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Resumen

Los arrecifes de coral del Caribe Mexicano estan en crisis debido a multiples amenazas
persistentes a las que se enfrentan. Una de las amenazas mas recientes es la pérdida de tejido
de corales pétreos (SCTLD). Dentro de las especies mas afectadas se encuentra Pseudodiploria
strigosa, especie de gran importancia ecolégica al ser un coral perteneciente al orden de los
escleractinios (formadores de arrecifes). Es de vital importancia integrar estudios genéticos para
conservar el potencial adaptativo y evolutivo de las especies ante el cambio climatico y
enfermedades emergentes. Desafortunadamente no existen suficientes estudios en el Caribe
mexicano que detallen la dindmica poblacional de la especie, asi como su conectividad vy
diversidad genética, lo que dificulta dichas acciones de conservaciéon. Debido a la forma de
reproduccidn de Pseudodiploria strigosa y su alto potencial de dispersidon se espera que exista
una alta diversidad genética en la zona de estudio. El objetivo del estudio se centré en evaluar la
diversidad genética en diferentes localidades del Caribe mexicano mediante el uso de las
herramientas moleculares y la aplicacién de técnicas de secuenciacion utilizando polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs), marcadores mitocondriales y nucleares. Se analizaron muestras de
tejido de Pseudodiploria strigosa de 146 colonias diferentes. Se elaboraron las librerias
gendmicas para ser enviados a secuenciar por medio de llumina y también se llevé a cabo la
secuenciacion Sanger para poder observar la diversidad genética por medio de la diversidad
haplotipica y nucleotidica. Aunque se obtuvo un catdlogo de 463,043 loci, no se encontraron
loci compartidos entre las localidades o entre colonias dentro de las localidades al momento de
filtrar por localidades e individuos. Para el marcador Pax-C se detectaron 24 haplotipos Unicos, y
elevada diversidad haplotipica Hd = 0.764+0.04 y baja diversidad nucleotidica 7 =
0.0064+0.0007. El marcador MaSC1 se obtuvieron 22 haplotipos Unicos y una mayor diversidad
haplotipica Hd = 0.918+0.02 y baja diversidad nucleotidica 7= 0.0088+0.0007. Estos valores se
han observado en poblaciones que han experimentado un estrechamiento del nimero de
individuos seguido por un posterior crecimiento poblacional. Este trabajo es pionero en la
generacioén del conocimiento genético de la especie.

Palabras clave: Pseudodiploria strigosa, SNPs, escleractinios, gendmica, ddRAD-seq,
conservacion.
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Summary

The coral reefs of the Mexican Caribbean are in crisis due to multiple persistent threats they
face. One of the most recent threats is the Stony Coral Tissue Loss Disease (SCTLD). Among the
most affected species is Pseudodiploria strigosa, a species of great ecological importance as it
belongs to the order of scleractinians (reef builders). It is vital to integrate genetic studies to
conserve the adaptive and evolutionary potential of species in the face of climate change and
emerging diseases. Unfortunately, there are not enough studies in the Mexican Caribbean
detailing the population dynamics of the species, as well as its connectivity and genetic
diversity, which hinders conservation efforts. Due to the reproductive mode of Pseudodiploria
strigosa and its high potential for dispersal, it is expected to have high genetic diversity in the
study area. The objective of the study focused on evaluating genetic diversity in different
locations of the Mexican Caribbean using molecular tools and applying sequencing techniques
with single nucleotide polymorphisms (SNPs), mitochondrial, and nuclear markers. Tissue
samples from 146 different colonies of Pseudodiploria strigosa were analyzed. Genomic libraries
were prepared to be sequenced using Illlumina, and Sanger sequencing was also performed to
observe genetic diversity through haplotypic and nucleotide diversity. Although a catalog of
463,043 loci was obtained, no loci were found shared among locations or colonies within
locations when filtering by locations and individuals. For the Pax-C marker, 24 unique
haplotypes were detected, with high haplotypic diversity Hd = 0.764+0.04 and low nucleotide
diversity m = 0.0064+0.0007. For the MaSC1 marker, 22 unique haplotypes were obtained, with
higher haplotypic diversity Hd = 0.918+0.02 and low nucleotide diversity m = 0.0088+0.0007.
These values have been observed in populations that have undergone a bottleneck followed by
subsequent population growth. This work is pioneering in generating genetic knowledge of the
species.

Keywords: Pseudodiploria strigosa, SNPs, scleractinians, genomics, ddRAD-seq, conservation.
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1. INTRODUCCION

1.1 Arrecifes coralinos

Los arrecifes coralinos ocupan solo el 1% del total de los océanos, pero son unos de los
ecosistemas mas ricos en especies del planeta y son de gran importancia ya que son zonas de
refugio, reproduccién y crianza de multiples especies, ademas brindan servicios ecosistémicos y
tienen una gran importancia socioeconémica (Moberg y Folk, 1999; Pérez-Cervantes et al.,

2017).

Los arrecifes de coral desempefian un papel vital en los ciclos biogeoquimicos globales al actuar
como sumideros de carbono y contribuir a la producciéon de oxigeno. También proporcionan
habitats cruciales para la cria de peces, lo que contribuye a mantener poblaciones pesqueras

saludables.

Los arrecifes coralinos se encuentran construidos por diversos organismos calcificadores, donde
los principales constructores son los corales del orden Scleractinia, conocidos como corales
duros o pétreos, los cuales forman parte de los componentes clave en los arrecifes ya que son
los principales encargados de darles estructura principal a través de su soporte primordial, que
es el esqueleto coralino (Brusca, Brusca, 2005). Los corales son organismos pertenecientes al
reino Animalia y al filo de los Cnidarios, y se caracterizan por poseer pequefias unidades
coloniales que son conocidas como pdlipos, los cuales viven en relacién simbidtica con
microalgas dinoflageladas llamadas zooxantelas pertenecientes al género Symbiodinium, que
son las que le dan color al coral y por medio del proceso fotosintético transfieren mas del 90%

de nutrientes al coral (Barnes, 1974; Brusca y Brusca, 2005).

Hoy en dia muchos arrecifes de coral estan en grave declive debido al cambio climatico, los
factores de estrés antropogénicos y las enfermedades de las ultimas décadas (Bellwood et al.,
2004). Una nueva amenaza altamente letal, lamada pérdida de tejido de coral pétreo (SCTDL).
Dicha enfermedad se caracteriza por la aparicion de multiples lesiones que provocan una rdpida

pérdida de tejido, lo que lleva a la exposicion de esqueletos de color blanco que suelen
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presentarte en forma de banda a lo largo del coral (Alvares Filip et al., 2019). Ademas, hay una
deficiencia en la capacidad de acumular carbonato de calcio en un periodo de tiempo mas corto
a comparacion de otras enfermedades (Camacho-Vite et al., 2022). El SCTDL ha afectado
aproximadamente a 24 de las 46 especies del Caribe mexicano, entre las que se encuentra
Pseudodiploria strigosa (Alvarez-Filip et al., 2019). Dicha especie es de gran importancia debido
a que es una de las principales constructoras de arrecifes del Caribe mexicano (Thome et al.,

2021).

1.2 Reproduccion

La reproduccién de esta especie es primordialmente sexual en donde los gametos son liberados
al exterior para posteriormente ser fecundados y viajar varios dias por las corrientes marinas
hasta finalmente asentarse (Bassim & Sammarco, 2003). Las larvas de esta especie poseen un
potencial de dispersién que les permiten recorrer distancias registradas de hasta 84 km en 7
dias en distintas direcciones. El potencial de dispersion larval es proporcional a la duracién larval

(Bassim & Sammarco, 2003).

Otros experimentos han demostrado que Pseudodiploria strigosa puede llegar a ser de las
especies de desove externo en las que las larvas, y posteriormente los reclutas, tienen mayor

supervivencia y fecundidad (Ritson-Williams et al., 2010).

1.3 Diversidad genética

La diversidad genética se describe como las variaciones transmitidas de generaciéon en
generacidon que se presentan en cada organismo, tanto entre los individuos dentro de una
poblacién como entre poblaciones dentro de una especie. Esta diversidad surge de las
variaciones que existen entre las diferentes versiones o alelos de los genes, que son las
unidades de herencia, presentes en los individuos de una especie. Los genes son porciones de
acido desoxirribonucleico (ADN) distribuidas en cromosomas, cuyo nimero y forma pueden

variar entre especies. El ADN contiene la informacién genética que guia el desarrollo de los



organismos. Estas diferencias heredables proporcionan el material sobre el cual actian los
procesos evolutivos, dando forma a la amplia gama de caracteristicas presentes en los seres

vivos (Pifero et al., 2008).

La conectividad genética de los arrecifes requiere que ocurra la dispersién del material genético,
por lo que transferencia efectiva entre las poblaciones requiere el asentamiento exitoso de las
poblaciones reproductoras (Sale et al., 2020). Es decir que la conectividad entre las poblaciones
no puede ser medida centrandose sélo en los patrones de dispersién, sino que se deben incluir
de igual forma, el reclutamiento exitoso de la poblacidn receptora permitiendo la transferencia
de genes (Jordan-Dahlgren, 2002). Sin embargo, el intercambio relativamente bajo de los
organismos también puede permitir un nivel suficiente de transferencia de genes, y, por ende,
puede dar lugar a poblaciones genéticamente similares. En el caso de niveles de intercambio
excepcionalmente bajos, las poblaciones tienden a divergir genéticamente de manera muy
lenta, por medio de procesos como la deriva genética, la mutacién y la seleccion diferencial. Con

el tiempo, estas poblaciones pueden convertirse en especies separadas (Jones et al., 2007).

La diversidad genética y conectividad de los individuos resulta fundamental para la
supervivencia de la especie a largo plazo y es sin lugar a duda la materia prima para la
evolucidn, ya que de ella dependen tanto la adaptacién como la especiacidn. Los niveles altos
de diversidad pueden dar la habilidad para responder a enfermedades (Hedrick, 2001). Por el
contrario, si dicha diversidad se reduce en una poblacién, disminuye su capacidad de adaptarse
ante potenciales cambios ambientales (Hedrick, 2000). Por lo anterior se vuelve cada vez mas
necesario comprender la diversidad y la conectividad genética entre las poblaciones de las
especies para desarrollar estrategias de manejo eficientes que faciliten la supervivencia y

adaptacion de los arrecifes de coral en el futuro (Rippe, 2017).

La diversidad genética de los corales es de vital importancia ya que es la base de la tasa de éxito
de los esfuerzos de restauracién, ya que es vital integrar estudios genéticos para conservar el

potencial adaptativo y evolutivo de las especies ante el cambio climatico y enfermedades



4

emergentes. Desafortunadamente no existen suficientes estudios en el Caribe Mexicano que
detallen la dindmica poblacional de la especie, asi como su conectividad y diversidad genética,

lo que dificulta dichas acciones de conservacién partiendo de una base genética.

Es por lo anterior que el presente estudio busca responder, con ayuda de herramientas
moleculares y bioinformaticas, a las preguntas de investigacidén en torno a la diversidad genética
de la especie y su conectividad para eliminar las brechas de conocimiento existentes y asi poder
implementar mejores estrategias de conservacién que consideren la preservacion genética de la

especie.



2. ANTECEDENTES

2.1 Genética de poblaciones

Para estudiar la variacion del DNA de las poblaciones de una especie, considerando tanto el
genoma como ciertas regiones o genes, se han desarrollado en los Ultimos afios técnicas de
biologia molecular y de secuenciacién que han permitido analizar la diversidad genética
completa, es decir que han permitido a los bidlogos evolutivos hacer gendmica de poblaciones
(Lopez, 2016). Esto ultimo es la principal distincion entre la genética de poblaciones y la
gendmica poblacional, basicamente ahora se cuenta con una mayor capacidad para muestrear a
lo largo del genoma y a su vez, esto permite identificar procesos evolutivos a nivel de amplitud
de genoma causados por evolucién neutral (demografia) de aquellos procesos en locus

especificos que responden a presiones selectivas (Luikart et al 2003).

Una de las aplicaciones mas interesantes de la genética de poblaciones es en relacién con la
biologia de la conservacion. Actualmente, por diversas crisis y amenazas de origen ambiental y
antropogénico, gran cantidad de especies se encuentran en fuerte peligro de extincién por
diversas razones que han reducido el tamafio de las poblaciones y su conectividad, reduciendo

el flujo génico, el tamafio efectivo y la variacién genética (Eguiarte et al., 2013).

La diversidad genética de las especies es muy importante debido a que mantiene el potencial
evolutivo que es el reservorio de respuestas que las especies tienen contra diferentes amenazas
del medio lo que les concede la capacidad para adaptarse. Si la diversidad genética de una
poblacién se ve reducida también lo hara su probabilidad de resiliencia ante posibles amenazas

(Martinez-Castillo et al., 2018).

El flujo génico se refiere a todos los mecanismos que generan movimiento de genes de una
poblacién a otra. Las poblaciones de una especie pueden intercambiar genes en mayor o menor
grado debido al movimiento de gametos, individuos juveniles o adultos, asi como por eventos

de extincién y recolonizacidn de poblaciones enteras, aunque cabe mencionar que los migrantes
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gue no se reproducen en la poblacion a la que migraron no contribuyen al flujo génico (Planter

et al., 2007).

Evaluar los niveles de variacién de las poblaciones, describir las diferencias en composicién
genética entre las mismas y tratar de proponer métodos para generar patrones de flujo génico
que mantengan la variacién en estas poblaciones y que minimicen la deriva génica ayudara en

los programas de conservacién y asi a la sobrevivencia de éstas (Eguiarte et al., 2013).

El estudio de la genédmica de poblaciones marinas permite cerrar las brechas de conocimiento
para identificar genotipos que contribuyen al reclutamiento exitoso, que influyen en los
desastres o aquellos que hacen que las especies habiten ambientes marginales. Si bien estas son
algunas de las promesas de la gendmica marina, actualmente, la genémica de poblaciones
proporciona enfoques poderosos para descubrir la conectividad de las poblaciones, que puede
ser especialmente dificil de estudiar en ecosistemas marinos donde los organismos estan
ocultos a la vista y dificiles de seguir a través del tiempo. Esta informacion es fundamental para

la gestidn y conservacion de las especies marinas (Oleksiak et al., 2020).

2.2 Secuenciacion Sanger con PCR

La secuenciacion Sanger con PCR es una variante de la secuenciacién Sanger clasica que emplea
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar fragmentos especificos de ADN
antes de la secuenciacion. En este proceso, se utilizan cebadores especificos para amplificar el
ADN de interés. Esto es util cuando se trabaja con cantidades limitadas de ADN o cuando se

necesita amplificar un fragmento especifico antes de secuenciarlo (Lopez, 2016).

En esta reaccion, los ddNTP (didesoxinucledtidos) se marcan con fluorocromos de colores
diferentes para cada base, lo que permite determinar el color y, por ende, el NTP (trifosfatos de
nucledtido) respectivo de cada cadena terminada. Esto permite que el sistema 6ptico del equipo

identifique directamente las sefiales de fluorescencia de cada base en un grafico, donde cada



pico de intensidad de luz corresponde al color del fluorocromo asociado a cada base (Ldopez,

2016).

Los cromatogramas son graficos que muestran los resultados de una secuencia Sanger. En un
cromatograma tipico, el eje x representa la posicién en la secuencia, mientras que el eje y
representa la intensidad de la sefial fluorescente, que estd relacionada con la cantidad de
fragmentos de ADN presentes en cada posicion (Meda et al., 2011). Cada pico en el
cromatograma corresponde a un nucleétido especifico en la secuencia de ADN, y la altura y la
forma de los picos proporcionan informacion sobre la calidad de la secuencia y la presencia de
posibles mutaciones o variaciones. En resumen, la secuenciacién Sanger por PCR combina la
amplificacién de un fragmento de ADN mediante PCR con la secuenciacion Sanger para
determinar la secuencia de nucledtidos de ese fragmento, y los cromatogramas son la

representacion grafica de los resultados de la secuenciacion.

Algunas investigaciones en especies de corales como Acropora muricata, Montastraea
annularis, Pseudodiploria strigosa y Pseudodiploria clivosa, entre otros, en los que han
estudiado la estructura y la divergencia genética con marcadores nucleares y mitocondriales, se
han utilizado este tipo de técnicas de secuenciacién molecular para obtener sus resultados,
permitiéndoles observar diversidad haplotipica, estructura genética poblacional y filogenia
molecular para proporcionar informacién genética base sobre la dinamica poblacional de
corales pétreos y asi implementar mejoras en la gestion de estrategias de conservacién
apropiadas (Catmull et al., 1998; Chiou et al.,, 2008 Gutiérrez, 2022; Schwartz et al., 2012;

Severance et al.,2004).

2.3 Secuenciacion masiva y SNPs

La secuenciacién masiva se presenta como una herramienta fundamental para el estudio de la
diversidad bioldgica, porque permite un analisis eficiente y profuso de genomas vy
transcriptomas en un gran numero de individuos de especies no modelo obteniendo una

profundidad de secuenciacién significativa (Lopez, 2016).
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El método ddRADseq permite el genotipado simultaneos de alto rendimiento del polimorfismo
de secuencia, con o sin una referencia existente genoma. En comparacién con los enfoques
RADseq existentes, ddRADseq permite una mayor flexibilidad y solidez en la recuperacion de la
region y una disminucion sustancial en el costo, el material genédmico requerido de las muestras

y la inversion de tiempo del investigador (Peterson et al., 2012).

Los marcadores moleculares son una herramienta utilizada en estudios de diversidad genética
ya que nos permiten conocer cdmo se encuentran las proporciones de genes en las poblaciones
naturales de manera indirecta, como con los analisis de proteinas, o de manera directa con
estudios de ADN. Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar

polimorfismos en loci Unicos o multiples (Eguiarte et al., 2013).

Un polimorfismo nucleotidico simple (SNP, por sus siglas en inglés) se define como un cambio
en la secuencia de ADN de un nucledtido por otro. Dado que el ADN contiene cuatro
nucledtidos (adenina, guanina, citosina y timina), un SNP como mdaximo tendra cuatro alelos.
Los SNP son las variaciones mas comunes en los genomas de los organismos eucariotas y se
pueden localizar en genes, por lo tanto, estan sujetos a seleccién (no neutro), como en las

regiones intergénicas (neutros) (Ramirez-Bello et al., 2013; Sturm et al., 2022).

Solo se ha reportado un estudio con SNPs en Florida, EUA (Estados Unidos de América) en
donde han desarrollado148 nuevos marcadores de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
utilizando genotipado por secuenciacion (GBS).La heterocigosidad observada (Ho) y la
heterocigosidad esperada (He) que se encontraron oscilaron entre 0,008 y 0,888 y entre 0,018 y
0,500, respectivamente. Las desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de las
poblaciones, medidas por el indice del coeficiente de consanguinidad (Fis), oscilaron entre -
0,799 y 0,923. En total, se encontré que 96 SNP se desviaban significativamente de Hardy-
Weinberg (p <0,05). Se reportd que las desviaciones podrian haber resultado de la endogamia,
la subestructura de la poblacidn, la seleccién purificadora, la variacién del nimero de copias o el

error de genotipado (Vollmer et al., 2022).



2.4 Estudios de genética y conectividad en corales pétreos

Pseudodiploria strigosa es un coral escleractinio que se encuentra en el Caribe mexicano y es de
gran importancia por sus caracteristicas ecoldgicas al ser de los principales formadores de
arrecifes de coral (Thome et al.,, 2012; Peréz-Cervantes, 2017). Esta especie sigue un ciclo
reproductivo caracterizado por la reproduccién sexual y el hermafroditismo simultaneo, con
fecundacidon externa. El proceso inicia con la liberacion de gametos al medio ambiente, donde
se produce la fertilizacion. Después de la fecundacion en el entorno externo, los embriones
resultantes permanecen a la deriva durante varios dias, llevados por las corrientes marinas.
Posteriormente, se forma una larva planula que flota a través de la columna de agua. Al alcanzar
cierta etapa, la larva planula se asienta en el lecho marino, donde inicia su metamorfosis hacia
la forma de pdlipo. En este punto, la especie adopta un estilo de vida sésil, anclandose al fondo

marino (Weil, 2010).

Algunos estudios dentro del sistema arrecifal veracruzano han mostrado, mediante analisis
filogenéticos, una notable variabilidad genética entre las colonias de Pseudodiploria. Los
estudios moleculares llevados a cabo han revelado que esta especie de coral hereda una
diversidad fenotipica y genética que estd vinculada a perturbaciones ambientales (Chavez, 2009;

Colin-Garcia et al., 2020).

Los analisis moleculares indican que las condiciones ambientales adversas inducen estas
variaciones, y la especie ha desarrollado la capacidad de transmitir estas adaptaciones, como lo
es el tamafio de las colonias, a las generaciones posteriores. Estos hallazgos sugieren una
notable capacidad de supervivencia y adaptaciéon de estas colonias de Pseudodiploria en

respuesta a las condiciones cambiantes del entorno (Colin-Garcia et al., 2020).

Estudios con > 9,000 loci de polimorfismo de un solo nucleétido han demostrado que
poblaciones de corales que se encuentran en profundidades diferentes (mesoféticas
superficiales y superiores emparejadas) variaba significativamente segun la ubicacion y si bien la

conectividad vertical entre poblaciones mesoféticas y poco profundas (0-30m) emparejadas
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puede variar, ciertas poblaciones mesofdticas superiores (30-60m) pueden desempefiar un
papel importante en el mantenimiento de las metapoblaciones de coral y podrian actuar como

refugio al contribuir a la recuperacidn y persistencia de la meta poblacion (Sturm, 2022).

Por otro lado, estudios en Acropora spp. de las regiones de Mar Caribe y Banco Campeche, en
distancias que van desde los 193 km hasta los 1200 km, han mostrado valores de ¢sr negativos
en las comparaciones pareadas, sugiriendo que el flujo genético en esta regién es muy fuerte, lo
que podria verse asociado a la intensidad de la corriente de Yucatan, la cual muy posible facilita
el flujo de larvas de los arrecifes del Mar Caribe a Banco Campeche (Quintero 2017). Sin
embargo, otros autores han sugerido lo contrario (Dominguez-Maldonado, 2012), encontrando
una alta estructura entre ambas regiones y sugiere que la corriente de Yucatan puede estar
actuando como una barrera para el transporte larvario (Quintero, 2017) lo que impide la

transferencia de genes entre los distintos sitios.

Por otro lado, existe evidencia que demuestra una correlaciéon entre la similitud bioldgica
(diversidad de especies) y las distancias geogréficas, siendo menor la primera conforme
aumenta la segunda, permitiendo confirmar que los niveles de conectividad pueden ser
potencialmente bajos del Caribe mexicano al interior del Golfo de México debido a la distancia

(Chavez, 2009).

De igual manera se han realizado estudios genéticos con 9 microsatélites en poblaciones
de Orbicella faveolata y se ha reportado que estan relativamente bien mezcladas en todo el
Gran Caribe (F st = 0,038). Sin embargo, también se ha encontrado estructura genética que
surge tanto a escala local como regional, es decir a escalas que van desde los 2km hasta los 500
km. Ademas, se ha sugerido que la distancia geografica no es la principal fuerza estructurante
en todo el rango de estudio, pero puede ser un mecanismo subyacente débil de aislamiento
genético que existe dentro de un sistema complejo de factores oceanograficos y bioldgicos

(Rippe, 2017).
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3. JUSTIFICACION

Los corales escleractinios son de gran importancia ya que albergan una gran cantidad de
biodiversidad, son sitios de reproduccién, refugio y alimento. Ademas, tienen una gran

importancia socioecondmica y proveen diversos servicios ambientales.

Desafortunadamente, las poblaciones de coral estdn cada vez mas amenazadas por varios
factores antropogénicos y ambientales que han ocasionado que las tasas de mortalidad de
muchas especies vayan en aumento. Uno de estos factores son las enfermedades emergentes
como las que se han presentado en el Caribe mexicano en los ultimos afios. La pérdida de tejido
Pétreo es una de dichas amenazas que causa la muerte del tejido de las colonias) y deja
expuesto los esqueletos, creando el efecto de manchas blancas que rapidamente avanzan por

toda la colonia, hasta matarla por completo en unas pocas semanas.

Existe una gran falta de informacién e integracion de estudios genéticos en especies coralinas
como Pseudodiploria strigosa, asi como de estudios que reporten el grado de conectividad entre

y dentro de sus poblaciones, lo que dificulta la mejora de estrategias de conservacion.

Este trabajo es pionero en la generacién del conocimiento genético de la especie, lo que
permitira desarrollar mas investigaciones en torno a la conservacién de la especie partiendo de

una base genética.
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4. HIPOTESIS

Debido a la forma de reproduccion de Pseudodiploria strigosa, su alto potencial de dispersién y

la escala de estudio, se espera que exista una elevada diversidad genética a lo largo de la zona

de estudio.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la diversidad genética de Pseudodiploria strigosa en diferentes localidades del Caribe
mexicano mediante herramientas moleculares y la aplicacién de técnicas de secuenciacién
utilizando polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), marcadores mitocondriales y nucleares

(Secuenciacién Sanger).

5.2 Objetivos particulares

I. Identificar polimorfismos de un solo nucledtido de Pseudodiploria strigosa.
II.  Conocer la diversidad haplotipica y nucleotidica en localidades del Caribe mexicano.

llI.  Comparar la variacidn genética entre localidades del Caribe mexicano.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Area de Estudio

La region denominada Arrecife de Puerto Morelos forma parte del extenso sistema de arrecifes
conocido como el "Gran Cinturén de Arrecifes del Atlantico Occidental" (Fig. 1), que se
considera la segunda formacién arrecifal mas grande del mundo. Esta area especifica, ubicada
frente a Puerto Morelos, se extiende hacia el norte hasta conectar con el Parque Nacional Costa
Occidental de Isla Mujeres, Punta Cancun y Punta Nizuc (Carabias et al., 2000). Dentro de la
region de Puerto Morelos, existen diversas areas con caracteristicas Unicas en cuanto a

profundidad, oleaje, temperatura, entre otros aspectos (Chavez, 2009).
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Figura 1. Mapa de las regiones arrecifales y sitios de muestreo dentro del Gran Cinturén de
Arrecifes del Atlantico Occidental.
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La presencia y extension de los constructores arrecifales estan estrechamente vinculadas a
factores como la disponibilidad y tipo de sustrato, asi como la dindmica del agua local. Lugares
con un alto desarrollo relativo, como La Pared, Jardines, La Bocana, Cuevones, La Bonanza, y
otros, contrastan significativamente con areas someras mas uniformes que predominan en gran

parte del arrecife de Puerto Morelos, Tanchacté y Limones (Carabias et al., 2000).

En la mayor parte del parque nacional, la costa estd conformada por playas de arena calcarea,
de longitud limitada, que se clasifican como costa secundaria debido a su formacién
exclusivamente por procesos marinos, con dunas estabilizadoras de 4 a 6 metros de altura. Solo
en lugares aislados como Punta Caracol, la costa estd compuesta por roca calcarea (Chavez,

2009).

La laguna, que se extiende desde aproximadamente 60 metros en Punta Nizuc hasta casi 2.5
kildbmetros en La Bonanza, es mas ancha en general al norte de Punta Tanchacté (entre 2,000 y
3,000 metros) que al sur (entre 100 y 1,200 metros). Su profundidad varia entre 2 y 8 metros,
con un lecho principalmente cubierto de arena calcdrea, estabilizada por praderas de pastos
marinos. Entre Punta Tanchacté y Punta Petempich, la laguna es somera y corta, dando paso

rapidamente a la plataforma arrecifal (Chavez, 2009).

La zona Oeste, situada entre la laguna y la cresta arrecifal, se encuentra sobre una plataforma
estrecha, con una extensidon que oscila entre 50 y 200 metros y una profundidad de 1 a 3
metros. En esta drea, la presencia de abundantes colonias de coral contribuye a una mayor

rugosidad del fondo (Jordan, 1979).

Mas alld del arrecife Oeste, se encuentra la cresta arrecifal, que representa la parte mas
superficial del arrecife y donde las olas rompen en condiciones normales. Esta zona divide el
arrecife en dos entornos principales: uno protegido a sotavento (zona Oeste) y otro expuesto a
barlovento (zona Este). La zona Este presenta un fondo calcdreo relativamente liso, que

desciende suavemente perpendicular a la barrera arrecifal (Jordan, 1979).
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Tanchacté se describe como un arrecife marginal, con pequefnos bajos sucesivos separados
entre si por hasta 900 metros. Se encuentra a 26 kildmetros al sur de Cancun, con una laguna
somera que da paso rapidamente a la plataforma arrecifal y a la formacién de un pequefio islote
calcareo en el margen exterior. Donde la barrera es discontinua, la laguna tiene entre 3y 4

metros de profundidad (Carabias et al., 2000).

El arrecife de Puerto Morelos, también de tipo marginal, comienza justo frente al puerto del
mismo nombre y se extiende hacia el norte por aproximadamente 2 kildmetros. Se ubica a 30
kildbmetros al sur de Cancun, en una terraza que varia entre 0 y 25 metros de profundidad. En la
orilla, hay dunas de 4 a 6 metros de altura y una playa estrecha de arena calcarea (Castaiares,

1982; Carabias et al., 2000).

El arrecife de Tulum se encuentra en coordenadas 20° 12’ 53” de latitud N y 87° 25’ 06” de
longitud O. Clasificado como marginal, se forma cerca de la costa y se caracteriza por una
barrera profunda con una plataforma corta o inexistente, con profundidades entre 2 y 4 metros.
La extension del arrecife posterior en Tulum es limitada en comparacién con otras areas del
Caribe mexicano, y la turbidez y agitacion son significativamente mas altas aqui en relaciéon con

otras ubicaciones cercanas (Salazar-Vallejo et al., 1993).

El arrecife en la reserva de la biosfera de Sian Ka'an se extiende a lo largo de 110 kildémetros con
un desarrollo variable en la costa. Las aguas circundantes tienen bajos niveles de nutrientes y
alta transparencia, permitiendo una excelente penetracién de la luz hasta aproximadamente 70
metros de profundidad, con una temperatura promedio del agua entre 25 y 30.5 grados Celsius.
Los arrecifes bordeantes de Sian Ka'an muestran una zonacién similar al patrén tipico del
Caribe, que incluye una laguna arrecifal, una cresta arrecifal y el arrecife frontal (Carabias et al.,

2000).
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6.2 Trabajo de campo (Recoleccion de muestras)

Se seleccionaron diferentes sitios (Tabla 1) de estudio dentro del Caribe mexicano, que se
definieron de acuerdo con los programas de monitoreo y los proyectos de investigacion en
curso (Alvarez-Filip, 2019). Con ayuda de inmersiones marinas por parte del equipo de la UNAM
de Alvarez-Filip y Anastasia Banazak se obtuvieron los fragmentos de coral (2 cm?), los cuales se

almacenaron en RNAlater y se mantuvieron en tubos eppendorf de 1.5 ml a -42C.

Tabla 1. NUmero de muestras por sitio de muestreo.

Nombre del sitio Numero de muestras
Manchones 11
Tanchacte 49
Ojo de Agua 11
Cuevitas/Dreams 20
Sian Kaan 10
Jardines 16
Bocana 17

6.3 Trabajo de laboratorio

Se procesaron entre 0.2 y 0.5 mg de tejido usando el método de extraccién por Kit en columna
de DNeasy® de Sangre y Tejido Qiagen ®. Se realizaron pequefias modificaciones para mejorar la
cantidad y calidad de extraccién de DNA siguiendo estudios comparativos de métodos de
extracciéon (Ghafari & Litaay 2023); se usé Unicamente 10 ul de proteinasa K, no se vortexearon
los tubos y solo se mezclaron por inversién. Posteriormente se dejo toda una noche incubando

el tejido con 180 pl de buffer ATLy la proteinasa K (10 mg/ml).

El ADN de las 146 muestras de tejido de Pseudodiploria strigosa fue cuantificado por
espectrofotometria (Nanodrop) y posteriormente por fluorometria con Qubit 4 (Thermo
Scientific®) para evaluar la calidad (Anexo G). Posteriormente, se evalué la calidad del ADN

mediante electroforesis en gel de agarosa-synergel al 1% utilizando 5 ul de cada muestra, se
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empled UV como intercalante para su visualizacion en un fotodocumentador ChemiDoc™ (Bio-

Rad).

Posteriormente se eliminaron aquellas muestras que no pasaran dos criterios necesarios. El
primer criterio consistié en cumplir la cantidad minima de ADN para obtener 100-200 ng totales
para la elaboracion de las librerias gendmicas. El segun filtro consistid en revisar los geles de
extraccién y observar la amplificacién necesaria, asi como la presencia de contaminantes u otras
bandas que no pertenecieran al ADN de interés. Una vez realizada la seleccién de muestras que
cumplian con los estandares de cantidad y calidad se obtuvo un total de 136 muestras (Anexo

G).

6.4 Elaboracion de librerias

La elaboracion de las librerias se realizd mediante la técnica de Secuenciacién de ADN Asociado
a la Restriccion de Doble Digestién (dd-RADseq por sus siglas en inglés), descrita por Peterson et

al. (2012).

Se digirié el material gendmico, previamente extraido, con dos enzimas de restriccidn, EcoRI-HF
(5’-G/AATTC-3’) y Mspl (5’-C/CGG-3’), para obtener fragmentos de un tamafio especifico (320-
520 pb). Cada reaccion de digestion se llevé a cabo en un volumen total de 30 ul, conteniendo
un minimo de 100 ng de ADN, 10 U totales de cada enzima de restriccidn, 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 (Tris-HClI 10 mM ph 8.0, EDTA 0.1 mM). La reaccidn se llevé a cabo a
temperatura ambiente por doce horas para asegurar la digestion del material genético.
Purificacién de ADN con perlas Los productos de la digestidn 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 pl de 0.1X TE.

De acuerdo con la técnica de dd-RADseq (Peterson et al., 2012), se emplearon dos diferentes

adaptadores denominados P1 y P2. El adaptador P1 es complementario al corte de la enzima
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EcoRl y contiene una secuencia corta de ADN llamada barcode (cédigo 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 empled para todos los individuos. La ligacién de los adaptadores a los
fragmentos de ADN se realizd en reacciones con un volumen total de 40 pl dentro de los cuales
se incluyen: ADN previamente digerido (100-200 ng) y purificado, 2 uM de Adaptador P1 y 1X
Master Mix de Ligacion (1X Buffer T4 Ligasa, 100 U T4 ADN Ligasa, 0.1 uM Adaptador P2).

La reaccion fue incubada toda una noche a temperatura ambiente. Una vez ligados los
adaptadores, se realizd una segunda purificacién con perlas, para eliminar los adaptadores no
ligados, siguiendo el protocolo de Petersén et al., 2012. Para corroborar que la ligacién fue
exitosa, se llevd a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction,

PCR por sus siglas en inglés) utilizando los iniciadores Primer lllumina Forward: PCR1 (5’-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACG-3’) y Primer Illumina Reverse:
PCR2_ldx_1_ATCACG(5’'CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGT
GC-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 GoTaq® (1X Buffer Green GoTag® pH 8.5,
dNTPs 200 uM, MgCI2 1.5 uM) y 0.8 mM de cada primer. El programa de PCR se llevd 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 pl por cada muestra. El gel fue
cargado con intercalante UV para su visualizacién en un fotodocumentador ChemiDoc™ (Bio-
Rad). Posteriormente los productos purificados de la ligacién se cuantificaron en Qubit 4
(Thermo Scientific®) y se prepararon pools equimolares de 48 individuos usando 10 ng de ADN
de cada individuo. Posteriormente, se llevd a cabo una purificacidn 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 pl de etanol al 80% y eluyendo en 30 pl de 0.1X TE. De
cada pool se seleccionaron aquellos con fragmentos de 320-520 pb + 50 mediante Pippin Prep™
(Sage Science). Se realizo el enriquecimiento de fragmentos y adicidon de index Para diferenciar

entre pools (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencias de los index.

Secuencia de los index de cada pool

Pool 1 ldx_1_ATCACG
Pool 2 ldx_2_CGATGT
Pool 3 ldx_3_TTAGGC

La reaccidn de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 20 pl por reaccién, conteniendo: 4 ul
ADN de pool previamente purificado, 1X Buffer Phusion HF, 0.4 uM dNTPs, 0.5 uM Primer
[llumina F (PCR1), 0.5 uM Primer Illumina Ry 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 (13 ciclos). Los productos de amplificacidn se purificaron con AMPure XP
Beads y los productos purificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%
utilizando 5 ul de cada muestra, posteriormente fue empled intercalante UV para visualizarlo en
un fotodocumentador ChemiDoc™ (Bio-Rad). Los pools enriquecidos fueron cuantificados con
Qubit 4 (Thermo Scientific®) para combinarlos a una concentracién de ~0.5 ng/ul, dando lugar a
la libreria final. Esta libreria se concentré nuevamente utilizando perlas AMPure XP Beads en
una proporcidn 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 ul de 0.1X TE. Las librerias finales
fueron enviadas a Novogene® (Sacramento, EUA) para ser secuenciadas en un secuenciador

Illumina Hiseg-X con lecturas pareadas de 150 pb.

6.5 Bioinformatica

Las secuencias crudas fueron filtradas con el pipeline Stacks 2.2 (Catchen et al. 2013), para la
identificacion de marcadores SNPs y la construccién de loci a partir de secuencias cortas.
Stacks esta disefado para procesar datos que se apilan juntos. Principalmente, esto consiste en
ADN digerido con enzimas de restriccion. El objetivo de Stacks es ensamblar loci en un gran

numero de individuos en una poblacidn o cruce genético, llamar SNP dentro de esos loci y luego
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leer los haplotipos de ellos. Por lo tanto, Stacks requiere datos que tengan una longitud

uniforme, con una cobertura lo suficientemente alta como para llamar con confianza a los SNP.

Para asegurarse de que las lecturas finales contengan solo ADN de coral y no el de los
dinoflagelados endosimbidticos (Symbiodinaceae), se utilizaron genomas disponibles de los
simbiontes para filtrar las lecturas amplificadas de cada uno de los géneros Symbiodinium
microadriacticum (Aranda et al.,, 2016), Breviolum minutum, Cladocopium goreaui y
Durusdinium  trenchii  (Adhesion al NCBI GCA_003297005.1, GCA_000507305.1,
GCA _003297045.1, PRIDB10306) usando el alineador de secuencia Bowtie2 (Langmead y
Salzberg 2012 ), separando las lecturas no alineadas de aquellas que se alinearon con la
referencia de Symbiodiniaceae. Posteriormente las lecturas se alinearan con la referencia de
Symbiodiniaceae y se volveran a alinear con una database de varios corales (Beavers, 2023), un
genoma de M. cavernosa (Rippe et al., 2021) y Orbicella faveolata (Rippe et al., 2017) filtrando
las lecturas que se asignaron a las referencias de algas y corales, lo que resultd en lecturas que
se alinearon exclusivamente con el concatenado del hospedero (corales) o el metagenoma de
Symbiodiniaceae para analisis posteriores. Al final se utilizaron recuentos de alineaciones para

el simbionte, el hospedero y otros organismos no identificados.

Debido a que no poseemos un genoma de referencia se llevd a cabo el ensablaje de novo. Un
analisis de novo en Stacks procede en seis etapas principales. Primero, el programa
process_radtags demultiplexa y limpia las lecturas. Las siguientes tres etapas comprenden la
tuberia principal de Stacks: construir loci (ustacks), crear el catalogo de loci (cstacks) y
compararlo con el catalogo (sstacks). En la quinta etapa, se ejecuta el programa gstacks para
ensamblar y fusionar contigs de extremos pareados, llamar a sitios variantes en la poblacién y
genotipos en cada muestra. En la etapa final, las poblaciones se ejecutan en el programa, que
puede filtrar datos, calcular estadisticas de genética de poblaciones y exportar una variedad de

formatos de datos.
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Process_radtags que reconoce la secuencia barcode en cada fragmento y las agrupa de acuerdo
con el individuo al que pertenecen. Simultdneamente, se eliminan las secuencias de baja

calidad.

Las lecturas que fueron inicialmente demultiplexadas se filtraron aiin mas por calidad utilizando
fastq_quality_filter en FASTX-Toolkit v0.0.14 (> 90% de las bases con puntuaciones de calidad
Phred > 25; Gordon y Hannon 2010).

Una vez que las secuencias se ordenan por muestra, se lleva a cabo la deteccién 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 estdn 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 construccién 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
pardmetro —M hace referencia al nUmero méaximo de diferencias puntuales permisibles entre
dos alelos para conformar un loci putativo. Para este trabajo se asignd un valor de -m =3y
diferentes combinaciones de —M = 2-4. El segundo componente (cstacks) crea un catalogo que
incluye los alelos y loci presentes en toda la poblaciéon de acuerdo con lo detectado en las
muestras individuales. Para esto, se especifica mediante el parametro —n, el cual, es el nUmero
de diferencias puntuales permisibles entre las secuencias de dos individuos para ser
consideradas parte de este loci en la poblacion. Se empleé la regla n = M+2, para cada valor de -

M probado.

El filtrado de loci se llevd a cabo con el médulo -populations filtra los loci en funcion de diversos
parametros poblacionales. En este caso se -p se refiere al nimero de localidades donde debe

estar presente el locus, se probaron valores desde 7 a 3. El parametro -r establece el porcentaje
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de individuos donde debe estar presente el locus se emplearon valores de r = 0.8 a 0.1, la

frecuencia del alelo menor se dejé -min_maf = 0.03 fija.

Tabla 3. Valores de los parametros de filtrado con el médulo populations del programa stacks.

P r min_maf
P7 0.8 0.03
P6 0.8 0.03
P2 0.8 0.03
P4 0.5 0.03
P3 0.5 0.03
P4 0.3 0.03
P3 0.1 0.03

6.6 Secuenciacion Sanger

La secuenciacidn Sanger se ha utilizado para analizar regiones especificas del genoma que
muestran variabilidad entre individuos dentro de una poblacién. Estos estudios pueden revelar
polimorfismos. Se ha utilizado la secuenciaciéon Sanger para secuenciar fragmentos especificos
de ADN que contienen regiones de interés. Esto se hace ampliamente en estudios de asociacidn
genética y genotipado de polimorfismos (Sanger, 1975; Catmull et al., 1998; Chiou et al., 2008
Gutiérrez, 2022; Schwartz et al., 2012; Severance et al., 2004).

Se utilizaron los marcadores Pax-C (418 pb) y MaSC-1 (490 pb). El primero se dirige a los
intrones ubicados dentro de la proteina Pax y (Catmull et al., 1998; Chiou et al., 2008), mientras
gue MaSC-1es una regién anodnima secuenciada originalmente en Montastraea
annularis (Severance et al., 2004), que ademas se ha utilizado en estudios taxondmicos de varias
especies de corales incluyendo Pseudodiploria strigosa y Pseudodiploria clivosa (Schwartz et al.,

2012).

Posteriormente se llevd a cabo la cadena en reacciéon de la Polimerasa bajo las siguientes,
condiciones: 1 ul de ADN gendmico diluido con una mezcla maestra de PCR de 12.5 ul que

consta de: 1 ul de cada cebador (Fordware y Reverse; 0.8 mM), 1.25 ul de PCR Buffer (1x), 0.37
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ul de MgCl; (1.5 mM), 0.25 de dNTPs (0.2 mM), 0.05 ul de Taq polimerasa (1 u/ul), 7.08 pl de
H,O y 0.5 ul de BSA (4.1 x). Cada reaccidn se realizd a 95 °C durante 10 min, 30 ciclos de 94 °C
por 30s, Ta por 40s y 72 °C por 1 min, con una extension final de 72 °C por 10 minutos. Los
productos de PCR purificados se secuenciaron en analizadores de ADN capilar para

posteriormente analizar y editar los cromatogramas.

6.7 Diversidad genética

Una vez obtenidas las secuencias de ADN, estas fueron editadas y alineadas en el programa

CodonCode Aligner V9.0.1 (CodonCode Aligner 2009).

La diversidad genética fue estimada mediante el ndmero de haplotipos (H), diversidad
nucleotidica (m), diversidad haplotipica y sitios segregantes (S) de los marcadores Pax-C y
MasSC1, los cuales fueron estimados mediante el programa DnaSP V 6.12.03 (Librado y Rozas,

2009).

Se organizaron las muestras en grupos de acuerdo con el sitio, regién, condicion y afio para

estimar su diversidad genética.

Finalmente se graficaron las colonias que tenian un solo haplotipo y aquellas que tenian dos
haplotipos identificando aquellas secuencias que tenian sitios variantes (alelos) sacando el
porcentaje para conocer cuantos haplotipos se encontraban en las colonias de cada grupo
clasificado. La identificacidn de los alelos se realizd6 mediante el programa Una vez obtenidas las
secuencias de ADN, estas fueron editadas y alineadas en el programa CodonCode Aligner V9.0.1

(CodonCode Aligner 2009) y cuantificados en DnaSP V 6.12.03 (Librado y Rozas, 2009).
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7. RESULTADOS
7.1 SNPs
El numero total de lecturas retenidas que se obtuvo después de process radtags se redujo

considerablemente para cada pool (Tabla 3).

Tabla 4. Numero de lecturas retenidas, de baja calidad y sitos de corte RAD no encontrados.

Lecturas Baja Barcodes no  Sitio de corte RAD no
# Poo . . Total
retenidas calidad encontrados encontrado
Pool 1 279,353,625 45,933,146 71,53,084 17,285,999 349,725,854
Pool 2 147,707,452 31,180,502 8,991,052 51,863,110 239,742,116
Pool3 1,301,474 559,000 275,930 938,278 3,074,682

Asi mismo, se obtuvo un rango muy amplio de lecturas por individuo, desde 678 lecturas hasta
81, 847,350 lecturas por individuo (Fig. 2; Anexo H). Un grupo reducido de muestras obtuvieron
la mayoria de las lecturas mientras que la mayoria de las muestras presentaron bajos

rendimientos (Fig. 2; Anexo H).

Posteriormente en la limpieza y separacidn de las lecturas para diferenciar entre el simbionte, el
hospedero y otros organismos, se obtuvo un total de lecturas finales que fueron desde 31
lecturas hasta 17, 400,299 lecturas por individuo, que corresponden Unicamente al hospedero

(Fig. 2 y 3; Anexo H).
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Finalmente, en la iteracion de los parametros principales seleccionados en denovo_map.pl se
usaron los valores m =3, M = 3, n = 5, construyendo en el ensamble de loci de novo un catédlogo
con 463,043 loci los cuales fueron filtrados con el médulo populations (Tabla 5). Se probaron
diferentes combinaciones de pardmetros de filtrado variando -p y -r. Al disminuir los valores del
p se observa que no tiene un efecto en la obtencidn de loci compartidos entre las localidades de
muestreo. También la disminucidn de r no contd con un efecto inclusive a valores de r = 0.3. Sin
embargo, al disminuir a p = 3 y r = 0.1 se obtuvieron 1,377 SNPs, pero esto denota que no

existen loci compartidos entre localidades e inclusive entre individuos de una misma localidad.

Tabla 5. Obtencion de loci filtrado de loci con el médulo populations.

P r min_maf SNPs
P7 0.8 0.03 0
P6 0.8 0.03 0
P2 0.8 0.03 0
P4 0.5 0.03 1
P3 0.5 0.03 1
P4 0.3 0.03 1
P3 0.1 0.03 1,377

7.2 Diversidad genética (marcadores mitocondriales y nucleares)

Para el andlisis de la diversidad genética, se estimaron los valores de diversidad haplotipica y
nucleotidica. Se obtuvieron un total de 84 secuencias de 415 pares de bases (pb) para el
marcador Pax-C en Pseudodiploria strigosa, que dieron un total de 24 haplotipos Unicos con una
diversidad haplotipica de Hd=0.764 (Tabla 5). De las 45 secuencias obtenidas con 545 pb para el
marcador MaSC1, se obtuvieron un total de 22 haplotipos y una diversidad haplotipica de

Hd=0.918 (Tabla 5).

7.3 Diversidad genética por sitio

Para el marcador Pax-C, todas las localidades presentaron una diversidad haplotipica que varié

desde 0.6 a 1, siendo Jardines (Hd=1) la localidad con la mayor diversidad haplotipica (Fig. 5).
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Para el marcador MaSC1, las localidades presentaron una diversidad haplotipica que varid desde
0.6 a 1, siendo Dreams, Jardines y Sian Ka’an (Hd=1) las localidades con la mayor diversidad
haplotipica (Fig. 5). Los valores de diversidad nucleotidica fueron muy bajos en todas las
localidades, observandose valores no mayores a 0.0095 para el marcador Pax-C (Fig. 6), y no

mayores a 0.0098 para el marcador MaSC1 (Fig. 6).

Tabla 6. Diversidad genética por sitio para el gen Pax-C.

Sitios de las muestras N' ciH® c2H? Nseq4 H> Hd® +S.D. n?® +S.D.]
Manchones Norte 4 2 2 6 3 06 021 0.0032 0.0015
Tanchacte 21 4 17 38 15 0.7 0.06 0.0063 0.0009
Bocana 4 0 4 8 5 0.786 0.15 0.0047 0.0014
Jardines 1 0 1 2 2 1 0.25 0.0073 0.0036
Cuevitas 8 3 5 13 6 08 0.08 0.0095 0.0017

Sian Ka'an 11 4 7 18 7 0.7 0.10 0.0054 0.0010
Todos 48 13 35 8 24 0.7 0.04 0.0064 0.0007

'N=Numero de muestras, C1H =Ndmero de colonias con 1 Haplotipo, 3C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
Numero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacién estandar, 81 = Diversidad
nucleotidica.

Tabla 7. Diversidad genética por sitio para el gen MaSC1.

Sitios de las muestras N' C1H> C2H? Nseq4 H> Hd® #s.D.] n? +S.D.’

Manchones Norte 2 1 1 3 2 0.6 0.31 0.0133 0.0063

Tanchacte 20 13 7 27 11 0.8 0.04  0.0079 0.0007
Ojo de Agua 1 1 0 1 1 0 0 0 0
Bocana 0O O 0 0 0 0 0 0 0
Jardines 1 0 1 2 2 1 0.5 0.0044 0.0022
Cuevitas 3 2 1 4 4 1 0.17  0.0078 0.0018
Sian Ka'an 5 2 3 8 8 1 0.06  0.0098 0.0013

Todos 32 19 13 45 22 09 002 0.0088  0.0007

'N=Numero de muestras, C1H =Ndmero de colonias con 1 Haplotipo, 3C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
Numero de muestras, *H=Numero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacion estandar, ¢ = Diversidad
nucleotidica.
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Para el marcador Pax-C, los sitios de Manchones Norte, Tanchacte, Cuevitas y Sian Ka’an
presentaron muestras con un solo haplotipo con un 50%, 19%, 37% y 36% respectivamente. Por
otro lado, todos estos sitios ademds de Bocana y Jardines presentaron un porcentaje igual o
mayor al 50% de las muestras con dos haplotipos, lo que denota que en todos los sitios hay una

gran presencia de muestras con mas de un haplotipo (Fig. 7).

Para el marcador MaSC1, los sitios, los sitios de Manchones Norte, Tanchacte, y Sian Ka’an
presentaron muestras con un solo haplotipo con un 50%, 65% y 40% respectivamente. Todos
esos mismos sitios presentaron un porcentaje igual o mayor al 50% de las muestras con dos
haplotipos, a excepcidon de Tanchacte (Unicamente 35% de las muestras con dos haplotipos) y

Ojo de agua, sitio con el 100% de las muestras con un solo haplotipo (Fig. 7).
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Figura 7. Porcentaje de muestras con un solo Haplotipo (H1) y dos Haplotipos (H2). N= Numero

de muestras.
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7.4 Diversidad genética por region

La diversidad haplotipica en todas las regiones y para ambos marcadores fue mayor a 0.7,
mientras que la diversidad nucleotidica no fue mayor a 0.0095 para ambos marcadores (Tabla 8
y 9). La region de Puerto Morelos presentd mayor porcentaje de muestras con dos haplotipos
para el marcador Pax-C y por un solo haplotipo para el marcador MaSC1 (Fig. 8). Para la zona de
Tulum, estuvo mayormente representada por muestras con dos haplotipos, tanto para el
marcador Pax-C como para el marcador MaSC1 (Fig. 8). Finalmente, para la zona de Sian Ka’an

las muestras presentaron mayor porcentaje de muestras con un solo haplotipo (Fig. 8).

Tabla 8. Diversidad genética por regiones (Pax-C).

Regi6n N? ClH* c2H® Nseq® W Hd® +s.D.” n® s.D.’

Puerto 30 6 24 53 17 0.7 0.06  0.0055 0.0007
Morelos

Tulum 8 3 5 13 6 0.8 0.08 0.0095 0.0017
SianKaan 11 4 7 18 7 0.7 01  0.0054 0.001

Todos 49 13 36 84 24 0.7 0.04 0.0064 0.0007

'N=Numero de muestras, ’C1H =Ndmero de colonias con 1 Haplotipo, *C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
Numero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacion estandar, ¢ = Diversidad
nucleotidica.



33

Tabla 9. Diversidad genética por regiones (MaSC1).

Regién N' C1H? C2H® Nseq® H® Hd® +s.D.] n?® +S.D.]
Puerto Morelos 24 15 9 33 13 0.8 0.04 0.0085 0.0008
Tulum 3 2 1 4 4 1 0.17 0.0078 0.0018
Sian Kaan 5 2 3 8 8 1 0.06 0.0098 0.0013
Todos 32 19 13 45 22 0.9 0.02 0.0088 0.0007

'N=Numero de muestras, ’C1H =Numero de colonias con 1 Haplotipo, *C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq:
NUmero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacién estandar, 1 = Diversidad
nucleotidica.
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Figura 8. Porcentaje de muestras con un solo haplotipo (H1) y con dos haplotipos (H2). N=
NuUmero de muestra
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7.5 Diversidad genética por condicion

La diversidad haplotipica para ambos marcadores presentd valores mayores a 0.7 mientras que

la nucleotidica no fue mayor a 0.0088 (Tabla 9).
En la comparacién de las muestras por condicion entre ambos marcadores las muestras que se
recolectaron como enfermas coincidieron en tener mayor porcentaje con un solo haplotipo,

mientras que las sanas presentaron mayor porcentaje de muestras con dos haplotipos (Fig. 9).

Tabla 10. Diversidad genética por condicién (Pax-C).

Condicion ~ N' C1H> C2H® Nseq® H® Hd® %S.0.] n? +s.D.’
Enfermas 17 6 11 28 12 07 0.078 0.0066 0.0012
Sanas 31 6 25 56 20 0.7 0.06 0.0064 0.0009
Todos 48 12 36 84 24 07 0.04 0.0064 0.0007

IN=Numero de muestras, ’C1H =Numero de colonias con 1 Haplotipo, 3C2H= Numero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
Numero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacién estandar, 81 = Diversidad
nucleotidica.

Tabla 11. Diversidad genética por condiciéon (MaSC1).

Condicion  N* ClH> C2H® Nseq® W’ Hd® +s.b” n® xsD/

Enfermas 15 11 4 19 10 0.895 0.048 0.0087 0.001
Sanas 17 8 9 26 16 0.92 0041 0.0086 0.001
Todos 32 19 13 45 22 0.918  0.028 0.0088 0.0007

'N=Numero de muestras, ’C1H =Numero de colonias con 1 Haplotipo, *C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
NUmero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacion estandar, ¢ = Diversidad
nucleotidica.
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Enfermas (Pax-C) Enfermas (MaSC1)
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Figura 9. Porcentaje de muestras con un solo haplotipo (H1) y con dos haplotipos (H2). N=
Numero de muestras.
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7.6 Diversidad genética por afio
Para todas las regiones, con ambos marcadores se observd en todos los anos una diversidad

haplotipica mayor a 0.7 y nucleotidica no mayor a 0.0075 (Tabla 11).

En cuanto a la cantidad de muestras con uno o dos haplotipos, se observé con el marcador Pax-

C un mayor porcentaje de muestras con dos haplotipos (Fig. 10).

Por otro lado, con el marcador MaSC se observd un gran porcentaje de muestras con un solo
haplotipo para el afno 2019, 2020 y 2021, exceptuando el 2022, que presentd el 100% de las

muestras con dos haplotipos (Fig. 10).

Tabla 12. Diversidad genética por afio (Pax-C).

Afo N' CiH* c2H® Nseq® H®  Hd® +S.D.’ n® +S.D.’
2019 12 2 10 22 9 0.7 0.09 0.0050 0.0011
2020 2 0 2 4 3 0.8 0.22 0.0061 0.0021
2021 32 14 18 50 18 0.7 0.05 0.0075 0.0010
2022 4 0 4 8 5 0.7 0.15 0.0047 0.0014
Todos 50 16 34 84 24 0.7 0.04 0.0064 0.0007

'N=Numero de muestras, C1H =Ndmero de colonias con 1 Haplotipo, 3C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
Numero de muestras, *H=Numero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacién estandar, ¢ = Diversidad
nucleotidica.

Tabla 13. Diversidad genética por afio (MaSC1).

Afo  N' ciH®* c2H® Nseq* H>  Hd® +s.D.’ n?® +S.D.”
2019 11 5 6 17 10 0.9 0.02 0.0105 0.0008
2000 3 3 0 3 2 0.6 0.31 0.0044 0.0021
2021 17 11 6 23 14 09 0.05 0.0072 0.0008
2022 1 0 1 2 2 1 0.50 0.0044 0.0022
Todos 32 19 13 45 22 09 0.02 0.0088 0.0007

IN=Numero de muestras, ’C1H =Numero de colonias con 1 Haplotipo, 3C2H= Numero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
Numero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacién estandar, 8 = Diversidad
nucleotidica.
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Figura 10. Porcentaje de muestras con un solo haplotipo (H1) y con dos haplotipos (H2).

N=NuUmero de muestras.
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7.7 Diversidad genética por afio (Puerto Morelos)

Para la regidn de Puerto Morelos se observé en todos los afios una diversidad haplotipica mayor

a 0.5 mientras que la haplotipica no fue mayor a 0.0061 (Tabla 13).

En cuanto a la cantidad de muestras con uno o dos haplotipos, se observé con el marcador Pax-

C un mayor porcentaje de muestras con dos haplotipos (Fig. 11).

Por otro lado, con el marcador MaSC se observé un mayor porcentaje de muestras con un solo

haplotipo (Fig. 11).

Tabla 14. Diversidad genética por ano, Puerto Morelos (Pax-C).

Afo N' Ci1H®* c2H® Nseq® H®  Hd® +S.D.’ n® +S.D.’
2019 2 7 16 7 0.6 0.12 0.0049 0.0013
2020 2 0 2 4 3 0.8 0.22 0.0061 0.0021
2021 14 3 11 25 12 0.8 0.07 0.0061 0.0010
2022 4 0 4 8 5 0.7 0.15 0.0047 0.0014
Todos 29 5 24 53 17 0.7 0.06 0.0055 0.0007

'N=Numero de muestras, ’C1H =Ndmero de colonias con 1 Haplotipo, 3C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseq=
Numero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacién estandar, 81 = Diversidad
nucleotidica.

Tabla 15. Diversidad genética por afio, Puerto Morelos (MaSC1).

Diversidad genética por afio, Puerto Morelos (MaSC1)

Ao  N!' C1H®> C2H® Nseq® H® Hd®  £s.D.] n?® +s.D.’
2019 9 4 5 14 8 09 0.03 0.010 0.0010
2000 3 3 0 3 2 06 0.31 0 0.0021
2021 11 8 3 14 7 07 0.11 0.0050 0.0009
2022 2 2 0 2 2 1 0.50 0.0044 0.0022
Todos 25 17 8 33 13 0.881  0.041 0.00855 0.0008

'N=Numero de muestras, ’C1H =Ndmero de colonias con 1 Haplotipo, *C2H= Ndmero de colonias con 2 Haplotipos, 4Nseqz
NuUmero de muestras, *H=NUmero de haplotipos, ®Hd= Diversidad haplotipica, ’SD= desviacion estandar, ¢ = Diversidad
nucleotidica.
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Figura 11. Porcentaje de muestras con un solo haplotipo (H1) y con dos haplotipos (H2). N=
Numero de muestras.
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8. DISCUSION

El presente estudio representa una de las primeras investigaciones sobre la diversidad genética
de Pseudodiploria strigosa en el Caribe mexicano lo que destaca su importancia para poder
plantear planes de conservaciéon con mejores estrategias. Ademads, es de los primeros trabajos
en dicha regidn en usar las herramientas mas modernas para el analisis de secuencias genéticas,
empleando el método ddRAD (Peterson et al., 2012) debido a que facilita la investigacion de

organismos no modelo analizando una gran cantidad de loci en tiempo relativamente breve.

8.1 Diversidad genética con ddrad-seq

En cuanto al proceso de ensamblaje se ha observado que es importante explorar un rango de
valores para los pardmetros clave y luego trazar las métricas de ensamblaje esenciales
obtenidas de los archivos de salida de Stacks para analizar y tomar una decisién fundamentada

sobre los conjuntos dptimos de parametros para los datos analizados (Paris et al., 2017).

Para la construccion de loci denovo se debe hacer una cuidadosa seleccion de los distintos
pardmetros a usar en denovo_map (-m, -M y -n). En la mayoria de los estudios de diversidad
genética para especies marinas utilizan diversos valores de -M2 -m3 -n2 reteniendo miles de
SNPs (Catchen et al., 2017; Miller et al.,, 2016; Rochette et al., 2019). En este trabajo se
realizaron iteraciones hasta obtener una combinacion que nos permitiera obtener la mayor
cantidad de SNPs sin caer en el error de recuperar lecturas que sesgaran nuestros resultados.
Debido al conocimiento de las pocas lecturas por individuo que se retuvieron no usamos
parametros tan estrictos para no perder lecturas ni obtener un nivel tan bajo en la deteccién de

loci, los parametros de ensable utilizados fueron M =2, m = 3, n=5.

Las lecturas se agrupan en alelos putativos controlados por el pardmetro m, luego se comparan
y colapsan en loci controlados por M. Posteriormente, las lecturas secundarias se alinean con
los loci ensamblados para aumentar la profundidad del locus, seguido de la evaluacién de SNP
basada en la evidencia estadistica de cobertura y errores presentes. Finalmente, se forman

catdlogos de loci para toda la poblacién, donde las secuencias similares se agrupan en un Unico
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locus, regulado por el parametro n en cstacks (Paris et al.,, 2017). Se ha demostrado que, en
conjuntos de datos, la profundidad del Stack mejora con valores crecientes de m, y que después
de fusionar supuestos alelos en loci, la profundidad aumenta. Con un valor de m1, cada lectura
sin procesar se trata como un alelo putativo y, por lo tanto, aumenta la cantidad de loci
ensamblados. Cuando se ha aumentado de m1 a m2, el nimero promedio de loci formados
disminuye drasticamente. Sin embargo, en algunos conjuntos de datos donde se ensamblaron
aproximadamente un 50 % mas de loci en m=1 en comparacién con m=2 y se presentan muchas
lecturas Unicas, se ha reportado que puede deberse a una gran cantidad de PCR o a errores de

secuenciacion (Paris et al., 2017; Martinez 2020).

Se ha sugerido que M es particularmente especifico del conjunto de datos porque depende de
los niveles naturales de polimorfismo en la especie, asi como de la cantidad de error generado
durante la preparacién y secuenciacién de las bibliotecas RAD-seq. Se ha observado un fuerte
aumento en el numero de SNP obtenidos al aumentar M. Asi mismo se ha resaltado la eficacia
de la regla r80, que utiliza loci polimdrficos presentes en al menos el 80% de las muestras como
objetivo de optimizacion (Paris et al., 2017). Sin embargo, este tipo de parametros se adecuard
a los objetivos de estudio y al conocimiento particular de los datos. En nuestro estudio fue dificil
manejar parametros tan robustos debido a la calidad y cantidad de los datos que se obtuvieron,
lo que era de esperarse al observar valores bajos desde la extraccion de ADN (40 ng/ pl) a
comparacion de otros estudios en corales escleractinios donde han obtenido hasta 500 ng/ul
(Ghafari y Litaay 2023). Sin embargo, la diferencia, no recae en el método de extraccion, por lo
gue se sugiere que es el método de preservacién lo que ocasiono la degradacién del material
genético. El contar con DNA de baja integridad impacta directamente en la cantidad de sitios
homodlogos entre muestras, ya que al momento de llevar a cabo la digestion del DNA, los

fragmentos obtenidos.

Lo anterior fue reflejado al momento de filtrar los loci en especifico los parametros para
establecer el niumero minimo de poblaciones en las que debe estar presenten un locus para

procesarlo (-p) y el porcentaje minimo de individuos en una poblacién necesarios para procesar



43

un locus (-r) se han mencionado como parte secundaria de la parametrizacién (Paris et al., 2017;
Martinez 2020). A partir de catalogo de loci ensamblados resultaron 463,043 loci, sin embargo
al filtrar con base a la variacién comun entre las localidades -p, cuando se establece que la
presencia del locus esté presente en el 100% (p = 7) e inclusive en el 28% (p = 2) el 80% de los
individuos no se recuperd ningun loci. Esto indica que no hay variantes genéticas compartidas
entre las localidades. Asimismo, cuando se disminuye el porcentaje de individuos donde debe
estar presente el loci (-r) a r = 0.5, se recupera un loci. Finalmente, cuando se empleap=3yr=
0.3 se recuperan 1,377 SNPs. Sin embargo, este numero de SNPs solo son compartidos entre
muy pocos individuos y localidades. Este efecto, se relaciona directamente con la baja
integridad de ADN recuperado y se refleja en el bajo nimero de sitios homdlogos recuperados

con Stacks al momento de filtrar la informacion.

Debido a la baja homologia recuperada no se pudo realizar un analisis de diversidad genética

entre localidades e individuos via ddRAD.

8.2 Diversidad genética marcadores mitocondriales y nucleares

Se ha reportado que, en especies marinas, incluyendo especies de corales, los valores mayores a
Hd=0.5 se consideran una diversidad genética alta (Grant y Bowen,1998; Otwoma y Kochzius,

2016; Sotelo 2017), lo que se observd en todos los sitios, regiones, condiciones y afios.

Por otro lado, se ha reportado que la combinacién de una alta diversidad haplotipica en
conjunto con la baja diversidad nucleotidica se debe a una variedad de haplotipos separados
por unos pocos nucledtidos. Dicho fendmeno se ha observado en poblaciones que han
experimentado un estrechamiento del nimero de individuos seguido por un posterior
crecimiento poblacional que, con el transcurso del tiempo, ha alcanzado una estabilizacion
(Micael, et al. 2014; Otwoma y Kochzius, 2016). Este incremento en la poblacién podria mitigar
el impacto de la deriva genética, favoreciendo asi la preservacion de una amplia diversidad de

haplotipos, sin que ninguno de ellos se fije en particular (Garcia-Cisneros, et al. 2016). Este
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fendmeno podria estarse manifestando debido a las amenazas que han afectado a la especiey a

el mantenimiento de la poblacién debido a su alta dispersion y tipo de reproduccion.

Es conocido que el ADNmt posee altas tasas de mutacion en muchos vertebrados e
invertebrados, sin embargo, en escleractinios presenta poca variabilidad en la mayoria de las
especies (Shearer et al., 2002). La baja tasa de mutacidon mitocondrial podria estar relacionada a
la importancia funcional de las mitocondrias en los corales. La calcificacion de los corales
depende estrechamente de la simbiosis con las algas zooxantelas, relacion que demanda una
gran cantidad de energia provista por las mitocondrias (lglesias-Prieto, 2007). Sin embargo, se
han realizado estudios poblacionales en algunos corales (Acropora cervicornis) con genes
mitocondriales con alta variabilidad (Concepcion et al., 2006; Ridgway, 2002). El estudio
realizado por Vollmer y Palumbi (2007) utilizando ADNmt de, muestra altos valores de
diversidad haplotipica (h=0.847) en la regién control del ADNmt (D-loop). Por otro lado, Vollmer
y Palumbi (2007) han encontrado poca variabilidad en especies de corales (Acropora cervicornis)
para tres genes nucleares estructurales (MiniColageno, Calmodulina y PaxC) lo que coincide con

lo obtenido en este estudio para Pseudodiploria strigosa.
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9. CONCLUSIONES

La baja integridad del DNA resultd en una muy baja presencia de loci compartidos entre
localidades ni entre individuos de una misma localidad en el drea estudiada dentro del Caribe
mexicano para Pseudodiploria strigosa, e impidiendo una evaluacion de diversidad genética
compartida.

Pseudodiploria strigosa presentd una diversidad haplotipica alta y una diversidad nucleotidica
baja en todos los sitios, regiones, condiciones y afios. Esto puede deberse a por un cuello de
botella seguido de un crecimiento poblacional.
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11. ANEXOS

ANEXO A. Geles y cuantificaciones de extraccion de DNA

Extraccion de DNA de diferentes especies de Coral. Las marcas en rosa representan los

fragmentos de DNA de Pseudodiploria strigosa y los otros ID. Representan corales de otras
especies.

o
Geles de extraccién de Pseudodiploria strigosa (marcados en color rosa)

De las cuantificaciones en QIUBIT se obtuvieron valores desde 4.2 hasta 68.5 ng/u, mientras que
se obtuvieron valores de hasta en Nanodrop.
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Comparacion de la cantidad de DNA obtenida por espectrofotometria (Nanodrop, derecha)
y Flurometria (QIUBIT, izquierda).
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ANEXO B. Geles de librerias (Verificacion de ligacion, PCR 1)
Las librerias gendmicas en las que se utlizaron 48 bardcodes y 3 index diferentes para los 3

pools resultantes, de los cuales se obtuvieron 2.12 ng/mtl en la libreria final para secuenciar por
medio de llumina.

-
%
-

PR T RN T —

Gel de verificacidn de ligacidn (pool 1).

Gel de verificacion de ligacién (pool 2).

Gel de verificacidn de ligacién (pool 3).



ANEXO C. Cuantificaciones finales de libreria.

Pool 1

25

ng/ml
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Anexo A. Cuantificacion QUIBIT PCR 1, Pool 1.

Pool 2
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Anexo B. Cuantificacion QUIBIT PCR 1, Pool 2.

Pool 3
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Anexo C. Cuantificacion QUIBIT PCR 1, Pool 3.
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Anexo D. Cuantificaciones en QIUBIT de Pools finales.

Valor final de los pools

Pool 1 8.45
Pool 2 1.88
Pool 3 0.733
Pool 4! 1.62
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1 . . . .. . . . . .
El pool 4 no corresponde a Pseudodiploria strigosa, pero se envio en la libreria y fue el valor que se tomé como el mas bajo

para llevar a equivalencia molecular.



ANEXO D. FASTQC
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ANEXO E. Iteraciones del parametro M.

Resultados de la iteracidn del pardmetro M con valor de 2.

M2
Sitios
Muestras por locus Pi Todos Variantes | Polimorficos | Alelos privados
0J 1.0826 0.14754 2225007 14602 2356 1295
JA 1.0951 0.044854 554670 4848 256 326
BO 1.4081 0.28889 11876308 40073 14195 4715
MN 1.0422 0.11497 165665 735 87 85
TA 2.4448 0.29543 13396088 46056 24243 11764
SK 1.1088 0.25371 20781003 78110 21172 13679
CU 1.0359 0.3552 30461815 66662 4095 14738
Resultados de la iteracién del pardmetro M con valor de 3.
M3
Sitios
Muestras por locus Pi Todos Variantes | Polimorficos Alelos privados

0J 1.0749 0.15268 2171994 16791 2764 1626
JA 1.0934 0.050504 545841 5565 328 427
BO 1.3918 0.29451 11372871 45333 16277 5206
MN 1.0324 0.12743 162004 926 120 93
TA 2.4139 0.3023 13027196 53565 28570 13460
SK 1.1069 0.27479 19821435 87374 25495 16099
CU 1.0328 0.35862 29166407 75631 27539 15528

Resultados de la iteracién del pardmetro M con valor de 4.

M4
Sitios
Muestras por locus Pi Todos Variantes Polimorficos Alelos privados

0l 1.0726 0.1518 2132136 18263 2976 1778

JA 1.0906 0.052129 543195 6226 384 479

BO 1.3862 0.29795 11016689 49027 17786 5670

MN 1.0293 0.12988 158773 1024 135 95

TA 2.3891 0.30982 12789669 59070 31996 14827

SK 1.1068 0.28702 19179067 94212 28692 18116

Ccu 1.0311 0.3653 28223398 82608 30623 16096
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ANEXO F. Geles de Agarosa, amplificacion de las regiones del gen MaSC1 y Pax-C.

Geles de Agarosa revelados enfoto documentador. Gen: MaSC1.

Geles de Agarosa revelados enfoto documentador. Gen: MSC1.



ANEXO G. Cuantificacion de ADN.

Muestras de Pseudodiploria strigosa, valores QIUBIT y calculos para la preparacion de las
librerias gendmicas.

Diluciones de trabajo (10 ng/ul) en 50 pl

ID

Muestra' | Concentracién (ng/pl) | ADN stock pl | Buffer AE pl

Col 66 12.8 39.1 10.9

Col 68 20.7 24.2 25.8
*Col 70 10.7 46.7 3.3
*Col 120 4.7 106.6 -56.6
Col 121 31.3 39.9 10.1
*Col 122 5.8 86.2 -36.2
*Col 123 28 17.9 32.1
Col 126 42.2 11.8 38.2
Col 130 12.1 41.3 8.7
*Col 131 42.9 11.7 38.3
Col 132 23.2 21.6 28.4
Col 133 28.4 17.6 324
*Col 136 21.8 22.9 27.1
Col 137 19.4 25.8 24.2
Col 138 9.9 50.4 -0.4
Col 321 28.5 17.5 32.5
Col 322 25.7 19.5 30.5
*Col 323 14.9 33.6 16.4
Col 324 21.3 23.5 26.5
Col 325 15.5 32.3 17.7
Col 326 54 9.3 40.7
*Col 327 17.5 28.6 214
Col 331 35.7 14 36
Col 332 10 50 0
Col 333 11.3 44.2 5.8
Col 334 5.55 90.1 -40.1
Col 335 18.8 26.6 23.4
Col 336 14.6 34.2 15.8
Col 337 12.5 40 10
Col 338 23.6 21.2 28.8
*Col 339 11.1 45 5
Col 340 52 9.6 404
Col 341 20.5 24.4 25.6




Col 342 13.1 38.2 11.8
Col 347 7.84 63.8 -13.8
Col 348 9.43 53 -3
Col 400 41.1 12.2 37.8
Col 419 10.6 47.2 2.8
Col 435 17 294 20.6
Col 447 21.3 23.5 26.5
PCF 301 10.2 49 1
PCF 302 7.07 70.7 -20.7
PCF 304 12.3 40.7 9.3
*PCF 305 4.2 119.3 -69.3
PCF 306 10.2 49 1
PCF 307 9.8 511 -11
PCF 308 13.1 38.2 11.8
PCF 309 21.7 23 27
PCF 310 12 41.7 8.3
PCF 311 13.2 37.9 12.1
PCF 312 67 7.5 42.5
PCF 313 12.5 40 10
PCF 314 15.9 314 18.6
PCF 322 28.5 17.5 32.5
PCF 323 8.66 57.7 -7.7
PCF 324 11.1 45 5
PCF 325 15.7 31.8 18.2
PCF 326 40.2 12.4 37.6
PCF 327 38.1 131 36.9
PCF 328 36.2 13.8 36.2
*PCF 329 15.5 32.3 17.7
PCF 330 44 11.4 38.6
PCF 331 40.5 12.3 37.7
PCF 332 18.9 26.5 23.5
PCF 333 16.8 29.8 20.2
PCF 334 8.04 62.2 -12.2
PCF 335 37.7 133 36.7
PCF 336 27.2 18.4 31.6
PCF 337 333 15 35
PCF 338 36.3 13.8 36.2
PCF 339 27.1 18.5 315
PCF 353 9 55.7 -5.7

60



PCF 362 6.7 74.4 -24.4
PCF 408 8.6 58.3 -8.3
PCF 409 6.1 82.1 -32.1
PCF 412 13.6 36.8 13.2
PCF 413 20.4 24.5 25.5
PCF 414 334 15 35
PCF 415 23.8 21 29
PCF 416 16.2 30.9 19.1
PCF 421 12.5 40 10
PCF 423 26.4 18.9 311
PCF 440 52 9.6 40.4
PCF 462 7.2 69.4 -19.4
PCF 519 10.7 46.7 3.3
PCF 522 13 38.5 11.5
PCF 542 30.8 16.2 33.8
PCF 543 22.3 224 27.6
PCF 544 7.97 62.7 -12.7
PCF 548 15.1 33.1 16.9
PCF 549 17.6 28.4 21.6
PCF 551 14.3 35 15
PCF 552 23.1 21.6 28.4
PCF 553 115 43.5 6.5
PCF 557 23.5 213 28.7
PCF 558 6.2 81.2 -31.2
PCF 559 5.9 84.3 -34.3
PCF 560 64 7.8 42.2
PCF 561 16.2 30.9 19.1
PCF 562 7.9 63.3 -13.3
PCF 563 12.8 39.1 10.9
PCF 576 31.5 15.9 34.1
PCF 604 30.3 16.5 335
PCF 665 11.1 45 5
PCF 667 16.8 29.8 20.2
PCF 668 19.3 25.9 241
PCF 669 20.9 23.9 26.1
PCF 673 40.9 12.2 37.8
PCF 677 40.1 12.5 37.5
PCF 687 42.5 11.8 38.2
PCF 704 22.9 21.8 28.2
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PCF 705 21.8 22.9 27.1
PCF 706 25.1 19.9 30.1
PCF 707 11.5 43.5 6.5

PCF 708 5.8 86.8 -36.8
PCF 709 18.6 26.9 23.1
PCF 710 35.2 14.2 35.8
PCF 711 27.4 18.2 31.8
PCF 712 19.1 26.2 23.8
PCF 713 23.5 213 28.7
PCF 714 11.3 44.2 5.8

PCF 715 12.6 39.7 10.3
PCF 716 33.9 14.7 353
PCF 717 28 17.9 321
PCF 718 11.3 44.2 5.8

PCF 719 12.6 39.7 10.3
PCF 720 19.1 26.2 23.8
PCF 721 14.4 34.7 15.3
PCF 722 4.9 103.1 -53.1
PCF 723 11.2 44.6 54

PCF 724 4.8 104 -54

PCF 725 68.5 7.3 42.7
PCF 726 6.2 80.1 -30.1
PCF 727 7.7 64.9 -14.9
PCF 728 28.7 17.4 32.6
PCF 729 5.4 92.1 -42.1
PCF 730 22.9 21.8 28.2
PCF 731 7.2 69.3 -19.3
PCF 732 4.7 107.3 -57.3
PCF 733 43.4 11.5 38.5
PCF 753 11.5 43.5 6.5

PCF 754 6.3 79.9 -29.9
PCF 755 7.2 69.2 -19.2
PCF 756 14.4 34.7 15.3
PCF 757 20.9 23.9 26.1
PCF 758 30.1 16.6 334
PCF 759 55 9.1 40.9

62

1 .. . . s ;.
Se marcaron (*) aquellos ID que fueron eliminados ya que no pasaron los filtros de seleccidn para tener el minimo de 100 ng

totales o no se observaba un ADN integro en geles.



ANEXO H. Cuantificacion de lecturas.

Numero de lecturas por individuo (process radtags).

ID
individuo | Total de lecturas | Lecturas retenidas Rem 1 Rem 2
P724 2926 678 35 387
P324 3444 1015 54 611
P667 5500 1739 70 1059
C337 11840 1994 158 836
C336 6068 2078 200 958
C331 7400 3203 225 1186
P669 5538 3281 254 497
C66.1 9508 3755 257 934
P711 8092 3866 288 514
P729 9946 4579 343 804
C130.1 8356 4581 317 808
P413 11010 4923 349 2038
P687 8846 4989 387 544
P715 9478 5035 400 885
P325 8618 5088 392 538
P708 10816 5188 323 1381
P712 10838 5339 385 980
P323 9358 5441 374 797
C130 10646 5508 476 496
c447 9514 5782 420 600
C326 10018 5955 557 712
P716 10528 6166 463 1127
P519 13596 6396 302 3194
P704 11342 6420 491 973
P726 13616 6603 384 2163
P723 12742 6695 541 1146
C332 13078 6774 499 1967
C66 16446 7175 460 2263
P310 15538 8036 733 1567
P707 17008 8227 420 2661
P543 18026 8461 756 1317
C347 18000 8573 790 2289
C335 14914 8878 805 927
C132 16056 10016 1112 1072
P725 21362 11470 1103 2745




P542 19610 12614 1526 1080
P559 41110 13477 182 12135
C333 25280 13895 1902 1487
C348 25880 14571 1465 2020
P322 26276 14738 1446 2576
P544 40624 17419 1530 6653
C138.1 58860 17788 235 16067
P728 66752 18057 499 14586
P665 55718 18254 403 15871
C68 72372 21563 783 17206
P306 67024 21652 151 20253
P755 75550 21746 1492 15110
P362 81974 21910 160 20268
P563 57934 22477 595 16984
P551 83356 23406 454 19790
P326 63576 23925 1534 13525
P561 78020 23944 285 21785
P753 79652 26585 190 25213
P576 76956 26918 10684 2908
P719 76732 27719 429 24402
P722 82268 27932 430 24988
P522 88828 28427 3165 19360
P311 73856 28834 1808 16832
P718 96492 29926 423 26319
P70 94940 31087 315 28356
P604 90702 32018 525 26765
P713 100884 32485 437 30002
P553 94828 32759 81 31842
P334 100580 33409 2013 24186
C419 106440 35168 470 31906
P709 103500 39815 474 35281
P338 98822 40748 2133 21911
C137 129168 40818 835 35173
P313 132052 42762 1115 38927
P308 135960 43083 489 38914
P721 117240 43746 2167 28641
P408 115290 44385 1340 32825
P335 127198 47798 2045 35223
P727 170138 48215 5187 12488
C338 125218 49655 1075 37656
P560 135570 50075 449 45890
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P552 109390 52573 4764 18797
C334 159042 52641 413 50174
P302 129064 52812 1334 39634
P717 142900 52967 2252 43195
P314 143718 53776 408 51690
P714 181362 53875 3005 43652
C132.1 171264 55050 28545 4157

C435 155028 55380 808 49640
P332 161452 56200 3412 42436
C342 150230 56606 819 49345
P414 145150 57958 873 49203
P412 180096 64651 1997 55782
P421 169254 65599 975 56132
C341 155096 67219 2715 42218
P336 319262 67706 9378 32792
P756 179680 69492 1091 57437
P312 145936 72657 2812 34735
P301 211774 73755 488 68451
P732 201154 78279 849 68848
C322 206952 79297 837 71066
P723.1 221180 80162 33513 8759

P562 212036 81802 6248 47990
P731 209212 82284 1218 69500
P339 189624 92904 4002 44670
P758 232154 96334 646 89698
P705 255844 99182 900 90334
P440 199706 100001 4970 46863
P557 365728 100339 12151 62650
P304 304678 116150 761 107891
P730 262022 121861 3669 72318
P409 310236 128050 2741 101091
P733 300424 130154 6959 54887
P416 346750 137776 1987 119071
C121 362238 138160 1519 126515
C133.1 330892 143802 3405 106027
P415 290234 162605 9561 49616
C325 463640 169852 2787 153099
C138 478360 179822 1315 167257
P353 655798 204915 66933 61306
C321 327770 207490 16199 43291
P462 878906 214193 40811 107200
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P668 355696 217498 34924 17154
C400 590952 222313 1211 216676
P754 703506 248152 69005 57869
P757 676704 276126 12926 185536
C324 560382 305255 17637 111244
P558 723342 305584 850 297662
P710 563062 317168 19186 109806
C133 817888 317916 1819 300861
P333 816258 322190 1774 303562
C340 661406 389022 18468 139078
P307.1 1550258 495251 186705 113808
P327 1102870 529989 41614 211495
P706 869442 567713 38289 132850
P307 1855122 593188 210637 159333
P309 1481404 604950 2947 569131
P328 2029534 1172911 64937 364746
P331 2164682 1208612 60434 513854
P337 2552298 1278469 50533 708234
P759 3846088 1686921 46031 1248064
P677 3914682 2943856 216934 332922
P548 7502358 4082566 186034 1987184
P330 8820620 5525315 394762 1057633
P549 52010534 42171811 3376552 2324623
P673 105635644 60404038 2873910 | 26205206
P423 81847350 64632226 5063748 4897488
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Filtrado de las lecturas separando simbionte y hospedero.

67

Lecturas Lecturas
no Lecturas Lecturas
Lecturas mapeadas mapeadas | compartidas | unicas del Lecturas ’Le.cturas
ID o con L s de otros Unicas del
utilizadas e L. con el simbiontes |simbionte | . .
simbionte simbionte | y hospedero | de P.S simbiontes | Hospedero
deP.S
de P.S
P724 128 128 0 0 97 31
P324 175 174 1 0 126 48
P667 305 304 0 1 233 71
C337 500 19 481 0 19 275 206
C336 460 5 455 5 0 325 130
C331 896 10 886 7 3 565 321
P669 1265 5 1260 5 0 1191 69
C66.1 1282 34 1248 23 11 1184 64
P711 1532 10 1522 10 0 1453 69
P729 1716 27 1689 20 7 1634 55
C130.1 1728 33 1695 32 1621 74
P413 1268 32 1236 7 25 785 451
P687 2029 28 2001 7 21 1919 82
P715 1875 18 1857 13 5 1789 68
P325 2079 39 2040 17 22 1984 56
P708 1742 23 1719 12 11 1685 34
P712 1987 41 1946 32 9 1813 133
P323 2135 81 2054 71 10 1982 72
C130 2268 32 2236 27 5 2145 91
C447 2381 13 2368 12 1 2264 104
C326 2343 32 2311 26 6 2113 198
P716 2288 35 2253 31 4 2171 82
P519 1450 44 1406 26 18 1361 45
P704 2478 33 2445 32 1 2373 72
P726 2028 24 2004 19 5 1834 170
P723 2504 60 2444 24 36 1936 508
C332 2154 41 2113 28 13 1663 450
C66 2226 24 2202 23 1 2145 57
P310 2868 32 2836 11 21 2345 491
P707 2573 36 2537 31 5 2343 194
P543 3194 98 3096 76 22 2118 978
C347 2747 38 2709 20 18 2177 532
C335 3573 35 3538 31 4 3127 411
C132 3916 79 3837 22 57 2551 1287
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P725 3811 76 3735 42 34 2632 1103
P542 5004 68 4936 32 36 3341 1595
P559 580 14 566 4 10 429 137
C333 5253 77 5176 34 43 3520 1656
C348 5543 155 5388 50 105 3136 2252
P322 5358 112 5246 95 17 2979 2267
P544 4618 211 4407 28 183 3221 1186
C138.1 743 20 723 3 17 570 153
P728 1486 48 1438 19 29 1013 425
P665 990 23 967 12 11 683 284
C68 1787 46 1741 11 35 937 804
P306 624 5 619 4 1 348 271
P755 2572 16 2556 6 10 2191 365
P362 741 24 717 7 17 615 102
P563 2449 68 2381 8 60 1655 726
P551 1581 15 1566 14 1 1375 191
P326 4433 300 4133 42 258 2495 1638
P561 937 51 886 9 42 744 142
P753 591 25 566 10 15 314 252
P576 663 213 6450 123 90 3647 2803
P719 1444 41 1403 11 30 1007 396
P722 1257 55 1202 12 43 948 254
P522 2951 42 2909 21 21 2091 818
P311 5097 115 4982 41 74 2630 2352
P718 1592 34 1558 7 27 1059 499

P70 1208 31 1177 6 25 938 239
P604 2364 38 2326 23 15 1851 475
P713 1023 49 974 15 34 729 245
P553 418 11 407 1 10 268 139
P334 3605 114 3491 24 90 1968 1523
C419 1396 49 1347 2 47 1061 286
P709 2030 73 1957 22 51 1321 636
P338 8352 177 8175 51 126 4798 3377
C137 2405 35 2370 13 22 1919 451
P313 1360 28 1332 11 17 962 370
P308 1840 23 1817 10 13 1430 387
P721 6469 386 6083 16 370 4315 1768
P408 5110 193 4917 64 129 4006 911
P335 5265 108 5157 22 86 2867 2290
P727 15270 226 15044 165 61 7076 7968
C338 5462 175 5287 68 107 3121 2166
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P560 1868 71 1797 45 26 1056 741

P552 14506 486 14020 386 100 5185 8835
C334 1027 52 975 2 50 737 238

P302 5922 154 5768 38 116 3841 1927
P717 3760 69 3691 29 40 2122 1569
P314 839 3 836 1 2 406 430

P714 3609 198 3411 25 173 2277 1134
C132.1 11174 246 10928 19 227 7368 3560
C435 2466 63 2403 29 34 1793 610

P332 5176 126 5050 32 94 3290 1760
C342 3221 83 3138 31 52 1677 1461
P414 3941 80 3861 27 53 2400 1461
P412 3436 81 3355 29 52 1779 1576
P421 4246 124 4122 95 29 2269 1853
C341 11143 327 10816 31 296 7326 3490
P336 12768 178 12590 95 83 6024 6566
P756 5482 100 5382 38 62 3817 1565
P312 17555 411 17144 135 276 10495 6649
P301 2408 36 2372 13 23 1784 588

P732 4291 56 4235 18 38 1887 2348
C322 3697 41 3656 27 14 2574 1082
P723.1 18945 485 18460 70 415 10758 7702
P562 13782 336 13446 39 297 8787 4659
P731 5783 163 5620 72 91 4313 1307
P339 22116 303 21813 93 210 12749 9064
P758 2995 113 2882 11 102 1843 1039
P705 3974 128 3846 11 117 2929 917

P440 24084 1403 22681 75 1328 13675 9006
P557 12769 408 12361 234 174 7165 5196
P304 3749 99 3650 33 66 2779 871

P730 22937 320 22617 104 216 13789 8828
P409 12109 331 11778 62 269 6492 5286
P733 34154 580 33574 144 436 18907 14667
P416 8359 134 8225 20 114 5744 2481
C121 5063 57 5006 36 21 2989 2017
C133.1 17185 186 16999 110 76 6926 10073
P415 51714 1277 50437 201 986 28239 22198
C325 6983 505 6478 33 472 3952 2526
C138 5625 434 5191 32 402 3245 1946
P353 38338 943 37395 471 472 16391 21004
C321 74000 799 73201 250 549 41821 31380
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P462 33091 990 32101 389 601 27063 5038
P668 82710 827 81883 537 290 30229 51654
C400 2213 81 2132 11 70 1293 839
P754 60639 657 59982 404 253 23063 36919
P757 38832 1941 36891 368 1573 22965 13926
C324 88187 1201 86986 716 485 46549 40437
P558 3536 41 3495 15 26 2193 1302
P710 94088 2360 91728 236 2124 62273 29455
C133 7618 120 7498 33 87 4947 2551
P333 8427 133 8294 37 96 5169 3125
C340 115738 1416 114322 737 679 60876 53466
P307.1 97369 1894 95475 170 1724 66169 29306
P327 138440 3236 135204 917 2319 86156 49048
P706 198287 10767 187520 775 9992 105004 82516
P307 111609 2227 109382 232 1995 75457 33925
P309 16436 1652 14784 113 1539 9100 5684
P328 371614 6401 365213 1816 4585 207590 157623
P331 317162 5690 311472 1255 4435 167382 144090
P337 259851 4799 255052 913 3886 139075 115977
P759 196413 3506 192907 951 2555 109337 83570
P677 1197000 20766 1176234 2914 17852 630713 545521
P548 954674 64260 890414 5978 58282 499262 391152
P330 2036460 22587 2013873 8729 13858 1081028 932845
P549 18235318 520939 | 17714379 251296 269643 6494462 11219917
P673 15662461 480472 | 5181989 202594 277878 | 12783599 2398390
P423 27335495 287938 | 27047557 183068 104870 9647258 17400299






