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Resumen de la tesis que presenta Brenda Priscila Oviedo Veldazquez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Diversidad y estructura genética de la almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus) en la region
central del Golfo de California

Resumen aprobado por:

Dra. Fabiola Lafarga de la Cruz
Director de tesis

El pectinido Nodipecten subnodosus representa un recurso acuicola importante. Sin embargo, su
importancia econdmica ha generado que sus poblaciones naturales estén actualmente reducidas o casi
completamente agotadas. El objetivo de este trabajo fue caracterizar genéticamente a poblaciones
silvestres y un lote de cultivo, evaluando el grado de diferenciacién entre ellas. Se realizé una prospeccién
en 60 sitios distribuidos en la regién central del Golfo de California (GC) y se obtuvieron muestras de cuatro
localidades: Bahia de los Angeles (BLA), Punta El Soldado (PSO), Bahia de las Animas (ANI) y San
Francisquito (SFR); adicionalmente se analizaron muestras procedentes de Isla Natividad (NAT) en la costa
Pacifico (CP), ademds de un lote de juveniles de cultivo (F1 de Bahia de las Animas). Se amplificaron diez
microsatélites especie-especificos mediante la técnica de PCR y se obtuvo una matriz de genotipos
mediante analisis de fragmentos con electroforesis capilar de alta resolucidon. Posteriormente, se
determind la diversidad genética expresada en nimero de alelos (Na), riqueza alélica (Ra), heterocigosidad
observada (Ho) y esperada (He), coeficiente de endogamia (Fis) y equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) con
programas genéticos (GENALEX, FSTAT, GENEPOP). Para detectar estructura genética poblacional se
calcularon los valores pareados de Fsr (ARLEQUIN), componentes genéticos (STRUCTURE y STRUCTURE
HARVESTER), asi como la direccion y magnitud del flujo genético (MIGRATE). Inicialmente se observd que
la abundancia de este bivalvo se vio reducida, ya que a pesar del esfuerzo de prospeccidn se encontraron
muy pocos organismos en el drea de estudio. En general, se encontrdé una moderada diversidad genética
dentro del drea de estudio (Na=2-12, Ra=3.815, Ho =0.60, He = 0.75). Los mayores valores de diversidad
se detectaron en ANI (Ra =4.096) y los menores en SFR (Ra = 3.303). Se observé un déficit de heterocigotos,
que puede estar relacionado a la presencia moderada de alelos nulos. La variabilidad genética estuvo
distribuida de forma homogénea en todas las localidades, por lo que no se observd estructura genética.
Lo anterior, fue probablemente debido al fuerte flujo genético en direccidn norte a sur, por el patrén de
corrientes durante la época reproductiva. Los valores pareados de Fsr Unicamente mostraron
diferenciacidn, aunque relativamente baja, entre BLA y NAT (Fst= 0.023) y entre ANl y NAT (Fsr= 0.038).
Siendo NAT la unica localidad fuera del GC y la geograficamente mas lejana del resto de las incluidas en
este estudio, el flujo genético entre estas localidades fue minimo.

Palabras clave: Nodipecten subnodosus, microsatélites, diversidad genética, estructura genética, Golfo
de California.



Abstract of the thesis presented by Brenda Priscila Oviedo Veldzquez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Aquaculture.

Diversity and genetic structure of the lion’s paw scallop (Nodipecten subnodosus) from the central
region of the Gulf of California

Abstract approved by:

PhD. Fabiola Lafarga de la Cruz
Thesis Director

The scallop Nodipecten subnodosus represents an important aquaculture resource. However, its economic
importance has led to an overexploitation and their natural populations are currently reduced or almost
completely depleted. The objective in this work was to genetically characterize populations in the wild and
a cultured lot by evaluating the genetic variability between them. A survey was conducted in 60 sites
distributed along the central region of the Gulf of California (GC) and samples were obtained at four
locations: Bahia de los Angeles (BLA), Punta El Soldado (PSO), Bahia de las Animas (ANI) and San
Francisquito (SFR). In addition, samples from Isla Natividad (NAT) on the Pacific coast (CP) were analyzed,
as well a batch of hatchery-reared scallops (F1 from Bahia de las Animas). Ten species-specific
microsatellites were amplified using the PCR technique and a genotype matrix was obtained by fragment
analysis using high-resolution capillary electrophoresis. Subsequently, the genetic diversity expressed in
number of alleles (Na), allelic richness (Ra), observed and expected heterozygosity (Ho, He), inbreeding
coefficient (Fis) and Hardy-Weinberg equilibrium (EHW) was calculated with genetic programs (GENALEX,
FSTAT, GENEPOP). To detect population genetic structure, the paired values of Fst (ARLEQUIN) and genetic
components (STRUCTURE and STRUCTURE HARVESTER) were calculated, as well as the direction and
magnitude of the genetic flow (MIGRATE). Initially it was observed that the abundance of this bivalve was
reduced, in spite of the prospecting effort, very few organisms were found in the study area. In general, a
moderate genetic diversity was found within the study area (Na =2 - 12, Ra = 3.815, Ho = 0.60, He = 0.75).
The highest values of diversity were detected in ANI (Ra = 4.096) and the lowest in SFR (Ra = 3.303). A
deficit of heterozygotes was observed, which may be related to the moderate presence of null alleles. The
genetic variability had an even distribution in all locations, so no population genetic structure was
observed. This was probably due to the strong genetic flow in north-south direction, due to the pattern of
currents during the breeding season. The paired values of Fsr only showed differentiation, although
relatively low, between BLA and NAT (Fsr = 0.023) and between ANI and NAT (Fsr = 0.038). With NAT being
the only location outside the GC and geographically farther from the rest of the ones included in this study,
the genetic flow between these locations was minimal.

Keywords: Nodipecten subnodosus, microsatellites, genetic diversity, genetic structure, Gulf of California.
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Capitulo 1. Introduccidn

La demanda mundial de productos acuicolas ha aumentado en los ultimos afios, mientras que la
produccién de pesca se ha estancado como consecuencia de la sobreexplotacién (Martinez, 2005). La
contribucion de la acuicultura al suministro mundial de peces, crustaceos y moluscos ha crecido
significativamente en las ultimas décadas. Entre 1980 y 2012, el volumen de la produccién acuicola
mundial incrementd a una tasa media anual del 8.6%, siendo los cultivos principales peces, crustaceos y
moluscos (FAO, 2014). Los moluscos son actualmente el tercer grupo mds importante de los organismos
marinos en términos de ganancia econdmica en la acuicultura (Lovatelli et al., 2008). En 2014 la produccion
de organismos provenientes de acuicultura fue de 73.8 millones de toneladas, de éstas 16.1 millones de
toneladas pertenecieron sélo a moluscos, de las cuales se cultivaron 104 especies con un valor total de

19 mil millones de USD (FAO, 2016).

Los bivalvos son animales ideales para el desarrollo sustentable de la acuicultura, su cultivo tiene un bajo
impacto ambiental, ya que son filtradores y requieren un manejo minimo, ademas de una menor
infraestructura para su cultivo, el cual puede realizarse en aguas abiertas, por lo cual dependen
Unicamente de las microalgas que se encuentran de forma natural en el agua de mar para alimentarse
(Osuna-Garcia, 2004; Koch et al., 2005). Las poblaciones naturales proveen la mayor parte de la
produccién, aunque en algunas especies los bancos naturales se estan acercando o han sobrepasado ya el
limite sostenible (Avendafio et al., 2001; Helm et al., 2006). La captacion de semilla del medio natural es
también una practica habitual, pero debe pensarse en otra opcidn para la obtencién de semilla de forma
permanente (Maguifio-Napuri et al., 2011). Una solucién para satisfacer la demanda de semilla de la
industria de bivalvos es el cultivo en criadero. La produccién de semilla en laboratorios aporta un pequeio
porcentaje de los requerimientos totales, pero es posible que las necesidades aumenten, a medida que se
generen variedades seleccionadas genéticamente con condiciones especificas de crecimiento o resistencia

(Helm et al., 2006).

En México el cultivo de bivalvos se realiza mayormente en el noroeste del pais; Baja California es el primer
productor de moluscos bivalvos cultivados en el pais. Los estados de Baja California, Baja California Sur,
Sonora y Sinaloa son los que cuentan con mas areas certificadas para el cultivo de moluscos bivalvos
(COFEPRIS, 2017). Sin embargo, la produccion de pectinidos por acuicultura es escasa y en su mayoria
proviene de poblaciones silvestres (FAO, 2010). A pesar de que en el pais la produccidon de moluscos se

basa principalmente en ostiones del género Crassostrea, hay especies como Nodipecten subnodosus, que
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por su alto valor comercial, asi como por su rapida tasa de crecimiento, se consideran con un alto potencial
de cultivo (Villalejo-Fuerte et al., 2004; Maeda-Martinez, 2008; Masso-Rojas et al., 2014). No obstante, su
importancia econdmica ha provocado una sobreexplotacion de este recurso en diferentes cuerpos de agua
de la peninsula de Baja California, debido a ello su abundancia ha disminuido al grado de que su pesqueria
se ha restringido. En la actualidad el abasto de semillas del medio natural no es suficiente como para
soportar un cultivo a escala comercial (Maguifio-Napuri et al., 2011). Por estas razones es importante
realizar una evaluacion de las poblaciones naturales de almeja mano de ledn existentes en su rango natural

de distribucién para poder implementar programas éptimos de manejo y cultivo del recurso.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de la especie Nodipecten subnodosus

El molusco bivalvo Nodipecten subnodosus es una de las especies de mayor tamafio dentro de la familia
Pectinidae, comunmente llamada almeja mano de ledn o garra de ledn. Es una especie de particular interés
para la acuicultura mexicana, tiene una tasa rdpida de crecimiento, puede alcanzar hasta 10 cm de altura
de la concha en 12 meses y su musculo aductor puede llegar a pesar hasta 50 g (Racotta et al., 2003). Tiene
una gran demanda comercial a nivel nacional e internacional debido al sabor de su musculo aductor
comunmente llamado “callo” (Beltran-Lugo et al., 2006). Asimismo, las conchas que presentan un color
naranja muy llamativo, también se consideran un subproducto de la pesqueria (Ponce-Diaz et al., 2011).
Recientemente también ha incrementado el interés en perlas de almeja mano de ledn, pues su coloracién
va del blanco al rosa o purpura, detalles que le confieren un alto valor comercial a dichas perlas (Torres-

Martinez et al., 2012).

Esta especie es hermafrodita funcional, a pesar de que se producen ambos tipos de células sexuales
(ovocitos y espermatozoides) al mismo tiempo; éstas no son liberadas simultaneamente, por lo regular
liberan primero el espermay mas tarde los ovocitos (Arellano-Martinez et al., 2011). Debido a su condiciéon
hermafrodita, la autofecundacidn es posible, dando como resultado la reduccidn en variabilidad genética,
lo cual a su vez afecta la capacidad adaptativa de la especie (Toro et al., 2009). Ademas, presenta una alta
tasa de fecundidad (> 2 millones de ovocitos por hembra), que incrementa la endogamia en generaciones

posteriores (Petersen et al., 2008). La endogamia puede generar efectos perjudiciales, tales como
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afectaciones en la capacidad reproductiva, supervivencia, resistencia a enfermedades y crecimiento en los

organismos en cultivo (lbarra et al., 2011).

Una evaluacién de este recurso en el interior de la Laguna Ojo de Liebre a inicios del afio 2010 mostrd un
crecimiento poblacional constante comparado con el de afios anteriores. No obstante, en la evaluacion de
febrero 2011 se observé una disminucidén en la poblacién de almeja de alrededor de 2.25 millones de
organismos (3.7%) en relacion con el afio anterior. También en mayo de 2011, los pescadores de este
recurso reportaron una mortandad masiva de organismos y en septiembre de ese mismo ano, tras realizar
una prospeccion se estimo que esa mortalidad incluyd a casi 40% de la poblacion que se tenia inicialmente
estimada (Masso-Rojas et al., 2014). En ese mismo afio, Villalva-Vega (2011) encontré ejemplares de
almeja mano de ledn cultivados en Bahia Tortugas, Baja California Sur, con deformaciones y depdsitos
marrones en la cara interna de la concha, asociados a un bajo crecimiento y a altas tasas de mortalidad.
Sus resultados mostraron que el problema se debid a vibriosis, una enfermedad causada por bacterias que
produce deformidades en la concha y puede incluso ocasionar la muerte del animal. Caceres-Martinez
(2007) menciona que las enfermedades son uno de los problemas que puede enfrentar el cultivo de
cualquier organismo, incluyendo los bivalvos. Si bien éstas ocurren de manera natural como un mecanismo
de control de las poblaciones, en condiciones de cultivo su presencia puede provocar pérdidas econémicas

o incluso la desaparicién de la actividad.

1.1.2 Distribucion

Se distribuye a lo largo de las costas del Pacifico y Golfo de California en México hasta Peru (Keen, 1971;
Massod-Rojas et al., 2014) (Fig. 1). Sin embargo, ambas costas mexicanas presentan diferencias tanto en
temperatura como en disponibilidad de alimento, lo cual condiciona el crecimiento de los organismos. Los
cultivos de almeja en el Pacifico muestran mejores resultados en cuanto a crecimiento, debido a que la
disponibilidad de alimento es mayor que en el Golfo y la temperatura es en general mas baja, lo que

favorece su crecimiento (Koch et al., 2015).

No obstante su extenso rango de localizacién, los bancos comerciales sélo se registraban en las lagunas
Guerrero Negro y Ojo de Liebre, B.C.S. (DOF, 2012). En Baja California, N. subnodosus se considera una

especie en validacidn acuicola, es decir, su cultivo ha sido Unicamente con propdsitos de investigacidn a
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través de permisos de fomento y alin no se tienen concesiones para la acuacultura comercial de la especie

(SEPESCABC, 2011).
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Océano Pacifico

Figura 1. Distribucion de Nodipecten subnodosus.

No hay una Norma Oficial que regule el manejo y aprovechamiento de N. subnodosus. Si bien la
distribucion de esta especie dentro del Golfo de California comprende la Reserva de la Biosfera de Bahia
de los Angeles, Canal de Ballenas y Canal Salsipuedes (RBBLA, por sus siglas) y a pesar de que su cultivo no
se encuentra permitido a escala comercial, no se encuentra enlistada en la NOM-059-SEMARNAT-2010 en
ninguna categoria y tampoco ha sido evaluada para la Lista Roja de la Unidén internacional para la

Conservacién de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés).



1.1.3 Conectividad en el Golfo de California

La conectividad en genética se define como el grado en el cual el paisaje facilita o impide el movimiento
de los individuos (Taylor et al., 1993) y consta de dos componentes: la conectividad funcional y la
conectividad estructural. El primero hace referencia a al flujo genético y el segundo a la estructura del
paisaje, como la presencia de barreras o la continuidad del habitat que son cruciales para el movimiento
de los organismos (Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez, 2013). En este sentido, el Golfo de California
(GC) es uno de los ecosistemas oceanicos mas productivos. El régimen de vientos dentro del Golfo es
variable: de noviembre a mayo prevalecen vientos provenientes del noroeste, el resto del afio prevalecen
vientos provenientes del sureste que generan condiciones climaticas de tipo tropical (Escalante et al.,
2013). Presenta un patrén de direccion de la corriente superficial de norte a sur durante la primavera, con
una velocidad de 5 a 7 m/s. Mientras que el patron cambia de sur a norte durante el verano, velocidad de
3 a 5 m/s (Marinone, 2003). Estas condiciones favorecen la dispersiéon de las larvas de numerosos

organismos, incluyendo los moluscos bivalvos.

Tremblay et al. (2012) mencionan que algunos pectinidos pueden desplazarse nadando a través de
corrientes de agua, esto por la contraccidon del musculo aductor y el cierre de las valvas. La mayoria de los
organismos marinos tienen estadios larvarios planctdnicos, la dispersién de estas larvas puede crear
conexiones entre poblaciones de organismos marinos bentdnicos que estan geograficamente separadas
(Riginos et al., 2011). El flujo genético de diversos grupos de invertebrados bentdnicos con estadio de larva
pelagica ha sido investigado, asimismo su relacién con la circulacién del océano. En la mayoria de los casos
la estructura y el flujo génico de las poblaciones se ha atribuido a la capacidad de la larva peldgica de

dispersarse (Soliman et al., 2012).

1.1.4 Marcadores moleculares microsatélite

Los marcadores moleculares representan una herramienta util que han permitido caracterizar la
variabilidad genética de un grupo, identificar especies, asignar paternidad o parentesco, identificar loci
asociados a caracteres cuantitativos, realizar seleccion asistida por marcadores, entre otras funciones (Liu
y Cordes, 2004; Astorga, 2008). Hay una gran variedad de marcadores genéticos moleculares, entre estos
se encuentran las secuencias simples repetidas o SSR por sus siglas en inglés (Simple Sequence Repeats),

comunmente llamados microsatélites, que son secuencias de acido desoxirribonucleico (DNA, por sus
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siglas en inglés), que consisten en unidades de 2 a 6 nucledtidos que se repiten consecutivamente, ademas
se encuentran distribuidos aleatoriamente en el genoma, generalmente en regiones no codificantes

(Schlotterer, 1998; Aranguren-Méndez et al., 2005).

Otra de sus caracteristicas es que son marcadores codominantes, es decir, un alelo lo hereda la madre y
otro el padre, por lo que es posible identificar individuos homocigotos y heterocigotos. También son
altamente polimdérficos, esto es debido a la variacion en el niUmero de repeticiones en tandem (Hellberg
et al., 2002; Ellegren, 2004; Liu y Cordes, 2004). Las regiones contiguas a estas zonas generalmente son
conservadas, gracias a lo cual es posible disefiar cebadores que permitan obtener muchas copias de estas
zonas por amplificacion mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés). Los microsatélites han sido ampliamente utilizados por su abundancia en el genoma y sus
caracteristicas intrinsecas que los hacen altamente informativos y han permitido medir la variabilidad

genética de numerosos organismos en acuicultura (Gonzalez, 2003; Astorga, 2008).

1.1.5 Diversidad genética

La sobreexplotacion ha afectado a una gran cantidad de especies de importancia comercial, que se han
visto dafiadas por la reduccién en sus tamafos poblacionales, la cual estd asociada con pérdida de
diversidad genética debido a la deriva génica y a altos niveles de endogamia (Smith, 1996; CINU, 2008). La
diversidad genética puede definirse como la variedad de alelos y genotipos presentes en poblaciones y
especies, esta diversidad es muy importante pues les permite a las especies adaptarse a cambios en su

entorno (FAO/UNEP, 1981; Hedrick, 2001).

En acuicultura es fundamental la evaluacién de recursos genéticos de las poblaciones y grupos de
reproductores, ya que los organismos para la fundacion de lotes de reproductores e inicio de programas
de seleccion genética provienen principalmente de poblaciones naturales y es esencial disponer de la
mayor diversidad genética posible (Martinez, 2005). El estudio de la variabilidad genética, disponible tanto
en poblaciones naturales como cultivadas, es la linea base tanto para el manejo de recursos naturales
como para el mejoramiento genético en cultivo. Esto no solo con la finalidad de obtener un mejor
rendimiento en cultivo, sino principalmente para no alterar las frecuencias alélicas de las poblaciones
naturales que cohabiten con las cultivadas y mitigar el posible impacto en el acervo genético de la especie

en cuestion (lbarra et al., 2011).



1.1.6 Parametros para estimar la diversidad genética

Para documentar la cantidad de variacién genética de manera estandarizada, necesitamos medidas que
nos permitan cuantificar esta informacién. Existen diferentes pardmetros genéticos para estimar esta
variabilidad. Para empezar podemos decir que un alelo es una forma alternativa de un locus; en el analisis
con microsatélites, se identifica como una variante con diferente nimero de repeticiones del motivo de
repeticidn. Por lo tanto, el término nimero de alelos (Na) se refiere a las variantes que se encuentran en
un individuo para un locus. El poder encontrar diferentes alelos en una poblacién depende principalmente
del tamafo de la muestra que se analiza. En cambio la riqueza alélica (Ra) es el nUmero de alelos por locus
corregido por el tamafio de la muestra. Otro pardmetro que a menudo se estima es la heterocigosidad
esperad (He), que es la proporcion de organismos heterocigotos (con dos alelos diferentes para el mismo
locus) calculada a partir del EHW. Para su calculo es necesario obtener las frecuencias genotipicas a partir
de las frecuencias alélicas, siguiendo un binomio cuadrado (p + q)?, en donde p y q son las frecuencias
alélicas y 2pq la frecuencia de heterocigotos. Por su parte la heterocigosidad observada (Ho), es la
proporcién de organismos heterocigotos calculada a partir de los genotipos observados en una muestra
poblacional. El equilibrio de Hardy Weinberg (EHW), es el equilibrio alcanzado en las frecuencias alélicas
en una poblacién panmictica donde no hay mutacién, migracién, seleccién o deriva génica. Si dos alelos
A,y A, tienen frecuencias p y g, las frecuencias en equilibrio de Hardy-Weinberg para los genotipos A1A;,
AiA; y ALA; serdn p?, 2pq v g%, respectivamente. El coeficiente de endogamia (Fis), es otra medida de la
desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las subpoblaciones, donde los valores
positivos indican una deficiencia de heterocigotos y los valores negativos indican un exceso de

heterocigotos (Hartl y Clark, 1997; Hedrick, 2000).

Otra estimacion de la diferenciacién genética es mediante el indice de fijacién (Fsr), que es una medida de
la diferenciacién genética entre subpoblaciones, toma valores que van del 0 a 1 (positivos); sin embargo,
es posible encontrar valores negativos que se interpretan como cero. Se ha sugerido que valores en el
rango de 0-0.05 indican escasa diferenciacién, entre 0.05-0.15 indica moderada diferenciacién, una gran
diferenciacidn se encuentra entre 0.15-0.25, mientras que valores sobre 0.25 indican una muy grande

diferenciacion genética (Hartl y Clark, 1997).



1.1.7 Impacto de la acuicultura sobre la diversidad genética

Es muy importante contar con un conocimiento bdsico sobre la genética de las especies con potencial de
cultivo, o ya en cultivo, para efectuar programas éptimos de manejo y conservacion de los recursos
naturales, esto para evitar el deterioro de las poblaciones naturales. En este sentido, los aspectos basicos
de genética poblacional no deben ser ignorados durante el desarrollo de la acuicultura (Martinez, 2005).
Actualmente son pocas las opciones que proponen un manejo de los recursos naturales explotados que
no ignoran la conservacion de los mismos. En el caso de la acuicultura, principalmente realizada con
especies nativas, es necesario implementar propuestas de cultivo que eviten el impacto sobre las
poblaciones naturales de la especie, primordialmente en dreas destinadas para la conservacién (lbarra et
al., 2011). Disminuciones en el nimero de individuos de esta especie como las que se observaron en el
afo 2011, pueden haber originado cuellos de botella con alta pérdida de variabilidad genética, por eso es
necesario evaluar la variabilidad genética en distintas dreas de distribucidon y tener un monitoreo

constante de la recuperacidn de las poblaciones.

Sumado a la posibilidad de autofecundacion, otro problema en la produccién de larvas de moluscos, es la
utilizacion de un bajo numero de reproductores por desove debido a la alta fecundidad de estos
organismos, asi como a la baja disponibilidad de organismos maduros (Arellano-Martinez et al., 2004). La
repercusion de utilizar un nimero efectivo bajo es la deriva génica, o dicho de otra forma, el observar
cambios en las frecuencias alélicas en la poblacién en cultivo debido a la pérdida de los alelos portados
por progenitores de la poblacidn inicial que no contribuyeron a la siguiente generacién (Petersen et al.,
2008). Es importante mantener la diversidad genética en poblaciones cultivadas de almeja, ya que su etapa
de engorde se produce en aguas abiertas adyacentes a las poblaciones naturales en condiciones fisico-
guimicas cambiantes. La introgresion de individuos de cultivo en el medio natural, ya sea intencional o no,
puede afectar la diversidad genética en la naturaleza, por lo que la movilidad de organismos entre el Golfo

de California y el Pacifico con fines de cultivo debe de ser evitada (lbarra et al., 2011).

1.1.8 Estudios genéticos en Nodipecten subnodosus

A pesar de su extensa distribucidn, los estudios enfocados en la genética de N. subnodosus son pocos, y se
considera como una ‘especie nueva’ desde el punto de vista de su aprovechamiento para cultivo (lbarra

et al., 2011). En 2004 Maldonado-Amparo et al. realizaron experimentos enfocados en la induccién a la
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triploidia, ya que los organismos triploides por tener un desarrollo pobre de la génada, presentan mayores
tasas de crecimiento, mejor calidad de la carne, musculo aductor mdas grande y un mejor sabor. La
obtencién de triploides se ha logrado aplicando diferentes concentraciones de citocalasina-B, que es un
antibiético que inhibe la formacién del cuerpo polar. Sin embargo, se encontrd un resultado diferente a lo
esperado, ya que la triploidia no resultd en una ventaja productiva sobre la diploidia en el medio donde se
evalud el crecimiento por el contrario, se observaron tamafos y pesos significativamente menores en

comparacién con los diploides.

También se han desarrollado 72 marcadores moleculares tipo microsatélite, que se han empleado en el
estudio de las poblaciones naturales y en propuestas eficientes para la produccién de semilla no
endogdmica. lbarra et al. (2006) en su primer trabajo de caracterizacion de 35 loci microsatélites,
amplificaron estos marcadores en una muestra con 25 organismos provenientes de Laguna Ojo de Liebre
y cinco de Bahia de La Paz, siendo estos los primeros bancos evaluados en términos de diversidad genética;
ademas se probd y verifico la amplificacién cruzada con otros pectinidos como Argopecten irradians (EUA,
Atlantico); A. purpuratus (Chile, Pacifico); A. ventricosus (México, Pacifico) y Nodipecten nodosus
(Venezuela, Atlantico). La mayoria de los loci estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (32 de 35) y

presentaron un nivel de polimorfismo mediano y alto (rango alélico de 4-28 alelos por loci).

Seis marcadores microsatélite en conjunto con el DNA mitocondrial (12S y 16S rRNA) se utilizaron para
establecer el impacto en la estructura genética ocasionado por los desoves en masa en la progenie
producida. En este estudio realizado por Petersen et al. (2008) identificaron el parentesco materno y
paterno de una muestra de la progenie de un desove en masa donde se utilizaron seis almejas para
determinar el grado de contribucién de cada desove. Los genotipos de los seis reproductores y 374 semillas
resultantes con los seis loci microsatélites se combinaron con la secuenciacién de DNA mitocondrial para
asignar el origen materno y paterno. Los datos con ambos marcadores revelaron que el 51.7% de la
progenie eran hermanos completos, con una contribucién desigual de los seis reproductores. Todos los
reproductores contribuyeron paternalmente (aunque desigualmente); sin embargo, solo dos
reproductores tuvieron la mayor contribucidn materna. La asignacion de parentesco mostré que dos
reproductores contribuyeron con el 36.9% y 39.1% de los gametos totales. Estos resultados ayudan a
comprender la composicién genética de las semillas producidas por desove en masa inducidos y
proporcionan una base para el desarrollo de técnicas mas eficaces de desove en especies hermafroditas

funcionales.
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Posteriormente, Petersen et al. (2009) caracterizaron otros 37 marcadores microsatélites especificos para
N. subnodosus, siendo estos probados en una muestra de 24 organismos provenientes de Laguna Ojo de
Liebre, B.C.S.; en estos la riqueza alélica vario de 5 a 27 alelos por locus, con una heterocigosidad esperada
de 0.76 ademas diez loci mostraron desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg debido a la presencia de
alelos nulos. Asimismo 16 loci mostraron amplificacidén cruzada en especies de pectinidos cercanamente
relacionados con la almeja mano de ledn, y casi nada o nula amplificacién se mostré en especies del genero

Argopecten.

El Unico estudio sobre la variabilidad genética de N. subnodosus es el realizado por Petersen et al. (2010)
en el que evalud las poblaciones naturales del Pacifico y del Golfo de California, determinando la variacion
genética entre y dentro de poblaciones naturales y de cultivo de almeja utilizando DNA nuclear (14
microsatélites) y DNA mitocondrial (subunidades mitocondriales 12S y 16S rRNA). Obtuvieron muestras
de cuatro localidades del GC (Bahia de La Paz, Loreto, Bahia de Los Angeles e Isla Tiburdn) y siete
localidades de la costa del Pacifico (El Conchalito, Canal Barcazas, Banco la Concha, El Datil, El Alambre, El
Mariscal y La Ventana), asi como también de tres empresas dedicadas al cultivo de esta especie en
Guerrero Negro y Bahia Tortugas. La informacién obtenida con los microsatélites reveld que las muestras
provenientes de acuicultura mostraron una menor diversidad, medida por la heterocigosidad esperada y
la riqueza de alelos, que las poblaciones naturales. Asimismo, los microsatélites demostraron que las
poblaciones de almeja distribuidas en diferentes bancos a lo largo del Golfo de California, y la Laguna Ojo
de Liebre en las costas del Pacifico, actian como dos poblaciones genéticamente distintas; cabe mencionar
que estas poblaciones fueron evaluadas antes de observarse la mortandad masiva en el afio 2011
anteriormente mencionada (Massé-Rojas et al., 2014). Por otra parte, a nivel de DNA mitocondrial se
evidencié la existencia de dos clados, ambos presentes en el Pacifico y GC, aunque en diferentes
frecuencias. El mitotipo mas comun se encontrd en 42 de los 95 individuos secuenciados, ese y otros tres
mitotipos se encontraron en ambas costas, esto parece evidenciar que ha habido una introgresién entre
los miembros de los dos clados mitocondriales. La divergencia en el DNA mitocondrial eclipsa la evidencia

de la estructura de la poblacién revelada por los datos de microsatélites.

Por ultimo, usando 73 microsatélites y polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) se
crearon los primeros mapas de ligamiento genético para esta especie (Petersen et al., 2012). Los cuales se
emplean para identificar loci relacionadas con caracteres cuantitativos que son de importancia para la
acuicultura, principalmente la longitud, el color naranja de la concha y un mayor tamafio del musculo
aductor. En este estudio, se identificaron cuatro loci microsatélites asociados con el pigmento de color

naranja de la concha (NsubA1F04, Nsub2A1F01B, NsubA1F03 y NsubA245). El desarrollo de estos mapas y
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laidentificacion de grupos de ligamiento para rasgos de crecimiento podrian ayudar en la seleccion asistida

por marcadores para mejorar el crecimiento de la almeja mano de ledn en la acuicultura.

Tomando en cuenta estos antecedentes y considerando que N. subnodosus cuenta con una etapa larvaria
plancténica de aproximadamente tres semanas antes de asentarse en el sustrato, se espera que la
circulacidon del Golfo de California tenga un efecto en la dispersidn larval de este pectinido y en
consecuencia niveles bajos de diferenciacion genética que podrian incrementarse entre sitios

geograficamente distantes.

1.2 Justificacion

Ante el eminente crecimiento de la poblacidn humana, la acuicultura representa una alternativa para
satisfacer la demanda de alimentos de origen animal con proteina de alta calidad. Sin embargo, es
necesario diversificar las especies que actualmente se cultivan. La almeja mano de ledn se considera una
especie atractiva para la acuicultura, debido a su alto valor econdmico y su rapido crecimiento. En
acuicultura es de gran utilidad conocer la variabilidad genética de las poblaciones naturales, dado que de
aqui se obtienen los lotes de reproductores que serdan mantenidos en cautividad para producir progenies

viables para su produccién masiva.

Las pérdidas en variabilidad genética, causadas ya sea por una reduccion en el tamafo de las poblaciones
silvestres o por introducciéon de semillas altamente endogamicas producidas inadecuadamente (riesgo de
autofecundacion, posible en esta especie hermafrodita funcional), pueden generar efectos negativos en
los organismos cultivados, como disminucidn en las tasas de crecimiento y/o supervivencia, entre otros.
Ademas, dado que se han observado disminuciones en el tamafio de la poblacién de bancos naturales
causado por diversos factores, principalmente sobreexplotacion pesquera, pesca ilegal y mortandades
masivas del recurso, es necesaria la evaluacién de las poblaciones naturales de almeja para conocer como
se encuentra actualmente la poblacién, para poder implementar programas éptimos de manejo y

conservacion.

Por lo cual, el objetivo del presente proyecto fue evaluar la diversidad genética de organismos silvestres
de almeja mano de leén provenientes de distintos bancos naturales del Golfo de California y un banco de

la costa del Pacifico; ademdas de un lote de juveniles producido en laboratorio, mediante el uso de
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microsatélites. Esta informacion genética bésica permitird identificar si existe diferencia y estructuracion

genética entre las poblaciones silvestres de N. subnodosus en el Golfo de California.

1.3 Hipoétesis

Los bancos de almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus) dentro de la regién central del Golfo de
California no presentan diferencia en su estructura genética, debido al flujo genético ocasionado por el

patrdon de corrientes oceanicas de la region.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la diversidad y estructura genética de bancos naturales de almeja mano de ledn (Nodipecten

subnodosus) en la region central del Golfo de California mediante marcadores moleculares microsatélite.

1.4.2 Objetivos especificos

e Optimizar las técnicas de amplificacion de marcadores microsatélites especie-especificos
mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

e Evaluar la diversidad genética en cuatro bancos naturales de almeja en la regién central del Golfo
de California, un banco de la costa del Pacifico y un lote de juveniles obtenidos en laboratorio.

e Determinar la estructura genética de la almeja mano de ledn en la regién central del Golfo de
California (Bahia de los Angeles-San Francisquito).
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Origen de las muestras

Para la evaluacion de la diversidad y estructura genética de N. subnodosus se realizd una prospeccion
desde San Luis Gonzaga hasta El Barril, Baja California (Fig. 2), donde se llevaron a cabo 180 buceos en 60
sitios realizados por el Oceandlogo Dahen L. Gdmez Togo. A pesar de la extensa area que se abarco
Unicamente se obtuvieron muestras de cuatro localidades en la regién central del Golfo de California:
Bahia de los Angeles (BLA, n=30), Punta El Soldado (PSO, n=16), Bahia de las Animas (ANI, n=37), San
Francisquito (SFR, n=6). Adicionalmente, se consiguieron muestras de Bahia de La Paz (BLP, n=30) y de una
localidad del Pacifico en Isla Natividad (NAT, n=5) (Fig. 3). Asimismo, se evalué un lote de juveniles (n=32)
que fueron obtenidos de un desove en el Laboratorio de Biotecnologia de Moluscos del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas (UABC) con reproductores provenientes de Bahia de las Animas. La
prospeccién y colecta de tejido se efectué de octubre 2015 a abril 2017 obteniéndose un total de 156

muestras (Tabla 1).
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Figura 2. Area de prospeccién para la recoleccién de muestras de almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus
(Tomado de Google Earth, modificado por Gémez-Togo).
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Figura 3. Localizacion geografica de los sitios de muestreo de almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus

(Modificado de ReefGIS).

Tabla 1. Inventario de muestreos genéticos de almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus.

Origen Fecha de colecta T“:tl:::r?;) anl;/:ilﬁzt:?n)
a) Silvestres
Bahia de los Angeles, B.C. (BLA) Octubre 2015 30 17
Bahia de las Animas, B.C. (ANI) '}/luanyig igig’ 37 14
Punta El Soldado, B.C. (PSO) Julio 2016 16 8
San Francisquito, B.C. (SFR) Febrero 2016 6 5
Bahia de La Paz, B.C.S (BLP) Agosto 2016 30 -
Isla Natividad, B.C.S. (NAT) Marzo 2017 5 5
b) Lote de juveniles producidos en laboratorio
F1 de Bahia de las Animas (F1ANI) Diciembre 2016 32 27
Total 156 76
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2.2 Toma de muestras de organismos silvestres

La toma de las muestras fue in situ. Se extrajeron aproximadamente 30 mg de manto (en el caso de las
muestras de organismos silvestres: BLA, PSO, ANI, SFR y BLP) y de musculo aductor en las muestras
provenientes de NAT (almejas para consumo local) y el lote de juveniles (organismos con un promedio de
2.5 cm de longitud de la concha); con pinzas y tijeras estériles. Las muestras fueron etiquetadas y
conservadas en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml con etanol al 96%. Posteriormente se trasladaron en

hieleras con gel ice al laboratorio de Genética Acuicola y se almacenaron a -20°C hasta su analisis.

2.3 Toma de muestras de juveniles de cultivo

Se muestreo un lote de juveniles obtenidos en desoves realizados por el Dr. Zaul Garcia en el Laboratorio
de Biotecnologia de Moluscos del 110 (UABC) con reproductores provenientes de Bahia de las Animas. La
semilla se mantuvo en cultivo en ANI y alli se tomaron muestras de 32 juveniles de aproximadamente seis
meses de edad, los cuales se colocaron en tubos cdnicos de 50 ml con etanol al 96% vy se trasladaron en
hieleras con gel ice al laboratorio de Genética Acuicola de CICESE. A la llegada de los juveniles se registré
la longitud, altura y grosor de cada cocha. El tejido se separd de la concha, se colocé en tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml con etanol al 96% y se etiquetaron individualmente, las muestras fueron

almacenadas a -20°C hasta su analisis.

2.4 Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA se realizé utilizando el kit “DNeasy Blood & Tissue” de QIAGEN® siguiendo las
instrucciones del fabricante. La maceracion del manto (20 mg) se hizo con nitrégeno liquido. Después de
realizar la extraccion de DNA se incubo con RNAsas a 37°C durante 40 min. La concentracién y pureza del
DNA se estimé por espectrofotometria con el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) en las longitudes
de onda 260/280 la cual indica la presencia de contaminacidon por proteinas y 260/230 que indica presencia
de contaminantes por reactivos como fenoles. Una vez que se estimd la concentracidén del DNA, se hicieron
diluciones a una concentracién de 50 ng/ul y se almacend a -20°C, el DNA concentrado restante se
almacené a -80°C. Para la verificacion de la integridad del DNA extraido se realizé una electroforesis en gel

de agarosa al 1% durante 60 min a 80 volts con Super Buffer 1X, usando como referencia un marcador de
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peso molecular de 1 Kb para visualizar y determinar el tamaiio del DNA. Previo a cargar las muestras en
los pocillos del gel, se agregd Gel-red en cada muestra, para visualizarlo en el sistema digital de
fotodocumentacién (Gel Doc™ XR+ BIO-RAD) bajo luz UV, las imagenes se obtuvieron utilizando el

programa Quantity One” (BIO-RAD).

2.5 Amplificacion de los microsatélites

Mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron diez marcadores
moleculares microsatélite (Tabla 2) los cuales son especificos para N. subnodosus, y han sido probados en
trabajos previos de esta especie (lbarra et al., 2006; Petersen et al., 2009; Petersen et al., 2010). Las

amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador (Veriti Applied Biosystem).

Tabla 2. Descripcion de los microsatélites utilizados.

Moti T n
Locus Cebadores Otw_o,‘,je . amano Ta* (°C) Referencia
repeticion estimado (pb)

F: TTTGACAGACATCCCTTCTTAC
TCA ) .
NSUbAOOA . GAATGCGACATAGACATCG (TCA),, 230-267 e0c

F: CGACAAACATCCCCTCTT
TCA ] .
NsubADOS . ACAGCGACCAGTGTAACG (TCA),, 204-218 60°c

F: GTTACGTGCGTGGACTGAA
ATG ] .
NsubA208 . CGGCATCTGTACCTGACAC (ATG), 283-298 e0c

F: GTGGCAAGTCTTATTTGGTAGA
NsubA235 (TGA),, 200-230 60°C

R: CTGTTTACTTTCGATGCAAGTT Ibarra et al.

F: TGCCTATTTCGATAACTGATTG (2006)
TCA B o
NsubA245 o 1A ATGCTAATACGGCACCAGT (TCA), 293-320 61°C

F: CCGCTGAAAATCTCTCCT
TCA ) .
NSUBA2A9 b GCCCCATCGTAACAATCT (TCA),, 240-295 e0c

F: GTCAAAAGGTTGGCAGTCTAAG
GATA ] .
NsubC205 o 1 GCATAAACCCTACTCATGGT o o 195-240 62°c

F: TTCAAACGCACGTCATTTG
TATC - °
NsubC261 R: CTTGGCACCATATTCGGAC ( )8 125-200 62°C

NsubALFO3 F: ACAATGTGGCAATGATGACG (ATG)9 148-185 64°C

R: TCATCCATAAGCATCCACCA Petersen et

F: GCTATCTGCTGTGTGTGGACAA al. (2009)
CAT . o
NSUbAIGOS ¢ 1 GGGGAAATCCTTCCATGT (CAT), 342-372 64°C

*Ta: Temperatura de anillamiento
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El protocolo implementado fue una modificacién del utilizado por Petersen et al. (2010). Cada reaccion
consistié en 10 ng/uL de DNA, 1X Buffer, 0.2 pg/uL de BSA, 0.2 mM de dNTP’s, 2.0 mM de MgCl,, 1 uM de
cada cebador y 0.15 U/ulL de Taqg polimerasa (Kapa Biosystems) y agua libre de nucleasas para completar

un volumen total de reaccion de 10 uL (Tabla 3).

Las condiciones de PCR consistieron en 94°C de desnaturalizacidn inicial por 3 min, seguido de 35 ciclos de
94°C por 30 s, temperatura de anillamiento dependiente de los cebadores usados (Tabla 2) por 30's, 72°C
por 30 sy una extension final de 72°C durante 10 min. La verificacion de la amplificacién de los fragmentos
se realizd en gel de agarosa al 1.2% a 60 volts durante 80 min en Super Buffer 1X y se comparé con un

marcador de peso molecular de 50 pb (Sigma-Aldrich) para verificar su tamaiio.

Tabla 3. Master mix para amplificacion de DNA por PCR utilizando la enzima Tag polimerasa (Kapa Biosystems).

Concentracion Concentracion Muestra 1X
inicial Compuesto final (pL)
10X Buffer A 1X 1.0
10 pg/uL BSA 0.2 pg/uL 0.2
2.5mM dNTP’s 0.2 mM 0.8
25 mM MgCl, 2.0 mM 0.2
10 uM Cebador Forward 1uM 1.0
10 uM Cebador Reverse 1uM 1.0
5 U/uL Taq Polimerasa 0.15 U/uL 0.3
50 ng/uL DNA gendmico 10 ng/uL 2.0
Agua libre de nucleasas 3.5
Volumen de rx final 10.0
2.6 Genotipado

El genotipado de los organismos muestreados se realizd a partir del andlisis de fragmentos mediante
electroforesis capilar de alta resolucidon en QlAxcel (Qiagen) con el método OM500 y utilizando marcadores
de alineamiento de 15 y 600 pb. Una vez generados los reportes de lecturas por este equipo, los alelos de

cada locus se asignaron de acuerdo a su tamafno y se obtuvo el genotipo de cada organismo para cada
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locus. Con los datos obtenidos se generd una matriz de datos con los genotipos de cada localidad en

formato Excel.

2.7 Andlisis de diversidad genética

Se utilizd el programa MICROCHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) para detectar errores de
genotipado, posteriormente se ajustaron a los formatos necesarios utilizando el programa CREATE 1.35
(Coombs et al., 2008). Los parametros de diversidad genética tales como nimero de alelos por locus (Na),
heterocigosidad observada y esperada (Ho, He) y el nimero de alelos privados (AP) fueron calculados con
el software GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). La frecuencia de alelos nulos se estimé en el programa
ML-NullFreq (Kalinowskiy Taper, 2006). Los coeficientes de endogamia (Fis) y la riqueza alélica (Ra) fueron
calculados con el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 1995). La prueba global para detectar desviaciones del
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) fue analizado utilizando GENEPOP 4.0 (Raymond y Rousset, 1995).

2.8 Analisis de estructura genética

Para determinar la estructura poblacional de N. subnodosus en la region central del GC se utilizé el método
de analisis de asignacidén bayesiana, éstos se basan en informacidn genética para asignar a qué poblacion
pertenece un individuo, sin suponer poblaciones predefinidas; implementado por el programa STRUCTURE
2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Este programa asigna los individuos a un numero especifico (K) de
poblaciones a partir de sus genotipos y simultdneamente, estima las frecuencias alélicas de los individuos
de las poblaciones por medio de las cadenas de Markov tipo Monte Carlo (MCMC). El primer analisis
exploratorio consideré ocho poblaciones (K), dado que se contaba con muestras de seis localidades y
tomando en cuenta que cada localidad se tratara de una poblacién distinta, pudieran distinguirse las
poblaciones reales y no se ensombrecieran los resultados reales por la asignacion de un nimero menor
de K. Posteriormente el nimero de poblaciones se fue reduciendo hasta encontrar el nUmero mas
probable de componentes (K). Para el segundo andlisis exploratorio que incluyé Unicamente a las cuatro
localidades dentro del GC se inicid con la asignacidn de seis poblaciones y de igual forma el nimero de
componentes se redujo hasta determinar el nimero mas probable de componentes. Las simulaciones se

hicieron con base en 1x10° interacciones, suponiendo frecuencias alélicas correlacionadas y bajo el
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modelo de poblaciones mezcladas (admixture model). Se corrieron diez réplicas para cada K grupo para

asegurar la reproducibilidad del analisis.

Posteriormente se realizd la prueba de Evanno (Evanno et al., 2005) en el programa STRUCTURE
HARVESTER (Earl y VonHoldt, 2012) para determinar delta K (AK) que se refiere al nimero mas probable
de componentes genéticos. También se calculd la diferenciacién genética mediante el indice de fijacién
(Fst) empleando el programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier et al., 2005). La magnitud y direccién del flujo
genético entre los sitios evaluados se estimé utilizando el enfoque de maxima verosimilitud implementado
en MIGRATE 3.6.11 (Beerli y Felsenstein 1999; Beerli y Palczewski, 2010). MIGRATE utiliza un enfoque de
coalescencia para estimar el numero de migrantes (MLE) entre las poblaciones, suponiendo una tasa de
mutacion por locus constante. Se utilizaron diez bldsquedas en cadena corta y tres busquedas de cadena

larga sobre las cinco localidades silvestres con diez loci microsatélite.

2.9 Analisis estadistico

Los pardmetros genéticos analizados por locus fueron sometidos a pruebas de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov y homocedasticidad de varianzas de Levene’s, en los datos que presentaron distribucion normal
e igualdad de varianzas se realizé una prueba ANOVA de una via, en los datos donde estos supuestos no
se cumplieron se aplicé la prueba de ANOVA no-paramétrica Kruskal-Wallis para determinar si existian
diferencias significativas entre las localidades evaluadas. Finalmente, se realizaron las comparaciones de
los pardmetros genéticos entre las localidades usando las pruebas a posteriori de Tukey y de Dunn
respectivamente. Las pruebas se llevaron a cabo en el programa STATISTICA 10 (StatSoft, Inc.) fijando un

nivel de confianza del 95% («a =0.05).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Extraccion de DNA gendmico

Todas las muestras de DNA fueron de alto peso molecular, igualmente la integridad de las moléculas del
DNA fue la adecuada (Fig. 4). El DNA obtenido con el kit de extraccién comercial tuvo en promedio una
concentraciéon de 313 ng/ul (DE = 190 ng/pl), el valor minimo y maximo fueron 60 y 1,077 ng/ul,
respectivamente (Fig. 5). Para la relacién 260/280 nm, que mide la relacién DNA/proteinas, el 95.5% de
las extracciones obtenidas presentaron un valor por arriba de 1.8 (Fig. 5A). En cuanto a la relaciéon 260/230
nm, que mide la relacién DNA/solventes, Unicamente el 26% de las muestras presentaron un valor superior
a 1.8. Esta relacidon es importante a considerar, porque las muestras con un valor bajo en la relaciéon
260/230 tienen presencia de contaminantes como fenoles o reactivos utilizados en la extraccidon que

pueden interferir con la amplificacién mediante PCR (Fig. 5B).
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 60 min a 80 volts. Muestras del lote de reproductores (n=19)
provenientes de Bahia de las Animas (ANI). Todas las muestras fueron estandarizaras a una concentracién de 50
ng/ul. Esc: marcador de referencia de 1 Kb.
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Figura 5. Concentracién y calidad del DNA obtenido (A. relacion 260/280 y B. Relacién 260/230) con el protocolo

comercial.
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3.2 Amplificacion de los microsatélites

A pesar de que todo el DNA obtenido fue de buena calidad, el DNA de manto (muestras de BLA, ANI, PSO,
SFR y BLP) presenté mayor cantidad de pigmentos que impidieron la amplificaciéon de un gran nimero de
muestras (Unicamente se obtuvo amplificacidon exitosa de 44 muestras de las 119 disponibles). Por el
contrario el DNA que se obtuvo con musculo aductor (muestras de F1-ANI y NAT) no tenia pigmentos, lo
cual no parecié inhibir la amplificacién de los microsatélites (amplificacion exitosa con 32 de las 37
muestras disponibles) (Tabla 4). De las 156 muestras totales con las que se contaba solo 62 amplificaron
para los diez microsatélites (39.7% de éxito), 7 muestras amplificaron para nueve loci (4.5%), 15 muestras
amplificaron Unicamente para un locus (9.6%) y en 46 muestras no fue posible obtener ningln producto
de PCR (29.5%). Un caso excepcional fueron las muestras provenientes de Bahia de La Paz, ya que no se

pudo obtener ninguna amplificacién (0%; Tabla 4).

Tabla 4. Numero de muestras que amplificaron para cada microsatélite y localidad.

Numero de microsatélites que amplificaron
Origen n |nanalizado
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
BLA 16 0 1 0 0 1 0 3 2 4 3 30 17
ANI 10 2 0 2 0 1 0 3 4 7 8 37 14
F1-ANI 22 3 0 1 3 0 1 0 1 1 0 32 27
PSO 6 2 0 0 0 0 0 1 0 3 4 16 8
SFR 3 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 6 5
NAT 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 5
BLP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30 30 0
Total 62 7 3 3 3 2 1 7 7 15 46 156 76

Tomando en cuenta las 156 muestras que se tenian, el locus del que se obtuvo un mayor nimero de
amplificaciones fue el NsubA004 (90 muestras), seguido de los loci NsubA208, NsubC205 y NsubA0O05 con
83 muestras que amplificaron para cada uno. Para el locus NsubA235 amplificaron 81 muestras, para el
NsubA245 80 muestras, 79 y 78 muestras para los loci NsubC261 y NsubA1G09 respectivamente. Con el
locus NsubA249 se obtuvo amplificacién en 75 muestras y por Ultimo para el locus NsubA1F03 se lograron
amplificar 73 muestras (Tabla 5). En la figura 6 se puede observar como se visualizaba el gel de agarosa

con amplificacién exitosa.
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Tabla 5. Porcentaje de éxito de amplificacion para cada microsatélite.

Locus Muestras Muestras no % éxito % éxito amplificacion
amplificadas amplificadas amplificacion sin Bahia de La Paz

NsubA004 156 90 66 57.7 71.4
NsubA208 156 83 73 53.2 65.9
NsubC205 156 83 73 53.2 65.9
NsubC261 156 79 77 50.6 62.7
NsubA249 156 75 81 48.1 59.5
NsubA245 156 80 76 51.3 63.5
NsubA235 156 81 75 51.9 64.3
NsubA005 156 83 73 53.2 65.9
NsubA1G09 156 78 78 50.0 61.9
NsubA1F03 156 73 83 46.8 57.9
Promedio 156 81 76 51.6 63.9
DE 0.0 5 5 31 3.8
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Figura 6. Visualizacion de productos de PCR en gel de agarosa al 1.2% durante 60 min a 80 volts en super buffer 1X.
Microsatélite NsubA235 del lote de juveniles en cultivo en Bahia de las Animas. Esc: marcador de referencia de 50
pb, C+ (control positivo: DNA de una almeja de la localidad de ANI), C- (control negativo: reaccidén de PCR sin DNA).
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3.3 Genotipado
Con base en el tamafio de los fragmentos obtenidos fue posible diferenciar el genotipo homocigoto o

heterocigoto de cada loci para cada individuo (Fig. 7). Con el andlisis de los diez microsatélites, se
identificaron un total de 268 genotipos.
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Figura 7. Electroferogramas de un organismo homocigoto para el locus NsubA249 (A) y un organismo heterocigoto

para el locus NsubC261 (B), obtenido mediante electroforesis capilar de alta resolucién.

3.4 Andlisis de diversidad genética por localidad

A continuacidn, se presentan los pardmetros genéticos resultantes por localidad evaluada:

3.4.1 Bahia de los Angeles

La localidad de Bahia de los Angeles quedo conformada por 17 organismos muestreados en el afio 2015
(Tabla 1). El nimero de alelos varié de 5 a 12 (promedio 8.4 alelos por locus; DE = 2.7), siendo los loci
NsubA208, NsubC205 y NsubA245 los que presentaron el menor nimero de alelos (Na = 5) y los loci
NsubC261 y NsubA1G09 con el mayor nimero de alelos (Na = 12). Cuatro loci presentaron un total de 6
alelos privados (NsubA004, NsubC261, NsubA249 y NsubA1F03). El promedio de la riqueza alélica fue de 4
(DE = 0.564). La heterocigosidad observada tuvo en promedio 0.637 (DE = 0.151) con un valor maximo de
0.824 (NsubC261) y un minimo de 0.353 (NsubC205). La heterocigosidad esperada tuvo un promedio de
0.800 (DE = 0.064) con un valor maximo de 0.886 (NsubA1G09) y un minimo de 0.680 (NsubA208). En
cuanto al EHW, cuatro loci mostraron desviaciones significativas (p < 0.05). El locus NsubC205 mostro la
mayor frecuencia de alelos nulos (0.222), mientras que en el locus NsubA004 no se registrd presencia de
alelos nulos. El valor del coeficiente de endogamia oscilé de 0.069 en los loci NsubA004 y NsubC261 a

0.545 en el locus NsubC205. Cinco de los diez loci mostraron valores de Fis no significativos (p > 0.05); sin
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embargo, el valor global indico diferencias altamente significativas (Fis=0.233; DE = 0.154; p < 0.001), por

lo cual esta poblacién estuvo en endogamia (Anexo |, Tabla 10).

3.4.2 Punta El Soldado

El numero de alelos por locus en la localidad de Punta El Soldado (n = 8) varié de 3 (NsubC205) a 9
(NsubA249) teniendo en promedio 6 alelos por locus (DE = 1.7). Tres loci presentaron un alelo privado
(NsubA004, NsubA249 y NsubA0O05). El promedio de la riqueza alélica fue de 3.884 (DE = 0.849) con valores
de 4.946 (NsubA249) a 2.0 (NsubC205). La heterocigosidad observada tuvo un valor promedio de 0.641
(DE =0.219), el locus NsubC205 presentd el valor minimo (0.250), mientras que el locus NsubA235 tuvo el
valor maximo (1). La heterocigosidad esperada fue mayor que la observada, con un valor promedio de
0.736 (DE =0.157), cuyo minimo y maximo fueron 0.320 (NsubC205) y 0.867 (NsubA249) respectivamente.
El valor del coeficiente de endogamia oscilé de -0.143 a 0.434, con un valor promedio de 0.196 (DE =
0.200), siete de los diez loci presentaron valores de Fis no significativos (p > 0.05); sin embargo, dos loci se
desviaron del EHW vy los valores globales indicaron que esta localidad se encuentra en endogamia (Fis =
0.196; DE = 0.200; p < 0.001). El locus NsubC261 mostrd la mayor frecuencia de alelos nulos (0.170),
mientras que en los loci NsubC205, NsubA245, NsubA235 y NsubA0O5 no se registro la presencia de alelos
nulos (Anexo |, Tabla 11).

3.4.3 Bahia de las Animas

La localidad de Bahia de las Animas estuvo integrada por 14 organismos. El nimero minimo de alelos fue
de 4 en el locus NsubA208 mientras que el nUmero maximo fue de 12 en el locus NsubA1G09 (promedio
7.8 alelos por locus; DE = 2.25). Cuatro de los diez loci presentaron alelos privados, los loci NsubC261,
NsubA249 y NsubA1F03 presentaron un alelo privado, mientras que el locus NsubA1G09 tuvo el valor
maximo, que fueron cuatro alelos. El promedio de la riqueza alélica fue de 4.096 (DE = 0.647) con un
minimo de 2.814 (NsubA208) y maximo de 4.814 (NsubA1G09). La heterocigosidad observada fue de 0.593
(DE=0.217) con un valor minimo de 0.286 en los loci NsubA208 y NsubC205, el valor maximo fue de 0.923
en el locus NsubAQ0O4. En cuanto a la heterocigosidad esperada se obtuvo un valor promedio de 0.798 (DE

= 0.080) con un valor minimo de 0.620 en el locus NsubA208 y un maximo de 0.873 en NsubA1G09. El
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coeficiente de endogamia varié de -0.021 a 0.623 (promedio de 0.294; DE = 0.231; p < 0.001). Se
presentaron valores de Fissignificativos y desviaciones al EHW en los loci NsubA208, NsubC205, NsubA235,
NsubA1G09 y NsubA1F03. La frecuencia de alelos nulos fue de 0 (NsubA004) a 0.313 (NsubA235) (Anexo |,
Tabla 12).

3.4.4 San Francisquito

El nimero de alelos en la localidad de San Francisquito (n = 5) varié de 2 alelos en el locus NsubA208 a 6
en el locus NsubA004 (promedio 4 alelos por locus; DE = 1.155). Unicamente el locus NsubC261 presentd
un alelo privado. El promedio de la riqueza alélica fue de 3.303 (DE = 0.685). La heterocigosidad observada
fue de 0.512 (DE = 0.313) con un valor minimo de 0 en el locus NsubA208 y un maximo de 1 en el locus
NsubA245, mientras que la heterocigosidad esperada fue de 0.650 (DE = 0.099) con un valor minimo de
0.480 y un maximo de 0.800 en los loci NsubA208 y NsubA004 respectivamente. En cuanto al EHW, tres
loci mostraron desviaciones significativas (p < 0.05). La frecuencia de alelos nulos varié de 0 a 0.327, cinco
de los diez loci no mostraron evidencia de alelos nulos. El coeficiente de endogamia oscilé de -0.379 en el
locus NsubA245 a 1 en el locus NsubA208. Siete de los diez loci mostraron valores de Fis no significativos
(p >0.05), a pesar de esto el valor global indicé diferencias significativas (Fis=0.327; DE =0.447; p < 0.001)
(Anexo |, Tabla 13).

3.4.5 Isla Natividad

Para estimar la diversidad genética de la localidad de Isla Natividad (Pacifico mexicano) se conté con 5
organismos silvestres. El nimero de alelos varié de 3 (NsubA208 y NsubA0O05) a 6 (NsubA004, NsubC205 y
NsubC261) con un promedio de 4.7 alelos por locus (DE = 1.16). Ningun loci presento alelos privados. El
promedio de la riqueza alélica fue de 3.692 (DE = 0.686), con un rango de 2.73 (NsubA005) a 4.5 (NsubA004
y NsubC261). La heterocigosidad observada promedio fue de 0.420 (DE = 0.257) variando de 0 (NsubA208
y NsubAQ05) a 0.8 (NsubC261). La heterocigosidad esperada varié de 0.56 (NsubA005) a 0.8 (NsubA004 y
NsubA261), el promedio fue de 0.700 (DE = 0.091). En cuanto al EHW, cuatro loci presentaron desviaciones
significativas (p < 0.05). Siete de los diez loci tuvieron presencia de alelos nulos, variando de 0.105

(NsubA004) a 0.391 (NsubA208). Cuatro loci mostraron valores de Fis significativos (p < 0.05), los loci
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NsubA208 y NsubA005 mostraron el maximo valor de endogamia (1). Asimismo, el valor global mostrd
diferencias significativas (Fis = 500; DE = 0.298; p < 0.001), indicando que esta localidad se encuentra en

endogamia (Anexo |, Tabla 14).

3.4.6 F1 de Bahia de las Animas

La F1 proveniente de Bahia de las Animas (n = 27) mostré un valor minimo de 6 alelos en el locus NsubC205
y un maximo de 11 alelos en el locus NsubA0O05 (promedio 8.5 alelos por locus; DE = 1.434). En este lote
se observé el mayor nimero de alelos privados, 15 en total, el locus que presentd el mayor nimero fue el
NsubA208 con 5 alelos privados, mientras que los loci NsubA004, NsubC205 y NsubA1G09 no presentaron
ningun alelo privado. La riqueza alélica tuvo un promedio de 3.88 (DE = 0.517), variando de 2.66
(NsubC205) a 4.48 (NsubA1F03). La heterocigosidad observada registré un promedio de 0.572 (DE = 0.229)
con un minimo de 0.240 y un maximo de 0.846 en los locus NsubC205 y NsubA1GO09 respectivamente. Por
otra parte, la heterocigosidad esperada fue de 0.784 (DE = 0.080), presentando un rango de 0.579
(NsubC205) a 0.864 (NsubA1F03). Relativo al EHW siete loci (NsubA004, NsubA208, NsubC205, NsubA249,
NsubA245, NsubA005 y NsubA1F03) estuvieron en desequilibrio (p < 0.05). La frecuencia de alelos nulos
vario de 0 a 0.359, tres de los diez loci no mostraron evidencia de alelos nulos (NsubC261, NsubA235,
NsubA1GO09). En cuanto al coeficiente de endogamia, este oscilé de -0.033 (NsubC261) a 0.599 (NsubC205).
Cuatro de los diez loci (NsubC261, NsubA235, NsubA005 y NsubA1G09) mostraron valores de Fis no
significativos (p > 0.05). El resto de los loci presentaron valores de Fis significativos, de igual forma el valor
global indicé diferencias significativas (Fis= 0.296; DE = 0.259; p < 0.001) por lo cual se considera que este

lote de juveniles estd en endogamia (Anexo |, Tabla 15).

3.5 Diversidad genética promedio por localidad y por marcador

El andlisis de diez microsatélites registré 120 alelos diferentes en los 76 individuos de N. subnodosus, de
los cuales 47 fueron compartidos entre la muestra de la costa Pacifico y las del Golfo de California (Tabla
6, Fig. 8). En las muestras silvestres y de cultivo del GC se observaron 16 y 15 alelos privados,
respectivamente; mientras que en las del Pacifico no se observaron alelos privados. EI nimero total de

alelos en las poblaciones silvestres varié de 40 (SFR) a 84 (BLA) y 85 en el lote de cultivo (F1ANI) (Tabla 7).
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La mayor diversidad genética se observd en BLA y ANI (Ra = 4.04 y 4.10, respectivamente). Los valores de
Ho promedio por localidad fueron menores que los He; por lo que ninguna de las localidades analizadas
se encontré en EHW (p < 0.05). La presencia de alelos nulos se encontré en todos los loci (rango 0.065-
0.228; Tabla 6) y con mayor frecuencia en la poblaciéon de NAT (0.154) y la F1ANI (0.147). Los mayores
valores del coeficiente de endogamia Fs se presentaron en las poblaciones de NAT (0.500) y SFR (0.327)
en las cuales el nimero de muestras fue de 5 (Tabla 7). Los loci mas polimérficos fueron el NsubC261 y
NsubA1GO09 con 16 y 15 alelos, por el contrario, el locus menos polimérfico fue el NsubC205 con sélo 8

alelos (Tabla 6, Fig. 8).

Tabla 6. Resumen de parametros genéticos por marcador.

Tamaiio del alelo

Locus n Na més frecuente (pb) P Ra Ho He F(n) Fis
NsubA004 75 13 242 2 4.22 0.685 0.796 0.065 0.206
NsubA208 76 11 291 5 2.94 0.275 0.645 0.228 0.619
NsubC205 74 8 198 0 3.15 0.322 0.629 0.175 0.519
NsubC261 71 16 171 7 4.20 0.687 0.800 0.081 0.205
NsubA249 74 13 269 5 4.21 0.570 0.802 0.151 0.355
NsubA245 76 9 293 1 3.55 0.618 0.714 0.091 0.182
NsubA235 73 10 200 1 3.91 0.615 0.749 0.097 0.243
NsubA005 76 12 203 4 3.82 0.640 0.754 0.085 0.237

NsubA1G09 72 15 353 3 4.22 0.613 0.808 0.109 0.309
NsubA1F03 67 13 161 3 3.93 0.602 0.752 0.123 0.223
Sumatoria 120 31
Promedio 73.4 12 238.1 3.1 3.8 0.562 0.745 0.120 0.310
DE 2.8 3 62.1 2.2 0.5 0.144 0.065 0.050 0.148
Mediana 74 13 2225 3.0 3.9 0.614 0.753 0.103 0.240
Minimo 67 8 161.0 0.0 2.9 0.275 0.629 0.065 0.182
Maéximo 76 16 353.0 7.0 4.2 0.687 0.808 0.228 0.619

n = numero de muestras, Na = niumero de alelos, pb = pares de bases, AP = alelos privados, Ra = riqueza alélica, Ho =
heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada, F(n) = frecuencia de alelos nulos, Fis = Coeficiente de
endogamia.
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Tabla 7. Diversidad genética de N. subnodosus en las localidades silvestres y el lote de cultivo con base en diez loci
microsatélite.

Localidad  n (ma’x.ijl’n.) t’:'t‘::e . AP Ra Ho He EHW F(n) Fis
BLA 17 5-12 84 6 404 0637 0800 *** 0095 0.233%
PSO 8 3-9 60 3 38 0641 0736 * 0072 0.196**
ANI 14 4-12 78 6 410 0593 0798 *** 0138 0.204%*
SFR 5 2-6 40 1 330 0512 0650 ** 0116 0327***
NAT 5 3-6 47 0 369 0420 0700 *** 0154 0.500%**

FIANI 27 6-11 85 15 3.88 0572 0784 *** 0147 0.296***

n = numero de muestras, Na = nimero de alelos (rango), AP = alelos privados, Ra = riqueza alélica, Ho =
heterocigosidad observada, He = heterocigosidad esperada, EHW = Equilibrio de Hardy-Weinberg, F(n) = frecuencia
de alelos nulos, Fis= Coeficiente de endogamia, Valor de significancia: *(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(p < 0.001).

En la figura 8 se presentan las frecuencias alélicas para los diez loci para cada localidad silvestre y el lote
de juveniles producido en laboratorio a partir de reproductores silvestres de Bahia de Las Animas. Se
puede observar los alelos de mayor frecuencia y los alelos compartidos y privados por localidad por
marcador. Las localidades silvestres con mayor diversidad de alelos fueron BLA (84 alelos totales; n = 17)
y ANI (78 alelos totales; n = 14), seguidas de PSO (60 alelos, n = 8), NAT (47 alelos, n = 5) y SFR (40 alelos,
n = 5); sin embargo, estos resultados estan estrechamente relacionados con el tamafio de la muestra,
entre mas reducido sea éste, la posibilidad de encontrar alelos diferentes también serd menor. Los 47
alelos presentes en la costa Pacifico en la localidad de Isla Natividad (NAT) estuvieron presentes en las
cuatro localidades silvestres del GC. Dentro del GC, se presentaron 16 alelos privados en las poblaciones
silvestres y 15 en la progenie F1ANI; el resto de los alelos (42) presentes estuvieron compartidos entre las

localidades del GC.
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Figura 8. Frecuencias alélicas de los alelos detectados mediante los loci A) NsubA004, B) NsubA208 C) NsubC205, D)
NsubC261, E) NsubA249, F) NsubA245, G) NsubA235, H) NsubA0O05, I) NsubA1G09 y J) NsubA1F03. En cada grafico de
pastel, los colores son el mismo para alelo en cada locus y la proporcién de colores indica la frecuencia de cada uno

de los alelos en los sitios de colecta.

3.6 Anadlisis estadistico de parametros genéticos entre localidades

Para las comparaciones entre parametros genéticos entre localidades, con 10 loci microsatélites, se

realizaron analisis de varianzas paramétricos (ANOVA) en las pruebas que cumplieron con los supuestos

de normalidad y homocedasticidad; y andlisis no paramétricos (Prueba de Kruskal-Wallis) en las que no

cumplieron. Para el nimero de alelos (Na) se observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre

localidades; y mediante el andlisis de comparaciones multiples se identificaron diferencias muy

significativas (p < 0.01) entre SFR y ANI, BLA y diferencias altamente significativas (p < 0.001) con el F1ANI;

asimismo NAT fue significativamente diferente de BLA (y del F1ANI (p < 0.05; Fig. 9A). En la riqueza alélica

(Fig. 9B) no se encontraron diferencias significativas entre ninguna de las localidades
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Figura 9. Numero de alelos por localidad (A) y riqueza alélica (B) en los diez loci microsatélite. Las cajas son los
percentiles: 25y 75%, los bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de las cajas indica la
mediana. Con las barras horizontales inferiores se representa el valor de significancia [*(p < 0.05), **(p < 0.01), ***(p
<0.001)].
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Los resultados de heterocigosidad observada (Ho) no mostraron diferencias significativas entre las
localidades (Fig. 10A). Sin embargo, en los valores de heterocigosidad esperada (He) se observaron
diferencias significativas (p < 0.05) entre SFR con ANI y BLA (Fig. 10B).
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Figura 10. Heterocigosidad observada (A) y esperada (B) por localidad en los diez loci microsatélite. Las cajas son los

percentiles: 25y 75%, los bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de las cajas indica la

mediana. Con las barras horizontales inferiores se representa el valor de significancia [*(p < 0.05), **(p < 0.01),

**x(p < 0,001)].
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El coeficiente de endogamia (Fis) no mostrd diferencias significativas entre las localidades sin embargo,
todos los valores fueron estadisticamente diferentes y superiores a cero, con tendencia a la endogamia
(Fig. 11A). En cuanto a la frecuencia de alelos nulos (Fig. 11B) no se observaron diferencias significativas

entre las localidades.
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Figura 11. Coeficiente de endogamia (A) y frecuencia de alelos nulos (B) por localidad en los diez loci microsatélite.
Las cajas son los percentiles: 25 y 75%, los bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de
las cajas indica la mediana.
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En el nimero de alelos privados (Fig. 12) no se encontraron diferencias significativas entre ninguna de las

localidades

Alelos privados (AP)

1 08

0 T

BLA PSO ANI SFR NAT F1ANI
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Figura 12. Numero de alelos privados por localidad en los diez loci microsatélite. Las cajas son los percentiles: 25 y

75%, los bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de las cajas indica la mediana.

Para las comparaciones entre parametros genéticos entre microsatélites, se realizé un andlisis no
paramétrico (Prueba de Kruskal-Wallis). Para el nimero de alelos (Na) no se observaron diferencias
significativas entre microsatélites; pero si se encontraron diferencias en la riqueza alélica (Ra) y mediante
el andlisis de comparaciones multiples se identificaron diferencias significativas (p < 0.05) entre NsubA208
con: NsubA004, NsubC261, NsubA249 y NusbA1G09 (Anexo lll, Fig. 18). Los resultados de heterocigosidad
observada (Ho) mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre NsubA208 con NsubA004 y NsubC261
(Anexo Ill, Fig. 19A). En los valores de heterocigosidad esperada (He) se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre NsubA004 y NsubA208; ademas de diferencias muy significativas (p < 0.01)
entre NsubA004 y NsubC205; NsubC261 y NsubC205; NsubA208 con NsubC261, NsubA249 y NsubA1G09;
también entre NsubC205 y NsubA1G09 (Anexo lll, Fig. 19B). El coeficiente de endogamia (Fis) no mostré
diferencias significativas entre los microsatélites, sin embargo todos los valores mostraron tendencia a la
endogamia (Anexo Ill, Fig. 20A). En cuanto a la frecuencia de alelos nulos (Anexo Ill, Fig. 20B) y el nimero
de alelos privados (Anexo lll, Fig. 21) tampoco se observaron diferencias significativas entre los

microsatélites analizados.
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3.7 Andlisis de estructura genética en la region central del GC

3.7.1 Asignacion Poblacional

“w_ . n

El primer andlisis exploratorio de grupos y asignacién de individuos a “n” componentes genéticos o
poblaciones (K), asi como el célculo del nimero probable de componentes genéticos (AK) consideré todas
las muestras de origen silvestre y de cultivo con los diez loci microsatélite (Fig. 13). Las graficas representan
a cada individuo y el porcentaje de asignacién de sus genotipos y frecuencias alélicas para cada
componente genético inferido. En la figura 13 se resumen los resultados obtenidos considerando la
presencia de ocho a dos componentes genéticos. Por ejemplo, en el analisis de K = 8 (Fig. 13A) se observa
gue todos los individuos presentan un porcentaje similar de cada componente genético, a excepcion de

cinco individuos del F1ANI que presentan mas del 75% de un componente genético (naranja).

En el andlisis de K =3 (Fig. 13B) el primer individuo de la localidad de BLA muestra que el 16% de su genoma
corresponde a un componente genético (color rojo), mientras que el 25% corresponde a otro componente
genético (color verde) y por ultimo el 59% restante corresponde a un componente genético distinto a los
anteriores (color azul). De forma similar al andlisis anterior, se aprecia que en los ultimos cinco individuos
del F1ANI predomina un componente genético (verde). En el caso de K = 2 las localidades continuaron
siendo muy parecidas, sin observarse una diferenciacidon o estructura (Fig. 13C), ambos componentes
estuvieron presentes en todos los individuos. En BLA ambos componentes (rojo y verde) estuvieron
presentes en un 50%, en PSO predomind el componente rojo (80%), al igual que en ANI (62%) y SFR (65%),
mientras que en NAT y el FIANI predominé el otro componente (verde) en un 58 y 57% respectivamente.
La prueba de Evanno mostré que el nimero mas probable de componentes en las muestras silvestres y de

cultivo es igual a dos (Anexo I, Fig. 16).
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Figura 13. Estructura genética de Nodipecten subnodosus de bancos naturales y un lote de cultivo con diez loci
microsatélite para A (K =8), B (K =3) y C (K = 2) componentes genéticos (valor de K asignado). BLA = Bahia de los
Angeles, PSO = Punta El Soldado, ANI = Bahia de las Animas, SFR = San Francisquito, NAT = Isla Natividad (Pacifico),
F1ANI = F1 de Bahia de las Animas.

Para el segundo analisis de estructura genética se incluyd Unicamente a las muestras de origen silvestre
dentro del GC (4 poblaciones; Fig. 14) ademas de que se elimind del analisis a los loci NsubA208 y NsubC205
ya que tenian una frecuencia de alelos nulos de 22.8 y 17.5 % respectivamente. En la figura 14 se resumen
los resultados obtenidos considerando la presencia de seis (A), cuatro (B) y dos (C) componentes genéticos
(K). Para la simulacion de K = 6, los seis componentes estuvieron presentes en todos los organismos de
cada localidad (Figura 14A). En el analisis de K = 4 (Fig. 14B) el ultimo individuo de la localidad de SFR
presenta 27% del componente rojo, 17.3% del componente verde, mientras que el 37.8% corresponde al

componente azul y por dltimo el 17.9% restante pertenece al componente amarillo. Visto de otra forma,
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en la simulacién de K = 4 el componente rojo estuvo presente en las cuatro localidades en un 25.9%, el
componente verde 22.9%, el componente azul 28.4% y el componente amarillo 22.8%, los cuatro en

proporciones similares sin observarse estructura genética en las localidades.

En el caso de K = 2 en BLA, PSO y ANI predomino ligeramente el componente rojo con un 52, 56 y 53%
respectivamente, mientras que en SFR el componente verde estuvo mas presente con un 54% (Fig. 14C).
Con base en lo anterior, es posible visualizar que la estructura genética de N. subnodosus en las localidades
silvestres del GC se encuentra heterogéneamente distribuida. La prueba de Evanno mostré que el nimero
mas probable de componentes genéticos en las muestras silvestres del GC es igual a cuatro (Anexo Il, Fig.

17).
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Figura 14. Estructura genética de Nodipecten subnodosus en cuatro localidades de la regién central del GC con ocho

loci microsatélite para A (K =4), B (K=3)y C (K =2) componentes genéticos (valor de K asignado). BLA = Bahia de los
Angeles, PSO = Punta El Soldado, ANI = Bahia de las Animas, SFR = San Francisquito.
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3.7.2 Diferenciacion genética poblacional

El valor de Fst pareado entre las cinco localidades de origen silvestre varié de -0.007 a 0.056 (promedio =
0.028; DE = 0.020). Conceptualmente un valor negativo de Fsr no es posible, dado que los valores oscilan
de 0 a 1. Sin embargo, la definicion original de Fsr permite valores negativos, lo cual se puede interpretar
como un valor igual a cero. El valor de Fst= 0.023 observado entre BLA y NAT y el observado entre ANl y
NAT (Fsr=0.038), resultaron significativos (p < 0.05) mostrando escasas diferencias entre estas localidades.
Mientras que, al comparar el lote de juveniles producido en cautiverio y engordado en campo, se observd
una variacion de 0.023 a 0.094 (promedio = 0.052; DE = 0.026); y no se encontraron diferencias con
ninguna de las demds localidades. En general, se encontrd que hay una distribucién heterogénea de la
variabilidad genética de la especie dentro del GC (Tabla 8); lo que coincide con el andlisis de estructura

genética anteriormente presentado.

Tabla 8. Valores de Fst (debajo de la diagonal) y p-valores (arriba de la diagonal). Los valores en negritas son
significativos (p < 0.05).

BLA PSO ANI SFR NAT F1-ANI

BLA - 0.302 0.822 0.085 0.048 0.373

PSO 0.010 - 0.050 0.311 0.182 0.063

ANI -0.007 0.034 - 0.054 0.028 0.215

SFR 0.043 0.021 0.056 - 0.055 0.178

NAT 0.023 0.012 0.038 0.051 - 0.090
F1ANI 0.023 0.054 0.044 0.094 0.047 -

BLA = Bahia de los Angeles, PSO = Punta El Soldado, ANI = Bahia de las Animas, SFR = San Francisquito, NAT = Isla
Natividad, FLANI = Cultivo de Bahia de las Animas.

3.7.3 Flujo genético

Las hipdtesis que se plantearon para este analisis fueron: H, = el flujo es igual en ambos sentidos entre dos
localidades (bidireccional); Ha = el flujo no es igual entre dos localidades (unidireccional). Dicho esto, las
estimaciones de maxima verosimilitud mediante simulaciones Monte Carlo de Cadenas de Markov
(MCMC, por sus siglas en inglés) realizadas utilizando el programa MIGRATE; sugieren que el flujo de genes

es predominantemente hacia el sur a lo largo de la costa oeste del GC, principalmente desde BLA hacia
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PSO (MLE = 20,400). Por otro lado, la migracidn fue bidireccional entre SFR¢>PSO pero con un nimero de
migrantes muy bajo (MLE = 0.0005). Los valores de flujo genético mds grandes se encontraron de ANI hacia

PSO (MLE = 10,500) y de BLA hacia PSO (MLE = 20,400) (Tabla 9, Fig. 15).

Tabla 9. Niumero de migrantes entre las localidades del GC. Las poblaciones en filas estan dando migrantes a
poblaciones en columnas. Los nimeros en negrita indican flujo genético unidireccional entre las localidades (valores
significativos).

BLA PSO ANI SFR
BLA - 20,400 0.0001 0.0011
PSO 72 - 0.0001 0.0005
ANI 103 10,500 - 0.0011
SFR 0.0001 0.0005 0.0002 -
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Figura 15. Direccion y magnitud del flujo genético de N. subnodosus a lo largo del Golfo de California. Los vectores
representan la direccion del flujo y el grosor del vector la magnitud (las flechas sélidas indican la mayor cantidad de
flujo genético y las punteadas la menor cantidad). Los colores de las flechas sélo son para poder identificar a cada
una. También se indica el nimero de migrantes y la distancia en kilémetros entre las localidades.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Obtencion de muestras y amplificacion de microsatélites

La zona de prospeccidén inicio en San Luis Gonzaga, ya que se tenia ubicado con anterioridad un lote de
almeja mano de ledn (Comm. Pers. Dahen Gdmez); sin embargo, cuando se realizé el muestreo en ese sitio
ya no se encontraron a los ejemplares. De igual forma la busqueda de individuos concluyé en la localidad
de El Barril. En este lugar también se tenia ubicado un lote, que al momento del muestreo tampoco se
encontré (Comm. Pers. Manuel Maldonado). Esto podria estar relacionado con la capacidad natatoria que
tienen los pectinidos, que les permite desplazarse y migrar, con fines de reproduccion, alimentacién o para
huir de un predador (Himmelman et al., 2009; Tremblay et al., 2012). Aunque el comportamiento natatorio
no estd documentado especificamente para N. subnodosus, esta especie presenta un habito de vida libre,
sobre sedimentos blandos o duros (Alejandrino et al., 2011), y que al igual que otras especies de pectinidos
de vida libre como Aequipecten opercularis pueden presentar una actividad natatoria que se ve limitada
en almejas de mayor tamafio (Jenkins et al., 2003). Por otra parte, no se puede descartar que estos bancos
no se volvieron a encontrar en estas localidades debido a pesca ilegal (BCS Noticias, 2016) dado que se

IM

sabe que es extraida para “consumo personal” pero no existen datos documentados al respecto.

No obstante, que para este estudio el muestreo abarcé un poco mds de 100 kildémetros a lo largo de las
costas del GC, y se incluyeron varios puntos de muestreo, en las localidades de San Francisquito e Isla
Natividad sélo se encontraron 6 almejas por localidad. Contrario a esto en el 2006, Petersen et al. (2010),
recolectaron muestras de N. subnodosus en cuatro localidades del golfo, con un tamafio de muestra de 27
a 61 individuos por localidad. Recientemente, la baja abundancia de este pectinido también fue registrada
por Castafieda-Rivero (2017) quién estimd la abundancia de macro-invertebrados epibentdnicos en el
norte del GC, explorando 62 sitios, encontrando solamente dos individuos de la especie N. subnodosus por
el contrario, observé 63 individuos de Spondylus limbatus otra especie de molusco conocida como almeja
burra u ostra espinosa. A pesar de que no existen estudios de ecologia poblacional de N. subnodosus en el
GC, el conocimiento de la ecologia local de los pescadores de la regidén permite suponer que la abundancia
de la almeja mano de ledn se da por temporadas, y que cuando la abundancia de S. limbatus aumenta la
de N. subnodosus disminuye (Comm. Pers. Manuel Maldonado). Sin embargo, ambas especies son de
importancia ecoldgica y econdmica, por lo cual es necesario conocer mds acerca de su distribucién
temporal y espacial a lo largo del GC para generar una linea base de informacion para su manejo y posible

aprovechamiento. Por otra parte, es necesario considerar que reducciones severas en el tamafio
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poblacional de una especie conllevan a una pérdida rapida de su diversidad genética, lo cual compromete

su potencial adaptativo y aumenta el riesgo de su extincion (lbarra et al., 2011).

Una de las dificultades de la aplicacién de técnicas moleculares en moluscos es la obtencién de DNA de
suficiente calidad y pureza (Pereira et al., 2011) debido a la gran cantidad de polisacaridos que presentan
sus tejidos, los cuales pueden inhibir la actividad de enzimas como la polimerasa (Shioda y Marakami-
Muofushi, 1987). Sokolov (2000) menciona que el tejido del musculo aductor es el mejor recurso para la
obtencidn de DNA de buena calidad en moluscos. Incluso varios autores han optado por utilizar musculo
aductor para estudios de genética poblacional en diferentes especies como Crassostrea corteziensis
(Rivera-Apodaca, 2009), Patinopecten yessoensis (Sato y Nagashima, 2001) y Nodipecten subnodosus
(Ibarra et al., 2006; Petersen et al., 2010) pero la obtencién de este tejido implica necesariamente sacrificar
a los individuos. Torres-Martinez et al. (2012) realizaron un estudio en el que probaron métodos de
relajacién en N. subnodosus e incisiéon del manto y encontraron muy buena supervivencia después de la
incisidn, asi como regeneracion del manto en todas las almejas. Es por esto, que en este trabajo se optd
por hacer un muestreo no destructivo y trabajar con el manto para la extraccién de DNA de las muestras
silvestres. Unicamente se utilizé musculo aductor para la extraccidon de las muestras de los juveniles del

lote de cultivo, asimismo para las muestras de NAT porque se tenia el producto para consumo local.

En 2006, Aranishi y Okimoto describieron un método para la extraccién de DNA del manto de Crassostrea
gigas empleando proteinasa K, Chelex 100, detergentes y una alta concentraciéon de urea; sin embargo,
no obtuvieron amplificacién reproducible, por la presencia de proteinas presentes en el manto, que
inhiben la amplificacién por PCR. También compararon métodos de purificacidn, utilizando un tratamiento
con silica y precipitacién con etanol, encontrando que este ultimo es incapaz de remover completamente
los inhibidores de PCR presentes en el manto. Desafortunadamente en el presente trabajo con la
utilizacion de manto y el protocolo comercial (DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN®) que emplea
purificacién con etanol, tampoco fue posible obtener amplificacion de los diez microsatélites en todas las
muestras, posiblemente por la presencia de algun inhibidor, aunque también pueden estar involucradas
otras causas. Mclnerney et al. (2011) indican que una de las dificultades para amplificar microsatélites por
PCR es la presencia de regiones flanqueantes inestables, que es donde se alinean los cebadores. Es incierto
por qué no fue posible obtener amplificacion en muchas muestras, ya sea por mutacion en las regiones
flanqueantes y presencia de alelos nulos, pero tampoco puede descartarse que esto se haya debido a la
calidad del DNA, porque los valores obtenidos en Nanodrop de la relacién 260/230 indicaron

contaminacidn por solventes.
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Para el andlisis genético inicialmente se tenia contemplado también analizar 30 muestras provenientes de
Bahia de La Paz; sin embargo, no fue posible obtener amplificacién exitosa para ninglin microsatélite y
después de hacer varias pruebas sin obtener resultados se descartd la utilizacion de esta localidad en el
analisis. Como el muestreo en BLP no se hizo de forma personal existe la posibilidad de que colectaran
muestras de una especie criptica, aunque no se probd la amplificacién de un gen como 16S o COI para
despejar esta duda. Sin embargo, mientras que Keen (1971) menciona que la distribucion de N.
subnodosus abarca desde las costas de la peninsula de Baja California hasta Perud; Smith (1991) sefiala que
su distribucion esta en el GC y costa oeste de Baja California Sur hasta Guerrero Negro e Isla Cedros.
También menciona que existe una especie Nodipecten arthriticus que es idéntica a N. subnodosus, excepto
porque tiene una costilla mas y un esquema diferente de nodos en la valva izquierda. Esta especie tiene

su distribucion cerca de la boca del GC hasta Peru.

La familia Pectinidae es una de las mas grandes de bivalvos marinos, cuenta con aproximadamente 225
especies existentes incluidas en 56 géneros. Los pectinidos exhiben una amplia gama de formas de la
concha, tamafio y color, pero a pesar de su importancia tanto ecolégica como econdmica, la clasificacién
taxondmica de la familia estd basada en caracteres morfoldgicos de las conchas de adultos, lo cual refleja
algunas dudas en validez de estos esquemas de clasificaciéon (Puslednik y Serb, 2008). Estos autores
también mencionan que las relaciones filogenéticas de algunos pectinidos alin no se han estudiado con
técnicas moleculares y morfoldgicas simultdneamente; por eso es necesario aclarar la sistematica de estas

dos especies, ya que hay una gran discrepancia entre si se trata de especies distintas o es la misma especie.

4.2 Diversidad genética

Con la utilizacién de diez marcadores microsatélite se encontraron 120 alelos diferentes en los 76
individuos de N. subnodosus. Empleando los mismos diez loci microsatélite Petersen et al. (2010)
observaron 216 alelos diferentes en los 808 individuos silvestres y de cultivo del Pacifico y GC, de éstos,
Unicamente 103 alelos se observaron en los individuos de Bahia de los Angeles (n = 61), que es una de las
localidades que se encuentra geograficamente mas cercana a las que se evaluaron en este trabajo. Con
este antecedente previo es posible hacer una comparacion de la diversidad genética de la almeja mano de

ledn en tiempo y espacio, es decir, si ha habido cambios significativos entre lo que se tenia registrado para
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el afio 2006 (afio en que realizaron el muestreo) y lo que se encontré diez afios después en el presente

trabajo.

En este estudio el numero total de alelos diferentes en las localidades silvestres varié de 40 (San
Francisquito) a 84 (Bahia de los Angeles) y 85 en el lote de cultivo (F1 de Bahia de las Animas). Los loci mas
polimérficos fueron NsubC261 (Na = 16, Ho = 0.687, He = 0.800) y NsubA1G09 (Na = 15, Ho = 0.613, He =
0.808), lo cual coincide con los resultados reportados por Petersen et al. (2010). Sin embargo, las
frecuencias alélicas si cambiaron. En general los alelos mas abundantes no fueron los mismos para todas
las localidades, Unicamente para el locus NsubC205 el alelo 198 fue el mas abundante en todas las
localidades. El alelo 350 en el locus NsubA1G09 y el alelo 230 en el locus NsubA004 que Petersen et al.
(2010) reportaron como los mas frecuentes, no se encontraron en la localidad de San Francisquito. Algo
similar ocurrié con el alelo 302 del locus NsubA245, que también se reporté como el mas frecuente, pero

en este estudio tampoco se encontré en las localidades de Bahia de los Angeles y Punta E| Soldado.

Analizando las frecuencias alélicas puede observarse la pérdida de alelos, en el caso del locus NsubA208
el alelo 288 que reportaron como el mas frecuente, esta presente en todas las localidades silvestres,
excepto en el lote de cultivo. Las practicas acuicolas pueden disminuir la variabilidad genética en
poblaciones cultivadas, la pérdida de alelos en cultivo se atribuye principalmente al efecto fundador, es
decir, la seleccion de pocos reproductores para realizar los desoves o reproductores emparentados (Norris
et al., 1999; Martinez-Matus, 2016). Ademas de esto, la pérdida de diversidad también podria estar
relacionada con su estrategia reproductiva (hermafrodita) con un alto potencial de autofecundacién. Toro
et al. (2009) encontraron que en bancos naturales del pectinido hermafrodita Argopecten purpuratus,
existen grados variables de autofecundacion, que se traducen en un aumento de la endogamia. Como se
sabe una de las principales consecuencias de la autofecundacion es la reduccién en la heterocigosidad

(Beaumont, 1986).

El nivel de diversidad genética, en términos de heterocigosidad, para N. subnodosus en las localidades del
GC mostré valores moderados (Ho = 0.60, He = 0.75), comparado con lo obtenido previamente para la
misma especie por Petersen et al. (2010) también para el GC (Ho = 0.72, He = 0.76), en donde se puede
observar que obtuvieron un valor mayor en la heterocigosidad observada. Sin embargo, en ese estudio,
aungue el numero de localidades fue igual (4 localidades, aunque no las mismas), el tamafio de la muestra
(n = 192) fue superior a lo evaluado en el presente estudio (n = 76), lo cual incrementa la posibilidad de
obtener estimaciones de variabilidad genética superiores. Las muestras de cultivo que se analizaron en

ese estudio mostraron una menor diversidad, medida por la heterocigosidad esperada y la riqueza de
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alelos. Zhan et al. (2009) evaluaron la estructura genética del pectinido Chlamys farreri con nueve loci
microsatélite, en seis localidades en el norte de China (N = 270). Los valores de heterocigosidad que

reportaron (Ho = 0.592 He = 0.732) coinciden con los encontrados en este trabajo.

Comparando los valores de variabilidad obtenidos aqui, con lo reportado para otros moluscos bivalvos
también en el Golfo de California, se observan valores parecidos. Pérez-Valencia (2011) al evaluar la
variabilidad genética de Panopea globosa en cuatro localidades (N = 200) con dos marcadores
microsatélite reporta valores (Ho = 0.62-0.82, He = 0.84-0.90). Rivera-Apodaca (2009) evalud cuatro
localidades de ostidn Crassostrea corteziensis (N = 180) utilizando seis loci microsatélites reportando alta
variabilidad genética (Ho = 0.645, He = 0.921). Astanei et al. (2005) utilizaron cinco loci microsatélite para
estimar la diversidad y estructura genética en diez poblaciones de mejilldn Dreissena polymorpha, (N =
345) reportaron valores de heterocigosidad observada similares (Ho= 0.580, He= 0.843). Por su parte
Galindo-Sanchez et al. (2008) evaluaron la diversidad del ostién Crassostrea virginica en seis lagunas de
Veracruz (N = 270), con cinco microsatélites, encontrando valores muy similares a los obtenidos en este
trabajo (Ho = 0.595, He = 0.819). Otro estudio realizado por Zamora-Bustillos et al. (2011) para analizar la
diversidad de dos poblaciones (N = 72) del molusco gasterépodo Strombus gigas en Yucatan en el que
empled cinco microsatélites, registré valores menores (Ho = 0.406, He = 0.622), esta especie al igual que
la almeja mano de ledén fue ampliamente sobreexplotada y sus poblaciones naturales también han

disminuido drasticamente.

De las 60 pruebas de equilibrio de Hardy-Weinberg que se hicieron (una por cada locus, para cada
localidad), 25 presentaron desequilibrio debido al déficit de heterocigotos. De acuerdo a los resultados
globales ninguna de las localidades se encontré en EHW. Unicamente el locus NsubC261 se mantuvo en
EHW en todas las localidades. Petersen et al. (2010) menciona que también encontré desviaciones
significativas del EHW en 16 pruebas, pero después de hacer la correccién de Bonferroni, el Unico locus
gue permanecio significativamente diferente de las expectativas de EHW fue NsubC261 en una localidad

del Pacifico; el Unico locus que en este estudio si se mantuvo en equilibrio.

En las localidades evaluadas de N. subnodosus, no se encontraron diferencias significativas en la riqueza
alélica, es decir, el nimero de alelos corregido por el tamafio de la muestra. A pesar de esto, los mayores
valores de diversidad se detectaron en Bahia de las Animas (Ra = 4.096, n = 14) y los menores en San
Francisquito (Ra = 3.303, n = 5). Petersen et al. (2010) registré valores de riqueza alélica superiores en el
GC (Ra=17.93, n =192), pero no hay que perder en cuenta que sus tamafios de muestra también fueron

superiores. El analisis global del coeficiente de endogamia por localidad, mostré que todas las localidades



45
presentaron valores significativamente diferentes de cero, ademads de que los valores de endogamia
encontrados para las localidades silvestres del GC fueron altos (Fis=0.263; DE = 0.06), comparados con los
reportados por Petersen et al. (2010) (Fis = 0.055; DE = 0.021) para muestras tomadas en 2006. En la
localidad de Punta El Soldado se presenté el menor valor de Fis (0.196; DE = 0.200) y San Francisquito en
cambio presentod el valor mas grande (0.327; DE = 0.447), lo cual coincide en que sea la localidad con menor
variabilidad genética, esta baja diversidad detectada probablemente esté relacionada con el bajo nimero
de muestras (n = 5). Por su parte el lote de cultivo presenté valores sumamente parecidos (Fis= 0.296; DE
= 0.259, a los de su contraparte silvestre Bahia de las Animas (Fis = 0.294; DE = 0.231). El coeficiente de

endogamia indica que en todas las localidades se presenté un déficit de heterocigotos.

El déficit de heterocigotos ya se ha observado en otros moluscos: Crassostrea gigas (Hedgecock et al.,
2004), Crassostrea corteziensis (Rivera-Apodaca, 2009), Panopea globosa (Pérez-Valencia, 2011),
Strombus gigas (Zamora-Bustillos et al., 2011) y anteriormente en N. subnodosus (Petersen et al., 2010).
Varios de estos autores atribuyen como la principal causa del déficit de heterocigotos a la presencia alelos
nulos. Hoarau et al. (2002) menciona que los alelos nulos son cominmente una desventaja en los
microsatélites, ocasionando altos déficit de heterocigotos. La endogamia también podria explicar la
deficiencia de heterocigotos, esa probabilidad aumenta en esta especie, ya que al ser hermafrodita
funcional y tener la capacidad de autofecundarse, puede resultar en una reduccion en variabilidad
genética (Ibarra et al., 2011), esto y su elevada fecundidad podria estar relacionado con la alta prevalencia
de alelos nulos. Ademas, la endogamia puede verse favorecida si hay una disminucién de individuos en su
rango de distribucion. Como se menciond al inicio de este capitulo se han observado disminuciones

severas de almeja mano de ledn en el rango de distribucion a través del tiempo.

Por otra parte, el efecto Wahlund, es otro mecanismo que podria explicar el déficit de heterocigotos. Este
término hace referencia a la reduccidon en heterocigosidad causada por una mezcla de individuos de
distintas poblaciones que difieren en frecuencias alélicas (Astanei et al., 2005). Sin embargo, se descarta
la influencia de este efecto en este estudio, porque los valores registrados de Fsr indicaron que la
variabilidad genética estuvo distribuida de igual forma en las localidades analizadas, es decir, no se observé
estructura genética. Con base en las frecuencias de alelos nulos encontradas en este estudio, se plantea
que el exceso de homocigotos es por causa de la presencia de alelos nulos, ya que todos los loci utilizados
presentaron alelos nulos (F(n) promedio = 0.120; DE = 0.05), algunos en mayor frecuencia que otros, pero
en todos se encontraron. Las localidades con mayor frecuencia de alelos nulos fueron Isla Natividad y el
F1 de Bahia de las Animas. Asimismo, los loci que presentaron la menor frecuencia de alelos nulos fueron

NsubA004, NsubC261 y NsubA0O5. Por el contrario, los loci con mayor presencia de alelos nulos fueron
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NsubA208 y NsubC205, razdn por la cual se eliminaron para hacer el andlisis de diferenciacién genética

(Fsry STRUCTURE).

4.3 Estructura genética

Los resultados obtenidos mediante el andlisis bayesiano para la asignacion de individuos a diferentes
poblaciones, indicaron que no existen diferentes grupos genéticos, es decir, no se encontrd estructura
poblacional. Se corrieron varias simulaciones para todas las muestras (silvestres y de cultivo) con un valor
de componentes genéticos (K) distinto, pero en ninguno se observé una estructuracion. La prueba de
Evanno indico que el nUmero mas probable de componentes genéticos para todas las muestras de origen
silvestre y de cultivo con los diez loci microsatélite era K = 2. En un segundo grupo de simulaciones se
incluyd unicamente a las cuatro localidades silvestres (BLA, PSO, ANI y SFR) ademas de excluir del andlisis
a los loci NsubA208 y NsubC205, ya que presentaron en promedio mas del 15% de alelos nulos. En este
caso la prueba de Evanno mostré que el nUmero mas probable de componentes genéticos era igual a
cuatro. Ademas, en este analisis fue mas evidente la ausencia de estructura genética (Fig. 14), los cuatro
componentes genéticos estuvieron distribuidos de forma homogénea en todos los individuos de las
localidades silvestres. Resultados preliminares de los datos de RAD-Seq para todas las muestras silvestres
y de cultivo (n = 149), donde se analizaron 1,190 loci SNPs (62 outliers y 627 loci neutrales) muestran un
patrén similar con dos ancestrias compartidas entre localidades (K = 2, ADMIXTURE andlisis - STRUCTURE).
Sin embargo, en este caso, uno de los componentes ancestrales estuvo altamente representado en las

muestras (mas del 75%; Araneda et al., en prep.)

Esto coincide con los resultados reportados previamente por Petersen et al. (2010). Ellos también
evaluaron la estructura genética poblacional, comparando localidades de ambas costas de la peninsula de
Baja California. Llegaron a la conclusion de que la poblacion del GC y la del Pacifico, son dos poblaciones
genéticamente distintas, demostrando que no existe flujo genético entre estas poblaciones. Por el
contrario, debido a la distancia geografica entre los sitios de muestreo, no encontré diferencias genéticas

considerando Unicamente las muestras del Golfo de California.

Otra estimacion de la diferenciacidn genética se hizo mediante el indice de fijacion (Fst), que toma valores
que van del 0 a 1. Se ha sugerido que valores en el rango de 0-0.05 indican escasa diferenciacion, entre

0.05-0.15 indica moderada diferenciacion, una gran diferenciacidn se encuentra entre 0.15-0.25, mientras
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que valores sobre 0.25 indican una muy grande diferenciacién genética (Hartl y Clark, 1997); sin embargo,
esta escala puede variar dependiendo de la especie evaluada. Para este andlisis igualmente se eliminaron
a los loci NsubA208 y NsubC205 por la alta frecuencia de alelos nulos. Los valores de Fsr para las
comparaciones por pares de las muestras silvestres indicaron una escasa diferenciacién (-0.007 a 0.056) y
solamente las comparaciones entre BLA y NAT y entre ANI y NAT indicaron que hay diferencias
significativas (p < 0.05), lo cual es de esperarse pues Isla Natividad es la mas lejana, por encontrarse en el
Pacifico, se encuentra a una distancia aproximada de 1900 Km de Bahia de los Angeles y a 1850 Km de
Bahia de las Animas, por el flujo genético entre estas localidades es nulo. Hellberg et al. (2002) comentan
que se ha observado que poblaciones geograficamente mas cercanas frecuentemente tienen una mayor
diferenciacidon genética que las poblaciones mas distantes. Los valores significativos observados en este
estudio (0.023 y 0.038) son superiores a los obtenidos previamente (-0.002 a 0.005) entre las localidades

evaluadas en el Golfo de California por Petersen et al. (2010).

Existen trabajos en los que se ha observado una estructura genética poblacional moderada, Galindo-
Sanchez et al. (2008) observaron esto en Crassostrea virginica relacionada con actividades antropogénicas
y el aislamiento de algunas lagunas debido a factores fisicos. Zhan et al. (2009) también determinaron la
estructura genética poblacional en el pectinido Chlamys farreri y asociaron esta diferenciacidon con las
corrientes marinas, en dos de las seis localidades que analizaron no detectaron diferenciaciéon genética
(Fst=0.0013), pero las otras cuatro localidades separadas por fuertes corrientes marinas mostraron baja
pero significativa diferenciacién (Fs= 0.018-0.060). Zamora-Bustillos et al. (2011) también analizaron la
estructura genética de dos poblaciones de caracol rosado Strombus gigas, los niveles de diferenciacion
gue encontraron sugieren la existencia de una sola poblacidn panmictica en la peninsula de Yucatan (Fsr=

0.003, p = 0.49).

Las barreras oceanograficas tales como la temperatura y corrientes, son uno de los principales factores
que influyen en la estructura genética poblacional de organismos marinos, ademas de las actividades
antropogénicas (Zhan et al., 2009). La larva plancténica de N. subnodosus se dispersa en la columna de
agua por aproximadamente de dos a tres semanas antes de asentarse en el sustrato (Rupp et al., 2011).
Yee-Duarte (2009) analizé el proceso reproductivo de almeja mano de leén en Bahia de los Angeles,
encontrd que esta especie se reproduce casi de manera continua, gracias a que la abundancia de alimento
en esta zona favorece la reproduccion, a pesar de esto la mayor proporcién de desove se observo en los
meses de marzo y abril, es decir en primavera. Durante esta época la direccidn de la corriente superficial
en el Golfo de California sigue un patrén norte-sur, mientras que el patrén es sur-norte durante el verano

(Marinone, 2003). Este patrén de corrientes favorece la dispersion larval durante el periodo reproductivo
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desde las localidades nortefias hacia las del sur, lo cual favorece el flujo genético en el area de estudio,
esto se puede constatar en los valores de Fsr, aunque en una comparacion se encuentra un valor
significativo, es bajo (0.078), ademas se demostrd que si hay flujo genético unidireccional entre estas

localidades.

Whitlock y McCauley (1999) mencionan que la estimacion del flujo genético es primordial para determinar
la estructura de las poblaciones, ya que es una fuerza que mantiene integrada a la especie. Por lo cual ese
analisis también se incluyéd en este trabajo. Se estimaron altos valores de flujo genético entre las
localidades mas cercanas, mayormente entre Bahia de los Angeles y Bahia de las Animas hacia Punta El
Soldado. Segun estos resultados, Bahia de los Angeles recibié genes Gnicamente de dos localidades, Punta
El Soldado y Bahia de las Animas, con valores moderados de nimero de migrantes (MLE) entre 72 y 103
individuos. Punta E| Soldado también recibié un alto valor de flujo de Bahia de las Animas (MLE = 10,500
individuos) y de Bahia de los Angeles (MLE = 20,400 individuos). Punta El Soldado solo recibié genes, pero
aporté muy poco a otras localidades, por el contrario Bahia de las Animas dio genes a las dos localidades
mas al norte, pero también recibié muy poco flujo genético (MLE = 0.0001). El resto de las localidades
obtuvieron valores muy bajos, cercanos a cero, las localidades con menor recepcion de flujo genético
fueron San Francisquito y Bahia de las Animas, la direccidon del flujo fue bidireccional entre Punta El
Soldado y San Francisquito, pero con valores de tasas de migracién demasiado bajos (MLE = 0.0005),

comparados con los anteriormente mencionados (10,500 — 20,400).

Las estimaciones revelaron que la mayor cantidad de flujo genético tiene una direccion de norte a sur, lo
cual coincide con el patrdon de corrientes durante la temporada reproductiva de este pectinido en Bahia
de Los Angeles (Yee-Duarte, 2009). Estos resultados son muy similares con los resultados en la direccién y
magnitud del flujo reportados por Saavedra-Sotelo (2013) para corales hermatipicos en el Golfo de
California. Sin embargo, ella encontré escaso o nulo flujo en direccidn sur a norte. En este estudio si se

encontré flujo en direccidn sur a norte, aunque en menor magnitud.

Los resultados sugieren que N. subnodosus presenta una escasa estructura genética dentro del area de
estudio, ya que no existen diferencias marcadas entre las localidades. Esto puede atribuirse a que la
dispersion durante la fase larval favorece el flujo genético entre localidades. Por lo que se puede aceptar
la hipétesis planteada en este trabajo, los bancos de almeja mano de ledn dentro de la regidn central del
Golfo de California no presentan diferencia ni estructura genética, es decir, se trata de una poblacion

panmictica.
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Capitulo 5. Conclusiones

1. Se obtuvieron mejores resultados de amplificaciéon de los marcadores microsatélite mediante PCR
cuando se utilizé el masculo aductor, que con la utilizacion de manto; con este tejido no fue posible

obtener amplificacion exitosa de todos los microsatélites.

2. Del total de 120 alelos reportados en este estudio, 47 alelos (39.2%) estuvieron compartidos entre el
GC y la costa Pacifico, 16 alelos (13.3%) fueron exclusivos de las poblaciones del GC, 15 alelos (12.5%)
exclusivos de la progenie producida en granja y el resto, 42 alelos (35%) estuvieron compartidos entre

las localidades del GC.

3. De las localidades silvestres, el mayor nimero total de alelos en los diez microsatélites varié de 40 en

San Francisquito (n = 5) a 84 alelos en Bahia de los Angeles (n = 17).

4. Elnivel de diversidad genética en términos de heterocigosidad en las localidades del GC mostré valores
moderados (Ho = 0.60, He = 0.75; n = 76) en almejas colectadas de 2015 a 2017, con una
heterocigosidad observada ligeramente menor a lo reportado para el andlisis de poblaciones silvestres

del GC muestreadas de 2006 a 2008 (Ho = 0.76, He =0.72; n = 192).

5. Lariqueza alélica en el GC disminuyd significativamente de 9.59 alelos/localidad en 2006 - 2008 a 3.83
alelos/localidad en el presente; siendo Bahia de las Animas (Ra = 4.10) la localidad con mayor riqueza

actual y San Francisquito (Ra = 3.30) la de menor.

6. De acuerdo a los resultados globales, ninguna de las localidades evaluadas estuvo en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Unicamente el locus NsubC261 se mantuvo en equilibrio de HW en todas las

localidades.

7. Las localidades silvestres del Golfo de California se encontraron en endogamia moderada (Fis= 0.263;
DE = 0.06) y significativamente diferente a lo reportado previamente (Fs = 0.06; DE = 0.02) para
poblaciones de 2006-2008, relacionado con la disminucion en el nimero de individuos presentes y el

déficit de heterocigotos en la poblaciéon actual.

8. Los analisis de estructura y diferenciacion genética demuestran que los individuos de las cuatro

localidades silvestres evaluadas dentro de la regidn central del Golfo de California comprenden una
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poblacién genéticamente homogénea (poblacidn panmictica) debido al flujo genético ocasionado por

el patron de corrientes ocednicas de la regién, que favorece el movimiento de genes entre las

localidades evaluadas.

Las estimaciones del flujo genético revelaron que la mayor cantidad de flujo genético tiene una

direccion de norte a sur, lo cual coincide con el patrdn de corrientes durante la temporada reproductiva

de este pectinido en Bahia de los Angeles (marzo y abril).

5.1 Recomendaciones

>

>

Para posteriores analisis de diversidad genética o determinacion de parentesco de esta especie se
recomienda la utilizacién de un conjunto de cinco marcadores microsatélite: NsubC261,
NsubA004, NsubA005, NsubA245 y NsubA1G09. Estos marcadores tuvieron la menor frecuencia
de alelos nulos (Fn<0.10), asi como buenos porcentajes de éxito en la amplificacion (>60% éxito) y

ademas mostraron un alto polimorfismo (9 a 16 alelos por locus).

En la produccién de semillas de almeja mano de leén es imprescindible la evaluacién de la
diversidad genética de la progenie producida y de los reproductores, esto con el fin de evitar
introducir semilla con poca diversidad genética para evitar la pérdida de la misma en poblaciones

naturales, dado que la etapa de engorde se realiza en aguas abiertas.

Es fundamental realizar estudios de dindmica poblacional de la especie, para determinar si es
capaz de desplazarse, dado que algunas veces se encontraron bancos en cierta ubicacion y

después ya no se localizaron o estuvieron desplazados.

También es necesario realizar la clasificacién taxondmica de las especies de pectinidos
considerando técnicas moleculares ademas de las caracteristicas morfoldgicas. Con el fin de

determinar si N. subnodosus y N. arthriticus son especies cripticas o se trata de la misma especie.
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Tabla 10. Pardmetros genéticos estimados para los diez loci en la localidad de Bahia de los Angeles.

. 8§ 25 o § 65
2=z »9 ot 5 £8 ¢t
Locus N Na AP Ra Ho He g T % g ; ,pé F(n) Fis ‘_>° & g S ,g
v wWeEa d g * a3
NsubA004 17 10 1 403 0.77 0.80 0.607 ns ns 0 0.069 0.359 ns ns
NsubA208 17 0 3.07 0.53 0.68 0.116 ns ns 0.101 0.250 0.090 ns ns
NsubC205 17 0 3.45 035 0.74 0.000 *** *** (0222 0.545 0.000 **¥*  kx*
NsubC261 17 12 3 456 0.82 0.86 0.373 ns ns 0.011 0.069 0.318 ns ns
NsubA249 17 8 1 429 0.77 0.83 0.101 ns ns 0.070 0.111 0.206 ns ns
NsubA245 17 0 3.39 047 0.73 0.075 ns ns 0.143 0.385 0.008 *E ns
NsubA235 16 0 440 0.63 0.84 0.029 * ns 0.146 0.289 0.010 *E ns
NsubA005 17 0 422 0.77 0.83 0.452 ns ns 0.036 0.107 0.223 ns ns
NsubA1G09 17 12 0 485 0.65 0.89 0.001 *E *¥*k* 0.119 0.297 0.002 *k *k
NsubA1F03 16 10 1 411 0.63 0.80 0.009 *E ns 0.097 0.252 0.025 * ns
Promedio 84 060 4.04 0.64 0.80 0.000 *** *** (0095 0.233 0.000 ***  **x
DE 2.7 096 0.56 0.15 0.06 0.068 0.154
Mediana 8.5 0 416 0.64 0.82 0.099 0.251
Minimo 5 0 3.07 0.35 0.68 0 0.069
Mdximo 12 3 485 0.82 0.89 0.222 0.545

n=numero de muestras, Na=numero de alelos, AP= alelos privados, Ra=riqueza alélica, Ho=heterocigosidad
observada, He=heterocigosidad esperada, EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, F(n)=frecuencia de alelos nulos,
Fis=Coeficiente de endogamia, P-valor de significancia: *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).



Tabla 11. Parametros genéticos estimados para los diez loci en la localidad de Punta El Soldado.
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c J'g %} c ‘c
5z ©§ §¢2 s =% g8
Locus N Na AP Ra Ho He g T % g ; "qé F(n) Fis ‘_>" 2 g S %
v wWeEa d g * a3
NsubAOO4 8 7 1 3.99 0.50 0.75 0.020 * ns 0.158 0.391 0.024 * ns
NsubA208 8 4 0 3.09 0.50 0.67 0.136 ns ns 0.089 0.317 0.156 ns ns
NsubC205 8 3 0 200 0.25 0.32 0.200 ns ns 0 0.282 0.201 ns ns
NsubC261 7 7 0 452 057 083 0.074 ns ns 0.170 0.377 0.033 * ns
NsubA249 8 9 1 495 0.75 0.87 0.218 ns ns 0.066 0.200 0.116 ns ns
NsubA245 8 5 0 341 075 0.70 0.359 ns ns 0 0.000 0.654 ns ns
NsubA235 8 7 0 446 1.00 0.83 0.889 ns ns 0 -0.143 1.000 ns ns
NsubA005 8 6 1 403 088 0.79 0449 ns ns 0 -0.043 0.748 ns ns
NsubAlG09 8 6 0 423 050 0.81 0.031 * ns 0.168 0.434 0.015 * ns
NsubAlFO3 7 6 0 417 0.71 080 0.199 ns ns 0.073 0.178 0.263 ns ns
Promedio 6 03 3838 0.64 0.74 0.010 * * 0.072 0.196 0.000 ***  *xx*
DE 1.7 048 0.85 0.22 0.16 0.072 0.200
Mediana 6 0 410 0.64 0.79 0.070 0.241
Minimo 3 0 2.00 0.25 0.32 0 -0.143
Maximo 6 1 495 1.00 0.87 0.170 0.434

n=numero de muestras, Na=numero

de alelos, AP= alelos privados, Ra=riqueza alélica, Ho=heterocigosidad
observada, He=heterocigosidad esperada, EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, F(n)=frecuencia de alelos nulos,
Fis=Coeficiente de endogamia, P-valor de significancia: *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).



Tabla 12. Pardmetros genéticos estimados para los diez loci en la localidad de Bahia de las Animas.

62

. 8§ 25 o $ s 5§
23 278 gt 5 £8 ¢t
Locus N Na AP Ra Ho He g T % g ; "qé F(n) Fis ‘_>" 2 g S %
v wWeEa d g * a3
NsubA004 13 10 0 475 0.92 0.87 0.769 ns ns 0 -0.021 0.745 ns ns
NsubA208 14 4 0 281 0.29 0.62 0.004 * *x 0.208 0.565 0.003 *E *E
NsubC205 14 6 0 336 0.29 0.71 0.000 *** *** 0246 0.623 0.000 ***  **x
NsubC261 13 8 1 4,15 0.69 0.81 0.300 ns ns 0.093 0.179 0.123 ns ns
NsubA249 13 9 1 462 0.77 0.86 0.104 ns ns 0.072 0.146 0.145 ns ns
NsubA245 14 6 0 3.87 0.64 0.79 0.341 ns ns 0.08 0.223 0.085 ns ns
NsubA235 13 8 0 439 0.39 0.84 0.000 *** *** (313 0.57 0.000 ***  kkx
NsubA0OO5 14 7 0 3.77 0.79 0.78 0.657 ns ns 0 0.024 0.538 ns ns
NsubA1G09 13 12 3 481 0.62 0.87 0.002 *E *E 0.163 0.331 0.002 *E *E
NsubA1FO3 11 8 1 442 055 0.84 0.005 *E ns 0.209 0.388 0.006 *k ns
Promedio 78 06 410 059 0.80 0.000 *** *** (0138 0.294 0.000 ***  **x
DE 23 097 065 0.22 0.08 0.106 0.231
Mediana 0 427 0.63 0.82 0.128 0.277
Minimo 0 281 0.29 0.62 0 -0.021
Maximo 12 3 481 092 0.87 0.313 0.623

n=numero de muestras, Na=numero

de alelos, AP= alelos privados, Ra=riqueza alélica, Ho=heterocigosidad
observada, He=heterocigosidad esperada, EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, F(n)=frecuencia de alelos nulos,
Fis=Coeficiente de endogamia, P-valor de significancia: *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).



Tabla 13. Parametros genéticos estimados para los diez loci en la localidad de San Francisquito.

63

c J'g %} c ‘c
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Locus N Na AP Ra Ho He g T % g ; "qé F(n) Fis ‘_>" 2 g S %
v wWeEa d g * a3
NsubA004 5 6 0 450 0.80 0.80 0.149 ns ns 0 0.111 0.457 ns ns
NsubA208 5 2 0 2.00 0.00 0.48 0.048 * ns 0.327 1.000 0.048 * ns
NsubC205 5 4 0 3.19 0.20 0.66 0.010 *E ns 0.267 0.750 0.010 * ns
NsubC261 5 4 1 3.60 0.40 0.72 0.061 ns ns 0.210 0.529 0.061 ns ns
NsubA249 5 4 0 3.19 0.20 0.66 0.010 *E ns 0.267 0.750 0.009 *k ns
NsubA245 5 5 0 3.67 1.00 0.68 1.000 ns ns 0 -0.379 1.000 ns ns
NsubA235 4 4 0 3.25 0.50 0.56 0.428 ns ns 0 0.250 0.426 ns ns
NsubA00O5 5 5 0 393 0.60 0.74 0.085 ns ns 0.086 0.294 0.187 ns ns
NsubA1G09 3 3 0 3.00 0.67 0.67 0.467 ns ns 0 0.200 0.461 ns ns
NsubA1F03 4 3 0 271 0.75 0.53 1.000 ns ns 0 -0.286 1.000 ns ns
Promedio 4 0.1 330 0.51 0.65 0.003 *E *E 0.116 0.327 0.001  ***  **x
DE 1.2 032 0.69 0.31 0.10 0.136 0.447
Mediana 4 0 3.22 0.55 0.66 0.043 0.272
Minimo 2 0 2.00 0.00 0.48 0.000 -0.379
Maximo 6 1 450 1.00 0.80 0.327 1.000

n=numero de muestras, Na=numero

de alelos, AP= alelos privados, Ra=riqueza alélica, Ho=heterocigosidad
observada, He=heterocigosidad esperada, EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, F(n)=frecuencia de alelos nulos,
Fis=Coeficiente de endogamia, P-valor de significancia: *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).



Tabla 14. Parametros genéticos estimados para los diez loci en la localidad de Isla Natividad.
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c J'g %} c =
53z %§ §2 -
Locus N Na AP Ra Ho He g T % g ; ,pé F(n) Fis ‘_>° & g S ,g
v e Ea d g * a3
NsubA004 5 6 0 450 0.60 0.80 0.150 ns ns 0.105 0.351 0.093 ns ns
NsubA208 5 3 0 286 0.00 0.64 0.010 ** ns 0391 1.000 0.010 * ns
NsubC205 5 6 0 426 0.60 0.76 0.049 * ns 0 0.314 0.124 ns ns
NsubC261 5 6 0 450 0.80 0.80 0.618 ns ns 0 0.111 0.454 ns ns
NsubA249 5 5 0 4.17 0.40 0.78 0.060 ns ns 0223 0.568 0.022 * ns
NsubA245 5 4 0 3.07 0.40 0.58 0.238 ns ns 0.133 0407 0.141 ns ns
NsubA235 5 4 0 3.17 0.40 0.64 0.143 ns ns 0.122 0.467 0.145 ns ns
NsubAOO5 5 3 0 273 0.00 0.56 0.016 * ns 0366 1.000 0.016 * ns
NsubAlGO09 5 5 0 4.00 0.40 0.76 0.035 * ns 0.203 0.556 0.028 * ns
NsubAlFO3 5 5 0 3.67 0.60 0.68 0.238 ns ns 0 0.226 0301 ns ns
Promedio 47 0 3.69 042 0.70 0.000 *** **x* (0154 0500 0.000 ***  k*x*
DE 1.2 0 0.69 0.26 0.09 0.143 0.298
Mediana 0 3.83 040 0.72 0.128 0.437
Minimo 0 273 0.00 0.56 0 0.111
Maximo 6 0 450 0.80 0.80 0.391 1

n=numero de muestras, Na=numero

de alelos, AP= alelos privados, Ra=riqueza alélica, Ho=heterocigosidad
observada, He=heterocigosidad esperada, EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, F(n)=frecuencia de alelos nulos,
Fis=Coeficiente de endogamia, P-valor de significancia: *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).
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Tabla 15. Parametros genéticos estimados para los diez loci en el lote de juveniles (F1ANI).

S J g L c ‘c

H £9 co - © ¢ o

2=z ©vg9 gt 5 £ 8 ¢ &

Locus N Na AP Ra Ho He Sz =33 2 ¢ F(n) Fis = 59 09
aw TE 3T § et O%

w o T O a o & o

O w o o o

*
*
*
*
*
*

0.125 0.333 0.002 * *x
3.83 0.33 0.78 0.000 0.250 0.583 0.000  ***  **x
2.67 0.24 0.58 0.000 0.315 0.599 0.000  ***  **x
390 0.83 0.79 0.409 ns ns 0 -0.033 0.727 ns ns
4.02 054 0.81 0.000 *** *** 0207 0.352 0.000 ***  kxx*
3.87 0.44 0.79 0.000 *** *** (0192 0.455 0.000 ***  k*x
3.80 0.78 0.78 0.777 ns ns 0 0.022 0.492 ns ns
423 0.82 0.83 0.049 * ns 0.021 0.039 0.392 ns ns
444 085 0.86 0.321 ns ns 0 0.034 0.412 ns ns
448 0.38 0.86 0.000 *** *** (359 (0.580 0.000 ***  kxx*

NsubA004 27 3.57 052 0.76 0.001
NsubA208 27
NsubC205 25

7
9
6
NsubC261 24 9
8
8
8

*
*
*
*
*
*

*
*
*
*
*
*

NsubA249 26
NsubA245 27
NsubA235 27
NsubA005 27 11
NsubA1G09 26 10
NsubAl1F03 24 9

al—\owl—\l—\NNOU'IO

Promedio 8.5 3.88 0.57 0.78 0.000 *** *** 0147 0.296 0.000 ***  Hkx*
DE 14 158 052 0.23 0.08 0.138 0.259
Mediana 8.5 1 3.89 0.53 0.79 0.159 0.343
Minimo 6 0 2,67 0.24 0.58 0 -0.033
Maximo 11 5 448 0.85 0.86 0.359 0.599

n=numero de muestras, Na=numero de alelos, AP= alelos privados, Ra=riqueza alélica, Ho=heterocigosidad
observada, He=heterocigosidad esperada, EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, F(n)=frecuencia de alelos nulos,
Fis=Coeficiente de endogamia, P-valor de significancia: *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).



66

Anexo |l

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 16. Delta k obtenida mediante la prueba de Evanno, que indica el nimero mas probable de componentes
genéticos (K = 2) para las muestras silvestres y de cultivo con diez loci microsatélite.

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 17. Delta k obtenida mediante la prueba de Evanno, que indica el nimero mas probable de componentes
genéticos (K = 4) para las muestras silvestres dentro del GC con ocho loci microsatélite.
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Figura 18. Nimero de alelos (A) y riqueza alélica (B) por microsatélite (diez loci). Las cajas son los percentiles: 25 y
75%, los bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de las cajas indica la mediana. Con las

barras horizontales inferiores se representa el valor de significancia [*(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001)].
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Figura 19. Heterocigosidad observada (A) y esperada (B) por microsatélite (diez loci). Las cajas son los percentiles: 25
y 75%, los bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de las cajas indica la mediana. Con
las barras horizontales inferiores se representa el valor de significancia [*(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001)].
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Figura 20. Coeficiente de endogamia (A) y frecuencia de alelos nulos (B) por microsatélite (diez loci). Las cajas son los
percentiles: 25y 75%, los bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de las cajas indica la
mediana.
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Figura 21. Nimero de alelos privados (AP) por microsatélite (diez loci). Las cajas son los percentiles: 25 y 75%, los
bigotes representan los valores maximos y minimos y el guion dentro de las cajas indica la mediana.



