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Glosario

Adaptador: producto total o parcialmente bicatenario de hibridacion de dos
oligonucleétidos. Los adaptadores estan ligados al ADN gendmico en los sitios de
corte de las enzimas de restriccion para agregar los codigos de barra y secuencias
de cebadores comunes.

Alelo: una forma particular de un gen.
Alelos privados son alelos que solo se presentan en una determinada poblacion.

Alelos nulos: son alelos presentes en el ADN, pero no son amplificados debido a
variaciones en la secuencia 0 mutaciones en las regiones que reconocen los
cebadores de los marcadores genéticos, estos cambios generan una falla en la

amplificacion de uno o ambos alelos presentes en un locus particular.

Barcode o codigo de barras: Secuencia corta de ADN debajo de la region de
hibridacion del cebador de secuenciacion de un adaptador. Se utiliza para identificar

a los individuos que vayan a ser secuenciados.
Centroide: centro geométrico de una figura.

Conectividad genética: intercambio de genes que influyen en la estructura

genética de las poblaciones.

Dispersion: proporcion de particulas que salen de un area determinada y llegan a

otra.

Diversidad alélica: medida de la diversidad genética, calculada como el promedio

del numero de alelos por locus.

Ecuacion diferencial: Es aquella que involucra derivadas (o diferenciales) de una
funcién desconocida de una (ecuacién diferencial ordinaria) o mas variables

(ecuacion diferencial parcial).

Ecuacion primitiva: expresion equivalente a la ecuacion diferencial que carece de

derivadas.



Equilibrio de Hardy-Weinberg: proporcion predecible de las frecuencias
genotipicas en una poblacion sexualmente reproductora de tamafio infinito, con
reproduccion azarosa, sin mutacién ni seleccion; representada por p? + 2pq + g2

para un locus bi-alélico.

Equilibrio de Ligamiento: ocurre cuando los alelos de dos o més loci co-ocurren

en una medida que se espera al azar en loci independientes no ligados fisicamente.

Flujo genético: transferencia de material genético de una poblacion a otra
siguiendo la dispersion y la subsecuente reproduccién de individuos, propagulos o
gametos.

Frecuencia alélica: se refiere a que tan comun es un alelo en una poblacion. Se
determina calculado cuantas veces aparece el mismo alelo en la poblacion y

dividiendo esa cifra entre el nimero total de alelos.

Fst: el inverso de la probabilidad de que dos gametos aleatorios, procedentes de la
misma subpoblacion, sean idénticos por descendencia, relativos a gametos
tomados de toda la poblacion; desarrollado por Wright (1951), esta es la medida

mas comun utilizada para describir la diferenciacion genética de las poblaciones.

Genotipo: informacion genética que posee un organismo en particular en forma de
ADN.

Heterocigocidad: variacion genética de una poblacion respecto a un locus en

particular. Definida como la frecuencia de heterocigotos para ese locus.

Heterocigocidad esperada (He): medida comun de la diversidad genética que se
refiere al nivel de heterocigocidad que se esperaria encontrar si una poblacion esta

en Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Heterocigocidad observada (Ho): se refiere al nivel de heterocigocidad dentro de

una poblacion.

Index: secuencia corta de ADN introducida durante la amplificacion por PCR de la

libreria final, que solo identifica productos de esa reaccion de PCR. Usado en



combinacién con los adaptadores y barcodes (codigo de barras) para crear multiples

pools.
Isopicnas: superficie o linea de densidad constante.
Locus: es el lugar o posicién fija que ocupa un marcador o gen en el cromosoma.

Microsatélite: fragmentos de ADN que consisten en repeticiones de nucleétidos de
2 a 6 pares de bases. Los loci microsatélites son a menudo muy variables con
respecto al nUmero de estas pequefas repeticiones, por lo que la variacion alélica

se puede estudiar como el tamafio del polimorfismo.

Particula inerte: Particula que se considera inmavil, sin vida, sin capacidad para

cambiar de lugar por si misma.

Pool: combinacion de individuos identificados previamente con un barcode

individual, a los cuales se les agrega un index comun.

Shapefile: formato en donde se almacenan datos vectoriales para almacenar
informacion como la ubicacion, forma y atributos de alguna entidad geografica

(representada usualmente como puntos, lineas o poligonos).
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Resumen

Las poblaciones marinas estan conectadas por el movimiento de organismos
adultos o mediante la dispersion de larvas. Sin embargo, el aislamiento por
distancia, la discontinuidad de habitats, los gradientes ambientales y las corrientes
marinas pueden causar aislamiento entre poblaciones a través del tiempo, si los
mecanismos que promueven el fluo genético se ven interrumpidos
constantemente. El huachinango (Lutjanus peru) y el pargo amarillo (L.
argentiventris) son dos especies de importancia pesquera en las costas del Pacifico
Oriental Tropical (POT), para las cuales hay poco conocimiento sobre la estructura
genética de sus poblaciones. Por esta razén, el objetivo del estudio fue evaluar la
estructura genética poblacional de ambas especies en el POT, siguiendo dos
enfoques: genético y modelacion de transporte larval. Se colectaron muestras de
aleta de adultos de L. peru en ocho localidades y de L. argentiventris en cinco
localidades distribuidas en México, Panama y Colombia. Se analizo la diversidad,
estructura y flujo genético entre las poblaciones mediante 13 microsatélites para L.
peru y 11 para L. argentiventris. La diversidad genética se calcul6 mediante la
evaluacion del numero de alelos, numero de alelos efectivos, nimero de alelos
privados, heterocigocidad observada y esperada; la estructura genética consistio
en la estimacion de una serie de andlisis como el analisis molecular de varianza
(AMOVA), Fsrt, aislamiento por distancia (prueba de Mantel), STRUCTURE y un
analisis de discriminantes de componentes principales (DAPC); el flujo genético se
evalué de dos maneras 1) basado en alelos privados y 2) mediante el uso de un
método Bayesiano (BAYESASS) en donde se calcularon las tasas de migracion.
Por otro lado, se evaluoé la cobertura de habitats utilizados por ambas especies con
el fin de ver discontinuidades de habitats para juveniles y adultos. Para evaluar el
efecto de las corrientes sobre la dispersién larval, se utilizaron datos de velocidad
de corrientes (vectores U y V) del modelo HYCOM del afio 2017, con los cuales se
realizaron tres simulaciones 1) utilizando las coordenadas de registros de
ocurrencias de adultos descargados de Global Biodiversity Information Facility
(GBIF), 2) asumiendo una distribucion continua a lo largo de toda su distribucion y

3) tomando en cuenta la temporada reproductiva de ambas especies; se realizaron
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corridas por estaciones del afio (excepto para la temporada reproductiva) con una
duracion larval plancténica de 15 y 30 dias. Las poblaciones de L. peru estuvieron
divididas en cuatro grupos genéticos 1) Conquista Agraria més las localidades del
Golfo de California (GC), 2) Nayarit, 3) Oaxaca y 4) Panaméa y Colombia, mientras
gue las poblaciones de L. argentiventris se dividieron en tres grupos, 1) Isla Espiritu
Santo y Altata, 2) San Bruno y Colima y 3) Panama. Los impulsores para la
estructura genética fueron relevantes a diferentes escalas geograficas. El
aislamiento por distancia fue evidente a escalas grandes (>2500 km), mientras que
a escalas locales (<250 km) la discontinuidad de habitats usados por juveniles y
adultos de ambas especies, los gradientes ambientales a lo largo del rango de
distribucién y las condiciones oceanograficas fueron los impulsores mas
importantes de la estructura genéticaen el GCy en el POT. Asi mismo, el escenario
de simulacién que mejor represento la estructura genética debido a la dispersion
larval fue el escenario de distribucion continua. Se concluye que todos los
impulsores estuvieron trabajando en conjunto en diferentes escalas espaciales y
temporales, dando como resultado los patrones genéticos encontrados en el GC y
POT.
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Abstract

Marine populations are connected by the movement of adult organisms or via larval
dispersal. Nevertheless, isolation by distance, habitat discontinuities, environmental
gradients and marine currents may cause isolation between populations through
time, if the mechanisms that promote gene flow are constantly interrupted. There is
few knowledge about the genetic structure of L. peru and L. argentiventris in the
Tropical Eastern Pacific (TEP), for this reason, the aim of this study was to evaluate
the population genetic structure of both species in the TEP, following two
approaches: genetic analyses and larval transport modelling. Fin clips of L. peru and
L. argentiventris where collected in eight and five localities, respectively, along
Mexico, Panama and Colombia. The genetic diversity, genetic structure and gene
flow were analyzed between populations with 13 microsatellites markers for L. peru
and 11 for L. argentiventris. The genetic diversity was calculated with the number of
alleles, number of effective alleles, number of private alleles and observed and
expected heterozygosity’s; the genetic structure consisted in the estimation of
several analyzes like the analysis of molecular variance (AMOVA), Fsr, isolation by
distance (Mantel test), STRUCTURE, and discriminant analysis of principal
components (DAPC); the gene flow was evaluated in two ways 1) based on the
private alleles and 2) through the use of a Bayesian method (BAYESASS) where the
migration rates were evaluated. In addition, the habitat distribution of adults and
juveniles for both species were evaluated in order to look for habitat discontinuities.
To evaluate the effect of the ocean currents on the larval transport, current velocity
data (U and V vectors) from the HYCOM model for the year 2017 were used, with
which three simulations were carried out 1) using coordinate records of adult
occurrences downloaded from the Global Biodiversity Information Facility (GBIF), 2)
assuming a continuous distribution throughout its distributions range and 3) taking
into account the reproductive season for both species; the simulations were carried
out by the season of the year (except for the reproductive season) with a planktonic
larval duration of 15 and 30 days. L. peru populations were subdivided in four genetic

groups 1) Conquista Agraria and the localities inside de Gulf of California (GC), 2)
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Nayarit, 3) Oaxaca and 4) Panama and Colombia, and L. argentiventris populations
were divided in three genetic groups 1) Isla Espiritu Santo and Altata, 2) San Bruno
and Colima, and 3) Panama. The drivers for the genetic structure where relevant at
different geographic scales. The isolation by distance was evident at large scales
(>2500 km), while at local scales (<250 km) the habitat discontinuities for juveniles
and adults of both species, the environmental gradients along the distribution range
and the oceanographic conditions were the most important drivers for the genetic
structure in the GC and TEP. In addition, the simulations scenario that better
represented the genetic structure was the number 2) continuous distribution. It was
concluded that all the drivers were working together at different spatial and temporal

scales, resulting in the genetic patters found in the GC and TEP.
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1. Introduccioén

La mayoria de los organismos marinos a lo largo de sus vidas tienen una
etapa plancténica en la cual pueden dispersarse, provocando conectividad. Esta,
puede ser referida como el intercambio de individuos entre poblaciones de la misma

especie que estan separadas geograficamente (Cowen & Sponaugle 2009).

En particular, la conectividad larvaria de las especies marinas esta
influenciada por una serie de factores fisicos y bioldgicos como: la época y sitio del
desove, la duracion larval plancténica (DLP), la interaccién con la velocidad y
direccion de las corrientes, asi como la disponibilidad de habitats para aquellas
especies que utilicen uno 0 mas o a lo largo de su ciclo de vida (Frisk et al. 2012;
Blanco-Gonzalez et al. 2016; Pascual et al. 2017; Weeks 2017; Berkstrom et al.
2020)

Una forma de medir la conectividad es mediante la implementacion de
enfoques multidisciplinarios. Recientemente, la combinacion de modelos
oceanograficos con estudios de paisaje marino y genética de poblaciones ha dado
una vision mas amplia de la conectividad marina (Munguia-Vega et al. 2014; Xuereb
et al. 2018; Berkstrom et al. 2020).

En este sentido, los modelos oceanograficos proveen hipotesis sobre la
escala, direccion y magnitud de las corrientes que pueden dispersar huevos y
larvas, mientras que los estudios genéticos permiten medir el flujo genético y la
estructura genética entre sitios, mientras que, los estudios de paisaje marino
permiten cuantificar la distancia entre parches de habitats (Soria et al. 2012;
Lodeiros et al. 2016; Torquato et al. 2019). Mediante la combinacién de estos
métodos, es posible la deteccion de rutas potenciales de conectividad entre
poblaciones distantes, identificacion de localidades fuente y sumidero de larvas
(Crowder et al. 2000), asi como la identificacion de regiones que presenten

discontinuidad entre parches de habitats.

Esta informacion es de vital importancia para el manejo de los recursos

marinos y para mejorar el disefio y manejo de areas marinas protegidas (Munguia-



Vega et al. 2014; Jackson et al. 2015; Almany et al. 2017), como pueden ser los

sitios potenciales de reclutamiento y crianza de larvas y juveniles.

El Pacifico Oriental Tropical (POT) es una region altamente dinamica con
estructuras oceanograficas como corrientes, remolinos, meandros y filamentos, que
previamente han sido asociados a la dispersion larval (Fiedler & Talley 2006;
Kessler 2006). Algunos estudios han identificado como la hidrodindmica de esta
zona influye en el transporte larval de algunas especies de corales (Wood et al.
2016; Romero-Torres et al. 2017, 2018), sin embargo, las consecuencias del
transporte larval sobre la distribucién poblacional de peces de arrecife rocoso no ha
sido probada para esta area. Por esta razén que el POT es un sistema modelo para
estudiar como las corrientes marinas y la discontinuidad de habitats influyen en la

distribucion de los peces arrecifales (Sandoval-Huerta et al. 2019).

En particular, Lutjanus peru y L. argentiventris son considerados una fuente
econdmica y alimenticia importante en muchas de las comunidades costeras a lo
largo del POT (Gold et al. 2015). Particularmente en las costas del Pacifico
Mexicano, en algunas temporadas del afo, la pesca riberefia se enfoca
principalmente en L. peru, ya que representa un gran ingreso econémico a los
pescadores (Zarate-Becerra et al. 2014). De acuerdo a estadisticas oficiales, la
produccion de L. peru oscilé entre las 18, 068 toneladas para el Pacifico Mexicano
durante el afio 2017. Particularmente, los primeros lugares de produccion de L. peru
son los estados de Baja California Sur [(GC) 3,910 t], Sinaloa (2,378 t), Nayarit
(3,637 t) y Oaxaca [2.200 t, (SAGARPA 2017)]. Por otro lado, L. argentiventris
produjo un total de 10,253 t en el Pacifico Mexicano en 2017 y los estados con mas
produccion fueron Sinaloa (1,751 t) y Colima [391 t, (SAGARPA 2017)]. Es
importante mencionar que en los reportes de produccion de “Huachinango” o L. peru
incluyen tres especie: L. peru, L. guttatus y “Guachito”, mientras que L.
argentiventris esta dentro de la categoria de “pargo”, la cual incluye mas de 13
especies (SAGARPA 2017) haciendo dificil tener buenas estimaciones de la

pesqueria de ambas especies.



Ambas especies comparten gran parte de su rango de distribucion. La
distribucién de L. peru comienza en Bahia de Magdalena, México hasta el norte de
Peru y la de L. argentiventris comienza en la parte sur de California, E.U.A. hasta el

norte de Pera (Fischer et al. 1995; Zarate-Becerra et al. 2014).

El periodo de desove de ambas especies varia a lo largo de su distribucion y
esta relacionada con las condiciones ambientales, principalmente la temperatura
(Rojas et al. 2004; Trejos-Castillo et al. 2007; Pifidn et al. 2009; Erisman et al. 2010;
Gallardo-Cabello et al. 2010; Zarate-Becerra et al. 2014; Vega et al. 2016). El
periodo larval plancténico es de 30 dias (Claro & Lindeman 2008). Ambas especies
presentan cambios de habitat ontogénicos: los juveniles de L. peru se reclutan en
fondos blandos (Rocha-Olivares 1998), mientras L. argentiventris en manglares
(Zapata & Herron 2002; Aburto-Oropeza et al. 2009). Una vez que los juveniles
alcanzan la adultez, ambas especies se encuentran en arrecifes rocosos o0 montes
submarinos (30 — 100 m de profundidad para L. peru, 0 — 60 m para L. argentiventris)
(Fischer et al. 1995; Gallardo-Cabello et al. 2010; Tinhan et al. 2014; Green et al.
2015).

Los factores biolégicos antes mencionados, en conjunto con los factores
fisicos como la distancia geogréfica entre poblaciones, las corrientes marinas, la
discontinuidad de habitats y las diferencias ambientales (temperatura, salinidad)
(Berkstrom et al. 2012, 2020; Blanco-Gonzalez et al. 2016; Garcia-De Leon et al.
2018; Reguera-Rouzaud et al. 2020) a lo largo del rango de distribucién de L. peru
y L. argentiventris, son los principales factores que determinan la estructura genética
y la homogenizacion de las poblaciones (Reis-Santos et al. 2018; Schunter et al.
2019).

Varios estudios han descrito como los factores fisicos facilitan o restringen el
flujo genético a través de las poblaciones de peces de arrecife rocoso (Riginos &
Liggins 2013). Se ha encontrado que el aislamiento por distancia ha tenido un efecto
a escalas mayores a 1000 km (Kennington et al. 2017; Dalongeville et al. 2018),
mientras que a escalas menores (<1000 km) la estructura genética es causada

principalmente por la dispersién larval mediada por las corrientes (Perez-Enriquez



y Taniguchi 1999; Dalongeville et al. 2018). Por otra parte, se ha comprobado que
la disponibilidad de sitios de crianza cerca de los arrecifes rocosos, dentro de un
radio de 150 km de los manglares, ha incrementado la abundancia y conectividad

de algunos pargos (Berkstrom et al. 2020).

Se han encontrado algunos patrones de diferenciacion genética en algunas
especies de peces en el POT. Sandoval-Huerta et al. (2019) utilizaron el marcador
mitocondrial citocromo b en Elacatinus puncticulartus (Gobiidae) y encontraron
interrupciones para el flujo genético en el Sur de México (Oaxaca), centro de
Panama y centro de Colombia. Garcia-De Le6n et al. (2018) utilizando marcadores
microsatelitales en Mercluccius productus (Merlucciidae) hallaron interrupciones al
centro del GC y al sur de México (Guerrero). Por otra parte, Pacheco-Almanzar et
al. (2020) utilizando microsatélites en Mugil curema (Mugilidae) encontraron una

interrupcion al flujo genético al sur de México (Oaxaca).

Particularmente para L. peru, un estudio filogenético con ADN mitocondrial
reporté panmixia, posiblemente explicada por el amplio rango de dispersion larval
sobre escalas de tiempo prolongadas al sur del GC (Rocha-Olivares & Sandoval-
Castillo 2003) y en el POT (Hernandez-Alvarez et al. 2020). En contraste, un estudio
con marcadores microsatelitales al sur del GC encontré niveles bajos, pero
significativos, de estructura poblacional, explicada por la fuerte asimetria de las

corrientes oceanicas en la zona (Munguia-Vega et al. 2018a).

En L. argentiventris se ha reportado homogenizacion genética entre las
poblaciones de la costa peninsular y continental del sur del GC. Sin embargo, se
encontré una estructura metapoblacional causada por la presencia de remolinos en

contacto con ambas lineas de costa (Reguera-Rouzaud et al. 2020).

Estos estudios con resultados contrastantes resaltan la importancia de
realizar un estudio de genética de poblaciones para L. peru y L. argentiventris
utiizando marcadores microsatelitales, en combinacion con modelos
oceanograficos y técnicas paisajisticas para aportar informacién sobre la

distribucion de las poblaciones de ambas especies a lo largo de la plataforma



continental del POT, y asi obtener una linea base de conocimiento para que en un

futuro sea posible plantear estrategias mas adecuadas de manejo.

2. Hipétesis

Debido al transporte larval y movimiento de adultos de L. peru y L.
argentiventris se espera que presentan conectividad a escalas locales (<150 km);
mientras que, para el resto del Pacifico Oriental Tropical (>150 km) se espera que
la conectividad sea interrumpida por el aislamiento por distancia y por la
discontinuidad de habitats de reclutamiento de juveniles y adultos. Ademas, se
espera encontrar reduccion del flujo genético debido a las diferencias ambientales
(fisico-quimicas) entre ecoregiones y a la probabilidad de ocurrencia de ambas

especies mediada por el ambiente.

3. Objetivo

Evaluar la estructura genética poblacional de Lutjanus peru y Lutjanus
argentiventris en el Pacifico Oriental Tropical, asi como las rutas potenciales de

transporte larval.

3.1. Objetivos especificos

1. Estimar la diversidad y estructura genética poblacional en las muestas de
Lutjanus peru y L. argentiventris de diferentes localidades con marcadores
microsatelitales.

2. Evaluar la distribucién de habitat de juveniles y adultos de L. peru y L.
argentiventris.

3. Estimar las rutas de conectividad con datos de velocidad de correintes
provenientes del modelo Hybrid Coordinate Ocean Model (HYCOM).

4. Buscar e identificar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s), mediante

la técnica de doble digestion RADseq.



4. Materiales y métodos

4.1. Area de estudio

El area de estudio consté de dos regiones, el GC y el POT. ElI GC es un mar
angosto y semicerrado que consta de 1400 km de largo y en la parte mas ancha
mide de 150 a 200 km. Las masas de agua superficiales (0 a 100 m) presentes son
el Agua Tropical Superficial y el Agua del Golfo de California (Lavin & Marinone
2003). Esta region se caracteriza por presentar un fuerte componente mesoescalar,
incluyendo frentes y remolinos, relacionados a la estacionalidad de las corrientes y
la interaccidn con la batimetria (Lavin et al. 2013, 2014). La parte norte del GC es
dominada por un remolino estacional reversible, el cual es ciclonico de junio a
septiembre y anticiclonico de noviembre a abril con velocidades aproximadas de
0.32 m/s en ambas estaciones. La parte sur del GC es dominada por una circulaciéon
anticiclénica durante invierno y ciclonica durante verano (Lavin & Marinone 2003),
cabe resaltar que en esta zona se genera un tren de remolinos durante verano
[(Pegau et al. 2002; Zamudio et al. 2008) Figura 1a].

El POT comprende desde la punta sur de Baja California hasta Pera. Las
masas de agua superficiales presentes en el area son el Agua Tropical Superficial
y el Agua Superficial Ecuatorial (Fiedler & Lavin 2016). La circulacion superficial en
esta area estd dominada principalmente por el viento y es caracterizada por
remolinos permanentes, areas discretas de surgencias, la estacionalidad de la zona
de convergencia intertropical (ZCIT) y el fortalecimiento de los vientos alisios que
imponen una sefial estacional sobre la circulacién del Pacifico central y el POT
(Fiedler & Lavin 2016). Las corrientes superficiales y subsuperficiales presentes
cerca del continente Americano son la Corriente Costera Mexicana [alcanza
velocidades de 30 a 80 cm/s (GOmez-Valdivia et al. 2015)] y la Corriente Costera de
Costa Rica, también hay otras estructuras estacionales como el Tazén de
Tehuantepec, el Domo de Costa Rica y los jets de Tehuantepec, Papagayo y
Panama (Kessler 2006). El Tazén de Tehuantepec esta presente durante invierno y
se debilita durante verano-otofio (Kessler 2006); el Domo de Costa Rica es creado
por el bombeo de Ekman, su formacion comienza en Marzo cuando su diametro es

pequefio (500 km) y esta unido a la costa, se desarrolla durante el afio en
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concordancia con el movimiento de la ZCIT alcanzando su maxima elongacion
(1000 km) en noviembre. Los jets de Tehuantepec, Papagayo y Panama son
intermitentes y solo se presentan de noviembre a abril debido al fortalecimiento de
los vientos alisios [>15 m/s (Fiedler & Lavin 2016)], provocando areas de surgencias
gue tienen efecto sobre la concentracidn de clorofila y distribucién de la temperatura,
mostrandose como areas productivas (Lavin et al. 2006). A los costados de los jets
de Tehuantepec y Papagayo se asocian remolinos de mesoescala (Fiedler & Lavin
2016). Por otra parte, la circulacion de la ensenada de Panama (entre Panamd y
Colombia), es dominada por un remolino geostrofico ciclénico con un didmetro
aproximado de 400 km y velocidad entre 30 a 60 cm/s durante todo el afio, pero en
invierno el remolino es mas intenso (Chaigneau et al. 2006); el extremo oriental del
remolino se une con la corriente de Colombia (~ 50 cm/s). Otro aspecto importante
de la hidrografia del POT es la alberca de agua calida del Pacifico (> 27.5°C), que
se caracteriza por ser una zona con agua calida y de baja salinidad, situada por
encima de una fuerte y somera termoclina (Fiedler & Talley 2006; Fiedler & Lavin
2016) que constituye una provincia biogeografica en el océano abierto (Lavin et al.
2006). A su vez el POT presenta una zona de minimo de oxigeno que se encuentre
entre la termoclina y las masas de agua intermedias, es remarcable por su tamafo
y por su gado de hipoxia. La extrema deficiencia de oxigeno es atribuida a 1) una
alta produccion fitoplanctonica en superficie, 2) una fuerte picnoclina permanente
gue impide la ventilacion de las aguas subsuperficiales y 3) una circulacion profunda
lenta [(Lavin et al. 2006; Fiedler & Lavin 2016) Figura 1b].
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Figura 1. Area de estudio. a) Circulacion general del Golfo de California, las lineas rojas
representan la circulacion en verano y las azules en invierno, al centro se encuentra el
tren de remolinos formados durante verano. b) Circulacién general del Pacifico Oriental
Tropical con estructuras hidrogréficas: Tazon de Tehuantepec (TT), el Domo de Costa
Rica (DCR) y la alberca de agua célida del Pacifico (ACP). Corriente Costera Mexicana
(CCM), Corriente Costera de Costa Rica (CCRC), Corriente del Golfo de Panama
(CGP), Corriente Colombiana (CC), giro ciclénico de la ensenada de Panama (GCEP),
Contracorriente Norecuatorial (CCNE), Contracorriente Norecuatorial Subsuperficial
(CCNESBS), Corriente Surecuatorial (CSE), Contracorriente Surecuatorial
Subsuperficial (CCSESBS), Corriente de Humbolt (CH). Las lineas continuas
representan las corrientes superficiales y las punteadas las corrientes subsuperficiales.

4.2. Muestreo

Se colectaron muestras de aletas de adulto de L. peru y L. argentiventris en
doce localidades del POT (Tabla 1). Las muestras de L. peru se colectaron en
Conquista Agraria (costa del Pacifico de Baja California Sur), San Bruno, Loreto e
Isla Espiritu Santo (costa del Golfo de California de Baja California Sur), Guaymas
(Sonora), Topolobampo (Sinaloa), Santa Cruz (Nayarit), Salina Cruz (Oaxaca),
puerto de Panama (Panamd) y Buenaventura (Colombia), mientras que las
muestras de L. argentiventris se colectaron en San Bruno e Isla Espiritu Santo (Baja
California Sur), Altata (Sinaloa), Colima y el puerto de Panama (Figura 2). Las
muestras se colectaron con ayuda de capturas comerciales y fueron fijadas en

etanol al 80% para su analisis genético.



Tabla 1. Localidades, tamafio de muestra (N) y afio de colecta de Lutjanus peru y
Lutjanus argentiventris. Conquista Agraria (CAA), San Bruno (SBO), Loreto (LTO),
Isla Espiritu Santo (IES), Guaymas (GUA), Topolobampo (TOP), Nayarit (NAY),
Altata (ALT), Colima (CMA), Oaxaca (OAX), Panaméa (PAN) y Colombia (COL).

Especie Localidad N Afio de colecta

CAA 48 2017

SBO 48 2017

LTO 48 2017

IES 48 2017

L. peru GUA 48 2017
TOP 48 2016

NAY 48 2017

OAX 48 2017

PAN 30 2017

COL 32 2017

SBO 43 2017

IES 32 2015

L. argentiventris ALT 32 2016
CMA 32 2017

PAN 32 2017
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Figura 2. Puntos de muestreo. Los circulos rojos representan las localidades
muestreadas para L. peru (a) y los circulos azules para L. argentiventris (b).
Conquista Agraria (CAA), San Bruno (SBO), Loreto (LTO), Isla Espiritu Santo (IES),
Guaymas (GUA), Topolobampo (TOP), Altata (ALT), Nayarit (NAY), Colima (CMA),
Oaxaca (OAX), Panama (PAN) y Colombia (COL).



4.3. Marcadores microsatelitales

4.3.1. Extraccion y estandarizacién de ADN

Se realizaron extracciones de ADN con el método modificado de extraccion
de sales propuesto por Lopera-Barrero et al. (2008) descrito a continuacién. Cada
aleta se cort6 y se colocé en un tubo para microcentrifuga por separado, se le
adicion6 una solucion amortiguadora de lisis (5M NacCl, 1M Tris pH 8, 0.5 M EDTA
pH 8 y 10% SDS) y proteinasa-K (2 mg/mL) y se colocé en una incubadora a 55°C
hasta que se completd la digestion o lisis celular. Se agregaron 200uL de NaCl
saturado (5.3M) a cada tubo y se incubaron en hielo durante 12 horas. El tubo se
centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos, se transfirié el sobrenadante (500-600
uL) aun tubo de 1 mL con etanol absoluto frio y se agito varias veces para precipitar
el ADN. Se centrifugé a 13,000 rpm durante 10 minutos, se decantd el etanol
cuidando que el botén de ADN no se despegara del fondo del tubo. Se lavé con 1
mL de etanol al 70%, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min, se decanto el
etanol, se dejé secar el boton de ADN y se resuspendio en 100 pL de TE (Tris-HCL
1M pH 7.5, EDTA 0.5mM pH 8). Se midi6 la concentracion de ADN con un
fluorbmetro Qubit (ThermoFisher). Cada extracto de ADN fue estandarizado a una

concentracion de 30 ng/uL con H.O grado molecular.

4.3.2. Amplificacion de microsatélites y lectura de genotipos

Se utilizaron 14 microsatélites para L. peru (Paz-Garcia et al., 2016; Perez-
Enriquez et al.,, 2020) y 12 para L. argentiventris (Perez-Enriquez et al., 2020;
Reguera-Rouzaud et al.,2020). Las PCR se llevaron a cabo siguiendo un método
modificado de touch-down (Munguia-Vega et al. 2010), descrito brevemente a
continuacion: En un volumen final de 15 puL con 2 uL de ADN (30ng/ul), se
adicionaron buffer para PCR (1X), 0.2mM dNTPs, 2.1 mM MgCl,, 0.3 U de Taq
platinum (Invitrogen), 0.2uM de marcador fluorescente con M13 (FAM, PET, VIC,
NED), 0.033 uM del iniciador F (sentido) con la secuencia M13 en el extremo 5'(5’
TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3) (Schuelke 2000), y 0.33 uM de iniciador R

(antisentido). Las condiciones termales fueron las siguientes: 94°C por 5 min, 15
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ciclos de 94°C por 30 s, 65-50°C (disminuyendo 1°C por cada ciclo) y 72°C por 30
S, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 30 s y una
extension final de 72°C durante 5 min. Finalmente, los productos de PCR fueron
verificados en un gel de agarosa al 1.5% y se enviaron a analisis de fragmentos en
un secuenciador automatico (ABI3730, Applied Biosystems, Carlsbad, CA) en la
Universidad de Arizona, EUA.

De los archivos provenientes del analisis de fragmentos, se procedié a hacer
el genotipado de los individuos de L. peru y L. argentiventris, de cada localidad, con
el programa GeneMaker (SoftGenetics, State Collage, PA).

4.3.3. Analisis de diversidad y estructura genética para microsatélites

Una vez obtenidos los genotipos, se homogenizaron las lecturas de los alelos
de los individuos de todas las localidades con el programa Flexibin (Amos et al.
2007). Los individuos que presentaron >10% de datos faltantes fueron eliminados.
Se evalud el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) con el programa Genepop
(Raymond & Rousset 1995) y el equilibrio de ligamiento (EL) mediante el programa
Fstat (Goudet 1995); las pruebas fueron entre pares de loci, por localidad. Los
niveles de significancia (o= 0.05) de las pruebas multiples (EHW y EL) se ajustaron
con la prueba secuencial de Bonferroni (Rice 1989). Se estimé la frecuencia de
alelos nulos (método de Brookfield) con el programa Microchecker (Van Oosterhout
et al. 2004); para evaluar el efecto de la presencia de alelos nulos en la estructura
poblacional, aquellos los loci que tuvieron una frecuencia promedio de alelos nulos
= 0.05 y presentaron desviaciones significativas del EHW fueron candidatos a ser

removidos de |la base de datos.

Los estimadores de diversidad genética se obtuvieron con el programa
GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012). Se evalud el numero de alelos por locus (Na),
numero de alelos efectivos (Naf), alelos privados (AP) y la heterocigocidad esperada
(He) y observada (Ho). Asi mismo, para evaluar si habia diferencias significativas

en los indices de diversidad (Na, Naf, He y Ho) entre todas las localidades de L.
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peru y L. argentiventris, se realizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis
con el programa STATISTICA (Hilbe 2007).

La diferenciacidén genética entre poblaciones de L. peru y L. argentiventris se
evaluo con el programa ARLEQUIN 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer 2010) por medio de
un analisis molecular de varianza (AMOVA) global, asi como del estimador Fst (Weir
& Cockerham, 1984). La estructura genética entre las poblaciones fue evaluada por
medio del Fst pareado y un AMOVA jerarquico. Se realizaron varias pruebas de
AMOVA jerarquico hasta encontrar los grupos que explicaran la mayor varianza
dentro y entre las poblaciones (Anexos 3y 4). Para L. peru el grupo con la mayor
varianza explicada por el AMOVA jerarquico fue el siguiente: 1 = Conquista Agraria,
San Bruno, Loreto, Isla Espiritu Santo, Guaymas y Topolobampo, 2 = Nayarit, 3 =
Oaxaca y 4 = Panama y Colombia; para L. argentiventris: 1 = San Bruno, 2 = Isla
Espiritu Santo y Altata, 3 = Colima y 4 = Panama. El nivel de significancia (o = 0.05)
fue ajustado después de las mdultiples pruebas del Fst pareado con el ajuste

secuencial de Bonferroni (Rice 1989).

Se implement6é un método Bayesiano por medio del programa STRUCTURE
(Pritchard et al. 2000), el cual permite inferir la estructura genética poblacional
formando grupos (K) basados en los genotipos y frecuencias alélicas de cada locus.
Los parametros para correr el modelo fueron los siguientes: 1°000,000 de cadenas
de Markov y Monte Carlo, de las cuales el primer 25% fue descartado como pre-
calentamiento, se utilizé el modelo de Mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas.
Para L. peru se probaron de 1 a 7 K y para L. argentiventris de 1 a 3 K, con 10
iteraciones por cada K (Hubisz et al., 2009). Los grupos (K) mas probables fueron

seleccionados utilizando el programa CLUMPAK (Kopelman et al., 2015).

Se obtuvieron las posibles interrupciones para el flujo genético de L. peruy
L. argentiventris entre las localidades consideradas por medio del algoritmo de
maxima diferenciacion de Monmonier, implementado en el programa Alleles in
space (Miller 2005).

Ademas, se llevé a cabo un analisis de discriminantes de componentes

principales (DAPC) con el paquete Adegenet (Jombart et al. 2010) implementado
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en el lenguaje de programacion R. El DAPC es un analisis que maximiza las
diferencias entre los grupos o poblaciones y minimiza la variacion dentro de los
grupos; funciona en dos partes, en la primera se realiza un analisis de componentes
principales (PCa) y en la segunda se realiza el DAPC. La primera parte del analisis,
en L. peru, consistié en elegir 4 grupos iniciales basados en el AMOVA jerarquico.
Posteriormente se decidié retener 200 PCa y por ultimo el criterio de informacion
Bayesiano (BIC) indico la formacion de 4 grupos, en la segunda parte del andlisis
(DAPC) se decidi6é retener 100 PCa y 9 eigenvalores. En L. argentiventris se
eligieron 4 grupos basados en el AMOVA jerarquico, después se retuvieron 120 PCa
y 3 grupos indicados por el BIC, para el DAPC se retuvieron 60 PCa y 4
eigenvalores. A su vez se obtuvieron las probabilidades de membresia de cada
localidad, las cuales indicaron qué tan bien estaban definidos los grupos genéticos.
Se puede considerar a individuos mezclados a aquellos que muestren probabilidad
menor al 0.9 en un solo grupo. Los individuos se asignan al grupo con la mayor
probabilidad de pertenencia (Jombart et al. 2010; https://adegenet.r-forge.r-
project.org/files/tutorial-dapc.pdf).

Se evaluo el poder estadistico que tuvieron los marcadores microsatelitales
para detectar la estructura genética poblacional utilizando el programa POWSIM
(Ryman & Palm 2006). Los 13 y 11 marcadores microsatelitales para L. peruy L.
argentiventris, respectivamente, fueron evaluados con los siguientes parametros
recomendados por el manual de POWSIM: Pruebas exactas de Fisher (10,000
cadenas de calentamiento, 1000 simulaciones, 10,000 iteraciones por simulacion),
200 réplicas, y un tamafo efectivo poblacional de 2000 para ambas especies.
Treinta y dos (L. peru) y 28 (L. argentiventris) generaciones de deriva fueron
elegidas acorde alos valores de Fst predefinidos de 0.008 para L. peruy 0.009 para
L. argentiventris. Estos valores de Fsr fueron los mas pequefios que mostraron

diferenciacion en el analisis de Fst pareado.

Para comprobar si existia aislamiento por distancia en ambas especies, se
realiz6 una correlacion entre las distancias genéticas (Fst) y las geograficas con

10,000 permutaciones utilizando el programa ARLEQUIN.
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El flujo genético se estim6é como el nimero de migrantes (Nm) entre pares de
poblaciones con base en el niumero de alelos exclusivos de cada localidad (ec. 1)
(Slatkin 1985). A su vez se utiliz6 un método Bayesiano para estimar las tasas de
migracién reciente (sobre las Ultimas generaciones) entre las poblaciones con el
programa BAYESSASS (Wilson & Rannala 2003). Las tasas de migracion fueron
basadas exclusivamente en tasas = 0.03%, ya que las tasas de migracién por
debajo de este valor podrian ser consideradas despreciables o falsos positivos
(Cisneros-Mata et al. 2018).

ln(pl)+2.4-4-)

Nm = e( ~0.505 (ec. 1)

donde pl = frecuencia promedio de alelos exclusivos.

4.4. Distribucion de habitat y modelacion de nicho ecolégico

Se evalud si la estructura genética de L. peru y L. argentiventris estaba
influenciada por la distribucion de los habitats de reclutamiento para juveniles y
adultos. Se obtuvo informacién en formato shapefile de los arrecifes rocosos,
manglares y fondos blandos para el GC y el POT de Halpern et al., (2019), Munguia-
Vega et al. (2018b) y The global mangrove watch (GMW 2016;
https://www.globalmangrovewatch.org/). Cabe sefialar que solo la informacién de
manglares tuvo que ser unida en poligonos de 75 km de largo debido a la gran
cantidad de informacién (> 30,000 poligonos), es decir, todo aquel poligono de
manglar que estuviera dentro de un area de 75 km de largo se unio y se consideré

como un solo poligono.

Para la preparacion de los shapefiles, el habitat de fondo blando y arrecife
rocoso de L. peru fue acotado a la is6bata de 100 m y la informacion de arrecifes
rocosos y mangarles para L. argentiventris fue acotada a 60 m, ya que es la
profundidad maxima a la que se pueden encontrar ambas especies como adultos.
Se utilizé la herramienta de CONEFOR (Pascual-Hortal & Saura, 2006) dentro de
QGIS para medir la distancia que habia entre cada poligono para cada uno de los

habitats. La distancia maxima a la cual los poligonos podian estar conectados entre
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si fue de 150 km, los poligonos que no cumplieran con esta condicion fueron
descartados. La distancia de dispersion larval para un periodo de deriva de 20 a 26
dias es de 150 km para varios pargos como L. peru. (Munguia-Vega et al. 2018a),
L. argentiventris (Reguera-Rouzaud et al. 2020), L. campechanus, L. synagris, L.
analis, L. jocu, L. griseus y L. cynopterus (Kough et al. 2016). Posteriormente se
siguié un enfoque tedrico-grafico (Munguia-Vega et al., 2014; Treml et al., 2008)
para construir una red especial de poligonos conectados entre si, representando los

parches de habitats que estaban unidos, esto en el programa ArcGIS 10.5.

La modelacién de nicho ecoldgico se hizo para compensar la falta de
muestras desde el sur de México hasta Colombia, donde poblaciones de L. peruy
L. argentiventris potencialmente pudieran estar presentes y representar una
conexion importante entre los sitios de muestreo. Las ocurrencias de L. peru (113)
y L. argentiventris (571) fueron descargadas de Global Biodiversity Information
Facility (GBIF; www.gbif.org) con los siguientes filtros: observaciones humanas,
material muestreado y especimenes preservados. Los datos ambientales
(obtenidos de la plataforma bio-ORACLE) utilizados fueron promedios mensuales
del 2000 al 2014 de temperatura (°C), salinidad (PSS), clorofila-a (mg/md),
concentracion de oxigeno disuelto (mol/m?3), pH, silicatos (mol/m?3), fosfatos (mol/m?)

y nitratos (mol/m3) (Assis et al. 2018).

Para obtener la probabilidad de ocurrencia de las dos especies, tanto las
ocurrencias como los datos oceanograficos fueron procesados en ModestR (Garcia-
Rosell6 et al. 2013). Solo las ocurrencias de GBIF desde Conquista Agraria hasta
Colombia para L. peru y las ocurrencias desde el GC hasta Colombia para L.
argentiventris fueron tomadas en cuenta. Los datos fueron filtrados de acuerdo con
los criterios de Garcia-Rosell6 et al. (2014). Se realiz6 un mapa de densidad para
calcular el grado de ocurrencia de ambas especies, se calculé el porcentaje de
contribucion de las variables oceanograficas y finalmente el nicho de ocurrencia fue

evaluado basado en el grado de ocurrencia (Garcia-Rosell6 et al. 2013, 2014).

Se determind si las diferencias ambientales entre las ecoregiones (Transicidon

de Magdalena, Cortés, Pacifico Tropical Mexicano, Chiapas-Nicaragua, Nicoya y la
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ensenada de Panama) (Spalding et al. 2007) representaban una barrera para el flujo
genético. Las variables ambientales provenientes de bio-ORACLE fueron extraidas
para cada una de las ocurrencias de ambas especies y procesadas usando un

andlisis de discriminantes en el programa RWizard (http://www.ipez.es/RWizard/).

4.5. Estimacion de la conectividad basado en el modelo de circulacion
oceanico Hybrid Coordinate Ocean Model (HYCOM)

El Hybrid Coordinate Ocean Model (HYCOM) es un modelo de circulacion
general oceanico que utiliza como base de la dindmica oceanica las ecuaciones de
Navier-Stokes de conservacion de masa y energia para fluidos en rotacion. Las
coordenadas verticales son isopicnicas en el océano abierto y estratificado. Usa la
ecuacion de continuidad en capas para hacer una transicién dinamica suave a las
coordenadas de seguimiento de la batimetria en regiones costeras poco profundas
y a las coordenadas del nivel z en la capa mixta o regiones no estratificadas.
Mantiene las ventajas de un modelo isopicnico en las regiones estratificadas
mientras permite una mayor resolucion vertical cerca de la superficie y en areas
someras, proveyendo una mejor representacion de la fisica del océano superficial.
El HYCOM global tiene una resolucion espacial de 1/12° en el ecuador
(aproximadamente 7 km en latitudes medias) y temporal de 3 horas, asi mismo
cuenta con 41 capas de informacion que van desde los 0 hasta los 5000 m (Wallcraft
et al. 2009).

4.5.1. Disefio del modelo

Para evaluar las rutas de transporte larval de L. peru y L. argentiventris a lo
largo del GC y el POT, se realizaron simulaciones de dispersion de particulas
utilizando datos de corrientes del modelo HYCOM. Se descargaron los
componentes de velocidad de corrientes Uy V a 30 m de profundidad [donde se ha
reportado mayor abundancia de lutjanidos (Sanchez-Velasco et al. 2013)] para el
periodo del 01/12/2016 al 31/11/2017. Posteriormente, se desarrollé el codigo en

Matlab para simular las trayectorias del transporte larval para las cuatro estaciones
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del afo: invierno (diciembre 2016 — febrero 2017), primavera (marzo — mayo 2017),

verano (junio — agosto 2017) y otofio (septiembre — noviembre 2017).

Cabe sefialar que las trayectorias fueron simuladas considerando a las larvas

como particulas inertes por un periodo de 30 dias de DLP (Claro & Lindeman 2008).

Con el fin de evaluar los sitios fuente y sumidero de las trayectorias
simuladas, se hicieron 115 poligonos con una longitud de 75 km de largo, asi mismo,
con fines de apreciacion, el area de estudio se dividi6 en 3 zonas: GC, Pacifico
tropical mexicano y Centroamérica - Colombia (Figura 3), utilizando el programa
ArcGIS. La longitud de los poligonos fue elegida debido a que es aproximadamente
la mitad de la distancia recorrida para una DLP de 20 a 26 dias por varias larvas de
pargos como L. peru. (Munguia-Vega et al. 2018a), L. argentiventris (Reguera-
Rouzaud et al. 2020), L. campechanus, L. synagris, L. analis, L. jocu, L. griseus y L.
cynopterus (Kough et al. 2016). Para la construccion de los poligonos se
descargaron datos batimétricos de the General Bathymetric Chart of the Oceans
[GEBCO (https://www.gebco.net/data_and_products/gridded_bathymetry data/)] y
las isObatas de los 0 y 200 m fueron usadas como proxy de la plataforma continental.
Para las areas en donde la plataforma continental fue menor a 30 km de ancho
(como el area del Pacifico tropical mexicano y algunas partes de Centroamérica),
los poligonos se extendieron hasta la is6bata de los 1000 m. La extensiéon de la
plataforma se hizo debido a que en general hay falta de informacién del HYCOM en
los primeros 20 km a partir de la linea de costa, y en gran parte del Pacifico tropical
mexicano y Centroameérica la plataforma mida menos de 20 km, por lo tanto, los

datos de trayectorias no eran registrados.
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Figura 3. Area de estudio para las simulaciones. Numeracion de poligonos para la identificacion del sitio fuente y sumidero
de las trayectorias simuladas (poligonos azules), subdivision del area de estudio por zonas (paneles b-d). Sitios de toma
de muestra para datos genéticos (paneles b-d). Conquista Agraria (CAA), San Bruno (SBO), Loreto (LTO), Isla Espiritu
Santo (IES), Guaymas (GUA), Topolobampo (TOP), Nayarit (NAY), Altata (ALT), Colima (CMA), Oaxaca (OAX), Panama
(PAN) y Colombia (COL).
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45.2. Escenarios de simulacién

Se consideraron tres escenarios de simulacién en donde en cada uno se
tomaron en cuenta criterios diferentes para obtener las coordenadas de inicio de las
trayectorias, cabe resaltar que la informacion de circulacion oceanica fue la misma

para los tres escenarios:

a) El primer escenario consistié en obtener las coordenadas de ocurrencia de
L. peru y L. argentiventris del Global Biodiversity Facility (GBIF; www.gbif.org),
utilizando los filtros de observaciones humanas, material muestreado vy
especimenes preservados. Para especificar los puntos en donde las larvas fueron
sembradas, los sitios mas probables de inicio de trayectorias fueron evaluados de
la siguiente manera: solo las coordenadas entre los 0 y 200 m de profundidad
(plataforma continental) fueron tomados en cuenta, a cada coordenada de
ocurrencia se le asigné una zona de amortiguamiento (buffer) de 0.3° limitado a la
plataforma continental. Del total de pixeles (representando coordenadas) presentes
dentro de la zona de amortiguamiento, se eligieron de manera aleatoria el 10% de
los pixeles que tuvieran la mayor probabilidad de estar mas cerca de la coordenada

de ocurrencia (Figura 4).
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Figura 4. Ejemplo de seleccion de areas mas probables de inicio de trayectorias.
Los puntos verdes representan a las ocurrencias (GBIF) y las cruces los puntos de
inicio de las trayectorias. La escala de color representa las areas mas probables en
azul y menos probables en rojo. La linea segmentada representa la isdbata de 200
m.

Debido a que la asignacion de puntos aleatorios tuvo una mayor resolucion
gue los datos de velocidad de corrientes del HYCOM (~8.8 km), se realiz6 una
reduccion de los puntos aleatorios de la siguiente manera: Se obtuvo el centroide
de cada pixel de los datos del HYCOM solo para la plataforma continental y se le
asigno a cada uno una zona de amortiguamiento de 4.4 km de radio (para hacer
una aproximacion a la cobertura cuadrada de los pixeles del HYCOM);
posteriormente, para la reduccion de puntos aleatorios se calcul6 el promedio de la
posicion (latitud, longitud) de los puntos que estuvieron dentro de cada zona de
amortiguamiento, tanto para L. peru como para L. argentiventris para obtener las
coordenadas definitivas para el inicio de las trayectorias (Figura 5); las areas con

mayor ocurrencia tuvieron mas puntos de inicio.
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Figura 5. Puntos de inicio de trayectorias. Ejemplo de puntos de inicio (rojos) antes
del promedio en Bahia de La Paz, B.C.S. (a) y puntos de inicio de trayectorias
después del promedio (b). Los circulos grises son una representacion aproximada
(4.4 m de diametro) de la cobertura (cuadrada) de los pixeles del HYCOM

A cada coordenada de inicio (Figura 6) se le asign6 una fecha aleatoria para
la temporada del afio a simular [invierno (diciembre 2016 — febrero 2017), primavera
(marzo — mayo 2017), verano (junio —agosto 2017) y otofio (septiembre — noviembre
2017] para representar distintos desoves a lo largo del afio. La simulacion de
trayectorias del transporte larval comenz6 a las 18:00 h a partir de la fecha
establecida y se dejaron advectar por 30 dias. La cantidad de trayectorias simuladas
por cada estacion del afio fue de 4782 (L. peru) y 9626 (L. argentiventris). Las
simulaciones comenzaron a las 18:00 h debido a que se han reportado lutjanidos

desovando al atardecer (Sala et al. 2003; Heyman et al. 2005).
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Figura 6. Puntos de inicio de las trayectorias para la simulacién de trayectorias de
larvas de Lutjanus peru (a) y Lutjanus argentiventris (b) para el primer escenario
(coordenadas después de la reducciéon de puntos).

b) Para compensar la falta de coordenadas de ocurrencias reales
(principalmente para L. peru) se simuldé un segundo escenario asumiendo una
distribucion continua, es decir con puntos de inicio de las trayectorias situados en el
centroide de cada uno de los 115 poligonos [algunos puntos fueron movidos debido
a que no habia datos de corrientes tan cerca de la costa (Figura 7)]. A partir de cada

centroide se simularon 60 trayectorias (6900 trayectorias en total por cada estacion
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del aio), con fecha de inicio aleatoria y hora fija a las 18:00 h (mismos criterios que
para el primer escenario). Cada una se simul6 por 30 dias. Cabe mencionar que
para L. peru solo se tomaron en cuenta los centroides a partir de Bahia Magdalena

(por su distribucién).
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Figura 7. Puntos de inicio de las trayectorias para el escenario de distribucion
continua (segundo escenario de simulacién) de Lutjanus argentiventris y L. peru (a
partir de Bahia Magdalena).

c) El tercer escenario de simulacion consisti6 en tomar en cuenta las
trayectorias generadas en el escenario de distribucidn continua (segundo escenario)
acotando la informacién a la temporada de desove de L. peru (13,012 trayectorias
en total) y L. argentiventris (15,433 trayectorias) a lo largo de todo su rango de

distribucion de la siguiente manera (Tabla 2):
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Tabla 2. Temporada reproductiva de Lutjanus peru y L. argentiventris a lo largo de
su rango de distribucion. Nayarit (NAY), Jalisco (JAL), Colima (CMA), Revillagigedo
(REV), Michoacan (MIC), Guerrero (GUE), Chiapas (CHI), Pacifico (PAC), Golfo de
California-peninsula (GC-PEN), Golfo de California-continente (GC-CON), El
Salvador (ES), Nicaragua (NIC), Costa Rica (CR), Panama (PAN) y Colombia
(COL).

Especie Zona Temporadal Temporada2 Temporada 3
Zona A May — Jul Sep — Nov
Zona B (NAY-JAL) Mar — Jun Ago - Sep Nov - Dic
L. peru Zona B (CMA-REV) Nov — Jun Ago - Sep
Zona B (MIC) Abr — May Ago — Dic
Zona B (GUE-CHI) Mar — May Jul — Sep
Zona C Enero - Ab
Zona A (PAC) May — Sep
Zona A (GC-PEN) May — Sep
Zona A (GC-CON) Nov — Mar Jul — Oct
L. argentiventris Zona B Feb — Abr Jul — Nov
Zona C (ES-NIC) Sep — Ene
Zona C (CR-PAN) Ene - Dic
Zona C (COL) Nov — Dic May - Ago

Informacion tomada de: Sala et al. (2003); Santamaria-Miranda et al. (2003); Duran-Oliva (2004); Rojas et al. (2004);
Trejos-Castillo et al. (2007); Aburto-Oropeza et al. (2009); Pifion et al. (2009); Erisman et al. (2010); Gallardo-Cabello
et al. (2010); Barbosa-Ortega et al. (2013); Tinhan et al. (2014); Zarate-Becerra et al. (2014); Vega et al.(2016);
Martinez-Pinto (2017).

4.5.3. Post-procesamiento de datos y analisis

Una vez realizadas las corridas para los tres diferentes escenarios, se realizo
un corte de informacién a 15 dias de deriva, tiempo en que las larvas de Lutjanidos
estan en el estadio de flexion y no tienen la capacidad para superar corrientes
mayores a 0.1 m/s (Stobutzki & Bellwood 1997; Fisher et al. 2000; Leis et al. 2007;
Abdo de la Parra et al. 2015), es decir, la larva se puede considerar como particula
inerte durante este periodo, sin embargo el periodo larval finaliza a los 30 dias (Claro
& Lindeman 2008). La DLP puede variar a lo largo de la distribucion de ambas
especies, principalmente por cambios en la temperatura del mar (Rojas et al. 2004;
Trejos-Castillo et al. 2007; Pifién et al. 2009; Erisman et al. 2010; Gallardo-Cabello
et al. 2010; Zarate-Becerra et al. 2014; Vega et al. 2016). Por esta razon se trabajo

con ambos periodos (15 y 30 dias).

24



Con el fin de observar la circulacion general oceénica, se realizaron mapas
de la circulacion de las corrientes por zonas (A, B y C), en donde se calculd
(utilizando MATLAB) el promedio por pixeles de los datos de velocidad de corrientes
Uy V para las cuatro estaciones del afio: invierno (diciembre 2016 — febrero 2017),
primavera (marzo — mayo 2017), verano (junio — agosto 2017) y otofio (septiembre

— noviembre 2017).

Para visualizar los poligonos de origen y destino para los periodos de deriva
de 30 y 15 dias, se realizaron matrices de conectividad con el programa MATLAB
R2021a.

Por otra parte se utilizd6 un enfoque teérico de gréaficas (Treml et al. 2008;
Munguia-Vega et al. 2014) con el fin de construir una red espacial con nodos
conectados entre si, representando la fuente y el destino de las trayectorias
modeladas para los tres escenarios simulados. Los patrones de conectividad fueron
representados espacialmente utilizando ArcGIS 10.5. Para los tres escenarios, se
utilizaron las coordenadas de salida y de llegada de los centroides (como nodos) y
las conexiones entre los centroides representaron el porcentaje de trayectorias que

lograron llegar a otros poligonos.

4.6. Busqueda e identificaciéon de polimorfismos de una base (SNP’s)
mediante el secuenciado de ADN asociado a la doble digestion de

enzimas de restriccion (ddRADseq)

Se desarroll6 una libreria genémica Unicamente para L. peru con la técnica
de ddRADseq siguiendo el protocolo de Peterson et al. (2012), la cual consta cinco
pasos: 1) extraccion y verificacion de la calidad y cantidad de ADN gendmico, 2)
doble digestidon, 3) ligacion de adaptadores Unicos o barcodes, 4) seleccion de
fragmentos e 5) incorporacion de index. Todo el proceso se llevé a cabo dentro de

una campana esterilizada.
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4.6.1. Calidad y cantidad de ADN gendmico

Se utilizé el ADN extraido de L. peru de las localidades de Conquista Agraria
(30 individuos), Isla Espiritu Santo (30), Nayarit (30), Colima (30), Oaxaca (31) y
Panamé (23), cabe sefialar que se tomaron nuevas muestras de Isla Espiritu Santo
y Conquista Agraria en el 2020.

El ADN previamente extraido se verificd en un gel de agarosa al 1.5% para
verificar la calidad y se cuantificO en un Qubit (Thermo Fisher Scientific). Las
muestras con 1500 ng totales en adelante y con ADN gendmico de alto peso
molecular fueron candidatas para ser limpiadas con perlas magnéticas AMPure XP
(Beckman Coulter) (Anexo 1) a una proporciéon de 0.4X, si presentaban un barrido

de fragmentos pequefios.

4.6.2. Doble digestion

La doble digestion consistié en la hidrolisis del ADN de alto peso molecular
por medio de dos enzimas de restriccion, en este caso se utilizé una enzima de corte
raro, EcoRI-HF con extremo cohesivo 5-G|JAATTC-3" y una enzima de corte
frecuente, Mspl con extremo cohesivo 5-C|CGG-3". Para un volumen final por
reaccion de 50 ul, se agrego 1ul de Mspl y EcoRI-HF, 5ul de Buffer Cutsmart a 10X
y el resto de ADN. Las reacciones se incubaron a 37°C por 3 horas para asegurar
la completa digestion y se mantuvieron a 4°C por 5 minutos. Después se realizé una
limpieza con perlas a una proporcion de 1.8X para limpiar fragmentos menores a
100pb y el ADN se resuspendié en 35 ul. EI ADN se cuantificé en un Qubit (Thermo

Fisher Scientific).

4.6.3. Ligacion de adaptadores

Primero fue necesario hibridar los adaptadores con su cadena
complementaria ya que se encontraban en forma de cadena sencilla de ADN. Se
utilizé un set de 48 pares de adaptadores (P1.1 y P1.2) los cuales contienen un

barcode Unico que se adhiere al extremo cohesivo de la enzima EcoRI-HF y un
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adaptador comun (P2.1 y P2.2) que se adhiere al extremo cohesivo de la enzima

Mspl.

Para la hibridacion de los adaptadores, se prepar6 una solucion
amortiguadora de alineamiento a 10X (100mM Tris HCL pH 8, 500mM NaCl y 10mM
EDTA). Posteriormente se colocaron los 48 pares de adaptadores individuales (P1.1
y P1.2) y el adaptador comun (P2.1y P2.2) en tubos separados. Se agreg6 a cada
adaptador la solucion de amortiguamiento de alineamiento a una concentracion final
de 1x y agua grado molecular. Se hibridaron en un termociclador a 97.5°C por 2.5
min, se bajé la temperatura 1°C cada minuto hasta llegar a los 21°C, después pasé

por un proceso de enfriamiento y se mantuvo a 4°C por 5 min.

El siguiente paso fue hacer una solucion de trabajo para cada uno de los
adaptadores (48 individuales y el comuan), la cual se calculé basandose en la masa
del ADN vy la frecuencia de corte de las enzimas de restriccion. Esto para lograr que
el ADN tuviera un exceso (10x) de adaptadores y que todos los fragmentos

alcanzaran a ligarse (Anexo 2).

Finalmente, para la ligacion de adaptadores, en un volumen final de 40 uL
por reaccion, se agregaron 4 uL de Buffer ligasa T4 (10x), 0.25 uL ligasa T4, 2uL
de adaptador P2 (adaptador comun) y agua grado molecular. En un tubo separado
se agregaron 2uL del adaptador individual P1 y el resto de ADN (30 ulL). Las
reacciones se incubaron a temperatura ambiente toda la noche, posteriormente se
realizo la inactivacion de la enzima ligasa en el termociclador a 65°C durante 10 min

con un enfriamiento a 2°C por 2 min.

Para evaluar la correcta ligacion de los adaptadores a las muestras se realizo
una PCR a partir de los productos ligados. Se afadieron los iniciadores PCR1 F (5°-
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACG-3') el cual
se adhiere al marcador individual y el iniciador PCR2 R (5-
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
C-3") que se une al marcador comun. La concentracion final por reaccién fue: Buffer
1%, dNTP’s 0.3 mM, MgCl2 2.25 mM, iniciador PCR1y PCR2 0.3 uMy Taq Platinum
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invitrogen 0.3 U/uL. Las condiciones de PCR: desnaturalizacién a 94°C por 3 min,
34 ciclos de 94°C por 30 s, alineamiento de los adaptadores a 67°C por 30 s, 72°C
por 45 s extensién final de 72°C por 5 min y mantener a 4°C por 1 min. Los productos

de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 1.5%.

Una vez verificada la ligacion, se realiz6 una purificacibn con perlas
magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter) a una proporcion de 1.8x para limpiar
fragmentos menores de 100pb. Solamente los productos de ADN ligado que fueran
a ser revisados en gel de agarosa al 1.5% se resuspendieron en 37 uL, el resto de
las muestras fueron resuspendidas en 33 pL. Finalmente las muestras se

cuantificaron en un Qubit.

4.6.4. Seleccion de tamaio

Se realizé una agrupacion previa a la seleccion de tamafio en donde el ADN
de todos los individuos etiquetados con su barcode Unico se mezclaron en
concentraciones equimolares (30 ng totales por muestra) para crear un pool. Cada
pool consistio en la mezcla de 48 individuos. En este caso se formaron 4 pools, 3
con 48 barcodes y 1 pool con 30 barcodes. Cada pool fue purificado con perlas a
una concentracion de 1.5x para concentrar el ADN. Cada pool fue resuspendido en

35 uL en agua grado molecular y se midié su concentracion en Qubit.

La seleccion de tamario se llevo a cabo en un Pippin Prep (Sage Science),
en el cual se hizo una seleccién automatizada en gel. El rango de tamafio que se
seleccion6 fue de 326 pb a 426 pb donde el ADN objetivo fue de 376 pb debido a
gue la longitud de los fragmentos de ADN se incrementé por los adaptadores P1y
P2. Una vez que la seleccion de tamafio concluyo se ley6 la concentracion de cada

pool en Qubit.

4.6.5. Incorporaciéon de index
A los pools que se recuperaron de la seleccion de tamafio se les adicion6 un

adaptador lllumina forward y reverse por medio de una PCR. El adaptador lllumina
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reverse incluye un index Unico con el fin de identificar a los pools:
PCR2_ldx1_ATCACG, PCR2 ldx8 ACTTGA, PCR2_Idx10 TAGCTT vy
PCR2_Idx11_GGCTAC. Cabe resaltar que se eligieron adaptadores que estuvieran

balanceados entre si con respecto al contenido de bases GC.

Para la amplificacién de los pools por medio de una PCR, cada pool se dividié
en 8 alicuotas. En un volumen final por reaccion de 25 pL, se utilizaron 5 uL de ADN
de cada pool, 5 uL de buffer 5x Phusion High-Fidelity, 1 uL de dNTP’s a 10 mM,
1.25 uL de adaptador lllumina forward y reverse a 10 mM y 0.3 uL de Taq Phusion
High-Fidelity (ThermoFisher). Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion de
ADN a 98°C por 3 min, 15 ciclos de 98°C por 30 s, acoplamiento de adaptadores a
60°C por 30 sy 72°C por 45 s, seguido de una extension final a 72°C por 5 min y

un enfriamiento de la reaccion a 12°C por 10 min.

Para corroborar que los pools tuvieran el tamafio en pares de bases
adecuado (475 pb), se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. Una
vez que el tamafio se confirmo, las 8 reacciones de PCR por cada pool fueron
concentradas haciendo una purificacion con perlas a una proporcién de 1.5x y
resuspendidas en 40 uL en agua grado molecular; posteriormente se midio la
concentracion de ADN de los pools con un Qubit y se realiz6 una electroforesis para
verificar que los restos de dNTP’s e iniciadores hubieran sido eliminados en la

limpieza con perlas.

Finalmente, para obtener la libreria, se combinaron los 4 pools a
concentraciones equimolares. Las librerias se mandaron a secuenciar en un
secuenciador lllumina HiSegX (NovoGene, EE.UU.), en un carril de secuenciado

con lecturas pareadas de 150 pb.
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5. Resultados

5.1. Microsatélites

5.1.1. Diversidad genética

Para L. peru los valores promedio del nimero de alelos (12.9 — 19.5), nimero
de alelos efectivo (8.1 — 12.2), alelos privados (0.1- 1.2), la heterocigocidad
esperada (0.757 — 0.843) y observada (0.805 — 0.886) mostraron valores
ligeramente mas altos en el GC (Isla Espiritu Santo, San Bruno, Guaymas y
Topolobampo) y Conquista Agraria, que para el resto de POT (Tabla 4). En general,
en México, L. peru resulté con mayor diversidad genética que Panama y Colombia.
Sin embargo, los indices de diversidad no presentaron diferencias significativas
entre localidades después de la prueba de Kruskal-Wallis (Na p = 0.38; Ne p = 0.62;
Ho p =0.94, He p = 0.62).

Tabla 3. Promedio de diversidad genética para cada poblacion con 13 microsatélites
para Lutjanus peru. Tamafo de muestra (N), numero de alelos (Na), nimero de
alelos efectivos (Naf), numero de alelos privado (Pa), heterocigocidad observada
(Ho) y esperada (He). La diversidad global toma en cuenta todas las localidades
como una sola poblacion. CAA = Conquista Agraria, SBO = San Bruno, LTO =
Loreto, IES = Isla Espiritu Santo, GUA = Guaymas, TOP = Topolobampo, NAY =
Nayarit, OAX = Oaxaca, PAN= Panama y COL = Colombia.

Localidad N Na Naf Pa Ho He
CAA 435 195 11.9 1.2 0.843 0.886
SBO 423 178 10.6 0.3 0.818 0.872
LTO 40.8 18.0 11.1 0.7 0.838 0.877
IES 46.7 18.2 11.0 0.4 0.803 0.873
GUA 40.7 193 12.2 0.7 0.832 0.885
TOP 40.2 17.0 11.1 0.2 0.832 0.873
NAY 474 175 10.5 0.3 0.799 0.845
OAX 454  16.9 10.2 0.3 0.757 0.853
PAN 255 13.8 8.7 0.1 0.789 0.831
COL 233 129 8.1 0.1 0.797 0.805

Diversidad global (13 loci) 395.7 26.8 12.9 - 0.811 0.885
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Después de las pruebas de desviacion de EHW, de 140 pruebas, 31
combinaciones (locus vs. localidad) fueron estadisticamente significativas después
del ajuste secuencial de Bonferroni [p < 0.0038 (CA, LTO, GUAY TOP) y p < 0.005
(SBO, IES, NAY, OAX, PAN y COL) (Anexo 5)]. Con lo que respecta a las pruebas
de EL, de las 91 pruebas, 2 combinaciones (Lupe63-Hogu25 de Loreto y Lupe39-
Lgut34 de Colombia) fueron estadisticamente significativas después del ajuste

secuencial de Bonferroni (p < 0.0005).

Se encontrd evidencia de alelos nulos en todos los microsatélites (-0.33 a
0.42 de rango de frecuencia), sin embargo, estas no fueron consistentes en todas
las poblaciones. Lupe65, Lgut21, Hogu25 y Lgutl5 presentaron frecuencias altas
de alelos nulos. Sin embargo, solamente Lgutl5 presento alelos nulos en todas las
localidades y por esta razon fue removido de la base de datos. Por lo tanto, los

siguientes analisis fueron realizados con 13 marcadores microsatelitales (Anexo 5).

Con respecto a L. argentiventris, el microsatélite Lupe34 fue removido de la
base de datos debido a que presentd un patrén de pico sin una estructura clara y
una intensidad muy baja de amplificacion en las muestras de Colima, por lo tanto

los siguientes analisis para esta especie fueron realizados con 11 microsatélites.

Los valores promedio del nimero de alelos (9.4 — 11.2), alelos efectivos (5.3
- 5.9), alelos privados (0.3 - 1.5), la heterocigocidad observada (0.651 — 0.774) y
esperada (0.704 — 0.755), mostraron niveles medios de diversidad genética. El Naf
y la Ho no presentaron un patron latitudinal claro, solamente el Na mostré valores

ligeramente mas altos en el GC [Isla Espiritu Santo, San Bruno y Altata (Tabla 4)].
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Tabla 4. Promedio de diversidad genética para cada poblacidén con 11 microsatélites
para Lutjanus argentiventris. Tamafio de muestra (N), nimero de alelos (Na),
namero de alelos efectivos (Naf), nUmero de alelos privados (Pa), heterocigocidad
observada (Ho) y esperada (He). La diversidad global toma en cuenta todas las
localidades como una sola poblacion. Conquista Agraria (CA), San Bruno (SBO),
Isla Espiritu Santo (IES), Altata (ALT), Colima (CMA) y Panamé& (PAN).

Localidad N Na Naf Pa Ho He
SBO 355 108 5.4 1.5 0.655 0.704
IES 244  10.0 5.3 0.5 0.690 0.719
ALT 30.8 11.2 5.9 15 0.677 0.715
CMA 26.5 9.4 5.5 0.5 0.651 0.706
PAN 22.9 9.5 5.9 0.3 0.774 0.755
Diversidad global (11 loci) 139.8 17.2 7.1 - 0.704 7.757

Después de las pruebas de EHW, cuatro combinaciones (locus vs. localidad)
de 60 presentaron desviaciones significativas después del ajuste secuencial de
Bonferroni (p < 0.03) (Anexo 6). De las 66 pruebas de EL para cada localidad,
solamente una combinacion de loci (Lupe44 — Larg27 de San Bruno) estuvieron en
desequilibrio de ligamiento (p < 0.005). Finalmente, se detecto evidencia de alelos
nulos en algunas localidades (-0.31 a 0.17 rango de frecuencia), siendo Lupe61 el

microsatélite con la mayor frecuencia.

5.1.2. Estructura genética poblacional
El poder estadistico de los 13 marcadores microsatelitales de Lutjanus peru
para un Fst predeterminado de 0.008 y de los 11 microsatélites de Lutjanus

argentiventris para un Fst predeterminado de 0.009 fue de 100% para ambos casos.

La distribucion de las frecuencias alélicas de L. peru entre cada par de
localidades fueron significativamente diferentes después del ajuste secuencial de
Bonferroni (p < 0.002). Sin embargo, la distribucién de las frecuencias alélicas en la
mayoria localidades dentro de GC y Conquista Agraria fueron no significativas, solo
algunas excepciones fueron detectadas entre Isla Espiritu Santo y Guaymas (p =
0.0003), Isla Espiritu Santo y Loreto (p = 0.0006) e Isla Espiritu Santo y
Topolobampo (p = 0.0009).
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CAA
SBO
LTO
IES
GUA
TOP
NAY
OAX
PAN
COL

El AMOVA global para L. peru con (Fst = 0.0148, p = 0) y sin (Fst = 0.0159,
p = 0) los tres loci con altas frecuencias de alelos nulos (Lupe65, Lgut21, Hogu25),
no mostraron diferencias significativas. Por tal motivo, los analisis subsecuentes se
realizaron con los 13 marcadores microsatelitales. Los Fst pareados entre
localidades distantes mostraron diferencias significativas en un rango de 0.009 a
0.034. Sin embargo, los Fstpareados entre localidades del GC (San Bruno, Loreto,
Isla Espiritu Santo, Guaymas y Topolobampo) y Pacifico adyacente (Conquista

Agraria) no mostraron diferencias significativas (Fst= 0.0019, p = 0.76) (Tabla 5).

A su vez, el AMOVA jerarquico entre los cuatro grupos (1 = Conquista
Agraria, San Bruno, Loreto, Isla Espiritu Santo, Guaymas y Topolobampo; 2 =
Nayarit; 3 = Oaxaca y 4= Panama y Colombia) también mostré diferencias
significativas [Fst= 0.0225, p = 0 (Anexo 3)].

Tabla 5. Fstpareado de Lutjanus peru con 13 loci. Arriba de la diagonal discontinua
se encuentran los valores de Fsty debajo de ésta los valores de p. Los asteriscos
representan los valores significativos de p y Fsr. Conquista Agraria (CAA), San
Bruno (SBO), Loreto (LTO), Isla Espiritu Santo (IES), Guaymas (GUA),
Topolobampo (TOP), Nayarit (NAY), Oaxaca (OAX), Panama (PAN) y Colombia
(CoL).

CAA SBO LTO IES GUA TOP NAY OAX PAN COL

- -0.0002 -0.0005 -0.0002 0.0009 0.0011 0.0269* 0.0211* 0.0227* 0.0305*
0.6939 - 0.0018 0.0014 0.0017 0.0057 0.0278* 0.0207* 0.0200* 0.0328*
0.7342 0.2341 - 0.0020 0.0003 -0.0001 0.0265* 0.0223* 0.0255* 0.0344*
0.7347 0.3291 0.2197 - 0.0042 0.0032 0.0287* 0.0210* 0.0224* 0.0295*
0.4133 0.2626 0.5783 0.0325 - 0.0029 0.0236* 0.0173* 0.0206* 0.0301*
0.3450 0.0044 0.6358 0.0750 0.1031 - 0.0228* 0.0228* 0.0229* 0.0324*
0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* - 0.0088* 0.0123* 0.0246*
0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0001* - 0.0053 0.0193*
0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0633 - 0.0051
0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0796 -

*p < 0.0044
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La distribucion de las frecuencias alélicas para L. argentiventris, entre la
mayoria de los pares de localidades fueron estadisticamente significativas después
del ajuste secuencial de Bonferroni (p < 0.023), sin embargo, se encontré una
excepcion entre las localidades de Isla Espiritu Santo — Altata (p = 0.11). Los indices
de diversidad no presentaron diferencias significativas después de la prueba de
Kruskal-Wallis (Na p = 0.93; Ne p = 0.99; Ho p = 0.85, He = 0.99).

El AMOVA global con (Fst=0.017, p = 0) y sin (Fst= 0.019, p = 0) el locus
con frecuencia de alelos nulos (Lupe61) no mostraron diferencias significativas. Por
lo tanto, los 11 loci microsatelitales fueron usados en los siguientes analisis. Los
valores de Fsr pareados fluctuaron entre 0.005 a 0.037; las localidades dentro del
GC (San Bruno, Isla Espiritu Santo y Altata) mostraron estructura genética (Fst =
0.012, p = 0), con la excepcion del par de localidades de Isla Espiritu Santo - Altata,

gue fueron las localidades geograficamente mas cercanas (Tabla 6).

El AMOVA jerarquico entre los 4 grupos (1 = San Bruno; 2 = Isla Espiritu
Santo y Altata; 3 = Colima; 4 = Panama) también mostré diferencias significativas
[Fst=0.019, p = 0 (Anexo 4)].

Tabla 6. Fst pareado de Lutjanus argentiventris con 11 loci. Arriba de la diagonal
discontinua se encuentran los valores de Fsty debajo de ésta los valores de p. Los
asteriscos representan los valores significativos de p y de Fst pareados. San Bruno
(SBO), Isla Espiritu Santo (IES), Altata (ALT), Colima (CMA) y Panama (PAN).

SBO IES ALT CMA PAN
SBO - 0.0235* 0.0093* 0.0062 0.0278*
IES 0.0000* - 0.0054 0.0189* 0.0370*
ALT 0.0153* 0.1164 - 0.0061 0.0249*
CMA 0.0874 0.0009* 0.1003 - 0.0273*
PAN 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* -
*p < 0.015
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Por otra parte, para L. peru, el andlisis con STRUCTURE sugirié6 que las
poblaciones estaban distribuidas en cuatro grupos genéticos. Sin embargo, en la
figura solo se puede apreciar una marcada diferencia entre Topolobampo y Nayarit,
mostrando asi que muy probablemente las poblaciones estan distribuidas en dos
grupos genéticos [1 = Conquista Agraria, San Bruno, Loreto, Isla Espiritu Santo,

Guaymas y Topolobampo; 2 = Nayarit, Oaxaca, Panama y Colombia (Figura 8)].

CAA SBO LTO IES GUA TOP NAY OAX PAN COL

Figura 8. Coeficiente de membresia promedio de Lutjanus peru. Conquista Agraria
(CAA), San Bruno (SBO), Loreto (LTO), Isla Espiritu Santo (IES), Guaymas (GUA),
Topolobampo (TOP), Nayarit (NAY), Oaxaca (OAX), Panama (PAN) y Colombia
(CoL).

Con este analisis se obtuvieron resultados similares a los del algoritmo de
Monmonier, detectando una barrera para la conectividad situada entre el GC y

Nayarit (Figura 9).
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Figura 9. Barrera para la conectividad obtenidas con el algoritmo de maxima
diferenciacién de Monmonier para Lutjanus peru. San Bruno (SBO), Loreto (LTO),
Isla Espiritu Santo (IES), Conquista Agraria (CAA), Guaymas (GUA), Topolobampo
(TOP), Nayarit (NAY), Oaxaca (OAX), Panama (PAN) y Colombia (COL).

Para L. argentiventris el andlisis con STRUCTURE sugirio la formaciéon de

dos grupos genéticos bien mezclados en todas las localidades (Figura 10).

SBO IES ALT CMA PAN

Figura 10. Coeficiente de membresia promedio de Lutjanus argentiventris. San
Bruno (SBO), Isla Espiritu Santo (IES), Altata (ALT), Colima (CMA) y Panama
(PAN).
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Sin embargo, el algoritmo de méaxima diferenciacion de Monmonier detecto

una barrera para la conectividad entre Colima y Panama (Figura 11).

30°N
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Figura 11. Barreras para la conectividad obtenidas con el algoritmo de maxima
diferenciacion de Monmonier para Lutjanus argentiventris. San Bruno (SBO), Isla
Espiritu Santo (IES), Altata (ALT), Colima (CMA) y Panama (PAN).

El anadlisis de discriminantes de componentes principales (DAPC) para L.
peru mostré tres grupos con sus respectivas probabilidades de membresia. El
primer grupo se conformé por Conquista Agraria (p = 0.57) y las localidades dentro
del GC, como San Bruno (p = 0.84), Loreto (p = 0.73), Isla Espiritu Santo (p = 0.7),
Guaymas (p = 0.71) y Topolobampo (p = 0.8); el segundo grupo estuvo conformado
por Nayarit (p = 0.89) y Oaxaca (p = 0.89), mientras que el tercero por Panama (p =
0.81) y Colombia (p = 0.87) (Figura 12a). Para L. argentiventris el DAPC igualmente
mostro tres grupos. El primer grupo se conformé por Isla Espiritu Santo (p = 0.88) y
Altata (p = 0.84), el segundo grupo por Colima (p = 0.92) y San Bruno (p = 0.91),
donde Colima compartié genotipos con Altata y el tercer grupo por Panama (p =
0.78) (Figura 11b).
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(a)

‘“ DA eigenvalues

(b)

‘EHA eigenvalues

Figura 12. Andlisis de discriminantes de componentes principales (DAPC) para
Lutjanus peru (a) y L. argentiventris (b). San Bruno (SBO), Loreto (LTO), Isla Espiritu
Santo (IES), Conquista Agraria (CAA), Guaymas (GUA), Topolobampo (TOP),
Nayarit (NAY), Oaxaca (OAX), Panama (PAN), Colombia (COL), Altata (ALT) y
Colima (CMA).

Por otra parte, las pruebas de Mantel, para L. peru indicaron aislamiento por
distancia a escala del POT >2500 km (r? = 0.51, p = 0.0007), mostrando fuerte
relacion lineal entre la distancia geografica y la genética (Figura 13a). Sin embargo,
a escala de México (<250 km), el aislamiento por distancia no fue significativo (r*=
0.52, p =1) (Figura 13b). El mismo patrén se observo para L. argentiventris, a escala
del POT se observé asilamiento por distancia (r> = 0.52, p = 0.07) (Figura 13c),

mientras que para México fue no significativo (r> = 0.01, p = 1) (Figura 13d).
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Figura 13. Pruebas de Mantel en Lutjanus peru (arriba) y Lutjanus argentiventris
(abajo). En los paneles a) y ¢) se muestra el aislamiento por distancia en todas las
localidades del area de estudio, en el b) sin Panama y Colombia y en el d) sin
Panama.

Con respecto al flujo genético basado en alelos privados, para L. peru, las

localidades de México tuvieron mayor flujo genético entre ellas (Nm = 25 — 55) que

para Panama (Nm = 5) y Colombia (Nm = 17). Para L. argentiventris, las localidades

dentro del GC (San Bruno, Isla Espiritu Santo y Altata), mostraron mayor flujo

genético (Nm = 17 — 24) que Colima (Nm = 14) y Panama (Nm = 15) (Tabla 7).
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Tabla 7. Flujo genético basado en alelos privados para Lutjanus peru y Lutjanus
argentiventris. Niumero de migrantes (Nm), Conquista Agraria (CAA), San Bruno
(SBO), Loreto (LTO), Isla Espiritu Santo (IES), Guaymas (GUA), Topolobampo
(TOP), Nayarit (NAY), Oaxaca (OAX), Panaméa (PAN), Colombia (COL), Altata (ALT)
y Colima (CMA).

Especie Localidad Nm
CAA 55
SBO 52
LTO 49
IES 25
GUA 39
L. peru TOP 46
NAY 43
OAX 39
PAN 5
COL 17
SBO 24
IES 17
L. argentiventris ALT 17
CMA 14
PAN 15

Las tasas de migracion basadas en el método Bayesiano, para L. peru,
indicaron que del 25 al 27% de individuos de las localidades dentro del GC fueron
migrantes, donde Isla Espiritu Santo fue un importante exportador. Oaxaca
compartio migrantes con Nayarit (27%) y Panama (25%), mientras que Panama los
compartio con Colombia (25%). Se aprecié una interrupcion en el flujo genético
entre Topolobampo y Nayarit (Figura 14a). Para L. argentiventris las tasas de

migracion no mostraron un patron claro (Figura 14b).
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Figura 14. Proporcién de migrantes obtenidas con BayessAss basado en un método
Bayesiano. a) Lutjanus peru, b) Lutjanus argentiventris.
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5.2. Distribucion de habitat y modelacién de nicho ecolédgico

La distribucidn de los arrecifes rocosos acotados a la is6bata de los 100 m
para L. peru estuvieron conformados por 8 parches de habitat. Los parches mas
importantes se ubicaron en el Golfo de California, parte sur del estado de Sinaloa,
norte de Jalisco y entre Costa Rica y Panama. Estas areas estuvieron bien
conectadas entre arrecifes rocosos en una escala de aproximadamente 1000 km.
En este sentido, las &reas mas importantes en extension donde se presentaron
discontinuidades de habitat estuvieron situadas entre el estado de Jalisco y
Michoacén, con una extension de 400 km y entre el estado de Guerrero (México) y
El Salvador (Centroamérica), con una extension aproximada de 1500 km. También
se presentaron algunas discontinuidades menores con una extension entre 150 a
300 km (Figura 15).
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Figura 15. Distribucion de arrecife rocoso acotado a la is6bata de 100 m para L.
peru. a) parches de arrecife que estan conectados por una distancia maxima de 150
km; las lineas de colores en este panel representan los diferentes parches habitat

rocoso y b) distribucion de los arrecifes rocosos acotado a 100 m.
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La distribucién del fondo blando acotado a 100 m estuvo conformada por dos
grandes parches, uno desde México hasta la parte norte de Costa Rica y otro desde
Panamé hasta Colombia. Solo una discontinuidad en el habitat fue detectada entre
la parte norte de Costa Rica y el norte de Panama, con una extension de 320 km
(Figura 16).
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Figura 16. Distribucion de habitat de fondo blando acotado a la isébata de 100 m
para L. peru. a) parches de fondo blando que estan conectados por una distancia
maxima de 150 km; las lineas de colores en este panel representan diferentes
parches de fondo blando y b) distribucién del fondo blando acotado a 100 m.

Para L. argentiventris, la distribucién de los arrecifes rocosos acotado a la
isObata de los 60 m estuvo conformada por 9 parches de habitats. Los parches mas
importantes se observaron en el GC, entre Sinaloa y Nayarit y desde el sur de Costa
Rica hasta Panama. Los tamafos de los parches fueron de cientos a
aproximadamente 1000 km. Las discontinuidades en el habitat mas importantes
mostraron un patron similar que L. peru, desde Jalisco hasta Michoacan y desde
Guerrero hasta ElI Salvador. Algunas discontinuidades menores estuvieron

presentes con una extension entre 150 a 320 km (Figura 17).
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Figura 17. Distribucion de habitat rocoso acotado a la is6bata de 60 m para L.
argentiventris. a) parches de arrecife que estan conectados por una distancia
maxima de 150 km; las lineas de colores en este panel representan diferentes
parches de arrecife rocoso y b) distribucién de los arrecifes rocosos acotado a 60

m.

Los manglares no presentaron ninguna discontinuidad a lo largo del area de
estudio, pero en el lado peninsular y en la parte media continental, dentro del GC,

las areas de los manglares fueron muy pequefias (Figura 18)
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Figura 18. Distribucién de manglares acotado a la is6bata de 60 m para L.
argentiventris. a) parche de manglar (verde) que esta conectado por una distancia

maxima de 150 km y b) distribucién de los manglares.
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Considerando la contribucion de las variables ambientales en la probabilidad
de ocurrencia de L. peru, las variables ambientales que contribuyeron mas al
analisis fueron la salinidad con 26.98%, clorofila-a 21.33%, fosfatos 16.88% vy la
concentracion de oxigeno disuelto con el 15.65%. Se encontraron cinco regiones en
donde la probabilidad de ocurrencia de la especie fue mayor: dos en la parte centro
y sur del GC con una probabilidad de 0.6, entre Sinaloa y el norte de Jalisco con
una probabilidad de ocurrencia de 0.96, entre Michoacan y Guerrero 0.74 y desde

Oaxaca hasta Guatemala con probabilidades entre 0.52 a 0.86 (Figura 19a).

Para L. argentiventris, las variables ambientales que mejor explicaron la
ocurrencia fueron los silicatos con 28.34%, clorofila-a 15.53%, salinidad 14.84%, pH
10.28% vy la temperatura con 10.41%. Se encontraron cuatro regiones en donde la
probabilidad de ocurrencia fue mayor: dos en la parte centro y sur del GC con
probabilidades entre 0.72 a 0.79, una desde Nayarit hasta Colima con una
probabilidad de 0.54 y otra desde Oaxaca hasta Guatemala con 0.9; entre Panama

y Colombia se encontro un parche de menor probabilidad [p = 0.3 (Figura 19b)].
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Figura 19. Probabilidad de ocurrencia para a) L. peru y b) L. argentiventris. La barra
de color representa la probabilidad de ocurrencia para ambas especies y los puntos

negros son los registros de GBIF.
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El andlisis discriminante mostré que las seis ecoregiones (Transicion de
Magdalena, Cortés, Pacifico Tropical Mexicano, Chiapas-Nicaragua, Nicoya y la
ensenada de Panama) tuvieron diferencias significativas entre ellas. El primer
canobnico explicd el 78.12% de la varianza y el segundo el 16.84% vy juntos
explicaron el 94.96% de la varianza. Las principales variables ambientales que
explicaron las diferencias entre las ecoregiones fueron el pH, la clorofila y la
salinidad (Figura 20; Tabla 8).
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Figura 20. Andlisis de discriminante para el area de distribucion de Lutjanus peru y
Lutjanus argentiventris. Transicion de Magdalena (MaT), Cortés (Ctz), Pacifico
Tropical Mexicano (MTP), Chiapas-Nicaragua (Ch-Ni), Nicoya (Nya) y ensenada de
Panama (PaB). Concentracién de oxigeno disuelto (DOC), clorofila-a (Chl). Los
puntos representan valores atipicos.

Tabla 8. Rango de variables ambientales en las ecoregiones de Transicion de
Magdalena (MaT), Cortés (Ctz), Pacifico Tropical Mexicano (MTP), Chiapas-
Nicaragua (Ch-Ni), Nicoya (Nya) y ensenada de Panama (PaB).

EcoRegion pH Chl-a Temperatura Salinidad Fosfatos
(mg/m3) (°C) (PSS) (mol/m?3)
MaT 8.269 — 8.270 0.066 —0.752 23.403-29.117  33.259 — 33.762 0.496 — 0.539
Ctz 8.207 — 8.287 0.063-0.342 21.849-27.552  30.450 — 35.597 0.365-0.777
MTP 8.206 — 8.261 0.134 -0.545 27.395-29.117 32.060 — 33.762 0.318 — 0.539
Ch-Ni 8.101 - 8.206 0.269 - 0.758 27.597 —29.466  31.155 — 33.188 0.250 — 0.459
Nya 7.999 - 8.101 0.325-0.752 27.542-28.756  30.952 — 32.406 0.294 — 0.396
PaB 7.959 — 8.015 0.303-0.553 27.099 —27.775 28.859 — 31.064 0.281 -0.455
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5.3. Estimaciéon de la conectividad basado en el modelo de circulacion
oceanica HYCOM

5.3.1. Circulacion oceéanica

La circulacion promedio a 30 m de profundidad para el Pacifico (zona A) se
vio caracterizada por la Corriente de California con direccion predominante hacia el
sur para las estaciones de invierno (diciembre 2016 — febrero 2017) y primavera
(marzo 2017 — mayo 2017), donde se mantuvieron velocidades de 0.1 a 0.5 m/s en
invierno y de 0.2 a 0.3 m/s durante primavera. En verano (junio 2017 — agosto 2017)
se observd un periodo de transicion en donde la intensidad de la Corriente de
California disminuy6 (0.1 — 0.2 m/s) y durante otofio (septiembre 2017 — noviembre
2017) cambio de direccion hacia el norte donde se mantuvieron velocidades de 0.1
a 0.2 m/s. En el GC, durante invierno, se observo la formacion de un remolino
anticiclonico en el Alto Golfo de California y dos ciclonicos en la parte central, el
rango de velocidades observado para el area fue de 0.1 a 0.5 m/s, donde los
remolinos presentaron las mayores velocidades. Durante primavera se formaron
dos remolinos mas en el Sur del Golfo de California, uno anticiclonico y otro ciclonico
con velocidades aproximadas de 0.1 a 0.4 m/s. En verano el remolino del Alto Golfo
de California se intensifico y cambio de direccion a ciclonico, los remolinos de la
parte central y sur perdieron intensidad dando lugar a una circulacion costera hacia
el norte en la parte continental y hacia el sur en la parte peninsular, se observaron
velocidades de 0.1 a 0.5 m/s. Otofio fue un periodo de transicién en el que se
observo solamente un remolino definido en la parte central del GC, la velocidad de

las corrientes durante esta época oscilo entre los 0.1 y 0.5 m/s (Figura 21).
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Figura 21. Circulacion de corrientes para la zona A durante a) invierno, b)
primavera, c) verano y d) otofio. La barra en escala de grises representa la velocidad
de las corrientes en m/s, asi como el tamafo de las flechas.
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La circulacién de la zona B fue afectada principalmente por el la corriente
costera Mexicana (CCM), la corriente costera de Costa Rica (CCCR), el tazon de
Tehuantepec y remolinos de mesoescala. Durante invierno y primavera se observo
la formacién de un remolino ciclénico en el Golfo de Tehuantepec con velocidades
paroximadas entre 0.3 a 0.4 m/s, en esta area se present6 una bifuracion de la
corriente hacia mar abierto debido al encuentro de la CCCR con el Tazén de
Tehuantepec (TT). La CCM tuvo una direccion predominante hacia el norte con
velocidades entre 0.1 a 0.2 m/s, sin embargo se vio interrumpida por el TT que
generd un remolino ciclénico a la altura de Colima. Durante verano y otofio el
remolino en el Golfo de Tehuantepec se debilité (0.2 m/s), asi como el TT, la
direccion de la CCM se intensificd presentando velocidades de 0.1 a 0.4 m/s con
direccion predominante hacia el norte. Sin embargo, en verano se obervo la
formacion de un remolino anticiclonico en Guerrero y para verano y otofio la

formacion de dipolo entre Nayarit y Jalisco (Figura 22).
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En la zona C, durante las cuatro estaciones del afio predominé CCCR, la corriente
Colombiana (CC) con direccién predominante hacia el norte, asi como la formacién
de un remolino en la ensenada de Panama. La velocidad de la CCCR durante
invierno y primavera oscil6 entre 0.3 y 0.8 m/s, mientras que la velocidad de la CC
osiclé entre 0.2 y 0.3 m/s. Durante verano y otofio ambas corrientes disminuyeron
su velocidad y oscilaron entre 0.3 a 0.5 m/s parala CCCR y entre 0.1 a 0.2 m/s para
la CC. Con lo que respecta al remolino en la ensenada de Panam4, durante invierno,
primavera y verano el remolino present6 una direccion ciclonica con velocidades de

0.3 a 0.4 m/s y en otoflo cambid la direccion a anticiconico con una velocidad

aproximada de 0.2 m/s (Figura 23).
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Figura 23. Circulacién de corrientes para la zona C durante a) invierno, b)
primavera, c) verano y d) otofio. La barra en escala de grises representa la velocidad
de las corrientes en m/s, asi como el tamafio de las flechas.
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5.3.2. Primer escenario — coordenadas de los registros de ocurrencias

El transporte larval a 15 dias de deriva encontrado en L. peru, se observo
qgue la zona A presentd, en su mayoria, autoreclutamiento y conectividad con los
poligonos méas cercanos en las cuatro estaciones del afio. Se observé transporte
larval de continente a peninsula en invierno, primavera y otofio donde arribaron de
una a cuatro trayectorias a los poligonos de la peninsula (de los poligonos 31y 34
— 35 al 25 - 28); en verano el transporte se dio de la peninsula al continente [poligono
26 al 36 (Figura 24a-d)]. El principal intercambio de trayectorias se dio en el Alto
Golfo de California y en la region de las Grandes Islas. Para el periodo de 30 dias
se observo que el transporte larval entre peninsula y continente aumentd entre
poligonos, ademas de generarse conexiones entre la parte norte de Baja California

Sur y sur de Sonora [poligonos 24 al 31y 33 (Figura 25a-d)].

En la zona B, para ambos periodos de simulacion, el transporte ocurrio sobre
los poligonos vecinos. La cantidad de trayectorias que llegaron a otros poligonos
mantuvo un rango de una a 20 trayectorias para la simulacion de 15 dias y de una
a 17 para la simulacion de 30 dias. En las cuatro estaciones del afio se observo
trasporte larval de la zona B a la zona A [entre Nayarit y Sinaloa (del poligono 47 al
44 — 46)]. A su vez se identifico falta de transporte larval entre Guerrero y Oaxaca
[poligonos 62 al 66 (Figura 24e-h; Figura 25e-h)]. La zona C presentd transporte
larval entre los poligonos adyacentes, sin embargo, se identificaron varios poligonos

sin transporte larval a lo largo de Centroamérica (Figura 24i-l; Figura 25i-1).
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Figura 24. Matriz de conectividad de Lutjanus peru considerando 15 dias de deriva.
La barra de colores representa la cantidad de trayectorias que llegaron a los
poligonos. Salida de trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico (PAC), Golfo de
California lado peninsular (GC-PEN), Golfo de California lado continental (GC-
CON), Nayarit a Colima (NAY-CMA), Michoacan a Guerrero (MIC-GUE), Oaxaca a
Chiapas (OAX-CHI), Guatemala a Costa Rica (GUA-CRA) y Panama a Colombia

(PAN-COL).
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Figura 25. Matriz de conectividad de Lutjanus peru considerando 30 dias de deriva.
La barra de colores representa la cantidad de trayectorias que llegaron a los
poligonos. Salida de trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico (PAC), Golfo de
California lado peninsular (GC-PEN), Golfo de California lado continental (GC-
CON), Nayarit a Colima (NAY-CMA), Michoacan a Guerrero (MIC-GUE), Oaxaca a
Chiapas (OAX-CHI), Guatemala a Costa Rica (GUA-CRA) y Panama a Colombia
(PAN-COL).
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Por otro lado, los resultados de las redes presentes en las zonas analizadas
para 15y 30 dias de DLP mostraron que parala zona A, la parte del Pacifico estuvo
conformada por una sola red durante las cuatro estaciones del afio con un
porcentaje de trayectorias intercambiadas entre poligonos de 0.11 a 0.9% (Figura
26a, d ,g, j) y 0.01 a 3.6%, respectivamente (Figura 27a, d, g, j); solamente a los 30
dias de DLP durante invierno, la red incorporé la region sur del Golfo de California
(peninsula) (Figura 27a). En el Golfo de California se presentaron dos redes en
primavera, tres en invierno y verano y de cuatro (15 dias) a cinco (30 dias) redes en
otofio. El porcentaje de trayectorias entre poligonos fue de 0.61 al 2% sobre el total
de trayectorias simuladas (Figura 26a, d, g, j) para el periodo de 15 dias, mientras
gue para el periodo de 30 dias del 0.01 a 3.6% de las trayectorias llegaron a los
poligonos (Figura 27a, d, g, j). Se identificaron dos interrupciones constantes
durante tres estaciones del afio, uno a la mitad de Sonora y otro ente Sinaloa y
Sonora. Tomando en cuenta el total de trayectorias simuladas, el porcentaje de
conectividad para ambos periodos de DLP en la zona A fue del 9.2 al 17.5%,

mientras que el porcentaje de autoreclutamiento oscilo del 12 al 13.6%.

En la zona B, la simulacién en la que se considerdé una DLP de 15 dias,
mostro cinco redes en invierno y primavera y tres redes durante verano y otofio con
un porcentaje de trayectorias compartidas entre poligonos de 0.61 a 3.6% (Figura
26D, e, h, k), mientras que para los 30 dias se mostraron 3 redes en todo el afio con
un porcentaje de trayectorias entre poligonos de 0.01 a 3.6% (Figura 27a, d, g, j).
Se resalta que durante las cuatro estaciones del afio la zona A y la zona B
compartieron una red en ambos periodos de deriva larval. Se encontraron cuatro
interrupciones a lo largo del area para 15 dias de deriva, aunque solo dos se
mantuvieron durante todo el afio, uno en el centro de México (Colima) y otro al sur
(entre Guerrero y Oaxaca) (Figura 26b, e, h, k); a los 30 dias de DLP se encontro
un quiebre constante ubicado en el centro-sur de México, con una extension de
1000 km de largo (Figura 27b, e, h, k). Del total de trayectoria simuladas, el
porcentaje de conectividad los 15 y 30 dias de DLP para la zona B fue del 12 al

15.7%, mientras que el porcentaje de autoreclutamiento oscilé del 12 al 16.7%.
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En zona C, la simulacion en la que se consideré una DLP de 15 dias, presenté
cuatro redes en primavera, cinco en invierno y verano y seis durante otofio. Mostré
ser una zona con grandes vacios entre redes de casi 500 km de longitud, sobre todo
entre la zona B y C; el porcentaje de conexiones entre redes oscil6 entre 0.61 y
3.6% (Figura 26c, f, i, 1). A los 30 dias, se presentaron tres redes en verano, cuatro
en invierno y otofio y cinco en primavera con un porcentaje de trayectorias entre
redes oscilando entre 0.01 a 2%. Se resalta que durante primavera, verano y otofio
las regiones de Costa Rica, Nicaragua, Honduras y El Salvador estuvieron unidos
por una subred (Figura 27f, i, 1). Ademas, durante primavera la zona C y B
compartieron una subred (Figura 27f). El porcentaje de conectividad parala zona C,
considerando todas las trayectorias simuladas, oscilé entre 1.4 y 5.4%, mientras

que el autoreclutamiento estuvo entre 1.9 y 6.4%.

En general, el porcentaje de trayectorias que fueron contabilizadas para las
simulaciones de 15 y 30 dias de DLP oscilé entre 59 y 68%, mientras que las
trayectorias que terminaron fuera de los poligonos de conteo oscilaron entre 32 y
44%.
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Figura 26. Redes formadas para Lutjanus peru presentes en invierno (a - ¢), primavera (d - f), verano (g — i) y otofio (j- I) para un periodo
de 15 dias de deriva larval. Los puntos rojos son los centroides, las lineas de colores representan las redes formadas y el grosor representa
el porcentaje de conexion entre poligonos. Las lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C son la longitud de las redes.
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Figura 27. Redes formadas para Lutjanus peru presentes invierno (a - ¢), primavera (d - f), verano (g — i) y otofio (j- I) para un periodo de
30 dias de deriva larval. Los puntos rojos son los centroides, las lineas de colores representan las redes formadas y el grosor representa
el porcentaje de conexion entre poligonos. Las lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C son la longitud de las redes.
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En cuanto al transporte larval encontrado para L. argentiventris a los 15 dias
de DLP, se pudo observar que en la zona A hubo autoreclutamiento con un maximo
de 18 trayectorias que permanecieron en el mismo poligono del cual salieron.
También, fue posible observar transporte larval entre la peninsula y el continente, y
viceversa, durante las cuatro estaciones del afio en la region de las Grandes Islas
(de los poligonos 27 — 29 al 30 — 34; 35 — 39 al 24 — 25) y entre la parte norte de
Baja California Sur y sur de Sonora [22 a 37 y 34 a 36 (Figura 28a-d)]. Para los 30
dias de DLP se sigui6 observando transporte larval entre la costa peninsular y
continental [de los poligonos 31 y 24 al 37; de los poligonos 26 — 38 al 30 — 34
(Figura 29a-d)].

Para la zona B tanto para los 15 y 30 dias de DLP se observo
autoreclutamiento con un maximo de 20 trayectorias que no salieron del poligono
de origen (Figura 28e-h; Figura 29e-h). Por otro lado, se observé transporte larval
de la zona B a la zona A, es decir, desde Nayarit hacia la parte sur de Sinaloa (del
poligono 47 al 44 — 46) durante las cuatro estaciones del afio (Figura 28e-h; Figura
29e-h).

Se observé autoreclutamiento en la zona C para los dos periodos de deriva
(15y 30), a su vez, hubo transporte entre El Salvador, Honduras, Nicaragua y Costa
Rica (poligonos 79 al 84). También se observo transporte a lo largo de la ensenada
de Panama durante las cuatro estaciones del afio, asi como conexion desde la
region de Colombia hacia la de Panama en primavera (desde el poligono 105 al 100
— 104) para ambos periodos de deriva, con una o dos trayectorias llegando a los

poligonos de Panama (Figura 28i-I; Figura 29i-1).
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Figura 28. Matriz de conectividad de Lutjanus argentiventris considerandol15 dias
de deriva. La barra de colores representa la cantidad de trayectorias que llegaron a
los poligonos. Salida de trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico (PAC), Golfo
de California lado peninsular (GC-PEN), Golfo de California lado continental (GC-
CON), Nayarit a Colima (NAY-CMA), Michoacan a Guerrero (MIC-GUE), Oaxaca a
Chiapas (OAX-CHI), Guatemala a Costa Rica (GUA-CRA) y Panama a Colombia

(PAN-COL).
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Figura 29. Matriz de conectividad de Lutjanus argentiventris considerando 30 dias
de deriva. La barra de colores representa la cantidad de trayectorias que llegaron a
los poligonos. Salida de trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico (PAC), Golfo
de California lado peninsular (GC-PEN), Golfo de California lado continental (GC-
CON), Nayarit a Colima (NAY-CMA), Michoacan a Guerrero (MIC-GUE), Oaxaca a
Chiapas (OAX-CHI), Guatemala a Costa Rica (GUA-CRA) y Panama a Colombia
(PAN-COL).
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Por otro lado, los resultados de las redes para L. argentiventris a los 15 dias
de DLP mostraron que para la zona A (Pacifico), en la temporada de primavera se
identificaron dos redes, en verano y otofio tres y en invierno cuatro, con un
porcentaje de conexion entre poligonos de 0.06 a 3.6% a lo largo del afio (Figura
304, d, g, j). Para las simulaciones con 30 dias de DLP se encontraron dos redes
para primavera y tres para invierno, verano y otofio con un porcentaje de conexion
entre poligonos que oscilé entre 0.06 a 2% (Figura 31a, d, g, j). Cabe resaltar que
durante invierno se observé que una red se compartié con el sur del Golfo de
California (lado peninsular) para ambos periodos de deriva (Figura 30a, Figura 31a).
Las redes dentro del Golfo de California para el periodo de 15 dias de DLP
estuvieron distribuidas en tres durante primavera y otofio y cuatro para invierno y
verano (Figura 30a, d, g, j). Para los 30 dias de DLP se encontraron dos redes en
otofio, tres en invierno y verano y cuatro en primavera (Figura 31a, d, g, j). Para
ambos periodos de deriva se encontré que durante otofio e invierno las regiones
norte y centro del Golfo de California se mantuvieron conectadas por una red. A su
vez, se observd una interrupcidn constante durante las cuatro temporadas del afio
entre Sonora y Sinaloa. Del total de trayectorias simuladas, el porcentaje de
conectividad para ambos periodos de deriva, que se presento en la zona A fue del
8.6 al 12%, mientras que las trayectorias que no salieron del poligono de origen

oscilaron entre 10.5y 13.8%

En la zona B para el periodo de 15 dias de DLP se encontraron cinco redes
en primavera, seis en invierno y verano y siete en otofio. El periodo de 30 dias conto
con cuatro redes en invierno y verano, cinco en primavera y seis en otofio. Para
ambos periodos se observd conexion durante todo el afio entre la zona Ay la zona
B, desde Sinaloa hasta Nayarit, asi mismo se identificaron dos interrupciones
constantes al norte (Jalisco) y al sur (Guerrero) de la zona B (Figura 30b, e, h, k;
Figura 31b, e, h, k); el porcentaje de conexién entre poligonos fue de 0.06 a 3.6%.
El porcentaje de conectividad para la zona B (ambos periodos de DLP),
considerando todas las trayectorias simuladas, oscilé entre 5.5 y 6.7%, mientras

gue el autoreclutamiento estuvo entre 7 y 10.3%.
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La zona C estuvo conformada por seis redes en invierno, primaveray verano
y siete en otofio para el periodo de 15 dias de DLP (Figura 30c, f, i, I), mientras que
para el periodo de 30 dias, se observaron tres redes en verano, cuatro en invierno,
cinco en otofio y seis en primavera (Figura 31c, f, i, I). En la simulacion con un
periodo de 15 dias de DLP se observé un quiebre constante al sur de Costa Rica y
conexién desde Colombia hacia Panama durante primavera (Figura 30f), del mismo
modo, en la simulacion a 30 dias de DLP se observd la misma conexién en
primavera y verano (Figura 31f, i). Para ambos periodos de deriva, las zonas By C
estuvieron conectadas durante casi todo el afio por una red con extension desde el
sur de México (Oaxaca-Chiapas) hasta el Norte de Costa Rica (15 dias) o hasta
Panama (30 dias) con un porcentaje de trayectorias conectadas entre poligonos de
0.06 a 3.6%. Tomando en cuenta el total de trayectorias simuladas, el porcentaje de
conectividad para ambos periodos de DLP en la zona C fue del 15 al 20.2%,

mientras que el porcentaje de autoreclutamiento oscilo del 10.4 al 14.3%.

En general, el porcentaje de trayectorias que fueron contabilizadas para las
simulaciones de 15 y 30 dias de DLP oscil6 entre 62.6 y 71.4%, mientras que las
trayectorias que terminaron fuera de los poligonos de conteo oscilaron entre 28.6 y
37.3%
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Figura 30. Redes formadas para Lutjanus argentiventris en invierno (a - ¢), primavera (d - f), verano (g — i) y otofio (j- I) durante un periodo de
15 dias de deriva larval. Los puntos rojos son los centroides, las lineas de colores representan las redes formadas y el grosor representa el
porcentaje de conexion entre poligonos. Las lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C son la longitud de las redes.
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Figura 31 Redes formadas para Lutjanus argentiventris en invierno (a - c), primavera (d - f), verano (g — i) y otofio (j- I) durante un periodo
de 30 dias de deriva larval. Los puntos rojos son los centroides, las lineas de colores representan las redes formadas y el grosor representa
el porcentaje de conexion entre poligonos. Las lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C son la longitud de las redes.
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5.3.3. Segundo escenario - distribucidén continua (centroides poligonos)

A partir de la simulacion del transporte larval asumiendo una distribucion
continua con 15 dias de DLP, se observo que en la de region del Pacifico (zona A)
el transporte ocurrié sobre los poligonos adyacentes, mientras que el Golfo de
California se caracterizd por conexiones entre poligonos de la peninsula y el
continente, principalmente en la regién de las Grandes Islas (de los poligonos 26 —
29 al 30 — 33 y 34, del poligono 35 al 25 y 28) y parte norte de Baja California Sur
con el centro-sur de Sonora [de los poligonos 37 — 38 al 25 - 36 y del 33 — 35 al 23,
25 y 27 (Figura 32a-d)]. Sin embargo, durante verano solo se observaron
conexiones en el Alto Golfo de California (poligonos 30 — 32 al 27 — 29). La
simulacion con trasporte larval a 30 dias, permitio ver conexiones entre los
poligonos del sur de Baja California Sur y Sinaloa (de los poligonos 16 al 42 — 43y
del 21 al 37 — 38) para la temporada de primavera y otofio (Figura 33a-d) en donde

de una a tres trayectorias fueron intercambiadas entre poligonos.

Se observo transporte desde la zona B a la zona A [Nayarit a Sinaloa
(poligonos 47 al 44 — 46)], tanto para los 15 como para los 30 dias de DLP. Se
observo autoreclutamiento con un maximo de 60 trayectorias que no salieron del
poligono de origen, asi como transporte larval entre los poligonos mas cercanos.
No se observé transporte de la zona B a la zona C (desde México a Centroamérica)

en ninguna de las temporadas del afio (Figura 32e-h; Figura 33e-h).

La zona C se caracterizo por presentar transporte larval durante primavera y
otofio (en invierno solamente para el periodo de 30 dias) entre Guatemala y Oaxaca
(poligonos 74 al 71-73). Se mantuvo el transporte larval entre ElI Salvador,
Honduras, Nicaragua y Costa Rica para ambos periodos de deriva (Figura 32i-l;
Figura 33i-l). Por otro lado, la ensenada de Panama mostr6 estar bien conectada
durante todo el afio. En invierno y primavera fue posible observar transporte de
Colombia a Panama a los 15 dias de deriva [106 a 104 (Figura 32i-1)], mientras que
a los 30 dias se observo transporte larval durante todo el afio entre esas areas [106
al 100 — 104 (Figura 33i-1)].
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Figura 32. Matriz de conectividad para trayectorias a partir de los centroides a 15
dias de deriva. La barra de colores representa la cantidad de trayectorias que
llegaron a los poligonos. Salida de trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico
(PAC), Golfo de California lado peninsular (GC-PEN), Golfo de California lado
continental (GC-CON), Nayarit a Colima (NAY — CMA), Michoacan a Guerrero (MIC
— GUE), Oaxaca a Chiapas (OAX — CHI), Guatemala a Costa Rica (GUA — CRA) y

Panama a Colombia (PAN — COL).
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Figura 33. Matriz de conectividad para trayectorias a partir de los centroides a 30
dias de deriva. La barra de colores representa la cantidad de trayectorias que
llegaron a los poligonos. Salida de trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico
(PAC), Golfo de California lado peninsular (GC-PEN), Golfo de California lado
continental (GC-CON), Nayarit a Colima (NAY — CMA), Michoacan a Guerrero (MIC
— GUE), Oaxaca a Chiapas (OAX — CHI), Guatemala a Costa Rica (GUA — CRA) y
Panama a Colombia (PAN — COL).
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Respecto a las redes generadas en el Pacifico (zona A) para la simulacion
de distribucién continua a 15 dias de DLP, se presentaron tres redes en primavera
y cuatro en invierno, verano y otofio, con un porcentaje de conexion entre poligonos
de 0.01 a 0.2% del total de trayectorias simuladas. Se observé que Baja California
y Baja California Sur no estuvieron conectadas. Durante primavera y verano la parte
Sur de la Peninsula (Pacifico) se conect6 con el sur del Golfo de California (lado
peninsular) (Figura 34a, d, g, j). Para el periodo de 30 dias de DLP se formaron dos
redes en invierno y primavera, tres en otofio y cuatro en verano, con un porcentaje
de 0.01 a 3.6% de conexion entre poligonos. Se observé que durante primavera se
formé una red que conect6 a Baja California y Baja California Sur (lado del Pacifico)
con Sinaloa hasta Colima. Durante invierno, primavera y verano la parte sur del
Pacifico compartio una red con el Sur del Golfo de California (peninsula) (Figura
35a, d, g, ). Considerando el total de trayectorias simuladas para este escenario, el
porcentaje de conectividad que hubo en la zona A (ambos periodos de deriva)
durante el afio estuvo entre 7.5 a 9.7%, mientras que el autoreclutamiento oscilé
entre 11.3 y 13%.

A su vez, se identificaron cuatro redes en primavera, verano y otofio y cinco
en invierno en el Golfo de California a los a los 15 dias de DLP. A los 30 dias de
DLP se detectaron dos redes en invierno y tres en primavera, verano y otofio.
Ambos periodos de deriva mostraron un porcentaje de conexion entre poligonos
gue oscilé entre 0.01 a 3.6%. EIl norte del Golfo de California estuvo conectado por
una sola subred. Se encontraron interrupciones entre las redes durante gran parte
del afio al centro de Sonora, norte de Sinaloa y norte y centro de Baja California Sur
(Figura 34a, d, g, j; Figura 35a, d, g, ). En particular, alos 30 dias de DLP se observo
conexion entre Sonora y el centro de Baja California Sur durante todo el afio (Figura
35a, d, g, j). Del total de trayectorias simuladas, el porcentaje de conectividad (15 y
30 dias de DLP) para esta zona durante el afio oscildo entre 4 y 5% y el

autoreclutamiento entre 10 y 12.8%.

En la zona B alos 15 dias de DLP se formaron tres redes en otofio e invierno

y cuatro en primavera y verano. A los 30 dias de DLP se formaron dos redes en
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invierno y tres en primavera, verano y otofio. Para ambos periodos de deriva se
observé conexion durante todo el afio entre la zona Ay la zona B, desde Sinaloa
hasta el centro-sur de México. Se observo una interrupcion entre redes al sur de
México (Guerrero-Oaxaca) con una distancia aproximada de 140 km (Figura 34b, e,
h, k; Figura 35b, e, h, k). El porcentaje de trayectorias compartidas entre poligonos
fue de 0.01 a 2% para 15 dias y de 0.01 a 3.6% para 30 dias de DLP.

Enla zona C alos 15 dias de DLP se detectaron tres redes en invierno, cuatro
en verano y cinco en primavera y otofio. Durante otofio se observo conexion entre
la zona B y la C, desde el sur de México (Oaxaca) hasta el norte de Panama. Se
identificaron dos interrupciones, una entre México (Chiapas) y Centroamérica
(Guatemala) durante invierno, primaveray verano y la segunda al centro de Panama
durante todo el afio (Figura 34c, f, i, I). A los 30 dias de DLP se formaron 2 redes a
lo largo del afio, con un porcentaje de conexion entre poligonos de 0.01 a 3.6%.
Durante otofo, invierno y primavera se observo que la zona B y C estuvieron
conectadas desde la parte sur de México (Guerrero) hasta Panama y norte de
Colombia, también se detectd una red a lo largo del afio de Colombia hacia Panama
(Figura 35¢, f, i ,l). El porcentaje de conectividad para la zona C (ambos periodos de
DLP y durante el afo), considerando todas las trayectorias simuladas, oscilé entre

11y 12.6%, mientras que el autoreclutamiento estuvo entre 8y 10.8

En general, el porcentaje de trayectorias que fueron contabilizadas para las
simulaciones de 15 y 30 dias de DLP oscilé entre 55 y 61 %, mientras que las
trayectorias que terminaron fuera de los poligonos de conteo oscilaron entre 39 y
44.6%.
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Figura 34. Redes formadas con los centroides (puntos rojos) en invierno (a - c), primavera (d - f), verano (g — i) y otofio (j- I) durante un
periodo de 15 dias de deriva larval. Las lineas de colores representan las redes formadas y el grosor representa el porcentaje de conexiéon
entre poligonos. Las lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C son la longitud de las redes.
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Figura 35. Redes formadas con los centroides (puntos rojos) en invierno (a - c), primavera (d - f), verano (g — i) y otofio (j- I) durante
un periodo de 30 dias de deriva larval. Las lineas de colores representan las redes formadas y el grosor representa el porcentaje de
conexioén entre poligonos. Las lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C son la longitud de las redes
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5.3.4. Tercer escenario - temporada reproductiva

Durante la temporada reproductiva de L. peru, en la zona A, el transporte del
lado del Pacifico ocurrié sobre los poligonos mas cercanos y se observo transporte
directo desde la boca del Golfo de California al Pacifico (poligono 16 al 15). También
se observé conectividad ininterrumpida sobre el Pacifico para ambos periodos de
deriva (Figura 36a, d). En el Golfo de California se observaron conexiones entre la
costa peninsular y continental, entre el alto Golfo de California y la regién de las
Grandes Islas (entre los poligonos 26 - 29 al 30 — 33). Ademas, durante los 30 dias
de DLP se observd transporte desde la parte media de Baja California Sur
(poligonos 17, 20 y 21) hasta el sur de Sonora y centro de Sinaloa [37, 43 y 44
(Figura 36d)].

En la zona B, para ambos periodos de deriva se observo transporte desde la
zona B a la zona A [norte de Nayarit (47) al sur de Sinaloa (46)]. El transporte a lo
largo de la zona B fue sobre los poligonos adyacentes, donde maximo 50

trayectorias se intercambiaron entre poligonos (Figura 36b, e)

Para ambos periodos de deriva se observé transporte de la zona C a la zona
B [norte de Guatemala (74) al sur de Chiapas (72 — 73)]. Todos los poligonos de
Centroamérica estuvieron conectados, excepto al centro de Panama (poligono 97)
y norte de Colombia (105). Por otra parte, se observo transporte desde Colombia

hacia Panama para ambos periodos de deriva (Figura 36c¢, f).
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Figura 36. Matriz de conectividad para la temporada reproductiva de Lutjanus peru.
Periodo de deriva de 15 dias (a - c), periodo de deriva de 30 dias (d - f). Salida de
trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico (PAC), Golfo de California lado peninsular
(GC-PEN), Golfo de California lado continental (GC-CON), Nayarit a Colima (NAY-
CMA), Michoacan a Guerrero (MIC-GUE), Oaxaca a Chiapas (OAX—CHI), Guatemala
a Costa Rica (GUA-CRA) y Panaméa a Colombia (PAN—COL). La barra de colores
representa la cantidad de trayectorias que llegaron a un determinado poligono.
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Durante la temporada reproductiva de L. argentiventris en el Pacifico (zona
A), el transporte ocurrid sobre los poligonos adyacentes. Se observd transporte
entre el Pacifico y la boca del Golfo de California (poligonos 16 al 15) para los 15y
30 dias de DLP (Figura 37a, d). Durante el periodo de 15 dias de DLP, el Golfo de
California se caracterizo por presentar transporte entre la peninsula y el continente
(y viceversa), principalmente en el alto Golfo de California y la zona de las Grandes
Islas (poligonos 26 — 29 al 30 — 35) donde se intercambiaron entre 10 a 25
trayectorias entre poligonos (Figura 37a); mientras que el transporte a 30 dias de
DLP permiti6é observar conexiones entre la parte media de Baja California Sur y sur

de Sonora [poligonos 20 y 21 al 37 (Figura 37d)].

En la zona B, para ambos periodos de deriva se observd transporte de la
zona B a la zona A [de Nayarit (47) a Sinaloa (45 y 46)]. En general, el transporte
ocurrié sobre los poligonos adyacentes y no se observaron interrupciones en la

conectividad (Figura 37b, e).

En la zona C, para ambos periodos de deriva, se observé transporte larval
desde el norte de Guatemala (poligono 74) al sur de Chiapas (71 — 73). Se observo
gue todos los poligonos de Centroamérica estuvieron conectados, desde
Guatemala hasta el centro de Panama, donde hasta 100 trayectorias fueron
transportadas hacia otros poligonos; sin embargo, entre los poligonos de la parte
norte y sur de Panama (poligono 97) no se mostro conectividad. Por otra parte, hubo
transporte desde los poligonos de Colombia hacia los de Panama para ambos
periodos de deriva [poligonos del 106 al 100 — 103 (Figura 37c f)].
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Figura 37. Matriz de conectividad para la temporada reproductiva de Lutjanus
argentiventris. Periodo de deriva de 15 dias (a - c), periodo de deriva de 30 dias (d
- f). Salida de trayectorias (eje X) y llegada (eje Y). Pacifico (PAC), Golfo de
California lado peninsular (GC-PEN), Golfo de California lado continental (GC-
CON), Nayarit a Colima (NAY—-CMA), Michoacan a Guerrero (MIC-GUE), Oaxaca a
Chiapas (OAX—CHI), Guatemala a Costa Rica (GUA-CRA) y Panama a Colombia
(PAN—COL). La barra de colores representa la cantidad de trayectorias que llegaron
a un determinado poligono.
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Con respecto a las redes pertenecientes a la temporada reproductiva de L.
peru, a los 15 dias de DLP en el Pacifico (zona A), se formaron dos redes, una se
compartio con la boca del Golfo de California (lado peninsular) y la otra no. A los 30
dias de DLP se form6 una red que se compartio con el lado continental. El
porcentaje de trayectorias intercambiadas entre poligonos para ambos periodos fue
de 0.006 a 0.5% del total de trayectorias simuladas (Figura 38a, d). Con lo que
respecta al Golfo de California, para el periodo de 15 dias de DLP se observaron
cuatro redes, una de ellas conectando el Alto Golfo de California con la regién de
las Grandes Islas; se observaron interrupciones en la dispersion larval en el centro
y sur de Baja California Sur, centro de Sonora y norte de Sinaloa (Figura 38a). Para
el periodo de 30 dias se observaron dos redes, una conectando el Alto Golfo con
Grandes Islas y la otra conectando la costa continental a partir del sur de Sonora
hasta Sinaloa con Baja California Sur. Se encontraron interrupciones a la dispersion
larval al centro y norte de Baja California Sur y centro de Sonora (Figura 38d). El
porcentaje de trayectorias que conectaron poligonos fue de 0.006 a 0.8% (Figura
38a, d).

La zona B, a los 15 dias de deriva se vio caracterizada por la formacion de
dos redes, una se compartio con la zona A, la cual se extendié desde Sinaloa hasta
el sur de México (norte de Guerrero), mientras que la segunda red se compartio con
la zona C, desde el sur de México (sur de Guerrero) hasta Colombia. Cabe
mencionar que entre ambas redes se encontr0 una interrupcién para la
conectividad. El porcentaje de trayectorias que conectaron los poligonos de la zona
By C fue de 0.006 a 1.5 % (Figura 38b, c). Para el periodo de 30 dias de DLP se
formé una red compartida con la zona A, B y C, desde el sur de Sonora hasta
Colombia, con un porcentaje de trayectorias compartidas entre poligonos de las tres
zonas de 0.006 a 0.8% (Figura 38d-f).

Considerando el total de trayectorias simuladas para este escenario, el
porcentaje de trayectorias contabilizadas oscil6 entre 54 y 53%, mientras las
trayectorias terminaron fuera de los poligonos, es decir, en mar abierto, oscilaron
entre 46 y 47%.
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Figura 38. Redes de conectividad formadas durante la temporada reproductiva de
Lutjanus peru para el periodo de 15 dias de deriva (a-c) y para el periodo de 30 dias
de deriva (d- f). Zona A (a, d), zona B (b, €) y zona C (c, f). Los puntos rojos
representan el centroide de cada poligono, las lineas de colores son las redes
formadas y el grosor representa el porcentaje de conexion entre poligonos. Las
lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C representan la longitud
de las redes.
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Para la temporada reproductiva de L. argentiventris a 15 dias de DLP, en la
zona A (Pacifico), se formaron 4 redes, mientras que a los 30 dias de DLP se
encontraron 3 redes. En ambos periodos una red se compartié con la boca del Golfo
de California (lado peninsular) y se identificaron dos interrupciones constantes en la
dispersion larval en ambos periodos de deriva, una al centro de Baja California y
otra entre Baja California y Baja California Sur. El porcentaje de conexién entre
poligonos fue de 0.006 a 0.8% (Figura 39a, d). En el Golfo de California se
identificaron cinco redes para el periodo de 15 dias de DLP y dos para el periodo de
30 dias de DLP, en ambos casos el Alto Golfo de California y la region de las
Grandes Islas estuvieron conectadas por una sola red. Ademas, a los 30 dias de
DLP se observo conexion entre la parte peninsular (norte de Baja California Sur) y
la parte continental. Por otro lado, para ambos periodos se observaron
interrupciones constantes en la dispersion larval en el norte y centro del Baja

California Sur y al centro de Sonora (Figura 39a, d).

Cabe resaltar que las zonas A, B y C, para ambos periodos de deriva, se
caracterizaron por compartir una sola red con una extensién desde Sinaloa hasta
Colombia para las simulaciones de 15 dias de DLP, y desde el sur de Sonora hasta
Colombia para 30 dias de DLP. Se observo un porcentaje de conexion entre

poligonos de 0.006 a 1.5% del total de trayectorias simuladas (Figura 39a-c, d-f).

Considerando el total de trayectorias simuladas para este escenario, el
porcentaje de trayectorias contabilizadas oscil6 entre 60 y 62%, mientras las
trayectorias terminaron fuera de los poligonos, es decir, en mar abierto, oscilaron
entre 38 y 40%.
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Figura 39. Redes formadas durante la temporada reproductiva de Lutjanus
argentiventris para el periodo de 15 dias de deriva (a-c) y para el periodo de 30 dias
de deriva (d- f). Zona A (a, d), zona B (b, €) y zona C (c, f). Los puntos rojos
representan el centroide de cada poligono, las lineas de colores son las redes
formadas y el grosor representa el porcentaje de conexion entre poligonos. Las
lineas de colores gruesas en mar abierto en la zona B y C representan la longitud

de las redes.
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5.4. Polimorfismos de un solo nucledétido (SNP’s)

5.4.1. Control de calidad de la libreria
La e representa la tasa de error de secuenciado y el Qphred representa el valor
de calidad base, Qpnred = -10l0g10(€). La relacion entre el error de secuenciado (e) y

el valor base de calidad (Qphred) S&€ Muestra a continuacion (Tabla 9):

Tabla 9. Puntaje de calidad y precisiéon del llamado de las bases.

Phred score Error por bases Bases correctas Q-score
10 1/10 90% Q10
20 1/100 99% Q20
30 1/1000 99.9% Q30
40 1/10000 99.99% Q40

La distribucion del puntaje de calidad a lo largo de las lecturas de los cuatro

pools mandados a secuenciar de L. peru fluctuaron entre 30 y 40 (Figura 40).
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Figura 40. Puntaje de calidad de la secuenciacion del pool 1, correspondiente a Isla
Espiritu Santo y parte de Conquista Agraria (a), pool 2 correspondiente al resto de
Conquista Agraria, Nayarit y parte de Oaxaca (b), pool 3 correspondiente al resto
de Oaxaca y parte de Colima(c) y pool 4 correspondiente al resto de Colima y
Panama (d).
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La salida total de datos crudos en el secuenciador fue de 142.5 Gigabytes.
La estadistica detallada de la calidad de los datos de secuenciacion se muestra a
continuacion (Tabla 10).

Tabla 10. Resumen de la calidad de los datos.

Muestra  Lecturas Datos  Efectividad  Error  Q20(%) Q30(%) GC(%)
crudas crudos (%) (%)

P1 250°565,220  37.6 99.99 0.01 96.80 92.59 42.96

P2 173'784,544  26.1 99.99 0.01 96.88 92.74 42.56

P3 201'615,014  30.2 99.99 0.01 96.75 92.50 43.10

P4 170°811,278  25.6 99.99 0.01 96.45 92.07 43.19

El objetivo de la libreria de SNP’s se quedo a este nivel de desarrollo debido

al retraso que causo el virus SARS-CoV-2 en el trabajo de laboratorio.

6. Discusion

Los analisis del presente trabajo de investigacion identificaron la presencia
de estructura genética en L. peru y L. argentiventris a lo largo del POT y GC. A pesar
de que las dos especies pertenecen al mismo género, presentan una distribucion
geografica similar, las poblaciones adultas de ambas especies coocurren en
arrecifes rocosos y que presentan cambios de habitat ontogénicos durante su ciclo
de vida, la ubicacion de las barreras putativas para el flujo genético fue distinta entre

ambas especies.

Los impulsores de la estructura genética fueron relevantes a diferentes
escalas geograficas. El aislamiento por distancia fue evidente a escalas grandes
(>2500 km), mientras que a escalas locales (<250 km) la discontinuidad de habitats
usados por juveniles y adultos de ambas especies, los gradientes ambientales a lo
largo del rango de distribucion y las condiciones oceanogréaficas (corrientes)
influyeron directamente en la dispersion larval. Estos, fueron los impulsores mas
importantes de la estructura genética en el GC y en el POT. Cabe resalar que los

diversos impulsores estuvieron actuando al mismo tiempo a diferentes escalas
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geogréficas y temporales (como se describe a continuacion), haciendo dificil la

explicacion de los patrones genéticos encontrados si estos fueran ignorados.

6.1. Simulacién de transporte larval

En general, los tres escenarios de simulacibn para ambas especies
representaron adecuadamente las barreras para el flujo genético. Sin embargo, la
homogeneidad genética encontrada no fue representada de manera certera por el
modelo de transporte larval en la mayoria de los escenarios y periodos de deriva
larval simulados, sobre todo en la parte del GC. Regiébn que se caracteriza por
poseer una fuerte circulacion estacional reversible (Marinone 2012; Santiago-Garcia
et al. 2014) y actividad mesoescalar (Zamudio et al. 2008; Lavin et al. 2013; Zavala-
Sanson 2015) que previamente han sido asociadas a dispersion larval de peces
arrecifales a lo largo de la costa peninsular y continental asi como dispersion entre

ambas costas (Munguia-Vega et al. 2014, 2018a; Reguera-Rouzaud et al. 2020).

El escenario de simulacién de las coordenadas de ocurrencias tuvo la ventaja
de que consider6 como puntos de desove los registros reales de los organismos
(coordenadas), sin embargo, es posible que los registros de ocurrencias
subestimaran la distribucion de la especie ya que pueden existir mas poblaciones a
lo largo del POT que aun no han sido documentadas, sobre todo en Centroamérica
y Colombia, siendo la falta de informacion la principal limitante para este escenario.
Ademas, la resolucion de estos puntos fue mayor en la zona costera de lo que pudo
manejar el modelo de circulacion HYCOM. A pesar de que el modelo tiene una
buena resolucién en la zona costera (Wallcraft et al. 2009) no fue suficiente como
para tomar en cuenta las coordenadas de ocurrencia que estuvieron mas cercanas
a la costa, sobre todo en el Alto Golfo de California en donde hubieron
aproximadamente 70 km de distancia desde la costa hasta el primer dato de
corrientes. En general hubo falta de informacién de corrientes en los primeros 20

km desde la costa hacia mar abierto.

Por otro lado, el escenario de distribucién continua (desde el centroide de
cada poligono), tuvo como ventaja que consideré como posible sitio de desove toda

la distribucién potencial de los organismos a lo largo del POT, ademas de que el
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punto de inicio del desove se ubico en el centro de la plataforma continental, donde
en todos los casos hubo informacién de corrientes del HYCOM, resolviendo asi el

problema de la falta de informacién y resolucion del primer escenario de simulacién.

Finalmente, el escenario que considerd la temporada reproductiva de L. peru
y L. argentiventris tuvo poca certidumbre en los resultados, ya que se extrapolo la
poca informacién disponible a regiones amplias a lo largo del POT, dando como
resultado redes de conectividad muy amplias y que no concordaban con la

estructura genética de ambas especies.

A pesar de que el escenario de las coordenadas de ocurrencias y el de
temporada reproductiva contaron con datos biolégicos, la falta de informacién fue la
principal desventaja para ambos escenarios. Por el contrario, el modelo de
distribucion continua explico mejor las barreras para el flujo genético y la
conectividad entre localidades. Por esta razén se asume que este escenario
presento6 los mejores resultados (Tabla 11). Sin embargo, las barreras para el flujo
genético en este escenario se vieron mejor representadas por una DLP de 15 dias
para el Pacifico Tropical Mexicano y Centroamérica, mientras que la homogeneidad
por una DLP de 30 dias principalmente para el GC. Esto podria indicar una seleccién
fuerte de larvas de acuerdo al tiempo de desarrollo larval y la zona en la que fueron

simuladas.

El desarrollo larval esta influenciado principalmente por dos factores: la
temperatura y la disponibilidad de alimento. A mayor temperatura hay un desarrollo
acelerado de las larvas de peces, por lo tanto alcanzan su madurez a temprana
edad y talla (Hunter & Kimbrell 1979). Los jets de Tehuantepec, Papagayo y
Panama, asi como el domo de Costa Rica han sido asociados a zonas productivas
(Lavin et al. 2006), sin embargo que sean zonas productivas no asegura que haya
alimento adecuado (Anaya-Godinez et al. 2017) para las larvas de L. peru y L.
argentiventris. En este sentido, el factor que posiblemente fue determinante para el
desarrollo larval corto (15 dias de DLP) en el Pacifico Tropical Mexicano y
Centroamérica fue la temperatura. En estas zonas la temperatura tuvo un rango

entre 27 a 29°C, mientras que en el GC se presentaron temperaturas de 21 a 27°C.
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En este sentido, las larvas en el GC posiblemente presentan un desarrollo mas lento
a comparacion de las larvas del Pacifico Mexicano y Centroamérica. Un estudio de
laboratorio en Macarela indic6 que a temperaturas de aproximadamente 26°C las
larvas alcanzaban tallas de 15 mm en 10 dias, mientras que a temperaturas de 20°C

alcanzaban la misma talla en 20 dias (Go et al. 2020).

A partir de este momento la discusion se llevaré a cabo con el escenario de

distribuciéon continua.
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Tabla 11. Comparacion de los tres escenarios de simulacion con los resultados genéticos. La marca de verificacion (v)
indica que las interrupciones para el flujo genético encontradas y el flujo genético (columna dos) entre localidades propuesto
por los resultados genéticos (AMOVA, Fst, DAPC vy flujo genético) concuerda con la simulacion de transporte larval.
Duracién larval plancténica (DLP), Golfo de California (GC), San Bruno (SBO), Isla Espiritu Santo (IES), Altata (ALT), Nayarit
(NAY), Colima (CMA), Oaxaca (OAX) y Panamé& (PAN). Invierno (l), primavera (P), verano (V) y otofio (O).

Temporada
Especie Escenario Ocurrencias Distribuciéon continua reproductiva
DLP 15 30 15 30 15 30
I PV O I PV O]l PV O I P V O
GC / NAY v v v v viv v v vV v v v
L. peru Barreras NAY/OAX v v v Vv v v Vv VIV v v v v v V v
OAX/PAN Vv Vv Vv v v v Vv VIV v v Vv
CA+GC v v v
Flujo
genético PAN + COL v v v v v v v v
IES/SBO v Vv v v Vv Vv v V|V Vv Vv Vv v Vv v V v v
L. Barreras
argentiventris CMA/PAN Vv Vv v ViV VvV v V|V v v ViV Vv v V
IES + ALT
Flujo CMA + ALT +
genético SBO v
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6.2. Escala espacial

6.2.1. Estructura genética a gran escala

En una escala grande (>2500 km), el aislamiento por distancia impidio el flujo
genético para L. peru y L. argentiventris, donde solo las poblaciones cercanas
intercambiaron migrantes. En contraste, en el trabajo de Hernandez-Alvarez et al.
(2020) no se encontraron diferencias genéticas entre las poblaciones de L. peru a
lo largo de las costas del POT. La discrepancia podria ser explicada debido a que
utilizaron ADNmt, mientras que en este trabajo se utilizaron marcadores
microsatelitales, los cuales poseen tasas de mutacion mas altas que el ADNmt y
ademas tienen el potencial de proveer estimaciones contemporaneas de migracion
y el poder de distinguir valores relativamente altos de flujo genético de la panmixia
(Selkoe & Toonen 2006).

Aunque la interrupcion al flujo genético encontrado para ambas especies
entre el centro-sur de México (Colima o Oaxaca) y Centroamérica (Panama) podria
ser un artefacto del disefio de muestreo, esta misma interrupcion ha sido observada
previamente en otras especies de peces como Elacatinus puncticulatus [(Gobiidae),
Sandoval-Huerta et al. 2019], Merluccius productus [(Merlucciidae), Garcia-De Ledn
et al. 2018] y Mugil curema [(Mugilidae), Pacheco-Almanzar et al. 2020] y ha sido
atribuida al aislamiento por distancia, falta de habitat adecuado para el reclutamiento
y diferencias ambientales, principalmente temperatura y salinidad (Garcia-De Ledn
et al. 2018; Rodriguez-Zarate et al. 2018; Sandoval-Huerta et al. 2019; Pliego-
Cardenas et al. 2020). En el caso de L. peru y L. argentiventris, la interrupcion al
flujo genético fue explicada por la discontinuidad de habitat para juveniles (fondo
blando para L. peru) y adultos (arrecife rocoso para ambas especies), lo cual

corresponde con la brecha de Centroamérica (Hastings 2000; Craig et al. 2006)..

Ademas, se encontré evidencia de una baja probabilidad de ocurrencia
(basada en las variables ambientales evaluadas) alrededor de la brecha de
Centroamérica para L. argentiventris y una fuerte diferenciacion ambiental
correspondiente a la temperatura, salinidad, pH y clorofila-a entre el Pacifico tropical

mexicano y la bahia de Panama. A su vez, se sabe que el POT se caracteriza por
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presentar un fuerte sistema de surgencias en el Istmo de Tehuantepec (Kessler
2006), que puede ser estresante para las larvas y peces adultos (Sandoval-Huerta
et al. 2019).

Las barreras para el flujo genético impuestas por una alta seleccion y una
adaptacion local entre poblaciones puede ser detectable en marcadores neutrales
(Kirk & Freeland 2011; Sexton et al. 2013); algunos ejemplos incluyen fuertes
gradientes ambientales relacionados con la estructura genética de Merluccius
productus estimado con marcadores microsatelitales (Garcia-De Le6n et al. 2018)
y diferencias ambientales con una alta presion de seleccidn pre o post asentamiento
reflejada en la estructura de Thaleichthys pacificus y en las langostas Homarus
americanus y Sagmariasus verreauxi utilizando SNP’s neutrales (Candy et al. 2015;
Benestan et al. 2016; Woodings et al. 2018).

Aunado a los factores que interrumpieron el flujo genético entre el centro-sur
de México y Centroameérica, también se observo que en las simulaciones (15 y 30
dias de DLP) hubo falta de transporte larval entre estas zonas durante todo el afio.
Cabe mencionar que hasta el momento no hay estudios sobre transporte larval en
peces para el POT, pero si los hay para corales. Los autores Wood et al. 2014, 2016
y Romero-Torres et al. 2017, 2018 utilizaron el modelo HYCOM para simular el
transporte larval de corales en las primeras capas superficiales (0 a 30 m). En
contraste a lo que nosotros obtuvimos, los autores observaron que el Pacifico
Tropical Mexicano, Centroamérica y Colombia estaban conectados por medio de

del transporte larval, sin embargo, utilizaron una DLP de 30 a 150 dias.

6.2.2. Estructura genética a escala local

La barrera para el flujo genético mas importante a esta escala en L. peru se
encontré entre el Golfo de California y Nayarit, donde coincidi6 con la discontinuidad
de arrecife rocoso, el cual ha sido previamente identificado como la brecha de
Sinaloa (Hastings 2000; Craig et al. 2006); la especie Tripterygion delaisi
(Tripterygiidae) mostré una interrupcion al flujo genético relacionado con esta clase
de discontinuidad de hébitat (Schunter et al. 2019). Otro factor potencial para esta

barrera genética fueron las diferencias ambientales entre la ecoregion de Cortez y
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la del Pacifico tropical mexicano, aunado a los remolinos de mesoescala y la zona
de surgencias en la boca del Golfo de California, donde la corriente de California, la
corriente Costera Mexicana y la corriente del Golfo de California convergen
(Zamudio et al. 2008; Sandoval-Huerta et al. 2019), a su vez el modelo de transporte
larval mostré falta de conectividad entre Nayarit y la parte norte de Sinaloa

(Topolobampo) a lo largo de todo el afio.

La barrera encontrada en L. peru entre Nayarit y Oaxaca también fue
explicada por la discontinuidad de habitat de arrecife rocoso (>150 km) y la falta de
dispersion larval entre ambas localidades a lo largo de todo el afio. Cabe resaltar
gue L. peru no presenta extensas migraciones (Rocha-Olivares & Sandoval-Castillo
2003) y se ha estimado que el rango de movimiento de los peces adultos esta entre
5a 10 km (Green et al. 2015; Munguia-Vega et al. 2018b).

Por otro lado, se encontr6 estructura genética dentro del Golfo de California
para L. argentiventris, entre la localidad de San Bruno e Isla Espiritu Santo, en
contraste con L. peru donde se observéd homogeneidad genética. La estructura
mostrada en L. argentiventris puede ser explicada debido a los pequefios y pocos
parches de manglares (<1 km) en la parte peninsular del Golfo de California para el
reclutamiento de juveniles (Munguia-Vega et al. 2018a). Aunado a esto, no se
encontré transporte larval entre San Bruno e Isla Espiritu Santo, en concordancia
con el trabajo de Santiago-Garcia et al. (2014) donde simularon periodos de
circulacion anticiclonica (enero), ciclonica (julio) y de transiciébn (mayo) con el
modelo HAMSOM. Sin embargo, Marinone (2012) utilizando el mismo modelo de
circulacién si encontré transporte larval entre Isla Espiritu Santo y San Bruno para
los periodos de febrero, septiembre y noviembre. Por lo tanto, la explicacibn mas
probable para la estructura genética encontrada en L. argentiventris es la

discontinuidad de habitats.

Ademas de la discontinuidad en los habitats, otros estudios han encontrado
gue a escalas <1000 km la dispersién larval y el reclutamiento son los principales
procesos que afectan a la estructura genética (Pascual et al. 2017; Dalongeville et
al. 2018; Schunter et al. 2019; Berkstrom et al. 2020). Por el contrario, la falta
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general de estructura genética encontrada en el Golfo de California esta relacionada
a las corrientes superficiales estacionales reversibles y a los remolinos de
mesoescala (Lavin & Marinone 2003) que trasportan larvas de peces, creando
diferentes patrones de estructura metapoblacional que tienden a homogenizar las
frecuencias alélicas (Soria et al. 2012; Beldade et al. 2014; Munguia-Vega et al.
2014, 2018a; Lodeiros et al. 2016; Cisneros-Mata et al. 2018; Reguera-Rouzaud et
al. 2020). Sin embargo, el comportamiento natatorio, el éxito de asentamiento y la
topografia (ej. plataforma continental estrecha o pendientes muy pronunciadas),

pueden contribuir a que haya diferenciacion genética (Sefc et al. 2020).

Por otro lado, la homogeneidad genética encontrada en L. peru entre
Panama y Colombia puede ser explicada por la presencia de un remolino ciclonico
con una velocidad aproximada de 30 cm/s, lo que implica que las larvas de L. peru
podrian ser transportadas desde la parte norte de Colombia hasta Panama en
aproximadamente 10 dias (Chaigneau et al. 2006; Pefia et al. 2017), corroborando
lo que se observo en el modelo de transporte larval, donde a 15 dias de deriva
durante invierno y primavera se observd conexion entre Colombia y Panama,

mientras que a 30 dias de deriva se observo conectividad a lo largo de todo el afio.

Con respecto a L. argentiventris, la brecha de Sinaloa no afect6 a la
estructura genética, a diferencia de L. peru. La falta de estructura genética podria
explicarse por la presumible conectividad de los juveniles debido a la continuidad
de manglar a lo largo de toda la costa continental, aunado a la presencia de una red
de dispersion larval formada en invierno a una DLP de 30 dias que conecté Colima,
Sinaloa y Sonora con la parte norte de Baja California Sur, explicando el patron de

Fst encontrado.
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7. Conclusiones

Todos los impulsores de la estructura genética estuvieron trabajando en
conjunto en diferentes escalas espaciales y temporales, dando como resultado los
patrones genéticos encontrados. A escalas grandes el principal causante de la
estructura fue el aislamiento por distancia, mientras que, a escalas locales, las
discontinuidades en el habitat, las diferencias ambientales entre ecoregiones y los
patrones de transporte larval provocaron barreras para el flujo genético de ambas
especies, principalmente en la boca del Golfo de California, centro-sur (Colima o

Oaxaca) de México y Panama.

La homogeneidad genética encontrada en el Golfo de California y entre
Panama y Colombia fue principalmente debido a los remolinos de mesoescala, que

transportaron larvas entre las localidades.

El modelo HYCOM represento la circulacion y las estructuras hidrograficas
para el Golfo de California y Pacifico Oriental Tropical que previamente habian sido

reportadas para la capa superficial del océano.

El escenario de simulacion que mejor represento la conectividad y barreras
para el flujo genético fue el escenario de distribucion continua, mientras que el
escenario de coordenadas de ocurrencias y el de temporada reproductiva tuvieron

poca certidumbre debido a la falta de informacion.

En el escenario de distribucion continua, la conectividad se vio mejor
representada con una duracion larval plancténica de 30 dias, principalmente en el
Golfo de California (GC), mientras que la estructura genética para el resto del
Pacifico Oriental Tropical (POT) se vio mejor representada por una duracion larval
planctonica de 15 dias. Esto debido a la variacion de la temperatura en el area de
estudio, a que a temperaturas célidas las larvas se desarrollan mas rapido (POT)

gue a temperaturas frias (GC).
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9. Anexos

Anexo 1. Purificacién con perlas

Las perlas que se utlizan para la limpieza del ADN estan hechas de
poliestireno, rodeadas por una capa de magnetita que esta recubierta con moléculas
de carboxilo. Son éstas las que se unen de forma reversible al ADN en presencia
del polietilenglicol (PEG), que es el “agente de aglomeracion” y sal (20% de PEG,
NaCl 2.5M). El PEG hace que el ADN cargado negativamente se una con los grupos
carboxilo en la superficie de las perlas (Fisher et al. 2011).

La longitud de los fragmentos de ADN que seran eluidos esta determinada
por la cantidad de perlas que se le agreguen (Figura), mientras menos perlas sean

agregadas éstas atraparan fragmentos mas grandes de ADN y viceversa.
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Figura. Proporcion de perlas a utilizar para limpiar cierta cantidad de pares de bases
en la que se esté interesado.

El protocolo para la limpieza con perlas AMPure XP fue el siguiente:

1. Dejar que las perlas alcancen una temperatura ambiente y después se
agitaron con un vortex.

2. Tomar la cantidad de ADN deseado a limpiar.
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3. Agregar perlas a una proporcion de 0.4X ya que en este caso solo se
necesitaba recuperar la banda de alto peso molecular.

4. Se homogenizan gentilmente las perlas y el ADN con una pipeta.
Incubar 5 min a temperatura ambiente.

6. Los tubos con las perlas y el ADN se ponen en una placa magnética y se
dejan reposar 2 min.

7. Remover el sobrenadante, se debe tener cuidado de no perturbar las perlas
al momento de meter la pipeta.

8. Agregar 200ul de etanol al 70% (recién preparado) y dejar reposar 30 s.

9. Remover el etanol con una pipeta (el tubo debe seguir en la placa magnética).

10.Hacer un segundo lavado con etanol al 70% y remover sobrenadante
después de 30 s.

11.Se deja secar el etanol sobrante por alrededor de 5min (Se debe estar
monitoreando para que las perlas no se sequen y cuarteen).

12.Resuspender en agua grado molecular (50 ul, puede ser menos para que el
ADN esté mas concentrado).

13.Sacar los tubos de la placa y homogenizar con la pipeta

14.Incubar a temperatura ambiente por 5 min.

15.Volver a poner los tubos en la placa magnética y dejar reposar 2 min.

16.Pasar sobrenadante a un tubo nuevo (Aqui se tiene el ADN del tamafio

adecuado sin perlas) (Figura).

ADN Perlas Seharacich Lavados Elucion ADN
AMpure P Etanol Agua limpio
Py
WO, VWA
A A Y \&_

Figura. Pasos principales de la limpieza con perlas.
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Anexo 2. Hibridacion de adaptadores y solucidn de trabajo

Este paso es necesario debido a que los adaptadores vienen en forma
monocatenaria, es decir, en cadena sencilla de ADN. Por lo tanto, es necesario
hibridarlos con su cadena complementaria. El protocolo de Peterson et al. (2012)
proporciona 48 pares de adaptadores (P1.1 y P1.2) con su barcode exclusivo y un
adaptador comun Mspl (P2.1 y P2.2). Los adaptadores individuales sirven para
identificar a los individuos y se adhieren al extremo cohesivo de la enzima EcoRI-
HF, mientras que el adaptador comun es para diferenciar poblaciones y se adhiere
al extremo cohesivo de la enzima Mspl. Es importante que los adaptadores estén a

la misma concentracion al momento de ser hibridados.

Cabe mencionar que en cada par de adaptadores la cadena P1.2y P2.2 tiene
una molécula de fosfato (5"PO4) que sirve para unir lateralmente dos moléculas de

ADN en presencia de la ligasa.
Para la hibridacion:

1. Preparar buffer de alineamiento 10 X (100mM Tris HCL pH 8, 500mM NacCl y
10mM EDTA)

2. Colocar los 48 pares de adaptadores individuales P1.1 y P1.2 y el adaptador
comun P2.1y P2.2 en tubos separados.

3. Agregar a los adaptadores el buffer de alineamiento (1X) y agua grado
molecular

4.  Hibridar en el termociclador a 97.5°C por 2.5 min, bajar la temperatura a una
tasa no mayor a 3°C cada minuto hasta llegar a los 21°C y mantener a 4°C.

5.  Es conveniente bajar la concentracion de los adaptadores para hacerlos mas

manejables, es decir, a una concentracion en donde se puedan tomar varios

ul.
Una vez que los adaptadores han sido ligados, el siguiente paso es hacer la
solucion de trabajo para cada uno de los adaptadores (48 individuales y coman), la

cual se calcula basandose en la masa del ADN y la frecuencia de corte de las

enzimas de restriccion. Esto para lograr que el ADN se sature de adaptadores y que
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todos los fragmentos alcancen a ligarse, segun Peterson et al. (2012) colocar un
exceso de adaptadores de 2 a 10 veces mas es suficiente. El material suplementario
del mismo autor lleva a una hoja de Excel en donde se pueden hacer los calculos

necesarios (ddRAD ligation molarity calculator).

La solucién de trabajo se hace de la siguiente manera (colocando los datos
en la hoja de Excel ver ejemplo en la Fig. 11):

1. Se debe seleccionar la concentracion de la muestra con mas ADN
(previamente digerido y limpiado con perlas).

2. Colocar la frecuencia de corte de la enzima para el genoma. Para saber la
frecuencia de corte de las enzimas, es necesario tener el genoma de
referencia de la especie con la que se esté trabajando, sin embargo,
encontrar el genoma completo de una especie en particular es complicado,
por lo tanto, se busca el genoma completo de la especie que esté
filogenéticamente mas cercana.

3. Se decide el exceso molar de adaptadores al ADN gendmico. Entre 2-10X
funciona correctamente.

4. Se decide la cantidad de adaptadores (previamente ligados) a agregar.

5. Se coloca la concentracion a la que estan los adaptadores

6. Se decide el volumen (basado en el nimero de muestras a trabajar) a
preparar de la solucion de trabajo.

7. Dependiendo de los datos que se hayan agregado a la hoja de Excel, se
obtendran el volumen del adaptador y la cantidad de buffer de alineamiento
(1X) para hacer la solucion de trabajo. Cada vez que se tomen 2ul de esta
solucion se tendré el exceso de adaptadores que se haya decidido en el paso

3. En este momento se tiene una solucion de trabajo con cada adaptador.
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Input appropriate values in green shaded fields

Initial DNA mass (ug) 0.13 mass of double-digested genomic DNA in ligation
P1 P2

cut frequency (bp) 3500 1800 average distance between sites for each enzyme (from genome
|fragment mass (g/mole) 2310000 1188000

sample mass (g) 1.30E-07 1.30E-07

fragments/sample (moles) 5.63E-14 1.09E-13

|ends/sample (moles) 1.13E-13 2.19E-13

|ends/sample (pmoles) 0.1 0.22

|target adapter fold excess 5 5 molar excess of adapter to genomic DNA ends

|target adapter/sample (pmoles) 0.56 1.09

target adapter volume/rxn (ul) 2 2 desired amount of working adapter stock to add to ligation rxn
|adapter working conc (pmol/ul) 0.28 0.55

|annealed adapter conc (pmol/ul) 4 4 concentration of annealed adapter stock

|fold dilution to working stock 14.22 7.31

|vo|ume of working stock to make (ul) 8.l 15. desired volume of working adapter stock

annealed adapter stock (ul) 0.56 2.05

|1x annealing buffer (ul) 7.44 12.95

|working stock to add to ligation (ul) 2 2

Figura. Ejemplo de la hoja de calculo para hacer la solucion de trabajo. Los
recuadros que estan en verde son en donde se coloca la informacion.

Cita: Fisher S, Barry A, Abreu J, Minie B, Nolan J, Delorey TM, Young G, Fennell TJ, Allen
A, Ambrogio L, Berlin AM, Blumenstiel B, Cibulskis K, Friedrich D, Johnson R, Juhn F,
Reilly B, Shammas R, Stalker J, Sykes SM, Thompson J, Walsh J, Zimmer A, Zwirko
Z, Gabriel S, Nicol R, Nusbaum C (2011) A scalable, fully automated process for
construction of sequence-ready human exome targeted capture libraries. Genome Biol.
doi: 10.1186/gb-2011-12-1-r1
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Anexo 3. Tabla de pruebas de AMOVA jerarquico para Lutjanus peru con 13
microsatélites. Conquista Agraria (CAA), San Bruno (SBO), Loreto (LTO), Isla
Espiritu Santo (IES), Guaymas (GUA), Topolobampo (TOP), Nayarit (NAY), Oaxaca
(OAX), Panama (PAN) y Colombia (COL).

Grupos AMOVA (%) indices
1. CAA, SBO, LTO, ESI,
GUA, TOP
2. NAY Entre grupos: 2.02 Fst=0.016;p=0
3. OAX Entre poblaciones dentro de Fsc = 0.003; p = 0.026
grupos: 0.24
4. PAN, COL Dentro de poblaciones: Fcr=0.014;p=0

97.74

1. CAA, SBO, LTO, IES,

GUA, TOP

2. NAY Entre grupos: 1.9 Fst=0.021;p=0

3. OAX Entre poblaciones dentro de Fsc = 0.002; p =0.076
grupos: 0.20

4. PAN Dentro de poblaciones: Fcr=0.019;p=0
97.89

5. COL

1. CAA

2. SBO, LTO, IES, GUA, Entre grupos: 1.6 FsT=0.188;p=0

TOP

3. NAY Entre poblaciones dentro de Fsc = 0.002; p = 0.024
grupos: 0.27

4. OAX Dentro de poblaciones: Fcr=0.016;p=0
98.12

5. PAN

6. COL
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Anexo 4. Tabla de pruebas de AMOVA jerarquico para Lutjanus argentiventris con
11 microsatélites. San Bruno (SBO), Isla Espiritu Santo (IES), Altata (ALT), Colima
(CMA) y Panama (PAN).

Grupos AMOVA (%) indices

1. SBO, IES, ALT Entre grupos: 0.79 Fst=0.02;,p=0

2. CMA Entre poblaciones dentro de Fsc=0.012;p =0.
grupos: 1.24

3. PAN Dentro de poblaciones: 97.97 Fcr=0.007; p=0.19

1. SBO

2. IES, ALT Entre grupos: 1.35 Fst=0.019;p=0

3. CMA Entre poblaciones dentro de Fsc=0.005;p=0.12
grupos: 0.52

4. PAN Dentro de poblaciones: 98.12 Fcr =0.014; p =0.10
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Anexo 5. Diversidad genética de Lutjanus peru por poblacién. Tamafio de muestra (N), numero de alelos (Na), nUmero de
alelos efectivos (Na), heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), equilibrio de Hardy-Weinberg (p), frecuencia de
alelos nulos (NaF) y el marcador fluorescente (dye). CAA = Conquista Agraria, SBO = San Bruno, LTO = Loreto, IES = Isla

Espiritu Santo, GUA = Guaymas, TOP = Topolobampo, NAY = Nayarit, OAX = Oaxaca, PAN= Panama and COL =
Colombia.

Locus (dye) CAA SBO LTO IES GUA TOP NAY OAX PAN COL
Lupe63 (VIC)
N 44 43 41 47 41 40 48 46 26 23
Na 31 29 7 27 30 27 29 25 19 17
Ne 19.655 17.526 3.480 16.735 21.690 19.394 18.506 14.395 15.191 12.902
Ho 0.955 0.930 0.610 0.957 1.000 0.975 0.896 0.935 0.769 0.826
He 0.949 0.943 0.713 0.940 0.954 0.948 0.946 0.931 0.934 0.922
p 0.174 0.234 0.009 0.733 0.657 0.339 0.747 0.737 0.002*  0.001**
NaF -0.003 0.007 0.060 -0.009 -0.024 -0.014 0.026 -0.002 0.085] 0.050
Lupe39 (FAM)
N 44 42 41 a7 41 38 48 42 25 23
Na 35 30 21 26 32 25 29 24 21 19
Ne 22.126 17.294 15.144  17.124  20.500 17.610 17.323 14.519 11.905 13.921
Ho 0.932 0.952 0.976 0.894 0.902 0.974 0.813 0.929 0.840 0.783
He 0.955 0.942 0.934 0.942 0.951 0.943 0.942 0.931 0.916 0.928
p 0.254 0.598 0.217 0.107 0.289 0.622 0.000* 0.193 0.026 0.005**
NaF 0.012 -0.005 -0.022 0.025 0.025 -0.016 0.067| 0.001 0.040 0.076t
Lupe62 (FAM)
N 44 42 41 47 41 41 47 45 25 24
Na 22 22 26 26 24 21 26 28 17 18
Ne 12.821 12.293 14.246 15.078 15.858 16.163 13.720 15.882 8.170 7.432
Ho 0.955 0.952 0.951 0.915 0.902 0.927 0.915 0.911 0.960 0.875
He 0.922 0.919 0.930 0.934 0.937 0.938 0.927 0.937 0.878 0.865
p 0.002* 0.633 0.028 0.774 0.268 0.532 0.203 0.555 0.979 0.162
NaF -0.017 -0.018 -0.011 0.010 0.018 0.006 0.006 0.013 -0.044 -0.005

109



Anexo 5. Continuacion

Locus (dye) CAA SBO LTO IES GUA TOP NAY OAX PAN COL
Hogu25 (VIC)
N 44 43 40 47 41 41 45 46 26 24
Na 8 7 7 6 9 7 7 7 7 4
Ne 3.951 2.705 3.422 2.869 3.666 3.335 4.470 4.367 2.688 2.400
Ho 0.591 0.605 0.600 0.447 0.512 0.585 0.800 0.543 0.654 0.667
He 0.747 0.630 0.708 0.651 0.727 0.700 0.776 0.771 0.628 0.583
p 0.004* 0.018 0.019 0.002* 0.000* 0.041 0.107 0.000* 0.103 0.148
NaF 0.089t 0.016 0.063 0.124% 0.125¢t 0.068 -0.013 0.129¢% -0.016 -0.053
Lupe65 (PET)
N 43 42 41 47 41 39 48 46 25 24
Na 21 18 21 20 19 19 21 17 17 20
Ne 13.850 13.890 12.687 11.688 12.225 12.782 15.620 11.050 12.500 14.222
Ho 0.767 0.690 0.854 0.745 0.805 0.795 0.896 0.717 0.760 0.708
He 0.928 0.928 0.921 0.914 0.918 0.922 0.936 0.909 0.920 0.930
p 0.026 0.004* 0.052 0.002* 0.013 0.050 0.463 0.000* 0.040 0.000**
NaF 0.083t 0.123¢t 0.035 0.089¢t 0.059t 0.0661 0.021 0.101¢t 0.083t 0.115¢%
Lupe29 (NED)
N 42 42 41 47 41 38 48 46 26 24
Na 14 13 14 15 15 12 3 5 2 2
Ne 8.400 8.481 10.066 10.469 11.132 7.293 2.042 2.135 2.000 2.000
Ho 0.929 0.786 0.756 0.787 0.829 0.763 1.000 1.000 1.000 1.000
He 0.881 0.882 0.901 0.904 0.910 0.863 0.510 0.532 0.500 0.500
p 0.900 0.229 0.003* 0.042 0.696 0.011 0.000* 0.000* 0.000*  0.000**
NaF -0.025 0.051 0.076% 0.062 0.042 0.054 -0.324 -0.306 -0.333 -0.333
Lgut21 (PET)
N 44 43 41 47 40 41 48 44 26 23
Na 22 20 22 21 24 21 24 20 16 15
Ne 16.477 12.085 13.779 13.763 15.094 14.126 10.971 13.928 13.520 13.062
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Locus (dye) CAA SBO LTO IES GUA TOP NAY OAX PAN COL
Ho 0.864 0.721 0.780 0.766 0.950 0.829 0.750 0.750 0.615 0.913
He 0.939 0.917 0.927 0.927 0.934 0.929 0.909 0.928 0.926 0.923
p 0.020 0.000* 0.000* 0.003* 0.605 0.030 0.014 0.001* 0.000* 0.055
NaF 0.039 0.102 0.076 0.084 -0.008 0.052 0.083 0.092 0.161 0.005
Lgut38 (FAM)
N 44 42 41 47 41 41 48 46 26 24
Na 9 10 8 9 10 9 10 7 8 6
Ne 4.097 4.339 4.115 4.289 4.256 3.856 3.462 4.305 4.212 2.924
Ho 0.682 0.619 0.732 0.702 0.634 0.707 0.667 0.652 0.731 0.750
He 0.756 0.770 0.757 0.767 0.765 0.741 0.711 0.768 0.763 0.658
p 0.117 0.014 0.564 0.285 0.029 0.442 0.834 0.149 0.368 0.603
NaF 0.042 0.085 0.014 0.037 0.074 0.019 0.026 0.065 0.018 -0.056
Lupe21 (VIC)
N 41 43 41 47 41 41 48 45 26 23
Na 11 10 10 10 11 9 6 10 8 9
Ne 4.810 5.399 3.695 4.053 5.204 4.171 3.752 4.671 4.863 4.809
Ho 0.854 0.814 0.683 0.745 0.756 0.854 0.417 0.800 0.731 0.870
He 0.792 0.815 0.729 0.753 0.808 0.760 0.734 0.786 0.794 0.792
p 0.870 0.643 0.779 0.184 0.065 0.685 0.000* 0.797 0.369 0.147
NaF -0.034 0.000 0.027 0.005 0.029 -0.053 0.183 -0.008 0.035 -0.043
Lupe23 (VIC)
N 44 43 41 47 41 41 47 46 26 23
Na 26 25 25 24 24 23 24 26 20 20
Ne 14.667 15.094 16.242 14.727 17.695 12.181 17.743 15.333 10.903 8.966
Ho 0.955 0.907 0.951 0.915 0.951 0.927 0.872 0.978 0.923 0.783
He 0.932 0.934 0.938 0.932 0.943 0.918 0.944 0.935 0.908 0.888
p 0.915 0.373 0.306 0.556 0.191 0.005 0.149 0.520 0.517 0.011
NaF -0.012 0.014 -0.007 0.009 -0.004 -0.005 0.037 -0.023 -0.008 0.056
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Locus (dye) CAA SBO LTO IES GUA TOP NAY OAX PAN COL
Lupel3 (NED)
N 44 42 41 46 40 41 47 46 25 21
Na 15 14 17 16 16 14 13 15 12 10
Ne 10.465 6.959 8.778 10.198 7.289 9.497 7.617 8.046 7.485 4.302
Ho 0.909 0.833 0.902 0.826 0.825 0.683 0.745 0.761 0.760 0.952
He 0.904 0.856 0.886 0.902 0.863 0.895 0.869 0.876 0.866 0.768
p 0.802 0.515 0.419 0.187 0.008 0.002* 0.479 0.031 0.362 0.015
NaF -0.002 0.012 -0.009 0.040 0.020 0.112 0.066 0.061 0.057 -0.105
Lupe34 (PET)
N 44 40 41 45 39 40 48 46 25 23
Na 15 13 16 13 16 13 14 10 11 10
Ne 7.934 7.240 9.236 6.841 7.025 6.639 7.014 6.451 6.345 4.681
Ho 0.864 0.900 0.829 0.867 0.821 0.900 0.792 0.000 0.680 0.565
He 0.874 0.862 0.892 0.854 0.858 0.849 0.857 0.845 0.842 0.786
p 0.580 0.893 0.398 0.643 0.411 0.992 0.019 0.000* 0.545 0.003**
NaF 0.006 -0.021 0.033 -0.007 0.020 -0.027 0.035 0.458 0.088 0.124
Lgut34 (VIC)
N 44 43 39 46 41 40 46 46 25 24
Na 22 21 23 23 21 21 22 26 21 18
Ne 14.892 14.733 15.364 15.007 17.153 16.667 14.154 17.932 13.736 13.241
Ho 0.886 0.930 0.949 0.870 0.927 0.900 0.826 0.870 0.840 0.667
He 0.933 0.932 0.935 0.933 0.942 0.940 0.929 0.944 0.927 0.924
p 0.204 0.496 0.963 0.292 0.617 0.254 0.039 0.008 0.018 0.000**
NaF 0.024 0.001 -0.007 0.033 0.008 0.021 0.054 0.038 0.045 0.134
Lgutl5 (NED)
N 44 43 37 47 41 41 47 45 26 24
Na 12 13 12 16 13 14 18 15 14 10

112



Anexo 5. Continuaciéon

Locus (dye) CAA SBO LTO IES GUA TOP NAY OAX PAN COoL
Ne 7.319 6.072 5.316 7.591 5.708 6.392 7.231 8.116 7.005 6.227
Ho 0.727 0.605 0.676 0.702 0.707 0.707 0.681 0.778 0.731 0.500
He 0.863 0.835 0.812 0.868 0.825 0.843 0.862 0.877 0.857 0.839
p 0.044 0.000* 0.418 0.227 0.124 0.005 0.002* 0.075 0.295 0.000**
NaF 0.073%t 0.132¢% 0.075t  0.089t 0.064t 0.074% 0.097t 0.053¢t 0.068 0.184%

*p < 0.0038; ** p < 0.005; T presencia de alelos nulos
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Anexo 6. Diversidad genética de Lutjanus argentiventris por poblacion. Tamafio de
namero de alelos efectivos (Na),
heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He), equilibrio de Hardy-Weinberg (p),
frecuencia de alelos nulos (NaF) y el marcador fluorescente (dye). SBO = San
Bruno, ESI = Isla Espiritu Santo, ALT = Altata, CMA = Colima and PAN = Panama.

muestra (N),

namero de alelos (Na),

Locus (dye) SBO IES ALT CMA PAN
Lgutl9 (FAM)
N 36 25 31 24 23
Na 10 9 9 9 10
Ne 6.930 5.787 6.261 6.583 6.116
Ho 0.806 0.840 0.871 0.875 0.826
He 0.856 0.827 0.840 0.848 0.836
p 0.593 0.102 0.874 0.123 0.394
NaF 0.027 -0.007 -0.017 -0.015 0.006
Larg05 (NED)
N 36 24 31 27 23
Na 17 15 19 16 15
Ne 6.416 6.508 10.678 7.554 9.281
Ho 0.806 0.833 0.806 0.741 0.870
He 0.844 0.846 0.906 0.868 0.892
p 0.407 0.779 0.072 0.097 0.194
NaF 0.021 0.007 0.052t 0.068t 0.012
Largll (VIC)
N 36 25 31 27 23
Na 5 5 5 4 4
Ne 2.473 3.415 2.890 2.581 2.537
Ho 0.583 0.680 0.677 0.444 0.826
He 0.596 0.707 0.654 0.612 0.606
p 0.924 0.766 0.934 0.042 0.029*
NaF 0.008 0.016 -0.014 0.104 -0.137
Larg19 (FAM)
N 36 22 31 27 23
Na 3 5 4 2 2
Ne 1.944 2.283 2.096 2.000 2.000
Ho 0.500 0.591 0.387 0.481 0.565
He 0.486 0.562 0.523 0.500 0.500
p 1.000 0.093 0.088 1.000 0.690
NaF -0.010 -0.019 0.089 0.012 -0.044
Larg01 (NED)
N 36 25 31 26 23
Na 17 14 17 13 14
Ne 8.229 7.813 9.907 9.797 9.706
Ho 0.806 0.920 0.871 0.885 0.826
He 0.878 0.872 0.899 0.898 0.897
p 0.290 0.995 0.520 0.598 0.784
NaF 0.039 -0.026 0.015 0.007 -0.044
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Locus (dye) SBO IES ALT CMA PAN
NaF 0.039 -0.026 0.015 0.007 -0.044
Larg04 (VIC)
N 33 24 30 27 22
Na 11 10 11 10 18
Ne 6.188 7.385 6.228 7.839 13.081
Ho 0.515 0.792 0.900 0.852 1.000
He 0.838 0.865 0.839 0.872 0.924
p 0.000* 0.549 0.795 0.356 1.000
NaF 0.176t 0.039 -0.033 0.011 -0.040
Lupe44 (NED)
N 35 25 31 27 22
Na 22 17 22 18 18
Ne 7.778 9.470 12.165 9.720 10.637
Ho 0.914 0.800 0.645 0.889 0.818
He 0.871 0.894 0.918 0.897 0.906
p 0.228 0.079 0.000* 0.459 0.233
NaF -0.023 0.050 0.142| 0.004 0.037
Lupe65 (VIC)
N 34 24 30 26 23
Na 16 15 14 13 14
Ne 10.753 6.898 5.863 5.778 8.266
Ho 0.941 0.833 0.900 0.731 0.957
He 0.907 0.855 0.829 0.827 0.879
p 0.225 0.535 0.289 0.152 0.492
NaF -0.018 0.012 -0.039 0.053 -0.041
Hogu77 (PET)
N 36 25 31 26 23
Na 2 2 2 2 3
Ne 1.087 1.041 1.033 1.122 1.827
Ho 0.083 0.040 0.032 0.038 0.565
He 0.080 0.039 0.032 0.109 0.453
p 1.000 0.900 0.900 0.059 0.559
NaF -0.003 -0.001 -0.001 0.063 -0.077
Lupe6l (FAM)
N 36 24 31 27 23
Na 11 10 14 10 10
Ne 5.355 4.861 5.354 5.523 5.264
Ho 0.722 0.625 0.774 0.704 0.739
He 0.813 0.794 0.813 0.819 0.810
p 0.319 0.005 0.594 0.094 0.569
NaF 0.050 0.094| 0.022 0.063 0.039
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Locus (dye) SBO IES ALT CMA PAN
Larg27 (FAM)
N 36 25 31 27 23
Na 5 8 6 6 5
Ne 2.325 2.822 2.604 2.083 3.286
Ho 0.528 0.640 0.581 0.519 0.783
He 0.570 0.646 0.616 0.520 0.696
p 0.288 0.681 0.823 0.659 0.861
NaF 0.027 0.003 0.022 0.001 -0.051
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1 | INTRODUCTION

Abstract

The tropical eastern Pacific (TEP) is a highly dynamic region and a model system to study
how habitat discontinuities affect the distribution of shorefishes, particularly for species
that display ontogenetic habitat shifts, including snappers (Lutjanidae). To evaluate the
genetic structure of the Pacific red snapper (Lutjanus peru) and the yellow snapper
(Lutjanus argentiventris) throughout their distribution range along the TEP, 13 and
11 microsatellite loci were analysed, respectively. The genetic diversity of L. peru
(N = 446) and L. argentiventris (N = 170) was evaluated in 10 and 5 localities, respectively,
showing slightly higher but non-significant values in the Gulf of California for both spe-
cies. The genetic structure analysis identified the presence of significant genetic structure
in both species, but the locations of the identified barriers for the gene flow differed
between species. The principal driver for the genetic structure at large scales >2500 km
was isolation by distance. At smaller scales (<250 km), the habitat discontinuity for juve-
niles and adults and the environmental differences throughout the distribution range rep-

resented potential barriers to gene flow between populations for both species.

KEYWORDS
Gulf of California, habitat discontinuity, isolation by distance, larval dispersal, microsatellites

Some species of marine fishes present genetic breaks because of

historical and contemporary processes that act as barriers to larval

Seascape connectivity (the connectedness among different habitats in a sea-
scape) is essential for species that use more than one habitat during their life
cycle (Weeks, 2017) and play an important role in population dynamics and
genetic diversity (Blanco-Gonzalez et al., 2016; Cowen et al., 2007). Under-
standing how connectivity is maintained is crucial for effective fisheries man-

agement (Schunter et al.,, 2019) and conservation (Reis-Santos et al., 2018).

dispersal and gene flow (Blanco-Gonzalez et al., 2016; Hellberg
et al., 2002). These include habitat discontinuities (Blanco-Gonzalez
et al., 2016; Sandoval-Huerta et al., 2019; Torquato et al., 2019) and
strong environmental gradients (Garcia-De Ledén et al, 2018;
Sandoval-Huerta et al., 2019). In addition, the life cycle of each spe-
cies, including the breeding season, dispersal ability (Frisk et al., 2012;
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Treml et al., 2012) and the location of the habitats for juveniles and
adults, plays an important role in population demography, connectivity
and the location of those genetic breaks (Berkstrom et al., 2020;
Blanco-Gonzalez et al., 2016; Pascual et al., 2017).

The Pacific red snapper [Lutjanus peru (Nichols & Murphy, 1922)]
and yellow snapper [Lutjanus argentiventris (Peters, 1869)] are considered
important food and economic resources in several coastal communities
along the tropical eastern Pacific (TEP) (Gold et al., 2015). They share
most of their distribution range from the Gulf of California (GC), Mexico
to Peru. The only difference being that the distribution of L. peru starts
from Magdalena Bay, Mexico, and L. argentiventris from southern Califor-
nia, U.S.A. (Fischer et al., 1995; Zarate-Becerra et al., 2014) (Supporting
Information SUPPORTING INFORMATION SI 1).

The spawning period of these species varies throughout the GC
and the TEP and is related to environmental conditions, principally
temperature (Erisman et al, 2010; Gallardo-Cabello et al., 2010;
Lucano-Ramirez et al., 2014; Piidn et al., 2009; Rojas et al., 2004;
Trejos-Castillo et al., 2007; Vega et al, 2016; Zarate-Becerra
et al, 2014). The planktonic larval period is c. 30 days (Claro and
Lindeman, 2008) and the adults display ontogenetic habitat shifts. The
juvenile recruitment habitat of L. peru is in soft bottoms (Rocha-
Olivares, 1998), whereas in L. argentiventris it is in mangroves (Aburto-
Oropeza et al., 2009; Zapata and Herrén 2002). Once juveniles reach
adulthood, both species occur in rocky reef habitats and seamounts
(30-100 m depth for L. peru and 0-60 m for L. argentiventris) (Fischer
et al., 1995; Gallardo-Cabello et al., 2010; Green et al., 2015; Tinhan
et al., 2014).

The planktonic larval phase (Pefa et al., 2017; Zapata and
Herrén, 2002) and ontogenetic habitat shifts (Berkstrom et al., 2020),
together with physical factors such as geographic distances, marine
currents, habitat discontinuities and environmental differences (tem-
perature and salinity) (Berkstrém et al., 2012, 2020; Blanco-Gonzalez
et al, 2016; Garcia-De Ledn et al., 2018; Reguera-Rouzaud
et al., 2020), are the main processes determining genetic structure or
homogenization of the populations (Reis-Santos et al., 2018; Schunter
et al., 2019).

Several studies have identified how these physical factors facili-
tate or restrict gene flow between populations of rocky reef fishes
(Riginos and Liggins, 2013). Genetic structure because of isolation by
distance has been found at scales 21000 km (Dalongeville et al., 2018;
Kennington et al., 2017), whereas on smaller scales the genetic struc-
ture is caused mainly by larval dispersal driven by ocean currents
(Dalongeville et al., 2018; Perez-Enriquez and Taniguchi, 1999). The
availability of nursery habitats near rocky reefs within a radius of
150 km from mangroves also increases the abundance and connectiv-
ity of snappers (Berkstrom et al., 2020). In this regard, habitat disconti-
nuities, strong environmental gradients and permanent oceanographic
fronts have been reported to be physical barriers to gene flow
(Blanco-Gonzalez et al., 2016; Garcia-De Ledn et al., 2018).

Particularly in L. peru, previous phylogeographic studies using
mitochondrial DNA have reported panmixia. This is probably
explained by wide larval dispersal over long temporal scales in the
southern GC (Rocha-Olivares and Sandoval-Castillo, 2003) and

through its distribution range in the TEP (Hernandez-Alvarez
et al., 2020). In contrast, a microsatellite study in the southern GC
found low but significant levels of population structure explained by
the strong asymmetry in the oceanic currents (Munguia-Vega
et al, 2018a). In L. argentiventris, Reguera-Rouzaud et al. (2020)
reported no significant genetic differentiation among peninsular and
mainland sites in the southern GC; nonetheless, a metapopulation
structure was present because of the presence of eddies in contact
with the two coast lines.

The authors hypothesized that connectivity in L. peru and
L. argentiventris at large scales (>150 km) is driven by isolation by dis-
tance patterns, where extensive areas of non-optimal habitat for the
recruitment of juveniles and adults and strong environmental gradi-
ents could act as barriers to gene flow. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the genetic structure of L. peru and
L. argentiventris in the TEP and how the environmental factors such as
the patchy distribution of juvenile and adult habitats and the oceano-
graphic conditions throughout their distribution range can affect pat-
terns of gene flow.

Microsatellite markers were used because they are very informa-
tive to infer fine-scale population structure (Liu et al., 2005) and are
sensitive to recent demographic events (Fischer et al., 2017). In addi-
tion, a seascape connectivity approach was taken to better under-
stand the implications of the ontogenetic habitat shifts and the
habitat patches in the genetic structure of both species.

2 | MATERIALS AND METHODS

Fin clips of L. peru from 10 locations (n = 446) and L. argentiventris
from five locations (n = 171) were collected along the TEP from
México, Panama and Colombia (Figure 1, Supporting Information
SUPPORTING INFORMATION Sl 2) and preserved in 80% ethanol for
subsequent genetic analysis. DNA extraction was carried out with the
modified salt extraction method of Lopera-Barrero et al. (2008).

A total of 14 (Supporting Information SUPPORTING INFORMA-
TION SI 3) and 12 (Supporting Information SUPPORTING INFORMA-
TION SI 4) microsatellite loci were amplified for L. peru (Paz-Garcia
et al., 2016, Perez-Enriquez et al., 2020) and L. argentiventris (Perez-
Enriquez et al., 2020, Reguera-Rouzaud et al., 2020), respectively. For
the PCR, a touchdown protocol (Munguia-Vega et al., 2013) was used
with a fluorescent label M13 primer (Schuelke, 2000) in a thermal
cycler (Applied Biosystems MiniAmp Plus). The PCR products were
sent for fragment analysis to the University of Arizona Genetics
Core (USA).

2.1 | Genetic diversity and genetic structure

Genotyping for both species was performed in GeneMarker
(SoftGenetics 2012) and classified into bins where absolute allele
lengths were converted into allele classes with FLEXIBIN (Amos
et al., 2007). Individuals that had >10% of missing data in all loci were
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FIGURE 1 Sampling sites for Lutjanus peru (circles), Lutjanus
argentiventris (triangles) and common sites for both species (squares).
SBO: San Bruno; LTO: Loreto; ESI: Espiritu Santo Island; CAA:
Conquista Agraria; GUA: Guaymas; TOP: Topolobampo; ALT: Altata;
NAY: Nayarit; CMA: Colima; OAX: Oaxaca; PAN: Panama; COL:
Colombia. The black line in the map represents the borders of the
countries and the grey line the states of Mexico

eliminated. The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) test was carried
out in Genepop (Raymond and Rousset, 1995), and the linkage dis-
equilibrium (LD) was evaluated in FSTAT (Goudet, 1995). The level of
significance of multiple tests in HWE and LD was adjusted (a = 0.05)
with the sequential Bonferroni approach (Rice, 1989) for each locality.
Null allele frequencies were estimated with the Brookfield method in
Micro-checker (Van Oosterhout et al., 2004). To evaluate the effect of
null alleles in the population structure, the loci that had a mean fre-
quency of null alleles 20.05 were the candidates to be removed from
the data set. The number of alleles per locus (Na), effective number of
alleles (Nef), the expected (He) and observed (Ho) heterozygosities
and the allelic frequencies were estimated using GeneAlEx (Peakall
and Smouse, 2012). To test for significant differences in the diversity
indexes for all localities for L. peru and L. argentiventris, a non-
parametric Kruskal-Wallis test was performed for Na, Nef, Ho and He.

To assess the statistical power to detect genetic population differ-
ences, with the set of microsatellite loci used in this study, the software
POWSIM (Ryman and Palm, 2006) was implemented. A total of 13 and
11 microsatellite loci for L. peru and L. argentiventris, respectively, were
evaluated with the following recommended parameters by the POWSIM
manual: Fisher's exact test (10,000 dememorizations, 1000 batches,
10,000 iterations per batch), 200 replicates and effective population size
of 2000. A total of 32 and 28 generations of drift were chosen according
to predefined Fsy values of 0.008 for L peru and 0.009 for
L. argentiventris, respectively. These Fst values were the smallest values

that showed significant differences in the pair-wise Fst analysis.

Genetic population difference was assessed with the global Fst
(Weir and Cockerham, 1984), pair-wise Fst and global and hierarchical
AMOVA among locations with the software ARLEQUIN ver. 3.5.1.2.
(Excoffier et al., 2005). For the hierarchical AMOVA, several combina-
tions of groups were tested; only the combination with the highest
explained variance was chosen. The levels of significance of multiple
tests in the pair-wise Fst were adjusted (a = 0.05) with the sequential
Bonferroni approach (Rice, 1989).

To determine the population structure, the software STRUCTURE
(Pritchard et al., 2000) was run with the following parameters: admix-
ture model, allele frequencies correlated and 1000,000 Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) of which the first 25% were discarded as burn-
in. Based on the groups formed by the hierarchical AMOVA, K = 1-4
for L. argentiventris and K = 1-7 for L. peru were chosen, with 10 itera-
tions per K (Hubisz et al., 2009). The most likely K was selected using
CLUMPAK (Kopelman et al., 2015).

A discriminant analysis of principal components (DAPC) with
Adegenet for R was also used (Jombart et al., 2008, 2010) The DAPC
was divided into two steps: first, a principal component analysis (PCa)
was used and then the DAPC. For L. peru, 200 PCa and four clusters
indicated by the Bayesian information criterion (BIC) were retained,
and for the DAPC 100 PCa and nine eigenvalues were retained. For L
argentiventris, 120 PCa and three clusters indicated by the BIC were
retained, and for the DAPC 60 PCa and four eigenvalues were
retained.

To assess isolation by distance for L. peru and L. argentiventris, a
correlation between the genetic (Fst) and geographic distances
(km) was carried out by a Mantel test with 10,000 permutations in the
software ARLEQUIN.

Gene flow was estimated for both species with the method of
private alleles [average number of migrants between locations (Nm)]:
ellintpl) +2.44)/ = 0.505) (g|atkin, 1985), where pl was the mean frequency

of private alleles.

2.2 | Habitat distribution and niche modelling

The influence of the habitat discontinuity on the genetic structure for
juveniles (mangroves and soft bottoms) and adults (rocky reefs) of
L. peru and L. argentiventris was evaluated. Shapefile layers of rocky
reefs, mangroves and soft bottoms which form the GC and the TEP
were obtained from Halpern et al. (2019), Munguia-Vega
et al. (2018b) and the global mangrove watch (GMW 2016; https://
www.globalmangrovewatch.org/). Only the mangrove shapefile had
to be joined in 75 km quadrants because of a large amount of infor-
mation (>30,000 polygons). The shapefile habitats used by L. peru
were bounded by the 100 m isobath and for L. argentiventris by the
60 m isobath, which are the maximum depths at which they are pre-
sent. In the software QGIS, the plugin for CONEFOR (Pascual-Hortal
and Saura, 2006) was used to measure the distance between polygons
for each habitat. The threshold distance for connecting polygons was
150 km, and the maximum threshold for link removal from the analy-

sis was 151 km. This is the estimated distance for larval dispersal at
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20-26 days of the pelagic stage for several snappers such as L. peru
(Munguia-Vega et al., 2018a), L. argentiventris (Reguera-Rouzaud et al.,
2020), L. campechanus (Poey, 1860), (Johnson and Perry 2020),
L. synagris (L., 1758), L. analis (Cuvier, 1828), L. jocu (Bloch &
Schneider, 1801), L griseus (L., 1758) and L. cyanopterus (Cuvier, 1828)
(Kough et al., 2016). With this information, a graphical theoretical
approach (Treml et al., 2008) was used in the software GEPHI (Bastian
et al., 2009) to construct a spatial network of polygons connected by
links representing the habitat patches that were connected.

The niche modelling was performed to compensate for the lack of
genetic samples from southern Mexico to Colombia, where populations
of L. peru and L. argentiventris potentially could be present and represent
an important link between sampled sites. The occurrences of L. peru
(113) and L. argentiventris (571) were downloaded from the global biodi-
versity information facility (GBIF; www.gbif.org) with the following filters:
human observation, material sample and preserved specimen. Environ-
mental data based on monthly averages of bio-ORACLE were used [tem-
perature (°C), salinity, chlorophyll-a (mgm372), dissolved oxygen
concentration (mol m3~%), pH, silicate (mol m3~1), phosphate (mol m3~%)
and nitrate (mol m3~1)], from 2000 to 2014 (Assis et al., 2018).

To obtain the probability of occurrence for both species, the occur-
rences and oceanographic data were processed in ModestR (Garcia-
Rosell6 et al., 2013). Only the GBIF records from the adjacent Pacific
(Conquista Agraria, only for L. peru) and from GC to Colombia were con-
sidered. The data were filtered following Garcia-Rosell6 et al., (2014). A
density map to calculate the extent of occurrence of the species was
used, the percentage of contribution of each oceanographic variable was
assessed and, finally, the niche of occurrence was calculated based on
the extent of occurrence (Garcia-Rosell6 et al., 2013, 2014).

To evaluate if the environmental differences between the
ecoregions (Magdalena transition, Cortezian, Mexican tropical Pacific,
Chiapas-Nicaragua, Nicoya and Panama Bight) (Spalding et al., 2007)
could represent a barrier to the gene flow, the bio-ORACLE oceano-
graphic variables were extracted for each occurrence for both species
and processed with a discriminant analysis in RWizard (http://www.
ipez.es/RWizard/).

2.3 | Ethical statement

In Mexico, Panama and Colombia, the samples were collected by local
fishermen. In Mexico, the authors collected the samples from the fishing
cooperatives. Samples from Panama and Colombia were imported to
Mexico with permits B00.02.04.657/2017 and B00.02.04.0020-2019,

respectively.

3 | RESULTS

3.1 | Genetic diversity

For L. peru, the mean values of the number of alleles (13.9-19.5),
effective alleles (8.1-12.2), private alleles (0.3-1.5) and the observed

and expected heterozygosities (0.757-0.843 and 0.805-0.886,
respectively) showed high levels of genetic diversity, and higher
values in the GC (Espiritu Santo Island, Loreto, San Bruno, Guaymas
and Topolobampo) and Conquista Agraria (Table 1). The differences,
nonetheless, were not statistically significant (P > 0.05). After the
HWE test, 31 combinations (locus and location) from 140 were statis-
tically significant after the sequential Bonferroni test (P < 0.0038 and
P < 0.005) (Supporting Information SUPPORTING INFORMATION Sl
3). From the 91 tests to prove LD for each locality, only two combina-
tions (Lupe63-Hogu25 from Loreto and Lupe39-Lgut34 for Colombia)
were statistically significant after the sequential Bonferroni test
(P < 0.0005). Evidence of null alleles was found in all microsatellite loci
but not consistently in all populations (—0.33 to 0.42 frequency
range). Lupeé5, Lgut21, Hogu25 and Lgut15 presented high null allele
frequencies, but Lgut15 had null alleles in all locations and for this rea-
son was removed from the data set (for detailed information, see
Supporting Information S| 3); therefore, all the subsequent analyses
were performed with 13 microsatellite loci.

For L. argentiventris, Lupe34 was removed from the data set
because of an unreliable pattern in the electropherograms and non-
specific amplification at the samples of Colima. Therefore, all the ana-
lyses were performed with 11 microsatellite loci. The mean values of
the number of alleles (9.4-11.2), effective alleles (5.3-5.9), private
alleles (0.3-1.5) and the observed and expected heterozygosities
(0.651-0.774 and 0.704-0.755, respectively) showed medium levels
of genetic diversity and did not present a clear latitudinal pattern.
Only the Na showed slightly higher values in the GC (Espiritu Santo
Island, San Bruno and Altata). The differences, nonetheless, were not
statistically significant (P > 0.05) (Table 1). After the HWE test, 4 com-
binations (locus and locality) from 60 presented statistically significant
deviations after the sequential Bonferroni test (P < 0.03) (Supporting
Information SUPPORTING INFORMATION S| 4). From the 66 LD
tests for each locality, one loci combination (Lupe44-Larg27 from San
Bruno) was in LD (P < 0.005). Finally, evidence of null alleles was
detected in a few locations (—0.31 to 0.17 range frequency); Lupeé1
was the microsatellite with the highest frequencies.

3.2 | Genetic structure

The statistical power of the 13 and 11 microsatellite loci for L. peru
and L. argentiventris, respectively, was 100% in both cases. In L. peru,
the global AMOVA with (Fst = 0.0148, P= 0) and without
(Fs = 0.0159, P = 0) the three loci with high null allele frequencies
(Lupeé5, Lgut21 and Hogu25), did not show significant differences;
therefore, the 13 loci were used in all the subsequent analyses. The
pair-wise Fst among distant locations showed significant differences
that ranged from 0.009 to 0.034, but the Fst values between close
locations in the GC (San Bruno, Espiritu Santo Island, Guaymas and
Topolobampo) and adjacent Pacific (Conquista Agraria) showed non-
significant values that ranged from 0.000 to 0.003 (Fst = 0.0019,
P =0.76). Comparisons between Oaxaca-Panama and Panama-

Colombia showed no differences (Table 2).
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TABLE 1 Average genetic diversity
for each population from 13
microsatellites of Lutjanus peru and 11
microsatellites of Lutjanus argentiventris CAA

SBO
LTO
ESI
GUA
TOP
NAY
OAX
PAN
CcoL

Species/locations

L. peru

Global diversity (all samples)
L. argentiventris

SBO

ESI

ALT

CMA

PAN

Global diversity (all samples)

-+ FISHBIOLOGY | @ Nk

N Na Nef Npa Ho He

435 19.5 11.9 1.2 0.843 0.886
423 17.8 10.6 0.3 0.818 0.872
40.8 18.0 111 0.7 0.838 0.877
46.7 18.2 11.0 0.4 0.803 0.873
40.7 19.3 12.2 0.7 0.832 0.885
40.2 17.0 11.1 0.2 0.832 0.873
47.4 17.5 10.5 0.3 0.799 0.845
454 16.9 10.2 0.3 0.757 0.853
255 13.8 8.7 0.1 0.789 0.831
233 12.9 8.1 0.1 0.797 0.805
395.7 26.8 12.9 - 0.811 0.885
355 10.8 54 1.5 0.655 0.704
244 10.0 53 0.5 0.690 0.719
30.8 11.2 5.9 1.5 0.677 0.715
26.5 9.4 5.5 0.5 0.651 0.706
22.9 9.5 5.9 0.3 0.774 0.755
139.8 17.2 7.1 - 0.704 7.757

Note. N: sample size; NA: number of alleles; Nef: number of effective alleles; Npa: number of private
alleles; Ho and He: observed and expected heterozygosities. The average considers all the locations as a
single population. CAA: Conquista Agraria; SBO: San Bruno; LTO: Loreto; ESI: Espiritu Santo Island; GUA:

Guaymas; TOP: Topolobampo;

COL: Colombia.

ALT: Altata; NAY: Nayarit; CMA: Colima; OAX: Oaxaca; PAN: Panama;

TABLE 2 Pair-wise Fst from samples comparisons of Lutjanus peru with 13 loci

CAA SBO LTO ESI GUA TOP NAY OAX PAN CcoL

CAA - -0.000 -0.000 -0.000 0.001 0.001 0.027 0.021 0.023 0.030
SBO 0.694 - 0.002 0.001 0.002 0.006 0.028 0.021 0.020 0.033
LTO 0.734 0.234 - 0.002 0.000 -0.000 0.026 0.022 0.025 0.034
ESI 0.735 0.329 0.230 - 0.004 0.003 0.029 0.021 0.022 0.029
GUA 0.413 0.263 0.578 0.032 - 0.003 0.024 0.017 0.021 0.030
TOP 0.345 0.004 0.636 0.075 0.103 - 0.023 0.023 0.023 0.032
NAY <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* - 0.009 0.012 0.025
OAX <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* - 0.005 0.019
PAN <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.063 - 0.005
CcoL <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.080 -

Note. Above the dashed diagonal are the Fst values and below that are the P values. The asterisks represent the significant P values after the Bonferroni

correction (P < 0.0044).
*P < 0.0044.

CAA: Conquista Agraria; SBO, San Bruno; LTO, Loreto; ESI, Espiritu Santo Island; GUA, Guaymas; TOP, Topolobampo; NAY, Nayarit; OAX, Oaxaca; PAN,

Panama; COL, Colombia.

The hierarchical AMOVA between the four groups (1 = Conquista
Agraria, San Bruno, Loreto, Espiritu Santo Island, Guaymas and Topo-
lobampo; 2 = Nayarit; 3 = Oaxaca and 4 = Panama and Colombia) did
show significant differences (Fst = 0.0225, P = 0) (Supporting Informa-
tion SUPPORTING INFORMATION SI 5).

The analysis of STRUCTURE suggested that the populations of
L. peru were distributed in four genetic groups. Nonetheless, two
well-defined groups were identified, one corresponding to Conquista
Agraria and the localities inside of the GC, and the other

corresponding to Nayarit, Oaxaca, Panama and Colombia. The most
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FIGURE 2 Discriminant
analysis of principal components
for (a) Lutjanus peru and

(b) Lutjanus argentiventris. CAA:
Conquista Agraria; SBO: San
Bruno; LTO: Loreto; ESI: Espiritu
Santo Island; GUA: Guaymas;
TOP: Topolobampo; NAY:

Nayarit; CMA: Colima; OAX:
Oaxaca; PAN: Panama; COL:
Colombia

A eigenvalues

—

TABLE 3  Pair-wise Fst from samples comparisons of Lutjanus
argentiventris with 11 loci
SBO ESI ALT CMA PAN
SBO - 0.023 0.009 0.006 0.028
ESI <0.001* - 0.005 0.019 0.037
ALT 0.015* 0.116 - 0.006 0.025
CMA 0.087 0.001* 0.100 - 0.027
PAN <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* -

Note. Above the dashed diagonal are the Fst values and below that are the
P values. The asterisks represent the significant P values after the
Bonferroni correction (P < 0.015).

*P < 0.015.

SBO: San Bruno; ESI: Espiritu Santo Island; ALT: Altata; CMA: Colima;
PAN: Panama.

marked differences were between the locations north of Topolo-
bampo and those south of Nayarit (Supporting Information
SUPPORTING INFORMATION S| 6).

The DAPC showed a slightly different result as three groups were
observed (membership probabilities in parenthesis). The first group

was formed by Conquista Agraria (0.57) and the localities inside the
GC [San Bruno (0.84), Loreto (0.73), Espiritu Santo Island (0.7), Guay-
mas (0.71) and Topolobampo (0.8)]. The second group was Nayarit
(0.89) and Oaxaca (0.89), and the last group was Panama (0.81) and
Colombia (0.87), with Panama showing some shared alleles with
Oaxaca (Figure 2a).

For L. argentiventris, the global AMOVA with (Fst = 0.017, P = Q)
and without (Fst = 0.019, P = 0) the locus with high null alleles fre-
guencies showed the same results. Because the effect of Lupeé1 did
not show significant differences, the 11 loci were used in all the sub-
sequent analyses. The pair-wise Fst ranged from 0.005 to 0.037. The
localities inside the GC (San Bruno, Espiritu Santo Island and Altata)
also showed genetic structure (Fst = 0.012, P = 0), except the pair of
locations Espiritu Santo Island-Altata (Table 3).

The hierarchical AMOVA between four groups (1 = San Bruno,
2 = Espiritu Santo and Altata, 3 = Colima and 4 = Panama) was also
significant (Fst = 0.019, P = 0) (Supporting Information SUPPORTING
INFORMATION SI 5).

The STRUCTURE analysis suggested that the populations of
L. argentiventris were distributed in two genetic groups, but all
these admixed Information

populations  were (Supporting
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FIGURE 3 Mantel test for Lutjanus peru (above): (a) all localities and (b) without Panama and Colombia; and Lutjanus argentiventris (below):

(c) all localities and (d) without Panama

TABLE 4 Gene flow (average number of migrants between
populations, Nm) based on private alleles for Lutjanus peru and
Lutjanus argentiventris

Species Location Nm
CAA 55
SBO 52
LTO 49
ESI 25
GUA 39

L. peru TOP 46
NAY 43
OAX 39
PAN 5
CcoL 17
SBO 24
ESI 17

L. argentiventris ALT 17
CMA 14
PAN 15

Note. CAA: Conquista Agraria; SBO: San Bruno; LTO: Loreto; ESI: Espiritu
Santo Island; GUA: Guaymas; TOP: Topolobampo; NAY: Nayarit; OAX:
Oaxaca; PAN: Panama; COL: Colombia; ALT: Altata; CMA: Colima.

SUPPORTING INFORMATION SI 7). Nonetheless, the DAPC showed
three groups: the first group made up of Espiritu Santo Island (0.88)
and Altata (0.84), the second group made up of Colima (0.92) and
San Bruno (0.91), where Colima shared alleles with Altata, and the
third group was formed only by Panama (0.78) (Figure 2b).

The Mantel test for L. peru indicated isolation by distance in a
TEP scale (R? = 0.51, P = 0.0007) (Figure 3a). Nonetheless, on a scale

with only Mexican locations, the isolation by distance was non-signifi-
cant (R? =038, P =1) (Figure 3b). The same occurred for
L. argentiventris; in a TEP scale, there was isolation by distance
(R? = 0.52, P = 0.07) (Figure 3c), but in a Mexico scale, the isolation
was non-significant (R? = 0.01, P = 1) (Figure 3d).

Regarding the gene flow based on private alleles, for L. peru, the
locations in Mexico showed higher number of migrants among loca-
tions (Nm = 25-55) than those observed in Panama (Nm =5) and
Colombia (Nm = 17) (Table 4). For L. argentiventris, the locations in the
GC (San Bruno, Espiritu Santo Island and Altata) showed a higher gene
flow (Nm = 17-24) than Colima (Nm = 14) and Panama (Nm = 15).

3.3 | Habitat distribution and niche modelling
The distribution of the rocky reef habitat bounded by the isobath of
100 m for L. peru was shaped by eight patches. The largest patches
were found in the GC, outside the GC on the continental coast, and
between the countries of Costa Rica and Panama. These areas were
well connected between the reef patches, and the connections were
from 100 s to c. 1000 km of longitude. In this sense, the most impor-
tant gaps were located in the central part of Mexico with an extent of
400 km (e.g., between Nayarit and Michoacan). Another one was
found between the central part of Mexico (Guerrero) to El Salvador in
Central America with an extent of c. 1500 km. Minor gaps were also
found with an extent of 150-300 km (e.g., between the GC and Naya-
rit) (Figure 4a).

The soft bottom was distributed in two habitat patches of large area,
one from Mexico to northern Costa Rica and the other from Panama to
Colombia. Only one gap was detected between southern Costa Rica and

northern Panama with an extension of 320 km (Figure 4b).
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FIGURE 4 Links between habitat patches. (a) Rocky reefs and (b) soft bottom bounded to the 100 m isobath for Lutjanus peru, and (c) rocky
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For L. argentiventris, the distribution of the rocky reef habitat
bounded by the isobath of 60 m was composed of nine patches. The
largest patches were observed in the GC, outside of the GC on the
mainland coast, and from southern Costa Rica to Panama. The patches
ranged from 100 s to c. 1000 km of longitude. The most important
gaps were located similar to those of L. peru, in the central part of
México (e.g., between Nayarit and Michoacan), and from central
Mexico (Guerrero) to El Salvador. Some minor gaps were present with
an extent of 150-320 km (e.g., in the middle and southern parts of
the continental side of the GC, Nicaragua and in the north of Costa
Rica) (Figure 4c).

The mangroves did not present gaps throughout their distribu-
tion, but in the peninsula and the middle part of the continental side
of the GC the mangrove patches were very small, <1 km of longitude
(Figure 4d).

Regarding the probability of occurrence throughout the distri-
bution range of L. peru, the occurrences were well distributed in
Mexico although there was a gap of information principally in Cen-
tral America and Colombia. The main environmental variables that
contributed to the analysis were salinity with 26.98%, chlorophyll-a
21.33%, phosphates 16.88% and oxygen 15.65%. Five places
where the species was most likely to occur were found: two in the
GC with a probability of 0.6, between Sinaloa and northern Jalisco
with 0.96, between Michoacan and Guerrero 0.74 and from Oaxaca
to Guatemala with probability ranging from 0.86 to 0.52
(Figure 5a).

For L. argentiventris, the occurrences were well distributed in all
the study areas. The environmental variables that best explained these
occurrences were silicates with 28.34%, chlorophyll-a 15.53%, salinity
14.84%, pH 10.28% and temperature 10.41%. Four places where the
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species was most likely to occur were found: two in the GC with prob- 4 | DISCUSSION

abilities ranging from 0.72 to 0.79, one in Nayarit to Michoacan with a

probability of 0.54 and in Oaxaca to Guatemala with 0.9 (Figure 5b). The analyses of this study identified the presence of significant
The discriminant analysis showed that the ecoregions of the genetic structure in L. peru and L. argentiventris along the TEP. Despite

Magdalena transition, Cortezian, Mexican tropical Pacific, Chiapas- the two species belonging to the same genus, displaying a similar geo-

Nicaragua, Nicoya and Panama Bight had significant environmental dif- graphic distribution, the co-occurrence of adult populations at rocky

ferences between them. The first canonical analysis explained 78.12% reefs and both showing ontogenetic habitat shifts during their life

of the variance and the second 16.84%. Together, they explained cycle, the location of the identified barriers to gene flow differed

94.96% of the variance. The principal oceanographic variables that between them. The drivers for the genetic structure were relevant at

explained the differences between the ecoregions were as follows: pH, different geographical scales. Although isolation by distance was evi-

chlorophyll-a, temperature, salinity and phosphates (Figure 6). dent at larger scales (>2500 km), at local scales (<250 km) the
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discontinuities in the distinct habitats used by juveniles and adults of
each species, the different environmental gradients and the oceano-
graphic conditions were the most important drivers for the genetic
structure in the GC and the TEP. Different drivers may be acting in
combination at different geographic scales all at the same time, mak-
ing the genetic patterns that were found difficult to explain if the spa-

tial scales were ignored in the analysis.

41 | Genetic structure at large scales

On a large scale (>2500 km), isolation by distance prevented gene
flow, where nearby populations exchanged more migrants, similar to
previous reports (Dalongeville et al. 2018).

Contrary to this study, Hernandez-Alvarez et al. (2020) did not
find genetic differences in L. peru, along the TEP coasts. The differ-
ences could be explained because they used mtDNA, whereas the
authors of this study used microsatellites, markers that have higher
mutation rates than the mtDNA, which have the potential to provide
contemporary estimates of migration and the power to distinguish rel-
atively high rates of gene flow from panmixia (Selkoe and
Toonen, 2006). The authors observed that the STRUCTURE clustering
method was unable to solve some fine-scale population structures
(Eble et al., 2011), and it detected only the uppermost hierarchical
levels (Evanno et al. 2005) compared to DAPC.

Although the genetic brake found between central Mexico
(Colima-Oaxaca) and Central America (Panama) could be an artefact
of the sampling design, the same break has been observed previously
and has been attributed to isolation by distance, lack of suitable habi-
tat and environmental differences, principally temperature and salinity
(Garcia-De Leon et al., 2018; Pliego-Cardenas et al., 2020; Rodriguez-
Zarate et al., 2018; Sandoval-Huerta et al., 2019). For both species,
the genetic break can be explained by the habitat discontinuities for
juveniles (soft bottoms for L. peru) and adults (rocky reef for both spe-
cies), which agrees with the previously identified Central American
Gap (Craig et al., 2006; Hastings, 2000). In addition, the authors
observed low probability of occurrence around the gap for
L. argentiventris and strong differences in temperature, salinity, pH
and chlorophyll-a between the Mexican Tropical Pacific and Panama
Bight. The TEP is well known for the strong upwelling system present at
the Tehuantepec isthmus (Kessler, 2006), which can be stressful to larvae
and adult fishes (Sandoval-Huerta et al., 2019). The habitat gap and con-
trasting oceanographic conditions in this area also limit gene flow in
other species, including the reef-associated Elacatinus puncticulatus
(Ginsburg, 1938) (Gobiidae) (Sandoval-Huerta et al., 2019).

Barriers to gene flow imposed by strong selection and local adap-
tation between populations could also be detectable in neutral
markers (Kirk and Freeland, 2011; Sexton et al., 2013). Examples
include strong environmental gradients in the structure of Pacific hake
(Merluccius productus Ayres, 1855) estimated with microsatellites
(Garcia-De Leodn et al., 2018), and environmental differences or high
selective pressure pre- or post-settlement in the structure of

Thaleichthys pacificus (Richardson, 1836), and lobsters Homarus

americanus and Sagmariasus verreauxi detected with neutral SNP data
sets (Benestan et al., 2016; Candy et al., 2015; Woodings et al., 2018).

4.2 | Genetic structure at local scales

In line with many other previous studies, the authors of this study
confirmed that habitat discontinuities can prevent gene flow between
populations at small spatial scales (<250 km) (Blanco-Gonzalez
et al., 2016; Johansson et al., 2008; Sandoval-Huerta et al., 2019;
Schunter et al., 2019; Torquato et al., 2019).

The most important barrier to gene flow in L. peru was found
between the GC and Nayarit (Figure 4a), where a gap of suitable rocky
reef habitat was found which has been previously identified as the
Sinaloan gap (Craig et al., 2006; Hastings, 2000). Other species includ-
ing Tripterygion delaisi (Cadenat & Blache, 1970) (Tripterygiidae) show
a genetic brake related to this kind of habitat gap (Schunter
et al., 2019). Other potential factors include environmental differences
between the Cortezian and Mexican Tropical Pacific ecoregions and
mesoscale eddies and the upwelling zone at the mouth of the GC,
where the California Current, the Mexican Coastal Current and the
GC Current converge (Sandoval-Huerta et al., 2019; Zamudio
et al., 2008). Interestingly, the Sinaloan gap had no effect on the
genetic structure of L. argentiventris, which could be explained by the
connectivity of juveniles because of the continuity of the mangrove
habitat along this coast. The barrier found for L. peru between Nayarit
and Oaxaca could also be explained by the discontinuities of rocky
habitat (>150 km). Lutjanus peru does not exhibit extensive migrations
(Rocha-Olivares and Sandoval-Castillo, 2003), and its adult home
range has been estimated to be between 5 and 10 km (Green
et al., 2015; Munguia-Vega et al. 2018b). The authors found genetic
structure inside the GC for L. argentiventris, between San Bruno and
Espiritu Santo Island, in contrast to L. peru where they observed
genetic homogeneity. The genetic structure in L. argentiventris could
be explained by the small number and size (<1 km) of mangrove pat-
ches in the western coast of the GC for the recruitment of juveniles
(Munguia-Vega et al., 2018a).

Besides the gaps in habitat, other studies have found that at
scales <1000 km the larval dispersal and recruitment were the main
processes affecting genetic structure (Berkstrom et al., 2020;
Dalongeville et al., 2018; Pascual et al., 2017; Schunter et al., 2019).
The general lack of genetic structure in the GC could be related to
seasonally reversing surface currents and mesoscale eddies (Lavin and
Marinone, 2003) that transport fish larvae, creating different patterns
of metapopulation structure that tend to homogenize allele frequen-
cies (Beldade et al., 2014; Cisneros-Mata et al., 2018; Lodeiros
et al, 2016; Munguia-Vega et al., 2014, 2018a; Reguera-Rouzaud
et al., 2020; Soria et al., 2012). However, swimming behaviour, differ-
ent settlement success and topography, like the narrow continental
shelf or very steep slopes, could also contribute to genetic differences
(Sefc et al., 2020).

Larval dispersal via a cyclonic eddy between Panama and Colom-

bia could also explain the genetic homogeneity found within the
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Panama Bight ecoregion in L. peru. The velocity of the current in this

eddyisc. 30 cms™?

, which would imply that L. peru larvae could arrive
from the northern part of Colombia to Panama in c. 10 days
(Chaigneau et al., 2006; Peia et al., 2017). For L. argentiventris, larval
dispersal in a stepping stone fashion via the Mexican coastal current
could help explain the lack of structure between Colima, San Bruno
and Altata. This current, during spring and autumn, reaches seasonal-

1 and is extended from the

average velocities for c¢. 10cms™
Tehuantepec Gulf to Mazatlan, Sinaloa (Gémez-Valdivia et al., 2015).
Future analysis with SNP loci distributed in coding and non-
coding regions of the genome will be necessary to have a better
understanding of how the structure of the populations could be
influenced by the environmental variables through the ecoregions. On
the contrary, because the larval dispersal is an important driver for
gene flow, the use of oceanographic models could help in elucidating

patterns of genetic structure.
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