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Resumen

El manejo de los recursos pesqueros requiere la identificacién de las poblaciones
(stocks) y su distribucién espacial. Sin embargo, los métodos tradicionales de
identificacion de stock, normalmente no consideran la estructura genética
poblacional, ni la potencial influencia de la seleccién natural como factor para
generar adaptaciones locales. No obstante, la amalgama de poblaciones y grupos
con adaptacion local (biocomplejidad), determina la capacidad de resiliencia y
prevalencia de los recursos marinos. La sardina monterrey (Sardinops sagax) se
distribuye a lo largo de la Corriente de California y dentro del Golfo de California, y
es parte de la pesqueria de pelagicos menores, la cual es llevada a cabo en la
costa occidental de la Peninsula de Baja California (PBC) y en el Golfo de
California (GC). La pesqueria de pelagicos menores es la mas relevante a nivel
nacional en términos de volumen. Diversas aproximaciones derivan en hipétesis
con la presencia de entre una (genética) a tres (fenotipos) poblaciones de sardina
monterrey en la region, lo que genera incertidumbre del niumero de stocks. El
presente estudio tuvo como objetivo identificar su estructura genémica poblacional
considerando los grupos con potencial adaptacion local. Se colectaron 139
muestras provenientes de las tres localidades (Ensenada, Bahia Magdalena vy
Guaymas), y se llevd a cabo el andlisis de su estructura neutral y adaptativa. En
total, se obtuvieron 5,166 marcadores tipo SNPs, de los cuales 4,881 fueron loci
neutrales y 8 se consideraron loci candidatos a seleccion (outliers). El analisis de
los marcadores neutrales indica una estructura de tipo panmixia, mientras que el
estudio de marcadores outliers sugiere la existencia de dos grupos con adaptacion
local, uno en la costa occidental de la PBC y el otro dentro del GC. Esto indica que
la hipotesis prevaleciente de tres stocks es resultado del efecto de la plasticidad
fenotipica. Asimismo, se brindan elementos para ser considerados por los

administrados en el plan de manejo del recurso.

Palabra clave: gendmica poblacional, SNPs, dd-RAD, Sardinops sagax.
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Summary

Fisheries management requires the accurate identification of populations (stocks)
and its spatial distribution. However, traditional methods in stock identification don’t
consider population genetic structure and the potential influence of natural
selection to promote local adaptation. Although, the amalgam of populations and
local adapted groups (biocomplexity) determines the resilience capacity and
prevalence. The monterrey sardine (Sardinops sagax) inhabits along the California
Current and the Gulf of California. It is part of the small pelagics fishery, performed
at the west coast of the Baja California Peninsula (BCP) in the Gulf of California
(GC). The small pelagic fishery represent the most important fishery by catch
volume in Mexico. There are several hypothesis of the number of populations of
monterrey sardine from one (genetic) to three (phenotypic) raising concern about
the real stock composition. The aim of this study was to determine the genomic
population structure considering groups with potential local adaptation. Samples
(139 organisms) were used from three localities (Ensenada, Bahia Magdalena and
Guaymas) for neutral and adaptive population structure analysis. A total of 5,166
SNPs markers were obtained, of which 4,881 were considered as neutral loci and
eight as candidate adaptive loci (outliers). Neutral markers obtained suggested a
panmictic population structure, while the study of outliers markers suggest the
existence of two groups with local adaptation, one in the west coast of the BCP
and other one inside the GC. Results indicate that the prevailing hypothesis of
three stocks is result of phenotypic plasticity rather than population structure.
Furthermore, this research give insights to be considered for stakeholders in the
management plan of the fishery.

Keywords: population genomics, SNPs, dd-RAD, fisheries, Sardinops sagax.
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1. INTRODUCCION

La gendmica poblacional estudia las variaciones a nivel del genoma completo de
las especies, esto permite diferenciar entre las poblaciones que las conforman. Se
diferencia de la genética poblacional debido a que explora una mayor cobertura
del genoma, esto permite la deteccion de un mayor numero de loci, sin limitarse a
aquellos de naturaleza neutral, sino que también es posible identificar loci
adaptativos u outliers, los cuales potencialmente se encuentran bajo influencia de
la seleccion natural, esto permite establecer una asociacion entre la distribucion
geografica de las poblaciones y las variables ambientales a las que estan sujetas
(Luikart et al., 2003). Por esta razon, la gendémica poblacional ha sido
implementada en estudios con especies marinas, ya que al no existir barreras
fisicas que impidan el entrecruzamiento de los individuos, las barreras que limitan
el flujo genético pueden depender de su capacidad de adaptarse a las condiciones
ambientales del medio en el que se desarrollan (Waples, 1998; Baldwin, 2012;
Stanley et al., 2018; Teske et al., 2019).

Este es el caso de la sardina monterrey (Sardinops sagax), un pez pelagico
pequeno que se caracteriza por realizar largas migraciones en un amplio rango de
distribucion a lo largo de la costa norteamericana en el Océano Pacifico y dentro
del Golfo de California (Culley, 1971; Parrish, 1989), y que, ademas de tener un
papel ecolégico importante en las redes troficas, es un recurso pesquero muy
valioso para Canada, Estados Unidos, y particularmente en México, donde el 60%
de la produccion total en pesquerias esta soportada por pelagicos menores, entre

los cuales la sardina monterrey es la mas abundante (Martinez-Porchas, 2007).

La importancia de la sardina como recurso pesquero ha despertado el interés por
entender la dinamica poblacional de la especie, de tal manera que la delimitacién
de sus poblaciones permita establecer stocks pesqueros y medidas de manejo
adecuadas para su aprovechamiento. Sin embargo, pese a las diversas

metodologias que se han venido utilizando con esta finalidad (Baldwin et al.,



2012), ya desde las primeras décadas del siglo XX, no se ha podido establecer un
acuerdo sobre el numero de unidades poblacionales (stocks) de sardina monterrey
que existen a lo largo de su distribucion. A pesar de las diversas aproximaciones
para la definicion de stocks en la region como estudios de morfometria (Felix-
Uraga, 2005; Cruz-Aglero y Garcia-Rodriguez, 2005), analisis de capturaras y
temperatura (Felix-Uraga, 2015) y marcadores moleculares (Hedgecock et al.,
1989; Lacomte et al., 2004; Gutiérrez-Flores, 2007; Garcia-Rodriguez et al., 2011),
ha derivado en resultados discrepantes e incertidumbre acerca de si, las
conclusiones son producto del efecto de la variacion fenotipica y no poblaciones

aisladas reproductivamente.

Otra incertidumbre asociada a los estudios con marcadores moleculares aplicados
a este recurso (aloenzimas, ADNmt, microsatélites), es que no han contado con la
suficiente resolucion para detectar niveles sutiles de diferenciacion genética, y no
se ha considerado la diversidad adaptativa para entender la composicién espacial
de la diversidad genémica de este recurso pesquero (Hedgecock et al., 1989;

Lacomte et al., 2004; Garcia-Rodriguez etal., 2011).

Existen evidencias en oftras regiones del mundo que el enfoque gendmico
poblacional puede brindar una mayor precision en la identificacion de stocks de
pelagicos menores (Lamichhanet et al., 2012; Corander et al., 2013; Le Moan et
al., 2016; Guo et al., 2016). Por esta razdn, la gendémica poblacional podria ser
una alternativa que brinde resultados mas precisos de la caracterizacion espacial

de la(s) poblacién(es) (stock(s)) de sardina monterrey a lo largo de su distribucién.

El presente estudio sobre la gendmica poblacional de la sardina monterrey, se
realiza con la finalidad de inferir la estructuracién genética neutral y con potencial
adaptativo entre individuos de diferentes localidades dentro y fuera del Golfo de
California, asi como identificar las variables ambientales asociadas que delimitan

su distribucion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Concepto de poblacion y stock

El concepto de poblacién es crucial por las implicaciones que tiene como unidad
biolégica en términos ecoldgicos, evolutivos y de conservacion, sin embargo, es
dificil llegar a un acuerdo que defina la palabra en términos cuantitativos, de tal
forma que pueda aplicarse por igual en las distintas areas del conocimiento, de las
cuales es objeto de estudio, lo que dificulta comparar los resultados de los
diversos analisis (Waples y Gaggiotti, 2006). Sin embargo, el uso de marcadores
moleculares y el desarrollo de nuevos métodos estadisticos favorecen el estudio

de las poblaciones, su identificacion y delimitacion.

Existen diversas metodologias para llevar a cabo la identificacion de stocks, como
el estudio de su historia de vida (densidad, abundancia), analisis morfolégicos
(morfometria, meristica, estructuras calcareas), sefalizacion ambiental (marcas
bioldgicas, composicion de otolitos, perfil de acidos grasos), analisis genéticos
(morfologia de cromosomas, aloenzimas, marcadores de ADN mitocondriales y
nucleares) y marcas aplicadas (marcaje interno/externo, marcaje electronico)
(Cadrin et al.,, 2014). La eleccion de la metodologia mas adecuada para la

identificacion de stocks dependera del panorama bajo el que éste se defina.

Los esfuerzos por llegar a un acuerdo respecto a la definicion del concepto de
stock, se remontan al siglo XIV ante la necesidad de delimitar aquellas
poblaciones o grupos de individuos que sean de interés como recursos
aprovechables, y por lo tanto, requieran la aplicacion legal de medidas de manejo
(Booke, 1999). Sin embargo, no fue sino hasta 1980 que se llevo a cabo el primer
simposio internacional (Stock Concept International Symposium), que tuvo como

objetivo establecer una definicion formal que pudiese aplicarse de manera



universal en las diversas lineas de investigacion que tienen al stock como objeto
de estudio (Dizon et al., 1992; Booke, 1999).

Entre las ideas compartidas en el simposio, destacan las propuestas por Booke
(1981), quien enfatiza en que la correcta delimitacion de los stocks requiere hacer
uso de marcadores cuantificables que, independientemente de su naturaleza, se
conserven sin mayor variacion en el tiempo para todas sus aplicaciones. En este
sentido, el autor reconoce que los marcadores empleados en la identificacién de
stocks seran mas confiables si son basados en ADN, lo que le lleva a definir el
concepto de stock desde el punto de vista genotipico, como una poblacion de
peces que se encuentra bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, de tal forma que sus
frecuencias génicas permanecen constantes. El concepto de stock propuesto por
Booke es similar a las definiciones dadas por otros autores bajo el punto de vista
de la genética (Larkin, 1972; Hozel y Dover, 1989), y que poco después fue usado

por Sinclair (1988) para definir lo que es una poblacién local.

Ademas, si la caracterizacion genotipica no es posible, Booke propone definir el
stock bajo el concepto fenotipico, como un grupo o poblacion que mantiene
caracteristicas que se expresan de acuerdo al ambiente que habiten. Este
concepto fue empleado por primera vez por Heincke (1898) para hacer distincion
entre grupos de la anchoveta (Clupea harengus), y mas tarde en el salmén del
pacifico (Oncorhynchus gorbuscha) por Ricker (1972) mediante analisis meristicos
y morfométricos, sin embargo, el uso de marcadores fenotipicos podria derivar en
una incorrecta identificacién de los stocks si no se tiene el entendimiento respecto

a la forma en que se heredan dichas caracteristicas (Booke, 1999).

El presente trabajo se desarrolla bajo el concepto genético de stock propuesto por
Booke (1981), y ademas contempla la evaluacién de loci outliers para intentar

elucidar grupos con potencial adaptativo como se explica en la siguiente seccion.



2.2 Genémica poblacional

La gendmica poblacional estudia las variaciones del genoma completo en los
organismos con la finalidad de entender el efecto de la microevolucion en la
historia de vida de sus poblaciones (Luikart, 2003). El grado de divergencia
geneética entre los individuos de una misma especie varia en las distintas regiones
del genoma, ya que éstas se encuentran conservadas en mayor o menor medida,
por lo que la gendmica poblacional se basa en el analisis de un gran numero de
loci (en el rango de cientos de miles e incluso millones) distribuidos a lo largo de
todo el genoma, de manera que permite no sélo identificar marcadores neutrales
correspondientes a las regiones gendmicas que soélo se ven afectadas por los
efectos de la migracion, mutacién y deriva génica, sino también las regiones que
se consideren loci outliers, es decir, que de presentar una diferencia significativa
entre sus frecuencias alélicas esperadas contra las observadas se considere la
probabilidad de que estén bajo el efecto de la seleccion natural y en consecuencia
se encuentren ligados a caracteres que determinen su capacidad de adaptacion al
medio en el que viven de acuerdo a las variables ambientales que le caractericen
(Luikart, 2003). A estos loci se les conoce comunmente como outliers o loci

adaptativos (Ruggeri et al., 2015).

Las librerias gendmicas de baja representacion (RAD, ddRAD, 2bRAD, GBS)
acopladas a las herramientas de secuenciacion masiva, posibilita la identificacion
de miles de marcadores moleculares tipo Polimorfismos de un Sélo Nucleétido o
SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (Davey, 2011). Los SNPs se encuentran
tanto en regiones codificantes como no codificantes a lo largo del genoma, son de
caracter codominante y tienen la ventaja de que pueden ser utilizados en diversas

especies, aun sin tener un genoma de referencia (Morin, 2004; Schitterer, 2004).

Estudios de gendmica poblacional se han llevado a cabo en diversas especies de
peces marinos alrededor del mundo, detectando niveles divergencia poblacional

en algunos casos donde previamente no se habian detectado (Milano et al., 2014;



Hecht et al., 2015; Guo et al., 2016; Carreras et al., 2017; Zhao et al., 2018).
Inclusive, otros estudios encuentran homogeneidad genética en la parte neutral
del genoma (elevado flujo), pero detectan niveles significativos de divergencia
poblacional con marcadores outliers (candidatos a seleccion), lo que posiblemente
implica una papel preponderante de la seleccién natural como modelador de la
diversidad genémica (André et al., 2011; Bekkevold et al., 2015; Cure et al., 2016;
Ruggeri et al., 2016). Tanto en los estudios donde se encuentra diferenciacion en
la parte neutral y adaptativa, asi como en aquellos donde sdlo se encuentra en la
parte adaptativa del genoma, los loci candidatos a seleccion se asocian a
gradientes ambientales, principalmente respecto a los parametros de temperatura
superficial, salinidad, o ambos (Milano et al., 2014; Guo et al., 2016; Ruggeri et al.,
2016; Zhao et al., 2018).

2.3 Gen6émica poblacional en pesquerias

Los estudios poblacionales de genoma completo se han vuelto de particular
interés ante el reconocimiento de que los andlisis limitados a las regiones
neutrales del genoma, permiten muy poco entendimiento del efecto adaptativo al
cambio ambiental sobre la micro-evoluciéon, que en especies sujetas al
aprovechamiento comercial es influenciada también por la seleccion deliberada de

los fenotipos/genotipos deseados (Nielsen et al., 2009).

La gendémica se ha convertido en una valiosa herramienta en el estudio de las
pesquerias, ya que nos permite entender la biocomplejidad de las poblaciones o
sistemas que son objeto de estudio, es decir, de qué manera interactuan los
factores biolégicos, demograficos y ambientales para determinar el potencial de
resiliencia de las especies, y determinar asi, cuales son las medidas requeridas

para asegurar un manejo sustentable del recurso (Ruggeri et al., 2016).



2.4 Genomica en pelagicos menores

Las pesquerias de pelagicos menores son de importancia a nivel mundial debido a
los grandes volumenes de captura que se obtienen de esta actividad derivados de
los tamarios poblacionales grandes que regularmente se observa en este tipo de
especies. Sin embargo, esta y otras caracteristicas como los movimientos
migratorios estacionales que realizan y las fases pelagicas durante el desarrollo
larvario, dificultan la deteccion de una diferenciacién genética, y en consecuencia
la identificacion de sus stocks, asi como el establecimiento de medidas de manejo

adecuadas para su aprovechamiento (Guo et al., 2016).

El arenque del atlantico (Clupea harengus) es una especie de pez pelagico que se
caracterizaba por la ausencia de diferenciacion poblacional entre las distintas
regiones geograficas en las que se distribuye al llevar a cabo estudios con
marcadores genéticos neutrales, sin embargo, en el ano 2012 fue propuesta como
especie modelo en estudios de gendmica poblacional en pelagicos menores por
Lamichhaney et al. (2012), al utilizar un mayor numero de marcadores tanto

neutrales como candidatos a seleccion.

En sus resultados, encuentran que el analisis neutral del genoma soporta la
hipotesis de homogeneidad genética propuesta anteriormente por otros autores,
sin embargo, al enfocarse en un reducido grupo de marcadores outliers,
observaron una diferenciacion entre dos regiones caracterizada por presentar
distintos niveles de salinidad: la region del Atlantico y la regién del Mar Baltico,
pero no encuentran una diferenciacion significativa entre las localidades

muestreadas que se incluyen dentro de cada una de estas regiones.

Los resultados de este estudio son relevantes pues soportan lo propuesto por
Lineo (1761), quien consideré al arenque del Mar Baltico como una subespecie

(Clupea harengus membras) del arenque del Atlantico (Clupea harengus) en base



a las distintas caracteristicas morfolégicas que presentan, pues la subespecie del

Mar Baltico es de menor tamarfio y presenta un menor contenido de grasa.

Anos mas tarde, estos resultados fueron confirmados por Guo et al. (2016) al
realizar un estudio que comprendié las mismas regiones geograficas, pero incluia
un mayor numero de localidades y de marcadores genomicos, donde no se
encontraron niveles significativos de diferenciacién con marcadores neutrales,

pero si con marcadores adaptativos.

Otro ejemplo de pelagicos menores de importancia comercial en los que se han
llevado a cabo estudios de diferenciacion genémica poblacional es la anchoveta
europea (Engraulis encrasicolus). Le moan et al. (2016) comprobaron la hipétesis
propuesta anteriormente con base a datos morfolégicos sobre la existencia de dos
ecotipos distintos (uno costero y otro marino), identificados para esta especie en el
Océano Atlantico y el Mar Mediterraneo utilizando marcadores gendmicos
neutrales y adaptativos. Los dos ecotipos se caracterizaron por habitar en
regiones con una marcada heterogeneidad ambiental. Posteriormente, Catanese
et al. (2017) corroboraron este hallazgo al repetir el estudio abarcando una mayor

area geografica.

2.5 Sardina monterrey

La sardina monterrey (Sardinops sagax) también conocida como sardina del
Pacifico o de California es un pez pelagico pequefo que realiza grandes
migraciones a lo largo de su distribucién en la costa del Océano Pacifico, que
abarca desde el sureste de Alaska hasta la Peninsula de Baja California, y el
interior del Golfo de California (Culley, 1971; Parrish, 1989). La sardina monterrey
tiene un papel ecolégico importante, ya que al desplazarse a lo largo de una

amplia area geografica sirve como alimento a diversas especies de peces, aves y



mamiferos marinos. Ademas, la sardina representa un recurso pesquero relevante

para Canada, Estados Unidos y México (Martinez-Porchas, 2007).

El aprovechamiento de la sardina monterrey se remonta a las primeras décadas
del siglo XX en Canada y Estados Unidos, la cual comercializaban en su
presentacion enlatada. En esos paises, la pesca de sardina empezd a disminuir
durante los afios 40's hasta desaparecer (Martinez-Porchas, 2012), lo que
despertd el interés cientifico por entender las causas de este colapso (Radovich,
1982). Una de las hipdtesis mas aceptadas en ese momento sugeria una potencial
sobreexplotacién en la zona (Radovich, 1982). Sin embargo, al estudiar los
sedimentos depositados en el fondo marino (correspondientes a restos antiguos
de huesos, otolitos y escamas), determinaron que la abundancia y presencia de la
sardina habia presentado fluctuaciones importantes durante los ultimos dos siglos,
cuando la pesqueria de sardina no era implementada aun, y registréo al menos una
docena de colapsos en casi 2000 afios (Soutar e Isaacs, 1969). A raiz de esto,
surge la necesidad de investigar mas la dinamica poblacional de la especie, con la
finalidad de entender los procesos que determinan sus caracteristicas
demograficas, y usar este conocimiento como herramienta para establecer
mejores medidas de manejo para el aprovechamiento del recurso (Martinez-
Porchas, 2007). Desde entonces, se han empleado diversas metodologias en el
intento de dilucidar la cantidad de stocks de sardina disponibles a lo largo de su
distribucion. A raiz de estos estudios, surge una gran polémica en cuanto al
numero de stocks existentes, las inferencias van desde la existencia de una sola
poblacién hasta tres grupos poblacionales diferentes (Hubbs, 1925; Hedgecock,
1989; Felix-Uraga et al., 2004; Felix-Uraga, 2005; Cruz-Aguero y Garcia-
Rodriguez, 2005).

2.5.1 Identificacion de stocks de sardina monterrey
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Desde los inicios de la pesqueria de sardina, se reconocia la existencia de sélo
una poblacién a lo largo de toda su distribucién (Hubbs, 1925). Los primeros
estudios realizados con el proposito de encontrar diferenciacion que sugiriera la
posible existencia de dos o mas poblaciones, se basaron en diferencias meristicas
y morfométricas asociadas a la variacion de la temperatura a lo largo del rango de
distribucion de la especie. Tomando como base que en peces el numero de
vértebras esta determinado por la temperatura del medio, Hubbs (1925) realizé un
conteo total de vértebras para diferenciar grupos de sardinas cuya distribucion a lo
largo de la costa de California, E.U.A., considera dos regiones con dos localidades
cada una, la primera, en la parte central de California comprende la Bahia de San
Francisco y la Bahia de Monterey, mientras que la segunda, con una ubicacion
mas surefia, incluye San Pedro y San Diego. En este estudio, pese a encontrar
diferencias significativas respecto al numero de vértebras que presentan los
individuos de ambas regiones, el autor menciona que las diferencias entre los
individuos de las localidades surefias son aun mas significativas, por lo que se
concluye, que no puede asumirse una distincion real entre las dos regiones

contempladas en el estudio, pero tampoco puede negarse.

Esta metodologia fue empleada nuevamente por Clark (1947) en un estudio
poblacional que incluy6 individuos colectados en distintas localidades a lo largo de
la distribucion total de la especie repartidas en cinco regiones: Noroeste del
Pacifico (Sur de Alaska-Oregon), California (Bahia de Humboldt-San Diego), Norte
de la Peninsula de Baja California (frontera entre México y Estados Unidos-Punta
San Eugenio), Sur de la Peninsula de Baja California (Bahia Magdalena) y el Golfo
de California, que incluye ademas, Cabo San Lucas, en Baja California Sur, donde
se determiné que las sardinas encontradas desde Columbia Britanica, en Canada,
hasta Punta San Eugenio en B.C.S., México, se componen de una mezcla de
poblaciones que posiblemente utilicen las localidades dentro de ese rango para el
desarrollo de las etapas juveniles, de tal forma que, la mayor contribucion a la

poblacién provienen del grupo de California y el Norte de la Peninsula de Baja
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California. Ademas, sugiere que las sardinas que habitan al sur de la Peninsula de
Baja California y al interior del Golfo de California posiblemente conforman un
grupo independiente cuyo aporte a las poblaciones nortefias seria escaso o nulo.
Este Ultimo supuesto, es soportado posteriormente por diversos autores en
estudios donde se compararon las tallas de los organismos colectados con
respecto a su edad, encontrando diferencias entre aquellos capturados en
localidades nortefias con respecto a las del sur, siendo estos ultimos mas
pequenos que los primeros a edades similares (Phillips, 1948; Vrooman, 1964;
Hedgecock, 1989).

Félix-Uraga et al. (2004) realizaron un estudio con base a los volimenes de
captura y temperaturas registradas durante los afios 1981-2002 en cuatro
localidades diferentes (San Pedro, Ensenada, Isla Cedros y Bahia Magdalena).
Sus resultados sugieren la existencia de tres poblaciones de sardina separadas
por barreras térmicas distribuidas a lo largo de la Corriente de California y dentro
del Golfo de California, y suponen ademas, que las tres realizan migraciones hacia
el norte en verano y hacia el sur durante el invierno. Esta hipotesis sobre la
presencia de tres poblaciones es soportada un afo después en dos estudios
diferentes mediante el analisis morfométrico de otolitos (Felix-Uraga, 2005; Cruz-

Aguero y Garcia-Rodriguez, 2005).

Ante la hipotética existencia de tres poblaciones diferentes de sardina que
presentan variaciones fenotipicas entre ellas y viven bajo la influencia de
gradientes de temperatura a lo largo de su rango de distribucion, surge la
necesidad de incursionar en la busqueda de diferenciacion a nivel genético. Los
primeros en evaluarlo fueron Sprague y Vrooman (1962) mediante el estudio de
reacciones cruzadas de antigenos de eritrocitos llevado a cabo en sardinas
provenientes de ocho localidades que van desde Monterey, California hasta Bahia
Magdalena, B.C.S., donde sugieren la existencia de al menos dos poblaciones de
sardina monterrey, una nortefia que comprende cinco localidades: Monterey,

Bahia Morro, San Pedro, San Diego y Ensenada, pudiendo desplazarse al sur
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hasta la Bahia de San Quintin, B.C.S., y una surefia que incluye las localidades
San Sebastian Vizcaino y Bahia Magdalena, pudiendo llegar hasta San Diego,

California, como limite norteno de su distribucion.

Sin embargo, dos décadas después (Hedgecock et al. 1989) implementaron por
primera vez el uso de aloenzimas como marcadores moleculares para estudiar la
genética poblacional de la sardina monterrey en dos areas geograficas dentro de
su distribucion, California (Bahia Tomal, Bahia Monterey, Playa Huntington y San
Pedro) y México (Bahia Magdalena, B.C.S. y Guaymas, Sonora), donde no se
detectd un grado de diferenciacion significativo entre las localidades ni regiones
comprendidas como para suponer la existencia de mas de una poblacién, y
propone que las diferencias morfolégicas encontradas anteriormente por otros
autores son evidencia de la alta plasticidad fenotipica de la especie y no de una
verdadera diferenciacion genética. Esta idea fue respaldada afios después por
diversos autores al analizar secuencias mitocondriales correspondientes a la
region control (Garcia-Rodriguez, 2011), los genes citocromo b (Lacomte et al.,
2004), NAD5 y NADG6, ademas de marcadores de tipo microsatélite (Gutiérrez-
Flores, 2007).

Las evidencias de estudios gendmico poblacionales aplicados a pelagicos
menores anteriormente mencionados, soportan la posibilidad de detectar niveles
sutiles de diferenciacién genética, tanto neutral como adaptativa, y permiten poner
a prueba las hipotesis actuales del numero de stocks de sardina monterrey en el
noroeste de Meéxico. Por lo tanto, este estudio tiene como finalidad utilizar
marcadores gendomicos para identificar una estructuracion poblacional en la
especie, ya sea neutral y/o adaptativa, que delimite los stocks establecidos para la

region.
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3. JUSTIFICACION

En México, la pesqueria de pelagicos menores representa la mayor proporcién
(37%) de las capturas totales de todas las pesquerias en el pais, y se lleva a cabo
a lo largo del Golfo de California y el litoral del Océano Pacifico. El destino de las
capturas de estos organismos no se limita al consumo humano, sino que también
se utiliza en la produccion de alimento para animales domésticos y carnada en los
diferentes tipos de pesca, lo que involucra la generacion de hasta 5,000 empleos
directos y casi la misma cantidad de indirectos (SAGARPA, 2014). Entre las
especies objetivo de esta pesqueria, la sardina monterrey es la especie mas

importante (Cisneros-Mata et al., 1991) al representar el 54.8% de las capturas.

Al ser un recurso tan importante para el pais en términos alimenticios, econémicos
y sociales, es necesario identificar con certeza los stocks existentes dentro del
rango distribucién de la especie con el propdsito de implementar medidas de
manejo que aseguren la sostenibilidad de la pesqueria y evitar la

sobreexplotacion.

En este sentido, la gendmica poblacional podria ofrecer soluciones a la definicion
de stocks que, pese a que se ha venido abordando con diversas metodologias
desde las primeras décadas del siglo pasado, los resultados obtenidos no han sido

concluyentes.
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4. HIPOTESIS

Dado que los estudios poblacionales llevados a cabo en la sardina monterrey
(Sardinops sagax) no han encontrado pruebas de diferenciacion genética, pese a
observar una marcada heterogeneidad fenotipica asociada a la diversidad
ambiental de la regidén en la que se distribuye, se espera encontrar evidencia de
alto flujo genético poblacional sin descartar la deteccion de niveles de divergencia
adaptativa que expliquen la diferenciacién morfolégica detectada previamente bajo

la luz de la plasticidad fenotipica.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Delimitar los stocks de sardina monterrey (Sardinops sagax) existentes en la costa

oeste de la Peninsula de Baja California y al interior del Golfo de California.

5.2 Objetivos Especificos

Determinar la estructura poblacional neutral de la sardina monterrey en la costa

oeste de la Peninsula de Baja California y al interior del Golfo de California.

Determinar la estructura con potencial adaptativo de la sardina monterrey en la

costa oeste de la Peninsula de Baja California y al interior del Golfo de California.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Trabajo de campo

El muestreo de organismos se llevo a cabo en dos localidades dentro del Golfo de
California pertenecientes al estado de Sonora (Guaymas) y dos mas en la costa
noroeste del Océano Pacifico (Ensenada, B.C. y Bahia Magdalena, B.C.S.)
(Figura 1). La colecta consistio en una muestra de tejido de aproximadamente 1
cm? preservada en etanol al 96% para su traslado al laboratorio en microtubos con

tapa de rosca.
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Figura 1. Mapa de las localidades de muestreo para el presente estudio.

Se obtuvo una muestra de un total de 184 organismos de los cuales n = 47

proceden del puerto de Ensenada, B.C., n = 60 de puerto Bahia Magdalena, La
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Paz, B.C.S. y el resto (n= 74) fueron colectadas en cinco lances diferentes dentro

del Golfo de California.

6.2 Trabajo de laboratorio

6.2.1 Extraccion de ADN

Se procesaron entre 10 y 20 mg de tejido usando el método Cloroformo-Alcohol
Isoamilico 24:1 de Sambrook y Russell (2001). EI ADN recuperado fue
cuantificado por fluorometria mediante Qubit 4 (Thermo Scientific®).
Posteriormente, se evalu6é la calidad del ADN mediante electroforesis en gel de
agarosa-synergel al 1% utilizando 5 pl de cada muestra, se emple6 SYBR Gold
como intercalante para su visualizacion en un fotodocumentador ChemiDoc™
(Bio-Rad).

6.2.2 Elaboracion de librerias

Se llevd a cabo mediante la técnica de Secuenciacion de ADN Asociado a la
Restriccion de Doble Digestion (dd-RADseq por sus siglas en inglés), descrita por

Peterson et al. (2012) con algunas modificaciones.

Digestion

Se digiri6 el material genémico, previamente extraido, con dos enzimas de
restriccion, EcoRIHF (5-G/AATTC-3’) y Mspl (5°-C/CGG-3’), para obtener
fragmentos de menor tamafo. Cada reaccion de digestion se llevd a cabo en un
volumen total de 30 pl, conteniendo 500 ng de ADN, 10 U totales de cada enzima

de restriccion, 1X Buffer CutSmart® (Acetato de Potasio 50 mM, Tris-acetato
20mM, Acetato de Magnesio 10 mM, BSA 100 pg/ml, pH 7.9) y 0.1X buffer TE
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(Tris-HCI 10 mM ph 8.0, EDTA 0.1 mM). La reaccion se llevo a cabo a temperatura

ambiente por doce horas para asegurar la digestiéon del material genético.
Purificacion de ADN con perlas

Los productos de la digestion se purificaron con 1.5X AMPure XP Beads
(Beckaman Coulther®), realizandose dos lavados con 150 ul etanol grado

molecular al 70% y siendo finalmente eluidos en 30 uyl de 0.1X TE.
Ligacion de adaptadores

De acuerdo a la técnica de dd-RADseq, se emplearon dos diferentes adaptadores
denominados P1 y P2. El adaptador P1 es complementario al corte de la enzima
EcoRl y contiene una secuencia corta de ADN llamada barcode (cddigo de barra)
que permite la identificacion de los individuos dentro de un pool. El adaptador P2
es complementario al corte de la enzima Mspl y se empleé para todos los
individuos.

La ligacion de los adaptadores a los fragmentos de ADN se realizé en reacciones
con un volumen total de 40 pl dentro de los cuales se incluyen: ADN previamente
digerido (500 ng) y purificado, 2 yM de Adaptador P1 y 1X Master Mix de Ligacion
(1X Buffer T4 Ligasa, 100 U T4 ADN Ligasa, 0.1 yM Adaptador P2). La reaccion
fue incubada por doce horas a temperatura ambiente y finalmente inactivada a 65
°C por diez minutos. Una vez ligados los adaptadores, se realizd una segunda
purificaciéon con perlas, para eliminar los adaptadores no ligados, siguiendo el

protocolo antes descrito.

Para corroborar que la ligacién fue exitosa, se llevd a cabo una reaccion de PCR

utilizando los iniciadores Primer  llumina Forward: PCR1 (5'-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACG-3)) y
Primer llumina Reverse: PCR2_ldx_1_ATCACG (5'-

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
C-3’). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 12.5 pl

que contiene 1 pl de ADN ligado purificado, 1X de ADN Polimerasa GoTag® (1X
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Buffer Green GoTag® pH 8.5, dNTPs 200 yM, MgCl> 1.5 yM) y 0.8 mM de cada
primer. El programa de PCR se llevé a cabo en un termociclador Biorad T100 bajo
las siguientes condiciones: 94 °C, 2 min (1 ciclo), 94 °C por 30s, 60 °C por 30s, 72
°C por 45s (20 ciclos) y un ciclo a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR se
visualizaron en gel de agarosa-synergel al 2% utilizando 5 ul por cada muestra. El
gel fue tedido con SYBR gold para su visualizacion en un fotodocumentador
ChemiDoc™ (Bio-Rad), se consideré que la ligacion fue exitosa en aquellas

reacciones donde se observo un barrido en el gel.
Elaboracion de los Pools

Una vez corroborada la correcta ligacion de los adaptadores, los productos
purificados de la ligacion se cuantificaron en Qubit 4 (Thermo Scientific®).
Posteriormente, se prepararon pools de 48 individuos usando 30 ng de ADN de

cada individuo.

Posteriormente, se llevd a cabo una purificacion con perlas para concentrar cada
pool, usando una proporcion de 1.5X AMPure XP Beads con respecto al volumen
del pool, llevando a cabo un solo lavado con 500 ul de etanol al 70% y eluyendo
en 30 ul de 0.1X TE. De cada pool se seleccionaron aquellos con fragmentos de

376 pb + 50 mediante Pippin Prep™ (Sage Science).
Enriquecimiento de fragmentos y adicion de index

Para diferenciar entre pools, se hizo una amplificacién de PCR usando un cebador
PCR2_ldx_1_ATCACG (index) complementario al adaptador P2. La reaccion de
PCR se llevd a cabo en un volumen final de 20 ul por reaccion, conteniendo: 3 ul
ADN de pool previamente purificado, 1X Buffer Phusion HF, 0.4 uM dNTPs, 0.5
MM Primer llumina F (PCR1), 0.5 uyM Primer llumina R (Tabla I) y 0.5 U de
polimerasa TAQ Phusion ADN polymerase (NEB®). Las condiciones de PCR
consistieron en: 94 °C por 2 min (1 ciclo), 94 °C por 30s, 60 °C por 30s, 72 °C por
45s (10 ciclos). Los productos de amplificacién se purificaron con AMPure XP

Beads y los productos purificados se separaron por electroforesis en gel de
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agarosa al 2% utilizando 5 pl de cada muestra, posteriormente fue emple6 SYBR
gold para visualizarlo en un fotodocumentador ChemiDoc™ (Bio-Rad). El tamafio
de los fragmentos obtenidos fue ~475 pb (300 pb ADN + 76 pb de barcodes + 53
pb PCR2+ 46 pb PCR1index).

Los pools enriquecidos fueron cuantificados con Qubit 4 (Thermo Scientific®) para
combinarlos a una concentracion de ~0.5 ng/ul, dando lugar a la libreria final. Esta
libreria se concentr6 nuevamente utilizando perlas AMPure XP Beads en una
proporcion 1.5X con respecto al volumen de la libreria final, se realizaron dos
lavados con etanol al 70% para finalmente eluir en un volumen de 30 pl de 0.1X
TE. Las librerias finales fueron enviadas a Novogene® (EE.UU.) para ser
secuenciadas en un secuenciador llumina Hiseq X con lecturas pareadas de 150
pb.

6.3 Analisis de informacion

6.3.1 Filtrado de datos de secuenciacion

Las secuencias crudas obtenidas fueron filtradas con el pipeline Stacks 2.2
(Catchen et al. 2011), para la identificacion de marcadores SNPs y la construccion

de loci a partir de secuencias cortas.

Los datos crudos de la libreria, comprimidos en formato FASTQ, fueron
demultiplexados. Para esto, se ejecutd el programa process_radtags, que
reconoce la secuencia barcode en cada fragmento y las agrupa de acuerdo al
individuo al que pertenecen. Simultdaneamente, se eliminaron las secuencias de
baja calidad de acuerdo al Phred score (< 10). Posterioremtne, los individuos que
retuvieron menos de 750,000 lecturas fueron eliminados para los pasos

posteriores.
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Una vez que las secuencias se ordenaron por muestra, se llevd a cabo la
deteccion de alelos y ensamble de loci utilizando el programa denovo_map.pl,
que no requiere un genoma de referencia. El programa se divide en cinco
componentes que se ejecutan de manera individual, los primeros dos estan
controlados por parametros que requieren ser optimizados para cada conjunto de
datos en especifico. El primer componente (ustacks) se encarga de la
identificacion de SNPs y construccion de loci a nivel de los individuos y esta regido
por dos parametros principales, el parametro —m corresponde a la profundidad de
cobertura y nos indica el numero de secuencias idénticas que se requieren para
formar los alelos putativos, mientras que el parametro —M hace referencia al
nimero maximo de diferencias puntuales permisibles entre dos alelos para
conformar un loci putativo, para este trabajo se asignd un valor de 3 para ambos
parametros (-m 3 —M 3). El segundo componente (cstacks) crea un catalogo que
incluye los alelos y loci presentes en toda la poblacién de acuerdo a lo detectado
en las muestras individuales. Para esto, se especific6 mediante el parametro —n =
4, el cual, es el numero de diferencias puntuales permisibles entre las secuencias

de dos individuos para ser consideradas parte del mismo loci en la poblacién.

Para calcular la  diversidad genética poblacional (heterocigosidad
observada/esperada, diversidad nucleotidica, indice de fijacién) se empled el
programa -populations que calcula parametros de diversidad genética
poblacional para cada sitio nucleotidico. Para estos analisis, se tomo6 en cuenta
sblo el primer SNP de cada locus especificando la opcidén --write_single_snp,
ademas se considerd que la frecuencia del alelo menor debia ser de al menos 5%
(-min_maf > 0.05) y que un locus debe encontrarse en al menos el 80% de los
individuos para ser considerado como tal dentro de una misma poblacién (-r =
0.8), ademas de encontrarse presente en la totalidad de las poblaciones que
contempla el estudio (-p = 3). Por ultimo, se empled el programa VCF tools v.3.0
(Danecek et al. 2011) para identificar y descartar a los individuos que tuviesen una

pérdida de informacion mayor al 20%.
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6.4 Analisis de datos gendmico poblacionales

6.4.1 Deteccion de outliers

La deteccion de marcadores candidatos a seleccion (o loci outliers) se llevé a cabo
mediante dos aproximaciones diferentes con los programas ARLEQUIN 3.5
(Excoffier and Lischer, 2010) y BayeScan (Foll y Gaggiotti, 2008).

Para este fin, ARLEQUIN ejecuta simulaciones coalescentes sobre los valores
especfficos de Fsr observados para cada locus, que puedan ser o no candidatos a
outliers de acuerdo a los valores globales de Fst observados. Esta aproximacion
asume un modelo jerarquico de islas y se llevd a cabo bajo los parametros
predeterminados sugeridos por el programa que consiste en 100,000 simulaciones
y 100 repeticiones por grupo. En este caso, se consideraron como marcadores

outliers aquellos que presentan una distribucion de Fst con un valor de p < 0.01.

Por otro lado, Bayescan utiliza un método bayesiano (Beaumont y Balding 2004)
que descompone los coeficientes de Fsr en un componente locus especifico,
denominado alfa y uno especifico poblacional, llamado beta. Los valores positivos
de alfa indican una seleccion positiva para un locus en especifico. Este analisis se
ejecutd utilizando los parametros predeterminados sugeridos por el programa, 20
corridas piloto de 5000 iteraciones de calentamiento seguidas de 5000 iteraciones.
En este caso, se consideraron como marcadores outliers aquellos que presentaron

una probabilidad superior al 95% (p < 0.05).

6.4.2 Marcadores en Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

El equilibrio de Hardy-Weinberg se alcanza en las poblaciones cuando las
frecuencias alélicas en las mismas se mantienen constantes en el tiempo al

cumplirse los siguientes supuestos: numeros poblacionales grandes, la
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reproduccion entre los individuos es al azar, tres de las cuatro fuerzas evolutivas
no se encuentran actuando sobre la poblacién: mutacién, migracion y seleccién

natural.

Para determinar cuales de nuestros marcadores se encuentran en EHW se
ejecutd la funcion hw.test implementada en el paquete adegenet v2.1.1 (Jombart
et al. 2008) en R v6.3.1 (R Core Team 2008) utilizando 10,000 permutaciones y la
correccion FDR. Al final, se descartaron aquellos marcadores que no se
encontraban en equilibrio en al menos dos de las tres localidades contempladas, y

el resto de los marcadores constituyeron el ser de marcadores neutrales.

6.4.3 Diversidad genética

El analisis de diversidad genética, Heterocigocidad observada (Ho) y esperada
(He), para cada una de las bases de datos obtenidas (marcadores neutrales y
marcadores adaptativos), se llevé a cabo utilizando el paquete adegenet v2.1.1 en
R v3.6.1 para determinar los valores de la poblacidn total mientras que se utilizé el

programa ARLEQUIN para estimar la diversidad genética para cada localidad.

6.5 Estructura genémica poblacional

Se determind la estructura poblacional mediante estimaciones de Fsrt, Analisis
Discriminate de Componentes Principales (DAPC, por sus siglas en inglés),
Anadlisis de Clusters (Structure) y Analisis de Varianza Molecular (AMOVA, por sus
siglas en inglés). Estos analisis se llevaron a cabo para el grupo de marcadores

neutrales y outliers.

Las estimaciones de Fst para identificar una divergencia entre poblaciones
mediante comparaciones pareadas entre heterocigosidad observada de cada

poblacién fue llevada a cabo en el programa Arlequin v 3.5 (Excoffier y Lischer,
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2010). Valores de cero indica que las poblaciones son idénticas y uno indica que

son totalmente diferentes y se encuentran aisladas entre si.

Para identificar el numero de grupos o clusters existentes genéticamente
diferenciados, se realizd un Analisis Discriminante de Componentes Principales
(DAPC, por sus siglas en inglés). Para ello, se requirié conocer previamente un
numero de posibles agrupaciones (k). El DAPC se llevé a cabo usando el paquete
adegenet (Jombart et al. 2008) del programa R v6.3.1 (R Core Team 2018).

También se ejecutd el programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2014), para asignar
a cada individuo la probabilidad de pertenecer a una u otra de ellas mediante un
modelo de inferencia bayesiana. Para esto, el modelo asume que los loci se
encuentran en equilibrio de ligamiento, es decir, que se heredan de forma
independiente, y bajo los cuatro supuestos de Hardy-Weinberg: 1) la poblacion es
panmictica, 2) el numero poblacional es grande, 3) la poblacion no se encuentra
bajo los efectos de la migracion, mutacién o seleccion natural, y por ultimo, 4) las

frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen constantes en el tiempo.

Una vez establecida una diferenciacién poblacional entre los diferentes grupos,
AMOVA nos permite entender de qué manera se encuentra distribuida la
diversidad genética a diferentes niveles jerarquicos de organizacion. Este tipo de
andlisis requiere agrupar las poblaciones que se sospecha podrian encontrarse
mas relacionadas entre si. Para esto se consideraron tres hipotesis: (1) un solo
grupo que incluye a las tres poblaciones hipotéticas; (2) dos grupos, uno
incluyendo a las poblaciones de Ensenada y San Carlos y el otro grupo compuesto
unicamente por los individuos del Golfo de California y el ultimo escenario (3)
considerando también dos grupos, donde la localidad de Ensenada se encuentre

aislada de las demas.
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7. RESULTADOS

7.1 Trabajo de Laboratorio

7.1.1 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de XX individuos. La calidad del ADN fue en promedio de 2.0,y la
integridad de las muestras se visualizé tras una corrida de electroforesis utilizando
300 ng de material gendémico. En la figura 2, se observa una muestra
representativa de ADN integro extraido de algunas de las muestras obtenidas, la
ausencia de barrido indica que el material extraido no esta degradado y por lo

tanto es apto para llevar a cabo los siguientes pasos.

1,000 = S

Figura 2. ADN gendmico extraido de tres individuos diferentes de sardina
monterrey (Sardinops sagax). M: Escalera GeneRuler™ 1kb. En los carriles 1, 2 y
3 se observan tres bandas que corresponden a ADN integro y de alto peso
molecular.
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7.1.2 Elaboracion de librerias

El material genébmico obtenido fue procesado y combinado en cuatro diferentes
pools, que a su vez conforman la libreria. La libreria incluyd 144 individuos, cada

uno incluye una secuencia (index) para identificar el pool al que pertenece (Tabla

).

Tabla I. Numero de individuos que incluye cada pool e index empleado para su
identificacion.

Pool Numero de Individuos Index utilizado
1 48 PCR2_ldx 1_ATCACG
2 47 PCR2_ldx 5 ACAGTG
3 36 PCR2_ldx_3_TTAGGC
4 13 PCR2_Idx 4 TGACCA

El tamafio de los fragmentos esperados posterior a la adicion del index fue de de
475 pb, como se puede apreciar en la figura 3. Los productos de PCR para la
adicion del index fueron cuantificados por fluorescencia (Tabla |l) vy
posteriormente, se emplearon 27.50 ng de ADN de cada pool y se combinaron
para formar una sola libreria final, que contenia los fragmentos a secuenciar de

cada individuo en una concentracién de 2.5 ng/ul en un volumen final de 32.57 ul
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Figura 3. Amplificacion por PCR de los pools obtenidos para la insercion del
index. Las flechas senalan un producto de ~400 pb. M: Escalera GeneRuler™
1kb. Los carriles 1-4 corresponden a los pools de la tabla |.

Tabla Il. Concentraciones obtenidas para cada pool y el volumen utilizado de cada
uno en la libreria final.

Masa por pool

Pool Concentraciéon (ng/pl) (ng) Volumen requerido (ul)
ng
1 2.5 11
2 4.45 6.18
27.5
3 28 7.37
4 1 8.08
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7.2 Analisis de informacion

7.2.1 Control de calidad de libreria

Previo a la secuenciacién de la libreria, se realiz6 un andlisis de control de calidad
mediante electroforesis capilar en Bionalyzer (Agilent) por parte de Novogene para
detectar la presencia de contaminacion de dimeros y/o fragmentos fuera del rango
de lo esperado (~400 pb). La libreria fue purificada para eliminar fragmentos de

bajo peso molecular (dimeros) considerados contaminantes (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis de control de calidad de la libreria mediante electroforesis
capilar. Los picos representan fragmentos de diferente tamafio (pb) (eje de las x),
la altura representa la cantidad en fluorescencia (eje de las y). a) Libreria enviada,
b) Libreria después de la purificacion.



30

7.2.2 Filtrado de datos de secuenciacion

Al ejecutar el programa process_radtags se obtuvieron 739,851,244 lecturas de
secuenciacion, de las cuales se conservaron 690,384,547, que corresponde al
93.31% del total después del demultiplexado (Tabla lll). La mayor parte de las
secuencias descartadas se debié a barcodes y RAD-Tags ambiguos (3.7% y
2.9%, respectivamente) y una menor cantidad a secuencias de baja calidad
(0.06%).

Tabla lll. Secuencias obtenidas y retenidas por process_radtags.

Lecturas % del total
Total 739,851,244 100
Barcodes ambiguos 27,378,272 3.7
Baja Calidad 452,838 0.06
RAD-Tags ambiguos 21,632,587 29
Retenidas 690,384,547 93.3

Del total de 144 individuos incluidos en la libreria, se eliminaron cinco que
contaban con menos de 750,000 lecturas retenidas, restando 139 individuos para
proceder. El procesamiento con denovo_map.pl y populations se rige por distintos
parametros, cuyos valores se asignan llevando a cabo pruebas con sus distintas
combinaciones y se selecciona la 6ptima (tabla V). Al final se identificaron un total
de 3,633 loci presentes en las tres poblaciones contempladas y 5,166 sitios
variables (SNPs).
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Tabla IV. Valores considerados en las pruebas de optimizacion para ejecutar

denovo_map.pl

COBERTURA (X)

PARAMETROS
Prueba | m M n
1 3 3 3
2 4 3 3
3 5 3 3
4 3 2 2
5 3 4 4
6 3 5 5
7 3 6 6
8 3 3 2
9 3 3 4
10 3 3 5

Promedio Minimo Maximo

4449
54.4
61.67
43.07
45.31
45.74
46.01
44 49
44.49
45.74

7.32
9.68
12.05
7.11
7.44
7.52
7.57
7.32
7.32
7.52

93.61
116.88
133.68
91.04
95.15
95.79
96.15
93.61
93.61
95.79

LOCI

3,624
3,073
2,649
3,816
3,407
3,291
3,216
3,577
3,633
3,649

Sitios
Variantes
5,099
4,219
3,559
5,313
4,662
4,498
4,355
4,945
5,166
5,284

Finalmente, después del filtrado con VCF tools, se identificaron cinco individuos

con >20% de datos faltantes, los cuales fueron descartados. Por lo tanto, de los

139 individuos, la base de datos final conté con 134 individuos para llevar a cabo

los andlisis de diversidad y estructura poblacional, asi como la deteccion de

outliers.

7.3 Obtencion de marcadores outliers y neutrales

7.3.1 Deteccion de marcadores outliers

La busqueda de outliers a partir de nuestra base de 5,166 marcadores, el

programa BAYESCAN identific6 ocho marcadores outliers (Figura 5a) y el
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programa ARLEQUIN detect6 73 outliers (Figura 5b). Los ocho marcadores
detectados por Bayescan fueron compartidos por Arlequin, por lo que, estos
marcadores constituyeron la base de datos de marcadores outliers (candidatos a

seleccion).
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Figura 5. Deteccion de marcadores SNP candidatos a seleccion para la sardina
monterrey (Sardinops sagax). A) Bayescan. Después de la linea se muestran los
marcadores considerados outliers de acuerdo a sus indicadores de Fst, con una
probabilidad de p <0.05. B) ARLEQUIN. Para cada locus se muestra la
heterocigocidad observada en la poblacion total sobre el eje de las x, mientras que
el eje de las y representa el nivel observado de Fsr. Los puntos en color negro se
distribuyen en el cuantil del 10% con un nivel de p > 0.05. Los puntos en color azul
se encuentran en el cuantil del 5% con un nivel de p < 0.05. Por ultimo, los puntos
en color rojo se encuentran en el cuantil del 1% con un nivel de p < 0.01, estos
ultimos corresponden a los marcadores considerados como outliers.
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7.3.2 Marcadores en Equilibrio de Hardy-Weinberg

Excluyendo el grupo de 8 SNPs candidatos a seleccion detectados en los andlisis
anteriores, se evalud si los marcadores restantes se encontraban en Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Se identificaron un total de 277 SNPs en desequilibrio en al
menos dos de las tres poblaciones comprendidas en el estudio, por lo que fueron
descartados en analisis posteriores, conservando un grupo de 4881 SNPs que se

consideraron como neutrales.

7.4 Diversidad genética

La evaluacion de la diversidad genética en términos de heterocigocidad observada
(Ho) y esperada (He) se llevo a cabo con base a la poblacion total y a cada una de
las localidades comprendidas en este estudio, analizando por separado el grupo

de marcadores neutrales del de outliers, los resultados se muestran en la Tabla V.

Tabla V. Evaluacion de la heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He) para la
sardina monterrey (Sardinops sagax) utilizando dos grupos de marcadores
diferentes: Neutrales (4881 SNPs)y Outliers (8 SNPs).

Poblacion Marcadores Ho He
Neutrales 0.19 0.22
Total

Outliers 0.1 0.14
Neutrales 017 0.22

Ensenada, B.C.
Outliers 0.19 0.21
i Neutrales 0.17 0.22

Bahia Magdalena, B.C.S.

Ouitliers 0.19 0.21
Neutrales 0.02 0.04

Golfo de California
Outliers 0.33 0.34
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En los analisis de diversidad genética llevados a cabo en base a la poblacion total,
se obtuvieron valores de He = 0.22 para los marcadores neutrales, mientras que
se observaron valores menores de He = 0.14 para los marcadores outliers. La
heterocigocidad observada presentd valores de Ho = 0.11 para marcadores

outliers y de Ho = 0.19 para el grupo de marcadores neutrales.

Por otro lado, el analisis de diversidad llevado a cabo en cada una de las
localidades arroja los mismos valores de Ho y He en las localidades de Ensenada,
B.C. y San Carlos, B.C.S, donde se observan valores de He = 0.22 en marcadores
neutrales y He = 0.21 con el grupo de marcadores outliers, mientras que los
valores de Ho son de 0.17 para marcadores neutrales y 0.19 en marcadores
outliers. Sin embargo, estos valores contrastan respecto a los obtenidos entre los
individuos colectados dentro del Golfo de California, donde se observd una
heterocigocidad esperada de He = 0.04 para marcadores neutrales y 0.34 en
marcadores outliers. Asi mismo, la heterocigocidad observada en marcadores

neutrales fue de Ho = 0.02 y de 0.33 en marcadores outliers.

7.5 Diferenciacioén y estructura poblacional

7.5.1 Estructura genémica neutral

Al analizar las diferencias pareadas de Fsr con el grupo de marcadores neutrales
(SNPs = 4,881) no se detectaron valores significativos de diferenciacién (p > 0.05)

entre ninguna de las tres localidades que contempla el estudio (Tabla VI).
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Tabla VI. Analisis de diferencias pareadas para el grupo de marcadores neutrales
(4,881 SNPs) de la sardina monterrey (Sardinops sagax). Por debajo de la
diagonal se muestran los valores de FST para cada comparacion, mientras que
por arriba de la diagonal se encuentra el respectivo de probabilidad.

Diferencias Pareadas (Fsr)

ENS BM GC
ENS - 0.331 0.076
BM 0.00131 - 0.099
GC 0.00126 0.00125 -

Al llevar a cabo el ADCP con el conjunto de marcadores neutrales (Fig. 6), se
encontré un traslape entre las localidades contempladas en el estudio, lo que
sugiere que las tres pertenecen a un mismo grupo. Se retuvieron un total de 20

componentes principales y 2 funciones discriminantes.

PCA sigervalues D& eigervalues

atll

Figura 6. Analisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP) para
marcadores neutrales de sardina monterrey. Se retuvieron un total de 20
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componentes principales. Cada elipse representa una localidad (ENS = Ensenada,
BM = Bahia Magdalena, GC = Golfo de California) mientras que los puntos
representan a los individuos que corresponden a cada una de ellas.

De igual forma, el andlisis de clusters coincide con los resultados previos, al
llevarse a cabo tanto con el grupo de marcadores globales como con el de
neutrales, donde se aisla al Golfo de California como un grupo independiente de
aquél que comprende los puertos de Ensenada, B.C. y Bahia Magdalena, B.C.S.
(Figura 7).

ENS BEM GC

Figura 7. Analisis de agrupamiento de la sardina monterrey (Sardinops sagax)
para el grupo de marcadores neutrales (4881 SNPs). Se sugieren dos grupos (k =
2). ENS: Ensenada, B.C., BM: Bahia Magdalena, B.C.S., GC: Golfo de California.
Cada columna representa a un individuo en la poblacion mientras las barras en
azul y naranja representan la probabilidad de cada individuo de pertenecer a
cualquiera de los dos posibles grupos existentes.

Se llevd a cabo un AMOVA jerarquico bajo el supuesto de tres hipotesis de
agrupamiento mostradas en la tabla VI. En todos los casos, la mayor parte de la
varianza (85%) se encuentra explicada hacia el interior de los individuos, sin
embargo, con base al indice de fijacion (Fsr), las diferencias encontradas a los
distintos niveles de organizacion jerarquica entre poblaciones no son significativas

(p > 0.05) para cada hipotesis evaluada.
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Tabla VII. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) de marcadores neutrales
(4,881 SNPs) de sardina monterrey (Sardinops sagax), bajo el supuesto de tres
hipotesis de agrupamiento, donde ENS = Ensenada, BM = Bahia Magdalena, GC
= Golfo de California. En negritas se muestran los valores significativos (p < 0.05).

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

HIPOTESIS 1: 1 Grupo, 3 Poblaciones
% de Indice de p-
Fuente de variaciéon o L
variacion fijacion value
Entre poblaciones 0.13 FST 0.0012 0.0731
Entre individuos al interior de las
99.87

poblaciones

HIPOTESIS 2: DOS GRUPOS, 1: ENS +BMy 2: GC
% de Indice de p-
Fuente de variaciéon L L
variacion fijacion value
Entre grupos -0.06 FCT -0.0006 1
Entre poblaciones dentro de los
0.17 FSC 0.0016 0.3259
grupos
Entre individuos al interior de las
99.90 FST 0.0010 0.0725

poblaciones

HIPOTESIS 3: DOS GRUPOS,1: ENSy 2: BM+ GC
% de Indice de p-
Fuente de variacién
variacion fijacion value
Entre grupos 0.04 FCT 0.0004 0.3334
Entre poblaciones dentro de los
0.10 FSC 0.0010 0.0979
grupos
Entre individuos al interior de las
99.86 FST 0.0014 0.0726

poblaciones
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Para la hipdtesis 1, donde se considera que las tres localidades de las que se
obtuvieron las muestras de los individuos forman parte de un mismo conjunto, no
se detectaron valores significativos de diferenciacién entre las tres localidades (Fst
=0.0012; p > 0.05).

La hipdtesis 2 considera dos grupos, (1) el de la costa occidental de la peninsula,
que incluye las localidades de Ensenada, B.C. y Bahia Magdalena, B.C.S. y (2) el
que incluye a los individuos provenientes del Golfo de California. Bajo esta
hipotesis, no se detectaron valores significativos de diferenciacion entre grupos
(Fct = -0.0006; p > 0.05), y no se detectaron diferencias entre las poblaciones al

interior de los grupos (Fsc = 0.0016; p > 0.05).

Al igual que en el caso anterior, la hipotesis 3 supone la existencia de dos grupos:
(1) Ensenada como un grupo independiente y (2) el que comprende a Bahia
Magdalena y Golfo de California. No se detectaron valores significativos de
diferenciacién entre estos dos grupos (Fcr = 0.00004; p > 0.05), ni entre las
localidades al interior de los grupos (Fsc = 0.0010; p > 0.05), especificamente,

Bahia Magdalena y Golfo de California.

7.5.2 Estructura genémica outliers

Finalmente, para el grupo de datos outliers que comprende 8 marcadores
candidatos a seleccion, el andlisis de diferencias pareadas de Fsr detectd
diferencias significativas entre todas las localidades (Tabla VII). Sin embargo, al
ajustar por el método de Bonferroni, la unica comparacién significativa que se
observé fue entre el Golfo de California con respecto a Bahia Magdalena (Fst =
0.21634; p < 0.016) y Ensenada (Fst = 0.05873; p < 0.016), pero éstas ultimas no

fueron distintas entre si (Tabla VIII).
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Tabla VIIl. Analisis de diferencias paradas para el grupo de marcadores outliers de
la sardina monterrey (Sardinops sagax). Por debajo de la diagonal se muestran los
valores de FST para cada comparacion mientras que por encima de la diagonal se
encuentra el respectivo valor de p. Los valores significativos para p < 0.05 se
muestran en sombreado, mientras que aquellos significativos de acuerdo al ajuste
de Bonferroni (a < 0.016) se muestran en negritas.ENS: Bahia de Ensenada B.C.,
BM: Bahia Magdalena, B.C.S., GC: Golfo de California.

Diferencias Pareadas (Fsr)

ENS BM GC
ENS - 0.0425 0.0000
BM 0.05873 - 0.0000
GC 0.21634 0.27826 -

El ADCP aplicado con SNPs outliers, muestra claramente la distincién de dos
grupos, quedando el Golfo de California como una localidad independiente
mientras que las localidades de Ensenada y Bahia Magdalena se agrupan, como

se observa en la figura 8.
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PCA gigervalues D& eigervalues

Figura 8. Analisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP) para
marcadores outliers de sardina monterrey (Sardinops sagax). Se retuvieron un
total de 2 componentes principales. Cada elipse representa una localidad (ENS =
Ensenada, BM = Bahia Magdalena, GC = Golfo de California) mientras que los
puntos representan a los individuos que corresponden a cada una de ellas.

Se observa de igual forma al realizar el analisis de clusters, que nos indica un
valor de k = 2 como la mayor probabilidad de agrupamiento, donde las localidades
de Ensenada y Bahia Magdalena pertenecen a un mismo grupo distinto al de los

individuos en el Golfo de California (Figura 9).

ENS BEM GC

Figura 9. Analisis de agrupamiento de la sardina monterrey (Sardinops sagax)
para el grupo de marcadores outliers. Se sugieren dos grupos (K = 2). ENS: Bahia
de Ensenada, B.C., BM: Bahia Magdalena, B.C.S., GC: Golfo de California. Cada
columna representa a un individuo en la poblacion mientras las barras en azul y
naranja representan la probabilidad de cada individuo de pertenecer a cualquiera
de los dos posibles grupos existentes.
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Para el grupo de marcadores candidatos a seleccidon se consideraron las mismas
tres hipdtesis de agrupamiento que para el grupo de marcadores neutrales. En los
tres casos, la mayor parte de la varianza se encuentra explicada hacia el interior
de los individuos, desde un 63% para la hipotesis 2 hasta un 75% en la hipotesis 3
(Tabla IX), el porcentaje de varianza explicada es menor que con el analisis de

marcadores neutrales.
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Tabla IX. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) de marcadores outliers de
sardina monterrey (Sardinops sagax) bajo el supuesto de tres hipotesis de
agrupamiento. En negritas se muestran los valores significativos (p < 0.05). ENS:
Ensenada, B.C., BM: Bah ia Magdalena, B.C.S., GC: Golfo de California.

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

HIPOTESIS 1: 1 GRUPO, 3 POBLACIONES
Fuente de variacién % de Iindice de p-value
variacion fijacion
Entre poblaciones 20.37 FST 0.2037 0.0254
Entre individuos al interior de las 9.01 FIS 0.1132 0.0000
poblaciones
HIPOTESIS 2: DOS GRUPOS, 1: ENS +BMy 2: GC
Fuente de variacion % de Iindice de p-value
variacion fijacion
Entre grupos 27.33 FCT 0.2733 0.0003
Entre poblaciones dentro de los 1.28 FSC 0.0176 0.0061
grupos
Entre individuos al interior de las 8.08 FIS 0.1132 0.0274
poblaciones
Al interior de los individuos 63.29 FIT 0.3670 0.0000
HIPOTESIS 3: DOS GRUPOS,1: ENSy 2: BM+ GC
Fuente de variacion % de Indice de p-value
variacion fijacion
Entre grupos -17.51 FCT -0.1751 0.9612
Entre poblaciones dentro de los 32.75 FSC 0.2787 0.0000
grupos
Entre individuos al interior de las 9.6 FIS 0.1132 0.0218

poblaciones

Al interior de los individuos 75.16 FIT 0.2483 0.0000




Bajo la hipdtesis 1, que considera a todos los individuos del estudio como parte de
un mismo grupo, se detectan niveles de diferenciacion significativos entre las

localidades que conforman en grupo (Fst =0.2037; p <0.05).

De igual forma, el analisis llevado a cabo bajo la segunda hipotesis de
agrupamiento, también detecta niveles de diferenciacion significativos entre los
dos grupos que considera (Fct = 0.2733; p < 0.05), (1) el de las localidades
peninsulares versus (2) el Golfo de California como grupo aislado. Ademas, bajo
esta hipdtesis de agrupamiento también se detectaron niveles de diferenciacion
significativas entre las poblaciones dentro de los grupos (Fsc = 0.0176; p < 0.05),

es decir, entre las localidades de Ensenada y Bahia Magdalena.

Por ultimo, para la hipotesis tres se consideraron igualmente dos grupos: (1)
Ensenada y (2) Bahia Magdalena y Golfo de California. En este caso, no se
detectaron niveles significativos de diferenciacion entre estos dos grupos (Fct = -
0.1751; p = 0.05), pero si entre las localidades que los comprenden (Fsc = 0.2787;

p < 0.05), es decir, entre Bahia Magdalena y Golfo de California.
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8. DISCUSION

El estudio gendmico poblacional de la sardina monterrey (Sardinops sagax)
llevado a cabo en dos localidades costeras de la peninsula de Baja California y
una mas dentro del Golfo de California sugiere una estructura poblacional de tipo
panmixia mediante el analisis de marcadores moleculares de naturaleza neutral,
sin embargo, el empleo de marcadores outliers considerados candidatos a
seleccion, sugiere la posible existencia de dos grupos con posible adaptacion
local, uno en la Costa Occidental de la Peninsula de Baja California y otro dentro

del Golfo de California.

8.1 Obtencion de genotipos

El pipeline Stacks se emplea para llevar a cabo la construccion de los genotipos
de novo a ftravés de distintas fases, cada una controlada por parametros
especfificos. Dos de las etapas mas relevantes son las que comprenden la
creacion de los loci de novo que se rige por los parametros —m y —M para formar el
catalogo de loci de acuerdo a lo especificado por el parametro —n en la siguiente
etapa (Catchen et al., 2013).

Durante esta etapa se busca obtener el mayor nimero de sitios variantes posible
sin sacrificar la calidad de los datos obtenidos, para lo cual diversos autores
recomiendan llevar a cabo pruebas de parametrizacion, que consisten en variar de
manera individual los valores de cada parametro manteniendo valores fijos para
los otros dos, y determinar asi, la combinacién éptima para cada caso en particular
(Mastretta-Yanes et al., 2015; Miller et al., 2016; Paris et al., 2017).

En el presente estudio, al parametro —m se le asigné un valor de 3, siendo este el
mas utilizado en estudios de este tipo por diversos autores (Benestan et al., 2015;
Saenz-Agudelo et al., 2015; Miller et al., 2016; Drinan et al., 2017), ya que
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corresponde al valor default sugerido por los desarrolladores del programa
(Catchen et al., 2013), quienes ademas recomiendan, no aumentar demasiado el
valor de este parametro cuando se tienen profundidades de lectura menores a
20X, pues de otra forma disminuiria el numero de alelos putativos identificados. En
nuestro caso, la profundidad de lectura promedio es de 44X, sin embargo, para los
individuos de la localidad del Golfo de California, se obtuvieron profundidades

menores a 20X, por lo que no se aumentd el valor de este parametro.

Para el parametro —M, se sugiere un valor default de 2 siendo también el mas
utilizado en la literatura (Benestan et al., 2015; Rodriguez-Ezpelta et al., 2016;
Zhao et al., 2018), encargado de restringir el nuUmero maximo de diferencias entre
dos alelos considerados para la construccion de los loci. Sin embargo, para este
estudio se aplicé un criterio menos estricto asignandole un valor de 3 a este
parametro, puesto que considerar valores muy bajos hace mas probable la
construccion de loci falsos, mientras que asignarle valores demasiado altos
aumenta el riesgo de la pérdida de loci al considerarlos errobneamente como parte

de uno mismo (Paris et al., 2017).

Se considerd un valor de 4 para el parametro —n, que indica al programa el
numero maximo de diferencias permitidas entre loci para formar el catalogo de la
poblacion total, aunque a este parametro comunmente se asignan valores entre 2
(Saenz-Agudelo et al., 2015; Paris et al., 2017) y 3 (Miller et al., 2016; Drinan et
al., 2017; Martinez et al., 2017), en este estudio se aplica un criterio mas estricto
para disminuir el riesgo del llamado de loci falsos, que dificulta la identificacion de

loci fijos en la poblacién en caso de estar presentes (Paris et al., 2017).

Finalmente, el parametro —r, que determina el porcentaje de individuos en el que
debe estar presente un loci a considerar dentro de la poblacion y el parametro —p,
que indica el numero de poblaciones en el que debe encontrarse un loci, toman
valores que van del 70% al 80% para el primero (Benestan et al., 2015;
Rodriguez-Ezpelta et al., 2016; Martinez et al., 2017; Van Wyngaarden et al.,
2017; Sandoval-Castillo et al., 2018), y cerca del 60% para el segundo (Saenz-



47

Agudelo et al., 2015; Zhao et al., 2018). Para el presente estudio se considerd una
valor de —r del 80%, dentro del rango observado en la literatura, sin embargo, para
el parametro —p se considero que los loci deben estar presentes en el 100% de las
localidades, tomando en cuenta que solo se contemplan tres en el estudio. El
numero de sitios variantes obtenidos (5166) esta dentro del rango de lo obtenido
por otros autores, por lo que se considera que se cuenta con la robustez suficiente

para continuar con los analisis siguientes.

8.2 Deteccidén de marcadores candidatos a seleccion (outliers)

La identificacion de marcadores outliers en estudios de genémica poblacional,
comunmente es abordada desde distintas aproximaciones con la finalidad de
disminuir la posibilidad de errores de tipo | (falsos positivos) y Il (falsos negativos)
durante la deteccion (Narum y Hess, 2011; Benestan et al., 2016; Carreras et al.,
2017). En el presente estudio la deteccion se llevo a cabo desde una aproximacion
bayesiana utilizando el programa Bayescan que implementa el método descrito en
Beaumont y Balding (2004), reconocido por tener la menor tasa de errores tipo |y
II (Narum y Hess, 2011) que identifico un total de 8 loci outliers, mientras que con
el programa Arlequin que emplea el método de Beaumont y Nichols (1996) basado
en las distancias de Fst se detectaron 73 loci outliers, donde se incluyen los 8
identificados por Bayescan, por lo cual se considero a estos para formar la base

de marcadores outliers.

El numero de loci outliers detectados puede variar dependiendo de la frecuencia
del alelo menor (MAF, por sus siglas en inglés) permitida durante la creacion de
los genotipos, ya que el valor de MAF para un loci en particular presente en una
region puede fluctuar de acuerdo a las condiciones ambientales (Dalongeville et
al., 2018). En estudios llevados a cabo en distintas especies, como la anguila

europea (Anguilla anguilla) y la almeja del Atlantico (Placopecten magellanicus), la
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proporcion de marcadores outliers detectados generalmente toma valores
cercanos al 1% - 2%, respecto al total de marcadores obtenidos (Pujolar et al.,
2014; Van Wyngaarden, 2016; Carreras et al., 2017). Sin embargo, en algunos
casos estos representan porcentajes muy bajos como en el caso del estudio
llevado a cabo por Xuereb et al. (2016) donde los marcadores outliers representan
el 0.15%, o el realizado por Benestan (2016) donde la proporcion de marcadores
outliers detectados corresponde al 0.28% del total. En el presente estudio para la
sardina monterrey se detectaron un total de 5166 marcadores SNPs de los cuales
s6lo 8 fueron considerados como candidatos a seleccidn, representando el 0.15%
del total, por lo que el porcentaje de marcadores outliers obtenidos, aunque es

bajo, se encuentra dentro del rango de lo observado anteriormente en la literatura.

8.3 Estructura genémica poblacional

8.3.1 Estructura poblacional con marcadores neutrales

El analisis de estructura poblacional con marcadores neutrales llevados a cabo
para la sardina monterrey en la costa occidental de la peninsula de Baja California
y el Golfo de California, no encuentra evidencia estadistica significativa que
descarte una estructura de tipo panmictica en la regidn, sugiriendo que los
individuos colectados en las tres diferentes localidades que comprende el presente

estudio pertenecen ala misma poblacion biologica.

Al abordar el tema de estructura poblacional en especies marinas desde una
perspectiva gendmica, es comun enfrentarse a un escenario de nula o poca
diferenciacion genética, debido a que algunas de las caracteristicas biolégicas y
demograficas (tamafio poblacional, migraciones estacionales, etc.) que presentan
disminuyen el efecto de la deriva génica en las poblaciones, sobre todo en
aquellas especies cuyo tamafio efectivo poblacional es muy elevado (Guo et al.,

2016), como es el caso de la sardina monterrey y otros peces marinos. Ademas,
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se sabe que en el medio marino es poco comun encontrar barreras fisicas que
impidan el contacto y consecuente entrecruzamiento de las poblaciones, por lo
que existe un alto flujo genético entre ellas aun si se consideran extensas areas de

distribucion geografica (Waples, 1998; Baldwin et al., 2012).

En la sardina monterrey, la hipotesis respecto a la existencia de una unica
poblacion es la que se considero originalmente ante el interés por aprovechar la
sardina como recurso por primera vez (Hubbs, 1925), sin embargo, ésta fue
descartada con los primeros estudios poblacionales llevados a cabo para la
especie empleando principalmente metodologias de analisis morfométricos,
meristicos y de distribucién por temperaturas, que sugerian la existencia de dos
(Phillips, 1948; Vrooman, 1964) a tres poblaciones (Felix-Uraga, 2004, 2005; Cruz-
Aglero y Garcia-Rodriguez, 2005) con base a diferencias morfologicas

encontradas en distintas regiones.

Sin embargo, la existencia de una sola poblacion fue propuesta nuevamente por
Hedgecock et al. (1989) al utilizar por primera vez marcadores moleculares,
particularmente aloenzimas, como herramienta de diferenciacién poblacional en
esta especie. En otros estudios se emplearon genes mitocondriales como
citocromo B (Lacomte et al.,, 2004), NAD5 y NAD6 (Gutiérrez-Flores, 2007) y
region control o D-loop (Garcia-Rodriguez, 2011), asi como marcadores de tipo
microsatélite (Gutiérrez-Flores, 2007), y en ninguno de ellos se encuentra
evidencia genética significativa que soporte la existencia de mas de una poblacion
de sardina monterrey a lo largo de su distribucién. Resultados que concuerdan con
los de la presente investigacion, y que es la existencia de panmixia para la
poblacién de sardina monterrey en el area de distribucion que abarco el estudio,

es decir, costa occidental de la Peninsula de Baja california y Golfo de California.

8.3.2 Estructura poblacional con marcadores outliers
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Las especies que cuentan con un amplio rango de distribucion, como es el caso
que se presenta en este estudio con la sardina monterrey (Sardinops sagax),
deben enfrentarse a la heterogeneidad ambiental que caracteriza al medio marino
(Hemmer-Hansen et al., 2014), por lo que, a pesar de la ausencia de
diferenciacién encontrada al analizar el genoma en su totalidad, es posible
encontrar un grado de divergencia significativo al enfocarse unicamente en
pequenas regiones gendmicas correspondientes a caracteres fenotipicos, sobre
las cuales el efecto de la selecciéon natural, sea tal que, se encuentren
adaptaciones locales a distintos factores ambientales (Guo et al., 2016), como son

la salinidad, temperatura, corrientes, surgencias, disponibilidad de alimento, etc.

Los analisis de estructura poblacional para sardina monterrey con el grupo de
marcadores outliers, indican una divergencia significativa entre los organismos
colectados en el Golfo de California con respecto al grupo que habita la costa
oeste de la Peninsula de Baja California, correspondiente a las localidades de
Ensenada, B.C. y Bahia Magdalena, B.C.S, mientras que entre estas dos

localidades no presentan divergencia entre si.

La distribucion de la sardina monterrey en México comprende dos regiones con
caracteristicas distintivas respecto a los factores ambientales y dinamicas
oceanograficas que presentan: la Corriente de California y el Golfo de California
(Parrish et al., 1989).

En primer lugar, la Corriente de California es una corriente superficial de hasta 300
m de profundidad que transporta agua a lo largo de la costa oeste de norteamérica
hasta la corriente norecuatorial, extendiéndose a una distancia de entre 200 y 400
km de la costa, y fluye a una velocidad promedio de 25 cm/s pudiendo alcanzar los
50 cm/s, la cual se caracteriza por presentar baja temperatura, baja salinidad y

una alta concentracion de oxigeno disuelto (Lynn, 1987).

Las condiciones ambientales en este sistema varian estacionalmente, de tal

manera que en invierno, la temperatura superficial ronda los 13 °C, mientras que
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en verano llega hasta los 20 °C (Winant y Bratkovich, 1982). Las variaciones de
temperatura determinan la densidad de la columna de agua y la concentracién de
oxigeno disuelto, que aumenta entre mas baja sea la temperatura. Ademas,
durante todo el afo, el oxigeno disuelto es mayor al acercarse a la costa y
disminuye en la superficie ante la presencia de surgencias (Checkley y Barth,
2009).

Por su parte, el Golfo de California es uno de los ecosistemas oceanicos mas
productivos, presenta una variacion estacional e interanual bien marcada
(Escalante et al., 2013), y se divide en tres regiones: norte, central y sur, donde, al
igual que en la Corriente de California, las condiciones de temperatura, salinidad y
productividad primaria varian de forma estacional o interanual. La circulacion
superficial del golfo es estacional, el agua entra durante primavera y verano y sale
durante otofio e invierno (Soto-Maradones et al., 1999).

La region norte presenta altas salinidades superficiales y temperaturas que van de
10 °C a 32 °C en invierno y verano, respectivamente (Sverdrup, 1941), esta
delimitada al sur por las grandes islas, una de las caracteristicas topograficas mas
destacadas del golfo, donde la temperatura superficial es mas baja debido a la
intensa mezcla por marea que se genera (Soto-Maradones et al., 1999), lo que a
su vez tiene como consecuencia un incremento en la productividad primaria. La
region central posee temperaturas que van de 16 °C eninvierno a 31 °C en verano
(Robles y Marinone, 1987), y la salinidad en la capa superficial es minima debido a
una corriente que fluye a lo largo de la costa este hacia el noroeste (Roden, 1964).
Por ultimo, la regidon sur se caracteriza porque esta en comunicacion con el
Océano Pacifico a través de la boca, y en ella confluyen distintas masas de agua.
Aqui, las condiciones de temperatura y salinidad corresponden a las que se

encuentran en el Océano Pacffico (Soto-Maradones et al., 1999).

Existen evidencias que la temperatura superficial del mar es la principal fuerza que
moldea la divergencia adaptativa en varias especies como la merluza europea
(Milano et al., 2014), la sardina del Mar Baltico (Guo et al., 2016) y la anchoveta
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europea (Ruggeri et al., 2016), y se ha observado que la estructura genética
adaptativa de multiples especies coinciden espacialmente en las zonas de
transicidn térmica, tanto en el Atlantico (Stanley et al. 2018) como en el Sur de
Africa (Teske et al., 2019). El factor fisico mas contrastante entre la costa oeste de
la Peninsula de Baja California (PBC) y el Golfo de California (GC) es la
temperatura superficial del mar, debido a que la costa oeste de la PBC es de
naturaleza templada (aguas frias) y el GC mas de afinidad tropical (aguas calidas),

en especial el rango y temperatura maxima.

Estos dos sistemas oceanograficos concuerdan con la distribucién de los dos
grupos divergentes detectados con base al analisis poblacional llevado a cabo con
el grupo de marcadores outliers, por lo que, es posible que la heterogeneidad
ambiental entre las dos regiones explique las diferencias significativas
encontradas entre las sardinas de la Peninsula de Baja California y las del Golfo

de California bajo el umbral de la seleccién adaptativa.

Los casos en los que se presentan grupos con adaptaciones locales ante un
escenario de panmixia son pocos, pero se han visto en varias especies marinas en
el mundo, como es el caso del abuldn rojo (De Wit y Palumbi, 2012), la anguila
europea (Pujolar et al., 2014), la langosta espinosa (Al-Breiki et al., 2018), el
lenguado del verano (Hoey y Pinksy, 2018) y la langosta verde de las rocas
(Woodings et al., 2018). La presencia de grupos con adaptacion local dentro de
una poblacién panmictica se explica por la variacion del efecto de la selecciéon
espacialmente, es decir, el efecto de la seleccion natural en los organismos podria
ser distinto si éstos se distribuyen en areas con distintas condiciones ambientales,
incluso si comparten un mismo pool genético (Gagnaire et al., 2012; Woodings et
al., 2018), esta parece la explicacion mas parsimoniosa para el patrén genémico

poblacional detectado.
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8.4 Implicaciones para el manejo de la sardina monterrey como recurso
pesquero

El aprovechamiento de la sardina monterrey en México se contempla como parte
de la pesqueria multiespecifica de pelagicos menores regida por la NOM-003-
PESC-1993 (DOF, 1993), para la que se consideran cuatro zonas de pesca que
operan en el noroeste mexicano: (1) Ensenada, B.C., (2) Bahia Magdalena,
B.C.S., (3) Guaymas y Yavaros, Sonora y (4) Mazatlan, Sinaloa, aunque la sardina

monterrey sélo es capturada dentro de las primeras tres.

A pesar de que las zonas de pesca estan bien delimitadas y cada una cuenta con
una flota asignada para su explotacion, el Plan de Manejo Pesquero para la
Pesqueria de Pelagicos Menores (sardinas, anchovetas, macarela y afines) del
Noroeste de México (DOF, 2012) no concluye el numero de stocks considerados
en la region con base a los cuales establece sus medidas de manejo, sino que
menciona la incertidumbre respecto a la posible existencia de dos o tres de ellos,
de acuerdo a lo propuesto por Smith (2005) y Felix-Uraga et al. (2005) en sus
respectivos estudios. El plan de manejo indica una talla minima de captura de 155
mm para todos los organismos, sin importar la zona en la que fueron capturados, y
establece una veda temporal en la zona del Golfo de California durante los meses

de agosto y septiembre.

El presente estudio aporta informacion valiosa para el manejo de la pesqueria de
sardina monterrey, ya que los resultados del analisis con base a marcadores
neutrales indica la existencia de una sola poblacion en el noroeste de México, a
diferencia de lo considerado por la NOM que actualmente establece las

implicaciones en el manejo de esta pesqueria.

Sin embargo, el andlisis de marcadores outliers sugiere la existencia de dos
grupos con adaptacién local, uno a los largo de la costa occidental de la Peninsula
de Baja California y otro en el interior del Golfo de California. La ubicacion de

estos dos potenciales grupos con adaptacion local concuerda con aquella de los
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dos centros de distribucion propuestos por Lluch-Belda et al. (1995) que también
se consideran en el plan de manejo de la pesqueria de sardina monterrey, de los
cuales uno se localiza frente a Punta Eugenia, B.C.S. y el segundo en las grandes
islas dentro del Golfo de California. A partir de estos centros de distribucion, la

sardina se expande o contrae como respuesta a las variaciones ambientales.

Los estudios de gendmica que tienen como obijetivo la identificacion de stocks, se
ha llevado a cabo en diversas especies en pesquerias, en ocasiones con
importantes implicaciones respecto al manejo. Russello et al. (2011) sugieren en
su estudio llevado a cabo en salmoén rojo (Oncorhynchus nerka), que al no
encontrar una estructura poblacional neutral, pero si una diferenciacién adaptativa
con marcadores outliers, las estrategias de manejo deben basarse en los ecotipos
presentes en las zonas de captura, considerando cada ecotipo como una

poblacion o stock.

Tomando en cuenta la heterogeneidad ambiental entre la Corriente de California y
el Golfo de California, los antecedentes de diferenciacion morfolégica encontrados
entre las sardinas que se distribuyen en ambos sistemas, y la evidencia de
diferenciacion gendmica adaptativa entre las dos regiones contempladas en el
presente estudio, el manejo de la pesqueria de sardina monterrey podria
optimizarse si se establecen medidas que consideren los dos ecotipos
mencionados Y su distribucion, de acuerdo a lo sugerido por Russello et al. (2011).
Sin embargo, es necesario conocer exactamente el mecanismo selectivo al que
las especies se sujetan antes de realizar cualquier cambio en su manejo
(Bernatchez et al., 2018).

El presente estudio soporta la hipétesis de la existencia de una sola poblacién de
sardina monterrey en la region, y coincide con lo sugerido en trabajos realizados
con base a marcadores moleculares, respecto a que las diferencias morfolégicas
detectadas en las distintas localidades donde se distribuye la especie podrian ser
resultado de su plasticidad fenotipica y no de una diferenciacion genética

poblacional (Hedgecock et al., 1989, Garcia-Rodriguez, 2011). Si bien, los analisis
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con marcadores neutrales no indican una diferenciacion significativa como para
considerar grupos aislados, el estudio de marcadores candidatos a seleccion

sugiere la posible existencia de grupos con adaptaciones locales en la region.
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9. CONCLUSIONES

El andlisis con marcadores gendémicos de naturaleza neutral indican una
estructura de tipo panmixia para la sardina monterrey (Sardinops sagax) en el

noroeste de México.

El analisis con marcadores gendmicos candidatos a seleccidn u outliers detectan
la existencia de dos grupos con potencial adaptativo, el primero se localiza en la
costa occidental de la Peninsula de Baja California y contempla las localidades de
Ensenada, B.C. y Bahia Magdalena, B.C.S., mientras que el segundo corresponde

a los individuos dentro del Golfo de California.
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