Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion

Superior de Ensenada, Baja California

2D

CICESE.

Maestria en Ciencias

en Acuicultura

Diversidad genética de poblaciones naturales y de cultivo de
abuldén rojo (Haliotis rufescens) en localidades de California

y Baja California.

Tesis

para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Maestro en Ciencias

Presenta:

Paola Estrella Cordova Secundino

Ensenada, Baja California, México
2018



Tesis defendida por
Paola Estrella Cordova Secundino

y aprobada por el siguiente Comité

Dra. Fabiola Lafarga de la Cruz
Directora de tesis

Dr. Miguel Angel del Rio Portilla
Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez
Dr. Arturo Serrano Santoyo

M.C. Carmen Elvira Vargas Peralta

%
N

Dr. Jorge Caceres Martinez
Coordinador del Posgrado en Acuicultura

Dra. Rufina Herndndez Martinez
Directora de Estudios de Posgrado

Paola Estrella Cordova Secundino © 2018
Queda prohibida la reproduccidn parcial o total de esta obra sin el permiso formal y explicito del autor y director de la tesis



Resumen de la tesis que presenta Cérdova Secundino Paola Estrella, como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Diversidad genética de poblaciones naturales y de cultivo de abuldn rojo (Haliotis rufescens) en
localidades de California y Baja California

Resumen aprobado por:

Dra. Fabiola Lafarga de la Cruz
Directora de tesis

Los abulones son moluscos gasterédpodos marinos residentes de zonas costeras asociados a mantos
algales. Dentro de las cinco especies de abulén explotadas en México, el abuldn rojo (Haliotis
rufescens) es la Unica especie que cuenta con la biotecnologia de cultivo completamente desarrollada.
En México, existe evidencia de que las poblaciones naturales de abuldn se encuentran en deterioro.
Ademas, se desconoce el estado genético del recurso y no existen programas de crianza selectiva en
cultivo. Por lo cual, es fundamental conocer el estado genético de las localidades silvestres para
favorecer su conservacion y mejorar la produccion en cautiverio. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la diversidad genética de H. rufescens en seis localidades silvestres (cuatro procedentes de California
y dos de Baja California); y cinco lotes de cultivo producidos en granjas mexicanas. Para lo cual, un total
de 453 muestras fueron genotipificadas con diez marcadores microsatélites especie-especificos y
usadas para estimar los parametros genéticos con diversos programas. La mayor diversidad genética,
en términos de riqueza alélica y heterocigosidad observada, se encontrd en las muestras silvestres;
dentro de las cuales Van Damme 1999, San Miguel Island 2007 y Santo Tomas 2014 obtuvieron los
valores mas altos. Como era de esperarse, el valor promedio de riqueza alélica fue significativamente
menor y el coeficiente de endogamia significativamente mayor en los lotes de cultivo, al ser
comparados con las localidades silvestres. Respecto al Equilibrio de Hardy-Weinberg todas las
localidades se encontraron en desequilibrio, relacionado con un déficit de heterocigotos. Los
resultados muestran panmixia solamente en la localidad silvestre de Santo Tomds 2014 (F;s = 0.074);
el resto presentd endogamia moderada (0.326-0.508). Todas las comparaciones pareadas del indice
de fijacién (Fsr) fueron significativas, con valores bajos a moderados (0.062-0.254); con las mayores
diferencias entre los lotes de cultivo. En todas las muestras se observan tres componentes genéticas
con el andlisis de STRUCTURE. En las localidades silvestres, una de las componentes se observd con
bajo porcentaje de representacion (<0.7%); mientras que, las otras dos componentes permitieron
agrupar las muestras silvestres en dos grupos bien definidos. Esta agrupacion coincide con los
resultados del dendograma de relaciones genéticas (grupo 1: CCY99-SMI07-SPT11-STT14; grupo2:
VDM99-VDMO7-PSJ16). Cuatro de los lotes de cultivo, correspondieron a la componente del grupo 2.
Por otra parte, el lote PMB14 estuvo representado un 99.5% por la componente que tuvo bajo
porcentaje dentro de las localidades silvestres. Lo anterior, evidencia el efecto de las practicas
acuicolas sobre la diversidad genética de los recursos pesqueros.

Palabras clave: Haliotis rufescens, microsatélites, diversidad genética, localidades silvestres, lotes de
cultivo.



Abstract of the thesis presented by Paola Estrella Cérdova Secundino, as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Aquaculture.

Genetic diversity of natural populations and culture of red abalone (Haliotis rufescens) in localities
of California and Baja California

Abstract approved by:

Dra. Fabiola Lafarga de la Cruz

The abalones are marine gastropods mollusks residents from the coasts, habitats related to algae
mantles. For the five species of abalone in fishery in Mexico, the red abalone (H. rufescens) is the only
specie with biotechnical methods entirely development for their production. In Mexico there is
evidence that the abalone’s populations are in decline in their genetic diversity. Furthermore the
genetic status of wild resource in Mexico is unknown and a breeding program in farms doesn’t exist.
For this reasons the knowledge over the genetic status of localities is a key point to improve the
conservation and exploitation in cautivity of resource. The aim of the present work was evaluate the
genetic diversity of H. rufescens in six natural localities (five from California and two from Baja
California) and five broodstocks from Mexican farms. A total of 453 samples were genotyped with ten
species-specific microsatélite markers to estimate the genetic parameters with different
computational programs. The highest value of genetic diversity in terms of allelic richness and
observed heterocigocity was the samples that coming from wild localities, within these ones, the Van
Damme 1999, San Miguel Island 2007 and Santo Tomads 2014 get the top values. In concordance with
the predicted, the mean value of allelic richness was significantly low and the endogamic coefficient
was significantly higher in the broodstocks, when was compared with the wild localities. Respect to
Hardy-Weinberg equilibrium, all the localities was observed in disequilibrium, related with a
heterocygotous deficit. The results shows panmixia only in the wild localities of Santo Tomas 2014 (FIS
= 0.074); and the rest present a moderate endogamia (0.326-0.508). All the pair-wise comparisons of
fixation index were significant, with moderately low values (0.062-0.254); with greater differences
within broodstocks. In all the samples tree genetic components was observed with the STRUCTURE
analysis. In the wild localities one of that components was low represented (<0.7%) while, the other
components enable the grouping of sample in two well defined groups. This aggrupation match with
the results of genetic relationship dendogram (group 1: CCY99-SMI07-SPT11-STT14; group 2: VDM99-
VDMO07-PSJ16).. Four of the broodstocks, correspond to group 2 component. In the other hand the
PMB14 lot was represented in 99.5% for the component that has a low percentage in the wild localities.
Above mentioned, is an evidence of the effect of aquaculture practices over the genetic diversity of
fishery resources.

Keywords: Haliotis rufescens, microsatellite markers, genetic diversity, natural populations.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Haliotis sp.

Los abulones son moluscos gasterépodos marinos que habitan las zonas costeras, adheridos entre
superficies rocosas y habitats cripticos asociados a mantos algales, pastos marinos y otros individuos
invertebrados bentdnicos. Reconocidos por tener una concha gruesa habitualmente ovalada con una
serie de orificios moderadamente elevados y alineados sobre la region de la cavidad respiratoria. La
diversidad de colores y caracteristicas de la concha permiten diferenciar las especies de abuldn

(Guzman del Préo, 1994; Cifuentes Lemus, Torres-Garcia y Frias Mondragén, 1997; INAPESCA, 2006).

Las diferentes especies de Halidtidos presentan una distribucidén costera vertical variada con cierto
traslape, la mayoria son dioicas, con un desove anual y ciclos reproductivos estacionales. La
diferenciacién sexual puede ser observada en las génadas de los organismos maduros, los machos
presentan una gonada de color claro (crema a blanco) en cambio la génada de las hembras es obscura
(café o verde), la fecundacidn se produce cuando los individuos liberan sus gametos al medio,
obteniendo como resultado una larva libre y nadadora. Transcurridos de 4 a 15 dias las larvas exploran
el fondo para comenzar la metamorfosis hacia postlarva (Cox, 1962; Mateus, 1986; SEPESCA-CIBNOR,
1994; Rios, 2005).

De las especies de abulén conocidas a nivel mundial, aproximadamente 25 son explotadas
comercialmente y de éstas sélo 12 son cultivadas (Hahn, 1989; Ponce-Diaz, Sanchez-Hernandez, e
Yuen-Sanchez, 2003). América del Norte de manera natural se beneficia por la presencia de nueve
especies de abuldn, de las cuales siete se distribuyen desde California, EUA hasta Baja California Sur,
México. En México cinco de éstas especies son extraidas del medio natural debido a su valor
econdmico y sélo el abuldn rojo (Haliotis rufescens) cuenta con la biotecnologia en acuicultura
comercial completamente desarrollada. La pesqueria del abulén ostenta gran importancia, debido a
gue tanto el musculo del organismo como su concha pueden ser comercializados. Sin embargo la
pesqueria presentan una tendencia decreciente, esto ha sido observado en las diversas especies de

abulén alrededor del mundo (FND, 2010; SAGARPA, 2012, 2013a).



1.2 Pesqueria de abuldn en California, EUA

En las costas de California la pesqueria de abulén comenzé en 1850 con el arribo de migrantes chinos
(Cox, 1962). La industria prosperd y en 1879 la extraccion de abuldn en California rebasé las 1,860
toneladas anuales, principalmente representada por las especies Haliotis fulgens y Haliotis cracherodii.
Sin embargo, hasta 1880 se reconoce la posible sobreexplotacién y se establece un consulado en San
Diego que permite llevar registro de las actividades pesqueras, asi mismo el gobierno mexicano
empieza a expedir licencias para embarcaciones. En 1900, la disponibilidad del recurso se vio limitada
por lo que se implementaron lineamientos y sanciones para los transgresores. En 1905 y 1909, se
aprueban leyes que restringen la extraccidon de abuldn a temporadas y una prohibicion para la

extracciéon de abuldn negro y azul, respectivamente (Cox, 1962; Mateus, 1986; Braje et al., 2007).

Aungque la pesqueria de abulén tenia afios de existir, fue hasta 1916 cuando se realizaron registros por
el Departamento de Pesca y Vida silvestre de California (California Department of Fish and Wildlife).
Para 1929, se estimd que las embarcaciones japonesas dominaban la extraccién de abuldn, en su
mayoria dada por H. rufescens. (Cox, 1962). Sin embargo durante los afios de la segunda guerra

mundial, la pesqueria se vio disminuida a 75 toneladas aproximadamente (Figura 1).
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Figura 1. Produccion pesquera anual por captura de abuldn en California, EUA. Recopilacion de anuarios de
Departamento de Pesca y Vida silvestre de California (California Department of Fish and Wildlife).

En 1948, la pesqueria de H. corrugata cobra relevancia y obtiene una volumen similar a la Haliotis
rufescens y para 1952 supera la cantidad de extraccion del abuldn rojo; sin embargo, después de este
afio se observé una marcada disminucidon de las bancos naturales de H. corrugata, debido a la

intensidad de pesca del recurso y a la disminucion de la disponibilidad del alimento para ésta especie



(Figura 2). Sin embargo, aunque la extraccion de H. corrugata fue muy importante para la produccion,

la pesca de H. rufescens fue el pilar de la industria abulonera en California (Cox, 1962).

Finalmente en 1980, debido a la presencia de la enfermedad denominada sindrome del pie marchito
las poblaciones de abulén en California se vieron devastadas, lo cual obligd al gobierno a cerrar la

pesqueria del recurso (Braje et al., 2007).
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Figura 2. Produccion pesquera anual por captura de las diferentes especies de abuldn en California, EUA. Linea
roja: H. rufescens; linea rosa: H. corrugata; linea verde: H. fulgens; linea negra: H. cracherodii; linea gris: H.
sorenseni. Recopilacion del Departamento de Pesca y Vida silvestre de California (California Department of Fish
and Wildlife).

1.3 Pesqueria de abulén en Baja California, México

En la peninsula de Baja California la pesqueria del abuldn es una de las mas antiguas, iniciada por
migrantes chinos al igual que en California, aproximadamente diez afios después (1860). Durante
muchos afos, la produccién pesquera era enviada a San Diego, California, EUA para ser procesada y
comercializada. Sin embargo, en 1929 el gobierno mexicano aprobd una ley que prohibia Ila
exportacion de abulén fresco, originando un aumento en la producciéon en México de 1,723 toneladas

(3.8 millones de libras) a 3 356 toneladas (7.4 millones de libras) (Cox, 1962; Guzman del Préo, 1994).

Tiempo después, en 1940, se inicid la pesqueria del recurso por sociedades cooperativas mexicanas y

para 1947 el gobierno mexicano implemento una serie de lineamientos para regular la extraccidn, que



tiene como finalidad la proteccidn del recurso abuldn para los pescadores de Baja California. A partir
de esta fecha, la pesqueria habia estado reservada sélo para las cooperativas, sin embargo la Ley de
Pesca de 1992, bajo el principio de pesca responsable establece un nuevo régimen de concesiones y
fomento de cultivo para todo el sector social y privado (Mateus, 1986; Ponce-Diaz et al., 2003;

INAPESCA, 2006)

Entre los afos de 1984 y 1985 la caida de la pesqueria coincidié con un cambio de la composicién
definida de las especies capturadas, debido a la disminucién en la captura de abuldn amarillo (Haliotis
corrugata) y el aumento de extraccion de abulén azul (H. fulgens). Esta disminucion orill6 a que las
organizaciones pesqueras realizaran acuerdos internos para establecer medidas autoregulatorias.
Estas medidas coinciden con una recuperacion en los niveles de la pesqueria entre los afios 1988 y
1993 (Lluch-Cota y Ponce-Dias, 2000), siendo en 1993, el recurso abuldn el segundo producto pesquero

generador de divisas en México (Viana, 2000).

El descenso abrupto del volumen de produccién de abuldn por pesqueria, fue muy evidente desde
1994 (Figura 3). Por lo cual, en 1996, el INAPESCA vy el sector social dedicado a la extraccion de abulén
desarrollaron e implementaron un plan de manejo para la recuperacion de las poblaciones de abuldn,
bajo los siguientes objetivos: 1) detener la tendencia negativa en las biomasas, 2) incrementar el
tamafio de las biomasas y 3) llevar las biomasas al nivel donde se maximiza la produccion excedente.
Del aifio 2000 al 2009 se evidencid una ligera recuperaciéon de la pesqueria, asociada al aumento en las
biomasas de bancos de abuldn azul y amarillo principalmente. Sin embargo, de 2009 a 2010 se observa
una disminucion en las capturas y biomasa en los bancos naturales, asociada a mortalidades masivas
por enfermedades y cambios ambientales (SAGARPA, 2012). Por otra parte, aunque la Carta Nacional
Pesquera no ha sido actualiza (ultima versidn publicada en 2012 con datos de 2010), las bases de datos
de los Anuarios Estadisticos de Acuicultura y Pesca 2011-2014 (Figura 3), evidencian que las capturas

contindan disminuyendo.
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Figura 3. Produccién pesquera anual por captura de abuldn en México, representado el peso vivo en toneladas.
Recopilacidn de Carta Nacional Pesquera y bases de Anuarios Estadisticos de Acuicultura y Pesca.

Estudios de dindmica poblacional realizados en los 90’s muestran signos de deterioro a causa de la
sobrepesca, con una drastica caida a de 1978 hasta 1984, esto expone un problema de reclutamiento
por sobrepesca. Como se ha observado en otros paises la disminucién de la biomasa natural de estas

especies, ha provocado que las pesquerias de abulén se encuentren en situacion de riesgo (Guzman

del Préo, 1994).

Es de suma importancia resaltar que dentro de los lineamientos y estrategias de aprovechamiento del
abulén en la Carta Nacional Pesquera (SAGARPA, 2012), se menciona la necesidad de continuar y
reforzar la utilizacién e investigacién de la biotecnologia sobre las diferentes etapas del abulén, aplicar
y monitorear las medidas de legislacion y vedas, asi como mantener y mejorar el marco juridico de la
conservacion, para garantizar la recuperacion de las poblaciones naturales y la actividad econdmica;
Ademas de promover el cultivo comercial, fomentar el mejoramiento genético para formar, mejorary

aprovechar al maximo los lotes de cultivo (Guzman del Préo, 1994; SAGARPA, 2012).

Desde 1960 hasta la fecha, la pesqueria del abuldon en México cuenta con cinco especies de abuldn de
importancia comercial, Haliotis fulgens (azul), Haliotis corrugata (amarillo), Haliotis cracherodii
(negro), Haliotis sorenseni (chino) y Haliotis rufescens (rojo), consideradas entre las especies de
Halidtidos con las tallas mas grandes del mundo y destacando el abuldn rojo (H. rufescens) por ser la

especie que alcanza la mayor talla de todas (Cox, 1962; Guzman del Préo, 1994; INAPESCA, 2006).

2014



A pesar de la diversidad de abulones que alberga México, la Carta Nacional Pesquera Mexicana
(SAGARPA, 2012), indica que las poblaciones naturales de abuldn negro, chino y rojo, se encuentran
en estado de deterioro; mientras que el abulén azul y amarillo en recuperacion; aunque en la

actualidad el volumen de produccién por captura continua disminuyendo.

Sin embargo, a pesar de la disminucién en el volumen de produccién, posicidon 49 actualmente, el
recurso sigue teniendo una gran importancia socio-econdmica en México, ubicandose en el lugar 29

por el valor de su produccién, dado su alto precio en el mercado internacional (SAGARPA, 2013a).

1.4 Areas y bancos de pesca

De acuerdo con el Diario Oficial de la Federacion del 16 de marzo de 1994, se establecen épocas y
zonas de veda para la captura de las especies de abuldn, donde su distribucion geografica es dividida

en cuatro zonas y cada una comprende un periodo de veda diferente.

La Zona | tiene un periodo de veda temporal del 1 de julio al 30 de noviembre, se limita desde la linea
divisora internacional con Estados Unidos de Norte América hasta punta Malarrimo en Baja California
Sur, incorporando bancos e islas cercanas. En las Zonas Il y 1l la veda temporal es la misma en ambas,
comprende el periodo del 1 de agosto al 31 de diciembre. Sin embargo, la Zona Il esta definida desde
Punta Malarrimo hasta la coordenada 27° 47' 30" Norte; 114° 32' 20" Oeste, junto con todas las islas
y bancos de abulén ubicados dentro del drea. La Zona lll se limita desde el primer tercio de bahia
Asuncidn, Baja California Sur, incluyendo todos los bancos hasta Punta Holcomb en laguna San Ignacio,
Baja California Sur, adosando todas las islas contiguas a la costa. Zona IV del 1 de septiembre al 31 de
enero de cada afio, que comprende todos los bancos de abulones asi como islas inmediatas, desde
Punta Holcomb en laguna San Ignacio hasta la de desembocadura del arroyo Conejo, ambas
localidades en Baja California Sur (Figura 4). Sin embargo, las fechas de vedas pueden ser modificadas

para temporadas especificas debido a anomalias u otros acontecimientos (DOF, 1994).
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Figura 4. Zonas de pesca de abulén (NOM-009-SAG/PESC-2015).

1.5 Abuldn rojo (Haliotis rufescens)

A pesar de la diversidad de abulones que alberga México, la importancia del abuldn rojo (H. rufescens)
radica en el hecho de ser la Unica especie en mexicana con la tecnologia de cultivo comercial
completamente desarrollada y validada; ademas, de poseer una de las mayores tasas de crecimiento
y ser la especie de abulén mas grande del mundo, llegando a alcanzar un peso maximo de 1.7 kg y

hasta 33cm de longitud.

H. rufescens se distingue de otras especies de abuldn, por poseer en el exterior de la concha un color
rojo ladrillo con tres a cuatro poros respiratorios abiertos y moderadamente elevados, internamente
exhibe una iridiscencia platinada y la marca del musculo usualmente es verde obscuro. La parte del
cuerpo tiene un color negro, los epipodios y tentaculos cefalicos se extienden mas alla del borde de la
concha, en algunos casos la parte superior del epipodio presenta zonas blancas. Distribuida
naturalmente desde Oregdn California hasta Bahia Tortugas Baja California Sur, habitando la zona
intermareal, con una mayor abundancia entre 8 y 25m, pero habitando desde los 4 m hasta los 180 m
de profundidad, con tolerancias termales desde 7 hasta 27.5°C (Cox, 1962; Hahn, 1989; Guzman del
Préo, 1994; SEPESCA-CIBNOR, 1994; Diaz, Del Rio-Portilla, Sierra, Aguilar y Re-Araujo, 2000; SAGARPA,
2013b).



Se considera que la distribucion geografica tiene implicaciones sobre la maduracién sexual de las
poblaciones naturales de abulén, debido a que han encontrado que individuos de localidades al sur de
su distribucidn natural exhiben cierto grado de precocidad, relacionado con la temperatura del habitat.
Sin embargo, el 100% de una poblacidn silvestre de abuldn rojo madura sexualmente entre tallas de
150 y 170 mm longitud de concha. Con tasas de fecundidad con valores maximos de 30x10° ovocitos

en organismos silvestres maduros (Guzman del Préo, 1994)

1.6 Produccion acuicola de abulén rojo

El cultivo de abuldn de especies mexicanas es una actividad atractiva ya que cuenta con gran demanda
y una limitada oferta, ademas posee un mercado internacional establecido y un precio elevado de
venta, capaz de generar divisas importantes para el pais. Aunque el crecimiento de los abulones puede
resultar lento para alcanzar su talla comercial (dos a cinco afios), el precio que adquiere es lo
suficientemente atractivo como para compensar la inversion inicial, los costos y el tiempo de operacion
del cultivo ya sea producido para engorda comercial o simplemente para programas de recuperacion
en el medio natural, con la finalidad de aumentar la biomasa de los bancos explotables (Oakes y Ponte,

1996; Flores-Aguilar, 2000; Viana, 2000).

Los primeros programas federales para desarrollar el cultivo de abulén rojo en México fueron
realizados desde 1971, pero estos no fueron implementados comercialmente debido a que
presentaron problemas en la supervivencia al momento de iniciar su etapa de juvenil bentdnico
(Guzmadn del Préo, 1994). Posteriormente, en 1984 el gobierno mexicano realizé un convenio para
establecer laboratorios productores de semilla de abuldn en Eréndira, B.C. y Bahia Tortugas, B.C.S.,
con el fin de realizar repoblamiento de bancos naturales (Mateus, 1986). Pero es hasta 1992 que se
registra la primera concesidn de acuicultura comercial para el cultivo de abuldn rojo (SAGARPA, 2012).
Sin embargo, las bases de datos de los Anuarios Estadisticos de Acuicultura y Pesca reportan
producciones acuicolas de abuldn rojo a partir del 2005 (Figura 5). En el mismo afo la carta nacional
acuicola reporta la creacién de tres laboratorios para la produccidn de semilla de abuldn rojo (Vinet et

al., 2011; SAGARPA, 2013).
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Figura 5. Produccion por acuicultura de abulén rojo en México, representando en el eje primario la produccidon
de peso vivo en toneladas representado por las barras azules y en el eje secundario el valor de la produccién en
pesos mexicanos representados por la linea azul. Recopilado de los Anuarios de Acuicultura y Pesca.

A pesar del esfuerzo que se emplea para el progreso de la acuicultura en México, es inevitable notar
gue su desarrollo avanza a un ritmo muy lento, independientemente de las excelentes condiciones
naturales y los bajos costos de mano de obra en la regidn (Lafarga-De la Cruz, 2013). Esto se refleja en
las estadisticas de produccidn de abuldn por acuicultura que, en 2014, representa tan sélo el 5% de la
produccidn total de abuldn en México, con un valor mayor a $4 millones de pesos (CONAPESCA, 2014).
Este incipiente crecimiento de la industria abulonera mexicana es mas notorio si se compara con la
produccién acuicola de abuldn rojo en Chile (especie introducida en 1977 para desarrollo de cultivo
comercial). La cual, segln datos de la FAO, reporta produccién desde 1996 y para 2014 su volumen fue
de 1,130 toneladas, con un valor aproximado de $104 millones de délares (Figura 6; FAO, 2014). Segln
el Anuario Estadistico de Pesca publicado por Sernapesca-Chile en 2016, se estima una produccidn de

abulén rojo de 1,274 toneladas obtenida apenas por diez industrias acuicolas.
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Figura 6. Produccién acuicola de abulén rojo, H. rufescens en toneladas, reportada por la FAO para México y
recopilacién de los Anuarios Estadisticos de Pesca de Sernapesca de Chile (2016). Barra azul representa la
produccién chilena y la barra roja la produccién mexicana.
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En Chile, el sector académico en colaboracién con el sector privado desde 1996 hasta el dia de hoy
desarrolla proyectos de investigacidon para enfrentar los desafios de la industria de abuldn en Chile,
enfocados en las técnicas de cultivo, alimentacidn, control de enfermedades e infecciones y en anos
mas recientes en un programa de mejoramiento genético mediante la crianza selectiva de abulones

para lograr familias de abulones con mejores caracteristicas de cultivo (UCN, 2015).

De igual manera en Islandia se han desarrollado investigaciones en centros de cultivo de abulén rojo
con la finalidad de mejorar su produccidn. En su estudio, Steinarsson y Imsland (2003) sugieren que
bajo el efecto de una adecuada alimentacidon con macroalgas de la regién y el uso de la temperatura
Optima en condiciones de cultivo de abuldn rojo, pueden lograr un 170% del incremento de la biomasa
por aifo y alcanzar una talla comercial en dos afios partiendo de organismos de 16 mm de longitud. Es
importante mencionar que los organismos utilizados en ese estudio son originarios de Morro Bay,
California (1988). Sin embargo, no existen datos de produccién acuicola reportados por este pais ante

la FAO.

1.7 Evaluacion de la diversidad genética

Como ya se ha mencionado, el abuldn es una especie atractiva para la acuicultura, relacionada con un
poder adquisitivo y estatus socioeconémico alto en mercados internacionales. Aunado a esto, los
organismos de cultivo poseen la oportunidad de entrar al mercado con una talla menor, en
comparacién con organismos de origen silvestre. Pero si no se realiza un manejo adecuado de los
organismos en cultivo pueden desarrollarse implicaciones desfavorables reflejadas sobre la calidad,
rendimiento y caracteristicas fenotipicas no deseadas de la progenie. Asi como acumulacién de
endogamia, asociado principalmente al limitado nimero de reproductores. Estos efectos negativos,
son consecuencia de la pérdida de la diversidad de caracteristicas genéticas o variantes alélicas dentro
o entre poblaciones, también conocido como perdida de la variabilidad genética. Sin embargo, la
implementacion de programas de mejoramiento genético permiten explotar el potencial bioldgico de
las especies, pudiendo obtenerse un incremento de produccién estimado entre el 5% y 23% por
generacion, que ayuden a asegurar competitividad de la industria (Elliott, 2000; Flores-Aguilar, 2000;

Ibarra-Humphries, 2000; Martinez, 2005; Eguiarte et al., 2010; Brokordt et al., 2015).

Para optimizar los resultados de los programas de mejoramiento genético y evitar la disminucién de
diversidad genética en cultivos, es necesario conocer la salud genética de las poblaciones naturales y

lotes de cultivo de la especie en cuestidon, mediante la implementacién de marcadores moleculares
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para la evaluacion de pardmetros genéticos, como niumero de alelos, riqueza alélica y heterocigosidad.
Siempre utilizando el mayor nimero posible de individuos silvestres y en cautiverio, ademas de
complementar con informacion de las caracteristicas fenotipicas (rasgos morfoldgicos) de la especie
relevante para la acuicultura y su conservacién. Lo anterior, facilitard la seleccion de organismos con
adaptaciones de interés y permitird mantener o mejorar la diversidad genética, sin poner en riesgo la
integridad de los individuos generados en cultivo y del medio silvestre. Ademas el uso de uso de
marcadores moleculares permite realizar andlisis de asignacidén parental entre individuos o grupos de
individuos y conocer el pedigri de los organismos en cultivo, lo cual facilita la seleccidn asistida, con el
fin de potenciar la acuicultura actual y futura (Elliott, 2000; Ibarra-Humpbhries, 2000; Centre et al.,

2001; Li, Park, Endo y Kijima, 2004; Martinez, 2005; Astorga, 2008; Slabbert, Bester y D’Amato, 2009).

1.8 Marcadores moleculares microsatélite (SSR)

Para evaluar la diversidad genética, una de las herramientas moleculares disponibles son los
microsatélites o SSR (por sus siglas en inglés Simple Sequence Repeats), éstos consisten en secuencias
repetidas en tdndem, de dos a seis pares de bases con regiones adyacentes generalmente conservadas,
que son utilizadas para el disefio de cebadores. Estos marcadores se caracterizan por ser altamente
polimérficos, heredados de forma mendeliana como marcadores codominantes y abundantes en todas
las especies, debido a que pueden distribuirse dentro del genoma de manera uniforme en regiones
codificantes y no codificantes, en todos los cromosomas y todas las regiones del cromosoma. Ademas
son técnicamente faciles de obtener y altamente reproducibles, por lo cual son utilizados ampliamente
para analisis de diversidad genética, asignacion parental, seleccion asistida por marcadores (por sus
siglas en ingles MAS), identificacién de especies, razas e hibridos asi como para el mapeo genético y
desarrollo de caracteres cuantitativos de interés comercial 6 QTL (por sus siglas en inglés Quantitative

Trait Loci) (Zane, Bargelloni y Patarnello, 2002; Liu y Cordes, 2004; Martinez, 2005; Astorga, 2008).

En contraste con otras herramientas moleculares, los microsatélites facilitan el analisis parental,
ademas permiten detectar los cambios genéticos entre lotes de cultivo y poblaciones naturales, para

poder identificar los recursos genéticos con potencial para cultivo (Li et al., 2004; Martinez, 2005).
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1.9 Microsatélites en abulon

En 2004 en un estudio realizado por Li, Park, Endo y Kijima, lograron estimar la diversidad genética en
Haliotis discus utilizando seis marcadores moleculares tipo microsatélites, en tres de lotes de cultivoy
dos poblaciones naturales, con una pérdida del 76% de alelos por locus en la poblacién de cultivo. La
conclusién a la que llegaron fue, que las poblaciones de cultivo presentan una reduccién significante
en su variabilidad genética. Observada en un bajo numero de alelos por locus significativamente menor
a los encontrados en las poblaciones naturales (5.4 contra 22.4); ademas de una baja heterocigosidad
observada debido principalmente al limitado nimero de individuos reproductores que contribuyen a

la progenie.

Por otra parte, Kube et al. (2007) evaluaron la diversidad genética en la especie Haliotis laevigata
mediante el uso de marcadores microsatélites, utilizando la cruza de hembras provenientes de
poblaciones naturales con machos de granjas de cultivo. Los resultados obtenidos pudieron ayudar a
definir las limitantes para la crianza de un gran nimero de familias y ofrecer un mejoramiento del 10%

en crecimiento.

En el estudio realizado por Hara y Sekino (2007), al comparar la diversidad genética entre abulones H.
discus de cultivo y silvestres, evaluada con nueve marcadores microsatélites, determinaron la perdida
de diversidad en poblaciones de cultivo, asi como la disminucidn de la adaptacién a nuevos entornos,
debido a la reduccién de la variabilidad alélica y bajos niveles de diversidad genética. Ademas,
mencionan que, para estimar la cantidad maxima permisibles de organismos cultivados para ser
liberados, es necesario conocer el éxito de la contribucidn de los organismos liberados, evaluando los
genotipos en las siguientes generaciones. Con la finalidad de aumentar la biomasa natural sin alterar

la genética de las poblaciones.

En Sudafrica, Slabbert, Bester y D’Amato (2009), evaluaron la diversidad genética de H. midae en tres
lotes de cultivo y su respectiva descendencia (3 cohortes) ademds de dos localidades silvestres,
utilizando seis marcadores microsatélite especie especificos. Donde, encontraron disminucién de la
variabilidad genética Unicamente en una de las cohortes evaluadas, con una reduccion del 63% en el
numero de alelos, debido a que sélo el 24% de los reproductores contribuyeron a la descendencia. Sin
embargo, no determinaron perdida de la diversidad genética en la mayoria de las cortes en
comparacién con las poblaciones silvestres, en términos de nimero de alelos, riqueza alélica o
heterocigosidad. Para la asignacién parental utilizaron tres de los seis marcadores, seleccionados por
no presentar bandas inespecificas, asi como bajas frecuencias de alelos nulos, lo que permitié obtener

una asignacion parental del 82% de los individuos.
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Aguilar-Espinoza, Valderrama-Aravena, Farlora, Lafarga De la Cruz y Gallardo-Escarate (2014)
desarrollaron, a partir de secuencias expresables, 29 loci microsatélite especie especificos para Haliotis
rufescens. Los cuales fueron utilizados para evaluar una poblacién chilena de cultivo y una mexicana,
determinando pérdida de variacidon alélica en 16 y 4 loci de la poblacidon chilena y mexicana,
respectivamente. Este estudio es el primero en reportar marcadores microsatélites especie especificos
para H. rufescens los cuales pueden ser aplicados en programas de mejora genética acuicola, analisis

parental y conservacion de las poblaciones naturales de ésta especie.

Como se ha observado, el recurso pesquero abuldn se ha visto en decremento a lo largo del tiempo.
Por lo cual Gaffney et al., (1996) con la finalidad de ayudar en la recuperacion de las localidades
silvestres de H. rufescens, realizaron un estudio de composicién genética utilizando cuatro aloenzimas,
con las cuales evaluaron tres localidades silvestres y cuatro lotes de organismos producidos bajo
condiciones controladas. Concluyendo con la posibilidad de poder utilizar los organismos de cultivo
para repoblamiento; siempre y cuando, en los reproductores se mantenga una diversidad genética
adecuada. Asi como utilizar programas de crianza para minimizar la endogamia, evitando introducir
genotipos raros y mantener un monitoreo del programa de repoblamiento, con la finalidad de proveer
la autosustentabilidad de las poblaciones naturales (Burton y Tegner, 2000). Esto puede ser logrado
debido a la composicidn genética constante a lo largo de las costas de California, ocasionada por al
alto flujo genético entre las localidades geograficas (Gruenthal, Acheson y Burton, 2007; De Wit y

Palumbi, 2013)

En general el uso de microsatélites para evaluar diversidad genética de poblaciones de abuldn, es
sustentado por diversos estudios, debido a que la informacién que estos marcadores generan ayudan
a explicar los patrones de flujo génico, las variables y los parametros demograficos asi como definir

estructuras familiares (Milligan et al., 1994).

1.10 Justificacion

México cuenta con una gran diversidad de recursos pesqueros de importancia socio-comercial. Dentro
de los cuales, el recurso abulén rojo (Haliotis rufescens) endémico de la regidn California y Baja
California, es la Unica especie de abulén que cuenta con una biotecnologia de cultivo y engorda
completamente desarrollada y validada. Ademas, de que su produccién por acuicultura posee el

potencial de crecer dentro y fuera del pais.
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Sin embargo, a pesar de los esfuerzos que se han realizado por preservar el recurso abuldn rojo en su
ambiente natural y promover la acuicultura del mismo, su disponibilidad sigue siendo limitada debido
al impacto negativo de la pesca, las enfermedades, el cambio climatico y la destruccién de su habitat.
Aunado a esto, el desconocimiento del estado genético del recurso en México, asi como la ausencia
de un programa de crianza en cultivo, no permiten que el recurso sea aprovechado de manera
eficiente. Ademas, de que en la actualidad se presentan problemas en granja, como cambios en la
proporcién de sexos, disminucidn en supervivencia larval y susceptibilidad a enfermedades, las cuales

afectan la biomasa final de produccién.

Por lo cual, para impulsar el desarrollo de la industria abulonera regional, tanto pesquera como
acuicola, es necesario evaluar la diversidad genética del recurso disponible en el ambiente y en
cautiverio. Asimismo, conocer la estructura geografica de la poblacidn silvestre de este recurso, es
crucial para el manejo y repoblamiento de bancos naturales de abuldn rojo (Haliotis rufescens)
seriamente dafiada por la sobre-explotacion que se dio en el auge de las pesquerias de abuldn, tanto
en California EUA, como en México. Este conocimiento permitira la implementacion adecuada de
programas de crianza basados en marcadores moleculares proporcionando la oportunidad de
seleccionar organismos con caracteristicas productivas especificas de interés (crecimiento,
supervivencia, resistencia a enfermedades, maduracién sexual tardia). Asimismo, permitira mantener
o0 aumentar la diversidad genética en cultivo y producir organismos similares a los silvestres para no

erosionar la diversidad genética de los bancos sujetos a repoblamiento.

El presente estudio surge de la necesidad de conocer la diversidad genética de Haliotis rufescens, con
la finalidad de evaluar la composicién genética del recurso y brindar informacion genética basica para
impulsar el progreso de la acuicultura de abuldn rojo con programas de crianza y de mejoramiento
genético. Adicionalmente, brindara las bases para el desarrollo de estrategias de repoblamiento que
favorezcan la preservacion de este valioso recurso, asi como el aumento de la biomasa de los bancos

naturales.

1.11 Hipétesis

La composicidn genética entre poblaciones naturales de abuldn rojo (H. rufescens), a lo largo de su

distribucién geografica, es homogénea y por lo tanto no hay estructura poblacional.
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En lotes de cultivo de abuldn rojo (H. rufescens), existe una pérdida de diversidad genética en

comparacion con la encontrada en poblaciones naturales.

1.12 Objetivos

1.12.1 Objetivo General

Evaluar la diversidad y estructura genética del abulén rojo (Haliotis rufescens) en poblaciones naturales
(California y Baja California) y en lotes de cultivo (Baja California), mediante el uso de marcadores

microsatélite.

1.12.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la diversidad y estructura genética de abuldn rojo en poblaciones naturales de California

y Baja California, utilizando marcadores microsatélites.

2. Determinar la diversidad genética en lotes de cultivo de abuldn rojo producido en tres granjas de
Baja California y compararla con la diversidad de las poblaciones naturales.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.1 Obtencidn, preservacion y manejo de material bioldgico

El presente estudio se desarrolld con muestras de origen silvestre procedentes de seis localidades
dentro de la distribucidn natural del abuldn rojo Haliotis rufescens; asimismo se colectaron cinco lotes
de cultivo en tres granjas acuicolas instaladas en Baja California, México (Figura 7; Tabla 1). Todas las
muestras provenientes de California EUA son de origen silvestre, fueron tomadas por personal del
Departamento de Pesca y Vida Silvestre de California (California Department of Fish and Wildlife) y

donadas por el Dr. James D. Moore al CICESE.

El muestreo de tejido para el analisis genético de los individuos silvestres se realizdé en organismos
mayores a 15 cm (talla comercial) de los cuales se recolecté una porcion de tejido epipodial. En el caso
de los organismos provenientes de granja se utilizaron individuos de tallas entre los 7 y 10 cm de
longitud, de los cuales también se recolectd tejido epipodial, adicionalmente se recolectaron

organismos de 10 mm de longitud, procedentes de un lote de semilla de Eréndira (PMB15).

La seleccién del tejido epipodial fue con la finalidad de disminuir el riesgo de muerte de los abulones,
lo que garantiza la preservacién del individuo y un rendimiento adecuado en la extraccion de DNA
gendmico (Slabbert y Roodt-Wilding, 2006; HLeap, Cardenas y Garcia-Vallejo, 2009; Nardelli, Tunez,
Centroén y Cassini, 2011).

Debido principalmente a la disponibilidad del recurso de forma silvestre, asi como el nimero de
reproductores asignados por las granjas para la manipulacion y colecta de tejido. Todas las localidades
contaron con fechas de colecta distintas, ademas de un nimero diferente de individuos muestreados.
A cada localidad se le asigné un cddigo de referencia, el cual permitié un analisis practico, que consta
de tres letras relacionadas con el nombre del sitio y dos nimeros que hacen referencia al afio del
muestreo (Tabla 1). Posteriormente estos cédigos de las localidades se utilizaron para ubicar
geograficamente cada drea de muestreo en un mapa generado con el software Google Earth. Dentro
de este, se identificaron con puntos de colores para discriminar entre las localidades naturales en color

azul y de cultivo en color rosa (Figura 7).
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Tabla 1. Localidades muestreadas, separadas por poblaciones naturales y de cultivo. Se especifica el afio del

muestreo, el cddigo de etiqueta y el tamafio de muestra (N). * indica que las muestras son semilla de abulén.

A

Localidades fio de Cédigo N

muestreo
Silvestres
Crescent City, CA. 1999 CCY99 29
Van Damme, CA. 1999 VDM99 50
Van Damme, CA. 2007 VDMO7 50
San Miguel island, CA. 2007 SMI07 50
Salt Point, CA. 2011 SPT11 50
Santo Tomas, B.C. 2014 STT14 35
Punta San José, B.C. 2016 PSJ16 14
Cultivo

El Rosario, B.C. 2012 ROS12 47
San Quintin, B.C. 2012 SQN12 56
Eréndira, B.C. 2013 PMB13 31
Eréndira, B.C. 2014 PMB14 58
Eréndira, B.C.* 2015 PMB15 50

La estimacion de las distancias geograficas entre las localidades silvestres se consiguieron trazando un

perfil costero entre cada punto, con la herramienta “Ruta” de la aplicacion Google Earth, la

informacién fue registrada en la Tabla 2.

Tabla 2. Distancias geograficas calculadas en kilémetros, entre el muestreo de las localidades silvestres de abuldn

rojo (H. rufescens).

Cdédigo de localidad Distancia (km)

CCY - VDM
VDM - SPT
SPT - SMI
SMI - STT

STT - PSJ

325
86
573
588
12
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Figura 7. Distribucién geogriafica de las localidades muestreadas, localidades naturales en color
azul y en color rosa las localidades de cultivo.

Las muestras se preservaron en etanol al 95% y se conservaron a una temperatura de -80°C (Dawson,
Raskoff y Jacobs, 1998; Cabrera y Munsterman, 2002; HLeap et al., 2009; Nardelli etal., 2011). Previo
a exponer las muestras a temperatura ambiente, los tubos que contienen el tejido fueron puestos en
un congelador a -40°C, para descongelar gradual de las muestras, evitando poner en riesgo la

integridad del tejido.

Para retirar el exceso de etanol mediante evaporacidn, es necesita exponer el tejido un par de minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, dentro de un mortero el tejido debe ser congelado con
nitrégeno liquido, para facilitar el macerado hasta conseguir la consistencia de polvo fino. Finalmente,

el tejido debe ser depositado dentro de un tubo eppendorf estéril de 1.5 ml.
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2.2 Obtencion y evaluacion de DNA genémico

Para la obtencion de DNA gendmico a partir de tejido, se utilizd el método de sales descrito por
Sambrook y William (2001) para todas las localidades, exceptuando la localidad de cultivo Eréndira,
B.C. 2014 (PMB14) y la localidad silvestre de Punta San José B.C. 2016 (PSJ16), las cuales fueron
procesadas utilizando el protocolo comercial DNAeasy® Blood y Tissue (QIAGEN®, Valencia, CA),
siguiendo los pasos de extraccién descritos por el fabricante. Adicionalmente, a todas las muestras se
les realizé una digestion con RNAsas por un tiempo de 60 minutos a una temperatura de 37°C, con la
finalidad de eliminar el RNA de la muestra y obtener una lectura mas precisa de la cantidad de DNA

(Lopera-Barrero et al., 2008; Miller, Van Rooyen, Sweeney, Whiterod y Weeks, 2013).

La cuantificacion del DNA extraido (ng pL?') se realiz6 con un espectofotometro marca
NanoDrop™2000 (ThermoFrisher Scientific), mediante la lectura de absorbancias de una longitud de
onda especifica de 260 nm. Ademas determind la pureza del DNA, por fenoles con la razén 260/230
en rangos aceptables entre de 2.0 a 2.2 y proteinas en 260/280 con rango de pureza admisible en 1.8

a 2.0 (Thermo Scientific, 2011).

La calidad de los productos de las extracciones de DNA gendmico, se evaluaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1% en buffer TBE 1X o SB 1X (Zhang, Wang y Wang, 2011) a 90 volts por 45 min,
teflidos con bromuro de etidio (BrEt) o GelRed™ de Biotium (Huang, Baum y Fu, 2010; Crisafuli, Ramos
y Rocha, 2015). Posteriormente cada gel se observé en el fotodocumentador Gel Doc ™ XR+ Imager

(Bio-Rad).

2.3 Amplificacion de marcadores microsatélites

Una vez cuantificado el DNA se realizaron diluciones especificas para cada muestra, donde todas las
muestras se llevaron a una concentracién final de 50 ng uL. A partir de estas diluciones se procedid a
realizar la amplificacidon de los microsatélites utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR

por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction).

Los 16 marcadores microsatélites utilizados en este estudio son especie especificos de Haliotis
rufescens y fueron desarrollados por Aguilar-Espinoza y colaboradores (2014) (Tabla 3), el criterio de
elecciéon en este estudio para definir los 16 microsatélites a utilizar dependié de que el indice de

contenido polimoérfico (PIC) fuese alto, asi como de un valor alto en el nimero de alelos (Na).
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La reaccion para amplificar cada microsatélite consté de un volumen final de 16.33 plL por muestra, la
concentracién final de cada reactivo utilizado en la PCR fue de 1X para la solucidon amortiguadora A,
0.2 pg uL* para BSA, 0.2mM dNTP’s, 0.1 U de Taq polimerasa (Kapa Biosystems®) y 0.5 uM para cada
par de cebadores correspondiente (Anexo A; Tabla 9) (Tabla 3). A cada tubo se le agregé volumen
necesario para que la concentracién de DNA templado de cada muestra estuviera alrededor de 8 a 13

ng de DNA total.

Tabla 3. Descripcién de los 16 marcadores microsatélites especie especificos de H. rufescens desarrollados por
Aguilar-Espinoza et al. (2014) utilizados en este estudio.

Acceso Tamafio Ta*
Locus Contig Motivo de repeticion NCBI Secuencia de cebadores? (5-3°) esper?do °C)
(pb?)

o 12187 10 perero  FCASCATAGGCTICCCGTIGEA 0 g
o SSSTSSOTISE 0
Hré 3764 (AGC)sA(AACAGC), JQ867494 ';A'I'TGC'IS;CCCCC?'E gggiﬁgﬁggf ('_:\ 169 63
o 402 (ACl gerasy  FATSCCTCMMMGTSSGETTICT )
Hri2 12613 (ACTGGG)s Q867473 FRGAGGACCCGAAGGT((ES('EFQEQQ"?((:‘I'CCACC'IT(?TA 188 61
Hrl6 4633 (AGC)s 1Q867477 ; ;iégig%i?gfégggﬁégz 175 59
WO e OSSO
Hr22 3435 (ACAT)q Q867484 F: F((; T:ég:é?;liﬁéggggiz\é%cf A 240 59
Hr23 4491 (AAT)s...(ACT)12 JQ867485 F: iﬁ%%giié?gfgfgg GTSGT 160 62
Hr28 12505 (AT)s...(AT)4(AACTAT), JQ867490 R :&%ﬁﬁ%ﬁﬁg@?&%ﬁm 224 61
o ooy TSSO g g
Hr30 8983 (AT)s...(ATATG), JQ979090 Rf}&?éégigﬁg?:f:fggg% 182 65
oo ISCTOMEAITIOTSCCT iy s
Hr32 1081 (ACATAT)2(AC)s JQ979086 R:FT: éfgﬁi%ggﬁgigg%ﬁgfm 267 63
Hr33 2872  (AC)s(ACTGAG),...(ATC)s...(AAG); JQ979087 R:F:nggﬁggg%ggi%;iﬁ c 330 66
Hr34 7620 (ACTAT)s JQ979091 F: TITGTTATCAGGTCGGCATC 222 54

R: TGTCAAACATGCCTATTGCT

INUmero de acceso en el Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI), 2secuencia de nucleétidos de
cada cebador delantero (F) y reverso (R), 3tamafio esperado en pares de bases (pb), “temperatura de anillamiento
en grados centigrados.
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Los marcadores microsatélites se amplificaron utilizando los termocicladores Veriti® (Applied
Biosystems), MJ mini™ y Gene Cycler™ (Bio-Rad), bajo las siguientes condiciones modificadas descritas
por Aguilar-Espinoza et al., (2014): Incubacién a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos donde cada
ciclo debe contener una desnaturalizacion de 94°C por 40 segundos, una hibridacién de 40 segundos
con temperatura de anillamiento correspondiente a cada par de cebadores (Tabla 4) y una extensién
de 72°C por 40 segundos, mas una extension final de 72°C por 5 minutos una vez finalizados todos los

ciclos.

Para corroborar la amplificacién exitosa de los marcadores se realizaron electroforesis en geles de
agarosa al 1.5% o 2.0% en Buffer TBE 1X o SB 1X a 80 volts por 60 o 70 minutos, tefiido con bromuro
de etidio (BrEt, Sigma) (0.5 pg ml?) o Gel red, Biotium (30X). La visualizacion de la amplificacién se

realizé utilizando el fotodocumentador Gel Doc ™ XR+ Imager (Bio-Rad) (Tabla 3).

2.4 Asignacion de genotipos

Para la asignacion de genotipos y generacidon de matrices de genotipos, se empled la electroforesis
capilar de alta resolucidn, mediante un sistema automatizado llamado QIAxcel® Advanced System
(QIAGEN®, Valencia, CA) capaz de detectar concentraciones de 600ng hasta 0.6ng de producto de PCR

a través de multiples capilares (Wang et al., 2009; Technologies, 2014).

Lotes de muestras fueron preparadas en placas de 96 pocillos, conteniendo de 7 a 8 pL del producto
de PCR a analizar mas 3 a 4 uL de diluyente, debido a requerimientos del fabricante. Una vez finalizadas
las corridas, el programa generd los reportes con los electroferogramas de los caules se eliminan
posibles interferencias o ruidos en las sefales, para la correcta en la toma de decisiones al asignar el

genotipo de cada individuo.

A partir de estos reportes, las matrices de genotipos de cada localidad se generaron utilizando los
resultados de cada individuo (tamafio y nimero de alelos que posee cada organismo). Cada matriz
contiene un total de 16 marcadores microsatélites (con dos alelos cada uno) para cada individuo
dentro cada poblacion; la ausencia de fragmento detectado se representd con un cero (Anexo B; Tabla

10).
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2.5 Calculo de parametros genéticos poblacionales

2.5.1 Diversidad genética

El cdlculo de los parametros genéticos que describen a las poblaciones, fueron realizados con el
programa GenAlEx (Genetic Analysis in Excel), el cual es un paquete complemento de Excel que
permite analizar una amplia gama de datos genéticos poblacionales (Peakall y Smouse, 2012). El uso
de la herramienta GenAlEx permitié realizar el cdlculo de parametros como el nimero total de alelos
(Na), nimero de alelos efectivos (Ne), heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada (Ho),
identificacion de alelos privados (AP), para cada locus analizado en la poblacién, asi como la media de

todos los locus dentro de la poblacion.

La riqueza alélica (RA) por locus y muestra se estimé utilizando el programa Fstat 2.9.3.2 para
marcadores genéticos codominantes, se estimd, el cual considera el tamafio minimo de muestra

empleando el método de rarefaccidn (Goudet, 2002).

El cdlculo del Equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) de cada locus y cada poblacién, asi como la
estimacion del coeficiente de endogamia (Fis) se realizé con el programa de genética poblacional
GENEPOP (Raymond y Rousset, 1995). El analisis se realizé con 10,000 demorizaciones, 1,000 batches
y 10,000 iteracciones por batch, adicionalmente para ajustar el valor critico de significancia se realizd

una correccion de Bonferroni.

Por ultimo, la diferenciacion genética entre pares de poblaciones (Fsr) o el analisis molecular de
varianza (AMOVA) se estim¢ utilizando el paquete Arlequin, considerando 10,000 permutaciones para
calcular las diferencias por parejas de localidades ya utiliza para el andlisis multiples locus o datos de

frecuencias alélicas (Excoffier y Lischer, 2010).

2.5.2 Estructura genética entre localidades

Con los datos obtenidos de los multiples loci y el programa STRUCTURE version 2.2.3, se realizd un
analisis para conocer la estratificacion genética de los individuos. Mediante la evaluacion de diferentes
componentes genéticos (AK), el modelo utilizado por STRUCTURE infirié la verosimilitud para realizar
la asignacion de grupos de acuerdo a su semejanza genética, sin considerar la procedencia geografica

del individuo (Pritchard, Stephens y Donnelly, 2000). En los analisis de estructura se consideraron
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500,000 simulaciones con 500,000 interacciones y un modelo “admixture” que considera una mayor
complejidad, permite identificar posibles hibridaciones y supone que los genotipos pudieran estar
mezclados ancestralmente (Juyd-Rojas, 2012). Para determinar el nimero final de componentes
genéticos (AK), las primeras simulaciones se realizaron considerando dos grupos adicionales para todas
las localidades analizadas, con el propésito de evitar subestimar el nUmero de componentes. Todas las

simulaciones se realizaron con 10 interacciones entre cada AK.

El andlisis de los archivos de salida de STRUCTURE versiéon 2.2.3, se realizd utilizando STRUCTURE
HARVESTER, que mediante el método "Evanno" (Evanno, Regnaut y Goudet, 2005) detecta el nimero
de componentes genéticos (K) que mejor se ajustan al conjunto de datos, utilizando la media de los

valores de maxima verosimilitud (Earl y VonHoldt, 2012).

Para calcular las distancias entre genéticas entre las poblaciones se utilizd el programa Populations
version 1.2.2.1 (Langella, 2001) que trabaja con las frecuencias genéticas incluyendo las basadas en
microsatélites. Los arboles filogenéticos se elaboraron con base en las distancias genéticas
geométricas de Cavalli-Sforza, que permiten observar similitudes entre poblaciones que muestran
semejanza respecto a las frecuencias alélicas (Demarchi, 2009). Ademas, se utilizé el algoritmo del
vecino mas cercano (“Neighbor-Joining”) considerando un total de 8,000 simulaciones “bootstraps”

por locus, con la finalidad de proporcionar certeza a la topologia obtenida. Y la visualizacién grafica del

arbol filogenético (dendrograma) se realizé con el programa FigTree v1.4.3 (Rambaut, 2006).

Para evaluar el numero de migrantes por generacion entre pares de poblaciones a partir de las
frecuencias alélicas y las distancias geograficas, se utilizé el programa genético denominado MIGRATE
version 3.2.1.(Beerli, 2012), asumiendo un modelo de migracidon asimétrica y diferentes tamanos de

las subpoblaciones.

2.6 Analisis estadistico

Las diferencias o similitudes entre localidades y grupos de localidades se calcularon utilizando el
programa STATISTICA versién 10© (StatSoft, Inc.) para los pardmetros genéticos como el nimero total
de alelos (Na), riqueza alélica (Ra), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) y
coeficiente de endogamia (Fis). De inicio, se realizaron pruebas de normalidad de Shapiro Wilk y
homocedasticidad de varianza de Levene, en caso de cumplir con los supuestos se realiz6 un ANOVA

de unaviay finalmente la prueba a posteriori de Tukey (p<0.05), la cual permite agrupar las muestras.
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Para los pardmetros genéticos que no cumplieron con las pruebas de normalidad, se realizaron la
prueba no paramétrica de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis. En el caso de los valores del
coeficiente de endogamia (Fis), para conocer si los valores realmente son diferentes de cero, se realizo
una prueba t-Student, considerando como hipétesis nula que el promedio de coeficiente de

endogamia de cada localidad es igual a cero (Fis =0).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Obtencion y evaluacion de DNA gendmico

Se realizd extraccidon de DNA en todos los individuos colectados (N = 520muestras), pero no todas las
muestras fueron usadas para la amplificacidn de los fragmentos ya que en algunos casos la cantidad
de DNA fue menor a la requerida para realizar la reaccidn de PCR y en otros las razones de calidad del

DNA se encontraban por fuera de los valores recomendables.

En promedio la cantidad de DNA extraido fue de 518.9 ng ul?, donde las mayores concentraciones de
DNA se encuentran dentro de las muestras procesadas con el método de Sambrook y William (2001)
o de sales (2500 ng pl?), con una concentracién media de 569.0 ng ul™?, por el contrario el promedio

de DNA extraido con el protocolo comercial fue de 199.9 ng pl™.

La pureza del DNA de acuerdo la razén 260/230 de fenoles mostré que solo el 41.6% de las muestras
se encontraron dentro del rango admisible de 2.0 a 2.2 (Figura 8b), de las cuales solo el 2.5%
pertenecen al protocolo comercial. Por otra parte, la pureza de DNA de acuerdo a la razén 260/280
para identificacion de contaminacién por proteinas indicé que el 89.2% de las muestras se encontraron
dentro del valor aceptable de 1.8 a 2.0 (Figura 8a). Las muestras fuera del rango aceptable

correspondieron a muestras procesadas con el método de sales de Sambrook y William (2001).
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Figura 8. Concentraciones de DNA (ng uL?) e indices de pureza en funcién de las razones a) 260/280 para detectar
contaminacién por proteinas y b) 260/230 para fenoles. Puntos en color negro representan las muestras
procesadas con el protocolo de sales y en color rojo las extracciones utilizando el protocolo comercial. Las lineas
punteadas indican los rangos de valores aceptables para cada razén.

3.2 Amplificacion de marcadores microsatélites

De las 520 muestras iniciales solo se utilizaron 488 muestras de DNA para la amplificacion de los
microsatélites, donde la mayoria de los individuos presentaron amplificaciones del fragmento dentro
del tamafio esperado. Sin embargo, se presentd ausencia de amplificacion en algunos organismos
dentro de las localidades en unos microsatélites. Ejemplificando lo mencionado, se presentan dos
imagenes de los geles con los productos de PCR para los microsatélites Hr34 con un tamafio esperado
del fragmento entre 222 y 241pb (Figura 9) y el Hr2 con un tamafio esperado del fragmento entre 189

y 211pb (Figura 10), ambos corresponden a la localidad mexicana Punta San José del 2016 (PSJ16).
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Figura 9. Productos de amplificacion del microsatélite Hr34 en la localidad PSJ16, visualizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en SB 1X a 80 volts por 55 minutos, cargando 3ul de producto de PCR
con 2ul de Gel Red 2X, utilizando escalera Invitrogen ™ de 100pb.

Figura 10. Producto de amplificacion del microsatélite Hr2 en la localidad PSJ16, visualizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en SB 1X a 80 volts por 60 minutos, cargando 3ul de producto de PCR
con 2pl de Gel Red 2X, utilizando escalera Sigma ™ de 50pb.

En la figura 9, se observa que el individuo nimero 13 presentd una amplificacion exitosa con el
microsatélite Hr34, sin embargo no se obtuvo ningun producto con el Hr2 (Figura 10), en cambio el

organismo nimero 12 en ambos casos no presentd amplificacion de los fragmentos esperados.

3.3 Rangos alélicos y matrices de genotipos

Segun el rango alélico para cada loci, pudo observase en este estudio la presencia de alelos nuevos en
la mayoria de los microsatélites. La Tabla 4 muestra el numero de alelos ausentes y nuevos

encontrados por locus estudiado, con base en lo reportado por Aguilar-Espinoza et al. (2014),
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considerando las 12 localidades evaluadas. Y el Unico marcador que no presenta ausencia de alelos

reportados o presencia de alelos nuevos es el locus Hr30.

Tabla 4. Numero de alelos ausentes y nuevos obtenidos para las doce localidades de H. rufescens analizadas con
los 16 microsatélites reportados por Aguilar-Espinoza et al. (2014).

Total de

Numerode Numero de Total de
Locus alelos alelos aIeeI:tseen alelos
ausentes nuevos estudio reportados
Hrl 0 5 23 18
Hr2 0 10 38 28
Hré 0 15 26 11
Hr9 0 12 29 17
Hr12 0 17 36 18
Hrl6 1 8 23 16
Hrl7 0 6 18 12
Hr22 0 1 15 14
Hr23 0 7 24 17
Hr28 2 9 41 34
Hr29 2 6 24 20
Hr30 0 0 21 21
Hr31 2 2 20 20
Hr32 0 14 40 25
Hr33 0 18 32 14
Hr34 2 1 19 20
Total 9 131 429 305

Ya que la amplificacién de cada microsatélite varia entre poblacion e individuo, se establecié que cada

individuo amplificara en al menos el 80% de los marcadores. En los marcadores microsatélites se

descartaron los que no cumplieran con al menos el 70% de los individuos amplificados. Se utilizo el

consenso de las matrices, para determinar que el numero total de marcadores para evaluar la

diversidad genética de las 12 localidades fuese de diez microsatélites (Anexo C; Tabla 11).

De estos diez marcadores usados para los andlisis, se identificaron por tamano (pb) el nimero de alelos

nuevos presentes (Anexo C; Tabla 12), con la finalidad de observar que poblaciones cuentan con la

presencia de estos alelos (Tabla 5), de igual manera se realizd la esquematizacion visual de las

frecuencias de todos los alelos encontrados en cada marcador por cada localidad (Anexo D; Figura 25

a 34). Esto permite apreciar el cambio de la frecuencia de un mismo alelo dentro de todas las

localidades, e incluso identificar su ausencia.
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Tabla 5. Nimero de alelos nuevos por locus y por localidad de H. rufescens analizadas con los diez marcadores
microsatélites.

Cddigo de las localidades

e CCY99 VDM99 VDMO7 SMIO7 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15
Hrl 1 5

Hr2 1 1 1 9

Hr6 1 3 4 3 9 6
Hr9 12

Hrl6 1 2 8

Hrl7 2 1 6

Hr23 1 1 7

Hr31 1 1

Hr32 1 14

Hr33 1 1 1 2 4 10

3.4 Diversidad genética de Haliotis rufescens en localidades silvestres y lotes

de cultivo

3.4.1 Diversidad genética por localidad

Los pardametros genéticos poblacionales fueron calculados con un total de 453 individuos, el nimero
de individuos muestreados para cada localidad vario desde los 12 (PSJ16) a 51 organismos (PMB14)
(Tabla 6). La localidad con el mayor nimero de alelos (Na) fue VDM99 con un promedio de 13 alelos,
mientras que PSJ16 fue la localidad que presentdé en menor nimero (6) de alelos; por lo cual al
comparar este pardmetro entre localidades se observan diferencias estadisticamente significativas
entre ellas (p<0.05) (Figura 11), ademas PSJ16 es estadisticamente diferente de STT14 y el lote de
cultivo PMB14, con 12 alelos cada una. Por otra parte, el valor de riqueza alélica (Ra) vmenor se
observé en ROS12 (5.6) y el mayor en VDM99 (8.3). Al comparar la Ra entre localidades, se observa
que la localidad ROS12 (5.6) es estadisticamente diferente de VDM99 (8.3) y STT14 (8.0) (p<0.05);
ademas que VDM99 (8.3) es estadisticamente diferentes del segundo valor minimo de PSJ16 (5.7)
(p<0.05) (Figura 12). Respecto al nimero de alelos efectivos (Ne), VDM99 presento el valor mas alto
con un promedio de 7.8 alelos; mientras que, PSJ16 presentd el valor minimo promedio de 3.8 alelos,
siendo estas las Unicas con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) (Figura 13). Por otra

parte, el mayor nimero de alelos privados (AP) lo presentd el lote de cultivo de Eréndira PMB14 que
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presentd 69 alelos nuevos Unicos. Mientras que CCY99 y los lotes de cultivo ROS12 y SQN12 no

presentaron ningun alelo privado o exclusivo que las diferencie del resto.

Tabla 6. Parametros genéticos poblaciones promedio usando diez marcadores microsatélite en poblaciones
silvestres y lotes de cultivo de abuldn rojo (Haliotis rufescens) de California y Baja California.

Poblacion Ao  Codigo N Na Ra Ne AP Ho He EHW Fis
Silvestre

Crescent City, 1999  CCY99 .
CA 27 8 6.1 4.5 0 0.492 0.761 0.370*
Van Damme

’ 1 VDM ok
CA 999 3 45 13 8.3 7.8 7 0.570 0.854 0.342*
Van Damme, *k %
CA 2007 vbmo7— ), 10 6.7 5.4 5 0.544 0.795 0.326*
San Miguel * %k %k
island, CA 2007 SMio7 33 10 7.3 6.0 1 0.501 0.815 0.399*
Salt Point, CA 2011  SPT11 32 10 6.9 5.9 1 0.486 0.818 o 0.419*
Santo Tomas, .
B.C. 2014 STT14 33 12 8.0 6.9 8 0.788 0.837 0.074
Punta San José

201 1 *ok K
B.C. 016 PSJ16 12 6 5.7 3.8 4 0.426  0.695 0.425*
Cultivo

El Rosario, B.C. 2012  ROS12 45 9 5.6 4.3 0 0.455 0.692 ok 0.353*
San Quintin, .
B.C. 2012 SQN12 46 8 5.9 4.3 0 0.396 0.732 0.468*
Eréndira, B.C. 2013 PMB13 31 8 6.2 5.0 2 0.484 0.764 ok 0.381*
Eréndira, B.C. 2014 PMBI14 51 12 7.7 6.6 69  0.418 0.838 ok 0.508*
Eréndira, B.C. 2015 PMBI15 44 10 6.0 4.4 3 0.397 0.740 o 0.473*

Ndmero de individuos colectados por localidad (N), nimero de alelos (Na), riqueza alélica (Ra), alelos efectivos
(Ne), alelos privados (AP), heterocigotos observados (Ho), heterocigotos esperados (He), significancia estadistica
del Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) y coeficiente de endogamia (Fis); * estadisticamente significativo

(p<0.05) y *** altamente significativo (p<0.001)
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Figura 11. Valores promedio en el nimero de alelos (Na) en 12 localidades de H. rufescens analizadas con diez
marcadores microsatélite, el punto rojo representa la media y las lineas representan la desviacidon estandar.
Comparaciones multiples segun su significancia: * = p<0.05
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Figura 12. Valores promedio en la riqueza alélica (Ra) en 12 localidades de H. rufescens analizadas con diez
marcadores microsatélite, el punto rojo representa la media y las lineas representan la desviacién estandar.
Comparaciones multiples segun su significancia: * = p<0.05
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Figura 13. Valores promedio del nimero de alelos efectivos (Ne) en 12 localidades de H. rufescens analizadas
con diez marcadores microsatélite, el punto rojo representa la media y las lineas representan la desviacion
estandar. Comparaciones multiples segun su significancia: * = p<0.05

En todas las localidades de abuldn rojo la heterocigosidad observada (Ho) promedio fue
significativamente menor que la heterocigosidad esperada (He) (p<0.001). Dando como resultado un
desequilibrio de Hardy-Weinberg en todas ellas. Los valores de Ho promedio variaron de 0.396
(SQN12) a 0.788 (STT14). Sin embargo, debido a la alta variabilidad entre los diez marcadores
evaluados, al comparar las 12 localidades no se encontraron diferencias significativas (p=0.1457)
(Figura 14a). Mientras que, la localidad con la mayor He fue VDM99 (0.854). En cambio, la menor He
se encontré en la localidad ROS12 (0.692). En este caso, existen diferencias significativas en la He entre
localidades (p=0.008) (Figura 14b). Siendo las localidades VDM99 y PSJ16 las que presentaron

diferencias altamente significativas.
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Figura 14. Valores promedio del nimero de a) heterocigosidad observada (Ho) y b) heterocigosidad esperada
(He) en 12 localidades de H. rufescens analizadas con diez marcadores microsatélite, el punto rojo representa la
media y las lineas representan la desviacion estandar. Comparaciones multiples segln su significancia: * = p<0.05

Por otra parte, en los valores del coeficiente de endogamia (Fis) observamos que el lote de cultivo con
el valor mas alto (0.508) fue PMB14 (N=51), en contraste con STT14 (N=33) que presentd el menor
valor de endogamia (0.074) (Tabla 6; Figura 15). A pesar de que no se observan diferencias entre los
valores de F;s entre localidades (p=0.1524), STT14 es la Unica localidad que se encuentra en panmixia
(reproduccién aleatoria), el resto de las localidades tuvieron valores promedios con tendencia

moderada a la endogamia (promedio = 0.405 con 0.05 de desviacidn estandar).
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Figura 15. Valores promedio del coeficiente de endogamia (Fis) en 12 localidades de H. rufescens analizadas con
diez marcadores microsatélite, el punto rojo representa la media y las lineas representan la desviacién estandar.
Comparaciones multiples segun su significancia: * = p<0.05
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3.4.2 Diversidad genética de poblaciones silvestres vs lotes de cultivo

Comparando el nimero de alelos promedio (Na) de H. rufescens obtenidos en las localidades silvestres
contra los lotes de cultivo, se observé una disminucion del 4.6%, la cual no fue significativamente
diferente (p=0.337) (Figura 16a). Sin embargo, la riqueza alélica (p=0.026) y la heterocigosidad
observada (p=0.025), se observa que en los lotes de cultivo estos parametros son significativamente
menores que las localidades silvestres (Figura 16b); (Figura 17a). Mientras que, el coeficiente de

endogamia (F;s) fue significativamente mayor en los lotes de cultivo (p = 0.010) (Figura 16b).
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Figura 16. Comparacion en a) nimero de alelos (Na) y b) riqueza alélica (Ra) promedio entre localidades silvestres
y lotes de cultivo de H. rufescens, el punto rojo representa la media y las lineas representan la desviacion
estandar. Comparaciones multiples segun su significancia: * = p<0.05
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Figura 17. Comparacion en a) Heterocigosidad observada (Ho) y b) coeficiente de endogamia (Fis) promedio entre
localidades silvestres y lotes de cultivo de H. rufescens, el punto rojo representa la media y las lineas representan
la desviacidn estandar. Comparaciones multiples segun su significancia: * = p<0.05.

3.5 Diferenciacion genética de H. rufescens en localidades silvestres y lotes de

cultivo

Los valores de Fsrde 0.062 a 0.254 muestran que todas las poblaciones son estadisticamente diferentes
entre ellas (p<0.05). Encontrandose, en promedio las mayores diferencias entre los lotes de cultivo con
valores de Fsr (0.127-0.233); mientras que entre poblaciones silvestres la variacion fue entre 0.062 a
0.242, siendo el lote de cultivo PMB14 el que presentd los valores de diferenciacion mas altos (0.134-

0.233), con respecto al resto de las localidades silvestres y lotes de cultivo.

Particularmente, entre las localidades silvestres, se encontré que VDM99 mostré menor grado de
diferenciacién (0.062-0.136). Y por el contrario, CCY99 y PSJ16 (Fsr=0.242) mostraron mayor grado de
diferenciacién, éstas ultimas son las mds distantes geograficamente y espacialmente, con 1,584 km de
distancia (Tabla 2), ademas de 17 afios de diferencia entre muestreos. Y de ellas, PSJ16 mostrd los

valores mayores de FST (0.083-0.242).

Finalmente, las diferencias entre las localidades silvestres y lotes de cultivo se encuentran entre (0.094-
0.254), siendo CCY99 la localidad con mayor grado de diferenciacién en comparacion con los lotes de
cultivos (0.161-0.254), ademas de presentar el mayor valor de Fsr (0.254) cuando se compard con

ROS12 (Tabla 7).
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Tabla 7. Andlisis de diferenciacion genética entre pares de localidades basados en el estimador Fsr, datos de las
localidades silvestres resaltadas en negrita. Todos los valores son estadisticamente diferentes (p<0.05).

CCY99 -

Cddigo de las localidades

CCY99 VDM99 VDMO7 SMIO7 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15

vVDM99 0.136
vVDMO07 0.176

0.081 -
SMI07 0.084  0.099 0.112 -
SPT11 0.105 0.084 0.126  0.091 -
STT14 0.124  0.062 0.111 0.101 0.084 -
PSJ16 0.242  0.083 0.131 0.191 0.184 0.148 -
ROS12 0.254  0.120 0.158 0.190 0.188 0.163 0.200 -
SQN12 0.224  0.108 0.155 0.174 0.137 0.128 0.196 0.180 -
PMB13 0.204 0.113 0.144 0.149 0.148 0.146 0.195 0.141 0.151 -
PMB14 0.161  0.137 0.171  0.149 0.150 0.134 0.205 0.233 0.205 0.186 -
PMB15 0.214  0.094 0.101  0.158 0.154 0.110 0.153 0.127 0.181 0.156 0.199 -

3.6 Estructura genética poblacional de Haliotis rufescens en poblaciones
silvestres y lotes de cultivo

Para inferir la relacion genética de las localidades, se implementd un analisis exploratorio utilizando el
programa STRUCTURE (version 2.2.3). En el primer analisis, se considerd la existencia de 1 a 14
componentes genéticos. Posteriormente, utilizando el criterio de agrupacién, que sugiere la presencia
de dos componentes principales (K=2) (Figura 18), se realizd el segundo analisis de las doce localidades,

éste permitid conocer el porcentaje genético de los dos componentes dentro de cada individuo (Figura
19).

Deltak = rmeani|L ) § sdiL(K))
2o0of
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500 I

14

Figura 18. Estimacién del nimero de poblaciones sugeridos por STRUCTURE HARVESTER para las localidades de
H. rufescens analizadas derivado de Ak para K de 1 a 14 posibles poblaciones.
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Este mostré que, en la mayoria de las localidades, predomina el componente rojo, por lo cual es posible
agrupar a CCY99, VDM99, VDMO07, SMI07, STT14, PSJ16, ROS12, SQN12, PMB13 y PMB15 dentro del
Grupo 1. En del cual, la presencia del componente verde que varia desde 0.2% hasta el 2.4%
dependiendo de la localidad. Mientras que, los organismos correspondientes al lote de cultivo PMB14,

esta representa por un 99.8% del componente verde, siendo diferente del resto (Figura 19).
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Figura 19. Componentes genéticas de 12 localidades de H. rufescens analizadas con K=2, los componentes se
representan por un color (rojo y verde), donde cada barra vertical constituye a un individuo y la proporciéon del
color representa la cantidad de cada componente dentro del individuo.

Debido a la baja resolucidn obtenida, se optd por excluir del analisis a el lote de cultivo PMB14 ya que
como se ha visto desde la asignacién de los genotipos y el gran nimero de alelos privados (AP=69;
Tabla 6) se considera como una localidad genéticamente diferente, por lo cual puede estar provocando
un sesgo en el anadlisis global y por ello no se aprecian las diferencias, observadas con el estimador Fsr,

entre las localidades del Grupo 1.

Por lo anterior, se realizé un tercer analisis considerd desde 1 hasta 13 componentes genéticos (K)
dentro de once localidades (eliminando PMB14). Donde el criterio de agrupacion de "Evanno" sugirio
la presencia de dos componentes principales. Por consiguiente, se realizé el cuarto analisis con un K=2,
en el que se observan dos grupos (Figura 20), el primer grupo pertenece a las localidades compuestas
principalmente del componente rojo, que incluyen a CCY99, SMI07, SPT11 y STT14, donde CCY99 esta
constituida por un 99.6% del componente rojo. Consecuentemente, el segundo grupo se conforma por
las localidades VDM99, VDMO07, PSJ16, ROS12, SQN12, PMB13 y PMB15 que en su mayoria presentan
el componente verde y PSJ16 posee la mayor representacion del componente con un 99.4% (Figura

20).
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Figura 20. Componentes genéticas de once localidades de H. rufescens analizadas con K=2, los componentes se
representan por un color (rojo y verde), donde cada barra vertical constituye a un individuo y la proporcién del
color representa la cantidad de cada componente dentro del individuo.

Dado lo anterior, se opté por realizar un analisis mas, en el cual se considerd 3 componentes genéticos
(K=3). Mostrando que los lotes de cultivo ROS12, SQN12, PMB13 y PMB15 comparten una organizacién
de componentes similar a la localidad silvestre de Van Damme, California para los dos afios que se
tienen de muestreo (VDM99 y VDMO07), asi como con la localidad silvestre mexicana PSJ16 (Figura 21),
lo cual permite designarlas dentro de un mismo grupo mayormente influenciado por el componente
azul. En cambio, localidades de California CCY99, SMIO7 y SPT11 presentan componentes afines a la
localidad STT14 en Meéxico, definidas principalmente por el componente verde, permitiendo
agruparlas. Finalmente, las muestras provenientes del lote de cultivo denominado PMB14 estan
definidas principalmente por el componente rojo sin embargo, aun puede notarse la presencia de los
componentes verde y azul dentro de la localidad con un 0.3% y 0.2% respectivamente (Figura 21y

Tabla 8).
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Figura 21. Componentes genéticas de 12 localidades de H. rufescens analizadas con K=3, los componentes se
representan por un color (verde, azul y rojo), donde cada barra vertical representa a un individuo y la proporcion
del color representa la cantidad de cada componente dentro del individuo.

A pesar de que el componente rojo no fue graficamente apreciable en la figura 21 por su bajo

porcentaje de participacidn en la composicién genética, se encontrd presente en todas las localidades
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analizadas. En CCY99 la presencia del componente rojo es tan solo de un 0.7%, en cambio el 99% los
sus individuos estuvieron conformados por el componente verde y tan sélo un 0.2% de componente
azul. Presentando SPT11, PSJ16 y PMB13 el menor valor (0.2%) de influencia del componente genético

rojo (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de los componentes genéticos principales dentro de las 12 localidades de H. rufescens,
resaltando en negritas las localidades silvestres.

Codigo de Componente

localidad Verde Azul Rojo
CCY99 99.0% 0.2% 0.7%
13.2% 86.5% 0.4%

2.6% 97.0% 0.5%

SMI07 94.8% 4.7% 0.4%
SPT11 92.1% 7.6% 0.2%
STT14 75.3% 24.5% 0.3%
0.3% 99.5% 0.2%

0.7% 99.1% 0.3%

3.9% 95.7% 0.4%

1.7% 98.1% 0.2%

0.3% 0.2% 99.5%

0.7% 99.0% 0.3%

Respecto a la composicion genética en las localidades a través del tiempo, se observé que Van Damme
en ambos afios, presenta influencia principalmente por el componente azul, sin embargo es notorio el
cambio de proporciones de los componentes que la conforman ya que en 1999 se observa un 13.2%
del componente verde, el cual disminuye su proporcidn dentro de los individuos hasta un 2.6% en los

ocho afios subsecuentes, asi como un pequefio aumento del 0.4% al 0.5% del componente rojo (Tabla

8y Figura 21).

En localidades del mismo afio, en ambos casos, pude observarse una diferenciacién genética. En 1999
la localidad de Crescent City (CCY99) estda definida por el componente verde en un 99.0%, seguida de

un 0.7% del componente rojo, en cambio, la localidad Van Damme (VDM99) se encuentra conformada
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en un 86.5% del componente azul. Entre las localidades del 2007, se observa que Van Damme (VDMO07)
permanece conformada mayoritariamente por el componente azul (97.0%) mientras que la localidad
de Isla San Miguel Island (SMI07) se encuentra influenciada en un 94.8% por el componente verde con

un 4.7% del componente azul (Figura 21).

3.7 Relaciones genéticas entre localidades silvestres

De acuerdo al andlisis de relaciones genéticas entre localidades silvestres, basado en distancias
genéticas geométricas de Cavalli-Sforza y considerando la ubicacién geografica de cada una, no es
posible identificar alglin patrén de agrupacién con respecto a la distribucidn latitudinal de la especie.
Sin embargo, el dendograma generado muestra dos grupos principales, el primer grupo se encuentra
conformado por cuatro localidades de las cuales tres provienen de California (CCY99, SMI07 y SPT11)
y una de México (STT14), con una distancia geografica maxima de 1,571 km entre las localidades mas
distantes (CCY99 y STT14). El segundo grupo esta constituido por tres localidades, de las cuales dos
pertenecen geograficamente al mismo punto en California, pero diferentes afios (VDMO0O7 y VDM99) y
la tercera localidad es la mas surefia mexicana (PSJ16), teniendo una distancia aproximada de 1,259

km entre ellas.
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Figura 22. Relaciones genéticas entre poblaciones silvestres de Haliotis rufescens usando un dendrograma
basado en distancias genéticas geométricas de Cavalli-Sforza y el método del vecino mas cercano.

3.8 Relaciones genéticas entre lotes de cultivo

Un segundo andlisis de relaciones genéticas se realizé con los lotes de cultivo, los cuales presentan un
clado principal donde se agrupan los lotes de cultivo ROS12, SQN12, PMB13 y PMB15 (Figura 23). De
acuerdo al analisis de agrupacion poblacional realizado con STRUCTURE, el principal componente
genético de las localidades de cultivo es azul con una pequena influencia del componente verde (Figura

21).
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Figura 23. Relaciones genéticas entre localidades de cultivo de Haliotis rufescens usando un dendrograma basado
en distancias geométricas de Cavalli-Sforza y el método del vecino mas cercano, realizado con 8,000
simulaciones.

3.8 Migracion genética

Utilizando las frecuencias alélicas y distancias geograficas se logré estimar el nimero de migrantes por
generacion entre las localidades del mismo afio CCY99 vs VDM99 con una distancia de 325km y VDMO07
vs SMIO7 con una distancia de 659km, se observd que ambas localidades presentan una migraciéon de
0.0003 individuos por generacién independientemente de la distancia que existe entre ellas. Asi
mismo, se determiné que el flujo significativo de individuos es de localidades nortefias hacia

localidades surefias, indicado con el sentido de la flecha roja en el mapa (Figura 24).
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Figura 24. Migracién de individuos por generacion representada por numeros en color
blanco, las flechas rojas indican el flujo y distancias geograficas en kilbmetros entre los puntos
en color amarillo.

43



44

Capitulo 4. Discusion

4.1 Parametros genéticos poblacionales

En este estudio, para evaluar la diversidad genética de H. rufescens en California y Baja California, se
utilizaron los marcadores microsatélite especie especificos desarrollados por Aguilar-Espinoza et al.,
(2014), con los cuales se observé un aumento del rango alélico establecido por el autor, ocasionado
por la presencia de alelos nuevos que no habian sido reportados (Tabla 5) debido a que se analizé un
mayor nimero de poblaciones e individuos; seis localidades silvestres y cinco lotes de cultivo dando
un total de 441 abulones (Tabla 6), contra las evaluadas por Aguilar-Espinoza et al., (2014) de una

poblacidn silvestre de México y dos lotes de cultivo de Chile con un total de 96 abulones.

Asimismo, en el estudio de Aguilar-Espinoza et al., (2014), el locus Hr33 no fue utilizado para el calculo
de los parametros genéticos dado que resultd monomorfico con un alelo exclusivo para Chile y otro
para México. En nuestro caso, este locus presentd de 9 a 14 alelos por localidad, con un total de 19
alelos en las 12 localidades evaluadas en este estudio (Anexo C; Tabla 12). Otro aspecto importante a
considerar es la diferencia en las metodologias usadas para el analisis de fragmentos ya que en este
estudio se utilizd electroforesis capilar de alta resolucidn mientras que Aguilar-Espinoza et al., (2014)
evaluaron el polimorfismo en geles de poliacrilamida, los cuales tienen una menor resolucién, ademas

de ser mds complicados de analizar.

También, es necesario mencionar que el recurso abuldn rojo fue introducido a Chile desde 1977 de
organismos provenientes de California y Baja California (Flores-Aguilar, Gutiérrez, Ellwanger y Searcy-
Bernal, 2007) y no se han realizado nuevas introducciones de organismos a este pais desde entonces;
dando como consecuencia una pérdida de diversidad genética en cultivos de abuldn rojo en Chile
(Lafarga-De La Cruz, Del Rio-Portilla y Gallardo-Escarate, 2010). Actualmente se estan buscando los
medios para aumentar el acervo (“pool”) genético del abuldn rojo en Chile mediante la introduccion
de nuevos parentales silvestres, o bien, a través de estrategias de hibridacidon interespecifica
(comunicacion personal con Rodrigo Sepulveda, Jefe de Produccidon de Cultivos de Abaldon de

Camanchaca, Chile).

En el presente estudio, se pueden apreciar alelos privados (exclusivos) y alelos raros (baja frecuencia).
La presencia de alelos exclusivos se observé en nueve de las 12 localidades evaluadas (Tabla 6) y la
mayor incidencia fue encontrada en el lote de cultivo PMB14 (AP=69). Estos alelos exclusivos se

reportan generalmente dentro de las granjas en bajas frecuencias (< 0.100), asociados al limitado
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numero de reproductores y a las estrategias de reproduccién utilizadas en centros de cultivo (Evans,
Bartlett, Sweijd, Cook y Elliott, 2004). Sin embargo, en nuestro estudio en algunos casos estos alelos
exclusivos se presentaron en frecuencias moderadas a altas (0.100 a 0.600) (Anexo D). Por ejemplo,
para el locus Hr33 en la localidad silvestre PSJ16 existe el alelo exclusivo con un tamaio de 168pb vy
una frecuencia de 0.636, por lo cual las frecuencias alélicas de los alelos privados difieren con el
comportamiento reportado. La presencia de alelos exclusivos le infiere la ventaja a la localidad o lote,
de ser potencial reservorio de alelos nuevos, por lo cual estas poblaciones o lotes podrian ser utilizados
en programas de crianza mediante cruzamientos dirigidos para aumentar la diversidad genética de la
progenie (Cadima, Veramendiy Gabriel, 2013; Lafarga-de la Cruz, Aguilar-Espinoza y Gallardo-Escarate,

2015)

Aungue estos alelos raros se presentan en pocas localidades silvestres, esto no significa que no estén
presentes en las demds, simplemente que al poseer bajas frecuencias el tamafio de muestra tendria
gue aumentarse para poder detectarlos. Ademds, en el presente estudio estos alelos raros estan
principalmente dentro de los alelos no detectados en las poblaciones estudiadas por Aguilar-Espinoza

etal. (2014).

Por ahora no es posible relacionar la presencia de estos alelos no registrados con alguna caracteristica
fenotipica, la seleccién de reproductores por caracteristicas de interés comercial puede ser la razén
mas probable por la cual se presenta la diferencia de frecuencias alélicas en el lote PMB14. Ademas se
estima que un desove masal en granja de abulén aproximadamente el 40% de los individuos son los
gue contribuyen, lo cual esta relacionado generalmente con los diferentes grados de maduracién de
cada individuo (Elliott, 2000; Martinez, 2005). Exceptuando el lote PMB14, en general los alelos mas
comunes en el medio silvestre son similares a los mas comunes en granja, concordando con lo

reportado en cultivos de H. rubra en Australia y H. midae en Sudafrica (Evans et al., 2004).

Comparando el nimero de alelos promedio (Na) de H. rufescens obtenidos en las localidades silvestres
contra los lotes de cultivo, se observa una disminucion del 4.6%. Sin embargo, no es significativamente
diferente (Figura 16a). Algo similar fue reportado en H. midae al comparar el Na entre lotes y
localidades silvestres, en este caso se observa una pérdida del 9.1%, la cual no es significativa, debido
a que es la primera generacion filial (F1) utilizando reproductores tomados del medio silvestre
(Slabbert et al., 2009). Por lo cual, reportaron que la diversidad genética dentro de la granja fue
representativa de la diversidad en el medio natural, en lotes donde mas del 90% de los individuos
usados en los desoves contribuyen a la descendencia (Slabbert et al., 2009). Sin embargo, estos
autores también reportaron que en uno de los lotes de cultivo observaron una reduccidn del 63% en

el nimero de alelos promedio respecto de sus parentales silvestres. En concordancia con otras
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especies de abulones en cultivo donde se han observado pérdidas significativas en la diversidad
genética: H. discus con una reduccion del 76%, en H. midae varia entre un 37.5% a 40% y en lotes de
H. rubra se presenta una pérdida de hasta el 35% de los alelos silvestres (Evans et al., 2004; Hara y

Sekino, 2007; Li, Shu yu y Tian, 2007).

Considerando el numero de alelos de las localidades silvestres presentes en los nueve locus, que
comparte el presente estudio con el desarrollado por Aguilar-Espinoza et al. (2014), es posible
identificar un decremento del 36.32% en la poblacion mexicana y un 56.22% en la poblacién chilena,
ambas pérdidas evidentemente mayores a la encontrada para los lotes de cultivo que se evaluaron en
este estudio. Esto puede deberse en parte a la naturaleza del marcador genético, asi como, a la
cantidad y diversidad del muestreo ya que al tener un tamano de muestra mayor, el nimero de alelos
observados aumenta, brinda la posibilidad de detectar alelos de bajas frecuencias y puede modificar

la distribucion de frecuencias (Bashalkhanov, Pandey y Rajora, 2009; Cadima et al., 2013).

Debido a que la cantidad de alelos varia dependiendo del nimero de individuos analizados, es
necesario realizar la comparacién de la riqueza alélica (Ra), la cual permite contrastar muestras de
diferentes tamanos, ademas de ser un estimador importante de la diversidad genética, donde los
valores mayores estdn asociados con la capacidad de la poblacidn de responder a situaciones adversas.
Al comparar la riqueza alélica de los lotes de cultivo contra las localidades silvestres se observa una
tendencia de disminucidn significativa (Figura 16b), llegando a obtener una disminucién del 10% de la
riqueza alelica. Al igual que con el nimero de alelos, la riqueza alélica en otras especies de Haliotis se
ve disminuida al ser comparada entre lotes de cultivo y poblaciones silvestres. Por ejemplo, en H.
discus existe el reporte de una pérdida de riqueza del 35 al 36% en organismos de granja (Haray Sekino,

2007; Bashalkhanov, Pandey y Rajora, 2009; Marchant, Haye, Marin y Winkler, 2009)

En el analisis por localidades, el presente estudio no determind diferencias significativas entre los
valores promedio de heterocigosidad observada (Ho) para los 10 marcadores microsatélite analizados
(Figura 14a) debido a la alta variabilidad de los datos. Sin embargo, es evidente que en las localidades
silvestres los valores promedios de Ho, son ligeramente mayores que en los lotes de cultivo. Lo cual se
refuerza al comparar las localidades silvestres y los lotes de cultivo, donde se observan diferencias
significativas (p = 0.025) (Figura 17a). Por el contrario, seguln los estudios para las especies H. midae y
H. rubra, los valores de Ho obtenidos para las muestras de granja y sus contrapartes silvestres son muy
similares (Evans et al., 2004). Los niveles de heterocigosidad observada pueden ser mantenidos altos
al generar estrategias de reproduccion adecuadas y dar seguimiento al pedigri de los lotes de
reproductores, evitando asi mismo una alta consanguinidad y manteniendo el coeficiente de

endogamia bajo (Lafarga-De La Cruz et al., 2010). Por otra parte, al analizar la heterocigosidad
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esperada (He) entre poblaciones silvestres y lotes de cultivo (Figura 14b) se observa que en las
poblaciones naturales estos valores son mas altos. En concordancia con nuestras observaciones, Hara
y Sekino (2007) al realizar una comparacion similar considerando la heterocigosidad esperada (He)

determinan diferencias significativas con una disminucién en los lotes de cultivo.

Al comparar los valores de heterocigosidad observada (Ho) contra la esperada (He), en este estudio,
se identifica que los valores de He en todas las localidades son mayores a los obtenidos para Ho (Tabla
6). Por lo cual, en términos de riqueza alélica y heterocigosidad, puede sugerirse una pérdida de la
diversidad genética dentro de los lotes de cultivo al ser comparados con las poblaciones silvestres de
H. rufescens, en concordancia con otros estudios en haliétidos y en la misma especie (Li et al., 2004;

Gutierrez-Gonzalez y Perez-Enriquez, 2005; Lafarga-De La Cruz et al., 2010)

En este estudio, elaborado para conocer la diversidad genética de Haliotis rufescens utilizando diez
marcadores moleculares microsatélites especie especificos, se determind que en promedio todas las
localidades silvestres y lotes de cultivo se encuentran fuera del Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
coincidiendo con los resultados obtenidos para lotes de cultivo de esta especie en Chile y una poblacién

silvestre mexicana evaluados por Aguilar-Espinoza et al. (2014).

Analizando cada loci para las doce poblaciones de H. rufescens, se establecié que 89.2% de los 120
casos en este trabajo (12 poblaciones por 10 marcadores) se encuentran fuera del EHW (Anexo E; Tabla
13). Con una fuerte tendencia de desequilibrio sobre los lotes de cultivo al igual que lo observado en
otros estudios (Evans et al., 2004; Hara y Sekino, 2007). En contraste a lo reportado por Aguilar-
Espinoza et al. (2014), quienes mencionan una discordancia del equilibrio en 59% de los 58 casos
analizados. En nuestro estudio, la mayoria de los casos en equilibrio corresponden a localidades
silvestres (CCY99, SMI11, STT14 y PSJ16). Sin embargo, es notoria la presencia esporadica de un lote
de cultivo (PMB13). Ademas es la primera ocasion en la cual se reporta un valor para el locus Hr33 ya
gue a pesar de ser desarrollado por Aguilar-Espinoza et al. (2014) no fue utilizado para el analisis de
diversidad genética en su estudio, dado que en su caso resulté monomorfico en los lotes de cultivo

chilenos (comunicacidn personal Dra. Lafarga).

Otros estudios en H. rufescens realizados con microsatélites heterélogos, mencionan el desequilibrio
en el 40% de los marcadores en poblaciones silvestres y en lotes de cultivo en un 82% de los casos,
evaluando cuatro lotes con siete microsatélites (Gruenthal et al., 2007; Lafarga-De La Cruz etal., 2010;
Li etal., 2007). Valores similares del nimero de loci en desequilibrio se reportan para H. discus hannai
en distintos estudios, con un 25.7%, 46% y 71.4% de los casos analizados (Li et al., 2004, 2007; Hara y

Sekino, 2007). En H. rubra existe el registro de desequilibrio en el 52% de los casos analizados, causados
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dentro de los lotes de cultivo en la misma proporcidn tanto por exceso de heterocigotos como exceso
de homocigotos, contrastando con las localidades silvestres donde todas las desviaciones son por
déficit de heterocigotos. En cambio, en H. midae el 41.7% de los casos de desviacién son debidos al

déficit de heterocigotos. (Evans et al., 2004)

En general, en el presente estudio, la mayoria los loci que se encuentran fuera de equilibrio (nueve de
diez) son causados por un déficit de heterocigotos y coincide con lo reportado anteriormente por otros
autores (Evans et al., 2004; Gruenthal et al., 2007; Li etal., 2004, 2007). Donde, sélo en el locus Hr23

es producido por exceso de heterocigotos (Hara y Sekino, 2007).

Los resultados de este estudio muestran panmixia solamente en una localidad silvestre mexicana
STT14 (Fis promedio para diez marcadores = 0.074; Tabla 6). Sin embargo, al comparar los valores de
Fis entre todas las localidades silvestres y lotes de cultivo no se encontraron diferencias significativas
debido a la alta variabilidad entre marcadores (Figura 15). Resultados similares son reportados en el
estudio de Lafarga-De La Cruz et al., (2010) aunque se tiene la presencia de lotes en panmixia éstos
no son estadisticamente diferentes a los lotes que tienden hacia la endogamia, por la gran variacion
entre los marcadores evaluados. Aguilar-Espinoza et al. (2014) reportaron valores promedio de Fs de
0.245 y 0.282, utilizando 29 marcadores polimdrficos, con tendencia hacia la endogamia en los lotes
de cultivo chilenos y la poblacidn silvestre mexicana de H. rufescens. Si tomamos en cuenta solamente
los nueve marcadores comunes entre nuestro estudio y el realizado por Aguilar-Espinoza et al. (2014)
es posible observar que los valores promedio de Fis calculados en nuestro estudio son menores que los
encontrados por Aguilar-Espinoza et al. (2014). Los valores de Fis en ambos estudios varian de 0.038 y
0.452 y al igual que para otras especies de abuldn, los valores de Fis en su mayoria tienden hacia la
endogamia, en H. discus se tiene que en el 65.7% de los casos son diferentes de cero (Li et al., 2007).
Algo similar a lo obtenido en este estudio ya que el 63.3% de los valores calculados de Fis (76 de los

120 casos) tienden hacia la endogamia.

Al comparar el valor promedio del coeficiente de endogamia entre las poblaciones silvestresy los lotes
de cultivo, observamos un aumento significativo en los lotes de cultivo (Figura 17b). Dicho aumento
esta relacionado con el bajo nimero de reproductores, principalmente machos, que aportan a la
progenie (Lafarga-de la Cruz et al., 2015; Selvamani, Degnan y Degnan, 2001), ademas de que los
procesos de seleccidén artificial no dirigida basada en fenotipos deseables, con caracteristicas como
alto crecimiento, en familias de medios hermanos o hermanos completos pueden generar alta

endogamia (Elliott, 2000; Evans et al., 2004; Hara y Sekino, 2007; Li et al., 2007; Martinez, 2005).
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4.2 Diferenciacion genética

Con el valor de Fsr es posible estimar las diferencias o similitudes entre poblaciones utilizando las
frecuencias alélicas. Al igual que en otras especies, como H. discus y H. rubra, las mayores diferencias
se encuentran entre los lotes de cultivo, seguido de la comparacion entre poblaciones silvestres y
cultivo (Evans et al., 2004; Li et al., 2004). Aungue todos los lotes de cultivo presentan una alta
divergencia genética, con valores de Fstentre 0.127 y 0.233, las diferencias no llegan a ser tan grandes
como para considerar que provienen de lineas de antepasados de linajes diferentes (Aguilar-Espinoza

et al., 2014; Hara y Sekino, 2007).

A pesar de que el presente estudio desarrollado en H. rufescens, muestra valores bajos de
diferenciacion en las frecuencias alélicas entre las localidades silvestres, estas diferencias son
estadisticamente significativas (p<0.005) por lo cual las poblaciones son distintas entre ellas; Aunque
en algunos casos (VDM99/STT14), los valores de diferenciacion llegan a ser casi tan pequefios (Fst =
0.062) como los reportados para otras especies, donde las poblaciones no son estadisticamente

diferentes (Fst = 0.041), debido al flujo genético presente en la fase plancténica (Li et al., 2004).

4.3 Analisis de estructura genética

La falta de estructura genética entre las poblaciones de H. rufescens puede observarse por ausencia
de aislamiento independientemente de la distancia entre las localidades geograficas (Gruenthal et al.,
2007;De Wit y Palumbi, 2013), la dispersiéon de individuos entre las localidades es el mecanismo que
reduce la diferenciacidn genética y limita la formacién de estructura en las poblaciones (Putman vy
Carbone, 2014). La ausencia de relaciéon entre las distancias geograficas y genéticas también se pueden
apreciar en la especie H. cracherorodii (Hamm y Burton, 2000) en donde localidades distantes

geograficamente mantienen un flujo genético.

Con mas de 1,500 km de distancia geografica entre las localidades CCY99 y STT14, puede observarse
cierto grado de similitud genética dentro de los individuos de ambas localidades. Las similitudes que
comparte cada individuo se expresa de manera grafica por componentes genéticos en distintos colores
(Figura 21), los cuales permiten agrupar por semejanzas a cada localidad. Estas semejanzas son
simbolizadas con arboles filogenéticos utilizando distancias genéticas (Figura 22 a 23). Donde el lote
de cultivo ROS12 fue considerado como grupo externo para mejorar la resolucion del dendograma,

dadas las diferencias genéticas con las poblaciones silvestres (Figura 22).
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Las agrupaciones mostradas son representadas por clados, manteniendo semejanza con los resultados
obtenidos por el andlisis de componentes y los valores de diferenciacion genética. Por lo cual dentro
de las localidades silvestres en primer clado denominado, se observa que las menores diferencias en
frecuencias alélicas estan entre las localidades CCY99 y SMI07, quienes ademas presentan el menor
valor de diferenciacion (Fst=0.084) (Tabla 7) y ambas estan mayormente influenciadas por
representacién del componente verde en 99.0% y 94.8% (Tabla 8), respectivamente. La presente
agrupacion mantiene parecidos a lo reportada por Gruenthal et al. (2007), quienes a pesar de construir
el dendrograma con resultados de AFLP, obtuvieron una agrupacidn similar. Mencionando ausencia de
estructura geografica, siendo San Miguel Island y Crescent City sus localidades mas distantes, con lo

cual sugieren diferencias genéticas en las poblaciones.

Sucesivamente en el presente estudio, la localidad con mayor semejanza dentro del clado principal es
SPT11, con una influencia de la componente verde del 92.1% vy finalmente STT14 con un 75.3% de
influencia de la componente. El segundo clado dentro de las localidades silvestres esta formado por la
localidad Van Damme 1999 y 2007 ademads de Punta San José 2016, quienes estan influenciadas
principalmente por la componente azul (Figura 22) desde un 86.5% hasta un 99.5% (Tabla 8). Ya que
VDMO7 y PSJ16 presentan mayor influencia de la misma componente, estas se agrupan dentro de una
division del clado con un bajo valor de diferenciaciéon (Fsr=0.083) (Tabla 7). Sin embargo es muy
probable que esta agrupacién pudiese cambiar al aumentar el tamafio de individuos muestreados en
PSJ16 (Bashalkhanov et al., 2009), ademas, el porcentaje de coincidencia de las simulaciones es bajo

(Figura 22).

Dentro del dendrograma de los lotes de cultivo se aprecia un comportamiento similar ya que los lotes
con menor diferenciacion ROS12 y PMB15 (Fsr=0.127) (Tabla 7) forman la primera agrupacion, quienes
estan representadas por un 99.0% de la componente azul (Tabla 8). Ademas, el lote PMB14 quien estd
conformado por la componente roja (Figura 21), se encuentra fuera del clado principal ya que es el

lote que presenta los mayores valores de Fsr al ser comparados con los otros lotes (Tabla 7).

4.4 Migracion y flujo genético

Al comparar las localidades silvestres de 1999, Crescent City (CCY99) y Van Damme (VDMZ99), se
observa que en promedio para los 10 loci analizados, VDM99 cuenta con una mayor diversidad
genética, debido a que presenta mayores valores en nimero de alelos (Na), riqueza alélica (RA),

heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) (Tabla 6). Sin embargo, estas no son



51

significativamente diferentes a los valores obtenidos para CCY99 con un (p>0.05) en todos los casos
(Figura 11 a 14). Con respecto a los valores de endogamia (Fis) ambas localidades presentan tendencia

hacia la consanguinidad sin embargo, la localidad CCY99 es ligeramente mayor (Tabla 7).

Con el andlisis de los diagramas de barras producidas por STRUCTURE, es posible visualizar ausencia
de estructura genética de ambas poblaciones (Figura 21), ademds, ayuda a identificar de forma gréfica
la migracion de individuos determinado por la proporcion de los componentes genéticos dentro de las
localidades. Van Damme tiene una influencia de ambas componentes genéticas (verde y azul), indicio
de que ambas localidades pueden compartir ancestros en comun (Martinez-Matus, 2016; Porras-
Hurtado etal., 2013). Ademads, esto puede ser sustentado, al confirmar la migracion de individuos de
la localidad CCY99 hacia VDM99 (Figura 21), haciendo la inferencia de migracion larval influenciado
principalmente por corrientes (Hamm y Burton, 2000). Por lo cual es de esperar mayor influencia
organismo migrantes de la localidad CCY99 dentro de las frecuencias alélicas de los organismos de

VDMO99.

Respecto a Van Damme 2007 (VDMO7) y San Miguel island (SMI07), puede observarse que la localidad
SMI07 a pesar de tener un menor nimero de individuos evaluados presenta el mismo niimero de alelos
qgue VDMO7, pero una mayor riqueza, numero de alelos efectivos e indice de endogamia. Respecto a
heterocigosidad observada VDMOQ7 tiene valores mayores, de cualquier forma ninguno de estos

valores llega a ser significativamente diferente (Tabla 7).

De acuerdo al flujo de migrantes determinado (Figura 24), la presencia de la componente azul dentro
de la localidad SMIQ7 esta determinada por los migrantes que puede aportar la localidad VDMO7; Por
lo cual, a pesar de que la localidad Van Damme presenta influencia de la componente verde, es mas
probable que el aporte de migrantes sea de la localidad CCY99, debido a la que el flujo de migracion

detectado en ambos casos es de norte hacia sur.

La poca de divergencia genética al comparar localidades de H. rufescens del mismo afio, radica en su
amplia temporada de desove, asi como la capacidad de la especie para reproducirse continuamente
durante el afio, en comparacién con otras especies de abulén. Que le provee un mayor rango de
dispersién plantdnica, influenciada por la hidrodindmica costera local ya que la larva tiene una baja
capacidad de movimiento horizontal dentro de la columna de agua (Gutierrez-Gonzalez y Perez-

Enriquez, 2005; Hamm y Burton, 2000; Miyake, Kimura, Horii y Kawamura, 2017).

La conectividad entre las localidades silvestres de H. rufescens se ha demostrado con diferenciaciones

genéticas moderadas en longitudes de aproximadamente 600km (Burton y Tegner, 2000). Esta
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informacién es consistente con lo encontrado en este estudio, debido a que se puede demostrar la
conectividad de las localidades, debido al aporte de migrantes en distancias desde 300km hasta un

poco mas de 600km, mostrando niveles moderados a bajos de diferenciacion genética.

Analizando la localidad Van Damme en dos escalas temporales (VDM99 y VDMO7) se aprecia que, a
pesar de existir diferencias significativas, estas diferencias son de las mas pequefias dentro de las doce
localidades analizadas (Fsr=0.81) (Tabla 8). En cambio, el estudio de Gruenthal et al. (2007) quienes
analizan dos muestras la localidad Van Damme (la primera consta de adultos de talla comercial y la
segunda de abulones pequefios a los cuales denominaron juveniles), no encontraron diferencias entre
las muestras. Ademas, los tiempos generacionales de las poblaciones de Van Damme analizados por
Gruenthal et al. (2007) son menores en comparacion con el presente estudio, lo cual puede explicar la
ausencia de diferenciacion, ademdas de que probablemente los adultos pudieran ser padres de los

juveniles.

Respecto al dendrograma, ambas fechas de Van Damme en este estudio, se agrupan dentro de un
mismo clado y en el analisis por componentes se observa un aumento del 10.5% de la componente
azul en tiempo (86.5% al 97.0%) (Tabla 8), lo cual podria estar asociado con la perdida de riqueza alélica

y heterocigosidad observada (Gutierrez-Gonzalez y Perez-Enriquez, 2005; Li et al., 2004) (Tabla 7).

4.5 Recomendaciones

Como culminacidn del trabajo, se puede recomendar el uso de un nimero menor de microsatélites,

para motivar su aplicacidn dentro de los programas de seleccion genética de Haliotis rufescens.

La eleccidn de los microsatélites debe realizarse considerando que estos puedan ser técnicamente
replicables y fiables en cualquier laboratorio, ademas de amplificar en la mayoria de los organismos
gue deben ser analizados (Martinez, 2005). Por lo cual la seleccién inicia partiendo de los diez
marcadores microsatélites utilizados para el analisis de diversidad genética en este estudio (Anexo C;
Tabla 11). Apartir de este momento, se considerard que el marcador debe presentar un alto indice de
contenido polimdrfico, bajas frecuencias de alelos nulos por locus, alta riqueza alélica y
heterocigosidad observada (Diaz-Viloria, Pérez-Enriquez, Cruz-Hernandez y Aguilar-Osuna, 2013; Li et

al., 2004).
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El indice de Contenido Polimérfico (por sus siglas en ingles PIC) se recomienda en valores cercanos a
1.0 ya que entre menor sea el indice, menor diversidad detectada dentro las poblaciones (Cadima et
al., 2013). Los valores de alelos nulos deben permanecer bajos para evitar distorsionar la estructura
poblacional debido a una asuncién equivocada de exceso de homocigotos. En general menores a 0.20
y preferentemente no mayores a 0.30 ya que este es considera un valor alto de frecuencia de alelos

nulos (Diaz-Viloria et al., 2013; Gruenthal et al., 2007; Lafarga-De La Cruz et al., 2010).

En la Tabla 14 (Anexo F), puede observarse que el valor de PIC de este estudio al ser comparado con
lo obtenido por (Aguilar-Espinoza et al., 2014), en la mayoria de los casos aumenta por locus, lo cual
esta relacionado con el nimero de individuos analizados ademas de la técnica de asignacién del
genotipo presenta mayor sensibilidad en este estudio. Por lo cual se podria esperar identificar una
mayor diversidad (Cadima et al., 2013). Respecto al numero de alelos nulos por locus, se observa un
aumento de los valores en el presente estudio sin embargo, sélo uno de los locus analizados sobrepasa

el valor considerado como inaceptable (Hr32).

Otras caracteristicas a considerar para la eleccién de los mejores marcadores, es la presencia del mayor
numero de alelos posibles asi como una alta riqueza y heterocigosidad esperada (Anexo G; Figura 35 a
37), lo cual implicaria mayor diversidad, por ende mayores posibilidades dentro los organismos para
sobrevivir a la presidn selectiva, asi como un uso de menos loci para realizar andlisis de parentesco y
una mejor evaluacion de la diversidad (Castro et al., 2004; Diaz-Viloria et al., 2013; Hara y Sekino,

2007)

Utilizando estos criterios, es posible llegar alarecomendacién de seis loci microsatélite (Hr1, Hr6, Hr16,
Hr23 y Hr31), los cuales pudieran ser utilizados para andlisis parental y disefio de pedigri. Ya que esta
demostrado que el uso de dos marcadores no es suficiente para realizar un andlisis parental en H.
fulgens (Gutierrez-Gonzalez y Perez-Enriquez, 2005), por el contrario, en H. corrugata y en H. discus
hannai el uso de al menos seis marcadores es viable para la asignacion parental, aun cuando en la
granja no se lleve un registro de pedigri; Ademas de existir el antecedente en rodaballo (Scophthalmus
maximus), el cual fue evaluado con 12 microsatélites, pero también realizaron la recomendacion de
seis marcadores altamente polimérficos (Castro et al., 2004; Diaz-Viloria et al., 2013; Li, Park y Kijima,

2003).
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Capitulo 5. Conclusiones

e En 453 muestras de abulén rojo, evaluadas con diez marcadores microsatélite especie-
especificos se encontrd un total de 273 alelos, de los cuales 95 son alelos nuevos.

e La mayor diversidad genética, en términos de riqueza alélica y heterocigosidad observada, se
encontré en las muestras silvestres en comparacion con los lotes de cultivo; dentro de las
cuales Van Damme 1999, San Miguel Island 2007 y Santo Tomas 2014 tuvieron los valores mas
altos.

e Todas las localidades se encontraron en desequilibrio de Hardy-Weinberg relacionado
principalmente con un déficit de heterocigotos.

e El valor promedio del coeficiente de endogamia fue significativamente mayor en los lotes de
cultivo en comparacién con las localidades silvestres. Unicamente la localidad silvestre de
Santo Tomas 2014 presento reproduccidn aleatoria (Fis = 0.074), el lote de cultivo Eréndira
2014 tuvo el indice de endogamia mas alto (Fis = 0.508) y el resto presentdé endogamia
moderada (0.326-0.473).

e Todas las comparaciones pareadas del indice de fijacion (Fsr) entre localidades fueron
significativas, con valores de bajos a moderados (0.062-0.254). Encontrandose las mayores
diferencias entre los lotes de cultivo al compararse con silvestres (0.161-0.254).

e El andlisis de estructura y las relaciones genéticas en las localidades silvestres evidencian dos
grupos: 1) CCY99-SMI07-SPT11-STT14 y 2) VDM99-VDMO7-PSJ16.

e En el andlisis de estructura cuatro de los lotes de cultivo, muestran mayor similitud a la
componente genética que define al grupo 2. Sin embargo, el lote PMB14 es diferente del resto
(silvestres y cultivo), evidenciando el efecto de las practicas acuicolas sobre la diversidad
genética de los recursos pesqueros.

e Para localidades silvestres muestreadas el mismo afio (CCY99-VDM99 y VDMO07-SMIQ7), se
encontré un bajo flujo de migrantes (0.008) en direccidon norte-sur, independiente de la
geografica entre las localidades (325 vs 695 km).

e Para la localidad Van Damme (VDM) de 1999 y 2007, se determinaron diferencias en las
frecuencias alélicas y una pérdida de diversidad genética.

e Lainformacion genética generada en este estudio, permite asentar las bases para identificar
bancos naturales de Haliotis rufescens que ayuden a aumentar la variabilidad genética y el
numero de organismos heterocigotos en los lotes de cultivo, para evitar los efectos negativos
gue conlleva la reproduccién de organismos altamente emparentados.
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Anexo A

Tabla 9. Mezcla final de los reactivos para la amplificacidn por PCR de los fragmentos especificos de DNA para cada cebador, utilizando enzima Taq polimeraza Bio-Rad.

Concentracion inicial Compuesto Concentracion final Mue(s:[;\ 1x
10 X Buffer A 1X 1.60
10 pg/uL BSA 0.2 pg/uL 0.30
10 mM dNTP’s 0.2 mM 1.30
10 uM Cebador 1 0.5 uM 0.40
10 uM Cebador 2 0.5 uM 0.40
5U/uL Taq polimerasa 0.1 U/uL 0.10
50 ng/ulL DNA gendmico 8-13 ng/uL 2.80
Agual PCR 9.43
Volumen de Rx final 16.33
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Tabla 10. Ejemplo de asignacion de genotipos para cada individuo de la localidad de Punta San José 2016 utilizando los 16 cebadores, primer alelo (A1), segundo

alelo (A2).
Contig

Individu 4729 3243 3764 1081 5673 2872 7620 8983 12187 4892 12613 4633 12110 3435 4491 12505
o A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
1 2 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 1 2
1 177192 177 192 0 0 271 271 193 193 O 0 228 228 0 150 162 185 185 192 206 176 176 183 195 233 261 155 170 229 283
2 180 186 180 186 169 181 270 270 191 199 172 240 228 228 0 135 150 179 179 180 192 176 176 180 192 225 249 158 158 229 265
3 174 183 174 183 172 172 269 269 193 193 172 172 226 226 0 147 162 179 179 198 212 173 173 174 183 233 253 149 149 227 247
4 171 186 171 186 0O 0 269 269 192 192 168 168 226 226 0 147 156 179 185 192 192 173 173 183 183 233 233 152 170 227 249
5 177177 177 177 169 175 269 269 193 193 168 168 226 226 0 132 153 177 185 174 198 176 176 180 180 233 233 150 167 225 263
6 177177 177 177 172 181 270 270 193 193 168 168 226 226 0 147 156 179 185 174 190 176 176 177 186 229 257 158 158 229 265
7 177192 177 192 169 187 270 270 193 193 168 168 226 226 0 132 144 177 177 18 210 176 176 180 180 237 237 158 179 227 265
8 177195 177 195 166 166 269 269 193 193 168 168 226 226 0 147 159 179 185 174 186 176 176 180 180 233 261 164 164 227 249
9 177177 177 177 0 0 272 272 193 193 170 170 226 226 0 132 150 185 185 174 198 176 176 180 180 233 253 158 176 227 249
10 177195 177 195 166 166 269 269 194 194 168 168 226 226 0 135 147 179 187 174 194 173 173 183 183 233 249 158 158 227 249
11 174 183 174 183 167 172 270 270 193 193 168 168 226 226 0 150 162 181 187 174 198 173 182 183 183 237 253 158 176 231 249
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 171 180 171 180 169 187 270 270 194 194 170 170 226 226 0 150 159 181 189 192 192 179 179 180 192 O 0 152 170 223 231




64

Anexo C

Tabla 11. Consenso de la amplificacion de los cebadores utilizados para evaluar la diversidad genética de las doce localidades muestreadas de Haliotis rufescens. El nimero indica a
los individuos que no amplificaron dentro de cada localidad por locus.

Cddigo de Locus
localidad Hrl Hr2 Hré Hr9 Hrl2 Hrl6 Hr17 Hr22 Hr23 Hr28 Hr29 Hr30 Hr31 Hr32 Hr33 Hr34
Silvestre
CCY99 7 5 29 1 29
VDM99 1 3 1 5 13 6
VDMO7 2 1 11 1 5 2 47 1 1 1
SMI07 1 6 15 35 2 35
SPT11 2 1 4 2 4 1 10 35 6 3 35
STT14 6 35 35 7 21 1 2 4
PSJ16 3 1 4 14 1
Cultivo
ROS12 1 1 1 4 1 1
SQN12 6 5 13 6 1 7
PMB13 1 2 1 3 8 1
PMB14 1 10 58 6 32 58 58
PMB15 1 2 5 1 12 9 47 47 16* 1 47




Tabla 12. Alelos nuevos encontrados por locus, representados por el tamafio de cada alelo en pares de bases (pb).

Alelos nuevos por loci (pb)

Hrl Hr2 Hr6 Hr9 Hr16 Hrl7 Hr23 Hr31 Hr32 Hr33
186 220 148 217 203 207 146 216 296 168
189 225 151 219 206 210 200 224 311 170
192 230 157 223 209 213 203 313 172
195 231 160 225 212 216 206 315 186
198 232 163 227 215 219 209 317 240

233 199 229 218 222 212 319 260
234 202 235 221 215 321 292
235 205 237 224 227 323 294
237 208 241 325 308
211 245 327 310

214 247 331 314

217 287 333 316

220 335 318

223 337 320

271 322

324

326

328

332
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Anexo D
Localidades silvestres Lotes de cultivo
Locus Alelos  CCY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15
Hrl (12187) N 28 46 41 32 31 29 12 46 47 31 54 46
132 I oon2 [ S | o011
135 G 0s3 I ooz I o016 | o011
138 I oo11 M o0.065
141 I oo11 [ o016 I ooz 6. 113 B o033
144 [Moosa W o033 [NGEG [ o016 M o042 M o.054 [ 0306 | M 0.098
147 Go7c INGIESEIM 7 0.063 [ 0208 IGEEEl 0043 W o048 M 0.098
150 [ oo1s (NNGHSGEM MNGMEe | o016 [021070[ o017  [NGEGEEN oS | o043 129 0380
153 [ o013 [GESE M o037 [Woos3 02107 0.0s9 M 0.042 M o054 [NGIEESEE M 0.065 M 0.087
156 043 [Go7s [Moost [WGhos G0 G 033 M oosa 1 o053 [GEE | o011
159 [0S0 GES> Mo.o7z 023a 013 M 0034 G os3 G, | o032 [Mooss B o.065
162 [ o054 [Glosy WG [0E72 [0oo7 [Moos2 NGRS I o022 I oot | o009 M oo7s
165 [oo71 G M 0037 [Moos3 oy oSO Mooss W ooss M o026 M o.087
168 [0.0s9 [Moossa | o012 [0S [6o0s1 o272 B ooz [ o043 Moo | oom1
1771 0123 [Moos3 [N oo24 [Moo4a7 [ o016 FNoER2N | o011 | o011 ez | o.022
174 B o003 | oo11 [ o047 [ o016 [OEA | oo11 I o043 PGZE|  o.011
177 6089 W o.022 [ o016 | 0138 G0 | oo11
180 [ o018 [ o016 B oo
183 [ o018 o.074
186 I o012 Gk 11
189 [ o0.065
192 I oo19
195 | o0.009
198 B oo
NuUmero total de alelos 13 14 12 12 11 9 9 14 9 10 13 14

Figura 25. Frecuencias alélicas del locus Hrl en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Localidades silvestres

Lotes de cultivo

Locus Alelos ccYo9 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15
Hr2 (5673) N 28 46 43 33 32 34 12 46 47 31 53 45
185 I o015
187 I o.015
189 B o022 [ o0.029
190 G065
191 G065 I o.042
192 G 076 § oois MW 0083
193 [ o018 | [ o667 |
194 Blb.ocs5 M o.058 M o.167
195 o043 NGEEAE W o.029 | o011
196 GGz [EEezT [Wo.044 | o022 [ 0467 |
197 I o011 G128 [ o0.044 B o0.043 [lo.129 | 0.333
198 BGhs; WMo.0s1 [76.059 [ o750 || 0255 | 0306 B o056
199 lo.o54 o002 [ o004 | 0362 | 0419 | I o022
200 lo.054 I o.030 o152 NEEFE WMo.ii3 I o022
201 I o011 | o012 [osEaey M o.064 I o022
202 M o033 W o003 6121 W o.029 | o.043 | o.011
203 I oo11 [Moo7o [ ¥o.106 I o015 I o.022
204 B oo22 B o002 J o003 0063 M oo29 | o011 I o.016 I o022
205 I o.023 oo oloss | o.011
206 I oo023 . 0172 = 0162 | 0022 I o.016
207 I oon | 009 | 0162
208 | o018 W o0.022 § o003 [@060os [ o.015
200 [o.107 M 0.033 W o061 O
210 [oEs770 0 o.022 § o003 [06Ges [ o.015
211 o268 | o.o11 [ 0076 [Glo7s [ o0.015
213 [ o0.054 M o061 025 063
214 | o.015 ¥ o.029
217 [0.125 M oos1 B o016 [ o0.029
220 [ o.071 f o030 [ o016
225 I o019
227 W o.029
230 I o0.057
231 [ 0208
232 | 0245 |
233 [ 0189
234 G.004
235 G 13
237 o.075
Numero total de alelos 7 21 11 13 11 22 5 6 5 6 8 11
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Localidades silvestres Lotes de cultivo
Locus Alelos  CCY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15
Hr6 (3764) N 19 46 43 33 33 34 9 45 47 30 49 46
148 M o.065
151 M o043
157 Mo.0s5
160 | o012 I oon1
163 I oo23 | o015 B oo
166 G100 ID.116 [ 0278 | oco11 [NGEE1 M o.050 B 0033
169 018 0337 7033300 [00ss NG 6.1  NGIEETN Il o.0s3 0228
172 GG . 116 0303 0162 [0222] [0 oA 0217 0239
175 Mooss | o012 M oo | 0015 [0 o015 [M 0056 Moio [MMoo72 [Ehs3 [ oow [lb.o7s
178 bos7 M ooss 052 [Moors [NOEEs | o002 G117 [GEs0 6051 [Mo.065
181 [0E7200 GEs0 | o023 [02@m 6.1 [oEe2™ G 111 B oose W o032 G117 [NGEZE D.0s7
184 [Wo132 | o011 [MGH74 [0H21 [Woo7e [oE7e™ B oose Moos3 M ooso Moot B oo22
187 B o033 [ ooss [o.o7s [0.059 G 111 Moo N ooz G117 Moos
190 [o.132 [Mooss | o023 [0E67 [ o003 [0.059 M oo7s Mooss [Mooss [NGHEEN
193 o132 [Moossa W o003 M o003 | o015 [00ss | o011 o051 W o033
196 [o.076 6074 I o010
199 [ 0.105 [Moos1 | o015 ¥ 0.041
202 I oo1s Moo | oo11
205 GG
208 | 002 [ o015 0143
211 I oo1s o.051
214 M o.041
217 M o.041
220 M o031
223 B o.020
271 0.012
Numero total de alelos 6 10 13 12 10 10 6 10 9 9 17 14

Figura 27. Frecuencias alélicas del locus Hr6 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).



Localidades silvestres

Lotes de cultivo

Locus Alelos cCcY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15

Hro (4892) N 28 46 43 33 33 34 12 46 41 31 54 44
177 G2 6. 125 B o043 [ O
179 B o070 [ ooss |NGESTIN IGESI I o037 NGESGEN . 0239
181 | o.012 [o.103 [Mo.083 o.120 MMo.09s [Mo.0s1 . 0.227
183 G MMo.116 [ o0.029 B oos2 |NGETSEN ID.057 | o011
185 INGHE  NGESSE 0.136 M oo74 INGESEEN M oo7c [INGEGIEN G120 I oo23
187 IGEE M oo93 [ 0030 613977 I 0.083 ez s G.113 . 0284 |
189 G | o.023 [eds2 ™ oo7a B o0.042 B oo043 B o.048 G102
191 0250 [NGESEMM| o0.012 [WoEEa N o030 [6.147 | o011 I o016 | o.011
193 [W0.143 [GEE0 [eEie N oo3o M o074 B ooas | o016 I oo2
195 I oo11 [ o030 0288 o0.044 I o016
197 [ o0.089 [lb.o65 [ozse™|  o.015 B o032
200 e [Wo.001 [OE67 | o.011
203 [| o0.036 [ o030 M o045 I o022 | o.011
207 I oon1 M 0.068
200 [ oo72 W o0.022 | o016 G111
213 I oon G 48
215 I oo11 o.074
217 Y
219 . 0278
223 B o046
225 M o.056
227 B o028
229 I o019
235 I o.019
237 I o019
241 | o0.009
245 | o0.009
247 | o.009
287 | o0.009

Numero total de alelos 6 12 8 7 7 10 6 10 5 12 15 10

Figura 28. Frecuencias alélicas del locus Hr9 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Localidades silvestres

Lotes de cultivo

Locus Alelos  CCY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15

Hr16 (4633) N 28 45 42 33 33 34 12 45 47 30 a4 46
156 [ 0.044
159 [ o015
162 ™ 0.059
168 | o0.017
170 . 0600
173 M o.100 [ oco1s [GE92 | o011 G 217 GEE0
176 IGEGGMN I 0.024 M o061 [NGIZ50NY INGEEEIN NGIEGoMN Mo.149 | o0.033 0402
179 o157 Ghio [GEEa o206 W o0.083 B oos7 [NGESZEMI 0.033 Mo.109
182 0 o003 [ oo7s [NGEGEM"0.13s 0273 [oE2 1 o042 B oors Mois [ 0050 I o033
185 [6286" | o022 [NGESEM M042270| o0.015 [Wohis | 0022 M ooss | o017 M o.087
188 [63397 M oo7s [MGE31 [Wo.13 0227 [o.074 Mo.167 Mo.109
1919 [ o054 | o022 [MGE31 [01s2 [ o030 [ o0.059 | 0022 W oo7a | o033 | o011
199 M oosa | o003 W oo [ oosr | 0015 I 0033 | oom1
197 [6lhe1 B oo | o0o1s | o015 [ 0015 | o011 Mo.001
200 [ 0036 f ooss [ o015 I o032 ers2
203 [ 003 | o012 | 0330
206 | o012 B o.057
209 GE 50
212 M o057
215 Bl o003
218 I oo023
221 B o.057
224 | o011

Numero total de alelos 8 8 10 7 8 12 4 8 8 8 10 7

Figura 29. Frecuencias alélicas del locus Hr16 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Localidades silvestres

Lotes de cultivo

Locus Alelos  CCY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15

Hr17 (12110) N 28 46 42 33 31 34 12 46 47 31 54 45
171 | o012 B o065 | o011
174 B6os7 | o024 B oon | o011 [INGEEEN
177 IGrEEl W o.0s3 B oox [ 0228 NGB | o011
180 018 0452 [ ooso  NGHEEN G338 G0
183 NG 0. 167 - 0412 0333 GEs: GRS 0.032 . 0356
186 B®os7 | 0024 P oosas | o016 0132 [0 o0.042 IGEGN G777 B 0.065 [ 0478
189 [ o071 [Mooss M 0083 | o015 [o097 [0l176 Mooe Mo.o7a I o002
192 | o018 [6os7 o119 [W0273 [o258Y o132 M 0.083 M 0.064 M o.100
195 [0ETTN M o043 | o024 [0E70NY 02500 M o.oss B 0.042 M 0.064
198 6214 | o011 | o012 [ oo7s 061 Moossa | o001 | 0019 | o011
200 [0h96 M oo76 [6l129 | o0.009
204 [ o030 [ oo48 | o011 B oo | o011
207 | 0018 [ 0250
200 M o071 | o015 | 0361
213 [ )]
216 B o.056
219 I o019
222 I oo

Numero total de alelos 7 9 10 8 7 6 7 6 8 6 9 8

Figura 30. Frecuencias alélicas del locus Hr17 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Localidades silvestres

Lotes de cultivo

Locus Alelos  CCY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15

Hr23 (4491) N 28 45 42 33 33 34 12 42 47 31 54 46
146 I oo12
149 Mo.os8 M o.083 I oo032
152 Moo | oo12 f o044 [b.125 Moo7r N oos3 [ o016 B o033
155 bo7: IGEEEE [ o.015 | o015 W o042 B o043 [Moo4s | o011
158 G2 GG | o.015 [ oo [INGEEN INGIEEEIN NG . 055 I 0.065
161 G0 (NGNS, 0412 [ S R K . 0250
164 [ o003 [Mooss MGG ooss F oois B ooso M o.0s3 Mloos3 1 o032 |NGEEE [ 0174
167 M o054 W o002 [Moo3s 036 [0o7s [Mooss B 0042 Mooso N oos3 NG G 0
170 [™o.0s9 [Moos7 [MBo71 [0E3E [oEeZ N oo0so [lb.125 Bboss 0 oos3 NGEM | o011
173 1103047 INGE7El NGNS 0iasa T a2 W o.103 I o024 W o043 [GED B oo33
176 [ o052 [GEE: GG, 036 [M0o7e M o074 M o.0s3 G:: 6.1z Gos: B o043
179 [0d79 [MMoos7 M 003 [0o7e oEeZ™| o015 B o042 Moo B o043 IGNE »
182 [™ooss N o002 W oo [oin o M oo74 I o024 o.o7s
185 [o.089 [6o7s [0.061 | o012 B oowe N oo2
188 [™o.089 [ oois [0Gor [ 0029 | o011 [6.065
191 [ o.030 | o011 | 018
194 [ o0.018 [ oois [ o015 | o012 | 0148
197 M 0030 M o0.030 G 074
200 0167
203 Glos3
206 0139
209 G 074
212 M o0.037
215 I o009
227 0.012

Numero total de alelos 10 11 14 13 12 12 9 12 13 9 11 12

Figura 31. Frecuencias alélicas del locus Hr23 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Localidades silvestres

Lotes de cultivo

Locus Alelos  CCY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16 ROS12 SQN12 PMB13 PMB14 PMB15
Hr31 (3243) N 27 46 43 31 27 33 12 46 47 30 53 30

165 I oo11 I oou1
168 B o033 [Mooss M o.053
171 B o033 G0 [ o019 M o.0s3 M o033 M oos3
174 [ 0239 || 0267 | o074 B o030 M 0083 Mooss N o032 [ o017 I o033
177 G 0oz  NGNE 1 0278 0152 [N0#7 G2 NG5 B 0.033 G 167
180 B0.0s7 W 0047 0111 021270 M o0.083 IGEZ GE.:; NGESSEN| o000  NNGMGEEN
183 | 0019 [Mooss [ o047 [Hooss [oEss [0a67 M 0.0s3 IG0s; MNoo72 [NGESSEM| o019 M 0083
186 [ 0074 [®os7 [MMoos: M o032 0220 [0Hos M o.0s3 IGEGS MG oos WGEE; | oo19 [ 0033
180 022> [6.os7 G105 0210001 o019 [N036 BG.0ss GE:; GEE; NGEGENN M 0.067
192 [6E520 MMo.oss M ooss 02100 N 0037 [0.076 M o.083 6.0 IGE17 [Gloss M ooss M 0.0s3
195 [Wo093 [bo7s | o012 [ oo1s M oos3 IGlo7s W oos3 [NGESSEMN ooss [ 0033
197 B 0037 N o002 | oo12 [oo048 B o0.030 o123 1 o0.033
198 | o019 N o002 N o002 M o032 [ o009 M 0030 Mooz N oos2 [Mooso W o047 | 0017
200 [ 0.056 | 0161 B o0.030 IGlo7s B o021 Moos MWoors [ 0033
204 [ 0037 [N 0033 [Gos1 M 0037 [ o015 M o033 B ooa7 | o017
207 [ ooss 0 o022 ™ 0.048 M o075
210 [ 0037 0 oo22 [o0.065 | 0.009
213 I oon M 0032
216 [ o016 I o019
224 [ oo16

Numero total de alelos

11

17

12

13

10

12

13

12

10

13

12

Figura 32. Frecuencias alélicas del locus Hr31 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Locus Alelos

Hr32 (1081) N

Localidades silvestres
CCY99 VDM99 VDMO7 SMI07 SPT11
28 40 42 33 33

sTT14
32

PSJ16

ROS12
16

SQN12
47

Lotes de cultivo

PMB13
31

PMB14
46

PMB15
45

231
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
280
281
282
283
284
285
287
289
293
296
311
313
315
317
319
321
323
325
327
331
333
335
337

G075

G075

[ 0150

[ 0.100 | o.015
| 0125 |

[

o050 [WMo.119

BGEG> WGEEEl Y o.061

Ilb.os0 NGHEGEE ezaz
llb.oso [b.131 o83l [o.121
G677 0§ o024 [Wods2 [ o0.091
Ml o.025 @ 0030 [ o061
B o.025

M o.061

M o.061

[WerEs>  [Wo.121

[ o.107 [6.001 [ o0.030

[esE7a M o.025 @ 0030 [ o061
[6.214

B o071

U o.030
U o.030
I o.036
| o.012

[o.063
[o.063
[ 0.047

[ 0.047

[6.078
[Glooa
I o.016
[ 0.047
[eas
0 0.047
™ 0.047
M o.031
M o.031
I o.016
[ 0.047

I o.083
I o.083

[ 037
INGISE7 I 0.149

0.022

| o.021
0 o.064

G .213

B o.064

B o.065
B o.065
G258
[ 0419
. 104

| o.011

o.087
6. 100
M o.04a3
§ o022

6. 120

I o.065
M o0.043
M o.043
I o0.065
§ o.022
M o.043
§ o.022

M o111

| o0.022
| o0.022

Numero total de alelos

16

14




Figura 33. Frecuencias alélicas del locus Hr32 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Locus Alelos
Hr33 (2872) N

CCY99
28

Localidades silvestres
VDM99 VDMO07 SMi07 SPT11
46 42 33 30

STT14
30

PSJ16
11

168
170
172
240
260
262
268
270
272
274
276
278
280
282
284
286
288
290
292
294
298
308
310
314
316
318
320
322
324
326
328
332

0.018
0.018

[0.107

[0.089

661

0.018

| o012

B o.043

Bb.100o M o.060
IGETEI N o036 [o.091
IGES: IGESSM ™ o061 M 0.050
M o.oes NGESTE G288 033
G 41 s
I o022 M o.045
B o033 [ o.076
M o.065 ONER
| o011 6 121

M o0.033
617
[0.083
[ 0183
[0.083
[ o0.017
P o030 [ o0.017
M o0.033

G. 131

B o.060

| o.012

§ 0033

| o.017
[ o.033

6250 M 0.067

| 0400
™ 0.100
| o0.017
6 167
™ o0.100

| o0.017

B o.050

lo.182
M o136

I o.oss

Lotes de cultivo
ROS12 SQN12 PMB13 PMB14
46 47 31 51

PMB15
46

M o.065
I 0021 M o048
GG 0.2 GEZE
GEc: NS NGEsTEN
IGEE: [WMo.0s7

B o.048

M o.081

|  o0.011
B ooss M 0.074
M o.085

| o.011

| o.010
| o.010

o.069

M o0.049

G.098
GE >
M o0.049

b.078

M o0.049

B o054
M o109

lo.163
| o0.022
B o065

| o011

Numero total de alelos

10 8 9 11

11

Figura 34. Frecuencias alélicas del locus Hr33 en las doce localidades de analizadas de abuldn rojo (H. rufescens).
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Tabla 13. Poblaciones de abuldn rojo (Haliotis rufescens) colectadas de diferentes localidades, nimero de individuos analizados por localidad (n), nimero de alelos (Na), alelos

efectivos (Ne), heterocigotos observados (Ho), heterocigotos esperados (He), riqueza alélica (RA), Equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0.05*) y coeficiente de endogamia (Fs).

Locus CCY99 VDM99
(n=27) (n=45)
Hrl
Na / Ne 13 7.54 14 8.78
Ho 0.821 0.826
He 0.867 0.886
RA 8.686 8.877
EHW 0.0015 0.0000
Fis 0.0710 0.0790
Hr2
Na / Ne 7 426 21 12.16
Ho 0.393 0.370
He 0.765 0.918
RA 5.676 11.008
EHW 0.0000 0.0000
Fis 0.5000 0.6040

Cddigo de las localidades

vDMO07 SMI07 SPT11 STT14 PSJ16
(n=42) (n=33) (n=32) (n=33) (n=12)
12 6.57 12 7.26 11 696 9 6.62 9 7.02
0.756 0.875 0.742 0.897 1.000
0.848 0.862 0.856 0.849 0.858
7.525 8.21 7.621 7.168 8.317
0.0023 0.0081 0.0000 0.4721 0.8030
0.1200 0.0010 0.1500 -0.0390 -0.123
11 540 13 592 11 879 22 1156 5 2.07
0.372 0.152 0.250 0.647 0.083
0.815 0.831 0.886 0.913 0.517
7.071 8.481 8.548 11.189 4.444
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.5520 0.8230 0.7260 0.3050 0.8510

ROS12
(n=45)

14 6.24 9
0.804
0.840
7.854
0.0000
0.0530

6 1.70 5

0.065

0.411

3.457
0.0000
0.8450

SQN12
(n=46)

2.27
0.447
0.560
5.478

0.0000
0.2130

3.59
0.000
0.722
4.307

0.0000
1.0000

PMB13
(n=31)

10 5.88
0.839
0.830
7.355

0.0970
0.0060

6 3.34
0.065
0.700
4.450
0.0000
0.9110

PMB14
(n=51)

13 7.03
0.593
0.858
8.019

0.0000
0.3180

8 5.89
0.000
0.830
6.517
0.0000
1.0000

PMB15
(n=44)

14 5.23
0.630
0.809
7.773

0.0000
0.2310

11 2.99
0.222
0.665
5.090

0.0000
0.6720



Tabla 13. Continuacién de la tabla.

Locus

Hr6
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW (P)
Fis

Hr9
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW
Fis

Hrle6
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW

Fis

CCY99
(n=28)

6 3.47
0.579
0.712
5.315

0.0461
0.2130

6 3.76
0.286
0.734
5.175

0.0000
0.6220

8 4.31
0.536
0.768
6.000
0.0000
0.3190

VDM99
(n=46)

10 6.61
0.522
0.849
7.492

0.0000
0.3970

12 7.27
1.000
0.862
7.545

0.0000
-0.1490

8 3.31
0.333
0.698
5.676
0.0000
0.5310

VDMO07
(n=43)

13 5.52
0.698
0.819
7.485

0.0000
0.1590

8 3.54
0.442
0.718
5.335

0.0000
0.3940

10 5.64
0.500
0.823
6.655

0.0000
0.4020

SMI07
(n=33)

12 7.05
0.758
0.858
7.993

0.0000
0.1320

7 3.80
0.394
0.737
5.242

0.0000

0.4770

7 3.90
0.424
0.744
5.520

0.0000

0.4420

Cddigo de las localidades

SPT11 STT14 PSJ16
(n=33) (n=34) (n=12)
10 433 10 797 6 4.91
0.606 0.941 0.667
0.769 0.875 0.796
6.116 8.067 6.00
0.0002 0.0000 0.0937
0.2270 -0.0610 0.2200
7 4,54 10 4,74 6 3.95
0.212 0.735 0.583
0.780 0.789 0.747
5.517 7.197 5.631
0.0000 0.0175 0.0997
0.7350 0.0830 0.2600
8 3.79 12 6.61 4 2.30
0.394 0.765 0.083
0.736 0.849 0.566
5.017 7.766 3.696
0.0000 0.0001 0.0000
0.4770 0.1140 0.8640

ROS12
(n=46)

10 442 9
0.600
0.774
6.654

0.0000
0.2350

10 430 5
0.543
0.767
6.306
0.0000
0.3020

8 2.50 8

0.511

0.600

4.943
0.0000
0.1580

SQN12
(n=47)

6.01
0.660
0.834
7.095

0.0000
0.2190

2.88
0.195
0.653
4.042

0.0000
0.7070

3.03
0.340
0.670
5.331

0.0000
0.5000

PMB13
(n=31)

9 7.50 17
0.867
0.867
7.797

0.0041

0.0170

12 6.45 15
0.484
0.845
7.862
0.0000
0.4410

8 2.42 10
0.267
0.587
4.800

0.0000

0.5570

PMB14

(n=54)

10.84

0.653
0.908
10.173

0.0000
0.2900

6.57

0.278

0.848

7.903
0.0000
0.6770

5.36

0.364

0.813

6.954
0.0000
0.5610

78

PMB15
(n=46)

14 7.11
0.565
0.859
8.501
0.0000
0.3520

10 4.86
0.500
0.794
5.986

0.0000
0.3800

7 3.90
0.457
0.743
5.315

0.0000
0.3950



Tabla 13. Continuacién de la tabla.

Locus

Hr17
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW
Fis
Hr23
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW
Fis
Hr31
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW
Fis

CCY99
(n=28)

7 3.79
0.393
0.736
5.228

0.0000
0.4800

10 6.13
0.786
0.837
7.717

0.0130
0.0790

11 5.04
0.593
0.802
7.461
0.0004
0.2780

VDM99
(n=46)

9 6.31
0.457
0.841
7.006
0.0000
0.4660

11 7.53
1.000
0.867
8.115

0.0000
-0.1420

17 9.28
0.783
0.892
9.852
0.0001

0.1340

VDMO07
(n=43)

10 3.81
0.476
0.738
6.138

0.0000
0.3650

14 9.07
1.000
0.890
8.986

0.0000
-0.1120

12 6.98
0.698
0.857
8.057

0.0000
0.1970

SMI07
(n=33)

8 3.23
0.303
0.690
5.257
0.0000
0.5710

13 8.41
0.939
0.881
8.588

0.0024
-0.0510

13 7.39
0.710
0.865
8.583

0.0062
0.1950

Cddigo de las localidades

SPT11 STT14 PSJ16 ROS12
(n=33) (n=34) (n=12) (n=46)
7 487 6 4.05 7 335 6 439
0.387 0.735 0.417 0.370
0.794 0.753 0.701 0.772
5.748 5.454 5.946 4.934
0.0000 0.0001 0.0021 0.0000
0.5250 0.0380 0.4420 0.5290
12 841 12 477 9 505 12  6.62
0.970 0.735 0.583 0.786
0.881 0.790 0.802 0.849
8.567 7.842 8.067 7.916
0.0000 0.0001 0.0047 0.0004
-0.0850 0.0840 0.3130 0.0860
10 548 12 738 8 450 13  9.12
0.667 0.909 0.750 0.717
0.818 0.865 0.778 0.890
6.843 8.052 7.62 9.047
0.0003 0.0001 0.0454 0.0000
0.2030 -0.0360 0.0790 0.2050

SQN12
(n=47)

8 4.94
0.468
0.798
6.139

0.0000
0.4220

13 4.99
0.702
0.799
7.822

0.0000
0.1320

12 7.96
0.809
0.874
8.605

0.0025
0.0860

PMB13
(n=31)

6 2.70
0.226
0.630
4.303
0.0000
0.6510

9 6.99
0.968
0.857
7.359

0.1692

-0.1130

10 7.14
0.867
0.860
7.659
0.0003
0.0090

PMB14
(n=54)

9 4.08
0.259
0.755
5.473

0.0000
0.6620

11 7.86
0.926
0.878
7.969
0.0000

-0.0520

13 4.80
0.698
0.792
7.567
0.0000
0.1280

79

PMB15
(n=46)

8 2.73
0.133
0.634
4.041

0.0000
0.7940

12 6.77
0.696
0.852
7.716

0.0000
0.1940

12 4.71
0.567
0.788
7.607
0.0000
0.2960



Tabla 13. Continuacién de la tabla.

Locus

Hr32
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW (P)
Fis

Hr33
Na / Ne
Ho
He
RA
EHW
Fis

5

8

CCY99 VDM99 VDMO07
(n=28) (n=46) (n=43)
2.56 14 11.11 6 3.43
0.000 0.000 0.048
0.610 0.910 0.708
4.253 9.994 4.464
0.0000 0.0000 0.0000
1.0000 1.0000 0.9340
4.52 10 551 8 3.78
0.536 0.413 0.452
0.799 0.819 0.736
5.725 6.944 5.311
0.0000 0.0000 0.0000
0.3280 0.5040 0.3950

Cddigo de las localidades

SMI07 SPT11 STT14 PSJ16
(n=33) (n=33) (n=34) (n=12)

10 652 10 5.08 16 10.50 4 277 3
0.000 0.030 0.719 0.000
0.847 0.803 0.905 0.639
7.413 7.400 10.465 3.891
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1.0000 0.9630 0.2210 1.0000
9 6.26 11 6.82 11 459 4 2.18 4
0.455 0.600 0.800 0.091
0.840 0.853 0.782 0.541
7.357 7.850 7.133 3.815
0.0000 0.0000 0.0371 0.0001
0.4710 0.3120 -0.0060 0.8460

ROS12
(n=46)

201 6
0.000
0.502
2.355
0.0000
1.0000

2.08 7
0.152
0.519
2.935
0.0000
0.7120

SQN12
(n=47)

317 5
0.000
0.684
4.763
0.0000
1.0000

3.67 7
0.340
0.727
5.090
0.0000
0.5400

PMB13
(n=31)

3.47
0.000
0.712
4.502

0.0000
1.0000

4.11
0.258
0.757
5.773

0.0000
0.6880

PMB14
(n=54)

14 6.95 5
0.022
0.856
8.753
0.0000
0.9750

11 6.64 7
0.392
0.849
7.589
0.0000
0.5450

80

PMB15
(n=46)

2.70
0.000
0.629

3.63
0.0000
1.0000

2.65
0.196
0.622
4.836

0.0000
0.6910
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Anexo F

Tabla 14. Comparacion del resultados obtenidos entre los 9 loci que comparten del presente estudio contra los
resultados de Aguilar-Espinoza etal., (2014), contenido de informacidn polimérfica (PIC) y alelos nulos. Se agrega
el locus Hr33 para posteriores analisis.

Alelos Alelos nulos
Locus lect:;itz PIC nulos este

estudio Chile México
Hrl 0.913 0.875 0.034 0.195 0.066
Hr2 0.939 0.827 0.309 0.221 0.219
Hré 0.89 0.77 0.084 -0.059 -0.021
Hr9 0.919 0.896 0.195 0.333 0.254
Hrl6 0.876 0.895 0.195 -0.028 0.122
Hr17 0.896 0.868 0.204 0.002 0.285
Hr23 0.921 0.868 0.028 -0.022 0.068
Hr31 0.904 0.883 0.062 0.042 0.045
Hr32 0.916 0.883 0.406 0.378 -0.038
Hr33 0.881 0.218
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Figura 35. Riqueza alélica por locus evaluada en las doce localidades de Haliotis rufescens.
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Figura 36. Numero de alelos por locus evaluada en las doce localidades de Haliotis rufescens.
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Figura 37. Heterocigosidad observada por locus evaluada en las doce localidades de Haliotis rufescens.



