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Resumen de la tesis que presenta Melina Cepeda Ochoa como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Caracterizacion genética poblacional del abuldn negro (Haliotis Cracherodii) en Baja California, México

Resumen aprobado por:

Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz
Directora de tesis

El abulén negro (Haliotis cracherodii) es un recurso de gran importancia ecoldgica y socioeconédmica en
California y Baja California. Esta especie esta listada en peligro critico (Lista Roja de la UICN), ya que, su
densidad poblacional disminuyd significativamente a mediados de los 80’s presentando cambios en su
distribucidn geografica histérica. En California, estudios genéticos poblacionales evidencian que la
recuperacion natural de este recurso no es posible, dado que la especie presenta una baja dispersién larval
que limita el flujo de genes entre localidades. En México, existen pocos estudios sobre su distribucién y
abundancia; mientras que su estado genético poblacional no ha sido estudiado. Por lo cual, el objetivo de
este trabajo fue caracterizar genéticamente el recurso abuldn negro (Haliotis cracherodii) en la costa
Pacifico de Baja California, México. El area de estudio incluyo seis localidades de muestreo: Bajamar (BJM),
Saldamando (SLM), Isla Todos Santos (ITS), Punta Banda (PBD), Faro San José (FSJ) e Isla Guadalupe (IGP)
y se colectaron 341 abulones (tallas de 20-120 mm). Se analizaron 240 abulones con ocho marcadores
microsatélites especie-especificos, incluidos 41 abulones de dos localidades de California (Andrew Molera
(CAM) y Point Arguello (CAR)) descritas anteriormente por Beldade et al. (2012). Se calcularon las
frecuencias alélicas, nimero de alelos (Na), alelos efectivos (Ne), riqueza alélica (Ra), alelos privados (AP),
heterocigosidades (Ho, He), coeficiente de endogamia (Fs) y Equilibro de Hardy Weinberg (EHW). El grado
de estructura poblacional se determiné mediante la diferencia genética entre pares de localidades (Fs7) y
el nimero de componentes genéticos (STRUCTURE). Se realizé la prueba de Mantel para evaluar
aislamiento por distancia (IBD) y se generd un dendrograma de similitud genética (Dc) entre las localidades
evaluadas. Y se evalué la tasa de migracién pasada (MIGRATE) y si existe una reduccidn reciente en el
tamanio efectivo poblacional (BOTTLENECK). Los resultados mostraron un déficit de heterocigotos en todas
las localidades (He = 0.917; DE= 0.005; Ho = 0.459; DE= 0.032) y un alto coeficiente de endogamia (Fs=
0.227-0.861; p<0.05). Las localidades de California resultaron ser genéticamente diferentes a los de Baja
California (P<0.0062); las localidades continentales mostraron similitudes genéticas (P>0.0062) entre ellas.
Mientras que, Isla de Guadalupe evidencio ser genéticamente diferentes de todas (P<0.0062). En el analisis
de la estructura genética poblacional se agruparon las localidades de California como un solo componente,
en el segundo grupo se asociaron las localidades del continente e Isla Todos Santos y el tercer grupo se
conformé solamente por Isla Guadalupe. La relacién filogeografica mostré tres clados: 1) CAM y CAR, 2)
BJM, SLM, ITS y FSJ, y 3) PBD, usando como grupo externo a Isla Guadalupe. El andlisis de conectividad
evidencié una dispersidn larval de modelo dual, a cortas y largas distancias de su localidad natal. Siendo,
el aporte mas significativo a microescala, en direccidn de sur a norte y a macroescala de norte a sur. En
concordancia con los estudios de taxonomia tradicionales basados en caracteristicas morfoldgicas, los
resultados de este estudio sugieren que los abulones negros de la Isla de Guadalupe son una subpoblaciéon
diferente y podrian ser una subespecie. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios bioldgicos y
genéticos para corroborarlo. En conclusidn, los resultados de este estudio mostraron que los esfuerzos de
recuperacion como el repoblamiento se pueden realizar entre dreas genéticamente similares de Baja
California, y que es necesario estudiar las épocas reproductivas en Baja California. Mientras que, en Isla
Guadalupe, es necesario generar informacion bdsica ecoldgica, bioldgica y genética para evaluar el estado
actual del recurso y si existe estructura genética del abuldn negro a lo largo de la isla.

Palabras clave: Abuldn negro, Haliotis cracherodii, genética poblacional, heterocigosis, endogamia, cuello
de botella, Fsr, estructura poblacional, migracidn, Baja California



Abstract of the thesis presented by Melina Cepeda Ochoa as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Aquaculture

Population genetic characterization of black abalone (Haliotis cracherodii) in Baja California, Mexico

Abstract approved by:

Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz
Thesis Director

The black abalone (Haliotis cracherodii) is a very valuable resource of ecological and socioeconomic
importance; It is listed as critically endangered (IUCN Red List), since the population declined significantly
in the mid 80’s along with its geographical distribution. In California, genetic population analyzes warn that
the recovery of black abalone will be very difficult due to low larval distribution, which prevents the
dispersion of genes to increase genetic variability. In Mexico, there are only a few studies on its distribution
and abundance, while the genetic state of the population has not been studied. Therefore, the main
objective of this work was to genetically characterize the black abalone (Haliotis cracherodii) in Baja
California, Mexico. Six sampling locations from the north to the center of the peninsula were selected:
Bajamar (BJM), Saldamando (SLM), Todos Santos Island (ITS), Punta Banda (PBD), San José Lighthouse (FSJ)
and Guadalupe Island (IGP), and 341 abalone were collected with a size range of 20 to 120 mm. A total of
240 black abalones were analyzed using eight species-specific microsatellite markers, including 41
abalones from two California locations, Andrew Molera and Point Arguello, described previously by
Beldade et al. (2012). The genetic variability of each population was calculated (allelic diversity, effective
alleles, allelic richness, heterozygosity, inbreeding coefficient and Hardy Weinberg equilibrium); the
distance isolation between pairs of locations: the population structure, the genetic migration, and the
phylogeographic relationship. The results showed a heterozygous deficit in all locations (He = 0.917; SD =
0.005; Ho = 0.459; SD = 0.032) and a high inbreeding coefficient (F;s= 0.227-0.861; p<0.05). Black abalones
of California turned out to be genetically different from those of Baja California (P<0.0062), and those of
the continental coast showed genetic similarities between them (P>0.0062). Whereas, the abalones from
Guadalupe island proved to be genetically different from all the others (P<0.0062). The genetic population
structure of California was grouped as a single component; continental localities and Isla Todos Santos
were associated in a second group, and the third group was structured with Guadalupe Island. Finally, the
phylogeographic relationship formed three clades: 1) CAM and CAR, 2) BJM, SLM, ITS and FSJ and 3) Punta
Banda, considering Guadalupe island as an outgroup due to the genetically differences observed. The
connectivity analysis showed a dual larval dispersal mode, at short and long distances from their natal
location. Being, the most significant contribution to microscale, in the direction from south to north and
to macroscale from north to south. As traditional taxonomy studies based on morphological characteristics
have shown, our results suggested that black abalones from Guadalupe island are a subpopulation and
can be a subspecies. However, more biological and genetic studies are necessary to corroborate it. In
conclusion, the results of this study showed that recovery efforts such as restocking can be carried out
between genetically similar areas of Baja California, and that it is necessary to study the reproductive
seasons in Baja California. While, in Guadalupe Island, it is necessary to generate basic biological, ecological
and genetic information to evaluate the current status of the resource and if there is genetic structure of
the black abalone along the island.

Keywords: Black abalone, Haliotis cracherodii, populations genetics, heterozygosity, inbreeding,
bottleneck, Fsr, population structure, migration, Baja California
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Antecedentes

Los abulones son moluscos marinos pertenecientes a la clase gasterdpoda y al monogénero Haliotis (Cox,
1962; Sierra-Rodriguez et al., 2006). Existen alrededor de 56 especies y la mayoria se encuentran en fondos
someros en regiones templadas y tropicales del mundo (Geiger y Owen, 2012). Se considera que menos
de 20 especies en el mundo alcanzan tallas apropiadas para ser explotadas por pesqueria comercial y
acuicultura (Sierra-Rodriguez et al., 2006). En el Noroeste del Océano Pacifico, se distribuyen ocho
especies nativas de abulones, de los cuales en aguas mexicanas se encuentran siete, que son H. fulgens
(abulén azul), H. corrugata (amarillo), H. cracherodii (negro), H. rufescens (rojo), H. sorenseni (chino), H.
katmschatkana assimilis (rayado) y H. walallensis (aplanado) (Cox, 1962). En los estados de Baja California
y Baja California Sur, el recurso abulén ha representado desde la década de los afios 60 un importante
recurso pesquero para el desarrollo econdmico y social, siendo las especies sujetas a explotacion el abuldn

azul, amarillo, rojo, chino y negro (INAPESCA, 2004; Zamora-Garcia, 2016).

En los afios 60°s, el abuldn negro Haliotis cracherodii (Leach, 1814) era una especie muy comun que
habitaba el litoral costero rocoso de California y Baja California, muy facil de colectar en mareas bajas,
dada su distribucién en la zona intermareal de los 0 a 6 metros de profundidad (Leighton y Boolootian,
1963). La distribucion geografica histdrica de esta especie estaba reportada desde Coos Bay, Oregon, EE.
UU., hasta Cabo San Lucas, Baja California Sur, México (Cox, 1962). Sin embargo, su rango de distribucién
se ha restringido de Punta Arena, California, EE. UU. hasta Bahia Tortugas, Baja California Sur, México
(Figura 1), a consecuencia de la sobrepesca, la pesca ilegal y la susceptibilidad de esta especie a la

enfermedad del sindrome de deshidratacion (SD) (Braje et al., 2007; Neuman et al., 2010).

Datos histéricos de la pesqueria de abuldn en Baja California, sefalan que, en el afio 1991 entre todos los
abulones explotados, la concha mejor valorada era la del abuldn negro. Los mercados extranjeros
contribuian grandemente a la economia del pais pagando la tonelada de concha en mas de 11 mil ddlares;
posteriormente, esta demanda disminuyd (Ledn-Carballo y Mucifio-Diaz, 1996; Sierra-Rodriguez et al.,
2006). En 1996, las autoridades pesqueras de México implementaron medidas de manejo del recurso
abuldn, y se propuso no extraer el recurso del medio, hasta declarar mejorias en sus poblaciones naturales
(Ledn-Carballo y Mucifo-Diaz, 1996). Esta misma propuesta ha sido emitida en diversos afios en el Diario

Oficial de la federacion (DOF) por el INAPESCA (DOF, 2000, 2006, 2010, 2012), ademas del establecimiento
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una talla minima de captura de la especie por zona (DOF, 2017). La Carta Estatal pesquera de Baja
California propuso la misma recomendacién (SEPESCABC 2000-2018). Sin embargo, han existido capturas
legales esporadicas de este recurso, principalmente en Bahia Todos Santos, en donde el recurso no habia
sido explotado desde 1997, En esta localidad se asignaron cuotas en 2017 y 2019, con base en la evaluacion
de la biomasa disponible (com. Pers. SCPP. Litoral de Baja California). Por otra parte, se siguen registrando
capturas ilegales de abuldn negro, pero se desconocen las cantidades extraidas (Inforural, 2018). Segun el
estudio realizado por Zamora-Garcia (2016), sobre la pesca ilegal del abulén en la peninsula de Baja
California, las principales especies capturadas de manera ilegal son el abuldn azul (89%), amarillo (1%) y el
negro, aunque para este ultimo no fue posible para este ultimo determinar el porcentaje por falta de
informacidon en los aseguramientos realizados por las autoridades responsables (PROFEPA. PGR,
CONAPESCA), aunque se cree que es bajo dada la poca abundancia actual del recurso. Sin embargo, dado
gue es la especie con mayor acceso, por su distribucion en la zona intermareal y que no se requiere buceo
para su extraccion, se vuelve esencial su proteccion mediante medidas de manejo adecuadas (Leet et al.,
2001). La pesca ilegal del abulén de 1990 a 2015 fue calculada en 35 toneladas por afio y la pesca no
declarada fue de 61 toneladas anuales, 11y 21 % del total respectivamente, que equivales a 22 millones

de ddlares de pérdida de esta pesqueria en la peninsula (Zamora-Garcia, 2016).

Mexico
. Isla
G_padalu pe

\——" Bahia
Tortugas, B.C.S.

¢

abo San
Lucas, B.C.S.

Figura 1. Rango de distribucién geografica histdrica del abuldn negro Haliotis cracherodii de Coos Bay, Oregon, EE.
UU. a Cabo San Lucas, B.C.C. México (Cox, 1962) y actual de Punta Arena, California, EE. UU. a Bahia Tortugas, B.C.S.
Meéxico (NMFS, 2018).



1.1.1. Pesqueria del abuldn negro en California

En California, EE. UU., la explotacién comercial inicié desde 1850 por parte de los inmigrantes chinos (Cox,
1962; Braje et al., 2007). Durante este periodo se desconoce el volumen de las capturas de abuldn negro,
pero se sabe por datos arqueoldgicos que grandes cantidades de abuldn negro de tallas entre 60-160 mm
fueron explotados por los pescadores chinos (Braje et al., 2007) y se reporta que su pico maximo fue
alcanzado en 1879 (Cox, 1962). A finales del siglo 19, los chinos fueron excluidos de la pesqueria del abuldn
en California y en el periodo de 1905 a 1909 el Estado emitié leyes restringiendo la pesca de abuldn a
temporadas y tallas especificas como medidas de regulacidn para proteger el recurso (Braje et al., 2007).
Mientras que, de 1913 a 1943 todas las pesquerias del abuldon fueron cerradas (Cox, 1962; Leet et al.,
2001). Posteriormente en los afios 50°s, la pesqueria comercial de las distintas especies de abuldn fue
inaugurada, la cual, nuevamente fue controlada por pescadores japoneses, también, por italianos,
portugueses, americanos europeos (Braje, et al., 2007). De 1951 a 1969 se reportaron capturas
combinadas entre las 2, 000 toneladas anuales y un decremento significativo de las mismas en el periodo
de 1969 a 1982 (Karpov et al., 2000). Especificamente en el abuldn negro, se registraron capturas de 862
toneladas en 1973, dos afios mas tarde se registraron 310 toneladas y en 1993 se registr6 menos de una
tonelada (921 kilogramos) (Figura 2). Esto debido a que a mediados de los 80°s las poblaciones se vieron
fuertemente afectadas por la enfermedad del Sindrome de Deshidratacién (SD) que acabd con mas del

95% del abuldn negro en algunas localidades costeras, principalmente al sur de California (Leet et al., 2001)

Como una medida de proteccidon en California, el abulén negro fue agregado a la lista de especies
candidato en 1999, especie de preocupacion en 2004 y catalogada en peligro en 2009 (Neuman et al.,
2010). En la actualidad, la especie esta catalogada en peligro critico en la Lista Roja de Especies
Amenazadas de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés;
https://www.iucnredlist.org/species/41880/10566196), por lo que su captura en California es ilegal (Smith
et al., 2003). En California, el monitoreo a largo plazo de esta especie, iniciado en algunos lugares desde
mediados de los afos 70°s, ha permitido observar un reclutamiento e incremento en el nimero de
abulones negros en diferentes localidades en el sur de California (Eckdahl, 2015), donde solo pocos
individuos sobrevivieron al sindrome de deshidratacién (SD; Leet et al., 2001). Se cree que la abundancia
de este recurso ha disminuido de 40 org/m?en los afios antes del inicio de su explotacidn, a 2.8 org/m? de
1975 a 1979 (Gutierrez y Hogarth, 2006), hasta una densidad de 0.03 org/m2en el periodo de 1985-1991
cuando se dio el SD, y posteriormente se observa un ligero aumento a 0.04 org/m?de 2012-2015 (Eckdahl,

2015).


https://www.iucnredlist.org/species/41880/10566196
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Figura 2. Serie histdrica de capturas comerciales de abuldn negro (ton/afio) en California, EE. UU. durante el periodo
de 1956 a 1993 (Leet et al., 2001).

1.1.2. Pesqueria del abuldn negro en México

En México, la pesqueria de abuldn inicié en 1860 con la incursién de los inmigrantes chinos con base en
San Diego, California (Cox, 1962). Posteriormente, en 1940 los pescadores mexicanos formaron los campos
pesqueros actuales y las primeras cooperativas en la peninsula de Baja California (Sierra-Rodriguez el al.,
2006). Debido al descenso de las capturas de abuldén rojo, azul y amarillo en la década de los 70’s, la
pesqueria del abuldn negro entré a formar parte de las capturas comerciales (Gonzales-Aviles y Ortiz-
Quintanilla, 1986). Por ello, el abuldn negro aparece en la Carta Nacional Pesquera (CNP) como una especie
sujeta a explotacién comercial (DOF, 2017), y como medida de manejo, en la NOM-005-PESC-1993 se
establece una talla minima de extraccién de 120 mm en las Zonas | y Il (desde la linea divisoria internacional
con EUA hasta Bahia Asuncidn en B.C.S., incluidas las islas adyacentes)la norma no especifica una talla
minima en las zonas lll y IV, las cuales van del primer tercio noroeste de Bahia Asuncién de la

desembocadura del Arroyo Conejo en Baja California Sur. Adicionalmente, la pesqueria esta sujeta a la
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autorizacién de la cuota de captura que se establece con base en los resultados de los estudios de
evaluacidon del recurso. Cabe resaltar que las capturas de abuldn negro han sido esporddicas y de bajos
volumenes en los ultimos aifos (DOF, 2004, 2010y 2012). En los anuarios estadisticos pesqueros se registra
la captura total de abuldn, sin especificar el volumen por especie y por ello es dificil determinar cdmo se
ha comportado la captura de abulén negro en México. Sin embargo, en la Carta Nacional Pesquera,
documento oficial emitido por INAPESCA, se reporta el porcentaje que representa el abulén negro de las
capturas en diferentes periodos, asi que con estos datos se calculé la captura anual promedio de esta

especie (Tabla 1).

Durante el periodo de 1980-1999 las capturas de abuldén negro representaron un 3.4% del total (DOF,
2000; Tabla 1), y considerando la produccidn anual total de ese periodo (20.779 ton) se estima que la
cantidad total de abuldn negro capturado en estos 20 afios fue de 706 toneladas con un promedio de 35.3
ton/afio aproximadamente. Sin embargo, en el afio de 1994 el abuldn negro representdé sélo el 0.63 % del
total registrado (2, 030 ton) lo que significd un total de 9.5 toneladas de abuldn negro (sierra-Rodriguez el
al., 2006). En el afio 1996, las cooperativas firmaron un convenio para no capturar abuldn negro, rojo ni
chino. Sin embargo, se siguié reportando una captura esporadica, aunque muy baja (Figura 3) proveniente
principalmente de Isla Guadalupe (Sierra-Rodriguez et al., 2006). Finalmente, segun los datos del periodo
de 1990-2010, las capturas de abuldn negro representaron tan sélo el 0.15% del total de la pesqueria de
29,0912 toneladas, calculdndose 34 toneladas y en promedio 1.6 ton/afio (DOF, 2012; Tabla 1). Para 2010,
las capturas de abuldn negro, H. cracherodii correspondieron principalmente a la explotacién realizada en
la Isla Guadalupe debido a que los bancos naturales de la Peninsula de Baja California estaban
practicamente desaparecidos (Searcy-Bernal et al., 2010). A partir de 2016 se evidencié que algunas
localidades costeras, adyacentes a Ensenada, presentaban una recuperacidn natural del recurso en México
(com. Pers Lafarga De La Cruz, 2016) y el INAPESCA, previo dictamen técnico, asigné cuota para la captura
de abuldn negro en la Zona |, al norte de Ensenada y de nuevo se registré una captura que representé el
0.65% (0.72 toneladas) de lo capturado en Baja California (111 toneladas) en el afio 2017. En biometria
realizada a una muestra de 137 abulones negros de esta pesqueria se determind una talla promedio de
141 mm (+ 14.5 mm) de longitud de concha. Posteriormente, en 2018 y 2019 se otorgaron nuevas cuotas

de captura de abuldn negro en esta zona (com. Pers. Litoral de B.C., S.P.P. de R.L.).
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Tabla 1. Proporcion que representa la pesqueria del abuldn negro en México respecto al total de la captura
registrada.

Captura Porcentaje Captura Captura anual
total por promedio que total de promedio de Anos del Fuente de
ANO periodo representa el abuloén abulén negro periodo Datos del
(Ton) abuldn negro del negro (ton) (ton/afio) DOF
total
1980-1999  20,779* 3.40 706 353 20 CNP, 2000
1990-2010  22,912! 0.15 34 1.6 21 CNP, 2012

! calculada a partir del total anual reportado en los Anuarios Estadisticos Pesqueros. *Considerando los
valores posteriores (2012), se cree que el mayor volumen de captura de abulén negro se realizé de 1980
a 1990 y posteriormente disminuyd. Mientras que de 1970 a 1980, no existen datos para realizar un
estimado.
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Figura 3. Serie histdrica de capturas comerciales de abuldn negro (ton/afio) en la peninsula de Baja California, México
durante el periodo de 1992-2019. Datos calculados a partir de los datos de porcentaje de composicion por especie y
el volumen total de captura de abulén durante 1990-2003 (Sierra-Rodriguez el al., 2006). Y datos proporcionados por
la empresa Litoral de Baja California, S. P. R. de R. L. (2017-2019).

En Baja California, la presencia del patdégeno causante de la enfermedad del SD en abuldn negro fue
reportada por Valles-Rios (2000), quien analizé 27 abulones negros obtenidos durante las capturas
comerciales de 1992 de la S. C.P.P. Bahia Tortugas de la localidad de Los Morros, en Baja California Sur,
aunque se sugiere que la afectacién no fue de la magnitud observada en los afios 80’s en California, se

observaron bajas densidades en las poblaciones mexicanas en el mismo periodo que California (Valles-
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Rios, 2000; Cruz-Flores, 2017). Por lo cual, la disminucién en sus capturas parece estar mds relacionado
con la pesca ilegal y pesca no declarada, que ha tenido mayor impacto sobre este recurso, debido a que
este es el de mds fécil acceso por encontrarse en la zona intermareal, y no requiere buceo para su

extraccion.

Dado que el abulén negro representa una proporcion muy pequefia de la pesqueria total de abuldn,
existen escasos estudios sobre su estado poblacional. En Bahia Tortugas, se realizd en el afio 2002, un
estudio de prospeccidn donde solamente se encontraron cuatro organismos de 121 a 152 mm (Turrubiates
y Reineke, 2003 citado por Sierra-Rodriguez et al., 2006). Mientras que, en 2004, se realizo el proyecto
“Evaluacién y prospeccidn de abuldn negro en la costa occidental de la peninsula de Baja California” con
la finalidad de conocer la distribucién espacial, la abundancia y la estructura de tallas del abuldn negro. Se
realizaron evaluaciones desde Calafia, B.C. hasta San Hipdlito, B.C.S., encontrandose "92%s de 0 3 0.005
individuos/m? en el norte y centro de Baja California y una densidad de 0.5 individuos/m? en Santa
Rosaliita. En B.C.S. la densidad fue menor, de 0 a 0.001 org/m?, encontrandose las mayores densidades en
Isla Guadalupe (Castro-Gonzales et al. 2005). Ademas, el 98% de los organismos encontrados presentaron
tallas menores a la talla minima legal para su extraccion (98% < 120 mm) y sin presencia de signos de la
enfermedad del SD. Evaluaciones mas recientes, indican que algunas localidades de la costa de Baja
California presentan signos de recuperacion (Ibarra-Macias et al., 2019). Aunque estudios histolégicos
preliminares han detectado que el patégeno causante del SD estd presente (Valles- Rios, 2000; Delgadillo-
Anguiano et al., 2019), los signos clinicos caracteristicos de esta enfermedad no son evidentes en las

poblaciones naturales (lbarra-Macias et al., 2019).

1.1.3. Biologia del abulon negro

El abuldn negro Haliotis cracherodii es un molusco gasterdpodo que se distribuye en la zona intermareal y
somera submareal, de los 0 a 6 metros (Boolootian et al., 1962; Cox, 1962; Ault, 1985). El macho vy la
hembra se distinguen cuando estdn completamente maduros, ya que, las génadas toman un color
distintivo para cada sexo, la gdnada masculina toma un color entre blanco y amarillo y la femenina un
color verde, estos, segregan las células sexuales al medio para ser fertilizadas (Webber y Giese, 1969). La
temporada de desove puede extenderse de junio a octubre (Boolootian et al., 1962; Leighton y Boolootian,
1963; Webber y Giese, 1969). Posterior a la fertilizacion, los huevos se van al fondo, y después de unas
horas eclosiona una larva trocéfora que después se convierte en larva veliger. En estas dos fases, las larvas

atraviesan por una etapa plancténica, donde se transportan verticalmente por las corrientes oceanicas



8
hasta encontrar un sustrato rico en diatomeas y asentarse; posteriormente los juveniles comienzan a
alimentarse de la pelicula de microalgas adherida a las rocas (Figura 4). El abulén negro puede alcanzar
una talla de 26-30 mm durante su primer afio de vida con una tasa de crecimiento calculada de 2.2 a 2.5
mm/mes. Y durante los siguientes 4 a 5 afios, el abuldn crecera 20 mm anualmente, disminuyendo su tasa
de crecimiento a alrededor de 1.7-1.5 mm/mes (Leighton y Boolootian, 1963; Figura 5A). Se ha estimado
gue organismos de entre 50-55 mm de longitud de concha tienen alrededor de 2 afios, si las condiciones
de vida son ideales, y que los adultos alcanzan la madurez sexual a los 38 a 50 mm de longitud de concha
(https://www.fisheries.noaa.gov/species/black-abalone#description). Sin embargo, después del quinto
afio, el crecimiento no es lineal y se vuelve impredecible (Haaker et al., 1995), ya que, la tasa de
crecimiento disminuye considerablemente (< 1 mm/mes) en abulones mayores a 130 mm (Leighton y
Boolootian, 1963). Por otra parte, se estima que el abuldn negro puede vivir hasta 30 afios, y que abulones
mayores a 100 mm pueden tener mas de 20 afios. Sin embargo, las tasas de crecimiento pueden variar
entre sitios y abulones de talla similar. En el trabajo realizado por Leighton y Boolootian (1963) en dos
localidades de Pt. Dume, las tasas de crecimiento variaron de 0.5 a 2.6 mm/mes en organismos de tallas
de 34 a 125 mm; mientras que en Palos Verdes estas variaron de 0 a 1.62 mm/mes en organismos de entre
30a 71 mm (Figura 5B). Raimondiy colaboradores (2002) sugieren un rango de tamano para juveniles (<50
mm), subadultos (60-90 mm), adultos (91-120 mm) y abulones de talla comercial (> 120 mm). Mientras
que, Chambers et al. (2006) considera adultos a organismos mayores a 95 mm, que pueden tener mas de
seis afios de vida. Y otros autores sugieren que, debido a la variacién temporal en el crecimiento, el tamafio

no es una medida confiable de la edad (Morris et al., 1980)
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Figura 4. Ciclo de vida de gasterépodos del género Haliotis (Shepherd et al., 1992).
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Figura 5. A) Curva de crecimiento del abuldn negro durante sus primeros seis afos de vida y B) relacion de tasas de
crecimiento y la talla inicial del abulén en dos localidades de California EE. UU. (generadas con observaciones de
Leighton y Boolootian, 1963).

1.1.4. Taxonomia del abulén negro

Taxondmicamente, se reconocen dos subespecies de abuldn negro: Haliotis cracherodii cracherodii (Leach,
1814) que se encuentra distribuido en la zona continental; y H. cracherodii californiensis (Swainson, 1822)
que solamente se ha reportado en la Isla Guadalupe, México) (Bartsch, 1940; Geiger y Owen, 2012). Sin
embargo, Geiger y Poppe (2000) consideran esta subespecie una forma que no necesita ser reconocida
taxondmicamente. Asimismo, Butler et al. (2009) afirman que todas las subespecies descritas de abulén
negro corresponden a variedades que presentan ecomorfos o ejemplos de deformaciones en las conchas
y son sindnimos de una sola especie H. cracherodii. Geiger y Owen (2012), sugieren que para aclarar su
incertidumbre taxondmica se requieren realizar estudios de genética poblacional entre las localidades de
esta isla y del continente. Sin embargo, hasta hoy no hay informacidn adicional que permita cambiar esta
clasificacion (NMFS, 2018). El abuldn de la costa, Haliotis cracherodii cracherodii (Figura 6A) llega a medir

hasta 216 mm, posee una concha ovalada, arqueada y pesada, su coloracién puede variar de azul y verde
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oscuro a negro, del lado izquierdo de la concha tiene ubicado los poros respiratorios, generalmente de 5
a 8 poros abiertos. Esta subespecie se distribuye desde la costa norte de California hasta Baja California,
Meéxico (Geiger y Owen, 2012). Mientras que, la subespecie Haliotis cracherodii californiensis (Figura 6B)
es mas pequefia, llegando a medir maximo 180 mm, y tiene un mayor niumero de poros respiratorios
abiertos (9 a 16). Ademads, su distribucién ha sido reportada solamente en Isla de Guadalupe, Baja

California, México (Bartsch, 1940; Geiger y Owen, 2012).

@ Buzz Owen

Figura 6. Conchas de abuldn negro A) H. cracherodii cracherodii colectado en la zona intermareal de la Jolla, CA.
(100.3 mm, 1951) y B) H. cracherodii californiensis colectado en la zona intermareal de Roca Elefante y West
Anchorage en Isla Guadalupe, B. B., México (97.4 y 110.3 mm, respectivamente) (Geiger y Owen, 2012).

1.1.5. Estudios genéticos del abulon negro

En California, EE. UU. existen tres estudios que han evaluado la estructura genética poblacional del abulén
negro H. cracherodii (Tabla 2). El primer estudio fue el realizado por Hamm y Burton (2000), en el cual, se
muestrearon siete localidades ubicadas entre los condados de Santa Cruz y Santa Barbara a lo largo de la
costa central de California, para estimar los parametros genéticos entre poblaciones donde la especie aln

era moderadamente abundante para esos afios (1997 y 1998).
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Este estudio se realizé con tres alozimas (GPI, AAT-1 y PGM; n= 400) y la secuencia parcial del gen
mitocondrial citocromo oxidasa subunidad | (COIl; n=51 en cinco localidades). Encontrando diferencias
significativas en las frecuencias alélicas entre sitios con los tres loci examinados y un valor de Fsr
significativo entre pares de 0.009 a 0.054 (promedio 0.039). En este estudio no se observd una relacion
entre las distancias genéticas y geograficas en los 300 km de rango de muestreo, pero lugares con una
proximidad de 12 km de distancia no presentaron diferencias, sugiriendo una dispersién y un flujo génico
efectivo en esa escala espacial. Los resultados sugieren bajos niveles de dispersién larval entre localidades
distantes (300 km) y una alta retencion larval en las localidades evaluadas. En el caso del gen COI no se

observé evidencia de diferenciacidn entre localidades en el abuldn negro de la costa central de California.

Posteriormente, Chambers y colaboradores. (2006) evaluaron la estructura genética de poblaciones de
abuldn negro entre once localidades de la costa central continental (Carmel Point, Scott’s Creek y
Vandenberg) y las islas del sur de California (Islas San Miguel, Santa Rosa, Santa Cruz y San Nicolas) usando
cinco alozimas (n=491 muestras). Entre las localidades de la costa central y las islas se encontraron
diferencias genéticas bajas pero significativas (Fsr= 0.008). Ademas, se observaron alelos exclusivos en las
localidades de las islas que no estaban presentes en las localidades de la costa. Asimismo, entre las
poblaciones de las islas se observaron diferencias; sin embargo, mas débiles que las observadas con las
poblaciones costeras. Estos datos son consistentes con el reclutamiento local debido a un mayor flujo
genético entre las localidades de las islas que entre las islas y la costa. Ademas, el analisis entre cohortes
mostré que los adultos (abulones > 95 mm, > 5 afios) entre las localidades de las islas (San Miguel, Santa
Cruz y San Nicolds) son genéticamente diferentes, mientras que no se detectaron diferencias entre los
juveniles (abulones < 95 mm, de 2-5 afios). Los autores argumentan que estas diferencias genéticas entre
adultos pueden estar relacionadas con las mortalidades masivas ocurridas en estas islas, y el hecho de que
se trate de organismos que sobrevivieron a estas condiciones (poblaciones remanentes). Asi como una

posible seleccidn actuando sobre los reclutas inmigrantes.

En 2008, Gruenthal y Burton usando secuencias parciales del gen mitocondrial COI, cuatro marcadores
microsatélites heterdlogos (desarrollados para abuldn pinto de Alaska) y AFLPs, evaluaron los niveles de
conectividad entre poblaciones de abulén negro de la costa central de California y cuatro de las islas sur
de California (Islas San Miguel, Santa Rosa, Santa Cruz y San Nicolas) con un total de 588 muestras. Los
resultados con COI (n=238) y en 142 marcadores AFLP (n=156) muestran divergencia global significativa
entre las poblaciones (Fs;= 0.044). Mientras que el locus microsatélite Hka28 y los datos de AFLP muestran
divergencia significativa en multiples comparaciones pareadas entre poblaciones, exhibiendo sefales de

aislamiento por distancia. Los autores puntualizan que las divergencias genéticas entre poblacionales
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observadas sugieren que la dispersion larval es restringida, y que la recuperacion natural de las
poblaciones severamente impactadas es poco probable de ocurrir en un futuro cercano. Los datos de
Gruenthal y Burton (2008) son consistentes con los reportados previamente por Hamm y Burton (2000) y
Chambers et al. (2006), en este sentido, indicando un flujo genético restringido entre localidades. Estos
autores concluyen que las poblaciones de abulén negro en la costa de California no son panmicticas, es
decir, no se aparean al azar, y que la dispersidn larval no es suficiente para homogeneizar genéticamente

a la especie en el rango evaluado.

Mas recientemente, Beldade et al. (2012) aislé y caracterizd ocho marcadores microsatélite especie
especificos, y evalud su polimorfismo en dos localidades de la costa de California (Andrew Molera y Point
Arguello). Encontrando alto polimorfismo, altos valores de heterocigosidad esperada y desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg. Sin embargo, no encontré diferencias genéticas significativas entre las
localidades evaluadas, aun y cuando una de ellas, Point Arguello, fue fuertemente impactada por el SD a
mediados de los afios 90's y no mostraba signos de recuperacién a la fecha de este estudio y poco o casi
nada de reclutamiento. Mientras que la otra localidad, Andrew Molera, no fue afectada por el SD y ha

presentado reclutamiento continuo en el mismo periodo de tiempo.



Tabla 2. Resumen de los estudios genéticos publicados de abulones nativos del Noreste del Pacifico Norte.

Técnicas Resumen Autores

Alozimas (GPI, Genética poblacional en la costa central de California Hamm y Burton, 2000
PGM, AAT-1) 400 Siete localidades: Scotts Creek, Asilomar, Carmel Point,

muestras Big Creek, San Simeon, Cambria y Vandenberg MER

Gen COl (mtDNA) Afio de colecta 1997 y 1998

51 muestras Tallas de muestreo 3-25 cm

Distancia maxima entre localidades de 300 km
Fis=-0.017,0.124y 0.269
Fsr=0.009, 0.032 y 0.054 (promedio 0.039)

Alozimas (TPI-1, Estructura genética entre localidades de la costa Chambers et al., 2006
PGM-1, GPI-1, AAT- central de California e islas del sur

1, MEP-1) -491 Once localidades

muestras Centro: Carmel Point, Scotts Creek y Vandenberg

Islas: San Miguel, Santa Rosa, Santa Cruz y San Nicolds
Afio de colecta centro: 1997 y 1998

Afio de colecta islas: 2003 y 2004

Distancia maxima entre localidades de 341 km
Fis=0.112 global (rango -0.006 a 0.173) entre todas
Fsr=0.008 global (rango -0.003 a 0.018) entre todas
Fst=0.012 (AMOVA, dos grupos: Islas vs continente)

Microsatélites Estructura genética entre localidades de la costa Gruenthal y Burton,
heterdlogos (4, central de California e islas del sur 2008

Hka, n=588), Once localidades: Scotts Creek, Asilomar, Monterey,

mtDNA (COI, n = Carmel Point, Big Creek, Cambria y Vandenberg, Islas

238)y San Miguel, Santa Rosa, Santa Cruz y San Nicolds

AFLPs (n=156) Aio de colecta centro: 1997 y 1998

Afo de colecta islas: 2002

Distancia maxima entre localidades de 750 km
Fis=0.517 global (rango 0.074 a 0.776) entre todas
Fsr=0.044 global (rango -0.014 a 0.019) entre todas
Fsr=0.019 (par de localidades Islas vs continente)

Microsatélites Desarrollo de marcadores moleculares microsatélite = Beldade et al., 2012
especie-especificos  especie-especificos para abuldn negro
(8; HCH, n=41) Dos localidades: Andrew Molera y Point Arguello

Afo de colecta: entre 2006

Libreria gendmica realizada con un abuldn colectado en

Afio Nuevo, California, EE. UU.

Distancia maxima entre localidades de 239 km

Fis=0.263 global (rango -0.085 a 0.593) entre todas
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1.1.6. Marcadores moleculares tipo microsatélite para estudios de genética poblacional

Los microsatélites también Illamados SSR o STR, son fragmentos cortos repetidos en tandem, se
encuentran distribuidos en todo el genoma y generalmente en zonas no codificantes de este, aunque
pueden existir en menor proporcidn en regiones codificantes (SSR-EST). De acuerdo con las repeticiones,
los microsatélites se clasifican en dinucleétidos (TA), trinucledtidos (TGA), tetranucledtidos (TAGA) y
pentanucledtidos (TAGAG). Ademas, son de diferentes longitudes (5 a 40 repeticiones). Estos marcadores
son muy informativos, presentan gran polimorfismo, son co-dominates y tienen seleccidon neutra. Asi
mismo, son muy utilizados, ya que, son considerados sencillos de manipular, con 100% de veracidad y
altamente reproducibles. Para localizar a los marcadores microsatélites, se generan primers hibridan a los
extremos del microsatélite. Generalmente, estas zonas flanqueantes no sufren de mutaciones, por lo
tanto, se pueden utilizar en organismos del mismo género (Becerra et al., 2000; Claria et al., 2001; Yafiez

et al., 2003; Aranguren-Méndez et al., 2005; Fortes, 2008).

La diferencia de tamafio en cada SSR se debe a que la polimerasa puede tener fallos durante el proceso de
replicacion del DNA, esto apila errores que suman o restan a la secuencia, se calcula que este polimorfismo
en cuanto a longitud es de 1072 hasta 107°. La amplificacién de estos SSR se puede realizar mediante la
técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), creando primers que se peguen en los extremos de
la secuencia. Se pueden encontrar tres tipos de microsatélites, los SSR perfectos, es decir, se repiten cierto
numero de nucledtidos sin interrupciones, los SSR compuestos, es decir, la secuencia contiene dos o mas
repeticiones y por ultimo los SSR interrumpidos, esto quiere decir que hay de 1 a 4 nucleétidos juntos, que

separan las repeticiones en la secuencia (Ellegren, 2004).

Uso de microsatélites

Los marcadores microsatélite se pueden utilizar en la genética poblacional, para detectar pérdida o
ganancia de variabilidad genética, también para identificar o discriminar entre especies, igualmente se
usa para pruebas de paternidad en acuicultura, ya que estos SSR se heredan de generacidon en
generacion, ademds se pueden hacer cruzas entre organismos que posean microsatélites codificantes
para una caracteristica deseada (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Ya se han realizado andlisis poblacionales utilizando microsatélites. Se utilizaron en la especie de abulén
Haliotis discus hannai, para evaluar la diversidad genética entre organismos cultivados y organismos
silvestres. En este estudio, se encontré mayor nimero alelos en las poblaciones silvestres, es decir, mayor
variabilidad genética en poblaciones silvestres que en organismos cultivados. Asi mismo, que los cuellos

de botella en una poblacién se pueden provocar al introducir organismos de acuicultura con menor
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variabilidad genética. Se concluye que, los microsatélites son necesarios para caracterizar una poblacién,

con el objetivo de detectar y aumentar la variabilidad genética bajo condiciones de cultivo (Li et al., 2004).

En cuanto a los andlisis parentales, los microsatélites son ampliamente utilizados para estimar el grado de
fecundidad de los reproductores, mantener el pedigri de una especie para la reproduccion selectiva, asi
como, aumentar la variabilidad genética en un organismo y en la poblacién. En un experimento, donde se
realizaron cruzas del abuldn Haliotis asinina, revelé que uno solo de los reproductores era el progenitor
de la mayoria de las larvas (>80 %), dando como resultado un reducido nimero de alelos en las crias, por
lo tanto, baja variabilidad genética en la poblacién. Con esto se confirma la importancia de los marcadores
microsatélite como control de cruzas, ya que, con el conocimiento de los SSR que hay en cada organismo
y en la poblacién, se puede mantener la diversidad genética y conocer la descendencia de los individuos

(Selvamani et al., 2001).

En cuanto andlisis poblacionales, Cérdova-Secundino (2018) evalud seis poblaciones silvestres de abuldn
rojo (Haliotis rufescens) y cinco lotes de cultivo de Baja California, México y California, EE. UU. Encontré
mayor diversidad alélica (riqueza alélica), variabilidad genética y heterocigosidad observada en las
poblaciones silvestres. En cambio, en los lotes de cultivo se mostraron altos indices de endogamia,
también, identificd la presencia de homocigotos en exceso. Concluyendo que, los marcadores moleculares
mas informativos se pueden utilizar para diversos andlisis (analisis antes mencionados), con el fin de
enriquecer las poblaciones silvestres y lotes de cultivo, asi como, controlar el parentesco en cultivos

acuicolas y realizar seleccion para obtener mejores resultados en produccion.

1.2. Justificacion

En California, H. cracherodii esta considerado una especie en peligro, y los resultados de estudios genéticos
realizados entre localidades de California sugieren una dispersion larval restringida y poca probabilidad de
que las poblaciones se recuperen naturalmente como consecuencia del bajo flujo genético entre ellas,
ocasionado por las condiciones oceanograficas de estas zonas y las estrategias reproductivas de la especie.
En México, el recurso abuldn negro tiene un valor socioecondmico y ecolégico muy alto. Sin embargo, son
pocos los estudios que se han orientado a evaluar su diversidad y estructura genética poblacional. A pesar
de su importancia y a que en afios recientes se ha evidenciado en algunas localidades una recuperacion
natural en las costas de Baja California, no existe informacion genética basica del recurso y se desconoce

la conectividad entre las poblaciones. Por lo que conocer la diversidad, estructura y conectividad genética
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entre las poblaciones remanentes de abuldn negro en aguas mexicanas permitird establecer estrategias
de manejo y conservacion de este. Gracias a su recuperacidn natural, el abulén negro ha vuelto a ser
explotado en una localidad de Ensenada en los ultimos tres afios (2017-2019), por ello es necesario generar
conocimiento (informacién genética base), que permita conocer el estado genético del recurso y proponer
las estrategias de manejo y conservacién. Asimismo, este conocimiento permitird plantear estrategias de

reproduccion, seleccién de crias, mejoramiento genético y produccidn por acuicultura sustentables.

1.3. Hipétesis
Dado que el abuldn negro presenta un temporada de reproduccién muy estrecha en el afio (julio-octubre)
y que tiene una restringida dispersion larval (300 km), existiran diferencias genéticas significativas entre

las localidades costeras de California y Baja California.

Debido a los patrones de circulacién oceanica particulares aledafios a las islas, el abulén negro de las

localidades insulares presentara diferencias genéticas respecto a las localidades costeras.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Caracterizar genéticamente el recurso abulén negro (Haliotis cracherodii) en la costa Pacifico de Baja

California, México.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Generar el primer banco de muestras del recurso Haliotis cracherodii en Baja California, México para

estudios genéticos y gendmicos.

2. Describir la diversidad genética del abuldén negro (Haliotis cracherodii) en la costa de Baja California,

Meéxico, usando marcadores microsatélite especie-especificos.
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3. Determinar el grado de diferenciacidon y estructura genética entre seis localidades costeras y dos
insulares del abulén negro (Haliotis cracherodii), desde el sur de California, EE. UU. hasta la costa central

de Baja California, México.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Area de estudio

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo, se establecieron seis localidades costeras y dos
insulares de muestreo de abuldn negro (Haliotis cracherodii), desde el sur de California, EE. UU. hasta la
costa central de Baja California, México (Figura 7). De norte a sur las localidades costeras muestreadas
fueron Andrew Molera (CAM), Point Arguello (CAR), Bajamar (BJM), Saldamando (SLM), Punta Banda (PBD)
y Faro San José (FSJ); mientras que las dos localidades insulares muestreadas fueron Isla Todos Santos (ITS)

e Isla Guadalupe (IGP).
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Figura 7. Localidades de abuldn negro Haliotis cracherodii utilizadas para este estudio.
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Los genotipos de las dos localidades de California, EE. UU., fueron proporcionadas por el Dr. Giacomo
Bernardi del Departamento de Ecologia y Biologia Evolutiva de la Universidad de California Santa Cruz a
partir de muestras genéticas colectadas en el afio de 2006 (Beldade et al., 2012). Mientras que, las
muestras de material genético (DNA) de Isla Guadalupe, obtenidas en el afio 2013, fueron proporcionadas
por el Dr. John Hyde del Southwest Fisheries Science Center de la National Oceanic and Atmospheric
Administration (NOAA). Por otra parte, el resto de las muestras de Baja California fueron colectadas
durante campanas realizadas de 2017 a 2018 (Tabla 3). Para ello, en cada localidad se trazé un cuadrante
maximo de 60 m (paralelo a linea de costa) por 20 m (perpendicular a linea de costa) en el area intermareal,
el cual se recorrié durante la marea baja. En las localidades de BJM y SLM se colectaron los organismos
completos y se transportaron al laboratorio, donde se separaron las branquias mediante una incision
(muestreo destructivo; proyecto INAPESCA-CICESE). En el resto de las zonas (ITS, PBD, FSJ e IGP) la
recoleccion fue no destructiva, se retiraron de 5 a 7 epipodios de cada organismo, se preservaron en tubos
eppendorf de 1.7 ml con etanol al 96%; y finalmente, cada abuldn se colocé nuevamente en la roca de
donde fue recolectado. La talla de los abulones muestreados varié de 20 a 120 mm de longitud, abarcando
organismos juveniles (<50 mm), sub-adultos (60-90 mm) y adultos (91-120 mm) segun lo establecido por
Raimondi et al. (2002). Las muestras fueron etiquetadas por zona y fecha de muestreo, se conservaron en
frio durante su transporte, y una vez en el Laboratorio de Genética del Departamento de Acuicultura, se
colocaron a -20°C hasta su procesamiento. En total, se obtuvieron 355 muestras de tejido (branquia o

epipodio) de abulén negro (Tabla 3).

Tabla 3. Localidades de muestreo y nimero de muestras de abuldn negro utilizadas en este estudio.

Afio de Total de Total de
Localidades Estado, Pais Abreviacion muestras muestras
muestreo g
(DNA) genotipificadas
2006 Andrew Molera California, EE. UU. CAM 21 21
2006 Point Arguello California, EE. UU. CAR 20 20
2018 Bajamar Baja California, México BIM 91 30
2017 Saldamando Baja California, México SLM 105 30
2018 Punta Banda Baja California, México PBD 28 28
2018 Faro San José Baja California, México FSJ 30 30
2018 Isla Todos Santos Baja California, México ITS 30 30
2013 Isla Guadalupe Baja California, México IGP 30 30

Total 355 219
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2.2. Extraccion de DNA

Para realizar la extraccion del material genético (DNA) se utilizd el kit comercial DNeasy® Blood y tissue de
Qiagen, y se siguieron las instrucciones del fabricante. Antes comenzar la extraccidn, el tejido se corté en
trozos pequefios con tijeras de laboratorio. Posteriormente, cada muestra se dejo secar durante 20 min a
temperatura ambiente con el propdsito de eliminar el exceso de etanol. Una vez seco, se coloco el tejido
en un mortero estéril y se procedié a macerar con ayuda de un pistilo utilizando nitrégeno liquido, con el
fin de pulverizar lo mas finamente posible el tejido para asegurar una adecuada lisis celular (paso
siguiente). Una vez macerado el tejido, se pesaron entre 20 y 25 mg de los fragmentos obtenidos y se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.7 ml donde se realizd la lisis celular con Proteinasa K. Después, se
siguieron los pasos necesarios para la purificacién del DNA extraido con multiples lavados de etanol del
DNA en las columnas de retencidén de este; para finalmente recuperar el DNA en agua grado biologia
molecular (estéril y libre de Dnasas). En total, se obtuvo DNA de las 355 muestras colectadas de abuldn

negro (Tabla 3).

Para evaluar la pureza del DNA obtenido, se utilizd6 un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific®). Con él, se estimaron las razones 260/280, que indica la presencia de proteinas, y 260/230 que
indica la presencia de otros solventes. Igualmente, fue estimada la concentracion de DNA en nanogramos
por microlitro (ng/pl) por absorbancia a 260 nm. Para poder valorar una muestra con calidad y pureza, los
rangos normales de las razones deben de estar entre 1.8 a 2 nm (Desjardins y Conklin, 2010). Para obtener
soluciones de DNA de trabajo, todas las muestras se diluyeron a una concentracién de 50 ng/ul con agua
grado biologia molecular. Por otra parte, la calidad, en términos de integridad del DNA gendmico, se
evalud por medio de electroforesis en gel de agarosa a 0.7 % de concentracion por 80 min a 90V, utilizando
Super Buffer 1X (Zhang et al.,, 2011). Las muestras se cargaron en el gel junto con un amortiguador de
carga (6X) conteniendo la tincion de DNA Gel Red a 30X. El DNA obtenido fue finalmente visualizado por
luz UV en un sistema de fotodocumentacién (Gel Doc ™ XR+) BIORAD y su tamafio fue determinado usando

como referencia de peso un marcador de 10,000 pb marca Promega (G5711).

Adicionalmente, para verificar la calidad del DNA y corroborar que no existian inhibidores en las muestras,
se realizé la amplificacién parcial de los genes mitocondriales de la enzima citocromo oxidasa | (COl) y la
subunidad menor ribosomal (16S rRNA), por la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés). Los primers utilizados para el gen COl (F1 TGATCCGGCTTAGTCGGAACTGC; R1
GATGTGTTGAAATTACGGTCGGT) y 16S SRNA (AR CGCCTGTTTATCAAAAACAT; BR
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT) fueron descritos por Metz et al. (1998) y Kessing et al. (1989),
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respectivamente. Los productos de PCR se corrieron en electroforesis en geles de agarosa al 2%, por 90
min a 100V, utilizando Super Buffer 1x (Zhang et al., 2011). Las muestras se cargaron en el gel junto con
un amortiguador de carga (6X) que contenia gel red (30X) y como referencia de peso molecular se usaron
marcadores de 100 pb marca Promega (G2101) y Sigma (D3812) para corroborar el tamafio esperado en
los fragmentos obtenidos (528 y 563 pb, para COly 16S rRNA, respectivamente). Finalmente, los productos

de PCR fueron visualizados por luz UV en un sistema de fotodocumentacion Gel Doc ™ XR+ de BIORAD.

2.3. Amplificacion de marcadores microsatélite especie-especifico

Para este estudio se utilizaron ocho marcadores microsatélites especie-especificos para abulén negro H.
cracherodii (Tabla 4) que fueron desarrollados por Beldade et al. (2012) a partir de secuenciacion gendmica
de una muestra proveniente de Afio Nuevo, California. Los marcadores microsatélites HCH, son de acceso
libre y se encuentran reportados el GeneBank con los cddigos de acceso de EU781587 a EU781594
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Estos marcadores se sintetizaron en SIGMA-ALDRICH vy las
condiciones de PCR fueron estandarizadas en el Laboratorio de Genética Acuicola del Departamento de
Acuicultura de CICESE. Para realizar la estandarizacién, se tomaron cinco muestras por localidad y se
llevaron a cabo diversas pruebas de PCR, hasta obtener un producto del tamafio esperado, una buena
concentracién y sin presencia de bandas inespecificas. Primeramente, se tomé como referencia las
temperaturas de alineamiento calculadas a partir de las secuencias de los primers. Con la estandarizacién
la mayoria de los microsatélites amplificaron exitosamente a 60°C, exceptuando el microsatélite HCH_A7,

el cual https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/a 54°C (Tabla 4).
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Tabla 4. Listado de marcadores moleculares microsatélites especificos para abulén negro (H. cracherodii)

desarrollados por Beldade et al. (2012) y utilizados en este estudio.

Locus Sentido Secuencia Motivo de Tamafio (pb) T (°C)
repeticion

HCH_A2 F 5-3° TAACGCTTGACATCCATCC (CA)39 275 60
R 5-3° AAGAAGATTTGCTGGTGAGTG

HCH_A7 F 5-3° TTCGGTGACTTCAACAGAAG (CA)27 186 54
R 5-3° GCACTATAAATCGGCATCAG

HCH_Al11 F 5-3° TAACGAGACATTGTGCATTATG (CA)29 276 60
R 5-3° GGATGAAATGAAAGATGTGAGA

HCH_Al12 F 5-3° ATCCTGTGAAGTGCATGTTC (CA)e7 295 60
R 5-3 CCTGCTGCTCCCCATATA

HCH_B4 F 5-3 TTTACCCAACTTCCAGATTG (CATC)s 262 60
R 5-3 GCCAGGTTTCAATACTGATG

HCH_B11 F 5-3 GACGTGAAGAACAGCACAGAC (CATC)12 275 60
R 5-3 ATGCAAGTTATGCAAGTTTGC

HCH_C2 F 5-3 CCAAGTCCTTGCCTAAATGTC (TACA),9 220 60
R 5-3 GTGCATGTGTGTATGTGCAATA

HCH_C8 F 5-3 GTCGTTTCACACGTTCAATAAG (TACA),s 239 60
R 5-3 GGTAGGAATTGGAGTCTCTCAA

T: Temperatura de alineamiento de los primers.

Después de la estandarizacion y la verificacidn de la amplificacidn de los ocho microsatélites, se procedid

arealizar las reacciones de PCR de las muestras por localidad seleccionadas para su genotipificacién (Tabla

3). Cada reaccién de PCR consistio en 1.2 ul de Buffer A (1X) con MgCl (1.5 mM) de KAPA BIOSYSTEM, 0.96

pl de dNTps (0.2 mM), 0.24 ul de cada primer a 0.2 uM, 0.1 U/ul de polimerasa KAPA Taq de KAPA

BIOSYSTEM, 2 ul de ADN (100 ng) y 7.26 ul de agua grado biologia molecular, para obtener un volumen

de reaccidén final de 12 pl. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores T100 de BIO

RAD y VERITI de APPLIED BIOSYSTEMS. El ciclo de PCR usado para siete microsatélites (A2, A11, A12, B4,

B11, C2 y C8) en la mayoria de las localidades consistid en: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2

min, y posteriormente 30 ciclos a 94°C - 30 s de desnaturalizacidn, 60°C - 40 s de alineamiento, 72°C-30 s

de extension; y finalmente al culminar los ciclos, una extension final 72°C por 5 min. Para el microsatélite

HCH_A7 la Unica condicion que cambié fue la temperatura de alineacion del primer (54°C) como se

menciond anteriormente.



23
En el caso especifico de las muestras de DNA provenientes de la localidad de Isla Guadalupe (IGP), dado
gue presentaron concentraciones menores a los 50 ng/ul fue necesario aumentar el volumen de DNA
usado (hasta 4 pl), asi como los ciclos de 30 a 50 y el tiempo de la extensidn final de 5 a 10 min. Para las
muestras que no amplificaron en el primer PCR se realizaron dos rondas mas de PCR, para descartar
errores metodoldgicos y corroborar la presencia de alelos nulos en estas muestras. Los productos de PCR
se corrieron en electroforesis en geles de agarosa al 2%, por 90 min a 100V, utilizando Super Buffer 1X
(Zhang et al., 2011). Las muestras se cargaron en el gel junto con un amortiguador de carga (6X) que
contenia gel red (30X) y como referencia de peso molecular se usaron marcadores de 100 pb marca
Promega (G2101) y Sigma (D3812) para corroborar el tamafio esperado en los fragmentos obtenidos.
Finalmente, los productos de PCR fueron visualizados por luz UV en un sistema de fotodocumentacién Gel

Doc ™ XR+ de BIORAD.

2.4. Analisis de fragmentos microsatélites

Una vez que se corrobord la amplificacién de los microsatélites por medio de geles de agarosa, se realizé
la electroforesis capilar de alta resolucion (QlAxcel, QIAGEN) para determina el tamafio de los alelos por
muestra con una mejor resolucion. Para la separacion de los fragmentos se utilizé el método OL500, el
cual muestra separaciones de 10 pb entre alelos que midan de 100 a 500 pb. Para la determinacién de
tamanfios se utilizdé un marcador de peso molecular de 50 a 800 pb y un marcador de alineamiento. La
genotipificacidn consistié en generar una matriz, donde se registraron los tamafios alélicos de cada
muestra por microsatélite y poblacién a partir de los archivos de salida de este programa. Para asignar el
tamafio de los alelos de cada muestra, se utilizaron de referencia los rangos alélicos reportados por

Beldade et al. (2012), asi como los motivos de repeticion (di y tetranucledtidos) de los marcadores.

2.5. Anadlisis genético poblacional

La matriz de datos de los tamafos alélicos generada del genotipado de las muestras, se utilizé6 como base
en el programa CREATE (Coombs et al., 2008) para generar los archivos de entrada de los programas
genéticos usados posteriormente para estimar la diversidad y estructura genética. Por otra parte, para
detectar errores de captura en la asignacién de alelos se utilizé el programa MICRO-CHECKER 2.2.3

(Oosterhout et al., 2004). Se calculd la cantidad de individuos homocigotos esperados y observados en
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cada poblacion por microsatélite, y el porcentaje de alelos nulos mediante la férmula r = (He - Ho) / (1 +
He) con el método de Brookfield (1996), el cual descarta que todos los homocigotos son alelos nulos, y

que las muestras no amplificadas no son DNA degradado o por error metodolégico.

2.5.1. Diversidad alélica

El programa GenAlex (Peakall y Smouse, 2012) fue utilizado para calcular las frecuencias alélicas, el total
de alelos (Na), alelos efectivos (Ne), los alelos privados (AP), la heterocigosidad esperada (He) y observada
(Ho) que hay en cada localidad por loci microsatélite. Mientras que, la riqueza alélica (Ra) y el coeficiente
de endogamia (Fis) por locus y localidad se estimaron con el programa genético FSTAT 2.9.3.2 con 1,000
iteraciones (Goudet, 2002). Para determinar si los valores de Fs calculados fueron diferentes de cero (Fis =
0; condicidn de panmixia, reproduccién aleatoria) se realizé un andlisis de permutaciones donde se
determind el valor de p, y considerando la correccién de Bonferroni (Rice, 1989) se determind un valor de
p critico de 0.0065 (0.05/8). Por otra parte, el Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) se calculé con el
programa GENEPOP 4.7 (Rouset, 2008) con 10,000 desmemorizaciones, 1,000 nimero de lotes y 10,000

iteraciones por lote; y su significancia con un valor de p (p<0.05= desequilibrio; p>0.05=equilibrio).

2.5.2. Diferencias genéticas y estructura poblacional

Las diferencias genéticas entre pares de localidades (Fsr) se calcularon con el programa ARLEQUIN 3.5.2.2
(Excoffier et al., 2005). Estos valores fueron analizados para verificar si eran diferentes de cero,
considerando el valor de p critico (0.0065) de la correccidn de Bonferroni (Rice, 1989). Con la finalidad de
conocer la relacion entre la distancia genética y la distancia geografica entre las localidades estudiadas, se
realizd la prueba de Mantel (Mantel, 1967) con 1000 permutaciones en el programa IBD (lsolation By
Distance; Bohonak, 2002). Para esta prueba, se utilizaron las distancias genéticas Fsr entre pares de
localidades y como distancias geograficas se utilizé una matriz de distancias en kildmetros entre pares de
localidades. Con el fin de conocer la correlacion entre Fsry distancias geograficas(km), se emplearon
cuatro transformaciones mas a los datos de Fsry distancias geograficas en kildmetros:

1. Fsrlinealizados Fsr/ (1- Fsr) entre distancias geograficas

2. Fsrentre logaritmo natural de distancias geograficas

3. Fsrlinealizados Fsr/ (1- Fs7) entre logaritmo natural de distancias geograficas

4

Logaritmo natural de Fsrentre logaritmo natural de distancias geograficas
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Ademas, se calcularon los valores de distancias genéticas de Cavalli-Sforza y Edwards (Dc, 1967) entre
localidades, utilizando el modelo del vecino mas cercano (Neighbor Joining) y 1,400 repeticiones con el
programa POPULATION 1.2.32 (Langella, 2007). Con estas distancias, se generé un dendrograma con el
programa FIGTREE 1.4.3 (Rambaut y Drummond, 2012) para evaluar las agrupaciones de las localidades

dentro del area de estudio.

Para determinar la estructura poblacional, se utilizé el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000)
gue agrupa a los individuos de acuerdo con sus frecuencias alélicas usando un modelo Bayesiano, y
permite determinar el nimero de componentes genéticas (K) dentro del area de estudio. En el analisis
exploratorio de STRUCTURE se utilizo el total de localidades con un valor de K =9, 20 iteraciones por cada
K, un burn-in de 500 mil y un nimero de MCMC después del burn-in de un millén. Posteriormente, estos
resultados se analizaron con el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y VonHoldt, 2012), que nos permite
determinar el nimero de componentes genéticas (K) mas probable en el area de estudio a través de la
prueba de Evanno que establece el valor de Delta K (valor maximo con menor desviacion estandar; Evanno
etal., 2005). Este valor se utilizé para correr nuevamente el programa STRUCTURE con K =4, 20 iteraciones
por cada K (burn-in de 500 mil y un millén de repeticiones) con un modelo Admixture, que contempla la
influencia genética de los antecesores permitiendo que mas de un grupo genético contribuya al genoma

de cada individuo.

Asimismo, con el programa ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005), se realizd un analisis de varianza
molecular (AMOVA) para evaluar la distribucién de la variacion genética, agrupando las localidades segun
la estructura genética resultante del programa STRUSCTURE, esto es en tres grupos, el primero con las
localidades de California, el segundo con las localidades de Baja California y el tercer grupo solamente con

Isla Guadalupe, ademas, se aplicaron 10,000 permutaciones en el cdlculo.

2.5.3. Migracion y cuello de botella

La tasa de migracion pasada (ancestral), en términos de numero de migrantes entre pares de localidades
en el area de estudio, fue evaluada con el programa MIGRATE 3.6.11 (Beerli, 2004), utilizando el método
de alelos infinitos con la estrategia de maxima verosimilitud. Adicionalmente, para evaluar si existe una
reduccion reciente en el tamano efectivo poblacional, efecto de cuello de botella, se utilizd el programa

BOTTLENECK 1.2.02 (Piry et al., 1999) con 10,000 iteraciones.
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2.6. Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre las localidades de los pardmetros genéticos poblaciones estimados,
primero se realizaron las pruebas de normalidad de Shapiro Wilk y homocedasticidad de varianzas de
Levene de las diferentes variables por poblacién y por marcador microsatélite (porcentaje de alelos nulos,
total de alelos, frecuencia alélica y alelos privados). Posteriormente, en aquellas variables que resultaron
normales y homocedasticas, se realizé un analisis de varianza de una via (ANOVA) con un nivel de
significancia (cc=0.05). Al encontrarse diferencias significativas se realizd la prueba a posteriori de
comparaciones multiples de Tukey. Por otra parte, para las variables que no cumplieron con los supuestos
de normalidad y homocedasticidad se realizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis («c=0.05) y a
posteriori de comparaciones multiples de Dunn.

Se compararon los valores de coeficientes de endogamia mediante una prueba T-student.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Extraccion de DNA: calidad e integridad

Se logré una estandarizacion exitosa de la técnica de extraccién de DNA a partir de branquias y epipodio
de abuldn negro de un total de 314 muestras colectadas en este estudio. La calidad del DNA obtenido
presentd valores dentro del rango de 1.8 y 2 para las razones 260/280 (80%) y 260/230 (60%), que se
consideran de buena calidad para su uso posterior en PCR (Desjardins y Conklin, 2010). Todas las muestras
se mantuvieron en un tamafio de DNA gendmico superior a los 10,000 pb (1Kb). La concentracién
promedio de DNA obtenido de branquia fue de 398 ng/ul con un rango de 6.8 a 553 ng/ul; mientras que
de epipodio fue de 55 ng/ul (rango 0.1 a 247.1 ng/ul). Adicionalmente, para descartar la presencia de
inhibidores de PCR, algunas muestras por localidad y el 100% de las muestras de IGP, fueron seleccionadas

para ser amplificadas con los genes 16S y COI, dando resultados satisfactorios (Figura 8).

182 183 186 191 372 374 375 542 543 563

o S Sl Sl o el el el S B RO e s e
(I & LW SRR B Sl Sy |
PBD ITS

7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién del Gen COI (528 pb; Metz et al., 1998)
en muestras de las localidades de A) Saldamando (SLM: 3, 10, 12, 14), Bajamar (BJM: 182, 183,186, 191), Punta Banda
(PBD: 372, 374, 375), Isla Todos Santos (ITS; 542, 543, 563) y B) Isla Guadalupe (IGP, 1-15). Como referencia se uso
un marcador de peso molecular (MP) de 100 pares de bases.
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3.2. Amplificacion de marcadores microsatélites especie-especificos

De las 314 muestras de DNA obtenidas en este estudio, sin incluir las correspondientes a California, dado
qgue de estas se nos proporcionaron los genotipos, se eligieron 178 muestras para el su amplificacién con
los ocho marcadores microsatélites especie-especificos descritos en metodologia. Los cuales después del
proceso exitoso de estandarizacién de condiciones de PCR, se lograron visualizar en geles de agarosa al
2% (Figura 9). Las muestras que no amplificaron para algun locus en particular fueron usadas en uno o dos
PCRs mds para descartar errores metodoldgicos en su amplificacion. La presencia de alelos nulos se

evidencié en muestras que no pudieron ser amplificadas después de tres PCRs para un locus en particular.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién del microsatélite HCH_A11 (rango alélico

entre 250 a 314 pb) en muestras de Punta Banda (PBD, 1-16). Como referencia un marcador de peso molecular (MP)
de 100 pares de bases.

3.3. Anadlisis de fragmentos microsatélites

A partir del anadlisis de fragmentos realizado con electroforesis capilar de alta resolucién (QlAxcel,
QIAGEN), se obtuvieron los archivos de datos que contienen: gel virtual, electroferogramas (Figura 10) y
datos de la concentracidn y tiempo de deteccién de los picos. La asignacidén de alelos por individuo se
generd evaluando cada muestra en sus ocho loci, y registrando el tamafio de los alelos presentes. La
matriz de genotipos inicial fue ajustada tomando como referencia el tamafo del motivo de repeticion y

los rangos alélicos por locus reportados por Beldade et al. (2012).
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Figura 10. Electroferogramas resultantes del andlisis de fragmentos con electroforesis capilar de alta
resolucidn: a) organismo heterocigoto (presencia de dos alelos) y b) organismo homocigoto (presencia de
un alelo).

3.4. Analisis genéticos poblacional

Para cada localidad se calcularon los pardmetros de genética poblacional que describen el estado genético
de la especie. Por lo cual a continuacion se describirdn estos por localidad, para posteriormente hacer un

analisis entre localidades de estos parametros.

3.4.1. Diversidad alélica en localidades de California, EE. UU.

Como se menciond en la metodologia, los genotipos de las localidades de California fueron proporcionados
por el Dr. Giacomo Bernardi del Departamento de Ecologia y Biologia Evolutiva de la Universidad de
California Santa Cruz a partir de muestras genéticas colectadas en el afio de 2006 (Beldade et al., 2012).
Sin embargo, cabe resaltar que estos fueron usados de referencia inicial en la asignacion de alelos de las
localidades de Baja California, y posteriormente también fueron ajustados segun los datos nuevos y

pudieran ser comparativos.

3.4.1.1. Andrew Molera, California (CAM)

La localidad mas nortefa considera en este estudio fue Andrew Molera, CA, EE. UU., denominada CAM,
de donde se obtuvieron un total de 21 genotipos. El nimero total de alelos en los ocho loci evaluados fue

de 132, con 91 alelos efectivos, 113 alelos en Ra y 3 alelos privados. Con un promedio de Na de 17 alelos
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por locus (rango 12 a 22) y Ne de 17 alelos por locus (rango 11 a 25). Mientras que, la riqueza alélica
promedio fue de 14 alelos por locus; el locus con mayor riqueza alélica fue el HCH_A2 con 18 alelos y
HCH_B11 con la menor riqueza con 11 alelos. Se identificaron un total de tres alelos privados, uno en locus
HCH_A2 y dos en HCH_A11. La Ho fue 0.778 (DE=0.168) y la He de 0.909 (DE=0.017), la cual en la mayoria
de los casos fue significativamente diferente, evidenciando un déficit de heterocigotos. A excepcién del
locus HCH_A11, HCH_B4 y HCH_B11, este ultimo con un 100% de heterocigotos observados. El coeficiente
de endogamia (F;s) promedio fue de 0.227 (DE=0.166), que muestra una tendencia media a la endogamia

(Anexo A, Tabla 12).

3.4.1.2. Point Arguello, California (CAR)

En la localidad de Point Arguello, CA, EE. UU. (CAR), se analizaron 20 muestras. El nimero total de alelos
en los ocho loci evaluados fue de 132, con 89 alelos efectivos, 112 alelos en Ra y 2 alelos privados. En
promedio, se identificaron 17 alelos por locus (rango 11-21) y 11 alelos efectivos por locus (rango 6-16).
La riqueza alélica en promedio fue de 14 (DE=6). Se identificd un alelo privado en los loci HCH_A2 y A12.
Asimismo, la He fue de 0.897 (DE=0.041), mientras que la Ho fue de 0.729 (DE=0.175), evidencidndose un
desequilibrio de Hardy-Weinberg por déficit de heterocigotos en siete de los ocho loci estudiados. El valor
promedio de F;s fue de 0.303 (DE=0.154; rango 0.118-0.591), mostrando una endogamia media (Anexo A,
Tabla 13).

3.4.2. Diversidad alélica en localidades de Baja California, México.

Como se menciond en la metodologia, las muestras de Baja California fueron colectadas para este estudio

entre los afios de 2017 y 2018. Por otra parte, el material genético (DNA) de Isla Guadalupe fue

proporcionado por el Dr. J. Hyde de la SWFSC-NOAA, y corresponde a muestras obtenidas en el afio 2013.

A continuacidn, se hara la descripcion de la diversidad de estas localidades.

3.4.2.1. Bajamar (BJM)

La localidad de Bajamar (BJM) corresponde a la localidad mas nortefia en México, y se encuentra a 752 km

de CAM y 513 km de CAR. Se analizaron 30 muestras y se identificaron un total de 188 alelos, 142 alelos
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efectivos y 135 en riqueza alélica. Identificdndose en promedio 24 alelos por locus (rango 15-37) y 18 alelos
efectivos por locus (rango 9-33). En esta localidad en total se identificaron 15 alelos privados, en seis de
ocho loci estudiados. El microsatélite que presento el mayor nimero de AP fue el locus HCH_A12 con 8
alelos. La media de la He fue de 0.937 (DE=0.937) y Ho fue de 0.433 (DE=0.216), en todos los casos se
observé un desequilibrio de Hardy-Weinberg por déficit de heterocigotos altamente significativo con
valores de probabilidad por debajo de 0.001. El valor promedio de F;s fue de 0.547 (DE=0.229, rango 0.165-

0.896), mostrando una alta endogamia en esta localidad (Anexo A, Tabla 14).

3.4.2.2. Saldamando (SLM)

En Saldamando (SLM) se analizaron 30 muestras, donde se encontraron en total: 181 alelos, 127 alelos
efectivos y 129 alelos en Ra. Se identificaron en promedio 23 alelos por locus (rango 16-34), 16 alelos
efectivos (rango 9-26) y 16 en riqueza alélica (rango 13 a 21). Un total de 9 alelos privados se registraron
distribuidos en siete de ocho locus. La He promedio fue igual a 0.932 (DE=0.020) y Ho promedio fue 0.425
(DE=0.234), siendo el locus HCH_A11 el que menos heterocigotos presenté (He=0.946; Ho=0.033). Todos
los loci estuvieron en desequilibrio de Hardy-Weinberg por déficit de heterocigotos (P<0.05). El Fis fue
significativo en todos los microsatélites, mostrando una tendencia alta a la endogamia con un valor

promedio de 0.553 (rango 0.228-0.966; (Anexo A, Tabla 15).

3.4.2.3. Isla Todos Santos (ITS)

La localidad de Isla Todos Santos (ITS) fue la primera localidad insular muestreada para el presente analisis,
esta se encuentra frente y cercana a las localidades de BJM (43 km), SLM (24 km) y PBD (30 km). Donde se
analizaron 30 muestras y se encontraron 182 alelos totales, 128 alelos efectivos y una Ra total de 127
alelos. En promedio se identificaron 23 alelos (rango 11-39), 16 alelos efectivos (rango 7-31), y 16 alelos
en Ra (rango 9-23). Un total de 21 alelos privados se registraron distribuidos en seis de ocho locus
evaluados, diez de los cuales estuvieron en el locus HCH_A12. En ITS, la He promedio fue de 0.928
(DE=0.030) y la He de 0.452 (DE=0.246). La localidad mostro tendencias a una alta endogamia, denotando
un Fis de 0.523 (DE=0.257, rango 0.165-0.929). La localidad no se encontré en EHW (P<0.05), mostrando

un déficit significativo de heterocigotos en todos los locus evaluados (Anexo A, Tabla 16).
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3.4.2.4. Punta Banda (PBD)

En la localidad de Punta Banda (PBD) se analizaron 30 muestras totales, pero el promedio las muestras
genotipificadas fueron 28. Un total de 171 alelos, 120 alelos efectivos y una Ra de 127 alelos fueron
detectados en esta localidad. En promedio, se identificaron 21 alelos por locus (rango 12-30), 15 alelos
efectivos (rango 7-26) y una Ra de 16 alelos por locus (rango 10-21) en los ocho loci analizados. Se
encontraron 19 alelos privados, de los cuales 10 son del locus HCH_A11. La He promedio fue de 0.922
(DE=0.034) y la Ho result6 de 0.390 (DE=0.231) mostrando un menor déficit de heterocigotos. La localidad
mostré desviaciones significativas en el EHW y déficit de heterocigotos (P<0.05) en siete de los ocho loci
evaluados. La media del F;s fue de 0.588 (DE=0.242, rango 0.064-0.776) evidenciando una tendencia alta

hacia la endogamia (Anexo A, Tabla 17).

3.4.2.5. Faro San José (FSJ)

La localidad de Faro San José se encuentra hacia el sur en la zona central de la Peninsula de Baja California.
De las 30 muestras obtenidas, se identificaron en total 170 alelos, 121 son alelos efectivos y 123 alelos en
Ra. En promedio, 21 alelos por locus (rango 12-31), 15 alelos efectivos (rango 8-25) y 15 en Ra. Se identific
un total de 14 alelos privados en siete loci, con 7 alelos privados en el locus HCH_A12. La Ho promedio fue
de 0.410 (DE=225), mientras que la He resulté en 0.926, indicando un déficit de heterocigotos en todos
los loci analizados. Todos los microsatélites se caracterizaron por presentar desviaciones altamente
significativas del EHW. El valor promedio de F;s fue de 0.568 (DE=0.236, rango 0.220-0.886), siendo todos
los valore significativamente diferentes de cero lo que demuestra una alta endogamia en la localidad

(Anexo A, Tabla 18).

3.4.2.6. Isla Guadalupe (IGP)

Isla Guadalupe fue la segunda localidad insular muestreada en Baja California. En esta poblacién se
analizaron 30 muestras; sin embargo, se presentd una gran cantidad de datos perdidos por muestras que
no amplificaron para alguno de los microsatélites evaluados aqui. Por tal razén, se eliminaron del analisis
seis muestras que presentaron mas de 4 loci con datos perdidos; asi que, en promedio se analizaron 20
muestras (rango 14-24 por locus). En IGP se identificaron un total de 120 alelos, 89 alelos efectivos y 102

en Ra, ademas de 20 alelos privados distribuidos en siete loci de los ocho analizados. En promedio para
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los ocho loci se identificaron 15 alelos (rango 9-22), 11 alelos efectivos (rango 3-19) y 13 en la riqueza
alélica (rango 8-18). La He fue de 0.884 (DE=0.081) y la Ho de 0.129 (DE=0.091, rango 0.000-0.286),
mostrandose desviaciones altamente significativas del EHW. En cuanto al valor promedio del F;s este fue
de 0.861 (DE=0.095), variando de 0.705 a 1 (locus HCH_C2) y valores altamente significativos en todos los

loci. Esta localidad de IGP fue la que presenté la mayor endogamia (Anexo A, Tabla 19).

3.5. Analisis genéticos poblacional entre localidades
3.5.1. Diversidad alélica entre localidades

El tamafio de muestra (N) de los abulones genotipificados por localidad vario ligeramente, presentado las
localidades de CAM, CAR e IGP el menor tamafio alrededor de 20 muestras para los ocho loci. Mientras
que, PBD tuvo 28 y el resto de las localidades 30 muestras evaluadas (Figura 11). Se encontraron
diferencias estadisticas significativas en el tamafio de muestras entre localidades (P<0.05), formandose
tres grupos: grupo A lo conforman CAM, CAR e IGP y FSJ, el grupo B se forma con PBD y FSJ, y en el grupo
C se integraron las localidades de BJM, SLM, ITS y FSJ caracterizado por tener la media mas alta. Sin
embargo, cabe mencionar que en el caso de IGP, para el microsatélite HCH_A11 solamente 14 individuos

pudieron ser genotipados (Figura 12).

En términos de diversidad alélica, la localidad que presenté un mayor diversidad de alelos totales (Na =
188 alelos), efectivos (Ne=142 alelos) y riqueza alélica (Ra=135 alelos) fue BJM. Seguida de ITS, SLM, PBD
y FSJ; con un rango de Na que varié de 170 a 182 alelos totales. Mientras que, IGP, CAM y CAR presentaron
la menor diversidad con sélo 120, 132 y 132 alelos totales (Na), respectivamente, en ocho loci microsatélite

evaluados aqui (Figura 11).
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Figura 11. Numero de muestra (N), Numero de alelos (Na) y Riqueza alélica (Ra) total por localidad.
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desviacidn estandar. Las letras se refieren a los resultados estadisticos.

En los datos de nimero de alelos (Na) por localidad no se presentaron diferencias significativas (Figura
13A). Mientras que, en el niumero de alelos por microsatélite se detectaron diferencias altamente

significativas (P=0.000008) entre loci microsatélites, conformandose tres grupos (A: HCH_A2, A12; B:
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HCH_A2, A7, All, B4, C2, C8; C: HCH_A7, All, B4, B11, C2, C8) (Figura 13B).Evidenciando que el

microsatélite HCH_B11 es el menos polimdrfico, con un promedio de 13 alelos (DE=2) y el microsatélite

HCH_A12 es el mas polimérfico, con un promedio de 29 alelos (DE=7.6) en ocho localidades evaluadas.
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En cuanto a los alelos efectivos (alelos que se heredaran a la siguiente generacién) por localidad, no se
encontraron diferencias significativas (P>0.05; Figura 14A), pero en el andlisis por loci microsatélite si se
identificaron diferencias significativas (P<0.05, Figura 14B). Por lo que, posteriormente, se realizd la
prueba de comparaciones multiples Tukey para verificar los loci con diferencias, donde se formaron dos
grupos (Ay B), el HCH_A12 posee el mayor nimero de alelos efectivos (23), y el HCH_B11 posee el menor

numero de Ne con 14 alelos (Figura 14).
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Figura 14. Numero promedio de alelos efectivos (Ne) por localidad (A) y por marcador microsatélite (B) evaluado. Las
cajas de color muestran los valores minimos y maximos, los cuadros negros representan el valor medio y los bigotes
la desviacion estandar. Las letras se refieren a los resultados estadisticos.
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En términos de riqueza alélica (nimero de alelos estandarizados por el tamafio de la muestra), no hay
diferencias significativas entre las localidades (P=0.297; Figura 15A). Sin embargo, la Ra por microsatélite
si mostraron diferencias significativas (P<0.05, Figura 15B), la prueba de Tukey sefialé la formacion de tres
grupos (A, By C), el grupo Alo componen las medias de Ra mas grandes (HCH_A2 y A12), el grupo B fueron
los loci HCH_A2, A7, Al1, B4, C2 y C8, por ultimo, el grupo C, con las medias mds pequefias de riqueza
alélica (HCH_A11, B4 y B11).
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Figura 15. NUmero promedio de riqueza alélica (Ra) por localidad (A) y por marcador microsatélite (B) evaluado. Las
cajas de color muestran los valores minimos y maximos, los cuadros negros representan el valor medio y los bigotes
la desviacion estandar. Las letras se refieren a los resultados estadisticos.
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Al analizar el nimero de AP totales por localidad, es decir, aquellos exclusivos por localidad, se observé
que CAM y CAR presentaron el menor valor con 3 y 2 alelos privados respectivamente (Anexo B, Tabla 20);
lo cual podria estar asociado a que la muestra para el desarrollo de los marcadores microsatélites provenia
de una localidad muy cercana a estas (Afo Nuevo, CA) y al menor tamafio de muestras con respecto al
resto de las localidades de Baja California (n= 21y 20). Mientras que, SLM tuvo 9, FSJ y BJM presentaron
14 y 15. El mayor nimero de AP totales se obtuvieron en PBD (19), IGP (20) e ITS (21). Con el analisis de
varianzas ANOVA no se encontraron diferencias significativas en el nimero de AP entre localidades, debido
a la alta desviacién estandar de los datos (Figura 16A). IGP a pesar de tener un tamafio de muestra similar
qgue las localidades de California, presenté diez veces mas AP que éstas. Posiblemente debido a las
diferencias genéticas (Fsr=0.042 CAM-IGP y Fs;=0.054 CAR-IGP), observadas entre las localidades y su
lejania geografica (1.209 km CAM-IGP y 982 km CAR-IGP), que indica aislamiento por distancia (Figura
16A).

El nimero total de AP total por locus microsatélite vario de 4 a 30 alelos privados (Anexo B, Tabla 20). El
locus microsatélite que presenté el mayor niumero total de AP fue HCH_A12 (30), seguido de HCH_A11
(23) y HCH_A2 (16). Mientras que, el resto presentd entre 4 y 10 AP totales. Por otra parte, en el andlisis
con el nimero promedio de AP por locus microsatélite se observaron diferencias significativas, y se
conformaron dos grupos (a y b; Figura 16B). En el grupo a pertenecen los locus HCH_A2, A7, Al1, B4, B11,
C2y C8, mientras que el grupo b solamente se conformad con los loci HCH_A2, A11y A12, donde se observd

el mayor nimero total de AP en las ocho localidades.
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3.5.2. Heterocigosidad esperada y observada, y coeficiente de endogamia entre localidades

Todas las poblaciones presentaron déficit de heterocigotos (exceso de homocigotos), lo cual se puede
observar al comparar los valores de He y Ho graficamente en la Figura 17A. Considerando las ocho
localidades, los valores promedio de Ho estuvieron entre 0.885 a 0.937; y los de He entre 0.130 a 0.778.
Presentando las poblaciones de California, CAM y CAR, los valores promedio de Ho mas altos (0.778 y
0.729), siendo estas las que presentaron el mayor nimero de organismos heterocigotos y los menores
indices de endogamia (0.227 y 0.303) siendo significativos y mostrando tendencia a una moderada
endogamia (Figura 17B). Mientras que, el rango de Ho promedio en las localidades de Baja California varid
de 0. 130 a 0.455; siendo IGP el valor mas bajo y coincidiendo con el valor promedio de Fis mds alto (0.861)
de todas las localidades (Figura 17Ay B). Todas las localidades de Baja California presentaron desequilibrio

de Hardy-Weinberg y valores promedio de Fis con tendencia a una alta endogamia (0.523 a 0.861).
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Figura 17. Valores promedio de heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho; A) y coeficiente de endogamia (Fis)
por localidad. Los extremos de las cajas muestran valores minimos y maximos de He y Ho, los recuadros negros
representan la media y los bigotes la desviacidén estandar. Las letras se refieren a los resultados estadisticos.
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3.5.3. Exceso de homocigotos por presencia de alelos nulos

Las localidades BJM, SLM, ITS, FSJ e IGP presentaron exceso de homocigotos en los todos los loci
microsatélite. PBD mostrd un exceso en siete loci, CAM y CAR en solamente seis loci. El porcentaje
promedio de alelos nulos en los ocho loci evaluados varié de 10 a 40% entre las ocho localidades
estudiadas aqui, y resulto significativamente diferente entre estas (P<0.05). Presentandose, como se
observa en la figura 18 un menor porcentaje en las localidades de CAM (10%, DE=6.6) y CAR (13%, DE=7.6),
y valores mayores en IGP (40%, DE=5.0). La prueba de comparaciones multiples sefialé que el porcentaje
de alelos nulos en las localidades de SLM, PBD e FSJ son significativamente diferentes al estimado en CAM
(Anexo C, Tabla 21). Mientras que, el porcentaje de alelos nulos encontrado en IGP presenté diferencias
altamente significativas con las localidades de California (CAM y CAR). Las poblaciones se asociaron en 3

grupos (A, By C) que se observan en la Figura 18 (Anexo C; Tabla 22).

Con respecto, al porcentaje de alelos nulos por microsatélite (Figura 18B), estos variaron de 12 a 34%, y
mostrando diferencias altamente significativas entre marcadores (P<0.05; Anexo C, Tabla 23). Tales
diferencias asociaron a los microsatélites en tres grupos: A (HCH_A2, A7, A11, A12, B11y C2), B (HCH_A2,
A7,A12,B4,B11yC2)y C(HCH_A2, A7, B4, B11, C2 y C8). El mayor porcentaje de alelos nulos se observd
en el microsatélite HCH_A11 (34%, DE=15.8) y el menor en HCH_C8 (12%, DE=9.3). respectivamente.
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3.6 Diferenciacion genéticas entre localidades

A continuacidn, se describiran los resultados obtenidos en distancias genéticas y su relacion con las

distancias geograficas entre localidades estudiadas.

3.6.1. Distancias genéticas y distancias geograficas con todos los individuos

Se calcularon las distancias geograficas en kildmetros, entre BJM y SLM existe la distancia geografica mas
corta de sélo 19 km; mientras que, la distancia mas larga fue de 1,209 km entre las localidades ubicadas a
los extremos de este anadlisis (CAM e IGP; Tabla 55). En cuanto a distancias genéticas entre pares de
localidades (Fsr) con la correccidn de Bonferroni, no se observaron diferencias significativas cuando los
valores de Fsrvariaron de 0.006 a 0.018. Las localidades de California, CAM y CAR, presentaron diferencias
genéticas significativas con las localidades de Baja California con valores de Fsrde 0.023 (ITS) a 0.042 (IGP),
exceptuando CAM con BJM (752 km; Fsr=0.016, P=0.013). CAR, a pesar de estar mas cercana a BJM (513
km) si presenté diferencias significativas en Fsr. Dentro de las localidades de Baja California, SLM fue la
Unica con diferencias genéticas significativas con PBD (Fsr= 0.021; P=0.001), FSJ (Fsr= 0.018; P=0.001) e
IGP (Fst = 0.034; P=0.001). Por otra parte, los valores de Fsr de la localidad de IGP resultaron
significativamente diferentes de todas las localidades, variando de un valor minimo de 0.028 con ITS a un
valor maximo de 0.054 con la localidad de CAR (982 km) (Tabla 5, valores bajo la diagonal). En términos de
magnitud del indice de fijacidn Fsr, se observo que los valores mas bajos se dieron entre BJM y SLM (Fsr=
0.006; P=0.795) y entre BJM e ITS (Fsr= 0.007; P=0.578), que presentan una gran similitud genética.
Mientras que, el valor maximo de Fsrse dio entre CAR e IGP (Fsr= 0.054; P=0.008). La relacién entre los
valores del coeficiente de fijacion Fsr no significativos y la distancia geogréfica entre las localidades
evaluadas presentd un coeficiente de correlacién de Pearson (r) de 0.41 (R? = 0.16818; Figura 19), lo que
significa que existe una correlacién positiva baja, y no necesariamente todas las localidades con menor
distancia geografica entre ellas son mas parecidas. Por ejemplo, ITS que se encuentran a tan sélo 30 km
de distancia de PBD presentd un valor de Fsrde 0.017; asi mismo, CAM y BJM que se encuentran a 752 km,

presentaron valores de Fsr similares (0.016) a ITS-PBD (Anexo D, Tabla 24).
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Tabla 5. Resultado de las distancias geograficas (arriba de diagonal) y distancias genéticas (bajo la diagonal) entre
pares de localidades con todos los individuos. Los valores con * indican pares de localidades donde existen diferencias

genéticas estadisticamente significativas (P<0.00625).

CAM CAR BJM SLM ITS PBD FSJ IGP
CAM - 239 752 771 795 852 1105 1209
CAR 0.013 - 513 532 556 586 886 982
BIM 0.016 0.021* - 19 43 73 353 522
SLM 0.025* 0.027* 0.006 - 24 54 334 504
ITS 0.023* 0.031* 0.007 0.014 - 30 310 494
PBD 0.024* 0.038* 0.015 0.021* 0.017 - 280 483
FSJ 0.024* 0.029* 0.013 0.018* 0.012 0.018 - 265
IGP 0.042* 0.054* 0.030* 0.034* 0.028* 0.033* 0.033* -
*= valores significativos (P<0.00625)
0.020 y=7E-06x+0.0113
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Figura 19. Relacién entre los valores del coeficiente de fijacion Fsrt no significativos, y por lo tanto genéticamente

similares, y la distancia geografica entre localidades.

Si bien, algunas localidades presentaron un mayor Fsr cuando hay grandes distancias geografica entre ellas,

como por ejemplo las localidades de California con respecto a IGP, otras no manifiestan tal efecto, como

SLM y PBD que existen 54 km entre ellas y presentaron un Fsr=0.021, mayor al que se calculé entre SLM y

FSJ a pesar de la distancia (Fsr =0.018; 334 km). Con esto, la relacidn entre los valores de Fsrsignificativos

y las distancias geograficas entre estas localidades presentaron un coeficiente de correlacidn de Pearson
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(r) igual @ 0.39 (R? = 0.1514; Figura 20), lo que indica una correlacién positiva baja debido a las localidades

qgue no cumplen el efecto anterior (mayor Fsra mayor distancia geografica) (Anexo D, Tabla 24).

0.060 y = 1E-05x + 0.0224
IGP-CAR R?=0.1514
o
0.050
£ 0,040 ® IGP-CAM
T gppap WERSTRD
2 0030 IGP-FS)@1Gp-BIM@® CARIITS . .cueoenee ™
2 0. IGP-ATS @glEp 5L @CAR-FS)
o-AM-SLM
CAR-SLM e ® ® CAM-FS)
0.020 | @ ® cAm-Ts CAM-PBD
: SLM-PBD _ @ CAR-BJM
SLM-FS)
0.010

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Distancia (Km)

Figura 20. Relacidn entre los valores del coeficiente de endogamia Fsr significativos, y por lo tanto genéticamente
diferentes, y la distancia geografica entre localidades.

3.6.2. Distancias genéticas y distancias geograficas con juveniles y adultos

De acuerdo con las observaciones que se realizaron en los estudios de Leighton y Boolootian (1963) se
dividieron los organismos de cada localidad entre juveniles (<50 mm de longitud de concha) y adultos (>50
mm). Posteriormente, se realizd el andlisis de distancias genéticas entre pares de localidades por separado
solo con organismos juveniles y adultos. Por lo tanto, las localidades que se usaron en este analisis de
distancias genéticas entre pares de localidades con juveniles fueron BIM, SLM, ITS, PBD y FSJ). Las
localidades de California se excluyeron, porque, no se tienen los registros de tallas de los individuos.
Mientras que, IGP fue excluida porque todos los organismos eran adultos con un rango de tallas de 100.4

al131.7 mm.

Los resultados demuestran que, no existen diferencias genéticas significativas entre los organismos
juveniles de abuldn negro de las localidades de BJIM, SLM, ITS, PBD y FSJ (Tabla 6). Sin embargo, los valores
de Fsr menores se observaron entre juveniles, BIM y SLM (Fsr= 0.018; P=0.935) y el mayor valor entre ITS

y FSJ (Fsr=0.106; P=0.199; Tabla 6).
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Tabla 6. Resultado de las distancias geograficas (arriba de diagonal) y distancias genéticas (bajo la diagonal) entre
pares de localidades con organismos juveniles (<50 mm). Los valores con * indican pares de localidades donde existen

diferencias genéticas estadisticamente significativas (P<0.00625).

BIM SLM ITS PBD FSJ

BJM - 19 43 73 353

SLM 0.018 - 24 54 334

ITS 0.060 0.080 - 30 310

PBD 0.037 0.031 0.044 - 280
FSJ 0.034 0.040 0.106 0.046 -

Mientras que, en el analisis entre pares de localidades con organismos adultos (>50 mm), solamente se

presentaron diferencias genéticas significativas entre IGP y el resto de las localidades de Baja California

(Tabla 7). El valor de Fsrde IGP con el resto de las localidades fue minimo de 0.029 con ITS (494 km) y

maximo de 0.054 con FSJ (625 km). En el resto, varié de 0.043 a 0.048 (Tabla 7). En el resto de las

comparaciones que no presentaron diferencias significativas, el valor de Fsrvarié de 0.006 a 0.024.

Tabla 7. Resultado de las distancias geograficas (arriba de diagonal) y distancias genéticas (bajo la diagonal) entre
pares de localidades con organismos adultos (>50 mm). Los valores con * indican pares de localidades donde existen

diferencias genéticas estadisticamente significativas (P<0.00625).

BIM SLM ITS PBD FSJ IGP
BJM - 19 43 73 353 522
SLM 0.011 - 24 54 334 504
ITS 0.010 0.006 - 30 310 494
PBD 0.018 0.019 0.010 - 280 483
FSJ 0.023 0.024 0.020 0.019 - 625
IGP 0.048*  0.044*  0.029* 0.043* 0.054* -
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3.6.3. Aislamiento por distancia con todos los individuos

La correlacion lineal entre las distancias geograficas (km) y distancias genéticas (Fs7) se estimé mediante la
prueba de Mantel, obteniéndose un coeficiente de correlacién de Pearson (r) positivo con un valor medio
de 0.65 con un valor de p fue significativo (<0.05) evidenciando aislamiento por distancia (Figura 21, Tabla
8). Se realizaron varias transformaciones de los datos para ver si mejoraba el ajuste de la regresién (Anexo
D; Tabla 25), obteniéndose que al usar el logaritmo de las distancias geograficas y genéticas el coeficiente

de correlacion (r) alcanzé un valor maximo de 0.70 (Tabla 8).

0.06 y = 2E-05x + 0.0138

e R?=0.4256
0.05

0.04
0.03

0.02

Distancia genética (FST)

0.01

0 200 400 600 800 1000 1200
Distancia geografica (km)

Figura 21. Relacidn entre las distancias geograficas y distancias genéticas normales (kmy Fsr).

Tabla 8. Resultados de aislamiento por distancia con la estimacidn Fsr con distancias geograficas y la transformacion
logaritmo de Fsrcon logaritmo de distancias geograficas (km).

Modelo Intercepto Pendiente N Z r R? P Valor
Ferm

Estimado 0.00839 0.00003 28 388.0992 0.6524 0.426  0.0078
Error estandar  0.00279 0.00000
Log Fsr _LogKm

Estimado -2.68400 0.40830 28 -113.9806 0.7015 0.492  0.0045

Error estandar 0.14500 0.05710
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3.6.2. Dendrograma

Para la construccion del dendrograma, e identificar la similitud genética entre las localidades estudiadas,
se calcularon los valores de distancias genéticas de Cavalli-Sforza y Edwards (Dc, 1967), utilizando el
modelo del vecino mas cercano (Neighbor Joining) con 1,400 repeticiones. Asimismo, se considerd el
aislamiento por distancia dada la evidencia de la prueba de Mantel mencionada anteriormente, tanto por
separacion por tiempo entre las localidades, como por la migracién de genes. Por otra parte, considerando
los valores de Fsy, la raiz del arbol de posicioné en la localidad mas lejana geograficamente y con diferencias

genéticas significativas del resto de las localidades que fue IGP (Tabla 5).

El dendrograma resultante mostré dos ramas claras, una que contiene la mayoria de las localidades
(California y Baja California) y otra en la que Unicamente se encuentra la localidad de Punta Banda (PBD:
Figura 22). En la primer rama, se observo que las localidades de California (CAM y CAR) se separaron como
un subclado del resto de las localidades costeras de Baja California e Isla Todos Santos (ITS), las cuales
conforman un segundo subclado dentro de esta rama. Ademas, dentro del subclado de Baja California,
Bajamar (BJM) y Saldamando (SLM) se agrupan entre ellas evidenciando su similitud genética por su
proximidad geografica (19 km de separacidon). Mientras que, ITS se agrupo con FSJ que se encuentra a 310
km de distancia, lo cual podria estar relacionado con la influencia que presenta la corriente de California
en el drea de ITS. La topologia inferida con las de distancias genéticas de Cavalli-Sforza y Edwards (1967)
fueron iguales a las inferidas con otros estimadores como las distancias genéticas de Nei (datos no

mostrados).
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Figura 22. Dendrograma inferido con el método del vecino mds cercano con base en las distancias genéticas de
Cavalli-Sforza y Edwards (Dc, 1967) en las localidades de abulén negro evaluadas en este estudio, anclado a la
localidad de IGP como grupo externo dadas las diferencias genéticas observadas.

3.7 Estructura poblacional entre localidades
3.7.1. Estructura poblacional con todos los individuos

A pesar de la evidencia anterior de una posible estructura genética evidenciada por el coeficiente de
fijacién Fsry las relaciones observadas en el dendrograma con el estimador de distancia genética (Dc)
propuesto por Cavalli-Sforza y Edwards (1967), el primer exploratorio con el programa STRUCTURE se
ejecutd con el numero total de localidades que se colectaron para este estudio (K=8). En el grafico de
componentes, no se logra observar una clara diferenciacién en la estructura; sin embargo, se lograron
discriminar las zonas de California e Isla Guadalupe del resto, dada la predominancia de uno de los

componentes (Figura 23).
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Figura 23. Grafico de estructura poblacional a través de componentes con K=9 como primera instancia para conocer
el nimero real de agrupaciones.

Posteriormente, estos resultados se analizaron mediante el programa STRUCTURE HARVESTER, donde se
muestran los grupos reales de componentes genéticos (k) que existen en las localidades evaluadas,
utilizando el método de Evanno y la ecuacion para la designacion de la delta K el analisis sugirid la
formacién de 4 grupos (Anexo E Figura 33). Por lo cual, se volvio a ejecutar el programa STRUCTURE
indicando un k igual al nimero de componentes inferidos de 4 (Figura 24). Los resultados indican que las
localidades de California (CAM y CAR) pertenecen al primer componente genético, representado por el
color “rojo”. Mientras que, la localidad de Isla Guadalupe se identificd claramente por el componente
genético “verde” (Figura 24). Por otra parte, SLM presenta el mayor porcentaje del componente genético
“amarillo”; mientras que la mayoria de las localidades de Baja California (BJM, SLM, ITS, PBD y FSJ)
presentan una mezcla de los distintos componentes genéticos en los organismos evaluados en cada
localidad, evidenciando una zona de transicidon de norte a sur, con un efecto que se ve mas claro con el
componente “amarillo” mayormente representado en abulones del norte, mientras que los componentes
genéticos “verde” se encuentran mayormente representados en abulones del sur (Figura 24). Por otra

III

parte, el componente “azul” estuvo mas representado en las localidades de ITS y FSJ. Dichos resultados de

estructura genética coinciden con los obtenidos en el dendrograma presentado en la seccion anterior.
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Figura 24. Grafico de estructura genética poblacional con un k igual a 4.

3.7.2. Estructura poblacional con juveniles

También se estimé la estructura poblacional entre las localidades conteniendo solamente organismos
juveniles menores a 50 mm de longitud de concha. Las cinco poblaciones que se analizaron fueron BJM,
SLM, ITS, PBD y FSJ, por lo que utilizé inicialmente un valor de k igual a 5. Los resultados se la estructura
no mostré una agrupacién especifica, dado que la mayoria de los organismos de todas las localidades
presentan los cinco componentes genéticos en proporciones similares (Figura 21A). Sin embargo, la
prueba de Evanno mostré la existencia de dos componentes (k=2) entre las cinco localidades. Al ejecutar
de nuevo el programa con k igual a 2, vemos que ambos componentes se distribuyen en los organismos
de las diferentes localidades. En la localidad de Saldamando (SLM) el componente “rojo” estd
representado con un porcentaje mayor que en las otras localidades del 42%; mientras que en el resto de

las localidades (BJM, ITS, PBD y FSJ), el componente genético “verde” (Figura 25B) (Anexo E, Tabla 26).
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0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

BIM SLM ITS PBD FsJ)

Figura 25. Resultados de la estructura poblacional con un kigual a 5 (A) y k igual a 2 (B), utilizando a los organismos
juveniles (< 50 mm) de cada localidad.
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3.7.3. Estructura poblacional con adultos

Por otra parte, se realizd el analisis para conocer la estructura poblacién solamente con organismos
adultos, mayores a 50 mm de longitud de concha. Las poblaciones que se utilizaron para el analisis fueron
BJM, SLM, ITS, PBD, FSJ e IGP, por lo que utilizo un valor de kigual a 6. Usando el nimero de las localidades
como total de componentes, los resultados demostraron que solamente se logran diferenciar a los
abulones de Isla Guadalupe del resto de las localidades (Figura 26A). Con la prueba de Evanno, el nimero
de agrupaciones genéticas reales resulté en k igual a 3. Los resultados de STRUCTURE con k igual a tres,
permiten distinguir claramente la localidad de Isla Guadalupe (IGP) con una mayor proporcién del

|II

componente “azul” respecto al resto (Figura 26B). Mientras que, en el resto de las localidades (BJM, SLM,

ITS, PBD y FSJ) estan los componentes “verde” y “rojo” mayormente representados (Figura 26B).

B BIM SLM IS PBD FS) IGP
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0.20

0.00

BIM SLM ITS PBD FSJ IGP

Figura 26. Resultados de la estructura poblacional con un k igual a 6 (A) y k igual a 3 (B), utilizando a los organismos
adultos (> 50 mm) de cada localidad.
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3.7.4. Analisis de varianza molecular (AMOVA)

Para el andlisis de varianza molecular (AMOVA) se establecieron cuatro grupos, estos de acuerdo con los
resultados del programa STRUCTURE utilizando todos los organismos (juveniles y adultos). El primer grupo
lo conformaron las localidades de CAM y CAR, el segundo grupo las zonas de BJM, ITS, PBD y FSJ, el tercer

grupo la localidad de SLM y el cuarto la localidad de IGP.

El andlisis de la distribucion de la diversidad genética (AMOVA; Tabla 9), con base al agrupamiento
realizado, evidencidé que la mayor variacion fue encontrada dentro de los individuos (49.4%; p<0.0001) y
entre individuos dentro de las localidades analizadas (49%; p<0.0001). Mientras que, en mucho menor

medida por las diferencias entre grupos (0.96%) y entre localidades dentro de los grupos (0.57%).

Tabla 9. Resultados del andlisis de varianza molecular (AMOVA).

Recurso de Sumade Componentes Porcentajede indices de p
variacion 8l cuadrados de varianza variacién fijacién
Entre grupos 3 26 0.031 0.960 FCT:0.010 0.007
Entre localidades 29 0.018 0.570 FSC:0.006  0.000
dentro de grupos
Entre individuos
dentro de 231 1107 1.592 49.020 FIS: 0.498 0.000
localidades
Dentro de 240 386 1.606 49.450 FIT:0.505  0.000
individuos

Total 479 1547 3.248




54

3.8 Conectividad entre localidades y cuello de botella

3.8.1. Migracion

En el andlisis de conectividad se excluyeron las localidades de California EE. UU. e IGP, debido a los
diferentes afos en los que se realizaron los muestreos. El andlisis de conectividad entre localidades se
realizd utilizando las frecuencias alélicas y las distancias geograficas entre ellas, resultando que, la
interaccion entre las localidades se lleva a cabo bidireccionalmente; con un flujo genético
significativamente mayor de sur a norte (Figura 27). Por ejemplo, de norte a sur, es decir, de BJM a PBD se
estimd una migracion entre 100 migrantes, en cambio, de sur a norte (PBD a BJM) se calculé en 14,600

migrantes.

Ndmero de migrantes
1-1,000
1,000-5,000
5,000-10,000
10,000-20,000

Figura 27. Conectividad entre las localidades analizadas. El grosor de las flechas indica la intensidad del flujo y el color
indica el nUmero de migrantes entre localidades.



3.8.2. Cuello de botella

Se realizd el analisis para identificar cuellos de botella pasados o presentes en las ocho localidades.
Mediante la prueba de Wilcoxon con el modelo de alelos infinitos (IAM), modelo de mutacién en dos fases
(TPM) y el modelo de mutacién por pasos (SMM). Los resultados demuestran que no se detectaron valores
significativos en ninguna localidad (P>0.05, en todos los casos), es decir, no hay huella de un efecto de

cuello de botella en el pasado; sin embargo, las poblaciones podrian estar sufriendo tal efecto en la

actualidad (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de cuello de botella mediante la prueba de Wilcoxon, segin los modelos de mutacién de
microsatélites (IAM es el modelo de alelos infinitos, TPM es modelo de mutacion en dos fases y SMM es el modelo

de mutacion por pasos).

Prueba de Wilcoxon

Poblacién
IAM TPM SMM
Andrew Molera (CAM) 1.000 0.996 0.766
Point Arguello (CAR) 1.000 0.531 0.148
Bajamar (BJM) 1.000 1.000 0.973
Saldamando (SLM) 1.000 0.992 0.711
Isla Todos Santos (ITS) 1.000 1.000 0.813
Punta Banda (PBD) 0.973 0.945 0.656
Faro San José (FSJ) 1.000 0.996 0.945
Isla Guadalupe (IGP) 0.988 0.945 0.813
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Diversidad genética

Para los andlisis genéticos poblacionales, el tamafio de la muestra (N) es muy importante para los
resultados obtenidos en las investigaciones. Se ha reportado que, ampliar las zonas de muestreos y
aumentar el tamafo de muestra, permite encontrar mayor variacion genética entre localidades y
organismos, asi como, disminuir las desviaciones en las medias de los pardmetros (Nei y Roychoudhury,
1974; Argibay, 2009; Salcido-Guevara et al., 2014; Haas et al., 2019). Una de las consecuencias de no
equilibrar las Ns de cada localidad en un andlisis es que los resultados pueden no reflejarse de igual manera
entre las localidad (Brown, 1991; Salcido-Guevara, et al., 2014). En este estudio, aunque se presentaron
diferencias significativas en el nUmero de muestras entre las localidades, esto no afecté al numero de
alelos identificados en cada zona, reflejandose en que no se detectaron diferencias significativas entre
localidades en el nUmero de alelos y la riqueza alélica promedio. Sin embargo, si se observa una tendencia
a encontrar mayor nimero de alelos totales en las localidades con mayor nimero de muestras con una
correlacion R? igual a 0.911, variando este desde 188 alelos en la localidad de BJM donde se obtuvieron
los genotipos de un total de 30 abulones en todos los locus evaluados, hasta un valor minimo de 120 alelos
en la localidad de IGP, donde solo fue posible obtener los genotipos en promedio de 20 abulones (SD=
3.09, rango 14-24) en la mayoria de los loci. Gruenthal y Burton (2008), por su parte al analizar 515
abulones negros (SD=58) obtenidos de once localidades entre los afios de 1997/1998 en la zona central de
California y 2003/2004 en las islas, y usando cuatro loci microsatélites heterélogos desarrollados para
abuldén pinto de Alaska Haliotis kamtschatkana assimilis (Hka), obtuvo un total de 183 alelos (0.36
alelos/muestra) relacionado quizas con la alta proporcion de alelos nulos observada (4, 37, 39 y 54% por
locus). En nuestro caso, calculamos entre 5.7 y 6.6 alelos/muestra en los diferentes loci (rango n de 20-30

abulones) con porcentajes de alelos nulos estimados que variaron de 0 a 47% (Anexo C; Tabla 21).

Los ocho loci marcadores microsatélites utilizados en el presente estudio fueron desarrollados
especificamente para abuldn negro, y su evaluacidn inicial revelé que son altamente polimarficos en las
dos localidades evaluadas (Beldade et al., 2012). Con muestras tomadas por estos autores, encontraron
entre 13 y 33 alelos por locus en las localidades de abuldn negro de Andrew Molera (CAM) y Point Arguello
(CAR) donde se evaluaron en total 41 abulones y el porcentaje de alelos nulos varié de 0 a 28%. Mientras
que, en nuestros datos e integrando los genotipos de CAM y CAR, proporcionados por Beldade et al.

(2012), y el resto de las localidades, haciendo un total de ocho localidades analizadas se detectaron un
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minimo de 9 alelos por locus y un maximo de 39 alelos por locus con estos marcadores microsatélites
especie-especificos. En este caso, el total de muestras analizadas fue de 219 abulones, y se evidencia una
mayor variabilidad genética al ampliar las localidades de muestreo y aumentar el tamafio de muestra. Lo
qgue coincide con trabajos realizados por otros autores (Salcido-Guevara et al., 2014; Haas et al., 2019).
Para abuldén negro, Gruenthal y Burton (2008), reportaron un nimero de alelos similares de entre 33 y 51
alelos por locus; sin embargo, ellos analizaron un promedio de 515 abulones/locus (SD=58), mas del doble

de muestras de este estudio.

Los alelos efectivos, se refiere a los alelos con capacidad de pasar a la siguiente generacidn, dada su
frecuencia. Por lo tanto, los alelos efectivos evidencian la estructura genética pasada, presente y futura de
la poblacidn, porque, estos son los que se heredan en cada generacion colaborando con la variabilidad
genética. Ademas, son los alelos que permanecen en la seleccién natural y contribuyen a la capacidad de
sobrevivencia de la especie (Kimura y Crow, 1964; Nei, 1975; Gutiérrez-Gonzalez, 2006; Northrop vy
Connor, 2008). En este estudio, de las ocho localidades analizadas con ocho marcadores, se identificaron
que, de los 20 alelos en promedio por localidad, 14 son alelos efectivos, lo que representa el 70%, que se
estdn heredando, ya sea como homocigotos o heterocigotos a las generaciones de abuldn negro. El resto,
30% pueden ser alelos raros que presentan baja frecuencia, pudiéndose tratar de alelos nuevos o bien de
alelos que se estan perdiendo en la poblacién por azar (deriva génica) o por seleccion natural de genotipos

mejor adaptados.

La riqueza alélica, es decir el nUmero promedio de alelos por locus independiente del tamafio de muestra,
calculada en las ocho localidades varié de 13 a 17 alelos por locus, y fue mucho mas alta que las reportadas
para localidades de abuldn negro en otras zonas, donde los rangos van de 2 a 3 alelos por locus analizando
11 localidades mediante alozimas (Chambers et al., 2006). Sin embargo, la variacion de la riqueza alélica
depende del nimero de muestra y de la calidad de la metodologia del muestreo. Estudiar una especie
reducida poblacionalmente podria darle mas peso a la riqueza alélica, ya que, es probable que se tomen
todos los alelos existentes en un pequefio nimero de organismos (Leberg, 2002; Foulley y Ollivier, 2006;

Loeschcke et al., 2013).

Por otra parte, los alelos privados son alelos exclusivos de una poblacién, que pueden estar en frecuencias
bajas o altas (Kalinowski, 2004). En este trabajo, la gran mayoria de los alelos privados estuvieron en bajas
frecuencias (1-10 %). El nimero promedio de alelos privados identificados por localidad y por locus no

causaron un efecto significativo entre ellas debido a la alta dispersidon de los datos. Sin embargo, en
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términos de alelos privados totales por localidad, las zonas que presentaron mas alelos privados fueron
las dos Islas del presente estudio: IGP con 20 alelos privados e ITS con 21. Esto puede generar la separacion
genética futura de las islas con respecto al continente, y son resultados que coinciden con observaciones
realizadas en otras localidades de abuldn negro en California, EE. UU. (Chambers et al., 2006; Gruenthal y
Burton, 2008; Neuman et al., 2010). Por ejemplo, Chambers et al. (2006) observaron alelos exclusivos en
las localidades de las islas que no estaban presentes en las localidades de la costa. Por otra parte, en la
costa sur de California, Beldade et al. (2012), en donde identificaron de 3 a 30 alelos privados en las
localidades de Andrew Molera (CAM) y Point Arguello (CAR). En el presente andlisis se identificaron
solamente 2 y 3 alelos privados en estas localidades con la misma matriz de genotipos del autor original.
Esto evidencia que, al agregarse mas localidades y aumentar el nimero de muestras, alelos que se
encuentran en baja frecuencia y son mas dificiles de captar en un muestreo aumentan su probabilidad de
ocurrencia y, por lo tanto, dejan de ser exclusivos de una localidad. En cuanto a microsatélites, se ha
reportado que los loci con mayor tamafio en pares de bases, poseen mayor nimero de alelos privados;
estos se identifican en los tamafios alélicos minimos y maximos, lo que se puede reflejar en el locus
HCH_A12, siendo este el de mayor longitud y con mayor nimero de alelos privados (Szpiech y Rosenberg,

2011).

A pesar de que los alelos de CAM y CAR se ajustaron a la forma de genotipificacién del presente estudio,
los resultados de He y Ho no fueron diferentes a los reportados por Beldade y colaboradores (2012), lo
cual indica que no hay diferencias en la forma de genotipificacion en los dos estudios. Ademas, qué, estas
dos localidades poseen los valores mas altos de Ho y los valores mas bajos del coeficiente de endogamia
Fis en comparacién con las otras seis localidades evaluadas en Baja California. Cabe mencionar que, para
el desarrollo de estos marcadores microsatélites se realizd la secuenciacion gendmica de un abuldn negro
procedente de Afio Nuevo, California, localidad muy préxima a Andrew Molera y Point Arguello. Y muy
probablemente debido a la proximidad entre estas localidades y los aflos de muestreo, la frecuencia de
alelos nulos promedio resulté en ellas, con 10% (SD=6.6) en CAM y 13% (SD=7.6) en CAR. Por otra parte,
la localidad continental con el mayor déficit de heterocigotos y el indice de endogamia mas alto fue Punta
Banda (PBD), esto, podria deberse a la metodologia del muestreo no destructivo que se realizd, donde en
su mayoria se recolectaron organismos muy cercanos entre ellos. Con respecto a las localidades insulares,
Isla Guadalupe fue la zona con mayor déficit de heterocigotos, reportdandose una Ho y He promedio de
0.130 (SD=0.092) y 0.885 (SD=0.082) respectivamente; asi como un valor promedio de Fis de 0.861
(SD=0.096). Sin embargo, la localidad de IGP es la mas alejada geograficamente del resto y, se desconoce

la ubicacidon exacta dentro de la isla donde se realizé la colecta de los organismos analizados. De hecho,
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existe evidencia que dentro de la Isla Guadalupe hay diferencias en las caracteristicas morfoldgicas de los
abulones negros de acuerdo de su localidad de colecta (Com. Pers Buzz Owen, 2019). Los resultados de
He, Ho y Fis, en el resto de las localidades de H. cracherodii se asemejan a los obtenidos por Chambers et
al. (2006) en zonas de California; donde se observé que la He en todas las localidades era de 0.167 a 0.561,
mostrandose un exceso de homocigotos en las localidades. Igualmente, Hamm y Burton (2000) utilizaron
aloenzimas y reportaron valores de endogamia un poco mas bajos de 0.124 a 0.269, incluso, reportaron
exogamia para un loci. Se ha reportado déficit de heterocigotos y valores de endogamia significativos en
otras especies de abuldn, como Haliotis rubra y Haliotis rufescens (minima Ho de 0.339 y F;s maximo igual
a 0.508) (Brown, 1991; Cdrdova-Secundino, 2018). Cuando se tienen cantidades pequefias de muestras
por localidad, se recomienda aumentar el nimero de marcadores moleculares para su evaluacién y/o
hacer lo posible por aumentar el nimero de muestra, con la finalidad de disminuir las variaciones en las
medias de los calculos de Ho, He y Fis. Se ha reportado que los abulones negros desovan localmente y que
las larvas poseen una dispersion muy corta y pueden tener una alta retencion larval relacionada con la
topologia de la costa y el patrén de corrientes en ella (Chambers et al., 2006). Se cree que esta
caracteristica podria ayudar a la recuperacién de la especie en su habitat; sin embargo, esto podria estar
causando que las familias se estén reproduciendo entre ellas, provocando un exceso de homocigotos v,
por ende, un alto coeficiente de endogamia. Aunque, es comun que en los moluscos se reporten valores
de endogamia altos e indices de heterocigosidad bajos, esto podria explicarse por la forma de
reproduccion y la baja capacidad de desplazarse grandes distancias (Hamm y Burton, 2000; Chambers et

al., 2005; Chambers et al., 2006; Juanes-Marquez, 2014).

Ademas de la reproduccién local y la baja dispersion larval, a mediados de los 80’s las poblaciones de
abuldn negro fueron afectadas por la bacteria que causa el sindrome de deshidratacién, lo que causé la
perdida de la especie hasta un 90%. El cuello de botella fue inminente, lo que pudo ocasionar una
disminucién importante en la variabilidad genética por la alta mortalidad observada y la desaparicién de
multiples generaciones en estos eventos de mortalidad masiva. A lo cual se le puede atribuir los efectos
observados en este estudio de heterocigosidades observadas muy por debajo de las esperadas y
coeficientes de endogamia muy altos (Nei, and Roychoudhury, 1974; Nei, 1978; Koehn and Gaffney, 1984;
Zouros et al., 1988; Hamm y Burton, 2000; Chambers et al., 2005; Chambers et al., 2006; Juanes-Marquez,
2014). Estos resultados coinciden con observaciones en poblaciones de abulén amarillo colapsadas en
California en los afos 90 y que no se ha recuperado desde entonces, las cuales muestran aislamiento
genético, pérdida de diversidad alélica y altos niveles de relacién entre individuos (Munguia-Vega et al.,

2015).
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Al analizar la matriz de genotipos por localidad y microsatélite, se identificé la excesiva presencia de
organismos homocigotos, que generalmente, se debe a la inexistencia o la no amplificacion de un segundo
alelo, dando como resultado un exceso de homocigotos y alelos privados (Oosterhout et al., 2004). Las
zonas flanqueantes o extremos del marcador microsatélite son fragmentos altamente conservados, la
evolucidn de dichas zonas trae como consecuencia la mutacién o cambios en los nucleétidos. Cuando estos
cambios han ocurrido en un organismo heterocigoto, durante el alineamiento en la PCR los cebadores no
se incorporan a la secuencia molde, caracterizando a un organismo heterocigoto como un falso
homocigoto y mostrando una gran proporciéon de homocigosis en la poblacién y advertencia de posibles
alelos nulos. Sin embargo, el exceso de homocigotos no asegura la presencia real de alelos nulos y puede
atribuirse a otros efecto en la poblacion (Brookfield, 1996). Otros motivos que causan una gran proporcion
de homocigotos son la reestructuracion de la poblacién como la seleccion del locus (seleccion natural) y la
endogamia, apareamiento entre organismos genéticamente similares (Oosterhout el al., 2004; Aranguren-

Méndez, 2005; Pérez-Valencia, 2011).

4.2 Diferenciacion genética

Aungque algunos pares de localidades presentaron diferencias significativas en distancias genéticas (Fsr),
estas distancias son muy pequefias segun Hartl y Clark (1997), los autores reportan diferencias pequefas
de 0.00 a 0.05 y diferencias significativas altas con valores mayores a 0.25; sin embargo, el estudio esta
basado en mamiferos. Los resultados de este trabajo y segun los valores de Fs: observados en este estudio
(0.006 — 0.054), permiten proponer que las distancias de Fsr calculadas en pares de localidades
significativas van de pequefiamente (0.000 — 0.010) a altamente diferentes (> 0.040). Hamm y Burton
(2000) en localidades de abulén negro en California detectaron distancias genéticas muy similares, con
valores de Fsr en un rango de 0.009 a 0.054 (promedio 0.039). Por su parte, Munguia-Vega et al., (2015)
detectd diferencias genéticas significativas entre diferentes localidades de abulén amarillo H. corrugata,
con valores de Fsr mas pequefios que los reportados en este estudio (rango de 0.003 a 0.014).
Encontrandose las diferencias mas grandes entre la localidad de San Diego, California, localidad colapsada
por sobreexplotacién en los afios 90°s y cerrada a las pesquerias desde 1997 que a la fecha no se ha
recuperado (< 0.005 ind/m?2), y el resto de las localidades de Baja California, con valores de Fsrde 0.011 a
0.014 altamente significativos (p<0.001). Mientras que Diaz-Viloria et al. (2009), también para abuldn
amarillo encontré diferencias altamente significativas (Fsr = 0.021; P<0.001) entre la localidad de Isla San

Clemente en California y cuatro localidades de Baja California sur (Isla Cedros, Isla Natividad, La Bocana y
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San Juanico (rango de Fsr = 0.018 a 0.031). En contraste, Cérdova-Secundino et al. (2018) al evaluar seis
localidades silvestres de abuldn rojo H. rufescens en California y Baja California, encontré valores de Fsr
significativos entre todos los pares de localidades en un rango de 0.062 a 0.242, valores mucho mas altos
que los encontrados en abuldn negro (este estudio) y abuldn amarillo (Diaz-Viloria et al., 2009; Munguia-

Vega et al., 2015).

En este estudio, el andlisis de variancia molecular (AMOVA) indicé que las diferencias genéticas se deben
principalmente a las variaciones que hay entre localidades por los individuos dentro de estas (49%) y a la
variacion entre todos individuos (49.4%). Mientras que, el andlisis de correlacion lineal entre las distancias
geograficas y genéticas llevado a cabo con la prueba de Mantel, evidencié un aislamiento por distancia
entre las localidades evaluadas con un valor maximo de r de 0.70 (R?=0.49) en un rango de distancias de
19 a 1209 km. Sin embargo, cabe resaltar que, no se observaron diferencias significativas cuando los
valores de Fsrvariaron de 0.006 a 0.018 que ocurrieron en un rango de distancias de 19-752 km; y valores
mayores a 0.018 (y hasta 0.054) presentan diferencias significativas en distancias de entre 54 y 1209 km.
Por otra parte, los resultados de Hamm y Burton (2000) sugieren que las distancias genéticas son
independientes a las geograficas a partir de los 300 kildmetros de distancia. Por lo que podemos sugerir
que la diferenciacién genética entre localidades podria estar mayormente relacionada con la época de
desove, la topologia costera y el patrdon de corrientes en el drea, que finalmente influyen en la dispersion
larval y la conectividad entre localidades, asi como la historia de explotacién y manejo del recurso

(Munguia-Vega et al., 2015).

Por otra parte, sin incluir IGP, cuando se realizé el analisis de diferenciacidon genética entre pares de
localidades considerando la divisién de juveniles (<50 mm) y adultos (>50 mm), segun las tallas reportadas
por la NOAA el abulén alcanza la madurez sexual, no se detectaron diferencias significativas entre las
localidades (BJM, SLM, ITS, PBD y FSJ). En un analisis entre cohortes similar, realizado por Chambers et al.
(2006) reportaron que en algunas de las islas de California identificaron diferencias genéticas significativas
entre adultos (>95 mm, a > 5 afios), mientras que no se detectaron diferencias entre juveniles (<95 mm;
ca. de 2-5 afios). Los autores argumentan que tales diferencias podrian deberse a que los adultos son
sobrevivientes de un evento que ocurrid a partir de 1985, que deterioré mas del 90% las poblaciones de
H. cracherodii y los juveniles son descendencia de los organismos sobrevivientes (poblaciones
remanentes). Ademads, es posible que exista una presidon de selecciéon actuando sobre los reclutas
inmigrantes a estas islas, como resultado de una adaptacion local a estos habitats particulares (De Witt y
Palumbi, 2013). En este sentido, las muestras de Baja California (BJM, SLM, ITS, PBD y FSJ) se tomaron a

finales del afio 2017 y a principios del afio 2018, por lo que se sugiere que los adultos colectados (>100
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mm) son descendencia de los sobrevivientes de la mortalidad por el sindrome de deshidratacién que se
dio en México. Por lo que, los eventos reproductivos (desoves) que pasaron después del evento de
mortalidad produjeron a los juveniles que hoy en dia son los adultos de las poblaciones actuales. Por lo
qgue, como se ha discutido anteriormente; en todas las localidades se observa un exceso de homocigosis
(déficit de heterocigotos), altos indices de endogamia y se sugiere el posible efecto de cuello de botella

gue aun esta sucediendo.

Las diferencias genéticas significativas que se observaron entre las localidades de abulén negro de
California (Andrew Molera y Point Arguello) con respecto a las localidades de Baja California podrian
deberse a los diferentes sucesos generacionales (eventos de mortalidades o fendmenos de cambio
climatico) que sufrid la especie. Las muestras de Point Arguello analizadas por Beldade et al. (2012)
pertenecer a organismos afectados por el sindrome de deshidratacion. Por otra parte, Chambers et al.
(2006) encontro diferencias genéticas entre adultos y juveniles en algunas localidades. En nuestro caso,
fue posible realizar este andlisis en la localidad de Saldamando (SLM), donde se contaba con una muestra
intermareal (con rango de tallas de 25 a 120 mm) y una muestra submareal tomada a 5 m de profundidad,
integrada por adultos (con rango de tallas de 108 a 180 mm), y se evidencid que no existen diferencias
entre juveniles y adultos en esta drea (datos no mostrados). Lo que sugiere, alta retencion larval en
Saldamando, como ha sido sugerido por otros autores en otras localidades del centro y sur de California.
En general, creemos que las diferencias genéticas observadas entre las dos localidades de California y Baja
California se deben a que existe una alta retencidn larval local, limitada dispersién larval del norte al sury
una baja densidad poblacional que limita un reclutamiento efectivo y la recuperaciéon natural de las
poblaciones. A esto, también se le puede agregar la historia de vida de los organismos en ambientes con
condiciones oceanogréficas diferentes, por ejemplo: diferencias en temperatura dependiendo de la

latitud, intensidad de las surgencias a lo largo de la costa, niveles de oxigeno, entre otras variables).

4.3 Estructura poblacional y conectividad entre localidades

La estructura genética poblacional confirmé lo obtenido con los valores de distancias genéticas (Fsr). Se
formaron cuatro grupos, el primero conformado por las localidades de California, Andrew Molera (CAM)
y Point Arguello (CAR). El siguiente grupo se conformé por Bajamar (BJM), Isla Todos Santos (ITS), Punta
Banda (PBD) y Faro San José (FSJ), el tercer grupo se conformé solamente con Saldamando (SLM) aunque

la estructura no se logré diferenciar claramente, y el cuarto grupo solamente por Isla Guadalupe (IGP).
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Mediante las iteraciones alélicas con el método bayesiano y las condiciones que implementé el programa
como el modelo admixture (modelo de mezcla) y las frecuencias alélicas correlacionadas, el programa
mostro la estructura poblacional ancestral del abuldn negro, separando a las localidades CAM, CAR e IGP
como antecesoras, lo cual se puede deber a los afios de muestreo (2006 y 2013, respectivamente)
(Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2016). Asimismo, podria estar relacionado con la estructura de edad

en las diferentes localidades (cohortes, generaciones).

Para entender cémo es que se da la estructura genética en la poblacién de abuldn negro se requiere contar
con informacion del ciclo de vida de los organismos, como: época reproductiva, fecundidad, periodo larval,
supervivencia larval, tasa de asentamiento, supervivencia de juveniles post-asentamiento, longevidad,
primera madurez sexual y otros aspectos importantes. Sin embargo, en México se cuenta con muy poca
informacidn biolégica del abulén negro. Por ello, con informacién obtenida en otras localidades de
California se realizd una aproximacion del posible escenario en México. Los estudios de Boolootian et al.
(1962), Webber y Giese (1969), Leighton y Boolootian (1963) y Ortiz (1985) describen las fases de
reproduccion en abulén negro en algunas localidades de California y en Isla Cedros, Baja California,

respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Estados de desarrollo gonadal del abulén negro reportados en zonas de California y Baja California.

Meses

Autor Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Localidad

Boolootian et al.,, 1962 MG MG MG D D D D R Hopkins Marine
Station

Webber y Giese, 1969 R R MG MG MG D D D Cypress Point
Leightony Boolootian, MG MG MG MG D D D D Point Dume

1963

Ortiz, 1985 R MG MG MG D D R R Isla de Cedros

R= Estado de recuperacion, MG= Maduracién gonadal, D= Desove

De estos estudios, tenemos que Point Dume es la localidad mds cercana a nuestras localidades de estudio
de BJM, SLM, ITS y PBD. Mientras que, Isla de Cedros es la mas cercana a las localidades de FSJ e IGP.
Ademas, las temperaturas se asemejan entre estas localidades previamiente estudiadas y las nuestras. La
maduracién gonadal (MG) en Point Dume se reporta de marzo a junio, con temperaturas que fluctuan

entre los 12 a 15°C (Figura 29). Mientras que, en Isla de Cedros la MG inicia hasta el mes de abril y se
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extiende hasta junio. Por lo que, es probable que en BIM, SLM, ITS, PBD, FSJ e IGP comience la maduracidn
gonadal del abulén negro a finales de marzo, principios de abril. Mientras que, los desoves estan iniciando
en julio tanto en Point Dume como en Isla de Cedros, cuando las variaciones de temperatura que van de
los 16 a 20°C. Por lo cual, es muy probable que los desoves en nuestra zona de estudio se den en los meses
de julio a agosto, pudiéndose extender hasta septiembre y octubre en las localidades mas nortefias. Sin
embargo, cabe mencionar que, dado que estos estudios fueron realizados en los afos 60’s, nuestra
aproximacién puede no ser muy exacta e inclusive en las localidades estudiadas en esa época pueden
haber diferencias en la actualidad, debido a la variacién y aumento de las temperaturas en los ultimos

anos, agregando los cambios estacionales y de corrientes en la costa del Pacifico de Baja California.
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Figura 28. Temperaturas superficiales durante los meses de marzo a octubre y los estados de recuperacion (R),
maduracion gonadal (MG) y desove (D) reportados en localidades de California (Boolootian et al., 1962; Webber y
Giese, 1969; Leighton y Boolootian, 1963) e Isla de Cedros en Baja California (Ortiz, 1985). a) = marzo, b) = abril, c)=
mayo, d)=junio, e)= julio, f)= agosto, g)= septiembre, h)= octubre.
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Con la aproximacién del desarrollo gonadal del abulén negro realizado anteriormente, se pueden examinar
las corrientes durante esos meses (julio-octubre) y tener una idea de la dispersion larvaria y, por ende, una
explicacion de la conectividad (flujo génico, nimero de migrantes) observada entre localidades de Baja
California estudiadas en este analisis. Por lo que a continuacién se discutiran los resultados de migrantes
por generacién a nivel de microescala entre localidades BJM, SLM, PBD e ITS con una distancia geografica
entre 19y 73 km; y a nivel macroescala de este grupo de localidades con la localidad de FSJ, con distancias
geograficas de 280 a 353 km. Cabe resaltar que, para este analisis las localidades de California e Isla
Guadalupe fueron excluidas por no coincidir los afios de muestreos (2017-2018 vs 2006 y 2013,
respectivamente). Sin embargo, cabe mencionar que en los resultados encontrados por Diaz-Viloria et al.
(2009) y por Munguia-Vega et al. (2015) con abulén amarillo, donde observan diferencias genéticas entre
California y Baja California, atribuibles a la existencia una barrera oceanografica como el eddy al sur de
California. Creemos que, aunque no fue posible evaluar la conectividad de las localidades de CAM y CAR,
dado que resultaron genéticamente diferentes en este estudio y presentaron un componente genético

particular, la dispersidon larval de estas zonas a la Baja California se esperaria fuera poco significativa.

A microescala se observa que las localidades mas cercanas de BJM, SLM, PBD e ITS con una distancia
geografica entre 19 y 73 km, presentan un migracion de 8,226 migrantes entre ellas con direccion norte-
sur, y un total de 65,470 migrantes entre ellas con direccidon sur-norte. Mientras que, a macroescala
podemos ver que el grupo de localidades del norte (BJM, SLM, PBD e ITS) aportan un total de 20,460
migrantes hacia el sur a la localidad de FSJ que se encuentra sobre la costa entre los 280 y 353 km de
distancia de éstas. Por otra, el aporte de migrantes de FSJ al norte resulté nulo. Observando estos valores
de migrantes, calculamos que el 69.5% presentan dispersion larval de corta distancia (entre localidades de
Bahia Todos Santos) y el 21.8% presentan dispersion larval de larga distancia, siendo capaces de aportar

larvas a FSJ (Anexo F, Tabla 27).

En un estudio previo Chambers et al. (2005) realizaron una simulacién de la dispersién larval de abulén
negro, con tarjetas que colocaron a la deriva en la Isla San Nicolds, California. El 40 % de las tarjetas fue
encontrada a 2 kildémetros de donde fueron liberadas y el resto dentro de las costas de la Isla San Nicolas.
Estos autores concluyeron que, si las larvas de H. cracherodii dependen totalmente de las corrientes, su
desplazamiento despliegue no es bajo y que la acumulacién de las tarjetas en el lugar de liberacidn sugiere
que las larvas se quedan en la zona, propiciando un reclutamiento local que promueve la recuperacién de
las poblaciones locales. Apoyando el modelo de dispersidn larval de distancias cortas, uno de los tres

modelos propuestos para la dispersion larval de abulones (Miyake et al., 2017; Figura 29). Sin embargo,
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como menciona el autor, existen cuatro factores bioldgicos que influyen en la dispersidn larval, estos son:
los desoves, el tiempo de duracién en etapa peldgica (de larva trécofora a véliger), el comportamiento
vertical y la mortalidad post-asentamiento. Una consideracién importante para destacar es que, en la
mayoria de los trabajos de dispersidn larval, estan basados en que una duracidn de la etapa larval pelagica
de 4 a 7 dias maximo, la cual varia en dependencia de la temperatura (Leighton, 2000). Sin embargo, en el
estudio de Mccormick et al. (2012), con abuldn rojo, se reporta que las larvas pueden retardar su
metamorfosis hasta por 20 dias después de eclosionar sin un efecto significativo en la supervivencia de
juveniles post-asentamiento. Por lo que una duracidon mds prolongada durante la etapa larval pelagica
ofrece un potencial de dispersién a mayores distancias. La cual, se observé en nuestro analisis a
macroescala, y apoya el modelo de dispersidn larval de abulén a distancias largas de su localidad natal

(origen) a una localidad remota de destino (Miyake et al., 2017; White et al., 2019).

arval dispersal mode  Natal subpopulation Remote subpopulation

Short-distance

Long-distance

Figura 29. Factores bioldgicos que influyen en la dispersidn larval (A) y modelos de dispersidn larval propuesto en
abulones (tomadas de Miyake et al., 2017). En A, las lineas sélidas indican la direccion del efecto en la dispersion
larval, y las lineas punteadas indican la direccion de las interacciones entre factores. En B, los circulos indican las
subpoblaciones (o poblacion local) y las flechas indican la direccién de la dispersion larval.

Durante la época de desoves, los patrones de circulacion del agua de mar seran los responsables de la
dispersion larval a nivel micro y macro escala espacial. En la zona de estudio, las corrientes que afectan las
fluctuaciones oceanicas internas son la corriente de California, la corriente superficial estacionaria y la

corriente subsuperficial (Checkley y Barth, 2009).

El andlisis de conectividad genética entre localidades de abuldn negro mostré que la mayor migracién
ocurre de sur a norte y que la dispersion de las larvas puede ser local dentro de la Bahia de Todos Santos,

pero también sugiere una conectividad entre localidades lejanas. La corriente de California presenta una
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influencia de aproximadamente 1000 km de ancho y ocupa los primeros 500 m; su velocidad varia de 12.5
a 25 cm/seg, pudiendo alcanzar velocidades de hasta 50 cm/seg por periodos cortos con un transporte
neto de norte a sur ((Schwartzlose y Reid, 1972). Ademas, estas corrientes en conjunto contribuyen a la
formacién de ciclones y anticiclones en toda la costa, que se forman cada tres a cinco dias y abarcan hasta
5 metros de profundidad. Durante los meses de desove del abuldn negro (julio a octubre), las corrientes
transportan agua hacia el sur y hacia la costa, y también lejos de la costa, a una velocidad de entre 4y 8
centimetros s-1. La figura 30 muestra dos remolinos uno anticiclénico y otro ciclénico, con despliegues de

norte a sur y de sur a norte respectivamente (Mateos et al., 2009; Vasquez y GOmez-Valdés, 2018).
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Figura 30. Evento de un remolino cicldnico y anticiclénico durante el mes de agosto. Imagen tomada de Mateos y
Marinone (2017).

Después de observar que los resultados de analisis de distancias genéticas, estructuracion y migracion
coincidieron, se prosiguid a la construccion de un dendrograma, donde se confirmaron todos los
resultados. Se formaron tres grupos, el primero lo conformaron las localidades de California (Andrew
Molera y Point Arguello), estas localidades mostraron diferencias genéticas en el Fsr con respecto al resto
y se identificaron como una estructura poblacional. El segundo grupo se conformd por dos pequefios
conjuntos, el primero por BJM y SLM, estas no presentaron diferencias genéticas, estan dentro de una
misma estructura y comparten constante flujo genético; en el segundo conjunto se encontraron las zonas
de ITS y FSJ, esta agrupacion no mostré diferencias genéticas y también se encontré flujo genético entre

ellas. El tercer grupo solamente lo conformé Punta Banda e Isla Guadalupe.
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En el modelo de alelos infinitos IAM, el modelo de mutacién por pasos y el modelo de mutacién por dos
fases; no se detectd la evidencia de un cuello de botella en el pasado cercano de las localidades. Cuando
se forma un cuello de botella las frecuencias alélicas mas comunes disminuyen y se queda una poblacidn
con pocos alelos y con homocigosis. El exceso de homocigotos, los altos indices de endogamia y la prueba
de Wilcoxon indican que las localidades de abulén negro estudiadas siguen en un efecto de cuello de
botella (Nei et al., 1975; Piry, 1999; Hamm y Burton, 2000; Leberg, 2002; Foulley y Ollivier, 2006; Demarchi,
2009; Peery et al., 2012).

4.4 Isla Guadalupe

Isla Guadalupe fue la poblaciéon con menos variacién genética, la mas endogamica, se identificé como una
poblacién genéticamente diferente a las ocho poblaciones restantes y se estructuré como una sola
poblacién con un Unico componente. Mientras que, los datos morfolédgicos de las conchas de los abulones
provenientes de la localidad de IGP evidenciaron organismos mas pequefios, conchas un poco mas
arqueada y la presencia de mas de nueve poros respiratorios abiertos (Figura 31). El abulén negro de la
isla esta categorizado taxondmicamente como una subespecie denominada Haliotis cracherodii
californiensis (Swainson, 1822) con base en las diferencias morfolégicas que poseen con respecto a los del
continente Haliotis cracherodii cracherodii (Geiger y Owen, 2012). Por lo tanto, las diferencias genéticas
encontradas en este estudio podrian estar evidenciando una subpoblacién diferente o bien soportando
que se trate de una subespecie. Sin embargo, los valores de Fsr son relativamente muy bajos con los
observados en otros organismos marinos con historias de vida que incluyen estadios larvales planctdnicos.
Pero similares a los encontrados en otros abulones, como amarillo (Diaz-Viloria et al., 2009; Munguia-Vega

et al., 2015) y rojo (Cérdova-Secundino, 2018).
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Figura 31. Caracteristicas morfoldgicas de las conchas pertenecientes a la subpoblacion de Isla Guadalupe.

4.5 Prospeccion del abulon negro

En los ultimos afios se ha observado una recuperacion en algunas localidades de abulén negro a lo largo
de la costa mexicana. Investigadores del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC), realizaron muestreos durante 2017-2018 en distintas localidades de
Baja California para conocer el estatus del recurso abulén negro. En la Figura 32 se muestran las localidades
evaluadas y la densidad de organismos encontradas en org/m? (lbarra-Macias et al., 2019). De hecho,
podemos observar que en Baja California existen localidades con densidades de abulones negros mayores
a las reportadas en California de 0.04 org/m?de 2012-2015 (Eckdahl, 2015) en zonas que se consideran
estan en recuperacién. Cabe resaltar también, que se realizé una visita a Isla Guadalupe en junio de 2019,
y en entrevista con los pescadores de la cooperativa mencionan que existen localidades con abuldn negro
ubicadas en zonas peligrosas de acantilados y en dreas que se han visto afectadas por deslizamientos de
tierra (Com. Pers. César Cortez, 2019). Por lo cual, debido al riesgo que implica su pesqueria en esta isla,

este recurso no se ha explotado en mas de 10 afos.

En algunas localidades de California se ha reportado que antes del evento de mortalidad del sindrome de
deshidratacién, las densidades por metro cuadrado variaban de 4 a un poco mas de 30, en México no hay
reportes de dicha densidad antes de la enfermedad, pero las evaluaciones que se han realizado en los
ultimos afios en alrededor de 25 zonas de Baja California han demostrado densidades entre 0.000 a 0.227
2

m?2. Los registros en California después del evento informan que la densidad disminuyé por debajo de 1 m

(Butler et al., 2009; Ibarra-Macias et al., 2019). Segun los informes de NMFS (2006), la densidad en cada
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localidad debe de oscilar entre 0.34 a 1 organismo/m?, esto para que se pueda dar una reproduccién y
reclutamiento exitoso de forma natural. Es decir, las poblaciones de abulén negro en Baja California estan
muy por debajo de lo requerido para una recuperacién natural, por lo cual, se necesitan mas andlisis
genéticos que permitan colaborar con la recuperacion de este, y también, al mismo tiempo se pueden
monitorear las localidades. El método de muestreo no destructivo permitira realizarlo, el cual consta de
separar al organismo del sustrato, tomarle una pequefia muestra ya sea del epipodio y/o mucus, ademas
de realizar las biometrias necesarias, no causaran un daio en la vida del organismo y por ende no causara

dafios en las densidades de la poblacidn (Slabbert y Roodt-Wilding, 2006).

7 A
Sitio Densidad
(org/m?)
Punta Bandera 0.0016 ~
» |sla Coronados 0
** Rancho Evelia 0
s Estudios Fox 0.0009
,{ ru, Bajamar Norte 0.2270
e, Bajamar Sur 0.1276
) Saldamando 0.0842
S, Faro San Miguel 0.0017
IR TS Norte 0.0220
SN TS Sur 0.0529
'.":&,6 | San Miguel 0
3 Ms 0
~ | Punta Morro 0.0002
XN Carioca 0.0586
~ laBufadora 0.0043
y * Kennedy 0.0039
. Santo Tomas 0.0007
Eréndira Norte 0.0100
"."‘u Eréndira Sur 0.00006
':0.,:"' La Chorera 0
..t Punta Mazo 0
-...:'* I. San Martin 0
** Punta Baja 0
o I. San Jeronimo 0
Faro San José 0.1136

Figura 32. Densidad de abuldn negro (org/m?) en diferentes localidades de Baja California evaluadas por lbarra-
Macias y colaboradores (2019) para estimar la recuperacion de este recurso en México.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Laslocalidades de California, Andrew Molera y Point Arguello, son genéticamente diferentes a las
de Baja California, con valores de diferenciacién de moderados a altamente significativos (rango

Fsr=0.021-0.054).

e laslocalidades continentales de Baja California estudiadas (Bajamar, Saldamando, Punta Banda y

Faro San José) son genéticamente similares entre ellas.

e Los abulones de Isla Todos Santos presentan dispersion larval de corta y larga distancia (modelo
dual), evidenciada por el nimero de migrantes hacia las diferentes localidades; por lo cual, fue

genéticamente similar al resto de las localidades continentales.

e La poblacién de Isla Guadalupe mostré diferencias genéticas significativas altas (rango Fsr=0.028-
0.054) del resto de las localidades de California y Baja California, evidencidandose como un grupo

Unico en el andlisis de estructura genética.

e El uso de marcadores microsatélite en este estudio sugiere que los abulones de Isla Guadalupe
podrian ser una sub-especie, como han demostrado los estudios de taxonomia tradicionales

basados en caracteristicas morfoldgicas.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Incrementar el nimero de localidades y nimero de muestras para los posteriores analisis.

Utilizar el método de muestreo no destructivo, para evitar remover organismos de su area natural.
Evaluar el ciclo de vida del abulén negro en su habitat.

Realizar esfuerzos de recuperacion de los bancos naturales de abuldn negro entre dreas genéticamente

similares de Baja California.

Corroborar con estudios de reproducciéon, morfolégicos y otros andlisis genéticos (RADseq-SNPs,

cariotipo), que el abuldon negro de la localidad de la Isla Guadalupe es realmente una subespecie.
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Anexos

Anexo A: Diversidad genética de localidades estudiadas

En todas las tablas que se presentan a continuacion, las abreviaciones se refieren a: N=Numero
de muestras analizadas, Na= Numero de alelos, Ne= NUmero de alelos efectivos, Ra= Riqueza
alélica, Ap= Numero de alelos privados, Ho= Heterocigosidad observada, He= Heterocigosidad
esperada, FIS= Coeficiente de endogamia, EHW= Equilibrio de Hardy Weinberg, Dh= Déficit de
heterocigotos. También se muestra la media, DE= desviacidn estandar, Min= valor minimo, Max=
valor maximo de cada variable (*=P <0.05 significativo, **=P<0.01 muy significativo vy
***=P<0.001 altamente significativo).

Tabla 12. Resultados de la diversidad alélica en la poblacion Andrew Molera, California (CAM).

Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh
A2 21 22 15 18 1 0.952 0.933 0.156*  *** ok
A7 21 15 11 13 0 0.714 0912 0.343*  *** *Ex
All 21 17 10 14 2 0.810 0.901 0.126 0.105 0.055
Al12 20 19 11 15 0 0.500 0.906 0.469*  *** oAk
B4 19 13 8 12 0 0.684 0.882 0.250* 0.082 *Ax
B11 21 12 10 11 0 1.000 0.900 -0.087 0.584 1.000
Cc2 20 19 15 16 0 0.900 0.931 0.272*  *** *Ax
Cc8 21 15 11 13 0 0.667 0.907 0.288*  *** *Ex
Total 132 91 113 3

Media 21 17 11 14 0.375 0.778 0.909 0.227
DE 0.756 3.381 2.248 2.263 0.744 0.168 0.017 0.166

Min 19 12 8 11 0 0.500 0.882 0
Max 21 22 15 18 2 1.000 0.933 0.469

Tabla 13. Resultados de la diversidad alélica en la poblacién Point Arguello, California (CAR).

Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh
A2 18 20 13 17 1 0.833 0.924 0.423*  *** *x
A7 20 16 9 13 0 0.800 0.889 0.125 *x *E
All 20 11 6 9 0 0.600 0.833 0.303* * xRk
A12 20 21 16 17 1 0.400 0.939 0.591*  **x* oAk
B4 20 13 7 11 0 0.600 0.849 0.316*  ** xRk
B11 20 11 8 10 0 0.900 0.881 0.118 0.072 0.103
c2 20 20 14 17 0 0.850 0.926 0.268*  *** oA
c8 20 20 16 17 0 0.850 0.939 0.278*  *** oAk
Sumatoria 132 89 112 2

Media 20 17 11 14 0.25 0.729 0.897 0.303
DE 0.707 4.309 4.196 3.494 0.463 0.176 0.041 0.154
Min 18 11 6 9.408 0 0.400 0.833 0.118

Max 20 21 16  17.477 1 0.900 0.939 0.591




Tabla 14. Resultados de la diversidad alélica en la poblacién Bajamar, México (BJM).

Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh
A2 30 25 19 18 2 0.333 0.947 0.658* kK kK
A7 30 23 15 17 1 0.300 0.934 0.688* *oxk *oxk
All 30 19 15 15 1 0.100 0.934 0.896* kK kK
Al12 30 37 33 23 8 0.433 0.969 0.565* *oxk *oxk
B4 30 25 17 17 1 0.600 0.941 0.377* ok kK
B11 30 15 9 12 0 0.567 0.888 0.377* *oxk *oxk
Cc2 30 23 17 17 2 0.333 0.943 0.656* ok kK
C8 30 21 17 16 0 0.800 0.939 0.165* *E *x
Sumatoria 188 142 135 15
Media 30 24 18 17 2 0.433 0.937 0.548
DE 0.000 6.392 6.737 3.020 2.588 0.217 0.023 0.230
Min 30 15 9 12 0 0.100 0.888 0.165
Max 30 37 33 23 8 0.800 0.969 0.896

Tabla 15. Resultados de la diversidad alélica en la poblacidn Saldamando intermareal, México (SLM).

Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh
A2 30 23 16 16 1 0.467 0.937 0.514*  *** *Ex
A7 30 20 14 15 1 0.333 0.928 0.651*  *** Rk
All 30 22 19 17 1 0.033 0.946 0.966*  *** *Ex
Al2 30 34 26 21 2 0.367 0.961 0.629*  *** Rk
B4 30 22 15 16 1 0.733 0.934 0.231*  *** *Ex
B11 30 16 9 13 1 0.467 0.889 0.488*  *** Rk
C2 30 20 15 15 0 0.267 0.931 0.722*  *** *Ex
C8 30 24 14 16 2 0.733 0.931 0.228*  *** Rk
Sumatoria 181 127 129 9

Media 30 23 16 16 1 0.425 0.932 0.554
DE 0.000 5.208 4.781 2.501 0.641 0.234 0.021 0.248
Min 30 16 9 13 0 0.033 0.889 0.228

Max 30 34 26 21 2 0.733 0.961 0.966




Tabla 16. Resultados de la diversidad alélica en la poblacidn Isla Todos Santos, México (ITS).

Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh
A2 29 24 15 16 0.310 0.934 0.677*  *** *Ex
A7 30 22 16 16 0.333 0.939 0.655*  *** ok
All 30 15 11 12 0.067 0.907 0.929*  *** *Ex
Al12 30 39 31 23 10 0.500 0.968 0.496*  *** ok
B4 29 24 15 16 0 0.793 0.935 0.169* * ok
B11 30 11 7 9 0 0.433 0.865 0.512*%  *** ok
Cc2 30 24 16 16 2 0.400 0.937 0.584*  *** ok
C8 30 23 17 16 2 0.800 0.939 0.165* * *Ex
Sumatoria 182 128 127 21
Media 30 23 16 16 3 0.455 0928 0.523
DE 0.463 8.172 6.851 3.864 3.378 0.247 0.030 0.257
Min 29 11 7 9 0 0.067 0.865 0.165
Max 30 39 31 23 10 0.800 0.968 0.929
Tabla 17. Resultados de la diversidad alélica en la poblacidn Punta Banda, México (PBD).
Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh
A2 28 22 9 16 3 0.250 0.889 0.727*  *** Rk
A7 28 18 13 14 0 0.286 0.923 0.700*  *** *Ex
All 27 30 26 21 10 0.222 0.961 0.776*  *** Rk
Al12 27 27 21 19 1 0.296 0.953 0.699*  *** *Ex
B4 28 22 14 16 0 0.571 0.930 0.401*  *** Rk
B11 28 12 7 10 1 0.357 0.857 0.595*  *** *Ex
Cc2 28 20 14 15 4 0.250 0.929 0.739*  *** Rk
C8 28 20 16 16 0 0.893 0.936 0.064* 0.129 0.157
Sumatoria 171 120 127 19
Media 28 21 15 16 2 0.391 0922 0.588
DE 0.463 5.476 6.081 3.245 3420 0.231 0.034 0.243
Min 27 12 7 10 0 0.222 0.857 0.064
Max 28 30 26 21 10 0.893 0.961 0.776




Tabla 18. Resultados de la diversidad alélica en la poblacidn Faro San José, México (FSJ).

Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh

A2 30 30 20 19 2 0.467 0.949 0.521*  *** HokE

A7 30 19 15 15 1 0.267 0.932 0.722%  *** ok

All 28 15 11 12 1 0.107 0.909 0.886*  *** *Ex

Al12 29 31 25 21 7 0.310 0.961 0.686*  *** ok

B4 30 26 18 17 1 0.733 0.944 0.239*  *** HokE

B11 30 12 8 10 0 0.400 0.875 0.555*  *** ok

Cc2 30 16 12 13 1 0.267 0.919 0.718*  *** HokE

C8 30 21 13 15 1 0.733  0.921 0.220* ok ok

Sumatoria 170 121 123 14

Media 30 21 15 15 2 0.411 0926 0.568
DE 0.744 7.086 5.566 3.588 2.188 0.225 0.027 0.237
Min 28 12 8 10 0 0.107 0.875 0.220
Max 30 31 25 21 7 0.733 0.961 0.886
Tabla 19. Resultados de la diversidad alélica en la poblacidn Isla Guadalupe, México (IGP).

Loci N Na Ne Ra Ap Ho He Fis EHW Dh

A2 18 16 14 15 1 0.056 0.927 0.943*  *** *Ex

A7 24 15 11 13 1 0.083 0.908 0.912%  **=* Rk

All 14 13 11 13 7 0.143 0.911 0.854*  *** *kE

Al2 22 22 19 18 1 0.136 0.947 0.862*  *** Rk

B4 19 9 3 8 1 0.105 0.693 0.855*  *** *Ex

B11 22 15 10 13 4 0.227 0.899 0.757*  **=* Rk

Cc2 21 11 7 10 0 0.000 0.862 1.000*  *** *Ex

C8 21 19 14 16 5 0.286 0.930 0.705*  **=* Rk

Sumatoria 120 89 107 20

Media 20 15 11 13 3 0.130 0.885 0.861
DE 3.091 4.175 4.738 3.257 2.507 0.092 0.082 0.096
Min 14 9 3 8 0 0.000 0.693 0.705
Max 24 22 19 18 7 0.286 0.947 1.000




Anexo B: Alelos privados

Tabla 20. Numero de alelos privados por marcadores microsatélite y localidades evaluadas.

Locus CAM CAR BIM SLM ITS PBD FS) IGP |MEDIA DE TOTAL
HCH_A2 1 1 2 1 3 2 1 2 1.4 16
HCH_A7 0 0 1 1 0 1 1 1 0.5 5
HCH_A11 2 0 1 1 1 10 1 7 3 3.6 23
HCH_A12 0 1 8 2 10 1 7 1 4 3.9 30
HCH_B4 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0.5
HCH_B11 0 0 0 1 0 1 0 4 1 1.4
HCH_C2 0 0 2 0 2 4 1 0 1 1.5
HCH_C8 0 0 0 2 2 0 1 5 1 1.8 10
Media 038 0.25 1.88 1.13 263 238 1.75 2.0

DE 0.74 0.46 259 0.64 338 342 219 251

TOTAL 3 2 15 9 21 19 14 20
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Anexo C: Alelos nulos

Tabla 21. Porcentaje de alelos nulos por marcadores microsatélite y localidades evaluadas.

Locus CAM CAR BJM SLM ITS PBD | FSJ | IGP |Media| DE
HCH_A2 6 19 32 24 32 34 25 45 27 11.5
HCH_A7 15 5 33 31 31 33 34 43 28 12.1
HCH_A11 5 13 42 47 44 38 42 40 34 15.8
HCH_A12 21 28 26 30 24 34 33 42 30 6.6
HCH_B4 11 13 18 10 7 19 11 35 15 8.9
HCH_B11 0 4 17 23 23 27 25 35 19 11.8
HCH_C2 12 12 31 34 28 35 34 46 29 11.8
HCH_C8 13 12 7 9 7 2 10 33 12 9.3

Media 10 13 26 26 25 28 27 40 40 10

DE 6.6 7.6 11.2 12.6 12.6 |12.0| 114 | 5.0

Tabla 22. Prueba de Tukey, donde se muestran las diferencias significativas entre pares de localidades respecto al
porcentaje de alelos nulos.

Poblacion CAM CAR BJM SLM ITS PBD FS) IGP
CAM 0- - - - -
CAR 0.997 - - - - -
BIM 0.062  0.273 - - - - -
SLM * 0.228 1.000 - - - -

ITS 0.097  0.374 1.000 0.999 - - -
PBD * 0.121 0.999 0.999 0.999 - -
FS) * 0.174 0.999 1.000 0.999 1.000 -
IGP *k *okk 0.119 0.146  0.0763  0.268  0.195 -

Valores de significancia: P<0.05%, P<0.01** y P<0.001***

Tabla 23. Prueba de Tukey, donde se muestran las diferencias significativas entre pares de marcadores microsatélites
respecto al porcentaje de alelos nulos.

Locus A2 A7 All Al12 B4 B11 Cc2 Cc8
A2 - - - - - - -
A7 1.000 - - - - - -
All 0.944 0.978 - - - - -
Al2 1.000 1.000 0.996 - - - -
B4 0.457 0.349 0.044 0.224 - - -
B11 0.817 0.715 0.170 0.552 0.999 - -
C2 1.000 1.000 0.992 1.000 0.268 0.616 -
C8 0.140 0.094 0.007 0.051 0.998 0.918 0.065

Valores de significancia: P<0.05*, P<0.01** y P<0.001***



Anexo D: Valores de Fsr

Tabla 24. Valores de distancias genéticas significativos y no significativos entre pares de localidades.

Orden por valor de Fsr

Orden por distancia (Km)

Pares no Pares no
significativos For Km significativos Km Est
BIM SLM 0.006 19 BJM SLM 19 0.006
BIM ITS 0.007 43 ITS PBD 30 0.017
ITS FSJ 0.012 310 BIM ITS 43 0.007
CAM CAR  0.013 239 BIM PBD 73 0.015
BIM FSJ 0.013 353 CAM  CAR 239 0.013
BIM PBD 0.015 73 PBD FSJ 280 0.018
CAM BJM 0.016 752 ITS FSJ 310 0.012
ITS PBD 0.017 30 BJM FSJ 353 0.013
PBD FSJ 0.018 280 CAM BJM 752 0.016
Tabla 25. Transformaciones realizadas a los valores de distancias genéticas.
Modelo Intercepto Pendiente N Z r R2 P Valor
Fsr _Km

Estimado 0.00839 0.00003 28 388.0992 0.6524 0.426 0.0078

Error estandar  0.00279 0.00000
Fsr /(1- Fs7)_Km

Estimado 8206 0.00003 28 401.2193 0.6506 0.423  0.0087

Error estandar  0.00296 0.00001
Fsr _LogKm

Estimado -0.02686 0.02042 28 1.7589 0.6308 0.398 0.0044

Error estandar  0.00789 0.00311
Fsr /(1- Fs7) _LogKm

Estimado -0.02907 0.02159 28 1.813 0.6262 0.392  0.0045

Error estandar  0.00838 0.00330
Log Fsr_LogKm

Estimado -2.68400 0.40830 28 -113.9806 0.7015 0.492  0.0045

Error estdndar  0.14500 0.05710
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Anexo E: Estructura

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
14

10 [\

Delta K

|

2 3 4 5 6
K

Figura 33. Inferencia de los grupos reales k=4 por structure harvester.

Tabla 26. Porcentaje de permanencia en grupos inferidos con el programa structure.

Porcentaje de grupos inferidos

Localidades 1 2 3 4
CAM 73.1% 109% 10.1% 5.8%
CAR 78.1% 15.9% 2.6% 3.4%
BIM 24.4% 36.9% 24.3% 14.4%
SLM 15.7% 34.9% 41.7% 7.8%

ITS 14.3% 36.2% 21.1% 28.4%
PBD 19.7% 31.3% 24.7% 24.4%
FSJ 24.3% 35.5% 22.7% 17.5%

IGP 85% 6.6% 21.6% 63.4%




Anexo F: Migracion

Tabla 27. Tabla de migracidn de norte a sur y de sur a norte entre localidades costeras de Baja California

Norte a Sur Sur a Norte
BJM-SLM 7,610 SLM-BJM 12,200
BIJM-ITS 0 ITS-BIM 14,100
BJM-PBD 92 PBD-BJM 14,600
BJM-FSJ 1,570 FSJI-BIM 0
SLM-ITS 127 ITS-SLM 8,290
SLM-PBD O PBD-SLM 12,000
SLM-FSJ 410 FSJ-SLM 0
ITS-PBD 397 PBD-ITS 4,280
ITS-FSJ 1,980 FSJ-ITS 0
PBD-FS)J 16,500 FSJ-PBD O
Total 28,688 Total 65,470
Migracién neta 94,158
Migracion Norte a Sur (BTSa FSJ) 20,460 21.8% se aporta a FSJ Dispersion larval a
larga distancia
Migracion Norte a Sur (entre BTS) 8,226 8.7% retenidoenlazona Dispersién larval a
Migracion Sur a Norte (entre BTS) 65,470 69.5 retenido enlazona corta distancia
Total 94,156 100%



