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Resumen de la tesis que presenta Brenda Guadalupe Bonett Calzada como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Doctor en Ciencias en Acuicultura

Gendmica poblacional de la lapa gigante (Megathura crenulata) en las costas de la peninsula de
Baja California
Resumen aprobado por:

Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz Dr. Fausto Valenzuela Quifionez
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La lapa gigante, Megathura crenulata, es un molusco gasterépodo marino endémico del Pacifico, cuya
distribucidn se extiende desde California, EE.UU., hasta Baja California Sur, México. Esta lapa produce
la proteina KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), que es utilizada en diversas aplicaciones biomédicas.
Este recurso tiene gran importancia biotecnoldgica y gran potencial acuicola. En México, la pesqueria
de esta especie carece de regulacion y de estudios gendmicos poblacionales. En este contexto, el
objetivo de este estudio es caracterizar la morfologia de M. crenulata a lo largo de su distribucion,
describir su mitogenoma y analizar su gendmica poblacional. El analisis biométrico se realizé con 166
ejemplares recolectados de California (EE.UU), Ensenada, San Quintin, Isla San Jerénimo, Puerto
Canoas, Punta Eugenia, Bahia Asuncién e Isla Guadalupe (México). La descripcion del mitogenoma, se
utilizaron muestras de California, Puerto Canoas y Punta Eugenia. La diversidad genética, la estructura
poblacional y los patrones de conectividad se evaluaron mediante marcadores mitocondriales y
polimorfismo de un solo nucledtido (SNPs). Los resultados indicaron la presencia de tres fenotipos de
manto (negro, tigre y café) y cuatro colores de concha (verde, blanco, rojo y rayado). El crecimiento de
M. crenulata es alométrico positivo, sin influencia de los fenotipos de coloracion del manto ni de
concha. Se observaron variaciones geograficas en los fenotipos del manto: el café fue el mas frecuente,
el negro aumentd en abundancia hacia el norte y el fenotipo tigre mostré la tendencia opuesta. Isla
Guadalupe registré solo fenotipo negro y conchas blancas. Por otra parte, el mitogenoma de esta
especie presentd un tamafio de 16,788 pb con los 13 PCGs, 22 tRNAs, dos RNAs ribosomales y una
region control de 454 pb. A nivel poblacional, empleando un fragmento concatenado de los genes 16S
ARNr y citocromo oxidasa | (COI), se identificaron 46 haplotipos y una alta diversidad nucleotidica, se
detectd homogeneidad genética y los andlisis de demografia histérica sugieren una expansién y
estabilizacidn poblacional hace aproximadamente 10,000 afios. Por otro lado, se identificaron 1,112
SNPs, sin embargo, no se detectaron loci outliers. La diversidad gendmica global fue de H,= 0.28 £ 0.27
y He=0.24 +0.18 y el coeficiente de endogamia global fue negativo (Fis = -0.08 £+ 0.36) al igual que para
todas las localidades. La estructura poblacional de M. crenulata reveld tres agrupamientos: a) las
localidades del norte y Bahia Asuncién; b) Puerto Canoas y Punta Eugenia en un grupo intermedio y c)
Isla Guadalupe. Los patrones de diversidad y diferenciacidon genética de lapa gigante son consistentes
con los observados en otros gasterépodos marinos de la regién (i.e. haliétidos). No obstante, la falta
de regulacion sobre la extraccién de M. crenulata subraya la necesidad de establecer estrategias de
manejo sostenible. Por lo cual es recomendable implementar monitoreos genéticos y ecoldgicos
continuos para detectar cambios en la estructura poblacional, asi como establecer vedas y cuotas de
captura. Este estudio proporciona informacién clave para la conservacion y manejo de M. crenulata
Como recurso pesquero y acuicola en la peninsula de Baja California, contribuyendo a su explotacion
sostenible y a la seguridad alimentaria.

Palabras clave: Filogeografia, marcadores SNPs, diversidad mitocondrial, conservacion, acuicultura



Abstract of the thesis presented by Brenda Guadalupe Bonett Calzada as a partial requirement to
obtain the Doctor of science degree in Aquaculture

Population genomics of the keyhole limpet (Megathura crenulata) on the coasts of the Baja
California Peninsula

Abstract approved by:

Dra. Fabiola Lafarga De la Cruz Dr. Fausto Valenzuela Quifionez
Thesis Codirector Thesis Codirector

The giant keyhole limpet (Megathura crenulata) is a marine gastropod endemic to the Eastern Pacific,
distributed from Northern California (USA) to Baja California Sur (Mexico). This species produces the
keyhole limpet hemocyanin (KLH), a protein widely used in biomedical applications, making it a
valuable biotechnological and aquaculture resource. Despite its importance, the fishery in Mexico
remains unregulated, and genomic population studies are scarce. In this context, this study aimed is
to characterize the morphological variation of M. crenulata, describe its mitochondrial genome, and
analyze its population genomics, across its geographical distribution in Mexico. A total of 166
individuals were collected from eight locations: California (USA), and Ensenada, San Quintin, Isla San
Jerénimo, Puerto Canoas, Punta Eugenia, Bahia Asuncidn, and Isla Guadalupe (Mexico). Mitogenome
analyses were performed using three samples from California, Puerto Canoas, and Punta Eugenia. La
diversidad genética, la estructura poblacional y los patrones de conectividad se evaluaron mediante
marcadores mitocondriales y polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs). Three mantles (black, tiger,
and brown) and four shell colorations phenotypes (white, green, red, and striped) were identified. The
species showed positive allometric growth, which was not associated with mantle or shell coloration.
Mantle phenotype geographic variation was observed: being the brown phenotype the most frequent
overall; the black phenotype increased in the northern range; whereas the tiger phenotype was more
prevalent in southern sites. The combination of black phenotype with white shell was found in all
specimens from Guadalupe Island. The mitochondrial genome was 16,788 bp long and included the 13
standard protein-coding genes (PCGs), 22 transfer RNAs (tRNAs), two ribosomal RNAs (rRNAs), and a
control region of 454 bp. Concatenated mitochondrial markers, 16S rRNA and cytochrome oxidase |
(cal), revealed 46 haplotypes and high nucleotide diversity. The population appeared genetically
homogeneous, and demographic analysis suggested a population expansion followed by stabilization
around 10,000 years ago. Nuclear data yielded 1,112 high-quality SNPs. No candidate outlier loci under
selection were detected. Overall genomic diversity was moderate (Ho =0.28 + 0.27; He = 0.24 + 0.18),
with a negative inbreeding coefficient (F;s = —0.08 + 0.36), indicating an excess of heterozygotes across
all localities. Population structure analysis revealed three main clusters: (a) northern localities and
Bahia Asuncién; (b) an intermediate group with Puerto Canoas and Punta Eugenia; and (c) Isla
Guadalupe as a distinct cluster. The genetic diversity and structure observed in M. crenulata are
consistent with patterns seen in other marine gastropods in the region. However, the absence of
regulatory measures for its harvest underscores the need for sustainable management. Continuous
genetic and ecological monitoring, along with the implementation of fishing quotas and seasonal
closures, is strongly recommended. This research provides essential first baseline data for the
conservation and sustainable exploitation of M. crenulata as a fishery and aquaculture resource in the
Baja California peninsula.

Keywords: Phenotype, Mitogenome, Diversity, Structure
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Capitulo 1. Introduccidn

En los ultimos afios, la acuicultura se ha consolidado como una gran industria con un crecimiento anual
promedio del 5% (FAO, 2024). En 2022, se reportd una produccion acuicola global de 130.9 millones de
toneladas de peces, crustdceos, moluscos, entre otros. Particularmente, la produccion de moluscos
alcanzo 20.4 millones de toneladas en 2016 (FAO, 2024). Aunque diversas especies de moluscos son
cultivadas a nivel mundial, como diferentes tipos de abulones, existen otras con un importante potencial

acuicola, como la lapa gigante Megathura crenulata.

Especificamente, la acuicultura de abulones y lapas se destacan como dos industrias clave, con similitudes
significativas y una gran relevancia en el contexto de la produccidon de alimentos y la seguridad alimentaria
(Mau & Jha, 2018). Ademas, estas especies desempefian un papel importante en la nutricion humana, ya
gue poseen un mayor contenido proteico y son una mejor fuente de calcio, fésforo, hierro, vitamina Ay
vitamina D en comparacion con otros moluscos bivalvos, como ostiones, almejas y mejillones (Miller &
Robbins, 1940). Considerando que algunos recursos acuaticos de importancia comercial y cultural podrian
no estar disponibles para las generaciones futuras debido al declive de los bancos pesqueros, la acuicultura
de estas especies se presenta como una estrategia crucial para garantizar la seguridad alimentaria a largo

plazo.

Por otra parte, uno de los principales objetivos de la acuicultura moderna es la seleccion de organismos
con cualidades comerciales deseables, tales como un rapido crecimiento, tolerancia a cambios
ambientales y caracteristicas morfoldgicas especificas (FAO, 2023). Una adecuada seleccién de
reproductores, basada en el conocimiento profundo de la diversidad genética presente en las poblaciones
silvestres es fundamental para alcanzar estos objetivos de manera efectiva. Estas poblaciones representan
una fuente invaluable de variabilidad genética, ya que han sido moldeadas por procesos evolutivos
naturales que les han conferido adaptaciones Unicas a sus entornos locales. Identificar individuos con alta
diversidad genética y bajos niveles de parentesco es clave para conformar lineas base o pie de cria con
potencial de mejora, lo cual es crucial en las etapas iniciales de domesticacion de muchas especies

acuicolas (Zenger et al., 2019).

El estudio de esta diversidad no solo permite detectar caracteristicas de interés, sino que también
contribuye a prevenir problemas asociados con la endogamia y la pérdida de variabilidad genética a largo

plazo. Ademas, la integracién de herramientas modernas como la seleccidn genémica ha revolucionado el
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campo del mejoramiento acuicola, permitiendo predecir el valor genético de los individuos de forma mas
precisa y acelerar los ciclos de seleccién. Esta tecnologia es especialmente util para mejorar rasgos de
herencia compleja, como la resistencia a enfermedades multifactoriales o el rendimiento bajo distintas
condiciones ambientales (FAO, 2023; Houston et al., 2020). En conjunto, la caracterizacidon genética de
poblaciones silvestres y su aplicacion en programas de reproduccidn planificada sientan las bases para el
disefio de estrategias de mejoramiento genético sostenibles, eficientes y adaptadas a las demandas

actuales y futuras del sector acuicola.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Importancia de Megathura crenulata

1.1.1.1 Produccién pesquera

La captura comercial de la lapa gigante M. crenulata comenzdé en Baja California hace aproximadamente
20 afios. Durante este tiempo, los volimenes de captura de esta especie han fluctuado
considerablemente. El promedio de captura entre 1992 y 199 fue de 85 t, alcanzando un maximo histérico
en 1994 con un total de 180 t. Posteriormente, las capturas disminuyeron a un promedio de 50 t durante
los aflos 2001-2002 y no se registrd ninguna captura de este recurso para el afio 2003 (Figura 2;

CONAPESCA, 2009).

A partir de entonces, los reportes indican menos de 10 t anuales de captura y no se dispone de datos
oficiales después del 2015 (CONAPESCA, 2015). Cabe destacar que el aprovechamiento de la lapa gigante
se realiza mediante permisos de pesca comercial; sin embargo, de acuerdo con la Carta Estatal Pesquera
de Baja California de 2000-2018, para esta pesqueria no hay regulacion especifica. Por esta razén, su
explotacién esta sujeta a una evaluacién previa por parte de las autoridades competentes, con el objetivo
de asignar cuotas maximas anuales de captura por banco, de acuerdo con la disponibilidad del recurso en
las zonas evaluadas. Ademas, la captura realizada por las cooperativas depende del precio de mercado del
producto. Cuando el precio es muy bajo, las cooperativas optan por no pescar, ya que los costos asociados

a la captura superan las posibles ganancias (com. pers. Lafarga-De la Cruz, 2020).
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Figura 1. Produccion por pesca de Megathura crenulata, en un periodo de 15 afios (CONAPESCA, 2015).

Durante la década de los noventa, esta especie de lapa fue abundante en las costas de Baja California. Hoy
en dia, su biomasa se ha visto mermada por la presion pesquera, a la cual es sometida y por la presencia
de mortalidades masivas relacionas con periodos de temperatura alta del mar (com. pers. José Mercado,
Coop. Punta Canoas, 2018) lo que ha limitado la disponibilidad del recurso en los ultimos afos. Por otra
parte, es importante sefialar que en particular la acuicultura de lapas y de abulén, por su similitud
bioldgica, constituyen industrias clave con gran relevancia para la produccién de alimentos y la seguridad

alimentaria en la regién de Baja California (Mau & Jha, 2018).

1.1.1.2 Hemocianina de lapa gigante (Megathura crenulata)

La acuicultura de la lapa gigante (Megathura crenulata) ha ganado relevancia en los Ultimos afios debido
ala produccion de una proteina de alto valor biomédico: la hemocianina KLH (Keyhole limpet hemocyanin).
Esta proteina tiene aplicaciones significativas en biomedicina, especialmente en inmunologia, debido a su
potente capacidad antigénica. La inyeccién de KLH induce una fuerte respuesta de anticuerpos en casi el
100% de los vertebrados, incluidos los humanos (Becker, 2014; Miller & Robbins, 1940; Swerdlow et al.,
1996).

La proteina KLH no puede ser sintetizada de novo, por lo cual es necesario extraerla de organismos vivos

y sanos. En afios recientes se ha utilizado la KLH como proteina transportadora (carrier) para producir
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anticuerpos haptenos y péptidos, que tienen una aplicacién creciente en la formulaciéon de vacunas
experimentales contra patdgenos como hongos (Cryptococcus neoforman), bacterias (Pseudomonas
aeruginosa) y virus (papiloma humano, influenza y VIH). Ademas, es utilizada en el tratamiento de algunos
tipos de céncer, principalmente cancer de préstata, mama, ovario, pulmén y como profilactico para
prevenir el abuso de cocaina (del Campo et al., 2011; Harris & Markl, 1999; Oakes et al., 2004; Swerdlow
et al., 1996).

La proteina KLH presenta dos isoformas (KLH1 y KLH2), cuyas principales caracteristicas incluyen una masa
molecular de 400 kDa para la subunidad KLH1 y 345 kDa para la subunidad KLH2 (S6hngen et al., 1997).
Ademas, se ha demostrado que las dos subunidades KLH1 y KLH2 difieren en estructura primaria, en
caracteristicas de polimerizacién reasociacién, asi como en la unién de la proteina con O,. Por lo que, de
acuerdo con estas caracteristicas tanto fisicas como funcionales se consideran las dos isoformas de KLH

como diferentes productos génicos (Swerdlow et al., 1996, Markl et al., 1991).

La presencia de dos isoformas de la hemocianina se ha reportado en diferentes especies de moluscos y
particularmente en gasterépodos, donde estas isoformas se presentan en diferentes estadios durante el
desarrollo de la vida de los organismos. Por ejemplo, en el abuldn Haliotis asinina; dos isoformas de
hemocianina se expresan en diferentes estadios: la isoforma HaH1 se expresa durante los estadios de larva
trocofora y veliger, mientras que la HaH2 se expresa en los tejidos de la masa visceral durante la etapa
adulta (Streit et al., 2005). Sin embargo, las hemocianinas no solo desempefian la funcién de transportar
oxigeno a través del organismo, sino que también aumenta en su produccidn en respuesta a la presencia
de patégenos. Ademas, las isoformas presentes en los organismos durante una infeccién pueden variar.
Por ejemplo, en el abuldon H. diversicolor, se identificaron tres genes asociados a hemocianinas, cuya
expresion esta relacionada con enfermedades y a los tejidos involucrados, asi como a las distintas especies

de patdgenos (Yao et al., 2019).

Por otra parte, las hemocianinas son sensibles a factores ambientales como el aumento de la temperatura,
la baja disponibilidad de oxigeno y los cambios en el pH del agua. Estos factores exégenos pueden influir
en la presencia de isoformas y en la expresion de diferentes tipos de estas, modificando su equilibrio y
funcionalidad (Raymond et al., 2022). Por ejemplo, en la sepia comun Sepia officinalis se evalud el efecto
de tres temperaturas (11°C, 16°C y 21°C) sobre los niveles de expresidon de las tres isoformas de
hemocianina (Hc). Se comprobd que a menor temperatura la expresién de la Hc es menor, lo cual podria
estar relacionado con una mayor estabilidad de la proteina y una eficiencia éptima en el transporte de

oxigeno a bajas temperaturas y a su capacidad éptima de trasporte de oxigeno a estas temperaturas. Sin
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embargo, aunque la temperatura condujo a una disminucion general de la transcripcién de hemocianina
en animales adultos, no se observaron cambios en la concentracion de proteinas para esta especie, lo que

pudiese estar asociados a cambios postraduccionales (Strobel et al., 2012).

1.1.2 Distribucidn y descripcion morfolégica de Megathura crenulata

La lapa gigante M. crenulata es un molusco gasterdpodo perteneciente a la familia Fissurellidae, que habita
en sustratos rocosos de la zona litoral. Su distribucidn geografica abarca desde Punta Concepcidn,
California, Estados Unidos, hasta Isla Asuncidn, Baja California Sur, México (Torres-Moye, 2012) (Figura 1).
Su dieta esta compuesta principalmente por tunicados y algas rojas, aunque incluye una variedad de otros

organismos bentdnicos incrustados (Gémez-Valdés, 2012; Mazariegos-Villarreal et al., 2013).
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Figura 2. Distribucion geografica de lapa gigante, Megathura crenulata. La linea azul se indica la distribucién y los
circulos en rojos indican los limites de distribucién norte (Punta Concepcidn, California, EE.UU) y sur (Isla Asuncion,
Baja California, México) (Torres-Moye, 2012).

En México, la distribucién geografica de M. crenulata (Figura 1) se extiende desde Tijuana, Baja California,

hasta Isla Asuncion, Baja California Sur. Dentro de esta zona, las condiciones oceanograficas pueden ser
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altamente variables. Las caracteristicas oceanograficas facilitan la dispersion de larvas, especialmente en

organismos sésiles o semi-sésiles (Baco et al., 2016).

El Phyllum Mollusca es uno de los mas diversos en cuanto a especies. Dentro de este, se encuentra la clase
Gastropoda, que incluye a las lapas clasificadas en la familia Fissurellidae. Megathura crenulata es una
especie de lapa que destaca por ser Unica en su género. Las principales caracteristicas del grupo de
gasterdpodos es la presencia de cefalizacidén posterior y uno o dos pares de tentdculos, ademas de poseer
una concha que cubre la region visceral y el pie. Las conchas del grupo Gastropoda presentan una notable
variacion entre especies. Sin embargo, de manera general, se caracterizan por tener una forma "aplanada"
en familias como Patellogastropoda, Cocculinoidea, Lepetelloidea, Calyptraeoidea, Trimusculidae y

Fissurelloidea (Uribe-Arboleda, 2016).

De manera especifica, Megathura crenulata posee una concha de forma dorsal pateliforme con una
abertura central que permite el flujo de agua exhalante. El manto, érgano encargado de conectar el
musculo (pie) con la concha, cubre casi completamente la concha y tiene la capacidad de contraerse.
Ademas, se ha reportado que el manto de M. crenulata presenta tres fenotipos diferenciados por su

coloracioén: café, tigre y negro, cada uno con ligeras variaciones en sus tonalidades (Torres-Moye-2012).

1.1.3 Entorno oceanografico de Megathura crenulata

La peninsula de Baja California esta influenciada por el sistema de la Corriente de California (SCC), el cual
estd compuesto por la Corriente de California (CC), la Contracorriente Costera (CcC) y la Contracorriente
Subsuperficial (CcSs). La variabilidad estacional del SCC esta determinada por los patrones de viento, la
interaccion océano-atmodsfera (ciclos estacionales) y las fluctuaciones en la estructura de las corrientes
superficiales y subsuperficiales en la costa. Ademas, la variabilidad interanual en este sistema, que afecta
pardmetros como la temperatura y la salinidad, estd asociada a eventos como El Nifio (EN), La Nifia (LN) y

la Oscilacién Decadal del Pacifico (ODP) (Ramirez-Manguilar, 2005).

Otra caracteristica del SCC es la presencia de giros estacionales a lo largo del sur de California y el norte
de la peninsula de Baja California durante todo el afio, con patrones caracteristicos en invierno-primavera
y verano-otofio (Durazo, 2015; King et al., 2011). Asimismo, considerando las corrientes antes descritas,

durante los meses de septiembre a octubre en la regién central de la distribucién de M. crenulata, entre
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Puerto Canoas y Punta Eugenia, en la Bahia se Sebastian, Vizcaino se tiende a la formacién de remolinos

anticicldnicos (Buenrostro et al., 1995).

Por otra parte, las condiciones de temperatura y salinidad de la peninsula de Baja California muestran una
variacion latitudinal, ya que minimas y maximas de temperatura difieren la zona norte (30°N) y de la zona
sur (28°N). Esto influenciado esto por la presencia de surgencias en el norte, las cuales traen consigo aguas
con temperaturas bajas, niveles de oxigenacidn bajos y nivel de nutrientes alto. Asimismo, los promedios
de temperatura registrados en el norte de la peninsula son desde 8°C hasta 15°C, a diferencia de la zona

sur con minimas de 10°C y maximas de 20°C (Ramirez-Manguilar, 2005).

1.1.4 Variaciéon fenotipica en moluscos marinos

La variacion fenotipica de un organismo depende del genotipo y su interaccién con el ambiente. Los
moluscos presentan una notable variacién fenotipica y se destacan como uno de los grupos taxonémicos
con mayor plasticidad (Holloway, 2002). La plasticidad fenotipica esta definida como la capacidad de un
organismo para modificar su fenotipo en respuesta a las condiciones ambientales y es una estrategia
evolutiva clave para adaptarse a ambientes heterogéneos (Nufiez-Farfan et al., 2003). Megathura
crenulata habita en la region intermareal y hasta los 10-15 metros de profundidad (Torres-Moye, 2012).
Estos habitats pueden ser catalogados como altamente estresantes, ya que las variaciones ambientales de
temperatura, oleaje y radiacidon son amplias y alteran el entorno (Alonso-Dominguez, 2013). Esto genera
gran variacién en los fenotipos que puede presentar una especie, incluidos los aspectos morfoldgicos,
como la estructura y coloracidn de las conchas en bivalvos y gasterépodos (Trussell, 2000). En lapas del
género Fissurella, como F. pulchra (Bretos y Chihuailaf, 1990), F. latimartiganata (Olivares-Paz et al., 2011)
y F. virescens (Alonso-Dominguez, 2013) los atributos morfométricos de sus conchas (largo, ancho y
altura), han permitido caracterizar de poblaciones en relacién con cambios en variables ambientales a lo
largo de su distribucion geografica. En otros moluscos bivalvos, como la almeja mano de ledn (Nodipecten
subnodosus), se ha determinado que la variacion de la coloracién de concha esta influenciada por la
temperatura del mar. En condiciones de temperaturas calidas, observandose una mayor plasticidad en

ambientes cdlidos y una variacién limitada a temperaturas frias (Rojas-Sanchez, 2024).



1.1.5 Variacion genética

La diversidad o variacién genética en individuos se refiere a la cuantificacién de la variacion en el material
genético de una poblacién determinada, lo que permite que en la poblacidon existan diferentes variantes
de un gen en la poblacidn como resultado de mutaciones, migraciones o deriva génica (Povh et al., 2008).
Para evaluar genéticamente poblaciones de una misma especie o diferenciar entre especies se han
utilizado diferentes tipos de marcadores, como isoenzimas, RAPD (por sus siglas en inglés, Random
Amplified Polymorphic DNA), RFLP (por sus silgas en inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism),
AFLP (por sus siglas en inglés, Amplified Fragment Length Polymorphism), SSR (por sus siglas en inglés,

Simple Sequence Repeats) y regiones mitocondriales (Allendorf & Luikart, 2007).

Sin embargo, debido a la naturaleza de los marcadores mitocondriales, que son heredados por la linea
materna y presentan una tasa de mutacién mas alta que los marcadores nucleares, complica su uso para
evaluar diversidad genética. Su herencia uniparental impide la reconstruccién de historias poblacionales
con herencia biparental, lo que limita su capacidad para reflejar la variabilidad genética total de una
poblacién. A pesar de esto, los marcadores mitocondriales son Utiles en analisis poblacionales, ya que
permiten detectar cuellos de botella, estudiar la estructura genética a nivel de subpoblaciones y realizar
estudios de historia demografica, como la estimacién de la expansidn o contraccidon de poblaciones a lo

largo del tiempo (Cardenas et al., 2009; Vazquez-Dominguez et al., 2009).

A partir del desarrollo de nuevas tecnologias como la secuenciacidon masiva, es posible el descubrimiento
y genotipificacién de miles de marcadores genéticos como los marcadores de polimorfismo de nucleétido
Unico (SNPs, por sus siglas en inglés Single Nucleotide Polymorphism) (Allendorf & Luikart, 2007). Los SNPs
son variaciones en un solo nucleétido y representan la forma mas comun de polimorfismos genéticos
(Edwards et al., 2005). Generalmente, son bialélicos, es decir, presentan solo dos alelos (Gorbach et al.,
2009; Liu & Cordes, 2004). Se clasifican en transiciones (cambio entre bases purinas o pirimidinas) y
transversiones (cambio entre bases purinas y pirimidinas), siendo las transiciones mas comunes,
especialmente el cambio de citosina (C) a timina (T). También se pueden presentar inserciones o

deleciones debido a errores en la sintesis o reparacion del ADN (Edwards et al., 2005; Yu et al., 2014).

Se estima que hay un SNPs por cada 500 nucledtidos en el genoma (Allendorf & Luikart, 2007). Ademas,
se encuentran con mayor frecuencia en regiones codificantes, aunque no de manera exclusiva (Yu et al.,
2014). En algunos casos, los SNPs en regiones codificantes pueden estar relacionados con enfermedades

o adaptaciones locales, ya que este tipo de mutaciones puede alterar la secuencia de aminodcidos de la
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proteina sintetizada. No obstante, el impacto de estas mutaciones depende del tipo de cambio y de la
region en la que se localicen (Edwards et al., 2005). Las mutaciones presentes en los marcadores SNPs
pueden clasificarse como sinédnimas o no sindnimas. Las mutaciones sinénimas no provocan un cambio en
el codén traducido, mientras que las no sinénimas si generan una alteracién en el coddn, lo que puede

modificar la secuencia de aminodcidos de la proteina resultante (Ramirez-Bello et al., 2013).

Los marcadores SNP pueden dividirse en dos grupos: neutrales y outliers. Los SNPs neutrales presentan
variabilidad atribuible a procesos evolutivos no selectivos, como la deriva génica y flujo génico (Esguiarte
et al., 2013). En cambio, los SNPs outliers, también conocidos como marcadores con potencial adaptativo
pueden estar asociados a procesos de selecciéon natural. En particular, los SNPs outlier pueden estar

sujetos a presion selectiva y estar asociados a caracteristicas ambientales (Lotterhos & Whitlock, 2014).

1.1.6 Genomas mitocondriales en moluscos gasterépodos

El filo de moluscos es un grupo megadiverso de especies, en el que la clase Gastropoda es el mas diverso
(Bieler, 1992). Este grupo se divide en seis subclases, Caengastropoda, Cocculinifornia, Heterobranchia,
Neomplhalina, Patellogastropoda y Vetigastropoda. Dentro de esta ultima, se encuentra la Superfamilia

Lepetellida a la cual pertenece Megathura crenulata, donde es la Unica especie dentro de esta familia.

La clasificacion de especies tradicionalmente se ha basado en semejanzas morfoldgicas. Sin embargo, en
afios recientes, la incorporacion de informacion genética ha permitido una mayor precisién en estos
agrupamientos. A pesar de esto, las reclasificaciones modernas consideran ambos tipos de informacion:
morfoldgica y genética. En particular, la clase Gasterdpoda ha pasado por un proceso de reclasificacion,
gracias a estudios filogenéticos que han facilitado el reacomodo de los distintos grupos que conforman

esta clase (Uribe, 2016).

El genoma mitocondrial tiene un tamafio aproximado a las 16 kb, este genoma abarca un total de 37 genes,
de los cuales 13 son genes codificantes para proteinas (por sus siglas en inglés, PCGs), dos ARN ribosomales
y 22 tARNs (Boore, 1999). Fragmentos de PCGs, son generalmente utilizados como marcadores
moleculares para la reconstruccidn de filogenias; alguno de estos han sido los genes 28s ARNr, 185 ARNFr,
H3 (histona), COI, 16S ARNr (Aktipis & Giribet, 2010; Colgan et al., 2000; McARTHUR & Harasewych, 2003).
Asi como mitogenomas completos depositados en el Banco de Genes (GenBank); aproximadamente 450

mitogenomas completos de gasterépodos han sido reportados a la fecha (Ghiselli et al., 2021). Dentro de
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este gran grupo, se han reportado dos especies filogenéticamente cercanas a M. crenulata: Fissurella

volcano y Diodora graeca (Uribe-Arboleda, 2016).

Los marcadores del tipo mitocondrial ademas se ser utilizados para definir relaciones filogenéticas,
también se han empleado para identificar demografia poblacional, diferenciacién poblacional y
pardmetros de diversidad genética. En este sentido, algunos de los marcadores mas utilizados han sido el
165 ARNry COI en diferentes especies de halidtidos como H. iris, H. rubra, H. rufescens, H. discus hannaiy
H. ovina (Aguilera-Mufioz et al., 2009; Fang et al., 2023; Klinbunga et al., 2003; Maynard et al., 2005; Uribe
et al., 2022). En lapas, se han determinado tiempos de divergencia y expansién poblacional en especies
como Concholepas concholepas, Lepetodrilus schrolli, Siphonaria lessoni, D. graeca y F. volcano (Cardenas

et al., 2009; Nuiiez et al., 2015; Simision, 2012; Uribe et al., 2022).

1.1.7 Gendmica poblacional mediante SNPs

El uso de técnicas moleculares de secuenciacion masiva y tecnologias de segunda generacién han tenido
un impacto positivo en el andlisis de poblaciones silvestres sobre todo en organismos no modelo o que
cuentan con escaza informacién genética. Este tipo de técnicas, como la de doble digestién de ADN
(ddRAD-Seq, por sus siglas en inglés), se han utilizado en multiples especies. Por ejemplo, en un estudio
sobre el abulén labios verdes (H. laevigata). Se analizaron 8,786 loci neutrales y 323 loci con potencial
adaptativo (outlier). Los resultados mostraron evidencia de una divergencia adaptativa local debida a una
fuerte seleccidn asociada a la heterogeneidad espacial ambiental, aun con conectividad oceanogrifica
fuerte. En particular, los loci neutrales no mostraron divergencia poblacional, tratdandose de una
metapoblacién con poca diferenciacion (Fsr global = 0.0081), con un aislamiento por distancia muy débil.
Mientras que, los resultados de los loci outlier indicaron cinco grupos divergentes, y esta variacién
adaptativa estuvo correlacionada con la temperatura minima del mar y la concentracion de oxigeno. Mas
aun, estos autores pudieron anotar al menos 80 de los loci con potencial adaptativo con funciones
relacionadas con tolerancia a alta temperatura y/o bajos niveles de oxigeno. En conclusion, se apoyo la
hipétesis de divergencia adaptativa debida a la heterogeneidad costera ambiental en una meta poblacién

conectada de un organismo desovador masivo, como lo es el abulén (Sandoval-Castillo et al., 2018).

Por otra parte, en un trabajo sobre abulén amarillo (H. corrugata) en el Sistema de Corrientes de California,
donde se utilizé la técnica de ddRAD-Seq, se identificaron un total de 2,242 SNPs, de los cuales 2,231

fueron loci neutrales y 9 loci con potencial adaptativo. Los resultados mostraron una estructura genémico-
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poblacional neutral de dos poblaciones, una compuesta por localidades al sur de California y la otra
abarcando el resto de la distribucidn de la especie en la peninsula de Baja California. Estos resultados
podrian estar relacionados con las caracteristicas oceanograficas particulares de la region estudiada y la
temperatura superficial del mar (Mares-Mayagoitia et al., 2024). En otro trabajo, sobre el abuldn azul (H.
fulgens) empleando la misma técnica se secuenciacion masiva, se obtuvieron 9,100 loci neutrales y 17
outliers. En este estudio, se detectaron tres grupos genéticos, uno hacia la zona norte de la distribucién
de esta especie (de California, EE. UU. a Ensenada, Baja California, México), otro en el resto de la peninsula

de Baja California y un tercero en la Isla Guadalupe (Mares-Mayagoitia et al., 2025).

Estudios de genomas completos en otros organismos bentdnicos en la regién han mostrado patrones
diferentes. Por ejemplo, se evalud la estructura poblacional desde Kruse Ranch, California, EE.UU hasta
Bahia Asuncion, Baja California Sur, México en el molusco gasterépodo Lottia gigantea utilizando 908,948
SNPs. En este estudio, se encontrd una estructura de norte a sur, asociada a la combinacién de barreras
oceanograficas, eventos climaticos histéricos y procesos de seleccién (Nielsen et al., 2024). Otro ejemplo
es el abulén negro (H. cracherodii) que presenta un patréon de diferenciacién genética similar, ya que la
poblacién se divide en tres grupos genéticos: norte de California, centro-sur de California y Baja California
(Wooldridge et al., 2024). Finalmente, este patrén de homogeneidad también fue observado en el abulén
rojo (H. rufescens), donde se detectd una estructura genética sutil entre el norte y sur de Punta
Concepciodn, California, EE. UU. y alta conectividad entre el resto de las localidades dentro de la distribucidon

geografica de la especie (Griffith et al., 2025).

Los estudios gendmicos en la region de interés muestran resultados contrastantes desde panmixia (abulén
negro y rojo) a divergencia poblacional (abuldn amarillo y azul). Esto también se ha observado en diversas
especies en la regién tanto con marcadores nucleares como con mitocondriales (Ferrera-Rodriguez et al.,
2024). Sin embargo, en estos estudios se enfatiza la relevancia del ambiente y patrones oceanograficos

como fuerzas que moldean los patrones de estructura genética.

1.2 Justificacion

La lapa gigante, Megathura crenulata, es un recurso con alto potencial acuicola por su valor nutritivo y uso
biotecnoldgico; que ha sustentado una pesca artesanal y comercial desde hace 50 afios. Ademas, el uso
biotecnoldgico de la proteina KLH, que solo puede ser extraida de organismos vivos y sanos, se ha

expandido y sus aplicaciones biomédicas son prometedoras derivando en una alta demanda del recurso.
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Sin embargo, existe un desconocimiento de los aspectos genético-poblacionales del recurso, asi como de
su variabilidad morfoldgica a lo largo de su distribucion, lo cual limita su aprovechamiento sostenible y el

desarrollo de estrategias de conservacién efectivas.

El uso de nuevas tecnologias de secuenciacidn masiva permite, en especies no modelo, identificar un gran
numero de marcadores moleculares como los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs), los cuales son
marcadores confiables y reproducibles que dan informacién para evaluar la gendmica poblacional
(diversidad y estructura) de especies marinas desovadoras masivas y de amplia distribucidén geografica
como la lapa gigante. La técnica de ddRAD-Seq, permite identificar marcadores SNPs tanto neutrales como
adaptativos, que dan informacién acerca de la genética poblacional (diversidad y estructura), la

conectividad (flujo génico), la historia demogréfica y la adaptacion local de los organismos marinos.

Debido a su importancia comercial y valor biotecnolégico, la lapa gigante Megathura crenulata se
considera un recurso genético prioritario para evaluar con el fin de proponer medidas de manejo que
promuevan su preservacion, conservacion y aprovechamiento sostenible (incluido su cultivo). En este
contexto, la aplicacion de enfoques de gendmica poblacional mediante tecnologias novedosas es
fundamental para generar conocimiento sélido sobre su estructura genética y los procesos evolutivos que
moldean sus poblaciones, lo cual permitira disefiar estrategias de manejo y conservacion eficaces que

aseguren su viabilidad a largo plazo.

1.3 Hipotesis

Dentro de la distribucién geogréfica actual de lapa gigante, Megathura crenulata, se identificaran patrones
de diversidad morfoldgica, asi como diferencias en su gendmica poblacional (diversidad y estructura)
asociadas, principalmente a las caracteristicas oceanograficas, como se ha observado en otras especies de

gasterépodos que cohabitan en la regidn de la peninsula de Baja California.

1.4 Objetivo general

Generar informacién morfolégica y gendmica de lapa gigante Megathura crenulata a lo largo de su

distribucidn geografica en las costas del Pacifico de la peninsula de Baja California, México, con el fin de
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identificar procesos evolutivos que influyen en sus poblaciones, asi como los patrones de diferenciacion

morfoldgica y genética.

1.5 Objetivos particulares

1. Analizar la diversidad morfoldgica de Megathura crenulata, incluyendo dimensiones de la concha
y patrones de coloracién del manto y concha, para identificar diferencias entre poblaciones y

determinar su posible correlacion.

2. Describir el genoma mitocondrial de Megathura crenulata, y evaluar la diversidad y estructura
genética, y la demografia historia con marcadores mitocondriales 16s ARNr y CO! a lo largo de su

distribucion geografica en México.

3. Evaluar la diversidad y estructura gendmica de Megathura crenulata con marcadores neutrales

tipo SNPs en la peninsula de Baja California
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Analisis de diversidad morfoldgica

2.1.1 Recoleccidn y anadlisis biométricos

Un total de 166 ejemplares fueron colectados de ocho localidades dentro de la distribucion geografica de
Megathura crenulata de acuerdo con la disponibilidad del recurso (Tabla 1). Los ejemplares fueron
donados por diferentes cooperativas pesqueras de la peninsula de Baja California. Estos fueron
transportados en frio o congelado al Laboratorio de Genética Acuicola del Departamento de Acuicultura

de CICESE donde, posteriormente, se realizaron las biometrias y muestreos correspondientes.

Tabla 1. Coordenadas geogréficas (latitud y longitud) de ocho localidades de muestreo de Megathura crenulata, asi
como el nimero de muestras obtenidas por localidad (n).

Localidad Abreviacion Latitud Longitud n
California CAL 34°01'23.22" N 119°45'56.51" O 25
Ensenada ENS 31°42'38.75" N 116° 39' 28.09" O 29
San Quintin sQT 30°27'41.67" N 115°57'27.77" O 30
Isla San Jerénimo 1S 29°47'31.99" N 115°48'04.62" O 24
Puerto Canoas PCA 29°25'01.69" N 115°07'41.32" 0O 20
Punta Eugenia PEU 27°50'53.12" N 115°04'55.13" 0 15
Bahia Asuncién BAS 27°02'59.47" N 114°17'47.29" O 11
Isla Guadalupe IGP 29°02'20.40" N 118°16'40.80" O 12

Total 166

Las biometrias de todos los ejemplares recolectados incluyeron la toma del peso hiumedo total individual
y la identificacién del fenotipo de color del manto (tigre, café o negro; Figura 3a). Una vez desconchados
los ejemplares, se midié el largo y ancho de las conchas; asimismo, se registréo su color segun las

caracteristicas encontradas en las muestras (verde, blanca, roja y rayada) (Figura 3b).
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a)

Tigre Café Negro

b)

Verde Blanca Roja Rayada

Figura 3. Fenotipos de color de manto (a) y concha (b) encontrados en ejemplares de Megathura crenulata a lo
largo de su distribucién geografica.

2.1.2 Analisis de datos

Para el analisis estadistico de los datos, primero, se evalué la normalidad y homocedasticidad de varianzas
de las variables de peso humedo total, largo, ancho y peso de las conchas, utilizando las pruebas de
Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Posteriormente, se aplicd un analisis no paramétrico de Kruskall
Wallis a las variables de peso humedo total y largo de concha, con el fin de evaluar las posibles diferencias
entre localidades. En los casos donde se encontraron diferencias significativas entre las variables dentro
de las localidades muestreadas se realizé una prueba de comparaciones multiples de Dunn. Solo para la
variable de ancho de concha, se llevé a cabo una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una viay se

utilizé una prueba de Tukey a posteriori.

A partir del registro de los fenotipos de color de manto y concha, se calcularon las proporciones

correspondientes por localidad, las cuales se representaron mediante graficos de pastel en porcentaje.
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Por otra parte, para evaluar la correlacion entre el fenotipo de color de manto y concha, se realizd una
tabla de contingencia sustentada con una prueba de x* cuadrada (Zar, 1999). Todas las pruebas
estadisticas fueron realizadas con un nivel de significancia de & = 0.05 en el programa Statistica 7.1 (Stat

Soft, Inc.).

La relacién entre las variables de peso humedo total, largo y el ancho de concha se analiz6 mediante un
modelo de regresién alométrico, utilizando las variables transformadas logaritmicamente para ajustar a la
ecuacién. Este andlisis se realizé de manera global y separando los datos por fenotipos de color de manto
y por coloracidn de concha. Se aplicaron modelos de interaccién para evaluar si la pendiente y la
interseccidn de las relaciones alométricas diferian significativamente entre los fenotipos de manto (tigre,
café y negro) y los fenotipos de color de concha (verde, blanco, rojo y rayado). Para facilitar la
interpretacion de los resultados, se graficaron los ajustes globales y especificos por fenotipo, asegurando
que todos los graficos compartieran la misma escala en los ejes, lo que permite una comparacién directa
entre los diferentes fenotipos. Los analisis y visualizaciones se realizaron con el programa R (v.4.3.1),
utilizando las siguientes librerias ggplot2 v3.5.1 (Wickham 2016a), dplyr v2.5.0 (Wickham et al., 2024b) y
tidyr v1.3.2 (Wickham et al., 2024c).

2.2 Secuenciacion y analisis del genoma mitocondrial

2.2.1 Muestreo y preparacion de librerias para secuenciacion del mitogenoma

Se colectaron tres muestras de Megathura crenulata, procedentes de California (CAL), Puerto Canoas
(PCA) y Punta Eugenia (PEU). Para la extraccién de ADN se utilizaron 30 mg de branquia, que fue
conservado en etanol al 96% y mantenido a -20°C. Todas las muestras fueron resguardadas en el

Laboratorio de Genética Acuicola de CICESE a -20°C.

En la extraccion de ADN de las muestras de CAL y PEU se utilizé el kit comercial de ADN para células y
tejidos, KingFisherTM, siguiendo las especificaciones del proveedor. Por otra parte, para la muestra de
PCA el protocolo utilizado fue el de fenol-cloroformo-alcohol Isoamilico (Sambrook et al., 1989). EI ADN
gendmico de cada muestra se corté mediante sonicacidn con un Bioruptor®, utilizando dos rondas de cinco
ciclos de 30 segundos de sonicacidn y 30 segundos sin sonicacidn en la configuracién alta. Posterior a esto,

se siguio el protocolo de preparacidn de bibliotecas utilizando el kit de preparacidon Hyper Prep de Kapa
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Biosystems® (KR0961-v4.15), se ligaron adaptadores especificos y se realizd una amplificacién de 12 ciclos
de PCR con cebadores indexados con nucledtidos especificos (Glenn et al., 2016). Con estos productos de
PCR, se realizd una seleccion fragmentos con perlas magnéticas (Rohland & Reich, 2012); los fragmentos
de interés iban de 250 a 450 pb. Las bibliotecas resultantes se secuenciaron utilizando el llumina HiSeq
4000, generando lecturas de 150 nucleétidos. La biblioteca que se construyd a partir de la muestra de PCA
fue enviada a secuenciar al Centro de Gendmica Clinica de la Fundacién de Investigacion Médica de
Oklahoma. Mientras que las bibliotecas construidas a partir de las muestras de CALy PEU fueron enviadas

a Omega Biotechnologies (https://omegabiotek.com).

2.2.2 Analisis bioinformatico de secuencias mitocondriales

El analisis de la calidad de la secuencia se llevé a cabo con los programas Geneious v10
(https://www.geneious.com) y QIAGEN CLC Genomics Workbench, v10
(https://digitalinsights.qgiagen.com), en el que se eliminaron las secuencias de baja calidad (limite de
calidad = 0.05). Posteriormente, se realizé un ensamblaje de novo con parametros especificos: filtrado de
contigs con cobertura de profundidad mayor a 1.5, que contuvieran mds de diez lecturas y se realizdé un
ensamblaje de novo con ambos programas (Geneious y CLC Genomics Workbench). En total, dos contigs
de tamafio similar se obtuvieron de los programas de ensamblaje. Sin embargo, Geneious (Mcre_Gen_3)
produjo un contig de 16,788 pb, mientras que CLC Genomics Workbench (Mcre_CLC3) produjo un contig
de 15,155 pb. El contig Mcre_CLC3 tenia dos fragmentos faltantes uno de 69 pb y el segundo de 1,566 pb,
ademas de otras pequenfias diferencias de nucledtidos. Por lo tanto, se disefiaron dos pares de cebadores

especificos para amplificar estos fragmentos.

2.2.3 Diseiio de cebadores para completar el mitogenoma

Para dilucidar las diferencias de tamafio y nucledtidos entre los contigs (Gen vs CLC), se disefiaron dos
conjuntos de cebadores especificos utilizando contigs de Mcre_Gen_3 y Mcre_CLC3. Los cuales resultaron
en dos fragmentos de 1,446 pb y 1,681 pb, respectivamente. El disefio de los primers se realizé con el

programa primer3plus (Untergasser et al., 2012).

La secuencia de cebadores utilizados para amplificar la regién de 1,446 pb fue F: 5'-

TGAGAGACCAGGATTAGATACCCT-3" y R :5" GGGGCATGTATTTGCCGAGT 3’ y para la regién de 1,681 pb de
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bases las secuencias fueron F: 5'-TTTATGCGAATGAGCACGCC-3" y R: 5" TGAGAGCAGCCCCTTTCTTG 3'.
Asimismo, el master mix que se utilizd contenia 1X de buffer Kapa A, 1 mM de MgCl,, 0.2 de dNTP’s, 0.2
mM de cada cebador, 0.4 pL de Taq Polimerasa Kapa y un total de 75 ng de ADN como templado, todo
esto en un volumen final de 25 pl. Las condiciones de amplificacién consistieron en 25 ciclos, con 94°C
como temperatura de desnaturalizacién del ADN por 50 s, seguidos de la temperatura de hibridacién que
duro 1 min a 57°Cy 58°C (regién de 1,446 pb y 1,681 pb, respectivamente). Por ultimo, la elongacién fue
a 72°C durante 50 s, estas amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Veriti. Los productos de
PCR se visualizaron mediante electroforesis utilizando gel de agarosa al 1%, y las hebras sentido y
antisentido fueron secuenciadas por Sanger en Eton Bioscience Inc. A partir de los resultados obtenidos

se construyd un contig de consenso.

2.2.4 Anotaciéon del mitogenoma

El contig consenso, que representa el mitogenoma de M. crenulata, se sometid a una busqueda la base de
datos del NCBI (Centro Nacional de Informacidon Biotecnoldgica). Asimismo, este contig se utilizd para la
anotacién de genes a través del servidor web Mitos (Bernt et al.,, 2013) con la configuracion
predeterminada adaptada a mitogenomas de invertebrados. Ademas, la verificacion de la traduccién de
proteinas se llevd a cabo utilizando la  herramienta de  traduccidn  ExPASy
(https://web.expasy.org/translate/). Por ultimo, se utilizé el servidor web tRNAscan para encontrar y
corroborar los tARNSs. Sin embargo, este software no identifico los tARNs de arginina (Arg), prolina (Pro),
asparagina (Ans) y serina-l (Ser-1), estos fueron anotados por similitud través de la comparacion de estos
tARNs con los genomas mitocondriales de D. graeca y F. volcano (nimero de acceso GenBank en la Tabla

2).

2.2.5 Analisis filogenético con marcadores mitocondriales

Este analisis se realizd con el mitogenoma completo de M. crenulata, el cual se alined con secuencias del
mitogenoma de siete especies de gasterépodos marinos del orden taxondmico Lepetellida (Tabla 2). El
alineamiento y los andlisis posteriores se llevaron a cabo en el programa QIAGEN CLC Genomics
Workbench, v20 (https://digitalinsights.qgiagen.com). Asimismo, para determinar el modelo de sustitucidn
de nucledtidos que mejor se ajusta basado en el criterio de informacion de Akaike (AIC) y el criterio de

informacidn bayesiano (BIC). El modelo seleccionado fue la evolucién general reversible en el tiempo (GTR)
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combinada con un modelo de sistema de distribucién gamma, incorporando una variacion de velocidad
distribuida gamma entre sitios (GTR+G+1), e implementado la simulacién Monte Carlo de la cadena de
Markov. Para llevar a cabo este analisis se emplearon configuraciones predeterminadas junto con el
programa jModelTest2 (Santorum et al., 2014). El arbol filogenético, que involucra 20,000 generaciones,
100 frecuencias de muestreo y configuraciones predeterminadas, se obtuvo con el modelo GTR+G+l en el

programa Mr. Bayes 3.2 (Ronquist et al., 2014).

Tabla 2. Lista de taxones del orden Lepetellida utilizados para los andlisis filogenéticos del mitogenoma y cédigo de
acceso a GenBank.

o CDS 3 CDS .
. Acceso Tamaiio " o Referencia
Superfamily Taxon GenBank (pb) tamaio tamaio
(pb) (pb)

Fissurelloidea M. crenulata-PCA OR911353 16,788 11,294 1,488 Presente estudio
Fissurelloidea M. crenulata-PEU PQ152234 16,787 11,118 1,449 Presente estudio
Fissurelloidea M. crenulata-CAL PQ152231 - - 1,488 Presente estudio
Fissurelloidea D. graeca KT207825 17,209 11,535 1,498 Uribe et al., 2016
Fissurelloidea F. volcano NC_016953 17,575 11,412 1,434 Simison (unpubl.)

Haliotoidea H. iris NC_031361 17,131 11,262 1,458 Fang et al., (unplubl.)

Haliotoidea H. rubra NC_005940 16,907 11,253 1,455 Maynard et al., 2005

Haliotoidea H. rufescens NC_036928 16,646 11,253 1,452 del Rio-Portilla et al. (unpubl.)

Haliotoidea H. discus hannai EU595789 15,784 11,055 1,287 Ren et al. (unpubl.)

Lepetodriloidea L. schrolli KR297250 15,579 11,406 1,518 Uribe et al. 2016

2.2.6 Muestreo, anadlisis de diversidad y estructura genética con marcadores

mitocondriales

El analisis de los fragmentos de 16S ARNry COI incluyd 125 muestras, las cuales fueron recolectadas en
ocho localidades dentro del intervalo de distribucion geogréfica de la especie, estos fueron: California
(CAL, n = 19), Ensenada (ENS, n = 25), San Quintin (STQ, n = 16), Isla San Jerénimo (ISJ, n = 14), Puerto
Canoas (PCA, n = 15), Punta Eugenia (PUE, n = 21), Bahia Asuncion (BAS, n = 8) e Isla Guadalupe (IGP, n =
7). Se utilizo el protocolo de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (Sambrook et al., 1989) para la extraccion
de ADN total. La amplificacion de los fragmentos del gen 16S ARNr, se realizd con cebadores disefiados
por Palumbi et al. (2002). Por otra parte, los cebadores para amplificar el gen del citocromo C oxidasa |
(COI) se disenaron a partir de la secuencia mitocondrial de M. crenulata, que se reportd en el banco de
genes (GenBank OR911353) como resultado presente trabajo. Las condiciones de amplificacidon por PCR
fueron las siguientes: en un volumen final de 25 pL; se utilizé 1X de buffer Kapa A, 1 mM de MgCl,, 0.2 de

dNTP’s, 0.2 uM de cada cebador, 0.4 uL de Tag Polimerasa Kapa y un total de 50 ng de ADN como
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templado. Las condiciones de amplificacidn consistieron en de 30 ciclos, con 94°C como temperatura de
desnaturalizacién del ADN por 50s, seguidos de la temperatura de hibridacion que durdé 1 min a 56°Cy
55°C (16sy COI, respectivamente), por ultimo, la elongacion fue a 72°C durante 50 s, estas amplificaciones
se llevaron a cabo en un termociclador Veriti. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis
para ello se utilizd gel de agarosa al 2%, y las hebras sentido y antisentido fueron secuenciadas por The

Southwest Fisheries Science Center (SWFSC, NOAA).

2.2.7 Analisis de diversidad y estructura genética con marcadores mitocondriales

El analisis de calidad, corte y alineamiento de secuencias se realizaron individualmente para los genes 16S
ARNry COI, y para el fragmento concatenado de estos genes, esto se realizé con el programa Mega6 v. 11
(Tamura et al., 2013). Los parametros de diversidad, como el nimero de haplotipos, la riqueza de
haplotipos y la diversidad de nucledtidos, se evaluaron con el programa ADNSP versién 6.12.03 (Rozas et
al., 2017). Para evaluar los niveles de estructura genética, los valores pareados (@sr) entre localidades y
sus correspondientes valores de probabilidad estadistica se calcularon con el programa Arlequin version
2.3 (Excoffier et al., 2005). Asimismo, los valores de p se corrigieron con la correccion de Bonferroni (Rice,

1989).

2.2.8 Historia demografica

Para evaluar los pardmetros demograficos, se realizaron pruebas de neutralidad de distribucion de
desajuste de Tajima D, F de Fu, y se probaron valores significativos con 10,000 réplicas en la version 6.12
del programa DNASP. 03 (Rozas et al., 2017). Finalmente, los valores de distribucidon de discordancia se
graficaron con el programa Sigmaplot v12 (Systat Software Inc., San José, CA, EE. UU.). Ademas, se
emplearon los programas HapStar (Teacher & Griffiths, 2011) e InkScape para generar una red de

expansién minima para ilustrar la distribucion y relacién de los haplotipos.

Asimismo, se llevo a cabo un andlisis de diagrama Bayesiano Skyline (BSP, por sus siglas en inglés) (Ho &
Shapiro, 2011) para inferir cambios en el tamafio efectivo de la poblacidon a lo largo del tiempo (Drummond
et al.,, 2005). Este analisis utiliz6 la matriz concatenada de los genes 16S ARNr-COl y colapsada por
haplotipos, utilizando el software BEAST v.2.7.6 (Bouckaert et al., 2019). Las simulaciones de Markov Chain

Monte Carlo (MCMC) se ejecutaron durante 25,000,000 de generaciones, con muestreo de parametros y
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arboles cada 2,500 generaciones. El primer 10% de las ejecuciones se descartaron. La convergencia de las
corridas se verificd con el programa Tracer v.1.7.2, asegurando que los tamafios efectivos de muestra (ESS)
superaran los 200. Se aplicé una tasa de sustitucidon nucleotidica de 0.0157 sustituciones/sitio/millén de
afios, considerando la tasa de sustitucidn reportada por Wilke y colaboradores (2009) para invertebrados.
Para definir el tiempo de estabilizacién poblacional, se realizé un analisis de regresidn lineal en el programa
R. Se establecieron tres agrupamientos temporales de 0 a 18,000 afios, de 18,000 a 25,000 afios y de

25,000 a 50,000 afios.

2.3 Gendmica poblacional asociada a marcadores SNPs

2.3.1 Recoleccidn y extraccion de material gendmico

Un total de 144 muestras de Megathura crenulata fueron utilizadas para la preparacién de librerias
gendmicas. El protocolo de recoleccidn se encuentra descrito en el capitulo Il de este documento inciso
2.5.1; asimismo, las coordenadas de cada localidad se encuentran descritas en la tabla I. Considerando las
ocho localidades muestreadas, para este analisis se utilizaron 20 muestras de California (CAL), 23 de
Ensenada (ENS), 23 de San Quintin (SQT), 15 de Isla San Jerénimo (ISJ), 20 de Puerto Canoas (PCA), 23 de
Punta Eugenia (PEU), 9 de Bahia Asuncidn (BAS) y 11 de Isla Guadalupe (IGP).

La extraccion de ADN gendmico se realizéd utilizando el protocolo de fenol-cloroformo-isoamilico
(Sambrook, 1989). La calidad del ADN genémico extraido se verifico mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% por 45 min a 90 volts con Super Buffer 1x, previamente tefiido con GelRed™. La integridad
(tamafio en pb) de los fragmentos obtenidos se compard con un marcador de referencia de peso molecular
de 1 kb (New England Biolabs). Los geles de agarosa se visualizaron utilizando un sistema digital de
fotodocumentacion Gel Doc™ XR+ (BIO-RAD) con luz UV y fue fotografiado utilizando el programa
Quantity One®. La pureza, el contenido de ARN y de proteinas en el ADN extraido se determind mediante
lecturas en un espectrofotémetro ND1000 (NanoDrop Technologies®) y se cuantificé la concentracién de
este mismo se cuantific6 con Qubit® (Thermo Scientific™). Todas las muestras de ADN fueron

estandarizadas a 50ng/pL.
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2.3.2 Preparacion de librerias gendmicas (ddRAD-Seq)

Las librerias gendmicas se construyeron siguiendo el protocolo descrito por Petersen et al. (2012). Para
ello, se realizé una doble digestion de 500 ng ADN genémico de cada muestra con enzimas de restriccion,
las cuales fueron Mspl (5'-C|CGG-3') de corte frecuente y EcoRI-HF (5'-G|AATTC-3') de corte poco
frecuente (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Posteriormente, se ligaron adaptadores especificos
P1 (48 barcodes) y P2 (comun) a los extremos cohesivos resultantes del proceso de doble digestién con la
ADN T4 ligasa (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.), seguido de la preparacién de una mezcla
equimolar a partir de los 48 cddigos de barras diferentes. Finalmente, se realizd6 una seleccion de
fragmentos de 300 a 500 pb utilizando el equipo Pippin (Sage Science, Beverly, MA, Estados Unidos). Se
prepararon tres librerias con 48 muestras cada una, para esto se utilizaron los indices 2-CGATGT, 3-
TTAGGC, 5-ACAGTG descritos en la tabla A de la seccidon de anexos. Las librerias se enviaron para su
secuenciacion en llumina Hi-Seq X con 150 pb con extremo pareado en Novogene (Sacramento, Estados

Unidos).

2.3.3 Ensamblaje de novo de lecturas

Todas las secuencias se demultiplexaron utilizando el programa STACKS v2.64 (Catchen et al., 2013), con
el mddulo process_radtags, se retiraron los adaptadores y se realizé un analisis de calidad de las lecturas.
A partir de esto, se cortaron las secuencias a 140 pb y se mantuvieron las que tuvieron un valor de calidad
de g25 (Phrep = qg). Teniendo en cuenta lo anterior, las muestras con menos de 750,000 lecturas fueron
descartadas para posteriores analisis. Las lecturas retenidas se ensamblaron para el llamado de SNPs
utilizando el médulo STACKS de novo (denovo_map.pl) y los parametros utilizados para construir los SNPs
fueron -m =5 (profundidad minima) y -M = 4 (nimero maximo de diferencias permitidas entre individuos).
Finalmente, para construir el catdlogo de SNPs se utilizd un maximo de seis desajustes entre loci
muestrales entre individuos -n = 6. Para identificar los loci en el catdlogo, se utilizé el mddulo de
populations en STACKS, incluyendo un porcentaje minimo de individuos de todas las poblaciones
necesarios para procesar un locus (-r = 0.08) y que estos estuvieran en al menos el 90% de las localidades
(-p = 7). Ademas de una frecuencia alélica minima (MAF) de 0.03 (-min_maf). Por ultimo, en este mismo

modulo se utilizé el pardmetro —write-single-snp para que escribir solo un SNP por locus.

A partir del catalogo de SNPs obtenido en el médulo anterior (populations), se utilizé el programa vcftools

v.3.0 (Danecek et al., 2011) para filtrar individuos con un porcentaje mayor al 20% de datos faltantes y loci
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(SNPs) con mas del 10% de datos faltantes. Por otra parte, para realizar los siguientes analisis, se utiliz6 el
programa PGDSPIDER v2.1.1.5 (Lischer & Excoffier, 2012) para convertir los formatos vcf a los necesarios
para cada programa a utilizar. Con el programa Plink (Purcell et al., 2007) se detectaron loci con
desequilibrio de ligamiento y de las comparaciones de marcadores con un r? mayor a 0.2, solo se eliminé
un marcador de la base de datos. Por ultimo, para evitar el efecto de posible contaminacion cruzada, se
realizd una prueba de relacion entre individuos (relatedness) en el programa vcftools v.3.0 (Danecek et al.,
2011) con la herramienta relatedness2. Todos los individuos con un valor de phi > 0.25 fueron eliminados

de la matriz de marcadores SNPs.

2.3.4 Deteccion de marcadores con potencial adaptativo (outliers)

La deteccidn de este tipo de marcadores se llevé a cabo mediante tres programas, Bayescan v.2.1 (Foll &
Gaggiotti, 2008), PCAdapt v.4.3.3 (Luu et al., 2017; Privé et al., 2020) y OutFlank v0.2 (Witlock & Lotterhos,
2015). Bayescan se ejecutd con un pr_odds de 100, un burn-in de 50,000 pasos y 100,000 iteraciones. Los
resultados se corrigieron utilizando una tasa de falsos descubrimientos (FDR) de 0.05 con el logaritmo de
los valores qg. En el caso de PCAdapt, se realizd primero un analisis de componentes principales (PCA) para
determinar el nimero mas probable de poblaciones (k = 2) y los SNPs con potencial adaptativo se
detectaron tras corregir la distribucidn de los valores p mediante un FDR con valores g de 0.05. Por ultimo,
el programa OutFLANK se ejecutd utilizando una distribucidn Fsr neutral. Se eliminaron loci con valores Fsr
en los extremos de ambas colas (parametros de LeftTrimFraction y RightTrimFraction de 0.05), una
heterocigocidad minima de 0.1, y los loci con potencial adaptativo se identificaron utilizando un intervalo

de valores g de 0.05.

2.3.5 Diversidad genética

La deteccion de loci fuera de Equilibrio de Hardy-Weinberg se llevd a cabo con el programa GenoDive v3.06
(Meirmans, 2020), para esto se utilizaron 10,000 permutaciones y los marcadores fuera de equilibrio en al
menos el 50% de las localidades fueron removidos de la matriz de loci neutrales. Asimismo, con el mismo
programa se obtuvieron parametros de diversidad gendmica como heterocigocidad observada (Ho),
heterocigocidad esperada (He), riqueza alélica (Ar) y coeficiente de endogamia (Fis), a partir de la matriz
de loci neutrales para cada una de las localidades. Los valores de probabilidad fueron corregidos por el

método de Bonferroni (Sokal & Rohlf, 1969; Rice, 1989).
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Con el objetivo de determinar diferencias estadisticas entre las localidades a partir de los parametros de
diversidad gendmica, se evaluaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de varianzas para ser
comparados con un analisis de varianzas. Ademas, se realizd una prueba a posteriori para determinar la
significancia estadistica. Por ultimo, considerando solamente el coeficiente de endogamia (Fis), se realizd

una prueba t — Student para identificar por localidad si el promedio es igual o diferente de cero.

2.3.6 Diferenciacion gendmica y estructura poblacional

A partir de la base de datos de marcadores neutrales se estimé el coeficiente de fijacién pareada (Fsr) para
todas las localidades. Este analisis se llevd a cabo en el programa GenoDive v3.06 (Meirmans, 2020) y se
utilizaron 10,000 permutaciones. El valor estadistico fue sometido a una correccion secuencial de

Bonferroni (Sokal & Rohlf, 1969; Rice, 1989).

Con respecto a la estructura poblacional se llevé a cabo un Andlisis Discriminante de Componentes
Principales (DAPC, por sus siglas en inglés) para agrupar a los individuos genéticamente relacionados en
diferentes agrupamientos bayesianos. Este andlisis, se realizé con el paquete de R Adegenet v2.1.10
(Jombart & Ahmed, 2011). Se utilizé la funcién xvalDapc para seleccionar el nimero adecuado de
componentes principales y evitar el sobreajuste. El nimero de grupos fue evaluado con la funcién
find.clusters usando el Criterio de Informacién Bayesiano (BIC) y el DAPC final se realizé con la funcién

dapc basdndose en los componentes seleccionados por xvalDapc.

Ademas, se utilizé el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), con el cual se evaltio el nUmero mas
probable de componentes genéticos (K = 1-8). Este analisis agrupa a los individuos de acuerdo con la
probabilidad de que cada uno pertenezca a un grupo, esto basandose en sus frecuencias alélicas y nivel
de coancestria. Para ejecutar este programa se realizaron corridas con 10,000 iteraciones (burn in) y
100,000 iteraciones de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), y se evaluaron los niveles de Kde 1 a 8
con 10 réplicas por cada K. La informacidn de salida fue analizada para inferir el nUmero mas probable de
L mediante el estadistico delta K (AK) (Evanno et al., 2005), esto realizé con Structure Harvester ER (Earl &

VonHoldt, 2012).
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2.3.7 Conectividad genética entre localidades

Una red de conectividad genética entre localidades se construyé con las tasas bidireccionales de migracion
relativa obtenidas a partir de la matriz de SNPs neutrales. Para ello, se estimo la tasa de conectividad entre
las localidades mediante el estimador Gsr (Nei, 1972) como medida de distancia genética. El analisis se
llevé a cabo con la funcién divMigrate en la paqueteria R diveRsity v1.9.9 (Keenan et al., 2013), se
implementaron 1,000 repeticiones de bootstrap y un filtro de 0.1. Los patrones de migracion fueron
graficados con la paqueteria igraph v2.0.3 en R (Csardi & Nepusz, 2006) y solo fueron graficados patrones

con un valor mayor a 0.4.

Un analisis de aislamiento por distancia (IBD, por sus siglas en inglés), se realizé6 comparando las distancias
genéticas y las distancias geograficas entre las localidades. Para el cdlculo de distancias genéticas se utilizd
el método de Nei (1972) estimada con la funcion dist.genpop de la paqueteria Adegenet v2.1.10 (Jombart
& Ahmed, 2011) en R. El calculo de las distancias geograficas se llevd a cabo con el paquete de R geosphere
v1.5-10 (Hijmans, 2019). La prueba de Mantel se realizd con la funcién mantel.randtest() en la paqueteria
Adegenet v2.1.10 (Jombart & Ahmed, 2011) se utilizaron 999 permutaciones. Los resultados se
visualizaron graficando las distancias geograficas (eje X) con las distancias genéticas (eje Y); por ultimo, de

la prueba de Mantel se extrajo el valor de correlacion (r?) entre ambas matrices.

Para la construccion del mapa, se utilizaron diversas paqueterias en R. La paqueteria rnaturalearth v1.0.1
(South, 2017) proporciond los datos geoespaciales de los paises, los cuales fueron procesados con sf v1.0
(Pebesma, 2018) en formato simple features. La visualizacion se realizé con ggplot2 v3.5.1 (Wickham,
2016a), lo que permitié la superposicion de capas para representar el contorno de los paises y las
poblaciones de interés. Se afiadieron elementos cartograficos mediante ggspatial v1.1.9 (Dunnington,
2021), incluyendo una escala gréfica, una flecha de norte y anotaciones con los nombres de localidades,
cuerpos de agua y paises. Finalmente, el sistema de coordenadas se ajustd con coord_sf(), delimitando la

region de estudio.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Analisis de diversidad morfoldgica

3.1.1 Analisis biométricos

Alo largo de su distribucion geografica, Megathura crenulata presenté diferencias en su tamafio, evaluado
a partir del peso humedo total (Figura 4a). La localidad que presentd ejemplares con menor peso himedo
total fue CAL (111.8 £+ 45.8 g, n=30), mientras que, la localidad de BAS presenté organismos mas grandes
y con mayor variaciéon en su peso himedo total (381.5 + 138.8 g, n=11). El resto de las localidades
mantuvieron un intervalo de peso desde 145 g hasta 305 g (ENS, SQT, ISJ, PCA, PEU e IGP).
Estadisticamente, BAS fue significativamente diferente de todas las localidades (p= 0.0007) y CAL solo de
PCA, PUE, BAS e IGP (p = 0.000001) (Figura 4a).

Por otro lado, tanto el largo como el ancho de la concha fueron similares entre las localidades. Sin
embargo, al analizar exclusivamente el largo de la concha, ISJ presenté un tamafio significativamente

menor (7.73 £ 0.69 cm) en comparacion con las demas localidades (Figura 4b).

En cuanto al ancho de la concha, se observé una mayor variabilidad entre localidades (5.8 + 2.2 cm). No
obstante, I1SJ presenté el menor valor (4.7 £ 0.46 cm), siendo significativamente diferente (p = 0.0007) en
comparacién con las otras localidades, excepto con SQT (5.06 £ 0.5 cm). Cabe destacar que SQT no mostré
diferencias significativas con respecto a CAL, ENS, PCA, PEU, BAS e IGP. En general, el ancho de la concha

varié entre 5.28 cm y 9.9 cm en todas las localidades (Figura 4c).
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Figura 4. Parametros biométricos de ejemplares de lapa gigante, Megathura crenulata, provenientes de ocho
localidades dentro de su distribucion geografica. a) Peso humedo total (g), b) Largo de concha (cm) y c) Ancho de
concha (cm). Los datos se representan mediante graficos de cajas y bigotes, donde la linea central indica la mediana
(para ay b)y el promedio (para c). Los bordes de la caja corresponden al rango intercuartilico (Q1-Q3) y los bigotes
muestran la dispersion de los datos. KS = Kruskal-Wallis; AN = ANOVA de una via. Las letras indican diferencias
significativas entre grupos segun la prueba de comparaciones multiples de Dunn (a y b) y Tukey (c).

3.1.2 Distribucion del fenotipo de manto y color de conchas de M. crenulata a lo

largo de su distribucidon geografica

A lo largo de la distribucién geogréfica de M. crenulata evaluada en este estudio, se observd una variacion
en la proporcién de fenotipos entre localidades. En CAL, se registraron Unicamente dos fenotipos de color
de manto: negro (88%) y café (12%). En ENS, los tres fenotipos estuvieron presentes, con el tigre como
predominante (38%), seguido del café (34%) y el negro (24%). La localidad de SQT también presenté los
tres fenotipos, aunque en diferentes proporciones: tigre (47%), negro (37%) y café (17%). De manera

similar, en ISJ se registraron los fenotipos de color de manto tigre (46%), negro (42%) y café (12%).
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En las localidades mas al sur, los fenotipos tigre y café fueron mas comunes en las localidades de mas al
sur. Por ejemplo, en PEU, ambos fenotipos representaron un 45% cada uno, mientras que el negro solo el
5%. Este patrdn se repitié en PCA, donde el tigre predominé (60%), seguido del café (27%) y el negro (12%).
En BAS, en el extremo sur de la distribucién, el fenotipo negro estuvo ausente, registrdndose Unicamente
los fenotipos tigre (64%) y café (36%). Por ultimo, en IGP, el Unico fenotipo presente fue el negro, con un

100% de los ejemplares evaluados (Figura 5).
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Figura 5. Distribucién de fenotipos de manto en ocho localidades evaluadas dentro de la distribucién geografica de
Megathura crenulata.

La distribucién de los diferentes colores de las conchas vario considerablemente entre las localidades
evaluadas. El fenotipo de color de concha verde fue predominante en la regién, ya que estuvo presente
en todas las localidades. Seguido del fenotipo de color de concha rayado, que, aunque menos comun en
algunas areas, también se encontré en todas ellas. Sin embargo, las conchas roja y blanca fueron exclusivas

de algunas localidades (Figura 6).

Por localidad, en CAL se observaron los fenotipos de color de concha rojo (56%), rayado (20%) y verde
(24%). En ENS, SQT y PCA, solo se registraron los fenotipos rayado y verde. En ENS y PCA, el fenotipo rayado

predominé con un 76% y 80%, respectivamente, mientras que en SQT destacd el fenotipo verde con un
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73% (Figura 6). En contraste, en ISJ, PEU y BAS predominé el fenotipo rojo, con porcentajes del 54%, 53%
y 36%, respectivamente. Finalmente, IGP fue la Unica localidad donde estuvieron presentes los cuatro
fenotipos de color de concha, con predominancia del fenotipo rayado (33%) y la Unica localidad donde se

registro el fenotipo de color de concha blanco, con un 25% de presencia (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de fenotipos de color de concha en ocho localidades evaluadas dentro de la distribucién
geografica de Megathura crenulata.

3.1.3 Analisis entre las variables biométricas y fenotipos de color de manto y

conchas

En general, se identificaron tres fenotipos de color de manto: tigre, café y negro. Al agrupar las variables
biométricas, se observaron variaciones significativas en el peso hiumedo total (p < 0.023). Los ejemplares
con manto negro presentaron el menor peso himedo total y no se encontraron diferencias significativas
del peso hiumedo total entre los diferentes fenotipos de color tigre y café (Figura 7a). Por otro lado, la
variables de largo y ancho de concha no mostraron diferencias significativas entre los distintos fenotipos

de manto (Figura 7b y 7c).



30

a) 450 - " i b) 110
&0 a ms 2
b 2
30 100
a —_—
E .-
g 0 i a5
-
:g o E a0
i % as
20
z E 20
i 150 3
75
10 7.0
s &5
K5=0.023 K5=0.365
] ]
Tigre Café Negra Tigre Café Nepo
Fenotipo de color de manto Fenotipo de color de manto
c) 75 ¢
a
70|
65
a a
E LR
-
E
E 5.5
T -
2
E
€ a5t
40 |
AN= 0.54
as - - -
Tigre Café Negro

Fenotipo de color de manto

Figura 7. Variables biométricas de ejemplares de lapa gigante, Megathura crenulata, agrupados por fenotipo de color
del manto: tigre, café y negro. a) Peso humedo total (g), b) Largo de concha (cm) y ¢) Ancho de concha (cm). Los datos
se representan mediante graficos de cajas y bigotes, donde la linea central indica la mediana (para ay b) y el promedio
(para c). Los bordes de la caja corresponden al rango intercuartilico (Q1-Q3) y los bigotes muestran la dispersion de
los datos. KS = Kruskal-Wallis; AN = ANOVA de una via. Las letras indican diferencias significativas entre grupos segun
la prueba de comparaciones multiples de Dunn (a y b) y Tukey (c).

3.1.4 Anadlisis biométrico de la coloracion en conchas

Los ejemplares de M. crenulata evaluados en el presente trabajo, ademas de las variaciones en el fenotipo
del color de manto, se identificaron diferencias en la coloracién de conchas de estos organismos,

encontrandose cuatro fenotipos de color de concha: verde, blanco, rojo y rayado.

Al agrupar los ejemplares de M. crenulata segun la coloraciéon de la concha, se identificé que aquellos con
concha roja presentaron el mayor promedio de peso humedo total. Sin embargo, las diferencias en el peso
himedo total entre los cuatro colores de concha no fueron estadisticamente significativas (p = 0.271;
Figura 8a). En cuanto a la longitud de la concha, los colores verde, blanco y rayado mostraron promedios

similares, mientras que las conchas rojas fueron significativamente mas pequeiias en comparacion con las
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verdes y blancas (p= 0.020; Figura 8b). El andlisis del ancho de la concha reflejé un patrdn similar al de la
longitud, con las conchas rojas presentando el menor promedio. Estadisticamente, solo las conchas

blancas mostraron un tamafio similar al de las rojas (Figura 8c).
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Figura 8. Variables biométricas de ejemplares de lapa gigante, Megathura crenulata, agrupados por fenotipo de color
de concha: verde, blanco, rojo y rayado. a) Peso humedo total (g), b) Largo de concha (cm) y ¢) Ancho de concha (cm).
Los datos se representan mediante graficos de cajas y bigotes, donde la linea central indica la mediana (paraayb)y
el promedio (para c). Los bordes de la caja corresponden al rango intercuartilico (Q1—Q3) y los bigotes muestran la
dispersion de los datos. KS = Kruskal-Wallis; AN = ANOVA de una via. Las letras indican diferencias significativas entre
grupos segln la prueba de comparaciones multiples de Dunn (A y B) y Tukey (c).

3.1.5 Correlacion entre la coloracion del manto y de la concha de Megathura

crenulata

De manera general, las combinaciones de los fenotipos de color de manto y de la concha que presentaron
la mayor proporcidn fueron el fenotipo de manto tigre y en concha rayada (frecuencia = 27), seguido del
fenotipo negro con concha roja (frecuencia = 22) y una Unica combinacién de manto albino con concha

verde se presentd en un ejemplar de PEU (Figura 9).
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Figura 9. Distribucion de frecuencias en los fenotipos de color de manto y de concha en el total de ejemplares de
Megathura crenulata, colectada en ocho localidades de su distribucion geogrifica. Prueba de x?, p > 0.25, indica falta
de asociacién estadisticamente significativa entre los fenotipos de color de manto y concha encontrados.

El andlisis de la tabla de contingencia fue soportado por una prueba de %2 e indicé que no hay una relacién
positiva entre las frecuencias de los diferentes fenotipos de color de manto con respecto a los fenotipos y

de color de las conchas (p = 0.25) encontrados en la regién donde se distribuye M. crenulata.

3.1.6 Analisis alométrico de Megathura crenulata

En el analisis de regresidn lineal entre largo de concha y peso humedo total, se observé que el crecimiento
es alométrico positivo. El modelo lineal obtuvo un intercepto de -1.236 y una pendiente de 2.987 (p <
0.001) (Figura 10a), lo que sugiere que el peso humedo total aumenta de forma desproporcionada en
relacidn con el largo de concha. Esto implica que, por cada unidad de aumento en el largo de concha, el
peso humedo total incrementa aproximadamente 2.99 unidades. Este crecimiento alométrico positivo
refleja un aumento mas rapido del peso en comparacidn con el largo, lo cual podria estar relacionado con

una mayor acumulacién de masa muscular a medida que los individuos crecen.

Sin embargo, al analizar esta misma relaciéon alométrica (largo de concha y peso himedo total) pero

agrupando los datos por fenotipos de color de manto y concha, no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas entre los fenotipos de color de manto (Intercepto 0.5902, p= 0.705; Figura
10b) ni entre el color de conchas (intercepto 1.03, p= 0.735, Figura 10c); en términos de la pendiente o el
intercepto de esta relacion. Esto sugiere que la relacidn alométrica entre el peso himedo y el largo de
concha es consistente y que las variaciones en el fenotipo de manto y coloracién de concha no estan

relacionadas significativamente con las caracteristicas morfoldgicas.
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Figura 10. Relaciones alométricas de ejemplares de M. crenulata entre el peso hiumedo total y el largo de concha. a)
global, b) agrupacidn por fenotipo de manto, c) agrupacién por coloracién de concha.
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3.2 Secuenciacion y andlisis del genoma mitocondrial

3.2.1 Mitogenoma de Megathura crenulata

Se obtuvieron dos mitogenomas de Megathura crenulata, los cuales tuvieron una diferencia nucleotidica
de un par de bases. El mitogenoma obtenido a partir de la muestra de PCA tuvo una longitud de 16,788
pb y el obtenido a partir de la muestra de PEU, una longitud de 16,787 pb. Ambos mitogenomas
presentaron una molécula circular de doble cadena (Figura 11). El mitogenoma de M. crenulata tiene un
contenido de 54,4% de AT y 45,5% de GC. Contiene los habituales 13 genes codificadores de proteinas
(PCGs, por sus siglas en inglés), dos genes de ARN ribosomal (ARNr) y 22 genes de transferencia de ARN
(tARNs) (Tabla 3). Sin embargo, cuatro de estos tARNs (tARN-Pro, tARN-Serl, tARN-Arg y tARN-Asn) solo
coincidieron con el servidor MITQOS, pero no en el servidor web de tRNAScan, por lo tanto, estas secuencias
fueron anotadas en la secuencia por similitud con los tARNs de las secuencias mitocondriales de D. graeca
y F. volcano, generando sus posibles estructuras secundarias (Figura 12). Del total de genes, 31 estaban en
la hebra positiva (+) y cinco genes ND5, ND4, ND4-L y dos ARN de transferencia (tARN-His y tARN-Serll),

estaban codificados en la hebra negativa (-) (Tabla 3).

Ragy
o T
& %‘%ﬁ”‘

Megathura crenulata
16 788 pb

Figura 11. Mapa del mitogenoma de Megathura crenulata. Las flechas indican la direccién de la transcripcion. Las
PCGs estan en purpura, el ARN ribosomal en rojo, los ARN de transferencia en amarillo y la fuente en azul.
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Tabla 3. Posicidn, longitud y direccidn de la hebra (+/-) del mitogenoma de Megathura crenulata, con codones de

iniciacién y terminacién.

Gen Inicio Termino  Tamaiio (pb) Cadena Coddn de Coddn de itg
inicio termino/Anticodén
col 1 1533 1533 + ATG TAA 46
coll 1580 2273 694 + ATG TAA 93
ATP8 2367 2549 183 + ATG TAA 27
tARN-Glu 2577 2643 67 + TTC 17
tARN-Gly 2661 2729 69 + TCC 16
tARN-Asp 2746 2814 69 + GTC 45
tARN-GIn 2860 2932 73 + TTG 13
tARN-Trp 2946 3013 68 + TCA 35
tARN-Cys 3049 3117 69 + GCA 5
tARN-Tyr 3123 3192 70 + GTA 41
tARN-Met 3234 3300 67 + CAT 30
rARN 3331 4339 1009 + 7
tARN-Val 4347 4415 69 + TAC 0
rARN 4416 5890 1475 + 0
tARN-Leul 5891 5960 70 + TAG 24
tARN-Leull 5985 6053 69 + TAA 3
ND1 6057 7049 993 + ATG TAA 11
tARN-Pro 7061 7128 68 + 2
ND6 7131 7655 525 + ATG TAG 20
CYTB 7676 8815 1140 + ATG TAG 42
tARN-Serl 8858 8863 6 + 86
tARN-Phe 8950 9018 69 + GAA 31
ATP6 9050 9745 696 + ATG TAA 46
ND5 10207 11937 1731 - ATG TAA 2-)
tARN-His 11938 12004 67 - GTG 19
ND4 12024 13421 1398 - ATA TAA 1
ND4-L 13423 13719 297 - ATG TAA 6
tARN-Thr 13726 13794 69 + TGT 5
tARNSer-11 13800 13867 68 - TGA 50
tARN-Arg 13918 13988 71 + 14
colil 14003 14782 780 + ATG TAA 45
tARN-Ala 14828 14895 68 + TGC 6
tARN-Asn 14902 14975 74 + 2
tARN-lle 14978 15045 68 + GAT 1
ND3 15047 15400 354 + ATG TAG 23
tARN-Lys 15424 15491 68 + TTT 13
ND2 15622 16746 1125 + ATG TAA °

*Se utilizan abreviaturas estandar de PCG. Se enumeran abreviaturas de tres letras para los genes de tARN. Se muestra el nimero
de nucledtidos intergénicos (itg). Coddn de terminacién para PCGs y anticoddn para tARNs.
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Figura 12. Estructuras secundarias de cuatro tARNs: A) Prolina, B) Serina, C) Arginina y D) Asparagina.

En general, las PCGs constituyen el 63.7%, los tARNs comprenden el 14.7% vy los genes ribosémicos
representan solo el 9.5% del mitogenoma de M. crenulata. El coddn de inicio predominante en las PCGs
fue ATG, excepto en el gen ND5, que utiliza ATA. Por el contrario, el codédn de terminacién
predominantemente fue TAA, a excepcidn de los genes ND6, CYTB y ND3 que son TAG. Ademas, el

mitogenoma abarca 33 regiones intergénicas, cubriendo en total 1,357 pb (Tabla 3).

3.2.2 Analisis filogenético con marcadores mitocondriales

El andlisis filogenético utilizé el mitogenoma completo de M. crenulata junto con otras siete especies de
gasterépodos marinos, incluyendo dos de la familia Fissurellidae, cuatro de la familia Haliotidae y uno de
la familia Lepetodriloidea (Tabla 2). Este analisis revelé que M. crenulata se agrupa en el mismo clado que
las especies de la familia Fissurellidae F. volcano y D. Graeca (Figura 13A). Del mismo modo, L. schrolliy
cuatro halidtidos (H. rubra, H. rufescens, H. iris y H. discus hannai) forman un grupo distinto. Ademas, la
topologia del arbol filogenético se mantiene consistente cuando se consideran solo las 13 PCGs de las

especies evaluadas, que exhiben longitudes similares en todas las especies (Figura 13C).
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Ademas, se secuencid otra muestra de M. crenulata para comparar el mitogenoma completo entre
diferentes sitios de la misma especie, CAL y PCA, sin embargo, no se logré obtener el mitogenoma
completo de la muestra de CAL, solo partes de este. A partir de este genoma parcial se identificaron tres
genes completos: COIlll, ND1 y ATP6. Por lo tanto, las secuencias de estos tres genes se extrajeron y asi
como los correspondientes los mitogenomas reportados en este estudio para las muestras de PCA y PEU.
Ademas de incluir estos mismos genes de otras siete especies de gasterépodos para analizar sus relaciones
filogenéticas. Asimismo, los dos especimenes de M. crenulata (CALy PCA) se agruparon al mismo nivel de
Fissurellidae (Figura 13B). Sin embargo, la longitud de la rama resultante fue ligeramente diferente entre
el genoma completo, las 13 PCGs y para los tres genes concatenados. Sin embargo, considerando el
reordenamiento de los genes, M. crenulata y D. graeca se identificé que comparten los mismos genes en
el mismo orden, a diferencia de F. volcano, donde este genoma reporta un menor nimero de ARNt y

diferentes reordenamientos (Figura 14).
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Figura 13. Arbol de relaciones filogenéticas entre ocho especies de gasterdpodos. A) Andlisis del mitogenoma
completo. B) Analisis con tres genes ATP6, COIlll y ND1, C) Analisis con 13 PCGs de las ocho especies de gasterépodos.
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Figura 14. Comparacién de la disposicién de genes en el genoma mitocondrial de Fissurella volcano, Megathura
crenulata y Diodora graeca en base a las secuencias publicadas, Tabla 2, indica los codigos de acceso a GenBank. Los
genes en diferentes disposiciones se resaltan en color.

3.2.3 Diversidad y estructura genética a partir de los genes 16S ARNr vy COI

Se realizd el andlisis genético utilizando el fragmento concatenado de r165-COI, que tenia una longitud de
1,153 pb. Las medias globales de diversidad haplotipica y nucleotidica fueron altas (h =0.915 y r = 0.00288;
Tabla 4). Todas las localidades presentaron una alta diversidad haplotipica (h > 0.5). Sin embargo, las
localidades de BAS (h =0.893) e IGP (h = 0.524) presentaron valores menos al resto. Ademas, la diversidad
de nucledtidos por localidad fue similar entre si, los valores oscilaron entre 0.002 y 0.003, excepto para

IGP, que presentd valores bajos de diversidad nucleotidica (0.0005, Tabla 4).

La mayoria de las localidades presentaron mas de diez haplotipos, solo BAS e IGP presentaron el menor
numero de haplotipos, seis y tres, respectivamente (Tabla 4). El haplotipo 7 (H7) fue el haplotipo mas
comun entre las localidades, seguido por el haplotipo 1 (H1) que se encontrd en seis de las ocho localidades
evaluadas (CAL, ENS, SQT, ISJ, PCA y PEU); el resto de los haplotipos se distribuyeron entre todas las
localidades (Figura 17). Por su parte, Isla Guadalupe (IGP) presentd la menor diversidad genética en cuanto

a diversidad haplotipica y nucleotidica, y nimero de haplotipos.

Tabla 4. Diversidad genética de los genes concatenados r165-COIl de Megathura crenulata en ocho localidades a lo
largo de su distribucién geografica.

Localidad n H S h +SD n+SD
CAL 19 10 13 0.906 + 0.045 0.0027 + 0.0002
ENS 25 13 24 0.903 £ 0.038 0.0028 + 0.0005
sqQr 16 11 12 0.925 # 0.050 0.0028 + 0.0004

IS) 14 11 14 0.956 + 0.045 0.0030 + 0.0004
PCA 15 10 18 0.924 +0.053 0.0033 + 0.0005
PEU 21 13 16 0.914 +0.049 0.0027 + 0.0003
BAS 8 6 10 0.893+0.111 0.0027 +0.0006
IGP 7 3 2 0.524 +0.209 0.0005 # 0.0002

Global 125 46 48 0.915 +0.015 0.0028 + 0.0001
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n = numero de muestras, H = nimero de haplotipos por localidad, S = nimero de sitios de segregacion, h = diversidad haplotipica, it = diversidad de
nucleétidos y SD = desviacidn estandar.

Los valores de gsrpor pares fueron de -0.001 a 0.356, y la mayoria de las comparaciones obtuvieron valores

cercanos a cero. Sin embargo, las comparaciones entre BAS con respecto a SQT, PCA e IGP indican

diferencias significativas (Tabla 5). Por otro lado, el andlisis global de varianza indica una variacién entre

poblaciones de 4.09% y un valor de coeficiente de fijacion global de (@sr = -0.0478 £ 0.011).

Tabla 5. Matriz de comparacidn entre los valores de gstde entre ocho localidades de Megathura crenulata gsrglobal:

0.0478*.
CAL ENS sQr 1SJ PCA PEU BAS IGP

CAL ns ns ns ns ns ns ns
ENS 0.0099 ns ns s s ns ns
sat -0.0015 0.1133 ns s s : ns
ISJ -0.0350 0.0244 -0.0094 ns ns s s
PCA -0.0242 0.0004 0.0364 -0.0077 ns : ns
PEU -0.0151 -0.0158 0.0738 -0.0043 0.0041 ns ns
BAS 0.1345 0.0403 0.2351 0.1017 0.1346 0.0456 :
IGP 0.1136 0.0790 0.2051 0.1246 0.0238 0.1428 0.3562

*Los valores por debajo de la diagonal indicativa (valores &) y por encima de la diagonal indican significacion estadistica. Valor
de o =0.006 con correccidn de Bonferroni. ns = no significativo y * significativo.
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Figura 15. Lugares de muestreo de Megathura crenulata. California (CAL), Ensenada (ENS), San Quintin (SQT), Isla
San Jerénimo (ISJ), Puerto Canoas (PCA), Punta Eugenia (PUE), Bahia Asuncion (BAS) e Isla Guadalupe. Los diagramas
circulares indican la diversidad de haplotipos.
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3.2.4 Historia demografica

Los analisis globales de neutralidad de Tajima D (-1.943) y Fs de Fu’s (-33.240) fueron negativos, solo los
valores de ENS e IGP fueron estadisticamente significativos para Tajima D; asi como SQT, ISJ y PUE para
los valores de Fs de Fu's indicaron diferencias significativas (Tabla 6). En cuanto al analisis de R,, el valor
medio obtenido fue de 0.033 (Tabla 6). Teniendo en cuenta los genes mitocondriales concatenados r16s-
COI entre las ocho localizaciones, la distribucidon del desajuste fue unimodal (Figura 16). En cuanto al

analisis R;, el valor medio obtenido fue de 0.033 (Tabla 6).

Tabla 6. Prueba de neutralidad; Tajima D (DT) y Fs de Fu. Los valores estadisticos fueron calculados para secuencias
de los genes mitocondriales concatenados r16s-COI de Megathura crenulata.

Localidad Dr Fs Rz
CAL -0.589 " -2.792 " 0.105 "
ENS -1.778 ° -4.662 " 0.078 "™
sqQT 0343 ™ -4.763 ° 0.121 ™
1) -0.774 ™ -5.444 * 0.092 *
PCA -1.252 ™ -3.114 ™ 0.081 *
PEU -1.053 ™ -6.002 ~ 0.081 *
BAS -0.916 " -1.500 " 0.126 "
IGP -1.237 ° 0922 ™ 0.225 ™
Global 1943 -33.240 ° 0.033 °

ns = no significativo (p > 0,05), * = Significativo (p < 0.05).
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Figura 16. Distribucién de desajustes (mitmatch) para los genes mitocondriales concatenados r16s-COIl de Megathura
crenulata. Las barras representan los valores observados y la linea representa los valores esperados.
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Figura 17. Red de expansiéon minima, ilustra haplotipos de ocho localidades de Megathura crenulata. Los tamanos
de los circulos representan las frecuencias de haplotipos, mientras que los colores indican la localidad: California
(CAL-rojo), Ensenada (ENS-rosa), San Quintin (SQT-naranja), Isla San Jerénimo (ISJ-blanco), Puerto Canoas (PCA-azul),
Punta Eugenia (PEU-verde), Bahia Asuncién (BAS-marrén) e Isla Guadalupe (IGP-morado).

La red de expansién minima de haplotipos, realizada para las ocho localidades, mostré dos haplogrupos
distintos, uno con 16 haplotipos y el otro con 30 haplotipos, respectivamente (Figura 19). Sin embargo, se
observo una distribucion heterogénea y no se determiné un patrén espacial. Un haplotipo general (H7)
estuvo presente en mayor abundancia en todas las localidades y varios haplotipos de baja frecuencia en
forma de estrella, lo que caracterizan a una expansion poblacional. Debido a la alta frecuencia del
haplotipo 7, es probable que este sea el haplotipo ancestral. Sin embargo, solo diez haplotipos aparte del
H7 son compartidos entre localidades, como los haplotipos H1 (con mayor abundancia) y H3, que son
compartidos entre casi todas las localidades excepto BAS e IGP. El resto de los haplotipos se distribuyen

solo entre tres o cuatro localidades (Figura 17). El diagrama de skyline, indica que el crecimiento
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poblacional de M. crenulata inicio hace aproximadamente 80,000 aios (Figura 18), alcanzando una fase

estacionaria hace 10,000 afios (Figura 19).

40

30

-20

Tamaiio efectivo poblacional (Ne)

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000
Tiempo (afios)

Figura 18. Diagrama de Skyline basado en la matriz colapsada de fragmentos concatenados de los genes r16s-COI de
Megathura crenulata. En el eje x, indica el tiempo en aifos y comienza en cero, con respecto a la actualidad. La linea
azul intenso representan el intervalo de confianza al 95 %.
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Figura 19. Analisis de regresidn lineal de los tiempos de crecimiento poblacional de Megathura crenulata. a) Anélisis
de cero a 18,000 afios, b) Analisis de 18,000 a 25,000 afios, c) Analisis de 25,000 a 50,000 afios.
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3.3 Gendmica poblacional asociada a marcadores SNPs

3.3.1 Analisis bioinformatico de secuenciacion de librerias ddRadSeq

En total se obtuvieron 233,708,470 de lecturas crudas a partir de 144 individuos de M. crenulata. A partir
de este total, solamente se mantuvieron individuos que tuvieron mds de >750,000 lecturas. Por lo tanto,
43 individuos fueron descartados de la matriz inicial, ademas de eliminar tres réplicas técnicas. A partir del
maddulo de novo y populations se identificaron 1,854 SNPs en 97 individuos. Con esta base de datos, se
llevd a cabo el proceso de filtracién de datos faltantes, donde 13 individuos con mas de 20% de datos
faltantes fueron descartados. Por ultimo, se eliminaron ocho individuos que mostraron sefal de

contaminacion. Por lo tanto, la matriz final de individuos fue de 76 (tabla 7).

Tabla 7. Nimero de individuos secuenciados en librerias ddRAD-Seq y nimero individuos después del proceso de
filtracion (datos faltantes y relatedness phi) para el analisis gendmico poblacional de Megathura crenulata.

. Muestras Muestras con Réplicas Individfjos Individuos con Individuos con
No. Localidad secuenciadas >750,000 .Iecturas técnicas |:nz.11t.r|z < 20% datos phi >0.25
retenidas inicial faltantes

1 CAL 20 14 14 14 12
2 ENS 23 19 1 18 17 15
3 sQT 23 18 18 15 14
4 ISJ 15 9 9 7 7
5 PCA 20 11 11 8 6
6 PEU 23 16 16 13 13
7 BAS 9 4 4 4 4
8 IGP 11 8 1

Total 144 99 2 97 84 76

3.3.2 Deteccion de marcadores con potencial adaptativo (outliers)

No fue posible la deteccion de marcadores con potencial adaptativo comunes entre los programas

PCAdapt, OutFlank y Bayescan en la matriz de 76 individuos con 1,112 marcadores SNPs.
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3.3.3 Diversidad gendmica asociada a marcadores SNPs

Todos los SNPs en la matriz cumplieron con el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), de acuerdo con el
analisis realizado. Asimismo, a partir de esta matriz, se evaluaron los parametros de diversidad gendmica.
La riqueza alélica global fue de 1.358 + 0.347, con valores muy similares entre todas las localidades
evaluadas (Tabla 8). De igual forma, la heterocigocidad observada (Ho global = 0.280 + 0.274 ) y esperada

(He global = 0.242 + 0.184) mostraron patrones consistentes entre las ocho localidades (Tabla 8).

El coeficiente de endogamia (Fs) presentd un valor global de -0.08 + 0.36. Considerando, que el intervalo
de este parametro varia de menos uno (-1) a uno (1), donde valores cercanos a -1 indican exogamia,
valores cercanos o iguales a cero indican reproduccién al azar y valores cercanos a 1 reflejan endogamia.
El coeficiente global de las ocho localidades es estadisticamente menor a cero (p = 2.00Y), al igual que
todas las localidades. Asimismo, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis indica que los promedios entre
todas las localidades difieren significativamente entre si (p = 0.000001) y solo IGP es estadisticamente

diferente de CAL, ENS, SQT y PUE (Figura 20).

Tabla 8. Diversidad gendmica de lapa gigante, Megathura crenulata, evaluada en ocho localidades. Numero de
muestras por localidad (n), riqueza alélica (Ar), heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He) y coeficiente de
endogamia (Fis). Asterisco (*) indica significancia estadistica a partir de la prueba t-Student.

Localidad Etiqueta n Ar Ho He Fis
California CAL 12 1.38+0.33 0.28 £0.26 0.24+0.17 -0.08 £ 0.36*
Ensenada ENS 15 1.38+0.34 0.27 £0.25 0.24+0.17 -0.09 + 0.33*
San Quintin sQTt 14 1.38+0.33 0.28+0.26 0.24+0.17 -0.08 £ 0.35*
Isla San Jerénimo 1SJ 7 1.37+0.35 0.28 £0.28 0.24+0.19 -0.11 £ 0.39*
Puerto Canoas PCA 6 1.37+0.34 0.28 £0.27 0.24 +0.18 -0.11 £ 0.40*
Punta Eugenia PEU 13 1.38+0.34 0.27 £0.26 0.24+0.17 -0.09 £ 0.35*
Bahia Asuncidén BAS 4 1.35+0.36 0.26 £0.29 0.24+£0.21 -0.12 £ 0.44*
Isla Guadalupe IGP 5 1.35+0.36 0.27 £0.29 0.22+£0.20 -0.14 £ 0.45%*
Total/Global 76 1.35+0.34 0.28 +0.27 0.24+0.18 -0.08 £ 0.36*
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Figura 20. Coeficiente de endogamia (Fis) promedio para cada localidad evaluada dentro de la distribucion
geografica de Megathura crenulata. Los datos se representan mediante graficos de cajas y bigotes, donde la linea
central indica la mediana, los bordes de la caja corresponden al rango intercuartilico (Q1-Q3) y los bigotes muestran
la dispersidn de los datos. Se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis (KS) para evaluar diferencias entre localidades. Letras
distintas indican diferencias significativas entre grupos segun la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

3.3.4 Diferenciacion gendmica y estructura poblacional asociada a marcadores

SNPs

El coeficiente de fijacion (Fsr) dentro de las ocho localidades analizadas presentd una variacidon de 0 a
0.048. Las comparaciones de localidades que mostraron valores mas altos fueron las comparadas con IGP.
Ademas, los valores de probabilidad significativos también estuvieron son los asociados a esta localidad (p
>0.0017), excepto la comparacién de IGP con BAS y PCA. Por otra parte, PEU mostré diferencias

significativas con respecto a ENS y SQT (p>0.0017) (Tabla 10).

El andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) retuvo cinco componentes tras ser evaluado
con la funcidn xvaldapc y el BIC indicé existencia de dos grupos genéticos (Figura 21c). Un grupo formado
solamente por IGP y el segundo por el resto de las localidades (CAL, ENS, SQT, ISJ, PCA, PEU y BAS) (Figura
21a). Considerando que la presencia de IGP podria enmascarar la variacién dentro del grupo 2; se realizd
una prueba de DACP sin esta localidad; sin embargo, tampoco hubo diferencias internas entre las

localidades del grupo 2 (Anexo B).
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Por otra parte, el andlisis bayesiano de grupos genéticos realizado en las ocho localidades de Megathura

crenulata, los resultados de la prueba de Evanno (delta K) y el logaritmo de K indican tres grupos genéticos.

Este andlisis coincide con los valores de Fsry el DACP, en donde se ubica a IGP como un grupo distinto del

resto (Figura 22). Sin embargo, el analisis bayesiano detecta a PCA y PEU como un grupo diferente al resto

de las localidades (CAL, ENS, SQT, ISJ y BAS).

Tabla 9. Coeficiente de fijacién (Fsr) de la matriz de 1,112 SNPs neutrales evaluados en ocho localidades dentro de la
distribucion geografica de Megathura crenulata. Debajo de la linea diagonal se encuentran los valores de Fsr para
cada comparacion y sobre la linea diagonal se indican los valores de probabilidad. Valores resaltados son
estadisticamente significativos con respecto a la correccién de Bonferroni: 0.0017.

Fst/p-valor CAL ENS sqQT ISJ PCA PEU BAS IGP
CAL - 0.322 0.282 0.051 0.012 0.002 0.463 0.000
ENS 0.001 - 0.019 0.009 0.019 0.000 0.092 0.000
sqQr 0.001 0.003 - 0.158 0.013 0.001 0.136 0.000

ISJ 0.004 0.007 0.003 - 0.011 0.003 0.076 0.001
PCA 0.012 0.009 0.008 0.013 - 0.955 0.334 0.006
PEU 0.012 0.014 0.009 0.014 0.005 - 0.349 0.000
BAS 0.000 0.005 0.004 0.008 0.002 0.002 - 0.009
IGP 0.047 0.048 0.051 0.055 0.052 0.055 0.061 -
a) DA sigenvalies b)
i [ Pea egemvales
| TS -
\.:I\ [PCA viganwalues ‘ .

w7
FCA
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Figura 21. Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) de la matriz neutral de 1,112 SNPs de
Megathura crenulata. a) DACP de ocho localidades; b) Funcidn Discriminante 1: Separacién de Grupos del DACP de
ocho localidades; c) Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) indicativo del nimero 6ptimo de agrupaciones.
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Figura 22. Determinacién del nimero éptimo de clusters (K) a partir del andlisis de STRUCTURE. a) Colores indican
proporcion de pertenencia por localidad a cada uno de los tres componentes gendmicos detectados. b) Evaluacion
de AK de acuerdo con el método de Evanno et al. (2005), con el valor 6ptimo de K identificado en el pico maximo de
AK. c¢) Variacién de L(K) en funcién de K, donde L (K) representa la probabilidad del modelo.

3.3.5 Conectividad genética entre localidades

El andlisis de conectividad genética entre las ocho localidades de Megathura crenulata se llevé a cabo
utilizando la base de datos neutral de 1,112 SNPs para evaluar patrones de aislamiento por distancia (IBD)
y las tasas de migracion entre localidades. Los resultados del IBD, indican que no hay una correlacién
significativa entre las distancias genéticas y las distancias geograficas (r* = 0.194: p=0.130) entre las
localidades analizadas (Figura 23). Por otra parte, se detectaron altas tasas de conectividad genética
bidireccional entre CALy ENS, asi como CAL y SQT, ademas de la combinacién de ENS con SQT; todos estos
con valores cercanos a 1. Asimismo, se identificé que IGP, es una localidad que tiene una baja conectividad
con el resto, ya que mostrd patrones de migracion unidireccionales con menor fuerza (valores menores a

0.5) (Figura 24).
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Figura 23. Evaluacidn del aislamiento por distancia (IBD) en Megathura crenulata: correlacion entre distancias
genéticas y geograficas a partir de la matriz de 1,112 SNPs neutrales obtenidos en ocho localidades dentro de la
distribucion geografica de la especie.
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Figura 24. Red de migracidn bidireccional relativa de Megathura crenulata entre ocho localidades dentro de su
distribucion geografica, obtenidas a partir de la matriz de 1,112 SNPs neutrales. Linea continua indica direccién de
norte a sury linea punteada indica direccidn de sur a norte.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Diversidad de fenotipos de manto y coloracion de concha de Megathura

crenulata

La variacion morfoldgica de Megathura crenulata en su entorno natural mostré diferencias entre todas las
localidades analizadas, posiblemente influenciada por las condiciones ambientales variables. Estas
variaciones estan ligadas directamente a la plasticidad fenotipica de la especie, la cual es definida como la
capacidad que tiene un genotipo de expresar diferentes fenotipos asociados a las condiciones ambientales
(Holloway, 2002). Dichos factores favorecen la generacidon de variacion fenotipica en términos de
coloracion, grosor y patrones diferenciales en concha o manto en moluscos. En otras especies de moluscos
gasterépodos, los factores asociados a la plasticidad fenotipica son los relacionados a estrés térmico,
disponibilidad de alimento, corrientes marinas, salinidad, presencia de depredadores e intensidad de
oleaje o intensidad luminica (Bandel, 2001; Blanco et al., 2014; Brown & Quinn, 1988; Sepulveda et al.,

2012).

Por ejemplo, en Clithon oualaniensis (Griineberg, 1982) y Neritina virginea (Blanco et al., 2014) ha
mostrado la presencia de plasticidad fenotipica en la coloracién de la concha, asi como estrias con
diferentes patrones. Esto, es similar a lo observado en M. crenulata, la cual presenté cuatro diferentes
variaciones de coloracién en la concha. No obstante, en el caso de C. oualaniensis y N. virginea, se asoci6
la expresion fenotipica de la coloracidn de la concha se asocioé a dos factores principales. Uno de estos fue
la salinidad, ya que ambas especies cohabitan en ambientes marinos y dulceacuicolas. El segundo factor
se asocid a la profundidad, ya que, en zonas someras con mayor incidencia de aves, los fenotipos de
coloracion eran uniformes en comparacion con zonas profundas, ademds se encontraron fracturas en

conchas en aguas someras (Blanco et al., 2014; Griineberg, 1982).

Aungque las variantes fenotipicas estan ligadas a factores externos, también hay otra fuente de variacién,
la cual s heredable e independente de las condiciones ambientales (Garcia & Winkler, 2012). Como lo
observado en la especie Argopecten purpuratus, donde la variacién de la coloracién de la concha no
depende de factores exdgenos. En contraste con la coloracion de la concha de la especie Nodicpecten

subnodosus que presenta un patrdon contrario (Rojas-Sanchez, 2024).
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Las diferentes especies de lapas presentan variaciones morfoldgicas en la forma y tamafio de la concha, la
apertura del dpice y los patrones en su superficie. Estas caracteristicas han permitido distinguir entre
especies y poblaciones, como en Fissurella pulchra (Bretos & Chihuailaf, 1990) y F. latimartiganata
(Olivares-Paz et al., 2011). Sin embargo, en M. crenulata estos patrones de diferenciacién no fueron

observados entre las localidades analizadas.

4.2 Genoma mitocondrial de Megathura crenulata

La longitud del mitogenoma observado en este estudio (16,788 pb) es comparable a la de otros genomas
mitocondriales de animales (Boore, 1999) y al tamafio medio del mitogenoma en la clase Gastropoda
(15,374 pb), basado en 450 mitogenomas completos reportados en GenBank (Ghiselli et al., 2021). Sin
embargo, es ligeramente mads pequeia que la de F. volcano (17,575 pb) y D. graeca (17,209 pb), dos
especies estrechamente relacionadas dentro del grupo Fissurellidae (Simision Unpublished; Uribe-
Arboleda 2016). De acuerdo con los mitogenomas animales, hay 37 genes presentes, incluidas dos
subunidades de genes ribosémicos, 13 genes codificadores de proteinas (PCG) y 18 genes de ARN de

transferencia (tARN).

En cuanto a los tARN, se observaron duplicaciones de tARN-Serina (1 y Il) y dos tARN-Leucina (1 y Il). Todas
estas caracteristicas fueron identificadas en la secuencia de M. crenulata y es similar a lo reportado en D.
graeca (Uribe-Arboleda 2016). Asimismo, la duplicacién de tARN ha sido asociada a procesos evolutivos y
de adaptacidn de las especies (Boore, 1999; Robinson et al., 2016; Uribe-Arboleda, 2022). Este patrén de
duplicacidn se ha detectado en diversas especies de gasterépodos marinos como los abulones H. rubra y
H. laevigata; asi como en las lapas D. graeca y F. volcano (Maynard, 2005; Robinson et al., 2016; Simision

Unpublished; Uribe-Arboleda, 2016).

Dentro de la subclase Vetigastropoda, Megathura crenulata es la Unica especie del género Megathura.
Esta subclase, se divide en cuatro superfamilias relacionadas con las lapas: Haliotoidea, Lepetelloidea,
Lepetodiloidea y Fissurelloidea, a la cual pertenece Megathura. El analisis del mitogenoma completo y de
las PCGs posiciona a M. crenulata en el mismo clado que sus taxones hermanos, F. volcano y D. graeca,
ambos de la superfamilia Fissurelloidea. En contraste, las especies del género Haliotis forman un clado
separado, mientras que L. schrolli, de la superfamilia Lepetelloidea, se considera un grupo externo. El
conocimiento de genomas mitocondriales completos y reconstrucciones filogenéticas dentro del orden

Lepetellida es aun limitado debido a su importante diversidad taxondmica. Sin embargo,
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aproximadamente 30 especies de gasterépodos han sido secuenciadas y analizadas para determinar las
relaciones filogenéticas. La disposicion filogenética observada en este estudio se alinea con los hallazgos
de otros autores, entre ellos Aguilera-Mufioz et al. (2009); Grande & Zardoya (2014); Uribe-Arboleda
(2016); Uribe et al. (2022).

Los tres enfoques para analizar las relaciones filogenéticas de M. crenulata, utilizando el mitogenoma
completo, las 13 PCGs y solo 3 PCGs, indican ligeras diferencias cuando se reduce la informacidn genética
(3 PCGs) y se considera la muestra de CAL. El arbol filogenético generado con 3 PCGs, indica que las
muestras de CAL y PCA son genéticamente mds cercanas y pueden estar relacionadas con las condiciones
oceanograficas durante la temporada de desove de M. crenulata en estos sitios. De acuerdo con Armijo-
de Vega (1993) M. crenulata desova de septiembre a octubre, justo en la temporada en que se forman
remolinos anticicldnicos en Bahia Sebastian, Vizcaino, Baja California (Buenrostro et al., 1995). Estos
podrian fungir como barrera oceanografica entre las localidades de PCA y PEU, lo que combinado con un
corto periodo de dispersién larvaria impediria la distribucién norte-sur de las larvas lecitotréficas (Ibragim
et al., 1996). Este tipo de patrones se han observado en otras especies de gasterépodos como el abuldn
amarillo (H. corrugata), que ha presentado una diferenciacion genética relacionada con este tipo de

barreras oceanograficas (Rio-Portilla & Gonzalez-Avilés, 2001).

4.3 Analisis gendmico poblacional de Megathura crenulata

En este estudio, se analizaron patrones de diversidad y estructura genética y poblacional de Megathura
crenulata a lo largo de su distribucion geografica, utilizando dos tipos de marcadores moleculares:
secuencias de los genes mitocondriales 16s rARN y COI, asi como marcadores SNPs. Ambos enfoques
proporcionan una perspectiva complementaria sobre la historia evolutiva y la conectividad poblacional de
la especie, permitiendo una interpretacién integral de los procesos histéricos que han modelado la

variacion genética de M. crenulata.

Los analisis basados en el ADN mitocondrial revelaron nula diferenciacién genética entre las localidades
de estudio y niveles moderados de diversidad genética, coherentes con la historia demografica de la
especie, asi como eventos de expansién o contraccidn poblacional. Por otro lado, los marcadores SNPs
permitieron una resolucién mas detallada de la estructura genética contempordnea, mostrando
diferencias significativas entre las localidades estudiadas, lo que sugiere la presencia de barreras genéticas

asociadas a caracteristicas ambientales o factores histdricos.
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4.3.1 Diversidad genética asociada a marcadores mitocondriales y SNPs

Los pardmetros de diversidad genética observados en este estudio para las ocho localidades de M.
crenulata con marcadores mitocondriales exhiben bajos niveles de diversidad de nucleotidica. En
gasterépodos marinos se ha reportado este tipo de patrones con marcadores mitocondriales, en especies
como C. concholepas (Cardenas et al., 2009), la lapa pulmonada Siphonaria lessoni (Nufiez et al., 2015), los
abulones H. asinina y H. ovina (Klinbunga et al., 2003). Este tipo de patrones observados en M. crenulata,
(diversidad haplotipica moderada y una baja diversidad nucleotidica) podria sugerir que la poblacién ha
estado bajo una reciente expansién poblacional junto con una acumulacién de mutaciones (Grant &

Bowen, 1998).

Por otra parte, a partir de la matriz neutral de marcadores SNPs (1,112), se encontraron valores altos de
diversidad gendmica, en términos de heterocigocidad esperada y observada. Estos resultados son
similares a lo reportado en otras especies de gasteréopodos marinos de la region, como H. fulgens (Mares-
Mayagoitia et al., 2025; Mejia et al., 2020), H. corrugata (Mares-Mayagoitia et al., 2024), H. cracherodii
(Vargas-Peralta, 2023) y H. rufescens (Griffiths et al., 2025). Asimismo, los coeficientes de endogamia en
M. crenulata fueron negativos y estadisticamente menores a cero, lo que sugiere un patrén de exogamia.
Localidades que presentan niveles bajos o negativos de endogamia (exogamia) pueden estar influenciadas
por la reproduccién aleatoria entre organismos de diferentes localidades, lo cual podria explicarse por un
alto grado de conectividad. Este fendmeno impacta directamente en los niveles de diversidad genética,
permitiendo mantener una amplia variabilidad y conservar polimorfismos heterogéneos en poblaciones

especificas (Hedrick, 2006).

En contraste con Megathura crenulata, en especies como los abulones H. fulgens, H. corrugata y H.
cracherodii, se han reportado valores bajos pero positivos de endogamia, con promedios de F;s = 0.004
(Mares-Mayagoitia et al., 2024), Fs = 0.024 (Mejia et al., 2020) y Fis = 0.091 (Vargas-Peralta, 2023)
respectivamente; lo que indica un nivel bajo de endogamia en sus poblaciones. No obstante, en H.
rufescens (Griffiths et al., 2025), mostro valores negativos a todo lo largo de su distribucién (Fs = -0.12),

similares a los observados en M. crenulata.

Las localidades que presentan niveles bajos o negativos de endogamia (indicativos de exogamia) podrian
estar influenciadas por la reproduccién aleatoria entre individuos de diferentes poblaciones, lo que sugiere
un alto grado de conectividad genética. Esta conectividad permite mantener una elevada diversidad

genética, al favorecer la conservacion de polimorfismos heterogéneos dentro de las poblaciones (Hedrick,
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2006). Por otro lado, la exogamia observada podria estar asociada a un proceso de expansion poblacional
reciente, como lo sugiere la evidencia obtenida a partir de los marcadores mitocondriales analizados en
este trabajo. En este contexto, los cuellos de botella seguidos por un rapido crecimiento poblacional

habrian favorecido la mezcla de linajes previamente aislados (Cowen et al., 2007).

4.3.2 Diferenciacidn y estructura genética asociada a marcadores mitocondriales

y SNPs, dentro de la distribucion geografica de Megathura crenulata

Los resultados obtenidos diferenciacién y estructura genética a partir de marcadores mitocondriales
mostraron una sefial débil de diferenciacién poblacional, en contraste con el andlisis basado en 1,112
marcadores SNPs, que indicé la presencia de tres grupos genéticos definidos. Estas agrupaciones, se
observaron partir del analisis de componentes principales (DACP) y el analisis bayesiano de agrupamiento
en STRUCTURE. Considerando lo anterior, el primer grupo incluye las localidades de CAL, ENS, SQT, ISJ y
BAS; el segundo grupa a PCA y PEU, y el tercero corresponde exclusivamente a IGP. A pesar de esta
diferenciacidn, las poblaciones de M. crenulata podrian considerase una metapoblacién, caracterizada por

niveles bajos de estructura genética (Allendorf & Luikart, 2007; Curtis et al., 2008).

Comparativamente, en el abulén azul (H. fulgens), especie filogenéticamente cerca, también se han
reportado la presencia de tres grupos genéticos, que incluye una diferenciacién clara en Isla Guadalupe
(IGP) con respecto a las poblaciones costeras (Mares-Mayagoitia et al., 2025; Mejia et al., 2020). De
manera similar, en los caracoles de la especie Littorina keenae se ha descrito este mismo patrén de
diferenciacion genética en IGP (Ortiz-Sartorius et al., 2021). En este contexto, la diferenciacion genética
observada en las poblaciones de IGP podria estar influenciada por el aislamiento geografico que, aunado
a las corrientes oceanograficas, limitaria el flujo génico entre la isla y el continente. Este tipo de patrones

podrian favorecer un posible efecto fundador (Ibrahim, 1996; Kojima et al., 2005).

El andlisis de aislamiento por distancia (IBD) no detecté una relacién entre la distancia genética y la
distancia geografica. Esto sugiere que la estructura genética de esta especie no esta determinada
Unicamente por la proximidad geografica, sino posiblemente influenciada por otros factores, como las
corrientes oceanicas del Sistema de la Corriente de California (Palumbi, 2003; Selkoe & Toonen, 2011;
Arafeh-Dalmau et al., 2021). A pesar de la ausencia de aislamiento por distancia, IGP mostro una mayor
diferencia genética, lo que podria reflejar barreras especificas al flujo génico por su lejania de la costa.

Estos resultados son consistentes con patrones descritos en otras especies marinas de la regién, como H.
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fulgens y Littorina keenae, en las que también se ha identificado una diferenciacion genética entre
poblaciones insulares y costeras (Mares-Mayagoitia et al., 2025; Mejia et al., 2020; Ortiz-Sartorius et al.,
2021). La combinacidn de aislamiento geografico y corrientes oceanicas podria limitar el flujo génico entre
la isla y el continente, promoviendo un posible efecto fundador o adaptacién local, dado que las
condiciones ambientales en las islas pueden diferir considerablemente de las del continente (Kojima et al.,
2005; lbrahim, 1996). Sin embargo, la conectividad entre localidades depende de tres factores, los cuales
son el habitat, la capacidad de dispersion y el ciclo de vida larvaria (Baco et al., 2016). En este sentido,
especies del grupo de los gasterépodos comparten estas caracteristicas, lo que permite identificar estos
patrones similares entre M. crenulata y H. fulgens; ya que ambas especies cohabitan en la misma region,

son organismos semi sésiles y tienen un desarrollo larvario lecitotréfico.

La conectividad genética entre localidades puede verse afectada por el aumento de la temperatura debido
a cambios en procesos fisioldgicos de las especies marinas. Arafeh-Dalmau et al. (2021) destacan que el
incremento de la temperatura y la ocurrencia de olas de calor marinas pueden reducir la duracién del
desarrollo larval, lo que disminuye la capacidad de dispersion y por ende, limita el flujo genético entre
poblaciones, promoviendo un mayor aislamiento en localidades especificas. En el caso de Megathura
crenulata, Re-Araujo et al. (2025) reportaron que esta especie presenta una ventana de tolerancia térmica
estrecha, lo que la hace vulnerable a variaciones significativas de temperatura. Ante condiciones
desfavorables, los ejemplares de M. crenulata pueden modificar su distribucidn para evitar el estrés
térmico. De hecho, pescadores locales han observado que, durante periodos de temperaturas elevadas,
los ejemplares de esta especie migran a zonas mas profundas (com. pers. José Mercado, Coop. Punta

Canoas, 2018)., donde las condiciones térmicas son mas estables y favorables para su supervivencia.

Estos cambios en el comportamiento y en la distribucién de M. crenulata podrian tener importantes
implicaciones para su estructura poblacional y su conectividad genética a lo largo de su intervalo de

distribucidn, aumentando la probabilidad de diferenciacion genética entre localidades aisladas.

4.3.3 Demografia historica de Megathura crenulata asociada a marcadores

mitocondriales

Los valores significativamente negativos en las pruebas de neutralidad de Tajima D (-1.943) y Fde Fu’s (-
33.240) junto con la deteccidn de una distribucion unimodal en la prueba mismatch, sugieren que

Megathura crenulata ha experimentado una expansion poblacional reciente, caracterizada por un exceso
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de haplotipos de baja frecuencia (Grant, 2015; Ho et al., 2015; Sano & Tachida 2005; Ramos-Onsins &
Rozas, 2002). Este patrdn podria estar correlacionado con el tipo de desarrollo larvario lecitotréfico de la
especie, ya que este modo de desarrollo, aunque limitado en comparacién con larvas planctotroéficas,
permite cierto grado de dispersién que favorece la colonizacién de nuevos habitats y, por ende,
expansiones poblacionales. Larvas lecitotroéficas pueden mantener conectividad genética moderada entre
poblaciones, particularmente en habitats costeros continuos, contribuyendo asi a patrones genéticos
compatibles con expansiones demograficas (Collin, 2003; Shanks, 2009, Pelc et al., 2009); similar a lo
registrado para otras especies como C. concholepas (Cardenas et al., 2009) y otras especies de haliétidos

(Kivisild, 2013).

De acuerdo con el andlisis de cambios demogréficos histéricos (Skyline plot); el crecimiento poblacional de
M. crenulata coincide con el final de la Ultima glaciacién (hace 25,000 afos). Este periodo se caracterizo
por un aumento de la temperatura del mar, el cambios en el nivel del mar y la estabilizacién de los factores
ambientales, condiciones que habrian favorecido la expansidn y adaptacion de diferentes especies nuevos
entornos (Peterson et al., 1993). Esto resultd en un posible aumento demogréfico de la poblaciéon, que
alcanzdé una estabilizacién hace aproximadamente 8,000 afios. Estudios basados en marcadores
mitocondriales han demostrado que estos eventos climaticos influyeron significativamente en Ia
estructura genética de muchas especies, ya que las fluctuaciones glaciares promovieron contracciones
poblacionales en refugios con temperaturas mas calidas y subsecuentes expansiones poblacionales
durante los periodos interglaciares (Hewitt, 2000). Este patrén se ha documentado para varias especies
de gasterépodos marinos como C. concholepas, donde también se ha identificado que el crecimiento de
la poblacién ocurrié después del ultimo periodo glacial (Cardenas et al., 2009; Vazquez-Dominguez et al.,
2009). Ademas, los analisis genéticos de M. crenulata sugieren una expansion del tamafio de la poblacion
en el drea geografica evaluada. El analisis del ADN mitocondrial ha permitido rastrear patrones histéricos
de recolonizacién y expansion, proporcionando evidencia de los efectos de la ultima glaciacion sobre la

diversidad genética actual (Hewitt, 2000).

4.4 Implicaciones para el manejo y medidas de conservacion de Megathura

crenulata

Las medidas de conservacidn son clave para mantener la diversidad natural. Para lograrlo, es fundamental

implementar estrategias de manejo, establecer cuotas de captura, definir temporadas de veda, fijar tallas
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minimas de captura y zonas protegidas. Sin embargo, desarrollar estos planes de manejo requiere un
conocimiento previo sobre las poblaciones silvestres. En este sentido, evaluar pardmetros de diversidad y
estructura genética, asi como determinar la conectividad entre las localidades y patrones de migracion
permite hacer recomendaciones en el ambito pesquero, como la identificacién de zonas susceptibles y de
areas de pesca adecuadas para evitar la sobreexplotacién de regiones especificas, protegiendo asi los
recursos (Ferrera-Rodriguez et al., 2024; Kool et al., 2013; Micheli et al., 2024). Ademas, en especies con
alto potencial acuicola, este conocimiento facilita la selecciéon de sitios éptimos para recolectar
reproductores, permitiendo iniciar un ciclo de cultivo cerrado que incluya especimenes con mayor

diversidad genética.

La lapa gigante, M. crenulata, es una especie que tiene un alto potencial acuicola y pesquero, que en
México carece de regulacidon gubernamental, sin cuotas de captura, temporadas de veda establecida ni
sitios protegidos de extraccién. Para lo cual, la informacidn generada mediante marcadores mitocondriales
y SNPs permite, en primer lugar, identificar a Isla Guadalupe como una poblacién genéticamente diferente
de las localidades de la linea de costa. Ademads, dentro del grupo costero se distinguen dos grandes grupos,
separando a Puerto Canoas y Punta Eugenia del resto de las localidades. Por ello, estas tres regiones
(Puerto Canoas, Punta Eugenia e Isla Guadalupe) podrian considerarse y manejarse como unidades de

manejo diferentes.

Los resultados de este estudio ofrecen una base sélida para el desarrollo de estrategias de manejo y
conservacién de M. crenulata. La conectividad genética detectada entre las ocho localidades sugiere que
las poblaciones no estdn completamente aisladas, lo que puede favorecer el intercambio genético y
proporcionar cierta resiliencia ante eventos locales de declive. Sin embargo, la diferenciacién genética
observada en algunas localidades indica la posible presencia de linajes Unicos o adaptaciones locales
importantes para la especie. En este sentido, es fundamental adoptar un enfoque de manejo diferenciado
que contemple la proteccion de unidades de manejo evolutivamente significativas, definidas como
poblaciones que representan una parte distintiva del legado evolutivo de una especie y que exhiben
diferenciacion genética, adaptaciones Unicas o aislamiento reproductivo (Baco et al., 2016), con el fin de

preservar la diversidad genética y garantizar la sostenibilidad de las poblaciones a largo plazo.

La vulnerabilidad de las poblaciones de Megathura crenulata esta directamente relacionada con amenazas
antropogénicas como la sobreexplotacidn, la contaminacién marina y los efectos del cambio climatico. En
particular, el calentamiento de los océanos y la acidificacién del agua pueden afectar negativamente la

supervivencia y reproduccién de la especie, alterando la conectividad genética entre poblaciones. Estas
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condiciones ambientales adversas pueden reducir el flujo génico al limitar la movilidad y dispersién de
larvas, asi como disminuir la capacidad adaptativa frente a nuevos desafios, lo que podria conducir a una

mayor fragmentacion genética y pérdida de diversidad (Pecl et al., 2009; White et al., 2010).

Para integrar estos impactos en los planes de conservacidn, es necesario considerar umbrales de tolerancia
térmica especificos de la especie. Estudios han estimado que Megathura crenulata presenta una
temperatura maxima tolerada cercana a 27.7-28.1 °C (Re-Araujo et al., 2024), valores que representan un
limite critico para su supervivencia y reproduccidon en condiciones naturales. La exposicion prolongada a
temperaturas superiores a estos umbrales puede comprometer la conectividad genética y la capacidad

adaptativa de las poblaciones.

Ademas, la respuesta a eventos de temperatura extrema en especies filogenéticamente cercanas a M.
crenulata, como el abulén negro (H. cracherodii), puede ser una referencia para anticipar efectos
potenciales en M. crenulata. Estudios han demostrado que olas de calor causan estrés térmico severo y
mortalidad masiva en H. cracherodii, afectando su estructura genética mediante la reduccion del tamafo
efectivo poblacional y la fragmentacion del habitat (Burge et al., 2014). Estos impactos subrayan la
importancia de incluir la variabilidad genética y la conectividad en las estrategias de conservacién frente

al cambio climatico.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se detectaron variaciones morfoldgicas y fenotipicas de Megathura crenulata entre los diferentes sitios
analizados; registrandose tres fenotipos distintos de color de manto y cuatro de color de concha. No
obstante, no se detectd una relacién genotipo-genotipo. Se detectd una relacién alométrica entre el largo

y el ancho de la concha, y el fenotipo de manto no mostrd una relacién significativa.

El genoma mitocondrial de M. crenulata tiene una longitud de 16,788 pb y contiene 13 genes codificadores
de proteinas (PCGs), un total de 22 genes de ARN de transferencia, dos genes de ARN ribosémicos y una
region control de 454 pb. Adicionalmente, los distintos parametros evaluados apoyan la hipdtesis de una

expansidn poblacional posterior a la ultima glaciacion en el area estudiada.

Los analisis de estructura poblacional con marcadores mitocondriales no mostraron divergencia entre las
localidades. En cambio, los analisis con SNPs neutrales revelaron la presencia de tres unidades evolutivas
independientes: una correspondiente solo a Isla Guadalupe y potencialmente dos grupos costeros. El
primero incluye las localidades de por California, Ensenada, San Quintin, Isla San Jerénimo y Bahia
Asuncion y el segundo grupo, agrupa a Puerto Canoas y Punta Eugenia. Sin embargo, es necesario
aumentar el nimero de muestras por localidad y ampliar los sitios de muestreo para aclarar estas

diferencias.

Finalmente, futuros estudios podrian centrarse en evaluar los efectos del cambio climatico sobre la
conectividad genética y la adaptacién local de M. crenulata, asi como en investigar el papel de las
corrientes ocednicas en la dispersidn larval. Esta informacion permitira ajustar las estrategias de manejoy
garantizar asi la conservacion efectiva de la especie en un contexto de cambio ambiental global. En
conjunto, este estudio aporta conocimiento valioso sobre la lapa gigante, M. crenulata, y sienta las
primeras bases para su manejo y conservacién como un valioso recurso pesquero y acuicola estratégico

en la peninsula de Baja California.
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Anexos

Tabla 10. Secuencias de adaptadores (index) utilizados en la preparacién de librerias genémicas de ddRAD-Seq, de
acuerdo con el protocolo descrito por Peterson y colaboradores, 2012.

Nombre Identificador Secuencia

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATC-
GGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAA-
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTG-
TGACTGGAGTTCAGACGTGTGC

PCR2_ldx_2_CGATGT
PCR2_ldx_3_TTAGGC

PCR2_Idx_5_ACAGTG
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Figura 25. Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) de la matriz neutral de 1,112 SNPs de
Megathura crenulata para el andlisis de agrupaciones de siete localidades. a) DACP de siete localidades; b) Funcién
Discriminante 1: Separacion de Grupos del DACP de siete localidades; c) Criterio de Informacion Bayesiano (BIC)

indicativo del numero éptimo de agrupaciones.
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