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RESUMEN de la tesis de Nadia Citlali Olivares Bafiuelos, presentada como requisito parcial para
la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en ECOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja
California. Abril de 2004.

ESTRUCTURA POBLACIONAL DEL ERIZO MORADO Strongylocentrotus
purpuratus A LO LARGO DE LA COSTA DEL PACIFICO DE BAJA
CALIFORNIA, MEXICO.

Resumen aprobado por:

Dra. Lydia B. Ladah.
Director de tesis

El erizo morado Strongylocentrotus purpuratus, se distribuye desde Alaska hasta Baja
California Sur, México. Este organismo es considerado como un recurso de importancia
comercial. Al igual que otros invertebrados de larvas planctotroficas, esta especie desarrolla
sus funciones biologicas en la columna de agua y el bentos de la zona intermareal y
submareal. La homogeneidad genética de la poblacion ha sido analizada por diversos
autores a través del ADNmt y so6lo algunos autores han detectado estructura genética. Esta
estructura se ha explicado mediante el efecto de las caracteristicas fisicas y bioldgicas de
cada sitio de distribucion. En México, esta poblacion no ha sido evaluada genéticamente y
tampoco cuenta con un programa de manejo que regule su captura. Este estudio evalud
genéticamente la poblacion del erizo morado que se distribuye en la peninsula de Baja
California (en particular de nueve localidades de la costa del Pacifico), para conocer si
existe una estructura genética, ya que algunas localidades en donde se distribuye tienen
caracteristicas oceanograficas especificas. Se analiz6 un fragmento que comprendi6 al gen
de CO I del ADNmt del erizo morado mediante RFLP’s y dicho fragmento indic6 que
existe una sutil estructura poblacional (Fsr: 0.023, p <0.0010). Los bajos valores de Fsr y la
presencia de tres haplotipos comunes en todas las localidades, indican que el erizo morado
tiene una distribucién practicamente homogénea. Dicha homogeneidad puede ser
favorecida por el transporte de la Corriente de California, la cual puede propiciar una
extensa dispersion de larvas. La sutil estructura poblacional encontrada puede relacionarse
a reclutamientos locales propiciados por caracteristicas oceanograficas tales como
surgencias y giros. En el mar adyacente a las localidades de La Chorera, Punta Baja y las
localidades del sur, se presentan caracteristicas oceanograficas como surgencias, fuerte
afluencia de vientos y giros que posiblemente favorezcan reclutamientos locales, ya que es
en estas localidades es en donde se present6 la mayor cantidad de haplotipos privados con
altas frecuencias, asi como altas diversidades haplotidicas. Estos resultados sugieren que,
las localidades de Punta Baja y La Chorera pueden funcionar como centros de
reclutamiento o bien, como posibles fuentes de variacion haplotidica.

Palabras clave: Erizo morado, RFLP’s, ADNmt, CO L. peninsula de Baja California.



ABSTRACT of the thesis presented by Nadia Citlali Olivares Bafiuelos as a partial requirement
to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE ECOLOGY. Ensenada, Baja California,
Meéxico. June of 2004.

POPULATION STRUCTURE OF THE PURPLE SEA URCHIN Strongylocentrotus

purpuratus ALONG THE PACIFIC COAST OF BAJA CALIFORNIA
PENNINSULA, MEXICO.

Abstract approved by:

Dra. Lydia B. Ladah.
Thesis director

The purple sea urchin, Strongylocentrotus purpuratus, is distributed from Alaska to Baja
California Sur, México. This organism is considered an important fisheries resource. Like
other invertebrates with planktotrophic larvae, it develops its biological functions in the
water column in the subtidal and intertidal zone. The genetic homogeneity of the
population had been studied by different authors by analyzing the mt DNA. Some report
population genetic structure in the purple sea urchin and they suggest that this structure was
the result of the effect of the physical and biological features of each site of distribution. In
México, the purple sea urchin population has not been evaluated genetically before and
does not presently have a fisheries management program. In this study, a genetic
evaluation of the purple sea urchin population along the Baja California peninsula is
presented, where populations showed a genetic structure, especially in the sites where
oceanographic features like upwelling eddies exist. RFLP’s of a fragment of the CO I gene
of the mtDNA were analyzed from purple sea urchins from nine sites along the pacific
coast of the Baja California peninsula in México. The results of the RFLP analysis of the
CO I fragment indicates a fine genetic structure (Fst: 0.023, p <0.0010). The lower value of
the Fst and the presence of three common haplotypes between sites indicates that the
purple sea urchin population has a homogenous distribution, and this homogeneity could be
obtained by the extensive larval dispersion influenced by the California Current. The
population structure could be the result of the relationship of local recruitment influenced
principally by upwelling and eddies. In the adjacent areas of La Chorera, Punta Baja and
sites in Central Baja California, there are important oceanographic features, were larger
values of haplotype diversity and where the greatest private haplotypes with the highest
frequencies occurred. These results suggest that Punta Baja and La Chorera could act as
recruitment zones or as a dispersion center of haplotype variation.

Key words: purple sea urchin, RFLP’s, mtDNA, CO I, Baja California peninsula.
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I. INTRODUCCION

El erizo morado Strongylocentrotus purpuratus es un equinodermo regular de la familia
Strongylocentrotidae. Se distribuye en las costas del Pacifico nororiental desde Alaska
hasta Isla Cedros, Baja California, México (Rickets y Calvin, 1962; Sagarin y Gaines,
2002). El erizo morado desarrolla su ciclo de vida en la columna de agua y el bentos de la
zona intermareal y submareal. Es un organismo dioico, que alcanza su madurez sexual a
una talla aproximada de 2.5 cm en el diametro de la testa (Morriss et al., 1980). Su
reproduccion es externa y puede ocurrir entre los meses de septiembre a julio (Tegner,
2001). Una vez que ha sido fecundado el ovocito, se desarrolla una larva planctotrofica
equinopluteus que permanece en la columna de agua entre 16 y 39 dias (Barnes, 1965;
Tegner, 2001) durante la primavera y el verano, pero también se ha reportado una
permanencia de la larva hasta por 21 semanas (Strathmann, 1978). La dispersion y el
transporte de las larvas se ve fuertemente afectada por diversos factores como: la
disponibilidad de alimento, los patrones de corrientes, temperatura, giros, transporte de

Ekman, vientos y surgencias (Parrish et al., 1981).

Cuando la larva ha terminado su etapa de desarrollo enfrenta la metamorfosis y se asienta o
recluta en el bentos de la zona intermareal y submareal entre los meses de enero y agosto
(Pearse, 1980; Ebert et al., 1994; Harrold et al., 1991). Sin embargo, existen varios factores
que pueden perturbar el reclutamiento (Ebert y Russell, 1988). Entre ellos: el acceso a la
gran variedad de alimento (Hinegardner, 1969, Cameron y Schroeter, 1980; Morris et al.,

1980), la disponibilidad del habitat (Pearse et al., 1970; Tegner y Dayton, 1977), asi como



eventos oceanograficos. En este ultimo caso, estos eventos oceaongraficos pueden ser
influenciados por la Corriente de California, o bien por eventos costeros locales, como las
zonas de fuerte afluencia de surgencias en donde se puede dar un reclutamiento escaso y

esporadico (Pearse y Hines, 1987; Ebert et al., 1994; Kalvas y Hendrix, 1997).

Como se ha mencionado anteriormente, desde el desarrollo de la vida larvaria hasta el
reclutamiento del erizo morado, existen factores fisicos y bioldgicos que pueden afectar su
distribucion poblacional (Tegner y Dayton, 1981; Canedo-Lopez et al., 1999) y su
demografia (Ebert, 1968; Gonor, 1972). Al mismo tiempo, estos mismos factores y sus
efectos pueden propiciar una homogeneidad en la poblacion de esta especie (Burton, 1983,
1986). Durante la permanencia del erizo morado en el bentos, el numero poblacional
también puede ser regulado por el medio ambiente (Morriss et al., 1980), la disponibilidad
de alimento, la interaccion con otros organismos de la misma especie, la depredacion
(Cowen, 1983, 1985; Dayton, 1975; Eastes y Duggins, 1995; Tegner y Dayton, 1981;
Tegner y Levin, 1983), la competencia, (Ebert, 1968, Canedo-Lopez et al., 1999) y la

pesqueria (ya que sus 6rganos reproductores o goénadas tienen un valor comercial).

Las variaciones en la demografia y en los distintos factores fisicos y bioldgicos pueden
provocar que en algunos sitios de distribucion del erizo morado pudieran sucitarse
diferencias que influyan en la informacion genética de esta poblacion. Es decir,
posiblemente existen diferencias entre algunas localidades que puedan influir en la
homogeneidad de la poblacion. Algunos autores, como Palumbi y Wilson (1990) y Flowers

et al. (2002) analizaron el ADN mitocondrial de erizos morados. Dichos autores concluyen



que no importan las diferencias que puedan existir entre las localidades a lo largo de los
sitios de distribucion del erizo morado, éste no presenta una estructura poblacional. Sin
embargo, Edmans et al. (1996) mencionan que el efecto de las caracteristicas fisicas y
bioldgicas de cada sitio de distribucion también podria referirse a la presencia de una
estructura poblacional en el erizo morado y realiza estudios de alozimas y secuencias de un
fragmento del gen de CO I del ADN mitocondrial en una corta escala geografica. Dichos
autores reportan la existencia de diferencias significativas entre las localidades y por lo

tanto la existencia de una estructura poblacional.

Entonces, se puede decir que el estudio de las poblaciones del erizo morado, S. purpuratus
ha sido extenso, no sélo en el ambito de la estructura de sus poblaciones a nivel descriptivo,
sino también en el molecular. Sin embargo, es importante sefialar que aun cuando la
evaluacion genética de su poblacion ha sido analizada, ésta no ha sido integrada a los
programas de manejo para la pesqueria implantados en Canad4 y E.U.A (Pleschner, 1992;
Tegner, 2001). Al igual que otros programas de manejo para erizo, so6lo se han tomado en
cuenta parametros demograficos que han permitido establecer una talla minima de captura,

el analisis de sus densidades y de su estructura de tallas (Workman, 1999).

En México, la pesqueria del erizo morado no ha sido regulada, debido a que dicha
pesqueria tiene una menor demanda en el mercado internacional, comparada con la
pesqueria del erizo rojo (S. franciscanus). Sin embargo, la explotacion del erizo morado ha
aumentado debido a que la poblacion del erizo rojo ha disminuido (Pineda, 1973 en Gallo y

Flores, 1982; Pérez y Calderdn-Aguilera, 1996; Palleiro et al., 1993, 1995, 2003) y por tal



motivo, se ha considerado implementar un programa de manejo que regule su pesqueria

(Palleiro com. pers., 2003").

Thorrold et al. (2002) mencionan que el acceso a las marcas utilizadas para el estudio de las
poblaciones actualmente se apoya de los marcadores genéticos. Y como se ha observado,
los modelos pesqueros mas exitosos involucran un sentido interdisciplinario ya que han
sido disefiados especificamente para una poblacion. Es asi, que el aprovechamiento
genético utilizado en las capturas evita la endogamia y la pérdida de la deriva genética
(FAO, 1981, Munro, 1993). El presente trabajo pretende contribuir con el programa de
manejo del erizo morado S. purpuratus que se distribuye en la costa del Pacifico de la
peninsula de Baja California, mediante una evaluacion genética. Dicha evaluacion se
realizara a través de la técnica de RFLP’s (por sus siglas en ingles Restriction Fragment
Length Polimorphisms) tal como lo recomiendan Edmands et al. (1996), Parker et al.

(1995) y Avise (1994).

! Palleiro Nayar, Julio S. Centro Regional de Investigaciones Pesqueras de Ensenada, B.C. Instituto Nacional
de Pesca.



II. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Acorde a lo expuesto, la hipdtesis de este trabajo es la siguiente:

A lo largo de la costa de Baja California existen procesos fisicos particulares, tales como
giros y eventos de surgencia, que influyen en la dispersion de gametos y larvas del erizo
morado. Dichos procesos favorecen la ocurrencia de eventos locales de reclutamiento que

se reflejarian en la existencia de poblaciones discretas bien diferenciadas.

I1II. OBJETIVOS.

I1I1. 1. Evaluar el polimorfismo de un fragmento del ADNmt del erizo morado de la

costa occidental de la peninsula de Baja California, México.

I1I. 2. Determinar si existe una estructura genética en la poblacion del erizo morado

de la costa occidental de la peninsula de Baja California, México.



IV. MATERIALES Y METODOS.

IV. 1. Area de estudio

Para la recoleccion de muestras genéticas se seleccionaron nueve localidades de playas
rocosas, las cuales se distribuyeron a lo largo de la costa occidental de la peninsula de Baja
California (Figura.l). Las fechas de visita a las localidades y las distancias entre cada una
variaron (Tabla I y Tabla II). Los erizos se recolectaron de la zona intermareal de estas
playas a excepcion de Isla Todos Santos y Bahia Tortugas (lugares en donde se recolectd de

la zona submareal). Las localidades fueron las siguientes:

1. SM = San Miguel B. C., México (31.9003° N -116.745° O).

2. CK = Campo Kennedy, B. C., México (31.7276 ° N -116.7276° O).
3. ITS = Isla Todos Santos, B. C., México (31.8033° N -116.7874° O).
4. LCh = La Chorera, B. C., México (30.4706 ° N -116.04750° O).

5. PB = Punta Baja, B. C., México (29.93013° N -115.8058° O).

6. SC = Punta San Carlos, B. C., México (29.6166° N -115.5120° O).
7. PR =Punta Rompiente, B. C. S, México (27.7171° N -114.9978° O).
8. BT = Bahia Tortugas, B. C. S., México (27.7171° N -114.9978° O).

9. IN = Isla Natividad, B. C. S., México (27.8688° N -115.1620° O).
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Figura 1. Area de estudio. Cada recuadro con la inicial representa a las localidades en
donde se realizaron las recolecciones de los organismos.



Tabla 1. Distancias entre los sitios de colecta. Las iniciales corresponden a las
localidades mencionadas anteriormente y los niimeros a la distancia
en kilémetros entre las localidades.

SM CK ITS LCh PB SC IN PR | BT

SM
CK 21.25
ITS 11.25 15

LCh | 17125 150 168.75

PB 236.25 | 21225 | 224.25 63.75

SC 285 261 274.5 112.5 48.75

IN 483 459 472.5 310.5 239.25 198

PR ’ 503.75‘ 479.75| 493.25| 331.25’ 260 ‘ 218.75| 20.75| | ‘

BT 539.5 515.5 529 367 295.75 337.5 35.75 15

IV. 2. Metodologia de Campo: estimacion de densidades y recoleccién de muestras
genéticas.
La estimacion de densidades y la recoleccion de organismos fueron durante la marea mas
baja del dia. Las densidades (6) del erizo morado se determinaron por cuadrantes aleatorios
(Amborse, 2002). La distancia entre cada cuadrante correspondié a numeros aleatorios
(Zar, 1999) y se cuantificd por pasos (simulando un metro). En cada localidad visitada se
colocaron al menos ocho cuadrantes de 1 m” paralelos a la linea de costa (Tabla II, Figura.
2). Se estimaron las densidades de todas las localidades de acuerdo a la ecuacion (/) a

excepcion de Punta San Carlos, en donde las condiciones climatoldgicas no lo permitieron.

| ="x N/ unidad de 4rea | (1) |

En donde, 6 = densidad, ~x = media y N=numero total de organismos.
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Figura 2. Selecciéon de cuadrantes aleatorios. Cada cuadro representa un cuadrante de 1 m’.
La distancia entre cada cuadro representaba a los nimeros aleatorios, en donde
cada paso era aproximado a 1 m.

Tabla II. Fechas de recoleccion de erizos por localidad, nimero de cuadrantes realizados por
cada localidad y erizos recolectados de cada localidad. Las comillas en la linea del
numero de cuadrantes, indican que debido a condiciones climatologicas no se
pudieron tomar las densidades y en estos casos sélo se recolectaron los organismos.

Localidades | SM | ITS ‘ CK ‘ LCh | PB | SC | IN | PR | BT ‘
Fecha de 3 Nov. 13Mar. | 30 Nov. 16 Dic. 19 Dic. 18 Dic. 19 May. 20 Feb. 19 Feb.
recoleccién 2002 2003 2003 2002 2002 2002 2003 2003 2003
No. de
1 5 "_ll 8 15 16 H_H ll_ll 8 H_H
cuadrantes
Erizos
49 8 50 49 53 52 10 26 11
recolectados

De cada localidad se recolectaron erizos al azar sin importar la talla. El tamafo de muestra
de cada localidad vari6 debido a las abundancias de erizos de cada una (Tabla II). Los
organismos recolectados se transportaron vivos al laboratorio en una hielera con hielo y
agua de mar, sin exceder los cuatro dias. Los organismos de La Chorera, Bahia Tortugas,
Isla Natividad y Punta Rompiente se preservaron en etanol al 70% debido a la permanencia

en el campo.



IV. 3. Trabajo de Laboratorio.

El trabajo de laboratorio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Autonoma de Baja California campus Ensenada. De cada erizo recolectado se
extrajeron los tejidos de las gonadas y del sistema digestivo y muscular de la linterna de
Aristoteles. Cada tejido se etiqueto y preservéd por separado a una temperatura de —70°C
como lo recomiendan Dawson et al. (1998). Los tejidos preservados en etanol al 70% se

rehidrataron y congelaron a la misma temperatura que las demas muestras.

IV. 3. 1. Extraccion de ADN, cuantificacion de ADN, disefio de cebadores y técnica de
PCR.

Para la extraccion de ADN se tomaron entre 100 y 120 mg de tejido homogeneizado de las

gonadas o de la membrana peristomeal de cada organismo. Se emplearon dos métodos de

extraccion de ADN total (Apéndice I). El primero comprende el protocolo estdndar de

fenol-cloroformo (Sambrook et al., 1989) y el segundo fue un protocolo de extraccion de

sales, en donde se modifico el tiempo de extraccion (Miller et al., 1988; Milligan, 1998).

La cuantificacion de ADN se realizo a través de la técnica de electroforesis en gel.

Debido a que se tuvo problema con cien extracciones de ADN éstas se cuantificaron
mediante un espectrofotometro de luz UV (Perkin Elmer Labda 40) en diluciones de

1:3000 p L. El radio de absorbancia se midi6 de acuerdo a las siguientes ecuaciones:



Radio de absorbancia = Ao/ Ajzso (4)

Concentracion = Ay * Factor (&)

Una vez que se conocio la cantidad de ADN total extraido de cada muestra se amplificaron
dos fragmentos del ADN mitocondrial a través de la técnica de PCR (por sus siglas en
inglés; Avise, 1994) o reaccion en cadena de la polimerasa. Esta técnica requiere de
cebadores, los cuales se disefiaron con el programa PRIMER SELECT (WINSTAR, Inc.
Ver. 3.05a). En el diseno de cebadores se utilizaron las secuencias conocidas de las dos
regiones utilizadas (www.ncbi.nln; GeneBank niimero de acceso X12631; Jacobs et al.,
1988). Este disefio también considerd los parametros de porcentajes de G y C, la longitud y
la temperatura de alineacion para obtener a los mas Optimos, la posibilidad de
dimerizaciones (asociacion entre dos moléculas), los dobleces que puediese sufrir un
cebador y los apareamientos erréneos. Los cebadores utilizados fueron reconstituidos en

diciembre de 2002 y se almacenaron a —20° C en una concentracion 100 pM. Las

concentraciones de trabajo fueron de 10 uM en 0.1X TE pH 7.5 (Tabla III).

Tabla III. Cebadores disefiados para la amplificacion del fragmento de CO L.

Cebadores Tamaiio (pb).del Region Secuencia y direccion de los cebadores
fragmento amplificado blanco
EPCOILS: 5> GTTAAACGGCCGCTGTATCTTG 3’
Par 1 2093 COT | EpCOILr: 5" GGTGATTCCTTCCCGTTGAG 3

El fragmento amplificado comprendid al gen de citocromo oxidasa I (CO I). Este fragmento
contemplo al fragmento de 590 pares de bases (pb) reportado por Edmands et al. (1996;

Figura. 3).


http://www.ncbi.nln/

2093 pb

Figura. 3. Mapa del ADNmt del erizo morado (S. purpuratus) reportado por Jacobs et al.
(1988). La seccion coloreada represente la region amplificada por PCR de 2093 pb; El
fragmento de 590 pb corresponde al framento amplificado por Edmands ef al. (1996).

Las reacciones de PCR se realizaron en 25 y 60 pl. En el fragmento de CO I se utilizaron
30 ng pl”' de ADN, amortiguador de PCR 1x, Tris-HCI pH 8.4 22mM, KC1 55mM, DNTPs

mix 220 uM, MgCl,4.95mM y Tween 20 0.05%.

El ciclo optimizado se realizd en un termociclador Perkin Elmer 480. En el fragmento de
CO I se realiz6 una desnaturalizacion inicial de 5 min a 95°C, se contintio con 30 ciclos de
1 min a 95°C, 1 min a 60°C y 2 min a 72°C, con una extension final de 10 min a 72°C. Los

productos obtenidos se visualizaron con una electroforesis en gel de agarosa al 1 %.



IV. 3. 2. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

Con la ayuda del programa MAPDRAW de WINSTAR Inc. ver. 3.05a se realizé6 un mapa
teorico de corte con las secuencias reportadas por Jacobs ef al. (1988) para conocer las
enzimas de restriccion que cortaban al fragmento de CO I amplificado. Las enzimas
seleccionadas fueron aquellas que mostraran menos de 12 cortes de restriccion para poder
tener una buena visualizacion en la electroforesis de gel de agarosa (Figura. 4). Estas
enzimas se probaron en veintidos productos de PCR de todas las localidades. Una vez que
se identificaron las enzimas polimoérficas del fragamento de CO I se realizaron las
digestiones. En estas digestiones se utilizaron entre 400-600 ng de ADN de producto de
PCR del fragmento de CO L, 5 unidades pl" de enzima, amortiguador 1X y de acuerdo a
cada enzima, las especificaciones correspondientes al fabricante. Los cortes de restriccion
hechos por las enzimas en el fragmento digerido se visualizaron de acuerdo a la migracion
de los fragmentos en uin campo electrico. Es decir, se corrio una electroforesis con geles de
agarosa al 1.8% (80 volts, 100 min) tefiidos con bromuro de etidio (0.5 ®gml™) y se
reconocieron los patrones de corte de cada enzima. Cada uno de los geles producto de la
electroforesis se fotografidé con una camara Polaroid con pelicula 667 blanco y negro. Las
fotografias se analizaron visualmente y con ayuda del programa Kodak™ ver. 1.0. Cada
patrén de corte diferente se determind como un haplotipo.
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Figura 4. Mapa de cortes de restriccion de las enzimas probadas en el fragmento de CO 1. La
columna izquierda indica el nombre de las enzimas y los nimeros indican el
numero de cortes de cada enzima; los nimeros superiores corresponden a pares de



bases y al tamafio total del fragmento. Las franjas en vertical al centro de la figura
representan el sitio de corte.

IV. 4. Analisis de datos moleculares.

Una vez identificados los haplotipos del fragmento de CO I amplificado se analizé la
distribucion de frecuencias de los haplotipos por cada localidad, asi como la diversidad
haplotidica de cada localidad. También se analiz6 la relacion entre los haplotipos a través
de un analisis de Red de Expansion Minima (Minimum Spawning Network) y un
cladograma. Y por ultimo se realizé un Analisis de Variancia Molecular (AMOVA) para
determinar si existian diferencias significativas entre las localidades que indicarian la

presencia o ausencia de una estructura genética en la poblacion del erizo morado.

IV. 4. 1. Distribucion de frecuencias de haplotipos.
Los haplotipos del fragmento de CO I amplificado estuvieron representados con distintas
frecuencias en cada una de las localidades. Y para conocer cual era la frecuencia de cada

haplotipo se aplicé la siguiente ecuacion (6):

pi=xi/n (0)

En donde, pi = Frecuencia haplotidica, x; = nimero de organismos que presentan dicho
haplotipo y m = numero total de organismos por localidad. Una vez conocidas las

frecuencias de cada haplotipo se representaron porcentualmente en graficas de pastel.



IV. 4. 2. Diversidad haplotidica.

La diversidad haplotidica (m) se obtuvo con el programa Arlequin ver. 2.0 (Excoffier et al.,
1992). La diversidad haplotidica se expres6 de acuerdo a la equivalencia esperada por
heterocigocidad y se define como la probabilidad de que dos haplotipos homodlogos

escogidos al azar sean diferentes en la muestra (Nei y Tajima, 1981; Excoffier ef al., 1992).

IV. 4. 3. Relaciones entre haplotipos.

Para observar las relaciones entre los haplotipos obtenidos se realizé un analisis de Red de
Expansion Minima (Minimun Spanning Network). Para este analisis fue necesario calcular
una matriz de distancias de proporcion del fragmento amplificado, dicha matriz se calculd
con el programa RESTDIST (PHYLIP ver. 6.0; Felsenstein, 1988). La matriz de distancias
de proporcion represent6 a la variacion genética que se encontraba en el ADNmt, la cual
fue cuantificada por el nimero promedio de las sustituciones por sitio (presencia o ausencia
de cortes de restriccion) entre los haplotipos (Kruskal, 1956; Prim, 1957 en Excoffier ef al.,
1992). Con el programa ARLEQUIN ver. 2.0 (Scheider ef al., 2000, Excoffier et al., 1992)
se pudo considerar a cada haplotipo como una OTU’s (Unidades Taxondmicas
Operacionales), lo cual permitio representar los eventos mutacionales entre cada haplotipo
y las frecuencias de cada haplotipo y asi poder observar las relaciones entre los haplotipos.
Estos resultados fueron interpretados mediante un diagrama de Red de Expansiéon Minima.
Dicho diagrama representa a cada haplotipo como un circulo. El tamafio de cada circulo es

proporcional a la frecuencia del haplotipo. Los haplotipos se ubican de acuerdo a la



relacion que exista entre cada uno de ellos y la distancia entre cada circulo representa los

eventos mutacionales entre ellos.

En el caso del cladograma también fue necesaria la matriz de distancias de proporcion
mencionada anteriormente (RESTDIST, PHYLIP ver. 6.0; Felsenstein, 1988). Con esta
matriz se realiz6 un remuestreo de bootstrap (SEQBOOT, PHYLIP ver. 6.0 (Felsenstein,
1988) en donde se contemplaron 6 sitios de corte y 100 remuestreos. Los datos obtenidos se
analizaron por el método de Neighbour Joining el cual construye distintos arboles
filogenéticos o cladogramas que muestran las posibles relaciones entre los haplotipos, este
método se obtuvo con el programa NEIGHBOUR (PHYLIP ver. 6.0; Felsenstein, 1988).
Los distintos arboles obtenidos se condensaron con el programa CONSENSE (PHYLIP ver

6.0; Felsenstein, 1988).



IV. 4.4. AMOVA.

El Andlisis de Variancia Molecular (AMOVA; Wright, 1969, Excoffier et al., 1992) se
realiz6 con el programa WINAMOVA ver 1.04 y Arlequin ver. 2.0 (Excoffier et al., 1992),
el cual cuantific6 la variancia genética del ADNmt del fragmento amplificado. Las pruebas
de significancia se realizaron a partir de 1023 permutaciones a partir de las matrices de
distancias calculadas anteriormente. Dicho andlisis se realizd para poder establecer la
existencia de diferencias significativas en distintos niveles jerarquicos (por ejemplo, entre
las distintas localidades y dentro de las localidades). EI coeficiente de diferenciacion
genética Fgr se determind de acuerdo al programa Arlequin que emplea la siguiente

ecuacion (7):

Fgr=fo-fi/ 1-f1 | (7)

En donde: fo= es la probabilidad de la identidad por descendencia de dos diferentes genes
presentes en la misma poblaciones, fi= es la probabilidad de identidad de dos genes
presentes en diferentes poblaciones. Este coeficiente de diferenciacion genética es probado
por estadistica no paramétrica descrita por Excoffier et al. (1992), el cual permuta
haplotipos individuales o poblacionales entre individuos, poblaciones o entre grupos y
posterior a cada permutacion se computa un estadistico de distribuciones nulas
(WINAMOVA 1.04 y Arlequin ver. 2.0.; Excoffier et al., 1992; Schneider et al., 1997,

Wright, 1951, 1965, 1969).



V. RESULTADOS.

Los datos genéticos basados en el analisis de la variacion del fragmento amplificado de CO

I sugieren que existe una ligera estructura de las poblaciones.

V.1. Analisis de datos moleculares.

En el fragmento de CO I las enzimas que mostraron polimorfismo fueron: Acc II
(isoesquizomero de Tha I), Pst I, Rsa I, EcoT14 I (isoesquizomero de Sty I) y Taq I. Sin
embargo, solo se utilizaron Acc II, EcoT14 I y Rsa I. Las enzimas Acc Il y EcoT14 I

presentaron tres haplotipos cada una y Rsa I mostré cuatro haplotipos (Figura. 5).
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Figura 5. Haplotipos o patrones de bandeo de cada una de las enzimas de restriccion
utilizadas en el fragmento de CO I (Acc II, EcoT14 I y Rsa I). Las columnas del
extremo derecho e izquiedo representan una escalera molecular de 250 pb, en
donde cada una de las bandas representa un peso conocido. La columna de la
parte central de la figura ubicada en el extremo izquierdo representa el nimero
total de bandas de todos los haplotipos. Las columnas restantes representan a
cada uno de los haplotipos, los cuales son representados con las letras A, B, Cy D.



V. 1. 2. Distribucion de frecuencias de haplotipos.
El resultado de la digestion del fragmento de CO I con tres enzimas de restriccion fue el

hallazgo de trece haplotipos distintos distribuidos en 126 organismos, segtin la Tabla I'V.

Tabla IV. Total de haplotipos registrados para el fragmento de CO 1. La
columna del extremo izquierdo representa a cada uno de los
haplotipos. El arreglo en las lineas horizontales muestra cada
haplotipo encontrado para cada enzima y en su conjunto. La
columna del extremo derecho muestra el numero total de
individuos que presentaron dicho haplotipo.

Haplotipos Enzimas n
AcclIl | EcoT141 | Rsal
SpCO I-1 A A A 1
SpCO I-2 A A B 2
SpCO I-3 A A C 54
SpCO I-4 A A D 1
SpCO I-5 A B C 8
SpCO I-6 A C B 1
SpCO I-7 A C C 1
SpCO I-8 B A C 20
SpCO I-9 B B A 2
SpCO I-10 B B B 2
SpCO I-11 B B C 32
SpCO I-12 B B D 1
SpCO I-13 B C D 1
TOTAL 126

La distribucion de frecuencias de haplotipos encontrados para la region de CO I (Tabla V,
Figura. 6) muestra a tres haplotipos presentes en todas las localidades (SpCO I-3, SpCO I-8
y SpCO [-11). PB tiene el mayor numero de haplotipos y también tiene tres haplotipos

privados (SpCO I-3, SpCO I-6 y SpCO I-7). SM e ITS fue la localidad con menor niimero



de haplotipos y s6lo compartié a uno de sus haplotipos (SpCO I-10) con CK. Las
localidades de CK y SC presentaron cinco haplotipos. LCh e IN, PR y BT presentaron seis
haplotipos. El haplotipo SpCO I-4 fue privado de LCh. Los haplotipos SpCO -9y SpCO I-
13 fueron privados de IN, PR y BT. El haplotipo SpCO I-5 sélo no esta presente en las

localidades de SM e ITS e IN, PR y BT.

Tabla V. Frecuencias de los haplotipos de CO I encontrados por localidad En la
columna izquierda se encuentran los haplotipos. En la parte superior se
muestra a las localidades y la parte central indica las frecuencias de cada
haplotipo en cada localidad.

Haplotipos SMe ITS CK LCh PB SC INPRyBT

SpCO I-1 0 0 0 3704 O 0
SpCO I-2 0 0 0 0 4545 6.25
SpCO I-3 28 47.4 353 5556 4545 43.75
SpCO 1-4 0 0 5388 0 0 0
SpCO I-5 0 10.5 17.6 3.704 9.091 0
SpCO 1-6 0 0 0 3704 O 0
SpCO I-7 0 0 0 3704 O 0
SpCO 1-8 24 158 11.8 18.52 9.091 12.5
SpCO I-9 0 0 0 0 0 12.5
SpCO 1-10 4 526 0 0 0 0
SpCO I-11 44 21.1 235 11.11 31.82 18.75
SpCO 1-12 0 0 5.88 0 0 0
SpCO I-13 0 0 0 0 0 6.25

Las diversidades haplotidicas indicaron que la localidad de LCh tuvo la mayor diversidad
haplotidica, mientras que PB fue la de menor diversidad (Tabla VI). Sin embargo, al

comparar si esta diversidad estaba relacionada a la densidad de cada localidad, no se



encontro una relacion entre aquellas localidades que tenian la mayor densidad con aquellas

de mayor diversidad haplotidica.

Tabla VI. Diversidades haplotidicas del fragmento de CO 1. En
la columna izquierda se encuentran las localidades
analizadas. Cada localidad tiene el nimero de
individuos analizados, las densidades totales de
erizos y la diversidad haplotidica.

Localidades n Densidad Div. Haplot.
SMe ITS 25 25 0.6967 + 0.0498

CK 19 50.62 0.7310 + 0.0805
LCh 17 4.25 0.8162 £ 0.0607
PB 27 23.25 0.6638 £ 0.0876

SC* 22 n.d. 0.7076 =+ 0.0679
INPRyBT 16 1.75 0.7833 +0.0852

* En la localidad de SC no se pudieron obtener datos
de densides de erizos.



Bahia Tortugas

Figura. 6. Distribucion de frecuencias del fragmento de CO I. Los numeros en las
graficas representan a los haplotipos presentes en cada localidad y sus
frecuencias en porcentajes de acuerdo a la Tabla V, cada grafica también
indica el nimero de individuos analizados en cada localidad.



El diagrama del analisis de Red de Expansion Minima del fragmento de CO I (Figura. 7)
mostro a los haplotipos de mayor frecuencia en la parte central. Los de menor frecuencia se
encontraron en los extremos o bien radiando de aquellos que son mas frecuentes. En este
caso y de acuerdo a lo dicho para dicho analisis (Excoffier ef al., 1992) se considera a los
haplotipos centrales y de mayor frecuencia como los haplotipos ancestrales, mientras que
los que radian de estos haplotipos y cuyas frecuencias son menores se consideran como
haplotipos recientes. El erizo rojo se ubic6 cerca del haplotipo SpCO I-4. En este caso, para
cada localidad el arreglo es semejante entre si y se observa que las localidades de PB y

LCh fueron las que presentan un mayor numero de haplotipos recientes (Figura.8).

Figura. 7. Diagrama de analisis de Red de Expansion Minima o Minimun Spanning Network
del fragmento de CO I. El circulo negro marcado con la letra R representa al erizo
rojo. El tamaiio de los circulos representa proporcionalmente a las frecuencias de
cada uno de los haplotipos y la distancia entre ellos representa las distancias
proporcionales entre los haplotipos.
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Figura. 8. Diagramas de Red de Expansion Minima o Minimun Spanning Network para el
fragmento de CO I. El circulo negro representa al erizo rojo. El tamafio de los circulos
representa proporcionalmente a las frecuencias de cada uno de los haplotipos y la
distancia entre ellos representa las distancias proporcionales entre los haplotipos.
Cada localidad tiene un arreglo diferente indicando con color sombreado los
haplotipos presentes en cada localidad.



El cladograma de bootstrap de consenso del fragmento de CO I (Figura. 9) muestra tres
grupos con valores bien representados (mayores al 50%). Uno de los grupos tiene a un solo
haplotipo (SpCO I-4), el cual sélo esta presente en LCh; este haplotipo se consideraria
como el mas ancestral de todos y es el que se encuentra mas relacionado con el erizo rojo.
Este haplotipo es el que también se encuentra mas relacionado en el diagrama de red de
expansion minima. Otro de los grupos relaciona a dos haplotipos (SpCO I-12 y SpCO I-13),
que so6lo se encuentran presentes en LCh y las localidades del sur (IN, PR y BT). En este
grupo se observa que estos haplotipos fueron divididos recientemente, lo cual también
coincide con el diagrama de red de expansion mimima, ya que se observa que estos
haplotipos se radian de uno de los haplotipos mas frecuentes (SpCO [I-11). Por tultimo, el
grupo en donde se encuentran los haplotipos restantes, engloba a todos los haplotipos de las
localidades de PB, SM e ITS, CK y SC. Dentro de este grupo se dividen otros dos grupos,
los cuales no tienen tan buenos valores como los grupos anteriores. En uno de los grupos se
encuentran dos de los haplotipos de mayor frecuencia y comunes entre todas las localidades
(SpCO I-11 y SpCO I-08) y al mismo tiempo se encuentran los haplotipos SpCO I-09 y
SpCO I-10. Este grupo también coincide con el diagrama de red de expasion minima. Por
otro lado, en el otro grupo se encuentra también uno de los haplotipos comunes entre las
localidades SpCO I-03 y la mayoria de los haplotipos restantes corresponden a la localidad

de PB.
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Figura. 9. Cladograma de consenso bootstrap elaborado por el método de Neighbour Joining
para el fragmento de CO 1. Los numeros dentro de las ramas, representan el nimero
de veces que se repite ese arreglo para esa rama o ramas. Las claves al final de las

ramas corresponden a cada uno de los haplotipos. Los circulos ubicados en el extremo
derecho corresponden a cada una de las localidades, las cuales se representan con sus
iniciales y en distintas tonalidades.




El AMOVA realizado para el fragmento de CO I (Tabla VII) indic6 que existen diferencias
significativas entre las localidades. Los porcentrajes de variacion son mayores dentro de las
poblaciones que entre las poblaciones. El valor de Fsr es bajo, sin embargo el valor de p
indica que es significativo. La matriz de significancia de los valores de Fsr y p (0.05)
muestra que la localidad de Punta Baja y San Miguel e Isla Todos Santos son diferentes

entre si (Tabla VIII).

Tabla VII. Analisis de AMOVA del fragmento de CO I. Se muestran los
resultados entre poblaciones y dentro de las poblaciones, asi como el
coeficiente de variacion genética y el valor p.

Fuente de  g.l Suma de  Componentes de Porcentaje de
variacion cuadrados la variancia variacion
Entre 5 0.1147 0.000360 Va 2.28%
poblaciones
Dentro de 120 1.8503 0.015419 Vb 97.72%
poblaciones
Total 125 1.9650

Coeficiente de diferenciacion genética Fgr: 0.023, p <0.0010

Tabla VIII. Matriz de significancia del fragmento de CO I de los valores de
Fsty p, obtenida en el AMOVA.
Localidades SMelITS CK LCh PB SC IN,PRyBT
SM e ITS

CK
LCh

PB + _ _

SC

IN, PRy BT



V. 2. Densidades de erizos por localidad.
Las densidades estimadas mostraron que Campo Kennedy tuvo la mayor densidad de todas
las localidades, mientras que Isla Natividad- Bahia Tortugas presento la menor (Figura. 10).

En la localiad de San Carlos no se pudieron obtener las densidades debido a la dificultad de

las condiciones climatoldgicas.
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Figura 10. Valores promedio de las densidades de erizos morados de cada localidad. En la
localidad de San Carlos (SC) no se obtuvieron datos, debido a condiciones
oceanograficas fueron desfavorables. Todas las densidades corresponden a ocho

cuadrantes. Las fechas arriba de cada columna indican cuando se tomaron las
densidades.



VI. DISCUSION.

Los resultados de este estudio indicaron la existencia de una sutil estructura poblacional en
el analisis de RFLP’s de CO I. Estos datos coinciden con lo reportado anteriormente en
otros ambitos de sus distribucion, en donde los resultados reportados por distintos autores
han diferido (Britten et al., 1978; Palumbi y Wilson, 1990; Edmands et al., 1996; Flowers
et al., 2002). Sin embargo, la estructura genética del fragmento de CO I de 2093 pb tuvo
una buena resolucion y coincide con lo reportado por Edmands et al. (1996), quienes
reportan una estructura poblacional en el erizo morado S. purpuratus. En el caso de
Edmands et al. (1996) se utilizan dos marcadores moleculares diferentes al utilizado en el
presente trabajo: alozimas y secuencias. Pese a estas diferencias, los resultados en este
trabajo coinciden y muestran otras semejanzas que mas adelante se mencionaran. La
importancia de este trabajo radica principalmente en la evaluacion genética de la poblacién
del erizo morado S. purpuratus que se distribuye en la costa del Pacifico de la peninsula de
Baja California. Ya que en estudios previos solo se han realizado evaluaciones de la
genética poblacional de esta especie en distintas localidades de E.U.A (Britten et al., 1978;

Palumbi y Wilson, 1990; Edmands et al., 1996; Flowers et al., 2002).

Algunas de las diferencias entre los distintos reportes realizados, residen principalmente en
el tamafio de muestra, las localidades analizadas y los marcadores moleculares empleados.
Por ejemplo, los reportes de Palumbi y Wilson (1990) y Flowers et al. (2002) indicaron la
ausencia de una diferenciacion genética en el erizo morado. Por un lado, Palumbi y Wilson

(1990) analizaron el ADNmt total del erizo morado con enzimas de restriccion, su tamafio



de muestra fue escaso (n=39) y so6lo se estudiaron dos localidades (Washington y San
Francisco, E.U.A.). Posiblemente, dicho reporte no representd significativamente a la
poblacion o bien, ambas localidades representaban un intervalo de distribucion de la
especie en donde la poblacion tiende a una homogeneidad. Flowers et al. (2002) analizaron
secuencias de un fragmento de 358 pb del gen de CO I del ADNmt. El tamafio de muestra
utilizado por éstos ultimos autores incrementd (n= 283) y estudiaron siete localidades de
California, E.U.A. Por otro lado, Edmands et al. (1996) reportaron una estructura
poblacional mediante el empleo de alozimas y secuencias de 305 pb del gen de CO I del
ADNmt. Edmands et al. (1996) también analizaron un tamafo de muestra mayor al
utilizado por Palumbi y Wilson (1990; n=147) y estudiaron localidades de California,

E.U.A. y Baja California, Méx.

A pesar de que existe un mayor nimero de publicaciones que indican que la poblacion de
erizo morado no esta estructurada (Palumbi y Wilson, 1990; Flowers et al., 2002), Flowers
et al. (2002) mencionan que pese a sus resultados obtenidos, al realizar un analisis de sus
secuencias obtenidas y de las reportadas por Edmands et al. (1996) se indica la existencia
de una sutil estructura poblacional, entre sus localidades del norte y del sur; ya que Flowers
et al. (2002) tiene localidades mas nortefias que Edmands et al. (1996), pero no tan surefias

como éstos ultimos.

En los reportes mencionados anteriormente, los marcadores moleculares que se utilizaron
son considerados como herramientas confiables que indican la presencia o ausencia de

estructura genética en una poblacion (Avise, 1994). No obstante, el empleo de RFLP’s y



ADNmt también proporciona informacion confiable sobre la estructura genética a pesar de
no conocer especificamente el tipo y los sitios de cambio que ocurren en la secuencia
(Avise, 1994). Sin embargo, Edmands ez al. (1996) mencionan dentro de sus perspectivas el
analisis del fragmento completo de CO I cortado con enzimas de restriccion (ambos
conceptos realizados en el presente estudio), ya que tres de los sitios mas polimorficos son
sitios de reconocimiento de las enzimas Sty I y Tha I, ambas isoesquizomeros de las
enzimas Acc Il y EcoTl14 1 (utilizadas en este trabajo). Siguiendo con estas
recomendaciones a pesar de no emplear un marcador como la secuenciacion, los resultados
obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por Edmands et al. (1996) y Flowers

et al. (2002).

Entre las similitudes obtenidas con los reportes anteriores, encontramos que los bajos
valores de los coeficientes de variacion genética o valores de Fst obtenidos en este estudio,
coinciden con lo reportado en poblaciones de invertebrados con larvas planctotréficas
(Edmands et al., 1996; Flowers et al, 2002; Kyle y Boulding, 2000; Palumbi y Wilson,
1990). Estos bajos valores de Fsr indican que una poblacién determinada tiene una
dispersion homogénea, pero el hecho de que dichos valores presenten diferencias
significativas puede hablar de que la estructura poblacional es sutil, ya que como se
observo en la tabla de diferencias de proporciones, solo las localidades de Punta Baja y San

Miguel e Isla Todos Santos son diferentes entre si.

La homogeneidad en una poblacion también puede observarse en sus frecuencias

haplotidicas. Flowers et al. (2002) reportan la presencia de tres haplotipos comunes en



todas las localidades. En el presente estudio, el fragmento de CO I analizado indic6 que
también existen tres haplotipos comunes en todas las localidades cuyas frecuencias son
altas. Sin embargo, no podemos decir que se trata de los mismos haplotipos reportados por
Flowers et al. (2002). La presencia de haplotipos comunes entre las localidades puede
hablar de un efecto vinculado a una extensa dispersion de larvas entre las distintas
localidades (Marcus, 1977; Hedgecock, 1986; Burton, 1983; Kyle y Boulding, 2000;
Palmer y Strathman, 1981 en Hines, 1986) y a mayor porcentaje de ciertos haplotipos estos
tendrdn una mayor probabilidad de reclutarse en diferentes localidades y por lo tanto de

encontrarse con mayor frecuencia.

La dispersion de ciertos haplotipos comunes entre las localidades puede verse favorecida
por el ciclo de vida de esta especie. A partir de la liberacién de gametos y hasta el momento
de la metamorfosis, el erizo morado permanece en la columna de agua. Esto puede ocurrir
desde finales del invierno hasta el verano (Gonor, 1972; Clatlyne, 1969). La fecundacion de
los gametos es casi inmediata y posteriormente se comienza a desarrollar una larva
planctotrofica equinopluteos. Esta larva puede permanecer en la columna de agua durante
un periodo de tiempo largo o corto (Strathman, 1978). La permanencia de esta larva en la
columna de agua puede verse alterada por diversos factores, entre ellos la disponibilidad de
alimento o los sistemas de corrientes. Al mismo tiempo, esta larva de erizo morado puede
tener una dispersion de pocos metros o varios kilometros a lo largo de la costa. La
dispersion de las larvas de erizo morado puede ser favorecida por el flujo de la Corriente de
California que a finales del invierno va en direccion al sureste, pero se intensifica hacia el

sur durante el inicio de la primavera (Hickey, 1979; Venrick et al., 2003; Lavaniegos et al.,



2003). Sin embargo, esta dispersion de larvas también puede ocurrir a lo largo de todo el
afo (Tegner y Dayton, 1981) y al mismo tiempo puede verse afectada por giros y
surgencias que se suciten durante todo el afio en algunos lugares como en la localidad de
Punta Baja. Esta ultima particularidad pude favorecer a reclutamientos locales o bien una

dispersion de larvas a localidades que se encuentren cercanas al norte o sur.

Hasta ahora, se han presentado algunos argumentos que pueden explicar la homogeneidad
de la poblacion. Pero por otro lado, en el fragmento de CO I existen diferencias
significativas entre las localidades y como ya se ha dicho una sutil estructura poblacional.
La presencia de dicha estructura puede deberse en parte por la deriva de reclutas
provenientes de grupos especificos de padres, antes de que dichas cohortes fueran
muestreadas y aquellos genotipos diferentes en el tiempo y el espacio pudieron haberse
visto favorecidos por distintos procesos demograficos (Thorrold et al., 2002). Sin embargo,
esta sutil estructura poblacional también puede estar relacionada con los asentamientos y
reclutamientos locales, los cuales pueden ser propiciados por diversos factores. Entre estos
factores podermos encontrar eventos oceanograficos como: surgencias (Miller y Emlet,
1997; Morgan et al., 2000), relajacion de las surgencias, el bajo efecto del viento en la costa
e incrementos en la temperatura y salinidad (Wing et al, 2003). Sin embargo, estos
asentamientos y reclutamientos también se pueden ver limitados por inconstancias anuales
en el aporte de larvas (Buchanan, 1967 en Wing et al., 2003; Ebert et al., 1994; Paine,

1986, Pearse y Haines, 1987; Miller y Emlet, 1997; Wing et al., 1995, 2003).



Asi también, las diferencias entre localidades indican la presencia de caracteristicas
especificas que limitan el flujo de haplotipos y propician reclutamientos locales en algunas
localidades més que en otras. Como se ha mencionado anteriormente, las localidades que
mostraron diferencias entre si (de acuerdo a la matriz de significancia del fragmento de CO
I) fueron San Miguel y Punta Baja. Ademas, Punta Baja es una localidad con caracteristicas
oceanograficas y genéticas que la hacen diferir con las demas. Y son éstas caracteristicas
las que sugieran que posiblemente Punta Baja sea una localidad que funcione como un

centro de dispersion de haplotipos.

Entre las caracteristicas oceanograficas de Punta Baja, podemos mencionar que es una
localidad altamente productiva. Ladah (com. pers. 2003") menciona que esta localidad tuvo
la mayor densidad de algas intermareales durante el 2003 y Lavaniegos et al. (2002) y
Venrick et al. (2003) reportaron para Punta Baja niveles de clorofila @ mayores a los 8 mg
m”. Sin embargo, esto Gltimo también coincide para las localidades que se encuentran en
Punta Eugenia. Ebert (1983) menciona que la comida abundante provoca un desarrollo
acelerado en las larvas, lo cual puede ser un factor que favorezca el reclutamiento local.
También, se han reportado reclutamientos asociados a eventos de surgencias (Ebert, 1967)
y Punta Baja es una localidad con una alta afluencia de surgencias costeras de bajas
temperaturas (Lavaniegos et al., 2002; Venrick et al., 2003). Este factor puede favorecer
tanto una dispersion de larvas a las localidades aledafas, las cuales se puedan reclutar al
norte y al sur de Punta Baja y al mismo tiempo, también se puede favorecer un
reclutamiento local. En esta localidad tambien se ha reportado la presencia de giros costeros

(Lavaniegos et al., 2002; Venrick et al., 2003). Dichos giros pudieran explicar la presencia



de algunos haplotipos comunes entre Punta Baja y La Chorera y al mismo tiempo

contribuir con reclutamientos locales.

Entre las caracteristicas genéticas se encontré a Punta Baja como la localidad con el mayor
niumero de haplotipos privados, los cuales se pueden considerar como ancestrales y mas
relacionados al erizo rojo de acuerdo al diagrama de red de expansion minima y el
cladograma de Neighbour Joining. Al mismo tiempo, esta localidad present6 la menor
diversidad haplotidica del fragmento de CO I, mientras que la localidad de La Chorera fue
la localidad con la mayor diversidad haplotidica. Es preciso indicar que la diversidad
haplotidica no sélo representa a la localidad con el mayor numero de haplotipos, sino a las

localidades cuyas frecuencias haplotidicas estén bien representadas por la poblacion.

Las frecuencias haplotidicas del fragmento de CO I son diferentes entre las localidades. La
Chorera y Punta Baja son las localidades con mayor niumero de haplotipos compartidos y
posiblemente ocurra un flujo de larvas entre las localidades del norte y del sur hacia las del
centro o bien, viceversa. Como se ha mencionado anteriormente, el tiempo que permanece
la larva del erizo morado en la columna de agua varia y la dispersion puede ser local, o
bien, ocurrir en cientos de kilometros (Miller y Emlet, 1997; Palmer y Strathmann, 1981 en
Hines, 1986; Scheltema, 1971 en Hines, 1986,). Al mismo tiempo, en una misma masa de
agua se pueden encontrar diferentes estadios de larvas de erizo morado, lo que puede ser
explicado al menos por dos procesos. El primero comprende un desove propiciado por la
adveccion de poblaciones de adultos; mientras que el segundo refleja una mezcla en la

escala horizontal de las masas de agua que contienen larvas de diferentes edades (Miller y



Emlet, 1997) y posiblemente provenientes de diferentes localidades, lo que indica cierto
grado de flujo genético. Lo anterior, explicaria la presencia de haplotipos comunes y

privados entre las localidades analizadas.

En cuanto a los haplotipos privados reportados en la zona de estudio analizada, podemos
argumentar que se favorecen por la baja dispersion de las larvas producidas a finales del
invierno y principios de primavera (Miller y Emlet, 1997). Ya que durante los meses de
abril y mayo se han reportado velocidades bajas en las corrientes cercanas a la costa, asi
como una frecuente decadencia o fuerza reversible de los vientos (Huyer et al., 1979, Strub
et al., 1987). Durazo y Baumgartner (2002) y Venrick et al. (2003) observan la presencia
de varios giros en las corrientes. Uno de estos giros se localiza al sur de California, E.U.A'y
norte de Baja California, México. Este giro impacta a las localidades de San Miguel e Isla
Todos Santos y Campo Kennedy y podria explicar uno de los haplotipos comunes del
fragmento de CO I de baja frecuencia. Otro de los giros se localiza entre La Chorera y
Punta Baja y es particularmente especifico y de corta cobertura. Lo anterior puede explicar
la gran diversidad haplotidica que se encuentra en estas dos zonas y la presencia de
haplotipos privados de bajas frecuencias del fragmento de CO 1. Y por ultimo, un tercer
giro se ubica en Punta Eugenia, zona cercana a Isla Natividad-Punta Rompiente-Bahia
Tortugas. En esta ultima zona también se present6 una diversidad haplotidica considerable
asi como haplotipos privados con altas frecuencias del fragmento de CO I. Por otro lado,
Durazo y Baumgartner (2002) mencionan la presencia de flujos de las masas de agua de la
Corriente de California que van entre La Chorera y Punta San Carlos y entre Punta San

Carlos y Punta Eugenia. Esto explicaria la presencia de ciertos haplotipos privados del



fragmento de CO I compartidos por separado entre Punta San Carlos y La Chorera y por
otro lado entre Punta San Carlos, Campo Kennedy e Isla Natividad- Punta Rompiente-

Bahia Tortugas.

Las localidades del sur (Isla Natividad- Punta Rompiente- Bahia Tortugas) también tienen
haplotipos privados, pero con frecuencias mayores. Como se ha mencionado, esta zona
también comparte caracteristicas oceanograficas particulares, como el caso de Punta Baja.
Lo anterior, hablaria de la sobrevivencia y de una adaptacion individual ante en el ambiente
(Ebert, 1968; Piersma y Drent, 2003) que favorezca la permanencia de ciertos haplotipos.
Es importante mencionar que esta zona ha tenido cambios continuos en las condiciones
ambientales a lo largo de los afios, tales como un mayor efecto del fenémeno de El Nifo,
mayor competencia de sitios de asentamiento disponibles y al mismo tiempo un menor
nimero de costas rocosas. Probablemente estos factores propicien un cambio en la

poblacion (Ebert, 1967, Levitan, 1988, 1989, Piersma y Drent, 2003).

Ya que no se realizd un estudio de asentamiento larval y reclutamiento y debido a que el
muestreo fue puntual, no se conocen las edades de los reclutas y por lo tanto no se puede
tener una conexion precisa entre los eventos de asentamiento y los eventos hidrograficos
(Miller y Emlet, 1997). Sin embargo, a través del analisis de Red de Expansion Mimima y
el cladograma de Neighbour Joining pudimos visualizar a groso modo las relaciones entre
los haplotipos y asi poder visualizar el efecto de cada uno de los haplotipos respecto a los
demas a través de un valor porcentual. Aun cuando la mayoria de los valores de bootstrap

no son tan altos para CO I, se observa que probablemente, los haplotipos mas frecuentes



son los mas ancestrales y los de menor frecuencia los mas recientes. Ambos analisis en CO
I indicaron que todas las localidades tienen altas frecuencias de los haplotipos mas
ancestrales y solo en Punta Baja, La Chorera ¢ Isla Natividad- Punta Rompiente- Bahia
Tortugas se encuentran los haplotipos mas recientes. Punta Baja es la localidad que
concentra a los haplotipos mas recientes y aunado a todas las caracteristicas mencionadas
anteriormente, posiblemente se trata de una zona de importancia para la dispersion de los
haplotipos recientes. Si comparamos a las localidades de San Miguel e Isla Todos Santos,
Campo Kennedy y Punta San Carlos, observamos que estan conformados por los haplotipos
mas ancestrales y mas frecuentes. Mientras que la zona de Isla Natividad- Punta
Rompiente- Bahia Tortugas se considera como una zona conservada intermedia, ya que se

encuentran altas frecuencias de haplotipos recientes especificos y los ancestrales.

Punta Baja esta integrada genéticamente por haplotipos de origen reciente de acuerdo a los
analisis de Minimum Spanning Network y de Bootstrap; de acuerdo al AMOVA de CO I
presenta diferencias con respecto a San Miguel e Isla Todos Santos. Al mismo tiempo,
Punta Baja se caracteriza como una zona de frecuentes afluencias de surgencias y alta
productividad primaria. Dicho lo anterior podemos decir que existen fundamentos que
indican que Punta Baja es una localidad que funciona como una fuente de variacion
genética y con la cual se deben tener las precauciones necesarias para su manejo. Por otro
lado, Isla Natividad- Punta Rompiente- Bahia Tortugas fue la localidad que presentd
haplotipos especificos de origen reciente. Esta localidad se encuentra en el limite sur de

distribucion y por lo tanto sus condiciones oceanograficas difieren de las demas localidades



(Ladah et al., 1999), sin embargo la poblacion de erizo morado que ahi se distribuye se

estructura como el resto de la poblacion.

Finalmente, en un esquema general, el presente trabajo coincide con lo propuesto por
Edmands et al. (1996). Sin embargo, en este caso, las localidades analizadas se encuentran
cercanas al limite sur de distribucion y en el limite sur de distribucion. Aqui también, se
observéd una mayor diversidad genética conforme se acercaba al limite sur de distribucion
de la especie, y muy probablemente dicha diversidad es favorecida por el flujo de la
Corriente de Baja California, el cual va de norte a sur. Esto es porque aquellas mutaciones o
cambios que se vayan suscitando mas al sur de la distribucién de esta poblacion, seran
menos probables de distribuirse hacia el norte que hacia el sur. Lo anterior resulta claro al
observar que las localidades que fueron diferentes corresponden a la localidad mas nortefia
(San Miguel) con una localidad de la parte central (Punta Baja). No obstante, la presencia
de haplotipos privados con altas frecuencias en las localidades del sur, indican que existe
un flujo que probablemente ocurra de localidad en localidad hacia las localidades del centro

que no son diferentes con las localidades del norte.



VII. CONCLUSIONES.

Existe una sutil estructura genética en las poblaciones del erizo morado S. purpuratus que
se distribuye a lo largo de la costa de Baja California, con base en el andlisis del
polimorfismo de un fragmento del gen de CO I. Dicha estructura puede estar influenciada
por la presencia de procesos fisicos particulares, tales como: giros, eventos de surgencia y
alta productividad primaria, los cuales favorecen la ocurrencia de eventos locales de
reclutamiento. Al mismo tiempo, estos factores pueden influir en la dispersion de gametos
y larvas del erizo morado y asi generar una poblacion discreta bien diferenciada. En este
caso, Punta Baja es la localidad en donde posiblemente se estén favoreciendo
reclutamientos locales. Punta Baja es la localidad con mayor numero de haplotipos
privados, los cuales en su gran mayoria indican ser de un origen reciente, por lo que
también se considera a esta localidad como una fuente de variacién haplotidica, ya que

comparte un mayor numero de haplotipos con otras localidades.

Por otro lado, La Chorera y las localidades del sur también tienen haplotipos privados con
altas frecuencias. Ambas localidades tienen bajas densidades de erizo por metro cuadrado,
pero altos valores de diversidad haplotidica. Ademas de presentar haplotipos mas
relacionados con el erizo rojo y los cuales se llegan a presentar como grupos especificos en

los cladogramas.



VIII. RECOMENDACIONES

Se debe considerar con particular cuidado para el manejo pesquero de la poblacion a las
localidades de Punta Baja, La Chorera y las localidades del sur (Isla Natividad, Punta
Rompiente y Bahia Tortugas), ya que probablemente dichas localidades sean favorecidas

por la alta ocurrencia de eventos locales de reclutamiento.

Asi también, se recomienda realizar un analisis posterior que comprenda la presencia de
diferentes cohortes en cada localidad, para ver observar la presencia de eventos locales de
reclutamiento. Y al mismo tiempo, incrementar el niumero de enzimas de restriccion

polimorficas para dar un mayor sustento en el analisis.

Finalmente, es importante considerar estudios de dispersion y asentamiento larval para
conocer mas sobre los eventos de reclutamiento de erizo morado que ocurren en las costas

de la peninsula de Baja California, México.
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APENDICE 1.

Protocolos de Extraccion de ADN.

La rehidratacion de las gonadas y las membranas peristomeales en alcohol concentrado al
70% se rehidrataron mediante lavados sucesivos en etanol al 50%, etanol 25%, agua
destilada y amortiguador TE pH 8.0 (0.1 M Tris, 0.001 M EDTA) y se congelaron a —70°C.
Los dos protocolos de extraccion de ADN que se emplearon para todas las muestras

tuvieron resultados similares.

1. Protocolo de extraccion de fenol-cloroformo.

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se colocaron entre 100-120 mg de tejido de goénada o
membrana peristomeal de erizo. Posteriormente, se anadié amortiguador de extraccion
(0.01 M Tris, 0.001 M EDTA pH 8.0, 0.1 M NaCl), SDS 0.1% y 0.25 mg Proteinasa K y se
dejo reposar durante 12 horas a temperatura ambiente (T° C) en un rotor. La purificacién
del DNA se efectud aislando la parte orgdnica con extracciones sucesivas con fenol-
cloroformo. Finalmente el DNA se precipito de la fase acuosa con isopropanol al 99% y el
exceso de sales removido con isopropanol al 30%. E1 ADN obtenido se resuspendio en TE
ph 8.0 y su concentracion fue determinada por medio de corrimiento electroforético (geles
de agarosa al 0.7%. 100 volts por 30 min) contra concentraciones estindar de DNA.
Finalmente las muestras de ADN fueron diluidas para homogenizar la concentraciéon (15-30

ng por microlitro).



2. Protocolo de extraccion de sales

Para el caso del protocolo de extraccion de sales también se colocaron entre 100-120 mg de
tejido de gonada o membrana peristomeal de erizo en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Asi
también se agregd amortiguador de extraccion (0.2 M Tris, 0.025 M EDTA, 0.25 M NaCl,
0.5% SDS, 2% CTAB, 0.1% PVPP, 0.2% B-mercaptoetanol) durante 20 minutos a 65°C.
Transcurrido el tiempo, se agregd 0.5 mM de LiCl y se dejo reposar durante 2 min a T°C
ambiente. De la mezcla obtenida se tomd 1 ml del sobrenadante y se realizd6 una
purificacion 1:1 de cloroformo isoamil alcohol 1:24. Finalmente el ADN se precipit6 de la
fase acuosa con isopropanol al 99% y el exceso de sales removido con isopropanol al 30%.
También en este protocolo el ADN se resuspendié en TE ph 8.0 y su concentracién fue
determinada por medio de corrimiento electroforético (geles de agarosa 0.7%, 100 volts, 30
min) contra concentraciones estandar de ADN. Finalmente las muestras de DNA fueron

diluidas para homogenizar la concentracion (15-30 ng por microlitro).
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