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Resumen de la tesis que presenta Manuel Hueman Vargas Bravo como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina.

Genomica poblacional de la almeja mano de ledn (Nodipecten subnodosus) en las costas de la
peninsula de Baja California, México

Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Directora de tesis

La almeja Mano de Ledn (AML, Nodipecten subnodosus) es un bivalvo de importancia comercial.
En México el recurso se extiende a ambos lados de la peninsula de Baja California, la sobrepesca y
mortandades masivas han reducido las poblaciones naturales, llevandolas al limite de su explotacién, por
lo que se han impuesto vedas indefinidas. La produccidn de semilla en laboratorio no es suficiente para
detonar el cultivo. Adicionalmente, se puede afectar la diversidad genética de la especie en sus sitios de
distribucidn, debido a que se ha observado alteracion de las frecuencias alélicas, diferenciando la semilla
de las poblaciones naturales. La secuenciacién de ADN asociada a sitios de restriccion (RAD-seq), es una
técnica muy util para la evaluacién gendmica de poblaciones de organismos, permitiendo obtener una
gran cantidad de marcadores a un relativo bajo costo. Los polimorfismos de un solo nucledtidos (SNP’s)
son un ejemplo de estos marcadores, se utilizan cominmente para describir la estructura poblacional y
diversidad genética. El presente estudio analizé SNP’s derivados de RADseq para describir la estructura
poblacional a fina escala de cinco poblaciones naturales de AML en ambas costas de la peninsula de Baja
California y un stock de semillas (SEM) producido en laboratorio. Se observé que las poblaciones naturales
presentan baja estructura poblacional. Los andlisis de componentes genéticas (admixture) y principales
(ADCP) indican un grupo Unico. La poblacidn artificial (SEM) presentd una diversidad genética similar a la
de las poblaciones naturales, sin embargo, los individuos de este grupo se separan de las poblaciones
naturales en el indice de fijacion alélica. El analisis de admixture y el ADCP separaron SEM como un grupo
distinto a las poblaciones naturales, con excepcion de un individuo. Estos resultados sugieren que existe
una poblacion de AML, con diferencias en el indice de fijacidn alélica, pero con las mismas componentes
genéticas. Las semillas de cultivo producidas en laboratorio resultan en un grupo de organismos con
diferencias genéticas marcadas respecto a las poblaciones naturales. Este trabajo finca las bases genéticas
para la produccidn dirigida de organismos en laboratorio tanto para la acuacultura como para repoblar las
poblaciones naturales de este recurso econémico y ecoldgico.

Palabras clave: Genomica, Poblacional, Bivalvos, RAD-seq, SNP’s.
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Abstract of the thesis presented by Manuel Hueman Vargas Bravo as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotecnology

Population genomics of the lion paw scallop (Nodipecten subnodosus) on the coasts of Baja California,
Mexico

Abstract approved by:

PhD. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Thesis Director

Lion paw scallop is an economically important bivalve. Although the resource its distributed along
the coast of the Baja California peninsula, its overfishing along with mass mortalities have reduced it to
the limit it was necessary to implement a time undefined ban on the fishery. Production from aquaculture
has been insufficient, and the laboratory generated spat has an altered allele frequency, so it possesses
risk to the natural populations. The Restriction Associated DNA sequencing (RAD-seq), it’s a very useful
technique for genomic evaluation of populations, allowing to recover thousands of markers at relative low
cost. Single Nucleotide Polymorphisms are an example of this markers, commonly used to assess
population structure and genetic divergence. The present study analyzed RAD-seq derived SNP’s to
describe five natural populations of lion paw scallops and one laboratory derived spats stock (SEM). A low
population structure was observed amongst the wild samples. Genetic components analysis (admixture)
and Discriminant Principal Components Analysis (DPCA) indicate a unique group amongst wild samples.
Artificial population (SEM) presented a genetic diversity similar to the natural populations. However,
individuals in this artificial group have a significantly different fixation index (Fis). The admixture and DPCA
tests indicate this artificial group is different to the wild populations. These results suggest there is a single
population of lion paw scallops around the peninsula, with some populations having a unique demography
that affects the Fis but the same genetic components. Laboratory produced spat results in a genetically
different composition. This work sets the basis for directed laboratory spat production, for aquaculture
but also for resettlement of the natural populations of this economic and ecological resource.

Keywords: Genomics , populations, bivalbes, RAD-seq, SNP’s.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Antecedentes

México cuenta con una gran diversidad de géneros de bivalvos, dentro de los cuales, los pectinidos
aportan 28 especies reportadas, nueve de las cuales son explotadas comercialmente. Tres de estas
especies son de gran importancia comercial: la almeja Voladora (Euvola vogdesi), la almeja Catarina
(Argopecten ventricosus) y la almeja Mano de Ledn (Nodipecten subnodosus) (AML) (Figura 1) (Chavez-
Villalba y Caceres-Martinez, 1992; Morales-Hernandez y Caceres-Martinez, 1997). La AML es la mas grande
de las tres especies, se han registrado ejemplares de hasta 260gr (Beltran-Lugo, 2005), representa una
pesqueria importante con gran demanda debido al tamafio y calidad del callo (Jiménez-Ruiz et al. 2012)
(i.e. musculo aductor, Figura 3). Ademas, la concha (Figura 1) es un subproducto muy apreciado por su
gran tamanfio y vistosa coloracion, lo cual le confiere un valor agregado a las almejas (Ponce-Diaz et al.,
2011). La concha puede adquirir diferentes coloraciones de manera natural, por lo que esta especie ha

despertado gran interés también para produccién de producir perlas (Martinez et al. 2012).

Figura 1. Concha de ejemplar de Nodipecten subnodosus adulto, obtenido de PectenSite.



1.1.1 Biologia de la especie

N. subnodosus es un bivalvo pectinido (Félix-Pico et al. 1999) con una caracteristica concha
calcarea simétrica de gran grosor y tamafio (>20cm) en forma de abanico. Posee una textura externa
rugosa y diferentes coloraciones que varian entre el blanco, rosa, naranja o morado. Presenta de 9 a 10
costillas muy notables, con la valva izquierda ornamentada con una o mds series de protuberancias a

manera de nddulos (Keen, 1971).

La AML habita sobre todo en fondos arenosos, desde la zona por debajo de la linea intermareal
hasta los 110m donde se alimenta por medio de filtracion. Esta especie se localiza en diversos habitats,
gue ademads del océano incluyen lagunas costeras, bahias y canales profundos con corrientes fuertes
(Fischer et al., 1995). Se ha especulado mucho sobre la capacidad natatoria de la especie, ya que otros
pectinidos son conocidos por su desplazamiento propulsado por el movimiento de las valvas (Himmelman
et al., 2009; Tremblay et al., 2012). Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, esta habilidad no ha sido

documentada para este organismo.

La AML es una especie hermafrodita funcional (Figura 2), con la peculiaridad de madurar gametos
masculinos y femeninos al mismo tiempo. Esta caracteristica puede conllevar implicaciones negativas, ya
que, aunque el desove no ocurre de manera simultanea, podria generarse un cierto grado de endogamia
en las poblaciones naturales y, sobre todo, en el caso de la reproduccién de organismos para cultivo
(Arellano-Martinez et al., 2004). Un solo organismo puede desovar mas de 2 millones de ovocitos, los
cuales son fertilizados en suspensién donde se desarrollan como parte del plancton durante las siguientes
etapas, hasta su asentamiento como juveniles algunas semanas mdas tarde (Roman et al. en Maeda-
Martinez (ed.) 2001). La talla reportada para su primera madurez es variable presentandose en un
promedio de 125mm L (longitud). Sin embargo, al igual que ocurre con la mayoria de los organismos del
género Nodipecten, la AML se considera una especie con reproduccién precoz, ya que pueden madurar

desde longitudes de los 29-mm L (Lodeiros et al., 1998).



Figura 2. Anatomia general de la almeja Mano de Ledn, la parte mas apreciada comercialmente es el musculo
aductor. Tomado de FAO.org.

La época de reproduccion presenta diferencias segun la localidad, lo cual se cree que puede estar
determinado por la disponibilidad de nutrientes y las condiciones ambientales (Sastry, 1979; Roman et al.,
2001). Mientras que en la Laguna Ojo de Liebre se han observado génadas maduras en una sola temporada
del afio, iniciando entre los meses de agosto-septiembre hasta noviembre (Arellano-Martinez et al., 2004
y 2011), en otras zonas de su distribucion, tanto en el Pacifico (Bahia Tortugas) como en el Golfo de
California, su reproduccién ha sido reportada como continua, observandose génadas maduras durante
todo el afio (Racotta et al., 2003; Villalejo-Fuerte et al., 2004; Yee-Duarte, 2009 y Dapa et al., 2015). Esta
reproduccion continua se observa también en poblaciones en cultivo, en ambas costas de la Peninsula de

Baja California (Villalejo-Fuerte et al., 2004; Arellano-Martinez et al., 2011; Dapa et, al. 2015).

1.1.2 Distribucion y explotaciéon de la Almeja Mano de Le6n

La distribucidn histérica de la AML abarca desde la Laguna Manuela en Baja California (México),
incluyendo el Golfo de California, hasta las costas de Paita (Peru) (Keen, 1971). En México, el recurso se
aprovecha a baja escala en ambos lados de la peninsula de Baja California (Figura 3), siendo la Laguna Ojo
de Liebre (DOF, 2012) el unico lugar con pesquerias importantes presentando 17 bancos naturales

explotados histéricamente (Massd-Rojas et al., 2000) y producciones que alcanzaban los cientos de
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toneladas anuales (Yee-Duarte, 2009). En esa drea en 2010, los reportes indicaban tasas de crecimiento
constante, sin embargo, en febrero de 2011 se presentd una disminucién poblacional (3.7%). Estas bajas
fueron seguidas de mortandades masivas de organismos, donde se estima que sélo sobrevivié alrededor
de un 60% de la poblacién inicial (Massé-Rojas et al., 2014). Aunque se desconoce la causa de estas
mortandades, ese mismo afio (2011) se reportaron casos de infeccién bacteriana por vibrios en cultivos
de Bahia Tortugas, Baja California Sur, los cuales fueron identificados por deformaciones y pigmentaciones
atipicas en las conchas de los organismos afectados, con altas mortalidades asociadas y bajas tasas de
crecimiento en el cultivo (Villalva-Vega 2011). Adicionalmente, una infestacion de poliquetos del género
Polydora fue reportada en bancos de AML dentro de la Bahia Ojo de Liebre. A partir de 2013 la tendencia
fue una reduccidn en la infestacidon de este parasito causante de anomalias en la concha (“ampollas de
lodo”), hasta octubre de 2015, siendo los organismos de menor tamafio los mas afectados por este
parasito (Gonzalez-Ortiz et al. 2017). Otras causas podrian incluir condiciones oceanograficas y/o
ambientales como las fuertes anomalias termales negativas ocurridas en el afio 2011, conocido como el

fendmeno de La Nifia (Boening et al. 2012).

115:W 110;W 105°W
N
USA
San Felipe Puério |
‘ 'r©l’ghasro
|
» “ Baja £
& Californic E
& mla, Sonora ®
Bahidde SR
Los Angeles™
Y g ) %, ¥
=) = d % £
% 0 ].:Jgul“dh k™ "
jo de. Liebre -
,(\o 4 Bahia G %(\ A
(\o ( nhl‘\'pl‘i(‘)? ' @. W
o N\ & A
% / O,‘ L
. Q, -"-‘J'L )
z | ¥ i e % &
i " Bahia de li.llua@ﬁc w &
Bahia' =%} BA’J"’/ Altata %
Magdalena ~
0 85 170 340 510
)
Kilometers
T T
15°W no*w e

Figura 3. Mapa de la peninsula de Baja California, México, dénde se muestran las principales zonas de
aprovechamiento de pectinidos. Tomado de Ruiz-Verdugo et al. en Shumway y Parsons 2013.



1.1.3 Situacidn actual de la especie

Las poblaciones naturales de este recurso en México se encuentran al pleno de su explotacidn,
por lo que la autoridad recomienda no aumentar el esfuerzo pesquero hacia esta especie (SEMARNAT
2012). A pesar de estas importantes reducciones poblacionales y mortalidades masivas la ALM no estd
incluida en ninguna lista de conservacion como la NOM-059 (SEMARNAT-2010), ni ha sido evaluada por la
lista roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés)
(IUCN 2017), por lo que su Unica “proteccidon” son las vedas impuestas y las cuotas de captura establecidas

para cada banco (CONAPESCA 2014).

1.1.4 Cultivo de Almeja Mano de Leon

El cultivo de N. subnodosus ha generado gran interés en la comunidad tanto acuicola como
cientifica de México. Su alta tasa de crecimiento en cultivo (0.24mm/dia, Ramirez-Arce, 2009) la postula
como un buen candidato para su reproduccién y cultivo, lo que ha llevado a explorar diferentes aspectos
como son su biologia reproductiva (Reinecke-Reyes 1996, Arellano-Martinez et al., 2004), diferentes
condiciones y métodos de cultivo (Villalejo-Fuerte et al. 2004, Pérez de Ledn et al. 2005), asi como la
abundancia larvaria y captacién de semilla en poblaciones naturales (Maguifio-Napuri et al., 2011). Sin
embargo, a pesar de la alta demanda del mercado, no se reporta hasta la fecha la existencia de produccién
sostenida por la acuacultura (FAO 2014) y no existen actualmente concesiones de cultivo comercial, por
lo que todos los cultivos existentes son con propdsitos Unicamente de investigacidn para la validacion de

N. subnodosus como una especie dedicada a la acuicultura (SEPESCABC, 2011).

Los primeros éxitos reproductivos en laboratorio fueron documentados por Carbajal-Rascén
(1989), quién reporto el cultivo larvario de la almeja mano de ledn a partir de organismos crecidos y

madurados en laboratorio.

En la Laguna Ojo de Liebre, Baja California Sur, se realizaron las primeras evaluaciones del
crecimiento de juveniles en cultivos suspendidos a partir de larva generada en laboratorio (Garcia-
Dominguez et al., 1992), lo cual fue replicado posteriormente en Bahia de la Paz (Barrios-Ruiz et al., 1997).

Los esfuerzos por cultivar esta especie han conllevado la exploracién de diversos sistemas para su cultivo,
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tanto en el Golfo de California como en El Pacifico (Duarte 2009; Ramirez-Arce 2009; Angel-Dapa 2010,
Koch et al 2013). Asi mismo, existe informacién acerca del efecto de la fluctuacién de la temperatura en
eficiencia de la absorcion de alimento in vitro (Guzman-Guadalupe et al., 2013). Incluso se han utilizado
técnicas de manipulacién cromosomales, para generar triploides (Racotta et al. 2003; Maldonado-Amparo

et al. 2004) con la finalidad de mejorar los rendimientos del cultivo.

Un estudio realizd trasplantes cruzado de organismos entre el Estero San Buto (Bahia Magdalena)
y El Pardito (entre Isla San José e Isla San Francisquito), en cultivos suspendidos y de fondo, encontrando
que los organismos provenientes del Golfo de California (El Pardito) resisten mejor las altas temperaturas
y presentan una menor mortalidad respecto a las del Pacifico (Estero San Buto) independientemente del

método de cultivo (Koch et al. 2015).

1.1.5 Genética de Almeja Mano de Ledn

Uno de los primeros estudios genéticos llevado a cabo en poblaciones naturales de AML fue
realizado con 25 individuos de la Laguna Ojo de Liebre y cinco de La Paz. Se generaron 35 loci microsatelites
0 SSR (por sus siglas en inglés Single Sequence Repetition) de los cuales la mayoria (n=33), cumplia con el
equilibrio de Hardy-Weinberg. Ademas, presentaron un nivel de polimorfismo considerado como
mediano-alto (i.e. 4 a 28 alelos por loci), verificando la amplificacion cruzada con otros pectinidos como A.
irradians de EUA (Atlantico), A. purpuratus de Chile (Pacifico), A. ventricosus de México (Pacifico) y N.
nodosus de Venezuela (Atlantico) (Ibarra et al., 2006). Se observé una buena amplificacion especifica para

N. subnodosus en 9 de los 35 microsatelites probados.

Con los mismos microsatelites usados en ese primer estudio junto con la secuenciacién del ADN
mitocondrial (mtADN) de la AML, Petersen y colaboradores (2008) realizaron un estudio de parentesco en
un desove inducido, observando que el 51.7% de la progenie eran hermanos, es decir, provenia de la
misma pareja o mismo individuo autofecundado. Estos resultados denotan una contribucién
significativamente desigual entre los reproductores en desoves inducidos, resultando en un tamafio
efectivo de 3.6 organismos de los 6 utilizados y evidenciando la necesidad de monitorear la progenie que
serd introducida a cultivo en aguas abiertas, ya que se podria impactar negativamente las poblaciones

naturales.
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Petersen et. al (2009) describieron 37 microsatelites adicionales para almeja mano de ledn, a partir

de 24 organismos provenientes de la Laguna Ojo de Liebre, encontrando una riqueza de 5 a 27 alelos por
locus, con una heterocigosidad esperada de 0.76, 10 de estos loci mostraron una desviacion del equilibrio
de Hardy-Weinberg por la presencia de alelos nulos. Una seleccién de 10 de estos microsatelites fue
utilizada por Petersen y colaboradores (2010), para evaluar la diversidad genética de nueve bancos
naturales de AML en la Laguna Ojo de Liebre, y cuatro en el Golfo de California (Bahia de Los Angeles, Isla
Tiburdn, Loreto y La Paz), incluyendo también cinco poblaciones en cultivo (Lagunas Ojo de Liebre,
Guerrero Negro y Bahia Tortugas). Este estudio encontrd que existen dos poblaciones genéticamente
distintas, una en Laguna Ojo de Liebre y otra en el Golfo de California, pero con una cierta introgresion
entre las dos en ambos sitios y que los stocks en cultivo presentan una diversidad genética menor con
relacion a la encontrada en las poblaciones naturales analizadas. Estos datos sugieren que tanto las
poblaciones silvestres como los stocks de cultivo pueden verse afectados por la pérdida de diversidad

genética.

En 2012 se crearon mapas de ligamiento genético, utilizando 73 microsatelites y polimorfismos en
la longitud de fragmentos amplificados (AFLP’s, por sus siglas en inglés), encontrando marcadores
putativos para el color naranja de la concha, y sentando las bases para estudios cuantitativos que pudieran
terminar desarrollo de programas de cruzamiento asistido por marcadores moleculares para desarrollar

lineas genéticas para acuacultura (Petersen et al. 2012).

En 2017 se realizaron prospecciones en 60 sitios de la parte central del Golfo de California y un
stock de organismos en cultivo, encontrando una reducida cantidad de organismos Unicamente en 4 de
estas localidades y reportando ausencia de bancos de almejas previamente ubicados, aun asi, se pudo
evaluar las poblaciones del golfo de california a través de 10 microsatelites (los mismos utilizados por
Petersen et al., 2009), amplificados en un total de 76 AML de las 156 obtenidas (entre ellas organismos
reproductoresy juveniles en cultivo), debido a la baja amplificacion de los microsatelites. Se menciona una
pérdida de heterocigosidad, riqueza alélica y un ligero aumento en el indice de endogamia en las 4
localidades evaluadas respecto al trabajo previo, los sitios muestreados resultaron ser una Unica unidad
poblacional y en este estudio recalcaron el efecto de la pérdida de diversidad genética durante la

reproduccion en laboratorio (Oviedo-Veldazquez 2017).

Un analisis transcriptomico fue realizado para observar los genes de diferenciacion sexual en N.

subnodosus, encontrando mas de 11 transcritos relacionados con este proceso biolégico dentro de
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diferentes tejidos y estadios de desarrollo, de un total de 5,439 transcritos trabajados (Galindo Torres et

al. 2018).

1.1.6 Secuenciacion masiva de alto rendimiento

La secuenciacion genética masiva de alto rendimiento es actualmente una de las herramientas con
mayor rapidez de desarrollo y demanda, puesto que los costos de secuenciacidon estan siendo reducidos,
la calidad de las secuencias mejorada y la tecnologia utilizada para el analisis secuencial cada vez estd mas
disponible (Goodwin et al., 2016). Aunado a esto, la cantidad de informacidon que se puede obtener es
mayor en comparacion con otras técnicas genéticas, lo que reduce considerablemente el costo por

marcador (Andrews et al., 2016).

Dentro de las técnicas utilizadas para la secuenciacién masiva se encuentra la secuenciacion de
ADN asociada a sitios de restriccién (por sus siglas en inglés RAD-seq). Esta técnica se basa en la
representacién reducida de un genoma completo en sitios restringidos por digestion enzimatica,
permitiendo asi muestrear poblaciones enteras para obtener informacién de gran resolucién a nivel
gendmico (Andrews et al., 2016). De este modo es posible encontrar marcadores asociados a parentesco,
flujo genético y caracteristicas fenotipicas. Los polimorfismos de un solo nucledtido (por sus siglas en ingles
SNP’s) son uno de los marcadores moleculares mas utilizados, ya que son facilmente obtenibles a través
de la técnica de RAD-seq vy, debido a su abundancia en el genoma y su hereditabilidad, pueden servir para
analizar poblaciones naturales en las que existe limitada o nula cantidad de secuencias gendmicas
reportadas (Robledo et al., 2017). Por ejemplo bivalvos como el mejillén azul chileno Mytilus chilensis
(Araneda et al., 2016) o la almeja del Atlantico profundo Placopecten magallanicus (Van Wyngaarden et
al., 2017). Un ejemplo de estas ultimas son las poblaciones de AML que se encuentra a ambos lados de la

peninsula de Baja California.

1.2 Justificacion

A pesar del declive de las poblaciones de AML, los esfuerzos realizados en el estudio de esta especie

se han centrado principalmente en la caracterizacidn de su biologia y reproduccion para cultivos, con muy
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escasos trabajos enfocados en conocer y caracterizar las poblaciones naturales a nivel genético. Los
estudios existentes han utilizado siempre un numero limitado de marcadores que no permiten ver
estructuras poblacionales mas finas. Sin embargo, la informacidn disponible hasta la fecha parece aportar

cierta evidencia de la existencia de adaptaciones geograficas (Koch et al., 2015).

La existencia de adaptaciones geograficas podria ser reflejo de adaptaciones locales determinadas
por seleccién natural, lo cual se esperaria ver reflejado a nivel genético, presentando poblaciones con
algun grado de distanciamiento genético. Es por tanto de suma importancia monitorear la diversidad
genética, tanto de las poblaciones naturales como de los cultivos, para evitar poner en peligro a las

poblaciones existentes actualmente.

Por otro lado, se desconoce el efecto de los trasplantes de organismos entre las costas de la
peninsula de Baja California y los cultivos experimentales producidos por desoves masivos que se han ido

realizando desde hace por lo menos 20 afos.

El presente estudio propone el analisis de poblaciones naturales y de cultivo de AML mediante la
técnica de RAD-seq, para obtener informacién acerca de la composicidon genética y la estructura
poblacional a una escala genética de mayor resolucion. Esto permitira el futuro desarrollo de programas
de obtencion de semilla en laboratorio, tanto para cultivo, repoblamiento y manejo de la especie en sus
poblaciones naturales, para que pueda asi perdurar como recurso ecoldgico y econdmico para la regiény

el pais.

1.3 Hipotesis

Si se utilizan paneles de marcadores timpo SNPs de caracter neutral y bajo seleccidn, las almejas mano
de ledn de las costas de la peninsula de Baja California (Pacifico y el Golfo de California) seran separadas

como diferentes sub-poblaciones.

Las poblaciones de almeja mano de ledn (N. subnodosus) de las costas Este y Oeste de la peninsula de

Baja California son muy similares genéticamente, pero presentan adaptaciones locales.
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La variabilidad genética en la semilla de cultivo producida con cruces dirigidos sera similar a la de las

poblaciones naturales de donde provienen los reproductores.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general
Caracterizar genéticamente las poblaciones silvestres de almeja Mano de Ledn en ambas costas de la

Peninsula de Baja California y evaluar el efecto de la reproduccion en laboratorio sobre la reduccién de la

variabilidad genética de cultivos a partir un lote de semillas producidas en el laboratorio.

1.4.2. Objetivos especificos

Los siguientes objetivos particulares serdn llevados a cabo en poblaciones de almeja Mano de Ledn de

ambos lados de la Peninsula de Baja California.

® Analizar la variabilidad gendmica de cinco poblaciones naturales de AML (Bahia de Las Animas= BLA,
Punta el Soldado= PSO, Bahia de las Animas= ANI, San Francisquito= SFR e Isla Natividad=NAT) en

ambas costas de la peninsula de Baja California.

® Analizar la variabilidad gendmica de un stock de semillas (SEM) producido en laboratorio.

® Describir la estructura genética de cinco poblaciones naturales de la almeja mano de ledn (BLA, PSO,

ANI, SFR y NAT) en ambas costas de la peninsula de Baja California.

® Describir la estructura genética de semillas producidas en laboratorio y compararla con la de las

poblaciones naturales.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Toma de muestras bioldgicas

Se realizd la colecta de los organismos adultos por medio de buceo, ya sea libre, con compresor o
equipo SCUBA, segun disposicién de equipo y requerimientos. Se colectaron organismos maduros,
evidenciado por el tamafio de la concha (£10cm largo). Los sitios para muestrear fueron elegidos de
acuerdo con la presencia previamente reportada de AML, lo cual conllevé un total de 180 prospecciones
en 60 localidades del Golfo central. En cada una de las dreas se realizaron 3 inmersiones en diferentes
momentos del afio. Se obtuvieron también muestras adicionales de Bahia de la Paz e Isla Natividad, ésta
ultima, siendo la Unica poblacidn del Pacifico. Finalmente se obtuvo un total de 149 muestras de AML para
su analisis. De los buceos realizados en la regidn central del Golfo de California sélo se pudieron obtener
muestras de cuatro localidades: Bahia de los Angeles (BLA, n=30), Punta El Soldado (PSO, n=16), Bahia de
las Animas (ANI, n=37), San Francisquito (SFR, n=6). En el Pacifico se obtuvieron organismos de Isla
Natividad (NAT= 43), Laguna Ojo de Liebre (LOL= 28) y se recibieron muestras de bahia de la Paz (LAP=30)
que fueron donadas por el Dr. César Ruiz del CICIMAR (IPN) la PAZ. En total se obtuvieron 190 muestras
colectadas pertenecientes a 8 localidades. Sin embargo, no fue posible para éste trabajo analizar el total
de las muestras, debido a logistica con el proveedor de la secuenciacidn, por lo que Unicamente se

incluyeron las muestras enlistadas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Relacion de muestras de Almeja Mano de Ledn, colectadas para este estudio, el lugar de donde fueron
obtenidas, el nUmero de muestras obtenidas y las enviadas a secuenciacion por RAD-seq a la empresa FLORAGENEX
(FGX).

Muestras
Lugar Poblacién Fecha Muestras Totales
FGX
Bahia de los Angeles, B.C. BLA oct-15 30 30
Bahia de las Animas, B.C. ANI jun-16 18 18
Reproductores 110. ANI may-16 19 19
Punta el Soldado, B.C. PSO jul-16 16 16
San Francisquito, B.C. SFR feb-16 6 6
Bahia de la Paz, B.C.S: BLP ago-16 30 30
Isla Natividad, B.C.S. NAT mar-17 5 5
F1 de Bahia de las Animas SEM dic-16 32 24
El Suspiro, B.C. SFR abr-17 1 1
TOTAL 157 149

El muestreo de los organismos de realizd con tijeras y pinzas esterilizadas previamente y entre
organismos muestreado. Se cortd un trozo delgado de manto y/o musculo por organismo, tejido que fue
colocado dentro de un tubo de microcentrifuga de 1.5ml con etanol 96%, y posteriormente preservado en
frio (congelador -20°C y/o nitrégeno liquido). Los organismos para cultivo se colocaron en hieleras a
temperatura de alrededor de 72C, utilizando camas de gel-ice y esponjas hiumedas con agua de mar. Esto
permitid el transporte con una baja cantidad de agua desde el punto de captura hasta el Laboratorio de
Biotecnologia de Moluscos del Instituto de Investigaciones Oceanograficas (110) en el campus Punta Morro
de la UABC. Una vez en el laboratorio las muestras fueron aclimatadas a las condiciones de cultivo. En
estos reproductores la muestra fue tomada del manto de la almeja, con la finalidad de causar un bajo

impacto en su salud, pero sin comprometer la calidad del ADN.
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2.2 Analisis de laboratorio

El ADN de las muestras fue extraido mediante el kit DNeasy Blood and tissue de Quiagen®,
obteniendo una buena cantidad/calidad de ADN por muestra, evaluada mediante lectura con
espectrometria de Luz UV en un NanoDrop 2000 Thermo Scientific® y de electroforesis en gel de agarosa
al 1.5%. Se prepararon diluciones estandarizadas a una concentracion de 50 ng/ul utilizando el programa
Imagelab de BioRad para cuantificar nuevamente las muestras con ayuda de una escalera QuickLoad de

1kb.

Un nanogramo de cada muestra de ADN fue enviado en una placa P96 al laboratorio FLORAGENEX,
donde fueron secuenciadas, utilizando enzimas de restriccion (RAD-seq). De manera resumida los
fragmentos de ADN obtenidos previamente por la digestién mediante las enzimas ApeKl, se amplifican por
PCR para aumentar la sefial, posteriormente se realiza un ligamiento con adaptadores de ilumina y los
“barcodes” (combinaciones de 8 bases Unicas para cada individuo), un lavado posterior elimina el exceso
de reactivos de PCR y se evalua el tamafio de los fragmentos amplificados. Estos fragmentos fueron leidos
por la técnica de secuenciacidon por sintesis, en un secuenciador de ultima generacion HiSeq2000 de

Illumina®.

2.3 Analisis bioinformatico

Los datos de la secuenciacion se analizaron en el programa STACKS (Catchen et al., 2011, Catchen
et al., 2013), el cual limpia y demultiplexa los archivos fastq provenientes de secuenciacién utilizando los
barcodes de cada organismo (process_radtags) para obtener las secuencias pertenecientes a cada
individuo. Estos archivos individuales fueron estandarizados a un millén de lecturas. Las secuencias fueron
posteriormente recortadas en su extremo 3’ a una longitud de 75pb y apiladas en “Stacks” de acuerdo a
una serie de parametros de similitud especificados (m), estos stacks representan loci y se identificaron los
alelos putativos, que posteriormente son contrastados con los stacks de otros individuos para formar
stacks con todos los alelos putativos, utilizando otro pardmetro de similitud (M) para esto (sstacks), a
continuacién se creé un catalogo (cstacks) agrupando los loci de los organismos, para esto se utilizdé una

porcién de muestras representativa de cada poblacidn. Por ultimo, se comparé cada uno de los individuos
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con el catdlogo generado (populations), obteniendo el genotipado de los organismos en diferentes

formatos requeridos.

Se implementaron varios filtros para minimizar falsos positivos, se utilizaron SNP’s con éxito de
genotipado mayor a 70%, y la frecuencia minima de alelos para procesar un SNP en cada locus (0.5). Se
utilizaron solo los marcadores que fueron genotipados en 6 de las 8 poblaciones de muestras y se limité a
un solo SNP por RAD-tag. Los datos de genotipado de los datos filtrados se procesaron utilizando la
pagueteria adegenet en R (Jombart et al., 2008) para obtener el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) de
los SNP’s. Se realizd un filtro (blacklist) para remover los alelos que se encontraban en desequilibrio de
HW, utilizando para ello el valor corregido de tasa de falso descubrimiento (en inglés False Discovery Rate
FDR) de Benjamini y Yekutieli (2001), reportados en las tablas de Narum (2006). Con el set de datos
resultantes se realizd un segundo genotipado en Stacks (populations), obteniendo los archivos en formato
para los programas genepop y STRUCTURE, asi como la tabla de resumen estadistico por poblacién, que
contiene el nimero de individuos, el nimero de sitios variantes y polimérficos, el porcentaje de
polimorfismo, la heterocigosidad observada y esperada, con sus respectivos varianza y desviacion
estandar. Aquellos individuos que tuvieron un genotipado menor al 50% fueron eliminados para los

subsecuentes analisis.

Con los loci filtrados se procedid a utilizar el programa LOSITAN para realizar una busqueda de
marcadores bajo seleccién en dos escenarios: el escenario 1 conteniendo todas las muestras y el escenario
2 donde se excluye la poblacién de Isla Natividad por ser la mas distante geogréficamente y el grupo de
semilla proveniente de los reproductores de bahia de las dnimas quedando con 6 poblaciones. En ambos
escenarios se corrié el modelo Fdist2 (Beaumont and Nichols 1996) utilizando un Fst inicial neutral, se
corrieron 1,000,000 de iteraciones, un intervalo de confianza de 0.995, falsa tasa de descubrimiento del
0.1, y 50 submuestras, el modelo utilizado fue el “paso a paso” que utiliza una fase de inicio en la cual
elimina algunos loci atipicos, para posteriormente volver a analizar el resto de los loci sin la influencia de
esos datos mds extremos. Para asegurar un mejor descubrimiento de los loci bajo posible seleccién, se
utilizaron Unicamente aquellos que tuvieron una P (Fst simulado < Fst muestra) mayor a 0.995, mientras
que un intervalo del 0.1 al 0.9 fue utilizado para seleccionar a los loci Neutrales. Con esto se crearon 3
paneles para los dos escenarios denominados “Total” (todos los loci que pasaron los filtros de falsos

positivos), “Neutral” (todos los loci con 0.1 < p < 0.9) y “Seleccion” (loci con p> 0.995).

El paquete genepop (Jombart et al., 2008) fue implementado en R para obtener las estimaciones

de equilibrio de HW realizando la prueba exacta de Fisher, utilizando 50,000 iteraciones de Markov-
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Montecarlo (IMM) y de-memorizacién de 10,000 IMM. La paqueteria diveRsity en R (Keenan et al 2013)
fue utilizado para obtener los coeficientes de endogamia (F;s), los indices de fijacién alélica (Fsr) y los
analisis de fijacidn alélica pareados, utilizando 1000 iteraciones de autodecimantes (bootstrap) y 1000

IMM.

El programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007) fue utilizado para detectar el
numero de grupos genéticos (componentes), que ajustan mejor a un determinado conjunto de datos, este
fue corrido en todos los casos utilizando el modelo ADMIXTURE, con 10,000 IMM y 1,000 IMM de periodo
de calentamiento, inferencia del parametro Alpha y un Alpha por poblacidn, la informacién a priori fue un
Alpha no informativo, el valor maximo de 10 y una SD propuesta para actualizar Alpha de 0.025. En todas
las comparaciones se corrieron por triplicado desde K=1 hasta K=(Npob*2). Se utilizé la plataforma online
de STRUCTURE HARVESTER para la facil visualizacion de estos resultados (Earl, 2012) obteniendo la tabla
de Evanno que resume las diferentes pruebas realizadas para determinar el nimero de componentes

géticas (K).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Secuenciacion de muestras

La secuenciacion arrojo un total de 331,506,483 lecturas, siendo en promedio 2,210,043.2 lecturas
por muestra (Rango: 11,435,597 -23,580; Desv. Est. 2,446,058.5; Mediana 1,400,794). El 54.8% de las
muestras (n=87) cumplieron con este filtro (Figura 4), lo que indica una buena representacion por muestra.

Sin embargo, un 40% de las muestras caen fuera de este filtro, teniendo una profundidad menor al millén

de lecturas.

10000000 -
8000000 -
6000000 -

4000000 -

Lecturas Obtenidas

2000000 -1

Muestras

Figura 4. Rango de lecturas obtenidas por muestra. La linea punteada representa el valor consenso de 1millon de
lecturas por muestra y la discontinuidad indica el punto de corte.

Todas las muestras de Bahia de la Paz (n=30) fueron eliminadas por tener una tasa de genotipado
que no superd el 4%. Otras 7 muestras correspondientes a los Reproductores obtenidos de ANI fueron
eliminadas también, por presentar bajo éxito de genotipado, el cual varié entre 11 y 46 %. En total se

elimind un 24.8% de las muestras secuenciadas.
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3.2 Genotipado de poblaciones silvestres

En el genotipado excluyendo la semilla de cultivo, se encontraron 16,479 loci con SNP’s putativos.
Todos los SNP’s con una frecuencia alélica menor al 5% y éxito de genotipado de por lo menos 80% fueron
eliminados en el primer filtrado (n=8,758). De los 7,722 SNP’s restantes se eliminaron 4,590 para dejar
solamente un SNP bi-alélico por RADtag. Otros 645 SNP’s fueron eliminados de los 3,132 restantes, debido
a que estaban fuera de del equilibro de HW en mas de la mitad de las poblaciones utilizando el nivel critico
de FDR-BY de 0.004885, quedando un set final de 2,487 SNP’s, el cual sera llamado panel Total, pues
contiene el total de los SNP’s descubiertos. De este panel Total se filtraron 1,276 (51%) loci Neutrales y
144 (6%) loci bajo Posible Seleccidn utilizando el programa LOSITAN con los pardmetros especificados en

la metodologia.

3.2.1 Descripcion genética de las poblaciones naturales

El nUmero efectivo de individuos fue muy similar al nimero de muestras por localidad, en los tres
paneles (Total, Neutral y Seleccién). La heterocigosidad observada estuvo alrededor del 0.2 para todas las
poblaciones en los tres paneles, con excepcion de Isla Natividad, que fue la poblacién con la Ho mas baja
(Total Ho=0.1237, Neutral Ho=0.1169, Seleccidn Ho=0.1267). En todos los paneles la poblacién de San
Francisquito presenté la mayor Ho (Total Ho=0.2648, Neutral Ho=0.2645, Seleccién Ho=0.2761). La
heterocigosidad esperada (He) fue mayor que la observada en todos los casos, siendo Isla Natividad en la

gue muestra las mayores diferencias (Tabla 2).

El coeficiente de endogamia (Fis), fue significativamente distinto a cero en todos los paneles (Total
Fis= 0.3015, 95% Cl= 0.2685, 0.3354; Neutral Fis= 0.3013, 95% Cl=0.2707, 0.3353; Seleccién Fis= 0.2903,
95% Cl=0.2544, 0.3259) y dentro de cada panel, en todas las poblaciones, menos en San Francisquito, que
no presenté ningun valor diferente de cero (Tabla 2). Del resto de poblaciones, la que presenta un mayor
indice de endogamia con los tres paneles fue Isla Natividad (Total Fis=0.4891, Neutral Fis=0.4636, Seleccién
Fis=0.5182), mientras que Punta el Soldado presentd los menores Fis (Total Fis=0.2189, Neutral
Fis=0.1952, Seleccion Fis=0.2152). Fue notable también, que la poblacidon de NAT presenta los menores
porcentajes de loci polimdrficos (%LP), que en ninguno de los paneles superd la unidad (Total %LP=0.8819,

Neutral %LP=0.8663, Seleccién %LP=0.8519) (Tabla 2).
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Tabla 2. Descripcion genética de las poblaciones naturales de almeja mano de leén (N. subnodosus) utilizando 3
paneles de SNP’s. Panel Total 2,487 SNP’s, Panel Neutral 1,276 SNP’s y Seleccién 144 SNP’s. Se muestra el NUmero
efectivo de individuos (No. Ind.), Heterocigosidad observada y esperada (Ho, He respectivamente), el coeficiente de
endogamia Fis (los valores en negritas no son diferentes a cero, segun el intervalo de confianza de la funcién
autodecimante), asi como el nimero de sitios variantes, loci polimérfico y el % de loci polimdrficos.

. Sitios Sitios % Loci

Total No.Ind. Ho He Fis ) L L
variantes polimérficos Polimérficos

BLA 27.2 0.204 0.286 0.2869 2487 2473 1.328

PSO 14. 0.227 0.290 0.2189 2487 2409 1.291

ANI 25.7 0.210 0.287 0.2680 2487 2458 1.317

SFR 6.6 0.264 0.284 0.0695 2487 2160 1.158

NAT 4.5 0.123 0.242 0.4891 2487 1645 0.881

. Sitios Sitios % Loci

Neutral No. Ind. Ho He Fis . L L
variantes polimdrficos  Polimodrficos

BLA 27.2 0.203 0.284 0.3004 1276 1271 1.32

PSO 14, 0.229 0.291 0.1952 1275 1241 1.29

ANI 25.7 0.208 0.286 0.2648 1271 1252 1.30

SFR 6.6 0.264 0.287 0.0905 1272 1117 1.16

NAT 4.5 0.116 0.237 0.4636 1270 829 0.8663

.. . Sitios Sitios % Loci

Seleccion  No.Ind. Ho He Fis ) o L
variantes polimérficos  Polimdrficos

BLA 27.28 0.2061 0.2946 0.2839 144 143 1.32

PSO 13.99 0.2366 0.2940 0.2152 144 140 1.29

ANI 25,99 0.2198 0.2990 0.2825 144 144 1.33

SFR 6.75 0.2761 0.2895 0.0888 142 126 1.16

NAT 457 0.1267 0.2363 0.5182 144 92 0.85

Las poblaciones presentan una significativa desviacién del equilibrio de HW segun el método de
Fisher con los tres sets de marcadores utilizados (Tabla 3) (Todos loci/poblaciones: Totales chi? >
20947.0059, df=20258, p < 0.0004; Neutrales chi? >10879.5742, df= 10378, p < 0.0003; Seleccién chi?
=1868.6536 df= 1174 p< 0.0001). Individualmente, todas las poblaciones se encontraron con probabilidad

significativa de estar fuera de equilibrio de HW, con excepcién de la poblacién de San Francisquito, con los
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tres sets de marcadores (Totales chi? =2288.9502, df=3478, p = 1, Neutrales chi* =1235.1707, df= 1796,
p=1; Seleccidén chi’=130.7298, df=218, p=1).

Tabla 3. Prueba exacta de Hardy-Weinberg de las poblaciones naturales de almeja mano de ledn (N. subnodosus)
utilizando 3 paneles de SNP’s. Panel Total 2,487 SNP’s, Panel Neutral 1,276 SNP’s y Seleccion 144 SNP’s. Se muestran
los valores de la prueba de Chi2, los grados de libertad (Df) y el valor de probabilidad asociado a la prueba (valores
menores a 0.00001 son mostrados como High. sign.

Totales Chi2 Df Prob
BLA >10411.9727 4884 High. sign.
PSO 5536.4336 4520 High. sign.
ANI 9604.0537 4816 High. sign.
SFR 2288.9502 3478 1
NAT 3517.5681 2562 High. sign.

Todos Loci/Poblaciones > 20947.0059 20258 < 0.0004

Neutrales Chi2 Df Prob
BLA >5271.1011 2506 High. sign.
PSO 2862.7529 2324 High. sign.
ANI 4957.7646 2460 High. sign.
SFR 1235.1707 1796 1
NAT 1823.8857 1294 High. sign.

Todos Loci/Poblaciones >10879.5742 10378 < 0.0003

Seleccidn Chi2 Df Prob
PSO 297.7548 266 0.0878
BLA 632.4951 280 High. sign.
ANI 623.6102 272 High. sign.
SFR 130.7298 218 1
NAT 184.0637 138 0.0054

Todos Loci/Poblaciones 1868.6536 1174 High. sign.
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3.2.2 indices de fijacién alélica entre poblaciones silvestres

En la comparacién de poblaciones naturales el Fst global (tomando en cuenta todos los loci en
todas las poblaciones) fue de Fst= 0.0546 y diferente de cero (95% Cl= 0.0392, 0.0763) en el set Total, y
casi idéntico en los sets Neutral y Seleccién Fst=0.0554 (95% CI=0.0398, 0.0768) y Fst=0.0506 (95%
C1=0.0338, 0.0718).

Al indagar en las comparaciones pareadas (Tabla 4), se observd que la poblacién de la Isla
Natividad presentd diferencias significativas en el indice de fijacion alélica con el resto de las poblaciones
en los tres paneles de marcadores, siendo la diferencia mas alta con la poblacién de San Francisquito
(Totales Fst=0.0879, Neutrales Fst= 0.0778, Seleccién= 0.0702) y las menores con Bahia de los Angeles
(Total Fst= 0.0353, Seleccién= 0.0305) y Bahia de las Animas (Neutrales Fst=0.0235). En los paneles Total
y Neutral, se encontraron Fst diferentes de cero para las poblaciones de Bahia de las Animas con Bahia de
los Angeles (Totales Fst=0.0148, Neutrales Fst= 0.0097) y Punta el Soldado (Totales Fst= 0.0183, Neutrales
Fst= 0.0110). Adicionalmente se encontrd un Fst diferente de cero para la comparacion de Bahia de las

Animas y San Francisquito con el panel de SNP’s Totales (Tabla 4).
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Tabla 4. Pruebas de Fst pareadas (debajo de la diagonal) y sus respectivos intervalos de confianza (sobre la diagonal)
de cinco poblaciones naturales de almeja mano de ledn (N. subnodosus) utilizando 3 paneles de SNP’s. Panel Total
2,487 SNP’s, Panel Neutral 1,276 SNP’s y Seleccion 144 SNP’s. En negritas se muestran los valores que son distintos

a cero.

Totales BLA PSO ANI SFR NAT
BLA (-0.0026,0.0017) (0.0039,0.0077) (-0.005,0.0026) (0.0441,0.0611)
PSO 0.0154 (0.0018,0.0067) (-0.0041,0.0044) (0.0376,0.0547)
ANI 0.0148 0.0183 (0.0003,0.0083) (0.0448,0.0617)
SFR 0.0186 0.0298 0.0207 (0.0377 ,0.0588)
NAT 0.0353 0.0543 0.0357 0.0879

Neutrales BLA PSO ANI SFR NAT
BLA (-0.0041,0.0016) (0.0038,0.0085) (-0.0072,0.0034) (0.0452,0.0589)
PSO 0.0142 (0.0012,0.0092) (-0.0087,0.0038) (0.0342,0.0698)
ANI 0.0097 0.0110 (-0.0017,0.0098) (0.0418,0.0662)
SFR 0.0167 0.0252 0.0103 (0.032,0.062)
NAT 0.0345 0.0489 0.0235 0.0778

Seleccion BLA PSO ANI SFR NAT
BLA (-0.0106,0.0078) (-0.0068,0.0127) (-0.0158,0.0149) (0.0153,0.078)
PSO 0.0151 (-0.0011,0.0176) (-0.0129,0.012) (0.0053,0.0609)
ANI 0.0156 0.0162 (-0.0154,0.0097) (0.0275,0.1079)
SFR 0.0132 0.0187 0.0127 (0.0176,0.0945)
NAT 0.0305 0.0547 0.0392 0.0702

3.2.3 Asignacion poblacional de las muestras silvestres

Utilizando el programa STRUCTURE y la plataforma STRUCTURE/HARVESTER, se detectaron K= 5
componentes genéticas para los paneles Total y Seleccidn, mientras que para el panel Neutral se
detectaron K= 7 (Figura 5). Estas componentes estan distribuidas en las poblaciones naturales de manera
uniforme, con excepcién de algunas muestras provenientes de la poblacién de Bahia de las Animas, que

presentan proporciones distintas en los tres diferentes paneles de marcadores.
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Figura 5. Grafico de componentes genéticas obtenidas con el programa STRUCTURE y el método de Evanno en 5
poblaciones naturales de almeja mano de ledn (N. subnodosus) utilizando 3 paneles de SNP’s. Panel Total 2,487
SNP’s, Panel Neutral 1,276 SNP’s y Seleccidn 144 SNP’s. Las poblaciones estan numeradas (1=PSO, 2=BLA, 3=ANI, 4=
PSO, 5=NAT), y cada barra representa un organismo de la poblacion con las diferentes proporciones genéticas (K) en
colores distintos.

Al utilizar k=2 como el nimero de componentes genéticas, se observd que la mayoria de los
organismos tienen una proporcién similar de cada una de las componentes, con una notable diferencia en

las muestras pertenecientes a la poblacién de Bahia de las Animas (ANI12, REP15 y REP 19).
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Figura 6. Grafico de componentes genéticas obtenidas con el programa STRUCTURE utilizando la menor division
posible (k=2) en 5 poblaciones naturales de almeja mano de ledn (N. subnodosus) con el Panel Total 2,487 SNP’s. Las
poblaciones estan numeradas (1=PSO, 2=BLA, 3=ANI, 4= PSO, 5=NAT), y cada barra representa un organismo de la
poblacidn con las diferentes proporciones genéticas (K) en colores distintos.

El andlisis discriminativo de componentes principales denota k= 1 grupos, como el nimero con el
criterio de informacidn de bayes (CIB) mas bajo para los tres paneles, es decir, todas las muestras se
agrupan en un solo cluster, sin diferenciacién entre ellas. Sin embargo, haciendo el andlisis agrupando por
poblacidn (sitios de muestreo), se observa un distanciamiento de NAT con el resto de las poblaciones en

el panel Total (Figura 7) y los paneles Neutral y Bajo Seleccién (no mostrados).
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Figura 7. Grafico del andlisis discriminativo de componentes principales (ADCP) en 5 poblaciones naturales de almeja
mano de ledn (N. subnodosus) con el Panel Total 2,487 SNP’s. Se recobraron 105 eigenvalores (>95% varianza) y dos
componentes principales, ademas se muestra el arbol de maxima expansién uniendo las poblaciones.
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El Grafico de asignacidn sorteé adecuadamente las muestras cuando se utilizaron los grupos como

previos, con el set Total (Figura 8), asi como con el set Neutral y Seleccidon (no mostrado).

BLA PSSO ANI SFR NAT

Figura 8. Grafico de asignacion del analisis discriminativo de componentes principales (ADCP) en cinco poblaciones
naturales de almeja mano de ledn (N. subnodosus) con el Panel Total 2,487 SNP’s y utilizando el sitio de origen como
grupo. Se recobraron105 (>95% varianza) eigenvalores y dos componentes principales.

3.3 Genotipado Incluyendo los organismos de cultivo

Se encontraron 16,772 SNP’s putativos en un primer genotipado, sin embargo, se removieron
todos aquellos SNP’s que presentaron una frecuencia alélica menor al 5% y un éxito de genotipado de por
lo menos 80%, lo cual resulté en 12,073 SNP’s eliminados, dejando un total de 4,699. De este set se
permitié Unicamente un SNP bialélico por RadTag excluyendo otros 1,694 SNP’s. De los 3,005 SNP’s que
pasaron los filtros anteriores, se quitaron otros 1,026 mas por estar fuera de equilibrio de HW en al menos
la mitad de las poblaciones, para lo cual se utilizé el nivel critico corregido de FDR-BY de 0.004818 (Narum
2006), permaneciendo con 1,979 marcadores finales (panel Total). Con el programa LOSITAN se
seleccionaron 1062 (53%) loci Neutrales (panel Neutral) y 120 (6%) loci bajo posible seleccion positiva

(panel Seleccion).
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3.3.1 Descripcidn genética incluyendo semilla de cultivo

El nimero efectivo de individuos coincide parcialmente con el nUmero de muestras utilizada por
localidad, y son similares en todos los paneles de marcadores (Tabla 5). La heterocigosidad observada (Ho),
fue mucho menor para Isla Natividad (Total Ho=0.1371, Neutral Ho=0.1311, Selecciéon Ho=0.1357) que
para la Semilla de Cultivo (Total Ho=0.2091, Neutral Ho=0.2070, Seleccién Ho=0.2099). Aun asi, estas
fueron las dos poblaciones con la menor Ho en los tres paneles de marcadores. Nuevamente la mayor Ho
se observa en la poblacion de San Francisquito (Total Ho=0.2926, Neutral Ho=0.2934, Seleccidn
Ho=0.2838) (Tabla 5). En la totalidad de casos se presenté una heterocigosidad esperada mayor que la
observada, siendo menor nuevamente para la poblacion de NAT (Total He=0.2634, Neutral He=0.2597,
Seleccion He=0.2472). El Coeficiente de endogamia resultd ser significativamente distinto a cero para los
tres paneles al realizar el analisis por loci (Total Fis=0.3075, 95%Cl= 0.2828, 0.3359; Neutral Fis= 0.3093,
95%Cl= 0.2822- 0.3361; Seleccidn Fis=0.2941, %Cl= Cl=0.2384-0.3619). Analizando por poblaciones, San
Francisquito no resulta significativamente distinto a cero en ninguno de los paneles (Total Fis=0.0570,
Neutral Fis= 0.0584, Seleccidon Fis=0.1104). En el resto de las poblaciones se observa un indice de
endogamia alrededor del 0.2 con excepcion de la poblacién de Natividad, la cual presenta un Fis mucho
mayor al del resto de poblaciones analizadas (Total Fis=0.4794, Neutral Fis= 0.5006, Seleccidon Fis=0.3168).
El porcentaje de loci polimérficos (%LP) fue de alrededor de 1.2 en la mayoria de las poblaciones incluida
SEM, con excepcion de NAT, que en ningln panel rebasa el 1% de loci polimérficos (Total %LP = 0.9439,

Neutral %LP =0.9366, Seleccion %LP =0.9001) (Tabla 5).
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Tabla 5. Descripcidn genética de cinco poblaciones naturales y una cohorte producida en laboratorio de almeja mano
de ledn (N. subnodosus) utilizando 3 paneles de SNP’s. Panel Total 1,979 SNP’s, Panel Neutral 1062 SNP’s y Seleccion
120 SNP’s. Se muestra el Numero efectivo de individuos (No. Ind.), Heterocigosidad observada y esperada (Ho, He
respectivamente), el coeficiente de endogamia Fis (los valores en negritas no son diferentes a cero, segun el intervalo
de confianza de la funcion autodecimante), asi como el nimero de sitios variantes, loci polimorfico y el % de loci

polimérficos.
Sitios Sitios % Loci
Total No. Ind. Ho He Fis
variantes polimdrficos Polimérficos
BLA 27.3 0.225 0.309 0.2720 1979 1976 1.33
PSO 14.1 0.247 0.312 0.2058 1979 1943 1.30
ANI 25.8 0.230 0.311 0.2592 1979 1970 1.32
SFR 6.6 0.292 0.310 0.0570 1979 1800 1.21
NAT 4.5 0.137 0.263  0.4794 1979 1401 0.94
SEM 21.6 0.209 0.282 0.2606 1979 1824 1.22
Sitios Sitios % Loci
Neutral No. Ind. Ho He Fis
variantes polimodrficos Polimdrficos
BLA 27.3 0.2234 0.3096 0.2784 1062 1060 1.33
PSO 14.1 0.2510 0.3102 0.1934 1061 1046 1.31
ANI 25.8 0.2287 0.3100 0.2668 1060 1052 1.32
SFR 6.6 0.2934 0.3116 0.0584 1062 969 1.21
NAT 4.5 0.1311 0.2597 0.5006 1059 746 0.93
SEM 21.6 0.2070 0.2815 0.2673 1061 980 1.23
Sitios Sitios % Loci
Seleccion No. Ind. Ho He Fis
variantes polimodrficos Polimdrficos
BLA 27.6 0.223 0.303 0.2631 120 120 1.33
PSO 139 0.247 0.313 0.2246 120 116 1.28
ANI 26.1 0.231 0.301 0.2440 120 120 1.33
SFR 6.8 0.283 0.299 0.1104 118 105 1.16
NAT 4.5 0.135 0.247 0.3168 119 81 0.90
SEM 21.8 0.209 0.271 0.2046 119 109 1.21

En la comparacion de la semilla de cultivo con las poblaciones naturales (Tabla 6), se volvié a

encontrar una significativa desviacion del equilibrio de HW en todas las poblaciones, con excepcion de San

Francisquito (Totales chi? =1874.0048, df=3044, p = 1, Neutrales chi? =1012.2822, df= 1634, p=1; Seleccién

chi?=121.2605, df=180, p=0.9997).
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Tabla 6. Prueba exacta de Hardy-Weinberg de cinco poblaciones naturales una cohorte producida en laboratorio de
almeja mano de ledn (N. subnodosus) utilizando 3 paneles de SNP’s. Panel Total 1,979 SNP’s, Panel Neutral 1062
SNP’s y Seleccion 120 SNP’s. Se muestran los valores de la prueba de Chi2, los grados de libertad (Df) y el valor de
probabilidad asociado a la prueba (valores menores a 0.00001 son mostrados como High. sign.

Totales Chi2 Df Prob
BLA >7962.5474 3926 High. sign.
PSO 4349.2207 3704 High. sign.
ANI 7699.125 3892 High. sign.
SFR 1874.0048 3044 1
NAT 2958.8694 2222 High. sign.
SEM 6650.6479 3508 High. sign.
Todos Loci/Poblaciones >23531.8691 20294 High. sign.
Neutrales Chi2 Df Prob
BLA > 4331.1069 2108 High. sign.
PSO 2307.8542 1986 0
ANI 4102.8428 2076 High. sign.
SFR 1012.2822 1634 1
NAT 1600.4064 1180 High. sign.
SEM 3603.4543 1874 High. sign.
Todos Loci/Poblaciones >12626.8398 10856 High. sign.
Seleccion Chi2 Df Prob
BLA 477.5393 240 High. sign.
PSO 257.5324 218 0.0343
ANI 457.2655 236 High. sign.
SFR 121.2605 180 0.9997
NAT 160.0434 122 0.0119
SEM 336.7397 208 High. sign.
Todos Loci/Poblaciones 1810.3809 1204 High. sign.

3.3.2 indices de fijacion alélica incluyendo semilla de cultivo

Los indices de fijacion alélica Fst totales (todos los loci y poblaciones) de los tres paneles de SNP’s
fueron diferentes de cero (Total Fst= 0.077, 95% Cl= 0.0639, 0.0938; Neutral Fst=0.0773, 95% Cl= 0.0634,
0.0957; Seleccidn Fst=0.0772, 95% Cl= 0.0640, 0.0935).

Las comparaciones pareadas del Fst, incluyendo la poblacién artificial, sugieren diferencias

significativas entre la Semilla de Cultivo y el resto de las poblaciones. Las mayores diferencias se
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encontraron con Isla Natividad en los paneles Total y Neutrales (Fst=0.0655, Fst= 0.0653 respectivamente)

y con Bahia de las Animas en el caso del panel Seleccién (Fst= 0.0525) (Tabla 7). Otras diferencias

encontradas incluyen la poblacién de Isla Natividad con el resto de las poblaciones en los paneles Total y

Neutral. Mientras que, en el panel Seleccidn, sélo se observaron diferencias significativamente mayores

de cero en las comparaciones con Bahia de las Animas y San Francisquito. En los tres paneles las diferencias

fueron mayores para la comparacién de Isla Natividad contra San Francisquito y las menores con Bahia de

las Animas (Tabla 7).

Tabla 7. Pruebas de Fst pareadas (debajo de la diagonal) y sus respectivos intervalos de confianza (sobre la diagonal)
de cinco poblaciones naturales y una cohorte producida en laboratorio de almeja mano de ledn (N. subnodosus)
utilizando 3 paneles de SNP’s. Panel Total 1,979 SNP’s, Panel Neutral 1062 SNP’s y Seleccion 120 SNP’s. En negritas
se muestran los valores que son distintos a cero.

Totales BLA PSO ANI SFR NAT SEM
BLA - (-0.0034,0.0011)  (0.002,0.0075) (-0.0039,0.0058) (0.0385,0.0575) (0.0632,0.0763)
PSO 0.0148 - (0.0036,0.0075) (-0.0047,0.0038) (0.0456,0.0634) (0.0625,0.0743)
ANI 0.0145 0.0183 - (0.0012,0.0102) (0.0454,0.0639) (0.0639,0.0763)
SFR 0.0186 0.0302 0.0211 - (0.0381,0.0611) (0.0723,0.0903)
NAT 0.0354 0.0542 0.0355 0.0880 - (0.1141,0.1405)
SEM 0.0473 0.0517 0.0478 0.0532 0.0655 -

Neutrales  BLA PSO ANI SFR NAT SEM
BLA - (-0.0044,0.0017) (0.0015,0.009) (-0.0039,0.0095) (0.0454,0.073) (0.0588,0.0765)
PSO 0.0139 - (0.0027,0.0077) (-0.0064,0.0056) (0.049,0.0742) (0.0605,0.0764)
ANI 0.0120 0.0144 - (-0.0013,0.0109) (0.0474,0.0735) (0.0599,0.0768)
SFR 0.0185 0.0294 0.0166 - (0.0393,0.0728) (0.0668,0.0907)

(0.1171,0.1537)
NAT 0.0367 0.0549 0.0321 0.0893 -
SEM 0.0459 0.0481 0.0436 0.0498 0.0653 -

Seleccion  BLA PSO ANI SFR NAT SEM
BLA - (-0.0107,0.0047) (-0.0044,0.0153) (-0.0168,0.0202) (-0.0028,0.0516) (0.0548,0.1125)
PSO 0.0135 - (-0.0044 ,0.0154) (-0.0133,0.0176) (-0.003,0.0586) (0.0624,0.120)
ANI 0.0135 0.0180 - (-0.0096 ,0.0227) (0.0124,0.0926) (0.0593,0.1185)
SFR 0.0120 0.0190 0.0123 - (0.0068 ,0.0787) (0.0684,0.1408)

(0.0807,0.1878)
NAT 0.0245 0.0394 0.0301 0.0451 -
SEM 0.0525 0.0497 0.0517 0.0380 0.0494 -
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3.3.3 Asignacion poblacional incluyendo semilla de cultivo

Utilizando el programa STRUCTURE vy la plataforma STRUCTURE/HARVESTER se detectaron K=2
componentes genéticas en los paneles Total y Seleccion, mientras que con el panel Neutral se detectaron
k=7 (Figura 9). Estas componentes estdn presentes en proporciones similares en las 5 poblaciones

naturales (BLA, PSO, ANI, SFR y NAT) y se observa una diferencia notable con la semilla de cultivo.
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Figura 9. Grafico de componentes genéticas obtenidas con el programa STRUCTURE y el método de Evanno en 5
poblaciones naturales y un lote de semilla cultivo producido en laboratorio de almeja mano de ledn (N. subnodosus)
utilizando 3 paneles de SNP’s. Panel Total 1,979 SNP’s, Panel Neutral 1062 SNP’s y Seleccién 120 SNP’s. Las
poblaciones estan numeradas (1=PSO, 2=BLA, 3=ANI, 4= PSO, 5=NAT y 6=SEM), y cada barra representa un organismo
de la poblacidn con las diferentes proporciones de las componentes genéticas (K) en colores distintos.
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Para los tres paneles, el analisis de componentes principales arrojé 2 como el nimero con el menor
CIB, obteniendo un solo componente discriminativo, que describe mas del 95% de la varianza. Se observo
la separacién de las poblaciones naturales de la semilla de cultivo en dos grupos separados y bien

diferenciados (Figura 10).
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Figura 10. Grafico del andlisis Discriminativo de Componentes Principales en cinco poblaciones naturales y un lote
de semilla cultivo producido en laboratorio de almeja mano de leén (N. subnodosus) con el Panel Total 1,979 SNP’s,
utilizando k=2 grupos segun el menor criterio de informacién de bayes (CIB), con una componente principal que
reune mas del 95% de la varianza.

El analisis de asignacién con dos grupos muestra en un grupo la Semilla de cultivo (con excepcién de

la muestra SEM 23) en otro el resto de las poblaciones (Figura 11).
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Todas las Poblaciones SEM

Clusters

Figura 11. Grafico de asignacion de organismos del andlisis discriminativo de componentes principales (ADCP) en
cinco poblaciones naturales y un lote de semilla cultivo producido en laboratorio de almeja mano de ledn (N.
subnodosus) con el Panel Total 1,979 SNP’s y utilizando la agrupacién del ADCP con k=2 grupos segun el menor
criterio de Informacidn de Bayes (CIB).

Finalmente, cuando se realizé el andlisis utilizando las poblaciones originales como grupos se observa
una asignacion del 100% de las muestras a la poblacidn de origen (Figura 12), con los tres paneles de SNP’s,

incluyendo la semilla de cultivo.

BLA PSO AN SFR NAT SEM

Clusters

Figura 12. Grafico de asignacidn del analisis discriminativo de componentes principales (ADCP) en cinco poblaciones
naturales y un lote de semilla cultivo producido en laboratorio de almeja mano de ledn (N. subnodosus) con el panel
Total 1,979 SNP’s y utilizando el sitio de origen como grupo. Se recobraron105 eigenvalores (>95% varianza) y dos
componentes principales.
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Este ultimo analisis muestra las poblaciones del golfo (BLA, SFR, PSO y ANI) agrupadas del lado
negativo del eje discriminante x (Figura 13) mientras que NAT y SEM se agrupan en el lado negativo del
eje. Las poblaciones de SFRy SEM se separan en el eje x del grupo mas unido (BLA, PSO y ANI) que también
son las poblaciones mas cercanas geograficamente entre ellas mientras que la poblacidn NAT, se separa

en el ejey.
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Figura 13. Grafico de analisis discriminativo de componentes principales en cinco poblaciones naturales y un lote de
semilla cultivo producido en laboratorio de almeja mano de ledn (N. subnodosus) con el Panel Total 1,979 SNP’s,
utilizando las poblaciones como grupos, con dos componentes principales que reinen mas del 95% de la varianza
explicada.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Secuenciacion de muestras

La baja cantidad de lecturas obtenidas en una notable cantidad de las muestras puede deberse a
problemas durante la estandarizacién del DNA, o estar ligada directamente al proceso de secuenciacion.
Un bajo numero de secuencias por muestra, implica una menor cantidad de rad-tags para apilar, lo cual
traera consigo una baja profundidad de genotipado. Aun asi, el éxito de genotipado fue del 75%, lo cual
indica un buen filtrado de los rad-tags, pues se consiguid captar adecuadamente la variabilidad genética

de los organismos.

El hecho de que un gran porcentaje de las muestras descartadas por bajo éxito de genotipado
provenian de la poblacion de Bahia de la Paz, sugiere que podria tratarse de organismos de la especie
criptica propuesta por Reeve (1853) como Nodipecten arthriticus y no aceptada hasta el momento
(Mollusca Base, 2018). A pesar de que la confirmacidon de esta especie estd pendiente, estudios previos ya
han propuesto su presencia en el Golfo de California como organismo de ocurrencia criptica o como una
especie que podria estar cambiando su rango de distribucidon normal a consecuencia del cambio ambiental
global, como se ha venido observando con otras especies (Cheunh et al., 2009; Molinos et al., 2015;
Hillebrand H. et al., 2018), ya que su distribucion reportada es desde las islas Tres Marias en México (cerca

de la boca del Golfo de California), hasta cerca de Paita, Peru (Smith, 1991).

Las muestras secuenciadas provenian de fijacién en mallas de cultivos ostreros, tamafio de 3cm
de altura en promedio, lo suficientemente pequefias para enmascarar las escasas diferencias visuales
propuestas para la concha de los adultos de N. subnodosus y N. Arthriticus ( la segunda presenta un patron
irregular de nodos y una distinta cantidad de costillas en las valvas), por lo que pudieron ser confundidas
facilmente con Almeja Mano de Ledn, y debido a que sdélo se recibid el tejido del manto, no se pudo indagar

en la morfologia de las conchas.

La sugerencia de que estas muestras no eran de la especie N. subnodosus habia sido previamente
propuesta en el estudio realizado por Oviedo-Veldzquez (2017) con estas mismas muestras bioldgicas. La
alta especificidad de los primers conlleva una nula amplificacién de los 10 microsatelites especificos de
almeja Mano de Ledn, que se usaron para describir la estructura poblacional por lo que se aumenta la

probabilidad de que ésta hipodtesis sea verdadera (Oviedo-Velazquez, 2017).
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Los resultados de bajo éxito de genotipado obtenidos en el presente analisis poblacional para

estos organismos, aportan evidencia que apoya la idea de la presencia de esta especie criptica. El analisis
de las secuencias de RAD-seq mediante el programa STACKS implica el uso de un algoritmo de
alineamiento que busca la maxima similitud entre rad-tags. Esto implica que aquellas secuencias con
diferencias marcadas quedaran apiladas en diferente stack, por lo que son eliminadas por incumplir con
los filtros necesaria para crear un loci SNP (como no estar presentes en la mayoria de los individuos, la
frecuencia alélica o no estar presente en todas las poblaciones), lo cual produce una reduccién muy
significativa en el numero de loci detectados. De hecho, se sabe que esta reduccidon puede ser
directamente atribuida a la presencia de muestras con grandes diferencias genéticas (ej. diferentes
especies o subespecies), entre las cuales se han acumulado una mayor cantidad de mutaciones diferentes

alos SNP’s, como inserciones, deleciones o recombinaciones cromosomales (Pante et al., 2014).

A pesar de que las evidencias parecen indicar tanto la existencia como la presencia de Nodipecten
arthriticus, al menos en el drea de Bahia de la Paz, se requiere de futuros estudios que puedan confirmarlo
de manera genética mediante la secuenciacion de marcadores moleculares como el COIl o los
componentes ribosomales y asi realizar indagaciones filogenéticas para corroborar la presencia de esta
especie. lgualmente, el uso de otro tipo de programas bioinformaticos como PyRAD puede ayudar a
obtener una mayor cantidad de loci que permitan la comparacion entre especies, ya que éste realiza un
alineamiento de las secuencias y posteriormente verifica la homologia parcial, lo cual resulta en la creacion

de loci vélidos a pesar de presentar mutaciones tipo indel (Eaton, 2014).

4.2 Genotipado de poblaciones naturales

El numero de alelos putativos encontrados para la comparacion de poblaciones naturales fue
bastante alto a pesar de la baja profundidad de secuenciacion de algunas muestras y es comparable con
la cantidad de marcadores obtenidos por técnicas similares en otros pectinidos (Van Wyngaarden et al.,
2017) y bivalvos marinos (Araneda et al., 2016). Sin embargo, no se encontraron grandes diferencias en
los paneles de marcador bajo seleccion, por lo que se recomienda explorar otros métodos de deteccion o

la combinacidn de distintas metodologias como ha sido propuesto por Whitlock y Lotterhos (2015).

El hecho de que la poblacidon de Isla Natividad presentara la menor heterocigosidad y variabilidad

genética, asi como el mayor indice de endogamia, podria ser atribuido al bajo nimero de muestras de esta
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poblacién. Sin embargo, la poblacién de San Francisquito, la cual cuenta solamente con 2 muestras mas
que la de Isla Natividad, resulta ser la poblacion con la mayor probabilidad de estar en equilibrio de Hardy-
Weinberg de todas las analizadas, ademas de presentar un Fis que no fue significativamente distinto a

cero, una Ho muy similar a la He y un porcentaje de loci polimérficos similar al resto de poblaciones.

Los parametros genéticos observados en Isla Natividad pueden ser debidos a diferentes escenarios. Por
un lado, pueden ser atribuidos a la presencia de un cuello de botella reciente. A pesar de que este evento
no ha sido documentado en el caso de Isla Natividad, la Laguna Ojo de Liebre registr6 mortandades
masivas de almejas de la especie Mano de Ledn en 2011 (Massé-Rojas et al., 2014). Existe una escasa
distancia de ~87 km entre las dos ubicaciones por lo que corrientes superficiales de esa zona como la
corriente de California (con sus 12.5-25 cms™?) en promedio tardaria de 4 a 8 dias en transportar una
particula de Laguna Ojo de Liebre a isla Natividad, de hecho se han registrado velocidades mayores de
hasta 50 cms?, por lo que el tiempo podria ser mucho menor (Schwartzlose y Reid 1972, Lynn y Simpson
1987) o la Corriente Costera Mexicana con velocidades medias de 15-30 cm s, a la cual le llevaria de 3 a
7 dias transportar una particula de isla Natividad a la laguna Ojo de Liebre (Lavin et al., 2006, Pantoja et al.
2011). Estos datos hacen posible suponer que las mortalidades pudieron haber ocurrido también en Isla
Natividad, con la consecuente reduccion poblacional y pérdida de diversidad genética que esto supondria.
Por otro lado, aunque estas mortalidades no hubiesen ocurrido en Isla Natividad, el intercambio de larvas
entre estas dos poblaciones es altamente probable, lo cual podria haber alterado la composicion genética

de Isla Natividad.

Todas las poblaciones naturales estuvieron significativamente (p < 0.0005) fuera del equilibrio de
HW, lo cual era de esperarse puesto a que es improbable que una poblacidn natural cumpla con los
supuestos tedricos del equilibrio de HW. Una de las posibles explicaciones puede ser la reduccién de los
tamanfios poblacionales, lo cual ha modificado las frecuencias alélicas de estas poblaciones. La poblacion
de SFR estuvo en equilibrio de HW con todos los paneles de SNP’s con una P=1. Una probabilidad tan alta
es algo inesperado, y una posible explicacion es que el nimero reducido de muestras en esta poblacion
haya sesgado la variabilidad alélica de tal manera que el cdlculo resulta erréneo y lo mas probable es que

la poblacidn esté fuera de equilibrio de HW. Otras posibilidades serdn discutidas mas adelante.
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4.2.1 indices de fijacion alélica de las poblaciones naturales

Las diferencias entre las distintas poblaciones vienen acompafiadas de valores del indice de
fijacién que, aunque bajos, son significativos para los tres paneles (Total Fst= 0.0546; Neutral Fst=0.0554;
Seleccion Fst=0.0506). Las comparaciones pareadas del Fst son significativas siempre para los casos que
incluyen Isla Natividad. Debe tenerse en cuenta que es la poblacion mas alejada del resto (minimo 1800
km hasta SFR), la uUnica en el Pacifico y como se discutid anteriormente, presenta una significativa
endogamia con bajo porcentaje de polimorfismos. Y como se discutié anteriormente puede estar pasando
por un proceso de fijacién alélica por reduccién poblacional en la laguna Ojo de Liebre o en la misma

poblacién de Isla Natividad.

Los valores de Fst poblacionales encontrados en el presente trabajo (Fst=0.0546, 95% Cl=0.0392,
0.0763), son mayores a los reportados por Oviedo-Veldzquez (2017) (promedio Fst= 0.028; DE = 0.020),
donde se utilizd el mismo set de muestras bioldgicas que el presente estudio, pero utilizando 10
microsatelites como marcadores. Debido a que la naturaleza y cantidad de los marcadores utilizados es
muy distinta entre los dos estudios, es de esperarse diferencias entre los resultados de cada uno, atiin con
esto, se observaron muchas similitudes, como son las diferencias en el Fst entre la poblacién de NAT con
BLA y ANI. El hecho de que en el presente estudio se encontraran mas y mayores diferencias en el indice
de fijacidn alélica entre las poblaciones, puede deberse a que al analizar un nimero mayor de marcadores
el analisis toma una mayor resolucion, de hecho, es una de las ventajas de utilizar RADseq (Mesak et al.

2014).

La distribucion homogénea de las componentes genéticas encontradas con el programa
STRUCTURE nos llevé a realizar la exploracion con el minimo de grupos posible (k=2), esta comparacion
nos hace darnos cuenta de que las poblaciones se pueden considerar una sola, ya que presentan
aproximadamente las mismas proporciones de las componentes genéticas en cualquiera de las
agrupaciones exploradas. Algunas muestras de la poblacion ANI (las mdas destacadas ANI 12, REP 06, REP
15 y REP 19), presentaron unas proporciones de estas componentes genéticas visiblemente distintas en
los tres paneles de SNP’s. Es notable que la mayoria de estas diferencias se observan en los organismos
utilizados como reproductores, en el desove de laboratorio para producir la semilla de cultivo (SEM). Estos
organismos fueron colectados al azar del medio silvestre y el hecho de que tengan este comportamiento
podria relacionarse con introgresion entre las poblaciones del Pacifico y Golfo de California (Petersen et al
2010, Oviedo-Velazquez 2017), con la translocacién de individuos entre ambas costas de la peninsula

(Barrios-Ruiz et al. 2003, Diarte-Plata 2007, Petersen et al. 2010) o los diferentes cultivos que ya se han
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llevado a cabo en la regién desde hace mds de 10 afios, en donde se ha utilizado semilla producida en
laboratorio que, normalmente, presenta diferente composicidon alélica que las poblaciones naturales

(Petersen et al 2010, Oviedo-Veldzquez 2017, ver discusién de la comparacion de la semilla de cultivo).

La idea de una sola poblacién esta respaldada por el andlisis de componentes principales realizado
en ADEGENET, que no indica un grupo como el mas probable, segun el Criterio de Informacién de Bayes.
En el analisis de Componentes principales utilizando las poblaciones de origen como agrupamiento todas
las muestras se asignaron a su poblacién de origen de manera correcta con los 3 paneles de marcadores

(Total, Neutral, Seleccién).

4.3 Comparacion con la semilla de cultivo

En la comparacién de las poblaciones naturales contra los organismos producidos tras un desove
controlado en laboratorio, se observé un mayor nimero de SNP’s iniciales (comparado con el genotipado
sin incluir la semilla), sin embargo, una vez aplicados los filtros, se observé una reduccién del nimero de
SNP’s, quedando un set Total 20% menor al del genotipado de las poblaciones naturales. Aln con esto el
numero de SNP’s de los paneles Neutral y Seleccion, en ambos genotipados tienen porcentajes similares

de sus respectivos paneles Total.

La menor cantidad de SNP’s en este genotipado puede deberse a una mayor diferenciacion entre
las poblaciones naturales y la semilla de cultivo. Probablemente el exceso inicial de alelos putativos
provenia de esta ultima poblacidn, lo cual conlleva una baja frecuencia alélica y su posible ausencia en el
resto de las poblaciones, por lo que fueron eliminados al aplicar los filtros de frecuencia alélica mayor al
5% y un genotipado en por lo menos 80% de las poblaciones, donde se excluyeron un total de 12,073

respecto a los 8757 que se quitaron en el mismo paso durante genotipado de las poblaciones naturales.

El nimero efectivo de individuos en las poblaciones naturales es muy similar al obtenido en el
primer genotipado y la semilla de cultivo presenta también este patrén en los tres paneles de marcadores.
La Ho en SEM es menor que la mayoria de las poblaciones con excepcién de NAT, lo cual nos indica que, a
pesar de haber un efecto de reducciéon en la heterocigosidad, probablemente producido por la
reproduccion artificial, este no es tan drastico como el observado en poblaciones naturales que estan

impactadas por eventos de reduccién poblacional (ver discusién de poblaciones naturales).



38

Se puede sugerir que la poblacién artificial de SEM no contribuye a una mayor endogamia entre
las poblaciones naturales, puesto a que los coeficientes de endogamia positivos (Fis >0) fueron
practicamente idénticos a los obtenidos en el genotipado entre las poblaciones naturales. El Fis en la
poblacién SEM fue incluso menor al de algunas de las poblaciones naturales en los paneles Total (BLA y
NAT) y Neutral (BLA, NAT), de hecho, en el panel Seleccién el Fis de SEM es menor que el de todas las
demas poblaciones analizadas (con excepcion de SFR). Los valores de Fis observados por poblacién son
muy similares a los reportados por Oviedo-Veldzquez (2017), sobre todo a los obtenidos en el panel
Neutral, lo cual podria relacionarse con la calidad neutral de los marcadores utilizados por este autor
(microsatelites utilizados). SEM presentd también un porcentaje de loci polimdrficos parecido al de las
poblaciones naturales, fue muy similar a SFR en los paneles Total y Neutral, mientras que en el panel

Seleccion fue incluso mayor a SFR.

Una vez incluida SEM en el andlisis de equilibrio de HW, los resultados se vieron ligeramente
afectados y presentan el mismo escenario. Es esperado que ninguna poblacién cumpla con el equilibrio de
HW con un valor de p=1, sin embargo, este se mantiene en la poblacidn de SFR en los paneles Total y
Neutral, ademas de que la poblacién PSO tiene una p=0 en el panel Neutrales. Valores mas reales fueron
observados con el panel Seleccion, donde ningun valor fue de cero ni de 1. Como ya se discutidé con

anterioridad es posible que estos valores se den por el nimero de muestras en las poblaciones.

4.3.1 indices de fijacion alélica, ligeramente mayores en SEM

Una vez incorporado SEM al analisis del Fst, se constatd que éste aumenta un par de centésimas
el indice, lo cual fue constante con los tres paneles, pero no cambia sustancialmente el resultado inicial, la
estructura genética en las poblaciones de almeja mano de ledn es "moderada”, considerando la escala

propuesta por Hartly Clark (1997).

Una vez realizadas las comparaciones pareadas, se observa que el Fst de SEM es el que presenta
las mayores diferencias, primero con NAT, pues como se ha discutido con anterioridad es la poblacién mas
lejana y la que presenta las mayores deficiencias en la Ho y con el resto de las poblaciones, en todos los
paneles. Sin embargo, las diferencias de la semilla de cultivo fueron incluso menores a las que presenta
NAT con algunas de las poblaciones naturales. Con el panel Seleccidon se observa una reduccion de las

diferencias de la poblacién NAT con el resto de las poblaciones naturales, mientras que SEM mantiene
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diferencias con todas las poblaciones naturales en todos los paneles. Este comportamiento sugiere que
SEM tiene algunos loci bajo posible seleccion que le separan del resto de las poblaciones naturales, dichos
loci podrian ser un efecto de las condiciones de laboratorio con las que fueron creadas las larvas, que son
diferentes a las encontradas en el medio natural, lo cual supone una presidn de seleccion diferente y

distinta deriva génica.

Esta diferenciacion fue notable también en los andlisis de asignacién realizado con el STRUCTURE,
ya que el resultado de la tabla de Evanno fue consistente en designar k=2 en dos de los tres paneles
utilizados. El hecho de que las componentes genéticas estan distribuidos de manera inversa en SEM y las
poblaciones naturales nos habla de una diferenciaciéon en la semilla de cultivo con un posible efecto
fundador. Con el panel Neutral, se detectaron K=7 componentes genéticas, las cuales presentan una
distribucion homogénea en las poblaciones BLA, PSO, SFR Y NAT, sin embargo, en la poblacién ANI se
observa que hay algunos individuos con frecuencias alélicas diferentes, algunos de estos individuos
pertenecen a los organismos utilizados como reproductores para producir la semilla de cultivo. Al haber
sido elegidos al azar, inconscientemente se pudo haber tomado estos organismos con cargas genéticas
notablemente distintas. Una posible explicacién viene del hecho de que los cultivos de almeja mano de
ledn provenientes de desoves artificiales, vienen ocurriendo por lo menos desde 1999 (Villalejo-Fuerte et
al. 2004), lo cual genera un efecto fundador en la progenie, que altera las frecuencias alélicas y aumenta

el nimero de alelos nulos (Petersen et al. 2010, Oviedo-Veldzquez 2017).

N. subnodosus es considerada una especie de reproduccion precoz, ya que la talla media de
maduracién sexual reportada es de 120mm (Romdn et al. en Maeda-Martinez (ed.) 2001), pero con
frecuencia se pueden presentar organismos maduros desde los 29mm (Lodeiros et al., 1998). Muchos de
los cultivos se han mantenido en mar abierto hasta la talla de cosecha (~70mm) permaneciendo por mas
de 1.5 afios en cultivo, lo cual es un tiempo suficiente para la maduracién y desove de los organismos. De
hecho, ya se ha evaluado el cdmo los organismos de cultivo pueden impactar negativamente la diversidad
genética de las poblaciones naturales de Almeja Mano de Ledn (Petersen et al 2010). El impacto de los
cultivos sumado al de los trasplantes entre poblaciones naturales durante por lo menos un periodo de 20
afios, puede haber creado introgresion en algunas poblaciones naturales, produciendo organismos con

diferencias en las componentes genéticas, como los de ANI, que fueron utilizados como reproductores.

Los resultados obtenidos del ADCP, refuerzan la evidencia de una separacion de SEM de las

poblaciones naturales, donde nuevamente al agregar la semilla de cultivo en el analisis se obtuvieron 2
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grupos independientemente del panel de SNP’s utilizado, en los cuales se observa la diferenciacién de las

poblaciones naturales en un grupo y la semilla de cultivo en el otro.

El analisis de asignacion en los tres paneles de SNP’s conteniendo dos grupos, asigna
correctamente las poblaciones naturales (incluida NAT) en un solo grupo, en el cual también se incluye un
solo organismo de la semilla de cultivo. Esto podria suponer, que algunas modificaciones en el protocolo
de produccién de semilla de almeja Mano de Ledn utilizado por el IO podrian llegar a producir organismos

con una diversidad genética muy parecida a la de las poblaciones naturales actuales.

Es importante la produccién de organismos para mantener la demanda comercial, sin embargo,

es imperativo monitorear y detener el impacto de dichos cultivos en las poblaciones naturales.

Se debe poner especial empefio en producir mejor semilla de cultivo en laboratorio antes de
continuar con los cultivos en el medio natural, si se desea por lo menos conservar el estado actual que se
tiene de las poblaciones, ya que de seguir poniendo organismos con carga genética distinta en las
poblaciones de por si reducidas, se puede perder la especie como recurso ecoldgico, asi como se perdera

la oportunidad econdmica que supone el cultivo de la Almeja Mano de Ledn.

Identificar el nimero minimo de reproductores efectivos para producir una progenie con
variabilidad genética semilla a la de poblaciones naturales, utilizar organismos que no presenten
diferencias genéticas con el resto de los organismos silvestres, asegurar el cruce 1-1 vy la contribucion de
ambos sexos de cada uno de los reproductores, y otras acciones para producir semilla en laboratorio son

deseables tanto para el productor como para el medio ambiente natural.

El cultivo de estas semillas en el medio abierto implicaria en si, una mayor tasa de reclutamiento
hacia las poblaciones naturales, lo que incluso ayudaria a que estas aumenten, que en el futuro podria
suponer la recuperacion también de la importante pesqueria que se comenzaba a desarrollar, la cual de

ser realizada de una manera responsable podria en su momento fortalecer la economia local.

El presente estudio representa un primer paso para la posible creaciéon de un panel de SNP’s que pueda
ser utilizado para evaluar la diversidad genética de los organismos empleados como reproductores y asi
mejorar la posibilidad de obtener una buena variabilidad genética de los individuos producidos en dichos

cruces.
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Capitulo 5. Conclusiones

1. Existe una sola poblacidon de Almeja Mano de Ledn de la peninsula de Baja California con una
estructura poblacional moderada y probablemente influenciada por reducciones poblacionales

grandes en algunas poblaciones.

2. Noseencontraron SNP’s que estén relacionados con adaptacion local utilizando el método Fst/He.

3. Los cultivos provenientes de desoves masivos artificiales y los trasplantes de organismos

comienzan a ser notables en la variabilidad genética de las poblaciones naturales.

4. Las Semillas de cultivo producidas en laboratorio presentaron una ligera pérdida de variabilidad y
diversidad genética, pero el cambio en la composicidn alélica las diferencia drasticamente de las

poblaciones naturales.

5. Algunos de los organismos de la semilla producida artificialmente se parecian genéticamente a los
de las poblaciones naturales, por lo que modificaciones en el protocolo de produccién deberdn ser
implementadas para no continuar impactando la variabilidad genética de las poblaciones

naturales.
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