion
genética entre San Clemente Island y las localidades mexicanas para Na (P < 0.001), pero

no se observaron diferencias para Nga (P =0.953) 6 Ho (P = 0.937).
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Figura 15. Frecuencias alélicas de Haliotis corrugata con siete microsatélites en cinco
localidades: San Clemente Island (SCI), Isla Cedros (IC), Isla Natividad (IN), La Bocana
(LB y San Juanico (SJ). Los loci Hcol15 y Hco19 tinicamente muestran los cinco alélos més
comunes de 28 y 26 alelos, respectivamente.
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Tabla IX. Diversidad genética de Haliotis corrugata, usando siete microsatélites en cinco localidades: San
Clemente Island (SCI), Isla Cedros (IC), Isla Natividad (IN), La Bocana (LB) y San Juanico (SJ). Los simbolos
son: Tamafio de muestra (n), Numero de alelos (Np), Numero de alelos efectivos (Nga), Heterocigosidades

observadas (Ho), Heterocigosidades esperadas (Hg), y probabilidades de pruebas exactas de Fisher (P).

Locus Localidades
SCI IC IN LB SJ
Hcol5 n 48 47 48 48 48
Na 10 13 13 18 16
Nea 2.258 2.621 2.941 2.825 3.195
Ho 0.563 0.638 0.708 0.667 0.667
He 0.563 0.625 0.667 0.653 0.694
P 0.677 0.572 0.975 0.808 0.271
Hcol6 n 48 48 48 48 48
Na 4 5 8 8 6
Nea 2.255 1.943 2.219 2.324 2.081
Ho 0.521 0.521 0.583 0.583 0.500
He 0.562 0.491 0.555 0.576 0.525
P 0.609 0.540 0.666 0.185 0.765
Hcol9 n 48 47 48 48 48
Na 16 18 17 20 17
Nea 8.913 8.431 7.564 9.719 6.658
Ho 0.854 0.894 0.833 0.792 0.896
He 0.897 0.891 0.877 0.907 0.859
P 0.166 0.199 0.001* 0.016 0.997
Hco22 n 46 47 48 48 48
Na 4 4 4 4 4
Nea 2.377 3.133 3.053 3.317 3.062
Ho 0.652 0.638 0.750 0.771 0.708
He 0.586 0.688 0.680 0.706 0.680
P 0.824 0.067 0.881 0.851 0.881
Hco97 n 47 48 48 47 48
Na 7 7 8 6 7
Nea 1.755 1.619 1.818 1.722 1.816
Ho 0.468 0.375 0.396 0.319 0.417
He 0.435 0.386 0.455 0.424 0.454
P 0.299 0.067 0.201 0.018 0.018
Hco194 n 47 47 48 45 48
Na 2 2 2 2 2
NEa 1.235 1.614 1.492 1.471 1.729
Ho 0.170 0.298 0.292 0.356 0.354
He 0.192 0.384 0.333 0.324 0.426
P 0413 0.136 0.394 0.664 0.306
Hka56 n 48 48 48 48 48
Na 3 4 5 4 5
Nea 1.453 1.905 1.813 2.013 2.077
Ho 0.271 0.375 0.438 0.458 0.563
He 0.315 0.480 0.453 0.509 0.524
P 0.202 0.009 0.821 0.418 0.327
Mean n 47.43 47.43 48 47.43 48
Na 6.571 7.571 8.143 8.857 8.143
Nea 2.892 3.038 2.986 3.342 2.945
Ho 0.500 0.534 0.571 0.564 0.586
He 0.507 0.564 0.574 0.586 0.595

*Desviaciones significativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (P < 0.007), después de Bonferroni.
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5.3.2.2. Diferencias entre localidades

El AMOVA global mostr6 diferenciacion genética baja entre poblaciones (Fst =
0.007) pero altamente significativa (P < 0.001). Un andlisis de Fsr pareados indicé que San
Clemente Island fue la que contribuyd a tal diferenciacion por que se observaron
diferencias significativas (P < 0.008) entre San Clemente Island y cada una de las
localidades mexicanas, pero no entre las localidades mexicanas (Tabla X). EI AMOVA
jerarquico indico que 2.26% (Fst = 0.021, P < 0.001) de la variacidon genética se presentd
entre San Clemente Island y el grupo mexicano, sin diferenciacion significativa entre
poblaciones dentro del grupo mexicano (Tabla XI). Los loci que dieron soporte a la
estructura poblacional fueron el Hcol9, Hco22, Hco194 y HkaS6. La estructura genética
poblacional en el abulon amarillo también fue sustentada por un dendrograma UPGMA,
donde la division entre San Clemente Island y las localidades mexicanas tuvieron un
soporte de 100% de “bootstrap”. Valores menores al 50% de bootstrap no dieron soporte a
un patrén especifico de agrupamiento en las ramas de las localidades mexicanas (Fig. 16).

La diferenciacion genética altamente significativa fue sustentada por los estimados
de poder estadistico obtenidos con POWSIM, cuando se usaron 48 individuos por localidad
(Fig. 17a) y siete loci (Fig. 17b). Aun cuando Hco47 fue eliminado, el poder estadistico

para detectar diferenciacion genética permanecid alto (99.99-100%).
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Tabla X. Estimados de Fst pareados entre localidades (arriba de la diagonal) y sus valores
de P respectivos (debajo de la diagonal). Localidades: San Clemente Island (SCI), Isla
Cedros (IC), Isla Natividad (IN), La Bocana (LLB), y San Juanico (SJ).

SCI IC IN LB SJ

SCI 0.018 0.020 0.019 0.031
IC  0.001* —0.003 —0.003 —0.001
IN  0.000* 0.767 —0.001 —0.001
LB 0.000* 0.810 0.541 —0.003

SJ  0.000* 0.623 0.595 0.835
*Valores P (de cada Fsr) significativos (P < 0.008) después de la prueba de ajuste
secuencial de Bonferroni.

Tabla XI. Resultados del AMOVA jerarquico de diferencias poblacionales con siete loci en
dos grupos: (1) Localidad de E.U. (San Clemente Island) y (2) Localidades mexicanas (Isla
Cedros, Isla Natividad, La Bocana y San Juanico).

Fuente de variacion Suma de cuadrados Componentes de Porcentaje de
varianza variacion
Entre grupos 8.552 0.04501 2.26
Entre poblaciones 4917 —0.00328 —-0.16
dentro de grupos

Dentro de poblaciones 927.969 1.95362 97.91
Total 941.438 1.99535
Indices de Fijacion Fst ?=0.02091 P =0.00079*

Fsc "= —0.00168 P =0.85416

Fcr = 0.02256 P =0.20069

* Indice de fijacion de las subpoblaciones en relacion a la poblacién total, °; Indice de
fijacion de las subpoblaciones en relacion a las agrupaciones regionales, °; Indice de
fijaciéon de las agrupaciones regionales en relacion a la poblacion total. *Pruebas de
significancia después de 10,100 permutaciones.



62

San Clemente Island

0.01

Isla Cedros
— 0.354
Isla Natividad
1.000
La Bocana
— 0.291
San Juanico

Figura 16. Dendrograma UPGMA de las relaciones entre muestras basado en las distancias
de Reynolds. Los valores de las ramas se sustentaron en 5,000 réplicas bootstrap.
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5.3.2.4. Aislamiento por distancia y flujo genético

Se encontro correlacion significativa entre distancias genéticas y geograficas en el
analisis de aislamiento por distancia (r = 0.929, P < 0.05). Sin embargo cuando se excluy6
a San Clemente Island, el modelo de aislamiento por distancia no fue soportado por las
localidades mexicanas (r = 0.410, P > 0.05).

La conectividad entre San Clemente Island y cada una de las localidades mexicanas
fue limitada, el nimero de migrantes (Nm) vari6 entre 1 y 7, mientras que el numero de
migrantes entre localidades mexicanas fue muy elevado (Nm = ~1 x 10%). El estimado de
flujo genético obtenido por medio de frecuencias de alelos exclusivos entre San Clemente

Island y las poblaciones mexicanas fue igualmente bajo (Nm = 19).

5.4. CONECTIVIDAD ENTRE DOS LOCALIDADES

5.4.1. Definicion de grupos de edad

La asignacion de grupos de edad para juveniles de El Riito y La Bocana se puede apreciar
en la Tabla XII. Como se puede observar la localidad de El Riito estuvo conformada en su
mayoria por juveniles del grupo de edad I (n = 35), mientras que La Bocana estuvo
conformada en su mayoria por juveniles del grupo de edad I (n =37) y III (n = 19). Con
base en la representatividad de los tamafos de muestra (n), se decidi6 incluir solo a los
juveniles del grupo I de El Riito y juveniles del grupo II de La Bocana, en el analisis

genético.
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Tabla XII. Composicion de grupos de edad por tallas en juveniles de
H. corrugata de El Riito y La Bocana.

Grupo de Intervalo de
edad Tallas (cm) Frecuencia
El Riito La Bocana
0+ 0.25-1.4 1
I 1.5-33 35 2
II 34-58 6 37
I 5.9-8.2 9 19
v 8.3+ 5
Total 51 63

5.4.2. Analisis genético
5.4.2.1. El Riito

De un total de 46 adultos (30 con marca y 16 sin marca) se obtuvieron 40 extractos
de ADN (28 adultos con marca y 12 sin marca), mientras que de 60 juveniles se obtuvieron
57 extractos de ADN. De los 40 extractos de ADN de adultos solo 26 (23 de adultos con
marcas y 3 de adultos sin marca) amplificaron exitosamente en los ocho loci analizados. En
el caso de juveniles solo 38 de 57 extractos de ADN amplificaron en todos los loci (Tabla

XII0).

5.4.2.2. La Bocana

De un total de 63 juveniles se obtuvieron 58 extractos de ADN, debido a que no se
obtuvo ADN de cinco muetras de hemolinfa. En total se obtuvieron 48 extactos de ADN de
adultos y 58 de juveniles. De los 48 extractos de ADN de adultos 44 amplificaron en los
ocho loci y de los 58 extractos de ADN de juveniles 51 amplificaron en todos los loci

(Tabla XIII).
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Tabla XIII. Tamafio de muestra (n) de adultos y juveniles de H. corrugata, namero de
individuos de los cuales se extrajo ADN y niimero de individuos en los que se amplificaron
los ocho loci via PCR.

Localidad
El Riito La Bocana
AT ACM ASM Juveniles Adultos Juveniles
(n) 46 30 16 60 48 63
ADN extraido 40 28 12 57 48 58
ADN amplificado 26 23 3 38 44 51

AT; Adultos totales, AC; Adultos con marca, ASM; Adultos sin marca.

Frecuencias alélicas

En el analisis de adultos y juveniles totales de la localidad de EI Riito se pudo
apreciar que las frecuencias alélicas en la mayoria de los loci fueron muy parecidas, incluso
cuando se compararon las frecuencias alélicas de adultos a las de juveniles del grupo de
edad I, no se apreciaron diferencias marcadas, excepto en Hka3 (Fig. 18a,b,c).

De igual forma que en El Riito, las frecuencias alélicas entre adultos y juveniles de
La Bocana no difirieron mucho, siendo en algunos loci (Hco19, Hco97 y Hka56) muy
parecidas las frecuencias de adultos y juveniles totales o juveniles del grupo de edad II
(Fig. 19a,b,c). Las mayores diferencias en frecuencias alélicas entre adultos y juveniles de
La Bocana se observaron nuevamente en el locus Hka3. Este locus presenté un elevado
polimorfismo en ambas localidades, su elevado polimorfismo no obstante de
proporcionarnos una mayor resolucion en la identidad de cada muestra, pudo verse sesgado

por los tamafios de muestra de adultos y juveniles en ambas localidades.
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Figura 18a. Frecuencias alélicas en adultos y juveniles de El Riito (loci Hcol5, Hcol6 y
Hco19). Del lado izquierdo se encuentran las frecuencias de adultos y juveniles totales y
del lado derecho las frecuencias de adultos y juveniles del grupo de edad I.
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Figura 18b. Frecuencias alélicas en adultos y juveniles de El Riito (loci Hco22, Hco97 y
Hco194). Del lado izquierdo se encuentran las frecuencias de adultos y juveniles totales y
del lado derecho las frecuencias de adultos y juveniles del grupo de edad 1.
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Figura 18c. Frecuencias alélicas en adultos y juveniles de El Riito. En la parte superior

(Hka3) o lado izquierdo (Hka56) se encuentran las frecuencias de adultos y juveniles
totales y en la parte inferior (Hka3) o lado derecho (Hka56) se encuentran las frecuencias

de adultos y juveniles del grupo de edad I.
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Figura 19a. Frecuencias alélicas en adultos y juveniles de La Bocana (loci Hcol5, Hcol6 y
Hco19). Del lado izquierdo se encuentran las frecuencias de adultos y juveniles totales y
del lado derecho las frecuencias de adultos y juveniles del grupo de edad II.
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Figura 19b. Frecuencias alélicas en adultos y juveniles de La Bocana (loci Hco22, Hco97 y
Hco194). Del lado izquierdo se encuentran las frecuencias de adultos y juveniles totales y
del lado derecho las frecuencias de adultos y juveniles del grupo de edad II.
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Figura 19c. Frecuencias alélicas en adultos y juveniles de La Bocana. En la parte superior

(Hka3) o lado izquierdo (Hka56) se encuentran las frecuencias de adultos y juveniles
totales y en la parte inferior (Hka3) o lado derecho (Hka56) se encuentran las frecuencias

de adultos y juveniles del grupo de edad II.
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Diversidad genética

En ambas localidades, en 5 de 8 loci, se aprecié un mayor nimero de alelos por
locus (Na) en las muestras de juveniles totales en comparacion a los adultos de la misma
localidad: El Riito (Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco194 y Hka3) y La Bocana (Hcol5, Hco97,
Hco194, Hka3 y Hka56). Después de considerar Ginicamente las muestras de juveniles del
grupo [ y II en El Riito y La Bocana (respectivamente), éste comportamiento en Np fue
menos marcado, 4 de 8 loci en El Riito (Hcol5, Hcol6, Hcol94 y Hka3) y 2 de 8 en La
Bocana (Hcol194 y Hka56) (Tabla XIV). Tales diferencias genéticas en No no fueron
significativas entre adultos y juveniles del grupo I de El Riito (P = 0.104), ni entre adultos y
juveniles del grupo II de La Bocana (P = 0.593). En términos de Ho, cuando se compararon
adultos y juveniles totales se observdo un mayor nimero de heterocigotos en juveniles
totales que en adultos en 4 de 8 loci de El Riito (Hcol5, Hcol6, Hco22 y Hcol94) y La
Bocana (Hc022, Hco97, Hco194 y Hka56). Cuando se consideraron solo los juveniles de
los grupos I y II de El Riito y La Bocana (respectivamente), El Riito mostré6 un mayor
nimero de heterocigotos en juveniles del grupo I, en tres loci (Hco16, Hco22 y Hcol94) y
La Bocana siguié mostrando un mayor nimero de heterocigotos en los mismos loci
(Hco22, Hco97, Hecol194 y Hka56) (Tabla XIV). Sin embargo, tales diferencias en Ho no
fueron significativas entre adultos y juveniles del grupo I de El Riito (P = 0.792), ni entre
adultos y juveniles del grupo II de La Bocana (P = 0.809).

Después del ajuste secuencial de Bonferroni, todos los loci de ambas localidades se
encontraron en EHW (P > 0.006) (Tabla XIV). Después de analizar estos loci con MICRO-

CHECKER, se confirmo¢ la existencia de alelos nulos en Hcol9 y Hco97. Las frecuencias
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de alelos nulos en Hco19 fueron de 0.086 en la muestra de juveniles del grupo I de El Riito
y 0.056 en la muestra de adultos de La Bocana. En Hc097 la frecuencia de alelos nulos fue
de 0.071 en la muestra de adultos de La Bocana. En el locus Hka3 también se detectaron
alelos nulos con una frecuencia de 0.031 en la muestra de juveniles del grupo I de El Riito,
sin embargo MICRO-CHECKER no consider6 esta frecuencia como evidencia significativa
de alelos nulos y por lo mismo no comput6 sus frecuencias ajustadas.

Después del ajuste secuencial de Bonferroni se observé desequilibrio de ligamiento
en 18 de 28 pares de loci de la muestra de adultos de El Riito (P < 0.007) y en 4 de 28 pares
de loci de la muestra de juveniles del grupo I de El Riito (P < 0.006). Sin embargo no se
aprecio desequilibrio de ligamiento en la muestra de adultos de La Bocana (P < 0.009), ni

en la muestra de juveniles del grupo II de La Bocana (P < 0.142) (Tabla XV).
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Tabla XIV. Estimadores de diversidad genética en adultos y juveniles de El Riito y La
Bocana. (n), Tamano de muestra; Na, Numero de alelos; Hg, Heterocigosidad esperada; Ho,
Heterocigosidad observada.

Locus El Riito La Bocana

Adultos Juveniles Juv.gpo. 1 Adultos Juveniles Juv. gpo. 11
Hcol5s
n) 31 47 33 48 56 37
Na 11 13 12 18 20 15
He 0.642 0.597 0.531 0.653 0.645 0.570
Ho 0.548 0.596 0.546 0.667 0.607 0.622
P 0.129 0.741 0.468 0.859 0.287 0.867
Hcol6
(n) 33 52 35 48 58 37
Na 4 7 7 8 7 5
He 0.543 0.570 0.587 0.576 0.521 0.497
Ho 0.606 0.654 0.657 0.583 0.569 0.568
P 0.888 0.775 0.818 0.179 0.493 0.473
Hcol9
(n) 40 49 34 48 55 37
Na 16 19 13 20 17 16
He 0.881 0.887 0.879 0.907 0.871 0.869
Ho 0.925 0.735 0.706 0.792 0.727 0.757
P 0.329 0.007 0.007 0.044 0.039 0.339
Hco22
(n) 38 57 35 48 57 37
Na 4 4 4 4 4 4
He 0.692 0.651 0.678 0.706 0.692 0.679
Ho 0.632 0.667 0.714 0.771 0.807 0.811
P 0.542 0.934 0.944 0.858 0.015 0.043
Hco97
(n) 33 46 32 47 56 37
Na 9 8 8 6 9 6
He 0.498 0.467 0.506 0.424 0.466 0.464
Ho 0.424 0.413 0.406 0.319 0.429 0.405
P 0.177 0.051 0.019 0.017 0.148 0.096
Hco194
n) 29 52 35 45 55 35
Na 2 3 3 2 3 3
He 0.267 0.383 0.380 0.324 0.372 0.395
Ho 0.241 0.327 0.343 0.356 0.400 0.457
P 0.521 0.139 0.248 0.663 1.000 0.732
Hka3
(n) 30 42 32 48 57 37
Na 40 52 44 52 60 46
He 0.981 0.984 0.983 0.984 0.988 0.986
Ho 0.933 0.929 0.906 0.958 0.930 0.946
P 0.212 0.040 0.146 0.329 0.181 0.124
Hka56
(n) 32 48 33 48 55 37
Na 5 5 4 4 6 5
He 0.550 0.469 0.491 0.509 0.536 0.514
Ho 0.594 0.354 0.394 0.458 0.564 0.541

P 0.766 0.119 0.259 0.401 0.339 0.365
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Tabla XV. Desequilibrio de ligamiento en 8 de 28 pares de loci, para las muestras de
adultos y juveniles de H. corrugata de El Riito y La Bocana, gpos. I, II, respectivamente.
El Riito La Bocana

Pares de loci Adultos Juv. gpo. 1 Adultos Juv. gpo 11
Hcol5-Hcol6 * - - -
Hcol5-Hco19 ok - -
Hcol5-Hco194
Hcol5-Hco97
Hcol5-Hka3
Hcol5-Hka56
Hcol6-Hco194
Hcol6—Hco22
Hcol6-Hco97
Hcol6-Hka3
Hcol6-Hka56 - - -
Hcol9-Hka3 * - -
Hco22—-Hco97
Hco22-Hco194
Hco22—-Hka56
Hco97-Hco194
Hco97-Hka3
Hco97-Hkas6
Hco194-Hka56
Hco194-Hka3 -

Juv. gpo.; Juveniles del grupo de edad I ¢ II., *; (P < 0.007), **; (P < 0.006), —; no
significativo.

k%

¥ OK K X ¥ X % ¥ ¥ |

¥ Ok K X ¥ % % * |

5.4.3. Diferenciacion genética entre adultos y juveniles de la misma localidad

Previo a los analisis de diferenciacion genética se ajustaron las frecuencias alélicas
de Hcol9 y Hco97 considerando la presencia de alelos nulos en las muestras de juveniles
del grupo I de El Riito (Hco19) y adultos de La Bocana (Hco19 y Hco97).

Los andlisis de AMOVA global mostraron que no habia diferencias entre adultos y
juveniles totales, ni entre adultos y juveniles del grupo I de El Riito 6 adultos y juveniles

del grupo II de La Bocana (Tabla XVI).
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Tabla XVI. Estimados de Fst y valores de P (50,175 permutaciones) de AMOVAs globales
entre adultos y juveniles de El Riito y La Bocana con ocho y siete loci (excluyendo Hka3).

El Riito La Bocana
Adultos Adultos
Fst P Fst P

8 loci
Juveniles totales -0.002 1 -0.004 1
Juveniles (gpo. I) -0.003 1
Juveniles (gpo. II) -0.003 1
7 loci (sin Hka3)
Juveniles totales -0.003 0.999 -0.005 1
Juveniles (gpo. I) -0.004 1
Juveniles (gpo. II) -0.003 1

5.4.4. Diferenciacion genética entre localidades

Los andlisis de Fst pareados con ocho y siete loci, entre las muestras de ambas
localidades mostraron lo siguiente: (1) no existen diferencias genéticas dentro de cada
localidad, en refuerzo al analisis anterior, (2) no existen diferencias entre muestras de
adultos de El Riito y La Bocana y (3) no existen diferencias entre juveniles del grupo I de

El Riito y juveniles grupos II de La Bocana (Tabla XVII).

Tabla XVII. Estimados de Fst pareados, arriba de la diagonal, y valores de P respectivos
(10,100 permutaciones) debajo de la diagonal, entre adultos y juveniles de El Riito y La
Bocana con ocho (parte superior) y siete loci (parte inferior).

ER Adultos ERJ gpo 1 LB Adultos LBJ gpo II
8 loci
ER Adultos -0.017 -0.032 -0.030
ERJ gpo I 0.985 -0.007 -0.006
LB Adultos 1 0.997 -0.003
LBJ gpo II 1 0.972 0.830
7 loci (sin Hka3)
ER Adultos -0.017 -0.029 -0.025
ERJ gpo 1 0.987 -0.009 -0.007
LB Adultos 1 0.999 -0.004
LBJ gpo 11 0.999 0.949 0.886

ER, EI Riito; LB, La Bocana; J gpo I, II, juveniles de grupos de edad I y II.
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Por ultimo el AMOVA jerarquico con ocho loci mostr6é que la variacion encontrada
entre grupos fue mucho menor a la encontrada entre poblaciones dentro de grupos, lo que
significa que existe una mayor variacion hacia el interior de las localidades que entre ellas,
no existiendo diferencias en frecuencias alélicas entre El Riito y La Bocana. Al excluir el
locus Hka3 del AMOVA jerarquico, la variacion genética tuvo el mismo comportamiento

(Tabla XVIII).

Tabla XVIIL Indices de fijacion de AMOVA jerarquicos con ocho y siete loci, y pruebas de
signficancia P (50,175 permutaciones).

8 loci 7 loci (sin Hka3)
Indices de fijacion P P
Fsr= -0.0036 0.9779 -0.0058 0.9964
Fsc= -0.0028 0.9053 -0.0041 0.9402
Fcr= -0.0008 0.7530 -0.0017 0.9160

Fsr; variacion entre poblaciones dentro de la poblacion, Fsc; variacion entre poblaciones
dentro de grupos, Fcr; variacion entre grupos.
5.4.5. Andlisis de parentesco en El Riito

En un analisis exploratorio de la diversidad genética, contenido de informacion
polimorfica (PIC) y frecuencias de alelos nulos se apreciaron cinco loci candidatos (Hcol5,
Hcol6, Hco19, Hco22 y Hka56) para el analisis de parentesco. Estos fueron seleccionados
por que presentaron frecuencias de alelos nulos menores a 0.05 y por que presentaron
equilibrio de Hardy-Weinberg (EWH). Los loci Hc097 y Hco194, fueron descartados por
que presentaron frecuencias de alelos nulos de 0.083 y 0.079, respectivamente. El locus
Hka3 a pesar de presentar el mas elevado PIC (0.977), también fue descartado por que no

se pudo determinar si presentaba EHW y por que sus lecturas de genotipos daban margen a
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errores por un efecto conjunto de elevado polimorfismo y una corrida electroforética no
homogénea (Tabla XIX).

El comportamiento general de las probabilidades de exclusion de falsos padres
mostrd un incremento conforme se incluian loci al analisis de parentesco, llegando a una

probabilidad cercana a uno (P = 0.996), después de incluir los cinco loci (Fig. 20).

Tabla XIX. Caracterizacion genética de los loci candidatos para el analisis de parentesco.
Tamano de muestra (n), nimero de alelos (Na), contenido de informacién polimoérfica
(PIC), Heterocigosidades observadas (Ho) y esperadas (Hg), frecuencias de alelos nulos (f
nulos) y pruebas de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Locus n Na PIC Ho He f nulos EHW
Hcol5 78 17 0.588 0.577 0.613 0.015 NS
Hcol6 85 7 0.495 0.635 0.557 -0.072 NS
Hcol9 89 20 0.869 0.820 0.884 0.033 NS
Hco22 95 4 0.600 0.653 0.667 0.012 NS
Hco97 79 11 0.452 0.418 0.478 0.083* NS
Hco194 81 3 0.287 0.296 0.343 0.079%* NS
Hka3 72 70 0.977 0.931 0.984 0.025 NR
Hkas6 80 6 0.429 0.450 0.500 0.046 NS

*; frecuencias de alelos nulos mayores a 0.05, NS; no sigfinificativas, NR; no realizada
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Figura 20. Probabilidades de exclusion de falsos padres en la asignacién de juveniles a
adultos de El Riito.
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Empleando cinco loci (Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22 y Hka56), en el analisis de
parentesco, se obtuvieron7 asignaciones con genotipos multilocus completos y valores de
LOD > 3. Los siete juveniles (J27, J29, J30, J35, J40, J51 y J55) fueron asignados a 10
adultos con marcas (ACM3, ACM11, ACM28, ACMS59, ACM61, ACM90, ACM9S,

ACM96, ACM101 y ACM120) y dos sin marca (ASM18 y ASM19) (Tabla XX, Fig. 21).

Tabla XX. Analisis de parentesco en El Riito con cinco loci, en donde los juveniles
fueron asignados a una pareja de adultos con marca y/o sin marca como posibles
padres.

Juveniles Padres potenciales LOD Probabilidades de no
asignados exclusion

127 ACM101, ASM19 7.7 2.68X10™

J29 ACMI11, ACM120 6.26 8.35X107

J30 ACM90, ACM95 4.65 1.76X107

J35 ACM3, ACM59 5.14 1.31X107

J40 ACMI11, ACM3 4.25 2.82X107

J51 ACM28 ASM18 6.11 2.68 X107

J55 ACM61, ACM96 5.87 5.46X107

J; juveniles, ACM; adultos con marca, ASM; adultos sin marca

Las probabilidades de no exclusion para cada par de padres por juvenil nos
indicaron las probabilidades de que ninguno de los alelos en los cinco loci, provinieran de
los padres seleccionados arbitrariamente. Por lo tanto estos valores fueron un fuerte
indicador de que estos loci fueron efectivos en la asignacion de parentesco. De esta forma
los padres mas exitosos en dejar descendencia serian ACM3 y ACMI11 con dos juveniles

cada uno (Tabla XX, Fig. 21).



Hcol6, Hco22 y Hka56

Figura 21. Parejas de padres obtenidas a través del analisis de parentesco con tres, cuatro y
cinco loci. En cuadrados los adultos de H. corrugata trasplantados (marcados), en elipses
los adultos residentes (no marcados) y en circulos los juveniles. Cada niumero denota el
secuencial de la marca en el caso de los adultos trasplantados 6 el sucesivo de colecta en el
caso de adultos residentes y juveniles. En color gris las asignaciones que prevalecieron
después del analisis de cinco loci.
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Los resultados del andlisis de parentesco en EIl Riito, bajo la consideracion de
genotipos multilocus completos en cinco loci, nos indicaron un éxito en la asignacion de
padres a juveniles del 41.4% (12 de 29 adultos). Si se considerara el total de padres
colectados, el éxito en la asignacién seria del 26.1% (12 de 46 adultos). Pero si se tomara
en cuenta el numero de adultos trasplantados en el nicleo entonces este éxito se reduciria a
un 4.5% (12 de 267 adultos), sin considerar la presencia de adultos que ya existian en El
Riito. En relacion a los juveniles, solo el 16.3% (siete de 43 juveniles) fueron asignados a
adultos provenientes de El Riito. Entonces podriamos decir con base a los genotipos
completos en cinco loci, que solo una baja proporcion de juveniles provino del mismo

banco.
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6. DISCUSION

6.1. OBTENCION DE MICROSATELITES EN H. corrugata

De los ocho microsatélites empleados en la amplificacion cruzada tres de H.
kamatschatkana (50%) y ninguno de H. fulgens (0%) se pudieron optimizar en H.
corrugata. En general estos porcentajes de éxito en la optimizacion son parecidos a los
reportados (0-60%) en la amplificacion cruzada de 21 microsatélites de H. rubra en 12
especies de abulon (Evans et al., 2001). Las diferencias en la eficiencia de la amplificacion
cruzada de microsatélites de dos especies diferentes podria deberse a diferencias en el
niumero de microsatélites empleados (6 de H. kamatschatkana y 2 de H. fulgens) o a
diferencias en distancias filogenéticas entre las especies. Tocante al primer punto a pesar de
que en el presente estudio se probaron solo dos microsatélites de H. fulgens, ya se habia
reportado previamente que de los ocho microsatélites obtenidos en dicha especie cinco
(62.5%) amplificaban en H. corrugata (Cruz et al., 2005). Sin embargo en el trabajo de
Cruz y colaboradores no se demostro la utilidad (consistencia y polimorfismo), de los cinco
microsatélites que amplificaron en H. corrugata. Al respecto, Evans et al. (2001),
mencionan que no obstante la importancia de probar los marcadores moleculares en
especies relacionadas, el determinar si se puede amplificar un producto de tamafio similar
en otras especies no necesariamente sugiere que el marcador sera util para esta especie,
sobre todo por que las amplificaciones cruzadas en estos estudios se hacen con tan solo 3—5
individuos. Respecto a la segunda explicacion, el hecho de que el 50% de seis marcadores
de H. kamtschatkana amplificaran de manera confiable en H. corrugata y se pudieran

caracterizar, podria deberse a que estas dos especies dentro del grupo de haliotidos de
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Norteamérica presentan una mayor cercania en términos de identidad genética que entre H.
corrugata y H. fulgens. El analisis de secuencias de aminoacidos de la lisina, demostrd que
existe un mayor porcentaje de identidad genética entre H. corrugata y H. kamtschatkana
(72 y 74.5%), que entre H. corrugata y H. fulgens (65 y 67.5%) (Lee y Vacquier, 1992,
1995).

El aislamiento de microsatélites puede ser altamente demandante en términos de
esfuerzo y tiempo, por que éste tradicionalmente consiste en el cribado de librerias
genomicas (genotecas) con sondas apropiadas. Actualmente se ha reportado el empleo de
métodos de enriquecimiento en protocolos de aislamiento mejorados. Estos protocolos han
sido elaborados con el objetivo de reducir el tiempo invertido en el aislamiento de
microsatélites y para aumentar la produccion (Zane et al., 2002). En el presente estudio se
emple6 un protocolo de aislamiento que implementa un método de enriquecimiento y el
porcentaje de rendimiento en la obtencion de microsatélites fue del 46% entre todas las
genotecas. Tal porcentaje es parecido a los reportados con protocolos que emplearon un
método de enriquecimiento por extension de iniciadores (40—50%) (Ostrander et al., 1992
en Zane et al., 2002), hibridizacion selectiva (20-90%) (Karagyozov et al., 1993; Hamilton
et al., 1999 en Zane et al., 2002) y AFLP de sequencias con repeticiones (39-45%) (Zane
et al., 2002; Bester et al., 2004; Ren et al., 2008).

En especies de abulon (Haliotis spp.) se han observado diferentes grados de éxito en
la deteccion de microsatélites a través de secuencias: 83.9% en H. rufescens (Kirby et al.,
1998), 100% en H. discus discus (Sekino y Hara, 2001), 31.4% en H. kamtschatkana

(Miller et al., 2001), 44.7% y 42.31% en H. asinina (Selvamani et al., 2000; Tang et al.,
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2004), 45% en H. midae (Bester et al., 2004), 63.6% en H. fulgens (Cruz et al., 2005),
48.5% en H. rubra (Baranski et al., 2006), 82.9% y 9.6% en H. discus hannai (An y Han,
2006; Sun et al., 2007) y 39.5% en H. diversicolor (Ren et al., 2008). En el presente
estudio al igual que en la mayoria de los reportes anteriores, se obtuvo un porcentaje
similar (46%).

Las regiones (GT/AC) estuvieron mejor representadas entre todas las regiones
microsatélites encontradas en H. corrugata. Las regiones (CT/AG) fueron las segundas mas
abundantes. La region microsatélite (TA/AT), a pesar de no haber sido seleccionada
durante el enriquecimiento, también se encontrd representada entre las regiones
microsatélites. Estos resultados son congruentes con el trabajo reportado por Kirby et al.
(1998) en donde las repeticiones GT/CA se encontraron mejor representadas. Ademas de
una mayor abundancia de regiones GT/CA en especies de abulon, también podria
explicarse a que varios trabajos han dirigido su esfuerzo en el cribado de genotecas, solo
con sondas (CA), (Evans et al., 2000; Selvamani et al., 2000; Sekino y Hara, 2001) y otros
con sondas (CA), y (CT), (Bester et al., 2004; Tang et al., 2004; Cruz et al., 2005; An y
Han, 2006; Ren et al., 2008). Sin embargo en la mayoria de estos estudios (Bester et al.,
2004; Tang et al., 2004; An y Han, 2006), las regiones con repeticiones TG/CA estuvieron
mejor representadas, excepto en dos (Cruz et al., 2005; Ren et al., 2008), en donde las
regiones CT/AG fueron mas abundantes. Respecto a las regiones con el motivo de
repeticion (TA/AT), solo en algunos trabajos se han presentado en mas de un microsatélite
(Evans et al., 2000; Baranski et al., 2006; Sun et al., 2007).

Solo un par de estudios han dirigido su esfuerzo a detectar regiones con varios

motivos de repeticion (Miller et al., 2001; Baranski et al., 2006) y atin en estos es notoria la



85

representatividad de regiones microsatélite con la repeticion TG/CA, siendo muy marcada
en el caso del estudio de Baranski et al. (2006).

Las regiones microsatélites encontradas en H. corrugata, estuvieron constituidas en
su mayoria por dinucleétidos, (61), seguidas por tetranucledtidos (12) y en menor medida
por trinucledtidos (9). Respecto a los regiones microsatélites constituidas por dinucleotidos
estos son el tipo de microsatélite mas comun en el genoma del abulon (Kirby et al., 1998;
Baranski et al., 2006), asi como de otros grupos taxonomicos (Toth et al., 2000 en Zane et
al., 2002). Referente a los microsatélites tri y tetranucleotidos, el presente estudio al igual
que el de Baranski et al. (2006), reportdé una mayor presencia de tetranucleétidos que de
trinucleotidos. El niimero de estos microsatélites se asemeja al esperado en grupos
taxonémicos como el de los primates y roedores, pero difiere de aquellos esperados en
grupos como los artropodos, fungi, etc., en donde se esperan mayor numero de
microsatélites trinucledtidos que tetranucledtidos (Toth et al., 2000 en Zane et al., 2002).

No obstante, el éxito de deteccion de microsatélites a nivel de secuencias, el nimero
de secuencias disponibles para el disefio de iniciadores se redujo debido a la existencia de
secuencias repetidas (clonas hermanas) y secuencias de mala calidad en donde debido a un
gran namero de repeticiones la secuencia se pierde. Ademas, segiin Zane et al. (2002), el
nimero se reduce aun mas por la carencia de secuencias adecuadas para el disefio de
inciadores y la ausencia de la repeticion esperada. Zane y colaboradores (2002),
consideraron que por estas razones el porcentaje de clonas descartadas podrian ser
facilmente del orden del 50%. En el presente estudio por estas razones se descarto el 73%
de las secuencias, quedandonos con el 26.6% (34 secuencias) para el diseno de 40 pares de

iniciadores. Esto ultimo fue posible debido a que algunas secuencias presentaron mas de
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una region microsatélite y no necesariamente para el motivo de repeticion esperado, como
fue el caso del motivo TA/AT. De éstos 40 pares de iniciadores, 26 amplificaron el tamafio
esperado y el resto mostraron patrones poco confiables 6 dificiles de interpretar. De los 26
pares de iniciadores 10 revelaron microsatélites polimorficos y solo 7 de estos
microsatélites presentaron equlibrio de Hardy-Weinberg en una muestra silvestre de H.
corrugata. Si consideramos a las 128 clonas secuenciadas como el 100%, tan solo el 5.5%
(7 secuencias) nos condujo a la determinacion de microsatélites polimorficos confiables en
H. corrugata. Tal porcentaje, aunque bajo, no vari6 mucho de lo reportado en otras
especies de abulon; 3.8% en H. rufescens (Kirby et al., 1998), 14.5 y 8.4% en H. rubra
(Evans et al., 2000; Baranski et al., 2006), del 23.4 y 12.8% en H. asinina (Selvamani et
al., 2000; Tang et al., 2004), del 12.8% en H. discus discus (Sekino y Hara, 2001), del
13.9% en H. kamtschatkana (Miller et al., 2001), del 4.4% en H. midae (Bester et al.,
2004), del 18.2% en H. fulgens (Cruz et al., 2005), del 4.8 y 1.17% en H. discus hannai
(An y Han, 2006; Sun et al., 2007) y del 12.8% en H. diversicolor (Ren et al., 2008).

La diversidad genética encontrada en H. corrugata, a través de los 13 microsatélites
en términos de nimero de alelos (N4) y heterocigosidad observada (Ho), oscil6 de baja a
alta (Na: 2-57, Ho: 0.104-0.939). Tal diversidad genética en primera estancia pareciera
poco comun si se compara con el trabajo de Miller et al. (2001), en donde se reportd una
diversidad genética de moderada a alta (Na: 20-63, Ho: 0.41-0.89). Sin embargo fue muy
parecida a la mayoria de los reportes de aislamiento de microsatélites, en otras especies de
abulon: H. rubra (Evans et al., 2000; Baranski et al., 2006), H. asinina (Selvamani et al.,

2000; Tang et al., 2004), H. midae (Bester et al., 2004), H. discus discus (Sekino y Hara,
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2001), H. fulgens (Cruz et al., 2005), H. discus hannai (An y Han, 2006; Sun et al., 2007) y

H. diversicolor (Ren et al., 2008).

6.2. DETERMINACION DE HERENCIA MENDELIANA EN MICROSATELITES DE
H. corrugata

El porcentaje de éxito de la amplificacion de ADN de las larvas veliger, obtenido
con la técnica propuesta por Selvamani et al. (2001), fue del 91-100%, un porcentaje
parecido al obtenido (93—100%) por Li et al. (2003) empleando Chelex en larvas trocoforas
de H. discus hannai.

En general la mayoria de los loci de microsatélites presentaron segregacion
mendeliana en todas las familias, a excepcion del locus Hco47-1 en las familias Ay C y el
locus Hco19 en la familia B, lo cual significa que cada alelo en la mayoria de los loci
podria ser heredado por cada padre sin barreras ligadas al sexo (Li et al., 2003). En la
mayoria de los loci cada cruza dio por descendencia todos los genotipos esperados por
herencia Mendeliana, sugiriendo la ausencia de barreras a la fertilizacion de los gametos de
cada padre (Li et al., 2003). En el caso de los loci Hco47-1 y Hcol9 la existencia de alelos
nulos fue la explicacion del desajuste de las proporciones esperadas por herencia
Mendeliana. Los alelos nulos de regiones microsatélites pueden surgir a través de
mutaciones puntuales en el sitio de acoplamiento del iniciador (Callen et al., 1993 en Li et
al., 2003). La presencia de alelos nulos es ¢l principal problema de los microsatélites para
los estudios de genética poblacional en abulon (Li et al.,, 2003). La importancia de

confirmar la presencia de alelos nulos en los loci que se emplearon en el analisis de
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poblaciones radica en que los alelos nulos complican la interpretacion de las desviaciones
del Equilibrio de Hardy—Weinberg, y pueden confundir 6 distorsionar los andlisis de
estructura poblacional (Reece et al., 2004, Gruenthal y Burton, 2008). Si estan presentes los
alelos nulos, pero no son considerados, el error resultante en la heterocigosidad crea un
aparente exceso de homocigotos en estudios poblacionales (Li et al., 2003).

Los microsatélites de H. corrugata pueden ser capaces de discriminar entre larvas
emparentadas y no emparentadas, en una situacion en donde la informacion de pedigri no
fuera disponible, tal como lo demuestra la deteccion de una larva de la familia C en el lote
de la familia B. Generalmente la capacidad de asignar individuos a sus familias de origen
depende del niimero de loci y diversidad alélica (Bernatchez y Duchesne, 2000). Sin
embargo, si existe suficiente diversidad alélica, un numero relativamente bajo de loci es
requerido para alcanzar un elevado éxito en la asignacion (Li et al., 2003). Por ejemplo,
Selvamani et al. (2001), asignaron exitosamente el parentesco de larvas de H. asinina
usando Unicamente tres ¢ menos microsatélites con polimorfismos de moderados a
elevados.

En las familias A y C se observaron larvas con tres alelos en diferentes loci.
Baranski et al. (2006), observaron la presencia de tres alelos en diversos individuos,
sugiriendo la amplificacion de multiples locus por duplicacion de locus 6 asociacion del
microsatélite con elementos moviles. Sin embargo, otra posible explicacion a la
observacion de tres alelos, seria la existencia de organimos triploides. Las larvas con tres
alelos siempre presentaron dos alelos maternos y uno paterno, lo cual se aprecid bien en

aquellos loci en donde los padres fueron heterocigotos para alelos diferentes como en



&9

Hco47-2 y Hka3 (Familia A) y Hcol9 (Familia C). Esto solo seria posible si la triploidia
fuera inducida después de meiosis I y los loci presentaran tasas de recombinacion elevadas
que permitieran la aparicion de los dos alelos maternos. Para corroborar la presencia de
larvas triploides en desoves de H. corrugata se sugiere el empleo de la citometria de flujo.

En general los loci Hcol5, Hco22, Hco47-2, Hco97, Hcol94, Hka3 y Hka56
demostraron ser ttiles para el analisis de poblaciones silvestres de H. corrugata, debido a
que presentaron herencia Mendeliana. A pesar de que en el locus Hcol6 no se pudo
verificar si presentaba segregacion Mendeliana (homocigotos con genotipos idénticos en
las tres familias) se recomienda también su uso, debido a que se presentd en equilibrio de
Hardy-Weinberg en una muestra silvestre (seccion 5.1.3). El locus Hco19, a pesar de que
mostr6 alelos nulos en una familia, podria emplearse para analisis poblacional siempre y
cuando se observe en equilibrio de Hardy—Weinberg y se emplee un programa, para estimar
las frecuencias de alelos nulos (MICRO-CHECKER, Oosterhout et al., 2004), previo al
analisis poblacional. El locus Hco47-1 se descarta para el andlisis de poblaciones silvestres
debido a su alta incidencia de alelos nulos.

Los marcadores Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22, Hco47-2, Hco97 y Hka3, debido a
su polimorfismo de moderado a elevado, se recomiendan para la estimacion directa de
conectividad via pruebas de asignacion 6 de parentesco (Hellberg, et al., 2002; Hedgecock
et al., 2007), en la estimacion de las distancias de dispersion larvaria promedio (Palumbi,
2003) y para rastrear la dispersion y supervivencia de organismos producidos en laboratorio

y usados en esfuerzos de restauracion (Selvamani et al., 2001; Reece et al., 2004).
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6.3. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

Las diferencias encontradas en las tallas promedio de las localidades mexicanas
indicaron un clinal de norte a sur, observandose los individuos mas grandes en Isla Cedros
y los mas pequefios en San Juanico. Lindberg (1992), mencion6 al respecto que la talla
promedio de la concha muestra una fuerte relacion con la temperatura y que se presenta
tanto intra como interespecificamente, en donde las especies mas grandes se asocian a
regiones templadas y las mas pequefias a regiones tropicales. Sin embargo cabe sefalar que
en la localidad de San Juanico existe un sesgo debido a que esta muestra no provino de
capturas comerciales, al igual que las otras muestras mexicanas, sino de un muestreo no
invasivo, esto se puede apreciar en el hecho de que la talla promedio es menor a la talla
minima permitida (135 mm) en esta especie.

Por otro lado, San Clemente Island no obstante de ser la localidad mas al norte
(aguas mas frias), no se ajusta al gradiente observado en las localidades mexicanas. Esto se
debe a la alta proporcion de organismos mas pequefios en la muestra, que pudieron ser
producto de artificios del muestreo (metodologia diferente, muestreo no azaroso, etc.), o a
que otros factores tales como disponibilidad de habitat, de alimento, depredacion, etc.,
limitan la presencia de organismos de mayor talla. Existe un antecedente en H. fulgens en
donde se menciona que esta especie en San Clemente Island crece a una tasa
considerablemente por debajo de aquellas en el sur de las costas de California (Burge et al.,
1975 en Leighton, 2000), lo cual podria indicar que existe algun factor bidtico ¢ abidtico
que determina una menor tasa de crecimiento y menores tallas promedio de H. corrugata

en esta localidad.
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En el caso de Isla Cedros se pudo hacer una comparacion de tallas entre sexos, no
encontrandose diferencias en las medias de hembras y machos. Esto parece indicar que no
existen diferencias en tallas por dimorfismo sexual.

La mayoria de los loci en todas las localidades estuvieron en concordancia con el
modelo de EHW en el cual no hay otras fuerzas evolutivas trabajando mas que aquellas
impuestas por el proceso de reproduccion mismo (Hartl y Clark, 1997). Esto implica
apareamiento azaroso dentro de las poblaciones (panmixia), sin seleccion de algun genotipo
en particular y que los alelos se segregan bajo herencia Mendeliana normal (Freeland,
2007). La desviacion de Hco19 del EHW en Isla Natividad podria explicarse por muestreo
azaroso, en donde la sobre representacion de una clase de heterocigotos que es inesperada
es posible por azar, si nosotros consideramos el elevado polimorfismo de este locus y que
se encuentra en EHW en todas las demas localidades. Sin embargo como se vio en la
seccion 5.2.1.2, este locus present6 alelos nulos en la descendencia de una familia, asi que
probablemente exista un efecto combinado de azar en el muestreo y presencia de alelos
nulos.

La diversidad genética en H. corrugata, basandonos en Na, mostrdé una variacion
intraespecifica de baja a moderada (2-28), en comparacion a la reportada en H.
kamtschatkana, H. rufescens, y H. cracherodii. Sin embargo Na fue similar a lo reportado
en algunas especies de abulon como H. midae, H. asinina, H. fulgens, y H. rubra (Temby et
al., 2007). Los valores de Ho en H. corrugata oscilaron de bajos a altos (0.170-0.896) y
fueron tan altos como aquellos reportados en H. rubra, H. fulgens, H. rufescens, y H.

cracherodii (Tabla XXI).
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Tabla XXI. Estimadores de diversidad genética; numero de alelos (Na) y heterocigosidad
observada (Ho), obtenidos en poblaciones naturales de Haliotis spp., mediante el uso de
microsatélites.

Especie Na Ho Referencia

H. rubra 344 0.220-0.847 Conod et al., 2002

H. kamtschatkana ~ 24-82 0.73-0.79 Withler et al., 2003

H. midae 2-19 0.167-0.627 Evans et al., 2004

H. asinina 3-26 0.58-0.78 Tang et al., 2004

H. fulgens 2-36 0.38-1.00 Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007
H. rufescens 26-75 0.42-0.91 Gruenthal et al., 2007

H. rubra 11-17 0.333-0.578 Temby et al., 2007

H. cracherodii 33-51 0.21-0.88 Gruenthal y Burton, 2008

H. corrugata 2-28 0.170-0.896 Presente estudio

Los primeros indicios de diferenciacion genética poblacional entre San Clemente
Island y las localidades Mexicanas, asi como homogeneidad genética entre las localidades
Mexicanas, fueron los patrones de las frecuencias alélicas en la mayoria de los loci y la
diferenciacion genética significativa en Na. El andlisis de Fsr pareado y AMOVA
jerarquico confirmaron tales observaciones.

Estudios previos en haliotidos han mencionado que la diferenciacion poblacional
podria deberse a: (1) factores bioldgicos, tales como los movimientos limitados de los
adultos, un periodo de apareamiento relativamente corto y un periodo larvario plancténico
corto (Prince et al., 1987; Hamm y Burton, 2000; Temby et al., 2007); (2) factores
ambientales, tales como la carencia de hébitat disponible para el asentamiento larvario,
caracteristicas hidrograficas y barreras filogeograficas (Zuiiga et al., 2000; Conod et al.,
2002; Gruenthal et al., 2007); (3) la presencia de barreras geograficas 6 fisicas (Tang et al.,
2004; Chambers et al., 2006); (4) la distancia geografica (Guzman-del Proo et al., 2000;

Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007); y (5) causas evolutivas 6 demograficas (cuellos de botella
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recientes y subsecuentes expansiones) (Withler et al., 2003; Evans et al., 2004; Gruenthal y
Burton, 2008).

H. corrugata no mostré diferencias en las distancias geograficas mas pequeiias (71
km). Si hubiese dispersion larvaria limitada (reclutamiento local), dirigida por su periodo
reproductivo estacional, comportamiento larvario demersal para evitar la dispersion (Prince
et al., 1987), carencia de habitats para el asentamiento ¢ caracteristicas hidrograficas que
promueven la retencion larvaria, esto no puede ser sustentado por nuestros resultados.
Ademas no hay evidencias de que las poblaciones de H. corrugata estén separadas por una
barrera geografica ¢ barreras filogeograficas a lo largo de su distribucion. En este estudio,
el principal factor para la diferenciacion genética entre San Clemente Island y las
localidades Mexicanas fue la distancia geografica sobre una escala de 600 a 1000 km,
sustentado por los resultados de aislamiento por distancia. Sin embargo, existen otros
factores que en combinacion con la distancia geografica (sobre una escala amplia), podrian
jugar un papel importante en la diferenciacion poblacional, tales como la fuerza y los
patrones de corriente (Roberts, 1997 en Hamm y Burton, 2000), una barrera oceanografica
y causas evolutivas 6 demograficas. Sin embargo, no podemos desechar la posibilidad de
que tales diferencias correspondan a artificios del muestreo (muestreo no azaroso 6 cambios
temporales), debido a que el muestreo de San Clemente Island fue realizado con tres afios
de anticipacion al de las muestras méxicanas y la colecta no fue realizada siguiendo la
misma metodologia.

Los resultados obtenidos en H. corrugata con microsatélites entre localidades
Mexicanas contrastaron con los previamente reportados con alozimas por Del Rio-Portilla y

Gonzalez-Avilés (2001), quienes encontraron diferenciacion poblacional significativa (Fst
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=0.093) sobre una escala geografica mas pequena (decenas de kilémetros) que el intervalo
cubierto en el presente estudio (cientos de kilometros). Sin embargo, nuestros resultados
son similares a aquellos observados en H. fulgens sobre diferentes escalas geograficas:
pequeiia (decenas de kilometros) (Zudiga et al., 2000) y media (cientos de kilometros)
(Gutiérrez-Gonzalez et al., 2007). Ambos reportaron una poblacién genéticamente
homogénea de H. fulgens a lo largo de la costa central de la peninsula de Baja California.
La discrepancia con el trabajo de Del Rio-Portilla y Gonzalez-Avilés (2001) podria tener
dos posibles explicaciones: (1) Las alozimas quiza estdn sujetas a seleccion natural y la
seleccion puede incrementar la diferenciacion de las alozimas entre poblaciones (Avise,
2004) o (2) la escala geografica fue mas pequefia que en el presente estudio. Mediante el
uso de microsatélites Temby et al. (2007) encontraron en H. rubra que la diferenciacion
genética fue mas grande a la escala de muestreo mas pequefia (decenas de kilometros) y lo
atribuyeron a que la variacion espacial y temporal en el reclutamiento conduce a un parcheo
genético a una escala fina.

La diferenciacion genética entre San Clemente Island y las localidades Mexicanas,
asi como la homogeneidad entre localidades Mexicanas, podrian explicarse no solo por el
modelo de aislamiento por distancia, sino también por los patrones de flujos del Sistema de
la Corriente de California. La corriente de California lleva agua hacia el Sur a lo largo de la
costa Oeste de Norteamérica y la peninsula de Baja California durante todo el afio, con su
flujo mas fuerte en primavera y verano (Lynn y Simpson, 1987). En las latitudes surenas la
corriente se encuentra alejada de la linea de costa (Zaitsev et al., 2007). Cerca de la costa
existe un cambio estacional en la direccion del flujo de la corriente de California. En otofo

e invierno, la direccion de este flujo superficial es a menudo hacia el polo, llamado la
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contracorriente costera, la cual esta mejor organizada durante Enero y confinada
primeramente a la plataforma continental. En la parte norte de la peninsula esta
contracorriente es confinada a una zona costera mas estrecha y en algunas porciones mas
nortefias de la peninsula no se presenta (Lynn y Simpson, 1987). En la parte sur de la
peninsula, la contracorriente fluye a lo largo de la linea de costa de agosto a noviembre
(Zaitsev et al., 2007).

El periodo de apareamiento del abulon amarillo inicia durante el verano, con su
maxima intensidad en otofio ¢ inicios de invierno (Ortiz-Quintanilla et al., 1990). Las
especies de abulon son dioicas, desovadores externos que liberan sus gametos directamente
en el agua. Los huevos del abulén amarillo tienen flotabilidad negativa, la larva troc6fora
inmediatamente después de eclosionar (12 a 18 h), nada a la superficie (geotaxis negativa),
completa su desarrollo larvario entre los 4-17 dias y entonces inicia el asentamiento
(Leighton, 1974; Leighton, 2000). Debido a que la distribucion batimétrica del abulon
amarillo se encuentra entre los 5 a 25 m (Leighton, 2000), la dispersion larvaria
probablemente es influenciada por los giros de mesoescala y meandros cerca de la costa. La
existencia de meandros y giros de mesoescala inducen al intercambio de masas de agua
oceanicas y costeras (Zaitsev et al., 2007). Asi las larvas de abulon amarillo a lo largo de la
costa central de Baja California podrian estar influenciadas en mayor magnitud por la
contracorriente costera de agosto a noviembre por que su maxima intensidad reproductiva
coincide con la presencia de esta corriente.

Ademas Lynn y Simpson (1987), reportaron la presencia de un giro en el sur de
California dentro del Sistema de la Corriente de California. Si este giro se presenta afio con

aflo, este podria representar una barrera oceanografica a la dispersion larvaria y al flujo
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genético, preservando las diferencias genéticas entre San Clemente Island y las localidades
Mexicanas. Adicionalmente, la falta de mezcla suficiente entre masas de agua podria
preservar las diferencias genéticas entre regiones, como fue en el caso de Balanus glandula
(Sotka et al., 2004). La ausencia de mezcla entre las masas de agua del sur de California y
la parte central de la peninsula de Baja California, debido a los patrones de corrientes,
podria contribuir a la diferenciacion genética entre San Clemente Island y las localidades
Mexicanas.

Los estimadores de flujo genético indicaron conectividad genética restringida entre
San Clemente Island y las cuatro localidades Mexicanas y conectividad genética entre las
cuatro localidades Mexicanas, esto ultimo debido a la ausencia de barreras al flujo genético
a lo largo de la costa central de Baja California. Ambos resultados representan el flujo
genético sobre una escala de tiempo evolutivo de cientos de miles de afios 6 conectividad
poblacional a largo plazo (Moberg y Burton, 2000; Palumbi, 2003). Esto a su vez se
sustenta en el hecho de que el registro fosil sugiere que H. corrugata (o su ancestro) ya
existia en la regién desde hace 5 millones de afios (Lindberg, 1992). Entre las localidades
mexicanas tal conectividad genética llevada a cabo por el intercambio de larvas podria ser
explicada por dos posibles mecanismos. Primero, un intercambio persistente de larvas entre
poblaciones adyacentes en concordancia al modelo de salto en piedra (stepping-stone),
donde la poblacion A exitosamente exporta larvas a la poblacién mas cercana (B), y B
exporta a A 6 C poblaciones, pero no entre A y F. Entonces una variante genética podria
saltar por flujo genético de la poblacion A a la F quizd no en un niimero reducido de
generaciones, por que su dispersion larvaria promedio podria ser sobre distancias cortas,

pero si quiza después de muchas generaciones. Algunos estudios en abulon han encontrado
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dispersion larvaria sobre distancias cortas. Prince et al. (1987), encontraron en H. rubra una
dispersion larvaria extremadamente restringida (0—50 m), Guzman-del Proo et al. (2000),
sugirieron en H. fulgens una dispersion larvaria restringida a distancias cortas (3—5 km),
Palumbi (2003), sugirid distancias de dispersion promedio en ecosistemas marinos sobre el
orden de 25-150 km y Temby et al. (2007) encontraron en H. rubra un reclutamiento
primeramente local (< 200 m).

El segundo mecanismo considera eventos esporadicos de intercambio larvario sobre
grandes distancias. Algunos estudios han sugerido la posibilidad de un reducido
intercambio de larvas entre las localidades méas distantes, promovido por el cambio de las
condiciones hidrodinamicas dominantes (Guzman-del Proo et al., 2000, Zuniga et al.,
2000). Este flujo genético a grandes distancias sobre una escala de tiempo evolutiva no
permitiria diferenciacion genética a lo largo de la poblacion entera (Temby et al., 2007). Es
notable cuan poca migracion es requerida para impedir divergencia genética significativa
(Hartl y Clark, 1997). Si un migrante por generacion se asienta y se recluta a las
poblaciones reproductoras, esta pequefia cantidad de intercambio genético es suficiente
para prevenir la acumulacion de grandes diferencias genéticas (Slatkin, 1987 en Palumbi,
2003).

Si la homogeneidad genética entre las localidades Mexicanas es un resultado de
flujo genético persistente a través de distancias cortas entre localidades ¢ eventos
esporadicos de intercambio larvario exitoso sobre grandes distancias, nosotros no lo
podemos distinguir con los presentes datos.

En relacion a la pesqueria, con base a la reciente disminucién en abundancias

reportada por Morales-Bojorquez et al. (2008), uno esperaria observar perdida de variacion
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genética en poblaciones colapsadas. Sin embargo se observo lo contrario, una diversidad
genética (Na y Ho) de baja a alta en las localidades Mexicanas y mayor a la encontrada en
San Clemente Island (Na). Una explicacion para tales observaciones podria ser que la
migracion larvaria representa una proporcion mayor en el reclutamiento larvario total. Asi
la sobrepesca cambiaria la proporcion de larvas locales y migrantes, resultando en una
aparente diversidad genética alta en poblaciones en recuperacion (Miller et al., 2009). Esta
posible explicacion a su vez se sustenta en el nimero elevado de migrantes encontrados
entre localidades Mexicanas. Los resultados genéticos en el presente estudio parecen
indicar que la migracion larvaria que se lleva a cabo entre las localidades mexicanas
eventualmente resultaria en la recuperacion natural de estas poblaciones, como lo planted
Miller et al. (2009) para H. rubra, aunque quiza les tomaria muchas décadas para que las
poblaciones alcanzaran aquellas densidades historicas previas a 1976.

A la par de la diferenciacion poblacional entre San Clemente Island y las
localidades Mexicanas, causadas por flujo genético restringido, las recientes disminuciones
en abundancia podrian acelerar la divergencia poblacional y reduccion de riqueza alélica
debido a procesos de deriva genética. Este quizd sea el caso particular para el abulon
amarillo en el Sur de California, donde la pesqueria fue recientemente cerrada debido al
colapso de la poblacion (California Fish and Game Code, section #5521), pero no para

Meéxico donde atin existe una pesqueria abierta.

6.4. CONECTIVIDAD GENETICA ENTRE DOS LOCALIDADES
La asignacion de grupos de edad en las diferentes localidades, establecida con los

mismos criterios, quizé no es tan adecuada debido a que la tasa de crecimiento del abulon
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es altamente variable entre localidades por estacion del afio y temperatura. Las tasas de
crecimiento estacional pueden variar marcadamente bajo influencia de la temperatura, la
disponibilidad de alimento (cantidad y calidad) y la competicion anabodlica de la
gametogénesis. Sin embargo, en especies en la cuales el reclutamiento larvario tiene lugar
sobre periodos limitados de tiempo dentro de un afio, claramente define las modas para la
primera, segunda y posiblemente la tercer clase anual (Leighton, 2000). La asignacion de
grupos de edad en juveniles de H. corrugata, tomo en consideracion en primera instancia el
comportamiento de las modas de las tallas.

En los resultados de estructura genética poblacional de H. corrugata no fue evidente
la diferenciacion genética entre las localidades mexicanas (Isla Cedros, Isla Natividad, La
Bocana y San Juanico). Ante tal carencia de diferenciacion poblacional los investigadores
frecuentemente concluyen que hay suficiente flujo genético en nuestros dias para prevenir
la diferenciacion genética poblacional. Las consecuencias de tal apreciacion dependen del
propoésito del analisis. Para los bidlogos evolutivos tal aseveracion puede no tener mayor
importancia debido a que el valor de interés es a menudo el promedio de flujo genético por
generacion sobre grandes periodos de tiempo. Sin embargo para los bidlogos pesqueros que
buscan delinear stocks para propdsitos de manejo, tal aseveracion puede tener mayores
consecuencias, de tal forma que este puede conducir a un manejo inapropiado (stock
sencillo versus dos stocks separados). Una solucién efectiva para determinar conectividad
genética en una escala de unas cuantas generaciones es incluir el muestreo de nuevos
reclutas. Las poblaciones genéticas de larvas planctonicas marinas ¢ nuevos reclutas son
mucho mas dindmicas espacial y temporalmente de lo esperado, ain cuando sus

poblaciones adultas son grandes y aparentemente bien conectadas por dispersion larvaria
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(Hellberg et al., 2002). Basandonos en los argumentos anteriores se decidiéo emplear nuevos
reclutas (juveniles de 0-2 afios de edad) de H. corrugata, llegando a las siguientes
reflexiones.

La similitud observada en las frecuencias alélicas de adultos y juveniles de El Riito
y La Bocana (en la mayoria de los loci), nos indicé que aparentemente no existian
diferencias en la variacion genética de adultos y juveniles provenientes de una misma
localidad. Esta similitud genética se vio reflejada en la semejanza de Nj, entre adultos y
juveniles del grupo I de El Riito y entre adultos y juveniles del grupo II de La Bocana.
Estos resultados descartan el posible efecto de la gran varianza en el éxito reproductivo
afortunado (Sweepstakes), en donde una elevada varianza en el nimero de descendientes
resultaria en una contribucion efectiva de solo un subconjunto de la poblacion de
reproductores cada afio y las larvas marinas reflejarian este efecto y exhibirian variacion
genética reducida en relacion a las poblaciones adultas (Flowers et al., 2002), lo cual no se
aprecié en H. corrugata. Ademas, al haber analizado juveniles de uno y dos afios de edad
de El Riito y La Bocana, respectivamente, también se descartaria el efecto de la
supervivencia sobre la reduccion de la variacion genética. En la naturaleza el abulon
presenta una amplia coleccion de depredadores. Los filtroalimentadores recolectan los
productos sexuales (gametos) y larvas (trocéfora y veliger), los depredadores del bentos
(poliquetos, nematodos, planarias, caracoles, lapas, erizos, estrellas de mar y abulones
adultos) se alimentan de nuevos reclutas de abulon (juveniles) mediante el raspado y
herbivoria del bentos, y depredadores como los pulpos y cangrejos pueden atacar reclutas
mas grandes (McShane, 1992; Leighton, 2000). Todo esto sin considerar las variaciones

fisicas y quimicas en el ambiente marino (Leighton, 2000). Bajo este panorama McShane
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(1992), estimo supervivencias menores al 1% durante los primeros dos meses de vida de H.
rubra. Para H. fulgens, Guzman del Proo y colaboradores (2004), reportaron una tasa anual
de supervivencia del 30—42% para individuos de 1 y 2 afios de edad trasplantados al medio
natural. Por otro lado, H. corrugata, presenta una fecundidad maxima del 9.5 X 10°
ovocitos (Ortiz-Quintanilla et al., 1986). Si consideramos esta informacion, la aportacion
de los machos (alelos diferentes) y el hecho de que cada poblacion local esta constituida
por cientos de adultos, se podria inferir que los efectos de la varianza en el éxito
reproductivo y supervivencia durante los primeros afios de vida de H. corrugata,
aparentemente no traen consigo una reduccion en la variacion genética.

En términos de Hop, aunque los excesos de heterocigotos en las muestras de
juveniles (4 de 8 loci), no mostraron diferencias significativas de las de adultos, si podrian
ser un indicador de que la produccion de la descendencia se llevd a cabo por un nimero
reducido de progenitores (Hedgecock et al., 2007), en donde la proporcion de heterocigotos
en la muestra de juveniles de una cohorte puede exceder aquella esperada de las frecuencias
alélicas.

Se observdo EHW en todos los loci de ambas localidades, a pesar de que Hcol9 y
Hco97 mostraron evidencias de alelos nulos. Esto nos indico que a pesar de la presencia de
alelos nulos en tales loci, las muestras alcanzaron el EHW, esto se pudo deber a la baja
contribucion de los alelos nulos 6 a un artificio del ajuste secuencial de Bonferroni.

En contraparte, se observd desequilibrio de ligamiento en la localidad de El Riito,
pero no en la de La Bocana. El desequilibrio de ligamiento es otro indicador de asociacion

no azarosa de alelos en diferentes genes y quizd también distingue a cohortes producidas
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por un numero de parientes reducido, debido al nimero limitado de cromosomas y
combinaciones genéticas presentes (Hedgecock et al., 2007).

Los analisis AMOVA (global y jerarquico) y Fst pareado no mostraron diferencias
dentro de cada localidad entre juveniles y adultos, ni tampoco entre juveniles y adultos de
diferentes localidades. De hecho, el mayor porcentaje de la variacion genética se encontrd
explicado hacia el interior de las localidades y no entre localidades. Lo anterior podria
descartar el otro posible efecto de la varianza en el éxito reproductivo afortunado
mencionado por Flowers et al. (2002), en donde debido a que la estocasticidad ambiental
determinaria cuales individuos son exitosos en cada estacion reproductiva, se esperaria que
diferentes grupos de individuos fueran exitosos en afios diferentes. Entonces el error de
muestreo resultaria en cohortes que son genéticamente diferentes a través del tiempo, lo
cual no se aprecio en los juveniles de H. corrugata de El Riito y La Bocana.

Ademas hay que considerar el efecto de la dispersion larvaria sobre la escala
espacial empleada (39 km) y el lapso de tiempo comprendido (tres generaciones), en el
presente estudio. Miller et al. (2009), reportaron una mayor variacion genética (nimero de
alelos, alelos raros y exclusivos) en poblaciones colapsadas de H. rubra en comparacion a
poblaciones saludables. Miller y colaboradores bajo estas circunstancias sugirieron que la
migracion larvaria representaria una mayor proporcion en el reclutamiento total de larvas.
Entonces, si es que existié una gran varianza en el éxito reproductivo de H. corrugata que
marco a los nuevos reclutas con marcas genéticas distintivas, quiza no fue evidente por el
papel que juega la dispersion larvaria y flujo genético en la homogenizacion de las
frecuencias alélicas de ambas localidades. Una pequefia cantidad de flujo genético es

usualmente suficiente para prevenir diferencias marcadas en las frecuencias alélicas. Por
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ejemplo si un migrante por generacion se asienta y entra a la poblacion reproductora local,
entonces esta pequefia cantidad de intercambio genético es suficiente para prevenir la
acumulacion de grandes diferencias genéticas (Slatkin, 1987 en Palumbi, 2003).

Respecto a la escala espacial, comparaciones de aislamiento por distancia en
algunos invertebrados marinos con larvas peldgicas, sugieren distancias de dispersion
larvaria promedio de 25-50 km, en Littorina cingulata y Echinometra mathaei,
respectivamente (Palumbi, 2003). La escala espacial empleada (39 km) en el estudio de
juveniles de H. corrugata, cae dentro de este intervalo y sugiere una dispersion larvaria en
una escala espacial del orden de decenas de kilometros. Sin embargo, estas estimaciones
como menciona Palumbi (2003), son sensitivas a las condiciones oceanicas, patrones de
comportamiento larvario, supuestos sobre el tamafo poblacional y la historia reciente de
flujo genético.

Los resultados obtenidos con los microsatélites de H. corrugata en el analisis de
parentesco de El Riito, claramente demostraron su potencial para ser usados como marcas
genéticas en los programas de repoblamiento, como se ha observado en otras especies con
este tipo de marcadores genéticos (Perez-Enriquez y Taniguchi, 1999; Gutierrez-Gonzalez
y Perez-Enriquez, 2005). Ademads estos microsatélites también pueden ser utilizados en la
estimacion directa de conectividad 6 retencion local via pruebas de asignacion 6 de
parentesco, de manera similar a las marcas ambientales fisicas y quimicas (Hedgecock et
al., 2007).

Los resultados del andlisis de parentesco en El Riito, bajo la consideracion de

genotipos multilocus completos en cinco loci, nos indicaron un relativamente alto
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porcentaje de éxito (41.4%) en la asignacion, pero esto se debid principalmente a que solo
29 genotipos de adultos completos se utilizaron en la asignacion de 12 padres. Dentro de
este porcentaje de asignacion solo dos padres fueron los responsables del 57.1% de la
progenie (cuatro de siete juveniles). Este resultado coincididé con lo ya reportado por
Selvamani et al. (2001), bajo cruzas controladas de H. asinina, en donde la mayoria de la
descendencia fue producto de unicamente de un subconjunto de las cruzas potenciales. Este
resultado puede reflejar diferencias en la calidad del esperma, la relativa compatibilidad
genética entre los gametos y supervivencia diferencial embrionaria 6 larvaria (Selvamani et
al., 2001).

La posibilidad de asignar progenie a padres particulares depende de el nimero de
loci disponibles y su habilidad para excluir a los que no son padres; esto se correlaciona
significativamente a la diversidad alélica de los loci (Bernatchez y Duchesne, 2000).
Tipicamente unos cuantos loci altamente polimérficos son suficientes para la asignacion de
parentesco exitoso. En el caso de H. asinina se asignd parentesco exitosamente a larvas
individuales con tres 6 menos loci de microsatélites con polimorfismos de moderado a
elevado (Selvamani et al., 2001). De acuerdo con Bernatchez y Duchesne (2000), el
nimero de loci requerido en una prueba de asignacion de parentesco con 11 alelos
promedio por locus y 50 padres potenciales serian 5 loci. Nosotros empleamos en el
analisis final cinco loci, con un nimero promedio de 10.8 alelos por locus y un promedio
de 29 padres genotipificados en todos los loci, por lo tanto nuestra asignacion de parentesco
se ajusto al nimero minimo de loci requerido. Ademas es muy importante subrayar que los
loci empleados fueron los mejores (en EHW, sin alelos nulos y lecturas confiables), para la

asignacion de parentesco.
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Si integramos los resultados de conectividad genética obtenidos mediante métodos
indirectos y directos en las subpoblaciones mexicanas de H. corrugata, basandonos en la
estructura poblacional y analisis de nuevos reclutas, respectivamente, podemos inferir que
ha existido flujo genético por dispersion larvaria en escalas evolutivas (cientos de afios)
entre todas las localidades Mexicanas y existe en escalas ecoldgicas (unas cuantas
generaciones) entre La Bocana y El Riito. Sin embargo, mediante el método directo de
analisis de parentesco en la localidad de El Riito, también se puede inferir retencion
larvaria, aunque en menor proporcion. Ambos mecanismos ya habian sido hipotetizados
por McShane (1992), en donde el mencionaba que las larvas retenidas en areas discretas
por giros ¢ por la topografia local podian completar su ciclo larvario cerca de su sitio natal.
La mayoria de las larvas dispersadas hacia mar abierto probablemente no encontraban
habitat adecuado para el asentamiento; aunque las pocas que lo hacian contribuian al flujo
genético entre poblaciones. Esto difiere un poco con lo propuesto por Leighton (2000),
quien establece que no obstante de existir evidencias contradictorias, prevalece el potencial
para la dispersion de las larvas de abulon. Dada una corriente de una milla nautica por hora
(1.852 km/h) en los 5 metros superficiales, las larvas trocoforas y veliger durante sus
primeros cuatro dias de desarrollo pueden ser transportadas hasta 94 millas nauticas (174
km). Ademads, observaciones en laboratorio sobre la longevidad de vida larvaria sugieren
que la larva puede continuar nadando hasta dos semanas ¢ mas. Las larvas que no pasaron
por un substrato favorable para el asentamiento después de dos semanas, podrian ser
transportadas mas de 300 millas (555 km), en una corriente de una milla nautica por hora.
Tegner y Butler (1985), basdndose en la recuperacion de tubos de deriva liberados a lo

largo de la costa sur de California concluyeron que las larvas de abulon azul probablemente



106

no son acarreadas lejos de sus puntos de origen. Ellos dieron soporte a su argumento con el
dato de Leigthon (1974), mostrando un tiempo minimo de esta especie de 3.5 dias
(22-24°C). Sin embargo dadas las temperaturas de 15-20°C (temperatura superficial en la
Bahia de California durante el periodo de maximo desove del abulon azul), las larvas de
abulon azul requieren de 5-10 dias para alcanzar la competencia al asentamiento. Segin
Leighton (2000), estudios electroforéticos y genéticos del abulon han sugerido que el
reclutamiento es localizado en algunas especies en localidades especificas. Sin embargo el
concepto de reclutamiento localizado no esta bien sustentado por el comportamiento de
nado larvario senalado para especies de abuldn rojo y azul de California. El asentamiento
localizado de progenie de padres residentes puede presentarse durante periodos raros de
corrientes minimas 6 en sentido contrario. Con base a esta informacion Leigthon (2000),
sugirio que los andlisis bioquimicos y genéticos de tejidos indicarian el aumento de
homogeneidad bajo circunstancias donde el reclutamiento localizado es ocasionalmente
exitoso.

Los resultados del presente estudio dan soporte a la hipotesis de dispersion y
retencion larvaria entre subpoblaciones mexicanas de H. corrugata, presentdndose la
dispersion entre subpoblaciones en una escala espacial de decenas de km (acorde al modelo
“stepping-stone”) y la retenciéon dentro de una escala espacial maxima de 100 m
(considerada por el experimento de El Riito). Las consecuencias de ambos mecanismos
dependeran de la magnitud en que se lleven a cabo en cada subpoblacion (no estimadas en
el presente estudio), pero de manera general evitarian que la disminucién en numero de

adultos de las subpoblaciones trajera consigo una concomitante disminucién en la
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diversidad genética por cuellos de botella. Por el contrario la dispersion larvaria y flujo
genético mantendria una diversidad genética homogénea entre subpoblaciones y
contribuirian con aportacion larvaria en el reclutamiento total de cada subpoblaciéon como
se ha reportado en H. rubra (Miller et al., 2009) y Amphiprion percula (Planes et al.,
2009), permitiendo la recuperacion a largo plazo de bancos y supoblaciones disminuidas.
Ambos mecanismos de conectividad y sustentamiento local parecen ser demograficamente
significativos y probablemente contribuyen a la persistencia de poblaciones discretas dentro

de una metapoblacion mas grande (Planes et al., 2009).
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7. CONCLUSIONES

7.1. OBTENCION DE MICROSATELITES EN H. corrugata

e Después de la amplificacion cruzada, los microsatélites de H. kamtschatkana,
presentaron un mayor éxito en la optimizacion en comparacion a los de H. fulgens.

e El mayor numero de microsatélites reportados se obtuvo mediante el
enriquecimiento con la sonda (GT);s.

e Durante el proceso de disefio de iniciadores se encontraron varias regiones
microsatélites con el motivo de repeticion (TA),, atn cuando no se hizo un
enriquecimiento con esta sonda.

e FEl 5.5% de las clonas secuenciadas resultd en microsatélites polimorficos en H.
corrugata.

¢ En total se caracterizaron 13 loci de microsatélites para H. corrugata, producto de la
amplificacion cruzada y aislamiento de microsatélites.

e La diversidad genética encontrada en H. corrugata encontrada en los 13
microsatélites va de baja a alta en cuanto a numero de alelos (2-57) y a
heterocigosidad observada (0.104-0.939).

e De los 13 microsatélites, ocho loci se encontraron en equilibrio de Hardy—Weinberg
(Hcol5, Heol6, Heol9, Heo22, Heo47, Heo97, Heo194 y Hkas6) (P < 0.006) y en

equilibrio de ligamiento (P > 0.05), en una muestra silvestre.



109

7.2. DETERMINACION DE HERENCIA MENDELIANA EN MICROSATELITES DE

H. corrugata

Con la técnica de extraccion de ADN propuesta por Selvamani et al. (2001), se
obtuvo un elevado porcentaje de éxito en la amplificacion via PCR (91-100%), a
partir de larvas de abulon.

La mayoria de los loci (Hcol5, Hco22, Hco47-2, Hco97, Hcol194, Hka3 y Hkas6),
presentaron segregacion mendeliana. Solo dos loci no se ajustaron a la segregacion
mendeliana, presentando alelos nulos (Hco47-1 y Hcol9).

Los microsatélites de H. corrugata son capaces de discriminar entre larvas
emparentadas y no emparentadas.

Los microsatélites Hco19, Hco22, Hco47-2 y Hka3 de H. corrugata potencialmente
podrian emplearse para la certificacion de organismos triploides, una vez que se
determinen sus frecuencias de recombinacion.

Los loci Hcol5, Hcol6, Hco22, Hco47-2, Hco97, Hcol94, Hka3 y Hkas6
demostraron ser utiles para el andlisis de poblaciones silvestres de H. corrugata. El
locus Hcol9, podria emplearse para andlisis poblacional siempre y cuando se
observe en equilibrio de Hardy—Weinberg y/o se empleé¢ un programa para estimar
las frecuencias de alelos nulos. El locus Hco47-1, debido a una presencia elevada de
alelos nulos, se descarta para el analisis de poblaciones silvestres y pruebas de

parentesco.
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Los marcadores Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22, Hco47-2, Hco97 y Hka3, debido a
su polimorfismo de moderado a elevado, son candidatos para la estimacion directa

de conectividad via pruebas de asignacion 6 de parentesco.

7.3. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

La diversidad genética encontrada en las poblaciones naturales de abulén amarillo
va de baja a alta en cuanto a los estimadores Na (2-28) y Ho (0.170-0.896).

Los resultados de la estructura genética poblacional demostraron la existencia de
una poblaciéon no panmictica de abulon amarillo, a lo largo de su distribucion. En
donde las localidades Mexicanas son subunidades de una poblacidon genéticamente
homogénea, interconectadas por flujo genético a lo largo de la costa central de la
peninsula de Baja California y San Clemente Island es una poblacion diferente de
las que conforman las localidades Mexicanas, historicamente aislada.

El principal factor de diferenciacion genética entre San Clemente Island y las
localidades Mexicanas fue el aislamiento por distancia sobre una escala de 600 a
1000 km.

Los estimadores de flujo genético indicaron conectividad genética restringida entre
San Clemente Island y las cuatro localidades Mexicanas (Nm = 7-19) y
conectividad genética entre las cuatro localidades Mexicanas (Nm = ~1 x 10°),
debido a la ausencia de barreras al flujo genético a lo largo de la costa central de

Baja California.
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7.4. CONECTIVIDAD GENETICA ENTRE DOS LOCALIDADES

No se aprecio6 variacion genética entre adultos y juveniles de la misma localidad en
frecuencias alélicas, Ny y Ho, descartando el posible efecto de la varianza en el
éxito reproductivo afortunado (Sweepstakes) y de supervivencia.

Los excesos de heterocigotos observados en las muestras de juveniles de El Riito (3
de 8 loci) y La Bocana (4 de 8 loci), pueden ser indicadores de que la produccion de
la descendencia se llevd a cabo por un nimero reducido de adultos.

El desequilibrio de ligamiento, evidente solo en El Riito, es un indicador de
asociacion no azarosa de alelos en diferentes genes, debido a un numero limitado de
cromosomas y combinaciones genéticas presentes probablemente en un numero de
progenitores reducido.

No se observo diferenciacion genética entre muestras de juveniles de El Riito y La
Bocana, esto descarta otro posible efecto del “éxito reproductivo afortunado”, en
donde la estocasticidad ambiental determinaria cuales individuos son exitosos cada
estacion reproductiva. Si grupos diferentes de progenitores fueran exitosos en ainos
diferentes, entonces se esperaria que las cohortes fueran genéticamente diferentes a
través del tiempo.

Si existiera una gran varianza en el éxito reproductivo de H. corrugata que marcara
a los nuevos reclutas con marcas genéticas distintivas, quizds estas no serian
evidentes por el papel que juegan la dispersion larvaria y flujo genético en la
homogenizacion de las frecuencias alélicas de localidades cercanas (el caso de El

Riito y La Bocana).
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Los resultados obtenidos con los microsatélites de H. corrugata en el analisis de
parentesco de El Riito, claramente demostraron su potencial como marcadores
genéticos para evaluar los programas de repoblamiento y en la estimacion directa de
conectividad 6 retencion local via pruebas de asignacion ¢ de parentesco.
Basandonos en los resultados de estructura poblacional y anélisis de nuevos
reclutas, podemos inferir que ha existido flujo genético por dispersion larvaria en
escalas evolutivas (cientos de afios) entre todas las localidades Mexicanas y existe
en escalas ecologicas (unas cuantas generaciones) entre La Bocana y El Riito. Asi
también mediante el analisis de parentesco en El Riito podemos inferir retencion
larvaria, aunque en menor proporcion.

Al parecer ambos mecanismos como son la dispersion y retencion larvaria ocurren
entre subpoblaciones mexicanas de H. corrugata, presentandose la dispersion entre
subpoblaciones en una escala espacial de decenas de km y la retencion dentro de
una escala espacial de cientos de metros. Ambos mecanismos son
demograficamente significativos y contribuyen a la persistencia de poblaciones

discretas.
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8. RECOMENDACIONES

0 Se recomienda explorar el total de los microsatélites de H. kamtschatkana en H.
corrugata, con la finalidad de incrementar el nimero de microsatélites disponibles
para esta especie.

0 Se recomienda la técnica propuesta por Sweijd et al. (1998) para la extraccion de
ADN de especimenes adultos. También se recomienda la estandarizacion de las
concentraciones de ADN individuales a 50 ng L, antes de realizar la PCR.

0 Se recomienda la técnica de extraccion de ADN propuesta por Selvamani et al.
(2001), la cual permiti6 obtener una elevado porcentaje de éxito en la amplificacion
de ADN de larvas veliger de H. corrugata.

0 Se recomienda el empleo preferente de sondas (GT),, (CT), y (TA),, en dicho
orden, para la generacion de futuras genotecas en H. corrugata. Asi también se
recomienda el uso de sondas con motivos de repeticion tetranucledtidos y
combinaciones de multiples sondas (di, tri y tetranucleotidos).

0 Se recomienda el uso de los loci Hcol5, Hcol6, Hco22, Hco47-2, Hco97, Hcol94,
Hka3 y Hka56, en el analisis genético-poblacional del abulon amarillo de la parte
norte de su distribucion (norte de la peninsula de Baja California y California),
poblaciones que actualmente se encuentran en veda, para determinar su relacion
respecto a la parte central de la peninsula de Baja California.

0 El locus Hcol9 también se puede utilizar, pero se recomienda estimar la frecuencia
de alelos nulos en este locus, previo a los andlisis de diferenciacion genética

poblacional.
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0 Para poder emplear el locus Hka3 en el analisis poblacional, se recomienda un
tamafio de muestra superior (n = 80), para tener representada la mayor proporcion
de su diversidad genética. Este locus fue el mas polimorfico de todos los loci y
podria aportar mayor resolucion en pruebas de asignacion poblacional.

0 Los loci Hcol5, Hcol6, Hcol9, Hco22, Hco47-2, Hco97 y Hka3 se recomiendan
particularmente para pruebas de asignacion poblacional, de parentesco y para
estimar las distancias de dispersion de H. corrugata, debido a su polimorfismo de
moderado a elevado.

0 Los resultados obtenidos en el presente estudio proporcionaron informacion sobre la
identificacion genética de las poblaciones de abulon amarillo, la cual es un
prerrequisito esencial si nuestra meta es mantener a las poblaciones silvestres en su
estado natural, se recomienda la consideracion de esta informacion en el manejo de
las poblaciones de abuldon para prevenir cambios genéticos antropogénicos en la
estructura de la poblacion asi como la pérdida de diversidad genética intra e inter
poblacional.

0 Se recomienda explorar los patrones de conectividad local, ya que el conocimiento
de estos patrones son importantes por que los procesos que ocurren en una localidad
pueden ocasionar cambios en sitios distantes. El entendimiento de la conectividad
entre bancos y entre localidades es vital para la conservacion, manejo de pesquerias

y particularmente para el disefio estratégico de sistemas de reserva.
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Para el andlisis de adultos y nuevos reclutas de H. corrugata se recomienda un
disefio de muestreo que permita la discriminacién de bancos naturales dentro de una
misma localidad. Asi también se recomienda que las muestras de adultos y nuevos
reclutas de localidades diferentes se colecten en un mismo periodo de tiempo.
Respecto a las muestras de nuevos reclutas de H. corrugata, se recomienda trabajar
con juveniles de los grupos de edad 0+ y I 6 nuevos reclutas. Ademas las tallas
promedio de juveniles de bancos diferentes deben coincidir.

Referente al tamafo de muestra (N) se recomienda incrementar el nimero de
individuos adultos y juveniles por localidad (n = 80—100), para tener representados
el mayor niimero de padres potenciales en las pruebas de parentesco y para hacer
una asignacion mayor de juveniles.

Para el andlisis de tamafios de muestras grandes con un juego de loci de al menos
siete microsatélites se recomiendan métodos de alto rendimiento para la obtencion
de genotipos, como son el empleo de reacciones multiplex (PCR) y el empleo de un
escaner 0 un secuenciador que detecte productos de PCR etiquetados con
fluorocromos.

Si lo que se busca es estimar la magnitud de la dispersion larvaria sobre una escala
espacial, entonces el disefio de muestreo también debe de incluir diferentes escalas
(decenas de metros, unidades, decenas y cientos de kilometros), que permitan
evaluar el autoreclutamiento, la dispersion entre bancos de una misma localidad y

entre bancos de diferentes localidades.
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0 Los microsatélites obtenidos en H. corrugata, representan un beneficio potencial
como marcadores moleculares tanto para la caracterizacion de la diversidad genética
de las poblaciones naturales, asi como para el disefio de programas de seleccion
asistida en acuicultura.

0 Tales marcadores moleculares no solo son aplicables a la especie en si, si no que
también representan posibles herramientas para tratar de contestar preguntas
similares ¢ particulares (certificacion de especies, hibridos, etc.) en especies

hermanas de abulon (H. fulgens y H. rufescens).
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APENDICES

Apéndice |

Microsatélites probados en Haliotis corrugata por amplificacion cruzada.

Loci Unidad de Iniciadores (5°- 3") Tamafio

repeticion (pb)

Hka3' (GTA)16(GAGT)19 F: GTGAGATGTTGGTGACT 229-314
R: CCGTTATTCACCTCTTA

Hka28g' (CA)ys F: GTGGACAAGCACTCTAAA 187-249
R: CGCCTGTTACGTTTTAGT

Hka40' (CA)s F: CCCTAAACAGATATTGACAAT 110-180
R: CTAGCAATATTCAAAATTACAAG

Hka43' (GACA)j6 F: CGCAACATGTCTACATATA 120-220
R: GGTCTGTACATTTTATCTATGT

Hkas6' (CA)y; F: CGATAATCGTGTGGTAAGA 97-148
R: GTGGCATGGTATCTCATT

Hkag0' (CA)3 F: CCTAACTATAGACGTAGTCA 88-144
R: CGACGCGATGAATGAAT

Hful603> (AACC)4 F: CGGCTGTCATATAGCTGGAA 186-204
R: ATGAGCATCGGGAAACTTTG

Hful260° CA4(CT)4 F: CCTCACCATCACCAGCACTA 208

R: ATTGTGCGTTCATCAGCAAA

F; Forward, R; Reverse, 1; Miller et al. (2001), 2; Cruz et al. (2005), 3; Gutiérrez-Gonzalez
et al. (2007).
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Apéndice 11

Protocolo para la obtencion de microsatélites a partir de genotecas enriquecidas,

segun Glenn y Schable (2005).

Digestion

El ADN extraido se fragmentd en segmentos de aproximadamente 500 pb mediante
el uso de la enzima de restriccion Rsa I. Se adiciond la mezcla de reaccion (Tabla I1.1) a las
muestras y se incubaron a 37°C por 60 min. Inmediatamente después de la digestion se

procedio a la ligacion de los fragmentos de ADN.

Tabla I1.1. Mezcla de reaccion para la digestion con Rsa .

Reactivos Volumenes
Soluciéon amortiguadora NEB 2 (10x) 2.50 ul
NaCl (5 M) 0.25 pl
H,O 1.25 ul
Rsa | 1.00 pl
ADN (200 ng/ul) 20 pul

Ligacion

Se unid un ligador de doble hélice a ambos lados de cada fragmento de ADN. Estos
ligadores proporcionaron el sitio iniciador para PCR posteriores. A cada muestra se le
agregd la mezcla de reaccion (Tabla 11.2) y se incubaron a 37°C por dos horas, después se
llevaron a 70°C por 15 min.

Para la preparacion de los ligadores SuperSNX de doble hélice (de igual molaridad)

se mezclaron los iniciadores SuperSNX24 y SuperSNX24+4p en volumenes iguales (100
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ul de 10 uM c/u). Se adicion6 sal para una concentracion final de 100 mM. La mezcla se

calentd a 95°C por 5 min y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Tabla I1.2. Mezcla de reaccion para la ligacion.

Reactivos Volumenes
Ligadores de doble hélice SuperSNX 7.0 ul
Soluciéon amortiguadora ligasa (10x) 3.5ul
Xmn | 1.5 ul
ADN ligasa 3.0 ul
ADN digerido 20 ul

Enriquecimiento

Los fragmentos de ADN con microsatélites se hibridaron a sondas biotiniladas
(secuencias complementarias a las de microsatélites). Las sondas que se utilizaron fueron:
(GT)1s5 y (CT);s, asi como una mezcla de estas dos. Para los enriquecimientos se adiciond
una mezcla de reaccion (Tabla I1.3) a 10 pul de ADN ligado del paso anterior y se sometio a
condiciones termales que permitieron desnaturalizar el ADN y llevarlo rdpidamente a
temperaturas en donde se diera el acoplamiento de la sonda y su hibridizacion con los

fragmentos de ADN con los que mejor se complementaba.

Tabla I1.3. Mezcla de reaccidon para enriquecimiento.

Reactivos Voliimenes
Solucion Hyb (2x) 25.0 ul
Sonda de microsatélites biotinilada (mezcla de oligos en 1uM c/u) 10.0 pul

Agua desionizada 5.0 pl
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Condiciones termales:

1 Ciclo: Desnaturalizacion 95°C (5 min)
99 Ciclos: Acoplamientos 70°C (5s)
Temp. Anterior —0.2°C — 68.8°C (5 s)
50.2°C (5 s)
50°C (10 min)
20 Ciclos: Acoplamientos 50°C (5s)
Temp. Anterior — 0.5°C 49.5°C (5 s)
40°C (5 s)
15°C (10 min)

El ADN se captur6 con la ayuda de perlitas paramagnéticas cubiertas con
estreptavidina (Dynabeads), la cual presenta afinidad por la biotina acoplada a las sondas
microsatélites usadas. EI ADN restante no hibridado se elimind a través de lavados. Se
adicioné TLE y se incubo a 95°C (por 5 min), el sobrenadante resultante contenia los
fragmentos enriquecidos. A este sobrenadante se le adicion6 NaOAc (3M) y EtOH (95%) y
se mantuvo a —20°C durante toda la noche. Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm (por

10 min.) y se realiz6 un ultimo lavado con EtOH (70%). EI ADN se resuspendi6 en TLE.
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Para la recuperacion de ADN enriquecido, se realizaron copias (PCR) (Tabla 11.4),

con el ADN del paso anterior. Para verificar si se tuvo éxito en la recuperacion de ADN, se

realiz6 electroforesis en gel de agarosa (1%).

Tabla I1.4. Mezcla de reaccion para PCR (25 ul).

Reactivos

Volumenes

Solucién amortiguadora para Taq (10x)

MgCl; (50 mM)
dNTP’s (2.5 mM c/u)
SuperSNX-24 (10 uM)
Agua desionizada

Taq polimerasa (5 u/pl)
ADN

2.5 ul
1.05 pl
0.5 ul
1.25 pl
17.575 pl
0.125 pl
2.0 ul

Condiciones termales:

1 ciclo: Desnaturalizacion inicial

95°C (2 min)

30 ciclos: Desnaturalizacion
Temperatura de acoplamiento

Extension

1 ciclo: Extension final

95°C (20 s)
60°C (20 s)
72°C (1 min)

72°C (15 min)

Ligacién de ADN enriquecido dentro de plasmidos

15°C (10 min)

El ADN enriquecido se incorporé dentro de un vector de clonacion (pCR® 4-

TOPO), siguiendo exactamente los pasos del Kit TOPO-TA de clonacién (Invitrogen).
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Transformacién del ADN plasmidico

Se incorpord el ADN enriquecido junto con el vector de clonacion dentro de una
bacteria hospedero. Las bacterias eran sensibles a la ampicilina y los vectores portaban el
gen que confiere resistencia a la ampicilina. Para esto se utilizé el Kit TOPO-TA de

clonacion (Invitrogen). Las clonas de bacterias se llevaron a crecimiento durante toda la

noche a 37°C.

PCR de clonas positivas

Se picaron 30 clonas y se realizéo una PCR con el ADN de las bacterias (Tabla II.5).
Después de la PCR se verificaron los insertos mediante electroforesis en geles de agarosa
(1%). Las muestras que presentaron el tamafio esperado (insertos de 500-1000 pb) fueron
sometidas a un “dot blot” y aquellas clonas que dieron sefial positiva se mandaron a
secuenciar.

Tabla I1.5. Mezcla de reaccion de PCR (25 pl).

Reactivos Volumenes

Solucién amortiguadora para Taq 2.5 ul
(10x)

MgCl, (50 mM) 1.05 ul
dNTP’s (2.5 mM c/u) 0.75 ul
Primer M13 F (5 uM) 0.5 pul
Primer M13 R (5 uM) 0.5 wl
Agua desionizada 16.45 ul
Taq polimerasa (5u/pl) 0.25 ul
ADN de bacterias 3.0 ul

F; Forward, R; Reverse.
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Condiciones termales:

1 ciclo: Desnaturalizacion inicial — 95°C (5 min)
40 ciclos: Desnaturalizacion 94°C (1 min)
Temperatura de acoplamiento 50°C (1 min)
Extension 72°C (1.3 min)
1 ciclo: Extension final 72°C (4 min)
15°C (10 min)

Secuenciacion

Los productos amplificados de las clonas positivas fueron purificados por la
compaiiia Macrogen (Corea) y secuenciados en un secuenciador automatico ABI PRISM
3730XL. De cada clona se obtuvieron las secuencias en ambos sentidos, utilizando los

iniciadores T3 y T7 promotor.

Disefio de Iniciadores

Las secuencias de las clonas fueron alineadas y depuradas (utilizando los
cromatogramas en el caso de inconsistencias), mediante el uso del programa Chromas Pro
(Ver. 1.34). Una vez que se obtuvieron las secuencias consenso se disefiaron iniciadores
especificos mediante el uso de programas como: Primer 3 (Rozen y Skaletsky, 2000) y

PrimerSelect de DNAstar (Burland, 2000).
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Iniciadores para microsatélites de Haliotis corrugata.

Loci Motivo de repeticion Iniciadores (5°- 3") Tamaiio (pb)

Hco5 (GT), F: GTCATGAGTTTGGCGTGTGT 173
R: ATGCTGGGAGAGTGTGATCC

Hco6 (CA)p2 F: CCACGCACATACCAAACACA 224
R: AAGGAGGCAGTGGTGTCAAA

Hco8 (TCAQC)4 F: GTGTGAAGCCCATTTCTGGT 174
R: ACAAGGGGTGTGATTCTGCT

Hco9 (TG)s(CGTG)(TG)s(CGTG)(TG); F: ATCGCGTCCAAGATTATTGC 158
R: GCCCTTGTTTAAGGCCTAGC

Hcol1 (CAT);3 F: ATCCTGCCGAGAAACCTACC 160
R: CAAAATGATGGGGAAACGAT

Hcol2 (TC)s3 F: CTGTGTTGCCCCCATTTC 191
R: GCACGTGCATGTAAGCTGTT

Hcol5 (TCAC)s F: CTGACGCAACCTCCTATGGT 221
R: CTTCTCAGGGCTTTCACAGG

Hcol5a (CA), F: CATCCACCCACCCTTACATC 219
R: AGACAGAGGTTGAGGGCAGA

Hcol6 (TTG), F: TATCAGGCCTCGATGGCTAC 212
R: TCACGTTATCCATCCGTTCA

Hcol8 (TCACC)(TC);C(TC), F: TGGACGCGACGTTAAACC 184
R: TGAGAATACATCGGGCATCA

Hcol9 (TG)1o(TGCG)s(TG)y F: CGATCCACGCAATTGGAATA 164
R: CACCGAGTCGTGTGAGCATA

Hco21 (CA)1(GA)y F: ATTGGGATCTGGGTTTCTCA 201
R: TGGCCATAAGGTCTTCAATACT

Hco22 (CTCG); F: GTCTCTGTCCGATCCTCCTT 216
R: CACAACCGTAGGCAATATCA

Hco23 (GT), F: GGGCTTGGTGTGTGTTTC 334
R: CGGTCTAAGTTGCTGATGCT

Hco23a (TGAG), F: GCATGAGCAACGATCTACGA 226
R: TCCCACATTACGCTTACACG

Hco23b (CCA); F: GCGATAAGATGCTCGTCTGG 157
R: GGTACGCTGACATTCCGATT

Hco26 (GAGT)yo F: TAGAGGCATGGTTGGGTCAC 191
R: GCTCCGACGGCAAGATATAC

Hco31 (CA);C(CA)9 F: GACGAATTCTGGGAGCATGT 265
R: AGGGATATGGTGGGGAAAGA

Hco37 (CA);TA(CA) F: TCGGCTCGGAGTCAGTTTAC 241
R: CGTCTGCTGTGTACAAAGTGC

Hco43 (CA),CT(CA);AA(CA)s F: GGTATCTCAGTGAGCTTGCAC 298
R: CCTACAATGGACTCCGGTTT

Hco44 (TTG); F: CGAGACCCAGGCTTCTGATA 248
R

: GGCGTTGATACCTCTGGAAA

F; Forward, R; Reverse.
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Loci Motivo de repeticion Iniciadores (5'- 3") Tamafio
(pb)

Hco47 (AC);(TCAC),TCAT(TCAC); F: AGGCTCGCTGACTTGGTT 229
R: CCTCAGGCCGAAAATGTTA

Hco57 (AC); F: TGGCTGTTGTGTTGTGAACTAA 189
R: CCACTTGAGCAAACTTGAGC

Hco69a (AC);s F: AGTGCAGTCGTAAAGTCTCAGC 193
R: TGACCACAATGGGCCTTTAG

Hco69b (CA), F: GCACGCACACTCTCTCTTCC 250
R: TCCTGGAAACAAACATAGGG

Hco72 (TCA); F: CTGCTAGGATGCCAGACACA 218
R: CACAGAGCCCAGATCTCACA

Hco74 (CA), F: CGCGAGTTCAATCAAACGTA 207
R: CATTCCAGCTACATGACAGCA

Hco92 (AT)3(A)(ATT), F: GCATCACACACTCCCATCAG 205
R: ACAACAGGTAGCCGACAAGC

Hco97a (CT)sC(CT), F: CTTCCACCCGCATTGTTC 197
R: CGAGAGAGCGACAGAAAGAC

Hco97b (CT)sCA(CT)s F: TGTCTACCCCTCCCTGTGTC 206
R: AAGGGATATGCAGCGAGAGA

Hco97¢ (CT),6CA(CT), F: TGCATATCCCTTCTCCAACC 167
R: ATGCAATGAGAGAGCGACAG

Hcol01 (TG); F: AGGACGAAAATCCCGAAAAT 200
R: TGACAGAGAGGAGACGCTGA

Hco104 (TC)a6 F: GAAAGAACTGGAACATTTGC 164
R: TGATTTCACAGGGGCAGG

Hcol16 (TCACQC); F: CGCTGGTGTTTTGTTTGTAG 188
R: GAGTTACATCGCGGTTTTC

Hcol170 (ACC)4 F: CCAAGTAATTCCTGCATGTAACACA 175
R: GGGAGATTCGACTGCATCTT

Hcol71 (CT)sTT(CT)s F: GCTACAAAGGCACGATTTG 205
R: TGTGTGTGGACTTGAACAGA

Hcol75 (TC)C(CT)19(CA)s F: GTGTATATAACATGGGACAC 193
R: ATAGATCACCAGCAACCAAA

Hco187 (GAGT), F: CCATCGGACTGATCATGTTG 154
R: ATTGCTAAAAGCGGCGTAAA

Hco194a (TA) F: TAAGCTCAGGCACCGAAAGT 196
R: TCAGCCGTATAGCAACGAGA

Hco194b (TCACQC); F: CTGGATGTGGCTGGTGAAG 222

R: AGTGGGAAATGACTTGCTGA

F; Forward, R; Reverse.
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Longitudes de concha (mm), en cinco localidades: San Clemente Island (SCI), Isla Cedros

(IC), Isla Natividad (IN), La Bocana (LB), y San Juanico (SJ).

Individuo

(SIS IR USROS RS I USRS I NG I NS I NS T NS I NS T NS T NS T N0 N 0 I N T R e e e e e N e
AN DE DR — OO O AANNDENN S OO AN NDEWN = OO W~

37

Localidades

SCI IC IN LB SJ
158 156 9 145 147 150
155 168 9 139 147 131

156 9 136 139 129
157 151 9 142 149 135
172 145 9 162 143 135
159 158 9 149 150 124
172 160 9 152 144 139
165 149 9 148 132 132
132 170 9 151 145 135
154 180 9 141 139 138
162 145 9 145 166 125
55 145 9 139 149 134
176 145 9 155 142 130
137 181 9 144 156 144
154 140 9 145 152 130
156 149 9 151 155 131
97 150 ¢ 144 162 128
108 180 9 145 149 144
150 165 ¢ 159 147 95
133 167 9 148 140 140
156 170 9 156 142 134
133 156 9 141 142 141
151 162 9 136 134 139
109 151 9 142 149 125
139 146 9 151 130 141
135 149 9 151 145 142
84 142 9 146 143 112
100 170 9 152 138 125
133 163 ¢ 139 150 135
175 166 9 143 138 121
90 152 ¢ 145 142 137
182 185 & 150 144 137
152 157 & 138 145 130
143 155 & 157 139 144
158 155 & 146 140 124
162 161 & 136 135 125
172 160 & 141 145 127

Longitudes de concha (mm), en cinco localidades (continuacion).
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

143
157
142
163
13
180
164

154
172
157
112
142

144
120
147
159
162
155
152
142
141
172
159
156
167
192
160
137
120
121
150
135
157
163

150
159
151
150
171
152
153
168
151
150
152
153
163
154
156
145
144
175
141
146
154
177
165
158
161
150
168
150
162
159
150
170
178

CHONONENENENENCNESNENENONONENENENONON NG N NGNS SISO YO

138
145
164
136
151
141
156
149
154
145
142
154
153
150
144
152
144
150
152
151
142
153
147
160
147
145
146
157
136
142
147
147
142

151
138
138
135
135
136
138
139
137
150
146
147
142
155
144
134
147
148
144
140
140
140
142
140
139
153
147
144
149
142
152
145
142

126
128
107
107
140
101
138
135
112
137

Q, hembra; &, macho.
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Frecuencias alélicas de Haliotis corrugata en cinco localidades, con siete microsatélites:
San Clemente Island (SCI), Isla Cedros (IC), Isla Natividad (IN), La Bocana (LB), y San

Juanico (SJ).
Locus/ Alelo Localidades
(pb)
SCI IC IN LB SJ

Hcol5
Q) (48) (47) (48) (48) (48)
196 0.031 0.021 0.052 0.010 0.042
200 - 0.011 0.010 0.010 0.010
203 - 0.043 0.083 0.031 0.094
204 0.031 - 0.031 - -
205 — 0.011 — — —
206 - — - - 0.010
208 - — - 0.010 -
210 - — - 0.010 -
212 - — - 0.021 -
213 - - 0.010 0.010 -
214 0.010 - - 0.010 -
215 — 0.011 — — —
217 0.010 0.043 0.010 0.042 0.021
218 0.177 0.117 0.146 0.135 0.125
222 0.635 0.596 0.552 0.573 0.531
224 - 0.085 0.031 0.010 0.031
226 0.073 - 0.042 - 0.031
230 0.010 — 0.010 0.031 0.031
234 0.010 0.011 — 0.042 0.010
235 - 0.032 0.010 0.021 0.010
237 - 0.011 - - -
238 - — - - 0.010
241 - — - - 0.010
242 - — 0.010 0.010 0.010
244 - - - 0.010 -
250 0.010 — — — —
253 — — — — 0.021
264 - 0.011 - 0.010 —




Frecuencias alélicas de Haliotis corrugata en cinco localidades (continuacion).

Hcolé6
()
209
212
228
231
234
237
240
243
Hcol9
()
152
156
158
160
162
164
166
168
170
172
174
176
178
180
182
184
186
190
192
196
198
200
204
208
219
221

(48)
0.583
0.313

(48)
0.677
0.229

0.010
0.042
0.042

(47)
0.043
0.032
0.021
0.021
0.117
0.245
0.096
0.085
0.128
0.075
0.032
0.032
0.011
0.011

0.011
0.021

0.011
0.011

(48)
0.635
0.198
0.010
0.010
0.021
0.073
0.042
0.010

(48)
0.021
0.052
0.063
0.094
0.292
0.052
0.125
0.063
0.052
0.042
0.052
0.010
0.031
0.010

0.021

(48)
0.573
0.313
0.010
0.010
0.010
0.063
0.010
0.010

(48)
0.021
0.031
0.073
0.073
0.219
0.125
0.104
0.052
0.073
0.010
0.052
0.063
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010
0.031

0.010
0.010

(48)
0.635
0.271
0.010
0.021
0.052
0.010

(48)
0.031
0.031
0.042
0.042
0.313
0.167
0.063
0.021
0.073
0.042
0.073
0.021
0.010
0.010
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Frecuencias alélicas de Haliotis corrugata en cinco localidades (continuacion).

Hco22
(n)
212
217
221
223
Hco97
(n)
175
193
199
200
201
202
204
205
207
209
212
Hcol194
(n)
196
198
Hkas6
Q)
239
240
242
244
254
256

(46)
0.587
0.239
0.044
0.130

(47)
0.170

0.021
0.734

0.032
0.011
0.011
0.021

(47)
0.106
0.894

(48)

0.167
0.813

0.021

(47)
0.436
0.202
0.075
0.287

(48)
0.146

0.771
0.010
0.042
0.010
0.010
0.010

(47)
0.255
0.745

(48)
0.021
0.281
0.667
0.031

(48)
0.385
0.229
0.031
0.354

(48)
0.104
0.010
0.010
0.729
0.010
0.031
0.073
0.031

(48)
0.208
0.792

(48)
0.010
0.031
0.219
0.708

0.031

(48)
0.385
0.250
0.073
0.292

(47)
0.149
0.011
0.032
0.745

0.053

0.011

(45)
0.200
0.800

(48)
0.010

0.323
0.625
0.042

(48)
0.385
0.271
0.021
0.323

(48)
0.115

0.042
0.729

0.021
0.052

0.021
0.021

(48)
0.302
0.698

(48)
0.021

0.271
0.635
0.063
0.010

pb, pares de bases; n, tamano de muestra.
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Frecuencias alélicas de Haliotis corrugata en El Riito y La Bocana, con ocho
microsatélites. Juv. tot.; Juveniles de todas las tallas, Juv. gpo; Juveniles de un grupo de
edad. Las frecuencias de los loci Hco19 y Hco97 fueron ajustadas a la presencia de alelos
nulos.
Locus El Riito La Bocana
Adultos  Juv. tot.  Juv.gpo. I Adultos  Juv. tot. Juv. gpo. II

Hcol5

(n) (31) (47) (33) (48 (56) (37)
188 — — — - 0.009 -
190 0.016 — — - — -
192 — — — - 0.009 0.014
196 — 0.021 0.030 0.010 0.009 -
200 — 0.043 0.030 0.010 0.027 0.014
203 0.048 0.043 0.045 0.031 0.036 0.041
204 — — — - 0.009 0.014
208 — — — 0.010 — -
209 — 0.011 0.015 - — -
210 — — — 0.010 — -
212 — — — 0.021 — -
213 — — — 0.010 0.009 -
214 0.032 0.011 0.015 0.010 — -
217 0.016 — — 0.042 0.018 0.027
218 0.145 0.149 0.076 0.135 0.125 0.108
220 — — — - 0.009 0.014
222 0.581 0.617 0.682 0.573 0.580 0.649
223 0.016 — — - — -
224 0.048 0.011 0.015 0.010 0.018 0.027
226 0.048 0.021 0.030 - 0.063 0.027
230 0.016 — — 0.031 — -
234 0.032 0.032 0.015 0.042 0.018 0.014
235 — 0.011 0.015 0.021 — -
237 — — — - 0.009 -
241 — — — - 0.009 0.014
242 — — — 0.010 — -
244 — 0.021 0.030 0.010 — -
248 — — — - 0.009 -
250 — — — - 0.018 0.014
251 — — — - 0.009 0.014
253 — — — - 0.009 0.014
259 — 0.011 — - — -
264 — — — 0.010 — -
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Hcol6
(n)
209
212
228
231
234
237
240
243
Hcol9
(n)
152
154
156
158
160
162
164
166
168
170
172
174
176
178
180
182
184
186
188
190
192
196
200
204
212
219
221

(33)
0.606
0.303

0.015
0.076

(52)
0.606
0.250

0.019
0.010
0.067
0.038
0.010

(49)
0.031

0.020
0.031
0.051
0.082
0.214
0.153
0.061
0.122
0.092
0.031
0.031
0.010
0.010
0.010
0.010
0.010

0.010
0.010
0.010

(35)
0.586
0.271

0.029
0.014
0.043
0.043
0.014

(34)

0.029
0.029
0.059
0.103
0.206
0.191
0.074
0.118
0.074
0.029
0.044

(48)
0.573
0.313
0.010
0.010
0.010
0.063
0.010
0.010

(48)

0.010
0.021

0.031
0.073
0.073
0.208
0.125
0.104
0.052
0.073
0.010
0.052
0.063
0.010

0.010

0.010
0.010
0.010
0.031

0.010
0.010

(58)
0.629
0.293
0.009
0.009
0.017
0.034

0.009

(53)
0.009
0.018
0.009

0.045
0.055
0.073
0.282
0.109
0.091
0.064
0.082
0.055
0.036

0.027

0.009

0.009
0.009

0.018

(37)
0.649
0.297
0.014

0.027
0.014

(37)
0.014

0.054
0.027
0.068
0.311
0.108
0.108
0.027
0.081
0.054
0.041

0.041

0.014

0.014
0.014

0.027
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Hco22
(n)
212
217
221
223

Hco97
(n)
175
193
197
199
200
201
204
205
207
209
210
212
213
225

Hco194

()
196
198
200

Hka56
(n
239
240
242
244
254
256

(38)
0.395
0.276
0.039
0.289

(33)
0.136

0.030
0.697
0.015
0.030
0.045

0.015
0.015

0.015

(29)
0.155
0.845

(32)
0.031
0.063
0.250
0.625
0.031

(57)
0.482
0.193
0.035
0.289

(46)
0.130

0.043
0.717

0.065
0.011
0.011

0.011
0.011

(52)
0.240
0.750
0.010

(48)
0.010

0.302
0.667
0.010
0.010

(35)
0.457
0.214
0.057
0.271

(32)
0.156

0.047
0.688

0.047
0.016
0.016

0.016
0.016

(35)
0.229
0.757
0.014

(33)
0.015

0.333
0.636

0.015

(48)
0.385
0.250
0.073
0.292

(47)
0.149
0.011
0.053

0.032
0.691

0.053

0.011

(45)
0.200
0.800

(48)
0.010

0.323
0.625
0.042

(57)
0.360
0.289
0.035
0.316

(56)
0.152

0.009
0.027
0.714
0.009
0.063
0.009
0.009
0.009

(55)
0.218
0.764
0.018

(55)
0.027
0.009
0.327
0.600
0.018
0.018

(37)
0.392
0.297
0.014
0.297

(37)
0.149

0.027
0.716

0.081

0.014
0.014

(35)
0.243
0.743
0.014

(37)
0.027
0.014
0.324
0.622
0.014




Frecuencias alélicas de Haliotis corrugata en El Riito y La Bocana (continuacion).

148

Hka3
Q)
195
208
214
215
217
220
223
225
226
229
231
232
233
234
235
236
237
238
239
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262

(30)

(42)

(32)

(48)

0.(;10
0.(;10
0.(;10
0.(;21
0.(;31
0.(;10

0.042

0.010
0.010
0.031

0.021
0.010
0.031

0.052
0.010
0.010
0.010

0.031
0.031

0.042

0.021
0.021
0.031

(57)
0.009
0.009

0.018
0.009

0.009
0.026

0.026
0.009
0.035
0.009

0.026
0.035
0.018
0.018

0.018
0.018
0.009
0.026
0.018
0.044
0.026
0.009

0.009
0.026
0.009
0.009
0.009

0.009

(37)
0.014
0.014
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263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
305
306
307

0.017
0.017
0.017
0.033
0.033

0.017
0.017

0.024
0.024
0.024
0.012
0.024

0.024

0.012
0.012

0.012
0.012
0.024

0.024
0.012
0.024

0.012
0.012
0.060

0.012

0.024
0.012

0.012
0.024

0.012

0.012
0.012

0.031
0.016
0.031
0.016
0.016

0.016

0.016
0.016

0.016
0.016
0.016

0.016
0.016
0.016

0.016
0.016
0.063

0.016

0.031
0.016

0.016
0.031

0.016

0.016
0.016

0.010
0.010
0.010

0.010

0.010
0.010

0.042
0.010
0.052

0.031
0.010
0.021
0.021

0.010

0.031

0.031
0.021

0.009
0.026
0.018

0.018
0.026
0.009
0.018
0.018
0.009
0.009
0.009

0.026
0.026
0.018
0.026

0.018
0.018
0.018

0.018
0.026
0.018

0.009
0.009
0.018
0.018

0.009

0.026
0.009

0.009

0.014
0.014
0.027

0.027
0.014
0.027
0.027

0.014
0.014

0.041
0.014

0.041

0.014
0.027

0.027
0.014

0.014

0.027
0.027

0.014

0.041
0.014
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308
310
311
313
314
315
318
319
323
328
330
338
344
363
375

0.017
0.017

0.033

0.017

0.012

0.012
0.012

0.012
0.012

0.016

0.016

0.021

0.010

0.010
0.010

0.010

0.009

0.014

pb, pares de bases; n, tamafio de muestra.
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Genotipos multilocus de juveniles de H. corrugata, asignados en el andlisis de parentesco de El

Riito.
Individuo Genotipos

Hcols Hcol6 Hcol9 Hco22 Hka56
Juvenil 27 222 209 164 212 242
ACMI101 222 223 212 160 212 217 242 242
ASM19 218 222 209 212 164 196 223 242 [2a2
Juvenil 29 203 209 209N 166 NEZ2ZN 212 244 [2aam
ACMI11 222 209 209 166 166 212 242 244
ACMI120 203 203 200 209N 166 2N 212 212 242 242
Juvenil30 222 222N 209 164 212 2T 244 AN
ACM90 214 222 209 209 170 212 212 244 244
ACM95 217 2228 209 164 174 2 223 244 2N
Juvenil 35 222 222 209 168 217 223 244
ACM3 222 222 209 188 217 217 242
ACM59 2220 224 209 209 168 170 223 223N 244 244
Juvenil 40 222 209 22N 166 NEOMN 217 244 [2aam
ACMI11 222 209 209 166 166 212 242 244
ACM3 222 222 209 220NN 188 217 217 242 244
Juvenil 51 218 209 170 212 242 [N2aam
ACM28 222 209 182 212 242 244
ASM18 203 218 209 166 170 212 223 240 242
Juvenil 55 222 [NN222NM 209 leo [N20000 212 [W2070 244 244
ACM61 222 222 209 166 174 212 212 244 244
ACMY6 222 222N 209 209 162 212 254

ACM, Adulto con marca; ASM, Adulto sin marca.
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