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Resumen de la tesis que presenta Erick Bolaiios Duran como requisito parcial para la obtencién del grado
de Maestro en Ciencias en Ecologia Marina.

Estructura y diversidad genéticas de la estrella de mar Corona de Espinas (Acanthaster cf. solaris) en el
Golfo de California

Resumen aprobado por:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares Dr. David Arturo Paz Garcia
Co-director de tesis Co-director de tesis

Los outbreaks de las estrellas de mar “corona de espinas” (Acanthaster cf. solaris, COTS) son consideradas
unas de las mayores amenazas ecolégicas para los arrecifes de coral en el Indo-Pacifico, debido a las altas
tasas de depredacidn sobre los corales escleractinios. En el Pacifico mexicano, se registré el primer
outbreak de esta estrella en la Isla Espiritu Santo al sur del Golfo de California (GC) en el 2017. Dados los
impactos ecoldgicos de dichos eventos sobre los sistemas arrecifales coralinos, es importante conocer el
origen de las estrellas que lo conformaron. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue analizar la
diversidad y estructura genéticas de A. cf. solaris en el GC con el fin de reconocer la existencia de una o
mas poblaciones, identificar los sitios de origen de los organismos que formaron el outbreak que ocurrié
en 2017 y explorar por primera vez en México los procesos filogeograficos que han moldeado la
variabilidad genética de la especie. Para esto, se amplificaron la regién control (RC) y el gen citocromo
oxidasa subunidad 1 (COI) del genoma mitocondrial de 164 individuos recolectados en tres regiones del
Golfo de California (Centro, Peninsular Central y Peninsular Sur) y de la Isla Clarién (Archipiélago de
Revillagigedo). Para la RC y el gen COI, se identificaron 65 (n = 114) y 10 (n = 10) haplotipos,
respectivamente. La diversidad haplotipica de la RC fue alta (RC: 0.97840.006) en todas las regiones del
GC. Se observd una diferenciacién genética entre las COTS analizadas en el drea de estudio (st =0.09,
p=0.02) donde las estrellas de ICLA fueron las que presentaron mayor diferenciacién genética. Dentro del
GC se observd una homogeneidad genética, la cual puede atribuirse a una alta capacidad de dispersion
larvaria a través del GC. No se identificé una diferenciacion genética entre las estrellas del outbreak (n=65)
con respecto a los de otros sitios del GC (n=45), indicando que las estrellas que formaron dicho evento
representan una fraccidon de una poblacién panmictica. Se identificaron dos linajes mitocondriales de A.
cf. solaris dentro del GC. De acuerdo con los anadlisis filogenéticos, los dos linajes divergieron
alopatricamente por la distancia que separa las cuencas oceanograficas (GC, Pacifico central y occidental).
Posteriormente un posible contacto secundario con COTS descendientes de estrellas que se encontraban
en la Polinesia Francesa provocd la mezcla de linajes observado en este estudio. Ademas, ambos linajes
presentaron signos de expansién demografica histérica en el GC, posiblemente después del Ultimo
Maximo Glaciar cuando surgieron habitats para las COTS.
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Abstract of the thesis presented by Erick Bolafios Duran as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Marine Ecology.

Genetic structure and diversity of crown-of-thorns starfish (Acanthaster cf. solaris) in the Gulf of

California
Abstract approved by:
Dr. Axayacatl Rocha Olivares Dr. David Arturo Paz Garcia
Co-director de tesis Co-director de tesis

Outbreaks of crown-of-thorns starfish (Acanthaster cf. solaris, COTS) are considered one of the greatest
ecological threats to coral reefs in the Indo-Pacific, due to the high rates of predation on scleractinian
corals. In the Mexican Pacific, the first outbreak of this star was recorded on Espiritu Santo Island in the
southern Gulf of California (GC) in 2017. Given the ecological impacts of these events on the coral reef
systems, it is important to know the origin of the stars that formed it. Therefore, the objective of this study
was to analyze the genetic diversity and structure of A. cf. solaris in the GC, in order to recognize the
existence of one or more populations, identify the sites of origin of the organisms that formed the
outbreak that occurred in 2017 and explore for the first time in Mexico the phylogeographic processes
that have shaped the genetic variability of this specie. For this, the control region (RC) and the cytochrome
oxidase subunit 1 (COI) gene of the mitochondrial genome were amplified of 164 individuals collected in
three regions of the Gulf of California (Central, Central Peninsular and South Peninsular) and Clarién Island
(Revillagigedo Archipelago). For CR and the COIl gene, 65 (n = 114) and 10 (n = 10) haplotypes were
identified, respectively. The haplotype diversity of the CR was high (CR: 0.978 + 0.006) in all regions of the
GC. A genetic differentiation was observed between the COTS analyzed in the study area (ST =0.09, p =
0.02) where the starfish of ICLA were the ones that presented greater genetic differentiation. In the CG a
genetic homogeneity was observed, which can be attributed to a high larval dispersal capacity through the
GC. A genetic differentiation was not identified between the starfish of the outbreak (n = 65) with
individuals of other sites in the CG (n = 45), indicating that the COTS that formed the outbreak represent
a fraction of a panmictic population. Two mitochondrial lineages of A. cf. solaris inside the GC were
identified. According to the phylogenetic analyzes, the two lineages diverged allopatrically by the distance
that separates the oceanographic basins (GC, central and western Pacific), then a possible recent
secondary contact of COTS from French Polynesia in the GC, which caused the mixture of lineages observed
in this studio. In addition, both lineages showed signs of historical demographic expansion in the GC,
possibly after the Last Glacial Maximum when habitats were emerged for COTS.

Keywords: mtDNA; outbreak; genetic homogeneity; demographic expansion; phylogeography
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Capitulo 1. Introduccion

En la actualidad uno de los ecosistemas mas vulnerables son los arrecifes de coral, dichos ecosistemas se
encuentran en declive debido a impactos por la actividad humana y por casusas naturales (De’ath et al.,
2012; Hughes et al., 2017). Por ejemplo, la eutrofizacion en dichos ecosistemas ocasionada por las
descargas de aguas residuales al océano (Lapointe et al., 2019), el aumento de la temperatura superficial
que induce el blanqueamiento de corales zooxantelados (Hughes et al., 2018), o el incremento rapido en
la abundancia de diversas especies coralivoras que causan pérdidas masivas de corales hermatipicos. Es
por ello que comprender la ecologia de las especies coralivoras es importante para reconocer el estado de

salud de los ecosistemas de arrecifes de coral (Rice et al., 2019).

El grupo de los coralivoros esta conformado por especies de diferentes taxa, como peces, moluscos,
anélidos y equinodermos (Rice et al., 2019). Dichas especies pueden inhibir el crecimiento y la
reproduccion sexual de los corales escleractinios, debido a la remocidn de su tejido y/o esqueleto (Henry
y Hart, 2005). Algunas especies ocasionan mortalidades masivas, provocando disturbios ecoldgicos en los
ecosistemas coralinos, por lo que son consideradas como uno de los principales estresores naturales de

los corales formadores de arrecife (Kayal et al., 2012; Saponari et al., 2018; Rice et al., 2019).

Una especie coralivora a la que se ha prestado mayor atencidn es la estrella de mar Acanthaster cf. solaris,
mejor conocida como “corona de espinas” o COTS (por sus siglas en inglés crown of thorns starfish)
(Birkeland 1989). Esta especie normalmente se encuentra en densidades poblacionales menores a 1 ind
hay no representa un peligro para los ecosistemas arrecifales (Uthicke et al., 2009; Pratchett et al, 2017).
No obstante, ocasionalmente experimentan pulsos de incremento en su densidad poblacional, fendmeno
conocido como “outbreak” en inglés o explosion demografica (Birkeland y Lucas, 1990; Uthicke et al., 2009;
Pratchett et al.,2014). En dichos eventos, las poblaciones pueden aumentar hasta 100 ind haen un lapso
de unoy dos afios (Birkeland y Lucas, 1990; Pratchett et al., 2014). Durante este tiempo las COTS presentan
altas tasas de depredaciéon sobre los corales escleractinios, disminuyendo significativamente sus
poblaciones (De’ath et al., 2012). Lo anterior ocasiona un desequilibrio en la ecologia de los arrecifes de
coral, llegando a cambios extremos conocidos como cambios de fase, en los que un arrecife coralino puede
pasar de ser dominado por corales escleractinios a ser dominado por corales blandos y macroalgas, lo que
dificulta su recuperacién posterior al disturbio (Pratchett 2010). Por tanto, las COTS son consideradas uno
de los agentes de disturbio ecolégico mas importantes en arrecifes coralinos en el Indo-Pacifico (Moran

1986).
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Las COTS se distribuyen en el Pacifico Oriental desde el Golfo de California e Islas Revillagigedo en México,
islas Clipperton, Costa Rica, Panam3, hasta las costas de Colombia y Ecuador (Reyes-Bonilla et al., 2005;
Luna-Salguero y Reyes-Bonilla, 2010; Zapata et al., 2017). Mientras que en el Pacifico Occidental se ha
documentado en Japdn hasta la Polinesia Francesa y Australia, donde se han observado con mayor
frecuencia la presencia de los outbreaks (Yasuda et al., 2009; De’ath et al., 2012; Kayal et al.,2012). En
estos lugares donde se ha realizado investigacion por mds de 30 afios aln no se comprenden los
mecanismos desencadenantes de la formacion de los outbreaks (Pratchett et al., 2017). Una pregunta
particularmente relevante para el entendimiento de la formacidn de los outbreaks es: éCudl es el origen

geografico de los organismos responsable de dichos eventos?

Para entender el origen geografico de los individuos que formaron los outbreaks, es necesario comprender
la propagacion de las COTS entre sitios, ya sea via dispersion larvaria o por movimiento de estrellas adultas.
Sin embargo lo anterior es complicado de observar directamente en campo, por tal motivo se han
empleado métodos indirectos, como el uso de herramientas moleculares (Yasuda et al., 2009; Timmers et
al.,, 2012; Harrison et al., 2017). Esto se debe a que dichas herramientas ayudan a inferir la relacion
genética entre poblaciones discretas, lo que permite identificar el origen de organismos que forman los
outbreaks y sus rutas de dispersion (Blacket et al., 2017; Harrison et al., 2017; Van De Vossenberg et al.,

2019).

En general, las especies marinas bentdnicas con un estado larvario meroplacténico y capacidad de
dispersion mediante procesos oceanograficos (corrientes y remolinos de mesoescala), suelen carecer de
estructura genética (Cowen y Sponaugle, 2009; Hellberg 2009). Esto se debe a que sus poblaciones
presentan altas tasas de flujo genético y dados a sus grandes tamafios efectivos entre poblaciones, un bajo
efecto de la deriva génica (cambio en las frecuencias alélicas por eventos azarosos) provocando
homogeneizacidn genética. Por el contrario, la existencia de algun tipo de barrera geogrifica, de un alto
efecto de deriva génica y de bajos niveles de flujo génico provoca que cada poblacidn diverja y se

establezcan linajes evolutivos distintos (Hellberg et al.,2002; Hellberg 2009).

En especies bentdnicas como las COTS, es importante identificar las posibles barreras geograficas que han
moldeado la distribucion de la diversidad genética (Vogler et al., 2013; Yasuda et al., 2014). Ya que dicha
informacidn es necesaria para entender los procesos evolutivos, asi como también reconocer la influencia

de las barreras geograficas del pasado y presente sobre el flujo de genes de la especie (Hellberg 2007).
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Las secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt) son ampliamente utilizadas, para andlisis filogeograficos y
de genética de poblaciones (Avise 2002). Gracias a que son facilmente amplificables mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction). Ademas, se han
utilizado con éxito para el andlisis de la diversidad genética de las poblaciones de las COTS (Timmer et al.,

2012; Vogler et al., 2013).

Para los metazoarios el ADNmt tiene un tamafio de 15 a 17 kb. Es una molécula circular de doble cadena
que codifica 37 genes, de los cuales 22 codifican ARNs de transferencia (ARNt), 2 ARN ribosomales (ARNTr),
y 13 codifican proteinas. Ademads, presenta una regidon no codificante de alrededor de 1000 pb
denominada region control (Lunt et al., 1998). Las propiedades mas interesantes del ADNmt para el
estudio de genética de poblaciones en animales son: su herencia generalmente matrilineal, su alta tasa de
sustitucidn a nivel de secuencias nucleotidicas, nula recombinacién y su alta variaciéon intraespecifica. Estas
propiedades hacen posible trazar historias filogeograficas, inferir los cambios demograficos histdricos y
vias de dispersion entre especies (Hellberg et al., 2002). Por ejemplo, con secuencias de ADN mitocondrial
del gen de citocromo oxidasa subunidad 1 (COI) se identificé que el género Acanthaster se trataba de un
complejo de especies compuesto por cuatro linajes altamente divergentes, donde A. cf. solaris comprende
el linaje del Pacifico (Vogler et al., 2008). Mientras que con la regidn control (RC), un marcador con mayor
tasa mutacional ha ayudado a distinguir poblaciones de COTS diferenciadas genéticamente en el océano
Pacifico, lo que indica que el linaje de A. cf. solaris es mas estructurado de lo que se pensaba (Timmers et
al., 2012; Vogler et al., 2013). Esto permitio identificar las posibles fuentes de individuos que conformaron
los outbreaks en esa zona, asi como también las posibles vias de dispersion de la especie entre regiones

oceanograficas en el Pacifico (Timmers et al., 2011; 2012; Vogler et al., 2013).

La investigacion en COTS usando marcadores moleculares solo se han centrado en identificar poblaciones
presentes en las costas occidentales (Yasuda et al, 2009) y de las islas al centro en el océano Pacifico
(Timmers et al., 2012; Vogler et al., 2013; Yasuda et al., 2014). Sin embargo, hay un vacio de conocimiento
sobre la diversidad genética en las COTS presentes en el Pacifico oriental. Los analisis moleculares en 14
individuos de Panama y Costa Rica indican que estan estructuradas genéticamente con respecto al resto
de las poblaciones del Pacifico, pero comparten haplotipo con COTS del Pacifico occidental (Vogler et al.,
2013). Debido al bajo nimero de individuos analizados, tres revisiones cientificas de la especie han hecho
hincapié en obtener mas informacién en la genética de las poblaciones presentes en el Pacifico oriental
(Haszprunar y Spies, 2014; Haszprunar et al., 2017; Pratchett et al., 2017), como, por ejemplo, en costas

mexicanas donde se distribuye esta especie.
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En México, A. cf. solaris se distribuye en las Islas Revillagigedo, el Pacifico central mexicano y en el Golfo
de California (GC) (Honey-Escandon et al., 2008; Luna-Salguero y Reyes-Bonilla, 2010; Hermosillo-Nuiez
et al., 2015; Padilla-Pérez et al., 2017). Sin embargo, son pocos los trabajos que se dedican a describir la
ecologia y la genética de poblaciones de la especie y la mayoria de los estudios son menciones breves
acerca de su abundancia en el Pacifico mexicano. Por lo tanto, entender la distribucién de su diversidad
genética es necesario para comprender los procesos evolutivos de dicha especie dentro del GCy en todo
el Pacifico. Ademas, en México las COTS han recibido poca atencidn cientifica ya que normalmente se
encuentra en densidades poblacionales menores a 1 ind ha? y no representan una amenaza para las
comunidades coralinas (Reyes-Bonilla et al., 2005, Luna-Salguero y Reyes- Bonilla, 2010). No obstante,
recientemente se reportd el primer outbreak en el Pacifico mexicano y se presentd en el GC,
especificamente en la Isla Espiritu Santo, La Paz, Baja California Sur (Rodriguez-Vilalobos y Ayala-Bocos,
2018). Sin embargo, al ser un hecho reciente poco se conoce sobre los factores que promovieron que las
estrellas formaran este evento. El uso de marcadores moleculares podria ayudar a identificar el origen

geografico de las COTS que ocasionaron dicho evento.

Por lo anterior, en este estudio se utilizaron marcadores mitocondriales con el fin de identificar el origen
del outbreak registrado en la Isla Espiritu Santo, La Paz, Baja California Sur. Especificamente, se analizaron
los niveles de diversidad y estructuracién genéticas para estimar el origen geografico de los organismos y
para inferir la historia demografica de la especie A. cf. solaris. Adicionalmente se realizé un andlisis
filogenético integrativo para comprender las relaciones evolutivas de las COTS del GC con otras del océano

Pacifico.

1.1 Biologia de Acanthaster cf. solaris

La COTS estan asociadas a arrecifes coralinos y pueden habitar en zonas rocosas en el Pacifico oriental
(Reyes-Bonilla y Calderon-Aguilera, 1999). Se ha observado que en el Indo-Pacifico se alimentan
principalmente de corales del género Acropora, Pocillopora, Porites (Moran 1986; Pratchett 2001).
Mientras que, en el Pacifico oriental, por la baja cobertura coralina, su dieta es mas generalista al

alimentarse también de algas (calcareas, tapetes y frondosas) (Hernandez-Morales 2018).

El ciclo de vida de las COTS consiste en un estadio adulto bentdnico y un estadio larvario meroplancténico

(Figura 1). Las COTS adultas presentan alta fertilizaciéon y su desove es sincrénico, donde el éxito
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reproductivo depende de la cercania entre hembras y machos durante esta actividad (Babcock et al.,
1994). Los huevos fertilizados se desarrollan en la columna de agua y la duracién del estado larvario
planténico es de aproximadamente 14 dias hasta 6 semanas (Yamaguchi 1973). Posteriormente, se
asientan sobre los arrecifes de coral, en donde llevan a cabo la metamorfosis a estado juvenil logrando

alcanzar 14 cm de largo en aproximadamente dos afios (Moran 1986).

Figura 1. Esquema del ciclo de vida de A. cf. solaris (modificado de Pratchett et al., 2014). Los colores indican los
diferentes procesos del ciclo de vida de las COTS. Verde: ecologia de adultos y desove masivo en la zona bentdnica.
Naranja: Fertilizacién y embriogénesis en la zona peldgica. Azul: desarrollo de la larva pelagica. Amarillo: proceso de
post asentamiento.

Aun se desconoce si las COTS tienen varios eventos de desove o si s6lo presentan un evento por afno
(Pratchett et al., 2014). Se conoce que una hembra puede desovar hasta 60 millones de huevos en cada
evento de desove (Birkeland y Lucas, 1990). Ademds, se ha observado que dicho evento varia
geograficamente, causado por respuestas al ambiente. En zonas de altas latitudes como Hawaii, las COTS
desovan cuando la temperatura de la superficie del mar comienza a aumentar. Mientras que en lugares
como la Gran Barrera de Coral (GBC) Australiana hay una tendencia a que el desove ocurra cuando la

temperatura llega a los 26 °C (revisado por Pratchett et al., 2014).

En cuanto a los outbreaks de las COTS, se sabe que un primer evento se puede formar a partir de un evento

de reclutamiento masivo o simplemente de la acumulacién de estrellas de mar de multiples cohortes de
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lugares cercanos al evento (Pratchett 2005; Pratchett et al.,, 2014). Lo anterior, se observé en la Isla
Lagarto, Australia, donde las estrellas que formaron un primer outbreak presentaban un didmetro de entre
11 cm a 60 cm, lo que indica que pertenecen a diferentes cohortes. Ademas, a pesar de que no se pudo
identificar la fuente de los reclutas, el autor considera que pueden ser parte de la progenie de COTS adultos

gue se encuentran en alrededores de la isla (Pratchett 2005).

1.2 Estudios genéticos del género Acanthaster en el Pacifico

Los estudios genéticos han sido importantes para el entendimiento de las relaciones filogenéticas, el
potencial dispersivo larvario y los eventos demograficos histéricos de las COTS en el Indo-Pacifico. Por
ejemplo, en el océano Indico se identificaron tres clados que pertenecen a las especies A. planci, A.
mauritiensis y Acanthaster sp. en el mar rojo (amarillo, azul y rojo, respectivamente en la figura 2) y un
clado en el océano Pacifico A. solaris (verde en la figura 2) mediante el gen COIl del ADNmt (Vogler et al.,
2008; Haszprunar et al., 2017). Los cuales se estima que divergieron hace 3.65 y 1.65 millones de afios a

finales del Plioceno y principios del Pleistoceno (Vogler et al., 2008).

® & ®

Figura 2. Distribucion geografica de 4 clados de Acanthaster identificados mediante el gen COI (modificado de Vogler
et al., 2008). Los colores de las graficas circulares representan cada uno de los clados. Verde= océano Pacifico (A.
solaris), amarillo= norte del océano indico (A. planci), azul= sur del océano indico (A. mauritiensis) y rojo= Mar Rojo
(Acanthaster sp.).

Con la ayuda de marcadores moleculares mitocondriales se han inferido los eventos demograficos
historicos de las poblaciones de COTS en el Indo-Pacifico. Donde una baja diversidad haplotipica, podria

indicar un evento de cuello de botella reciente, provocado por eventos de colonizacién hacia sitios
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periféricos de la distribucion de las COTS (Vogler et al., 2013; Liggins et al., 2014). Mientras que la alta
variabilidad haplotipica se atribuye a eventos de expansion demografica histérica posterior a eventos

cuello de botella (Vogler et al., 2013).

La alta variabilidad en la RC del ADNmt ha permitido realizar analisis filogeograficos y de diferenciacion
genética en poblaciones de A. cf. solaris (Timmers et al., 2012; Vogler et al., 2013; Yasuda et al., 2014). En
dichos estudios, se han identificado poblaciones discretas de COTS entre regiones oceanograficas del
Pacifico (Pacifico occidental, Pacifico central, Pacifico oriental, Hawaii) (Timmers et al. 2012; Vogler et al.
2013). Las poblaciones de los sitios mas lejanos (Polinesia Francesa, Hawaii y Pacifico oriental) presentaron
mayor diferenciaciéon genética, siguiendo un patrén de aislamiento por distancia (Yasuda et al., 2009;
Timmers et al., 2012; Vogler et al., 2013). Ademds, las COTS de Hawaii y la Polinesia Francesa son las mas
divergentes y no presentan flujo de genes con otras poblaciones del Pacifico Occidental (Yasuda et al.,
2009; Timmers et al., 2012; Vogler et al., 2013; Yasuda et al., 2014). Se ha propuesto que dicho aislamiento
se debe a los patrones histdricos de circulacién de corrientes en el océano Pacifico y por la Barrera del
Pacifico Orientan (BPO), que no permite el flujo de genes entre las poblaciones de COTS (Vogler et al.,

2013).

Andlisis realizados con microsatélites y la RC han evidenciado homogeneidad genética entre poblaciones
de COTS que se encuentran separadas a escalas menores a 1000 km (Yasuda et al., 2009; Vogler et al.,
2013; Tusso et al., 2016; Harrison et al., 2017). Lo cual refleja el potencial dispersivo de la especie en
regiones separadas a menor escala, por ejemplo, las COTS ubicadas en el archipiélago de Hawaii (Timmers
et al., 2011). Ademas, la dispersion larvaria a través de las corrientes marinas, la durabilidad de la larva
pelagica y una dispersién de tipo stepping stone, ayudarian al flujo genético de las COTS, disminuyendo el
efecto de la deriva génica (Yasuda et al., 2014; Tusso et al., 2016). A pesar del potencial dispersivo que
tiene la especie, también se ha reportado diferenciacién genética entre poblaciones de COTS separados
por distancias cortas utilizando la RC y microsatélites. Por ejemplo, las COTS de la isla Tahiti en la Polinesia
Francesa presentaron diferenciacién genética con poblaciones de estrellas separadas por 1.5km y 3.6km
(Yasuda et al. 2014). El mismo patrdn se observé en el Atolén Pearl y Helmes, donde las COTS de la laguna
del atoldén se diferenciaron genéticamente de poblaciones de estrellas separadas por menos de 10km

(Timmers et al., 2012).

Se han utilizado estudios genéticos para conocer la ubicacién de las poblaciones fuente de COTS que
forman el primer outbreak (Benzie y Stoddart, 1992; Timmers et al., 2012; Harrison et al., 2017). Si hay

evidencia de una estructuracion genética se podria determinar la poblacidon fuente de estrellas que
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conforman un outbreak (Timmers et al., 2012). En este caso, si los organismos del evento y estrellas de
mar que pertenecen a una regidn en especifico comparten un grupo genético Unico, la interpretacidn seria
que hay evidencia de una relacién fuente-outbreak (Geller et al., 2010; Harrison et al., 2017). Por el
contrario, si existe baja estructuracidén genética entre muestras tomadas de diferentes sitios, indicaria que
los individuos que dieron origen a dicho evento pueden venir de cualquiera de las zonas muestreadas
(Yasuda et al., 2014; Harrison et al., 2017). Por ejemplo, en un estudio para conocer la poblacion fuente
de A.cf. solaris que formaron un primer evento de outbreak en 13 arrecifes del GBC, se observd nula
estructuracion genética (G’ST = -0.001; p = 0.948), por lo que no fue posible localizar el origen de las COTS
que formaron dicho fenémeno. La explicacidn mas parsimoniosa a este resultado es que el outbreak se

formé a partir de individuos de una poblacién genéticamente homogénea (Harrison et al., 2017).

Finalmente, si los organismos que conforman un outbreak cuentan con una menor diversidad haplotipica
que la de los individuos circundantes con densidad demografica estable, la inferencia seria que se trata de
un evento fundador por un nimero limitado de organismos. Por el contrario, si la diversidad haplotipica
es mayor en los organismos que conforman el outbreak, sugeriria que esta formada por individuos de una
variedad de fuentes locales genéticamente diferenciadas y los organismos se estarian mezclando para

formar dicho evento (Timmers et al., 2012).

1.3 Estudios de estructura genética y filogeografia en el Golfo de California

Se han llevado a cabo estudios utilizando marcadores moleculares para evaluar la filogeografia y estructura
genética en poblaciones de especies marinas costeras del GC. Estos trabajos han sido importantes para la
compresion indirecta de la dispersién larvaria de especies marinas con estadios larvarios meroplactdnicos
(Riginos, 2005; Hurtado et al., 2007; Munguia-Vega et al., 2014). Por ejemplo, en algunas especies marinas
se ha identificado estructura genética ocasionada por patrones de conectividad genética espacialmente
asimétrica, como es el caso de Lutjanus peru. Donde la diferenciacidén genética observada se deberia a que
la dispersion larvaria estd fuertemente afectada por las corrientes ocasionadas por los remolinos

estacionales del GC (Munguia-Vega et al., 2018).

En el GC se ha observado diferenciacidn genética entre poblaciones de especies marinas, relacionado con
los eventos de vicarianza, el aislamiento por distancia y procesos oceanograficos que impiden la dispersion

larvaria dentro del GC. Por ejemplo, en cinco especies de peces asociados a arrecifes rocosos, presentaron
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diferenciacidon genética entre poblaciones de las regién norte y centro del GC (Riginos 2005). Esta
concordancia genealdgica con las regiones biogeograficas del GC se atribuye a un canal hipotético que
separé6 ambas regiones durante el Mioceno tardio al Pleistoceno medio (Bernardi et al., 2003).
Recientemente, utilizando 4,979 loci neutrales se observd la presencia de dos grupos poblaciones para el
gobio cabeza roja (Elacatinus puncticulatus) en el GC, donde la diferenciacidn genética entre sitios se debe
a aislamiento por distancia (Quintero-Grijalva 2020). Se ha reportado evidencia de una diferenciacion
genética en poblaciones de invertebrados marinos costeros (Hurtado et al., 2010; 2013). Como el caso de
los isépodos intermareales del género Ligia en los que se observé divergencia filogenética entre dos
linajes, uno correspondiente a individuos presentes al sur y otro perteneciente al norte del GC. Ademas,
dentro del clado mas surefio del GC se observaron diferentes linajes como resultado de eventos de
vicarianza que ocurrieron por la separacion de la region del cabo de la peninsula del GC (Hurtado et al.,

2010).

1.4 Diversidad genética de equinodermos en el Golfo de California

El GC presenta una alta diversidad y abundancia de equinodermos (Solis-Marin et al., 2014). Sin embargo,
poco se conoce acerca del estado de diversidad genética de dichas especies. Un estudio sobre el pepino
de mar (Isostichopus fuscus) en el GC, reveld la existencia de una posible poblacién panmictica mediante
el andlisis de 16 loci de microsatélites en muestras colectadas entre Bahia de los Angeles y San Felipe

(Ochoa-Chavez et al., 2018).

No se ha realizado ningun trabajo sobre la diversidad genética de A. cf. solaris en el GC. No obstante, un
analisis filogenético del gen COI reveld que los individuos de dicho lugar pertenecen al clado del Pacifico
(Hernandez-Morales, 2018). Por esta razén, en el presente trabajo se propone realizar un anilisis
filogenético con un marcador molecular con mayor tasa de mutacién, lo que permitird tener mayor

afinidad en las relaciones filogenéticas de la especie en un contexto del océano Pacifico.

1.5 Justificacion

Los outbreaks espordadicos de la especie A. cf. solaris causan una pérdida local de corales escleractinios.
Por lo que son consideradas como un factor natural que contribuye con la degradacién de los ecosistemas

de arrecifes de coral. En 2017, se registrd el primer outbreak de COTS en Pacifico mexicano y en el GC. Sin
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embargo, se desconoce si las COTS que conformaron el evento pertenecen Unicamente a la Isla Espiritu
Santo o bien esta constituido por migrantes de otros sitios del GC. Para comprender el evento de outbreak
de Acanthaster cf. solaris, primero es necesario identificar si existe una o mas poblaciones dentro del GC.
Los marcadores moleculares han permitido identificar poblaciones discretas de COTS en otras zonas del
océano Pacifico. Por lo que se planted utilizar dos marcadores mitocondriales con el objetivo principal de
analizar los niveles de diversidad y estructuracidn genéticas, para identificar el lugar de procedencia de las
COTS que conformaron el outbreak. Adicionalmente, dado que es una especie que es poco estudiada en
el GC es importante reconocer y explorar por primera vez los procesos histéricos que han moldeado la
variabilidad genética de las COTS dentro de dicho lugar. La informacién producida contribuird a mejorar
los planes de manejo y conservacién de los sistemas arrecifales habitados por esta estrella de mar dentro

del GC.

1.6 Hipoétesis

1. Debido a que las caracteristicas oceanograficas y eventos de vicarianza en el Golfo de California han
promovido una diferenciacién genética entre poblaciones de especies costeras, se espera encontrar

una estructuracion genética en A. cf. solaris.

2. La constitucidn genética de los individuos que participaron en el outbreak de Corralitos en la Isla
Espiritu Santo, La Paz, Baja California Sur, durante el 2017, permitira evaluar la procedencia de las

estrellas.

3. Los patrones de circulacién de las corrientes y las grandes distancias entre cuencas oceanograficas
pueden influir en el aislamiento de linajes genéticos de A. cf. solaris en el océano Pacifico. Se espera
encontrar diferencias en las relaciones filogenéticas en de las COTS en el GC con respecto a los linajes

genéticos de resto del Indo-Pacifico.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Analizar la diversidad y estructura genéticas de la estrella de mar Corona de Espinas (Acanthaster cf.

solaris) en el Golfo de California.

1.7.2 Objetivos especificos

Estimar la diversidad genética (haplotipica, nucleotidica, nimero de haplotipos y sitios

polimoérficos) de Acanthaster cf. solaris en el Golfo de California.

e Analizar los patrones filogeograficos de A. cf. solaris en el Golfo de California.

e Estimar el grado de diferenciacidon genética de Acanthaster cf. solaris dentro de las regiones del

Golfo de California y las estrellas provenientes del outbreak.

e Identificar el origen de los organismos de Acanthaster cf. solaris que conformaron el outbreak en

la Isla Espiritu Santo en 2017 en el Golfo de California.

e Evaluar la historia demografica de Acanthaster cf. solaris en el Golfo de California.

e Analizar las relaciones filogenéticas de la especie A. cf. solaris en el Pacifico central.
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Capitulo 2 Materiales y métodos

2.1 Sitios de estudio y recoleccion de muestras

Para este trabajo, las muestras de A. cf. solaris se obtuvieron de 22 sitios del Golfo de California, desde la
zona de las Grandes Islas hasta la costa sur de la Bahia La Paz (Figura 3). La recolecta se realizé entre los
afos 2015 y 2016 mediante buceo autdénomo, durante los cruceros de investigacion “Estudio integrativo
de la biodiversidad y la conservacién del Golfo de California, bajo un enfoque de paisaje genético marino
y conectividad (Convenio FON.INST. 26/2016, Fondo Fronteras de la Ciencia-CONACYT). Mientras que,

para los afos 2017 y 2018, las muestras fueron recolectadas en diferentes zonas de Bahia de La Paz.

# o Islas
Océano Pacifico Kevikaglgadi
| @

0 200 400 km

Figura 3. Localizacién de los sitios de muestreo. Los puntos muestran los sitios de muestreo donde se colectaron
material bioldgico de A. cf. solaris. ISPM=lsla San Pedro Martir, ISPNB= Isla San Pedro Nolasco (La Bufadora), ISPNP=
Isla San Pedro Nolasco (Piramide), IT=Isla Tortuga, ISI= Isla San Idelfonso, ICOR= Isla Coronado, PE=Puerto Escondido,
SUB= Submarino, CAN= Candelero, IM= Isla Monserrat, ICA= Isla Catalana, ISM= Isla San Mateo, LA= Las danimas, ISJ=
Isla San José, PSG =Punta San Gabriel (Isla Espiritu Santo), CORR= Corralito (Isla Espiritu Santo), CSL=Canal de San
Lorenzo, CALE= Calerita, PD= Punta Diablo, IG= Isla Gaviotas, LC= Las cruces, ICS= Isla Cerralvo Sur, FAR= Faralldn,
ICLA= Islas Claridn (Islas de Revillagigedo).
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Un fragmento del brazo (2-8cm) de 181 individuos fue recolectado y preservado en etanol absoluto o en
solucion DMSO (Seutin et al., 1991), de los cuales 100 formaron parte de las estrellas que se encontraban
en el outbreak que se presentd en El Corralito, Isla Espiritu Santo en La Paz, Baja California Sur.
Adicionalmente, se utilizaron los brazos de 5 individuos recolectados en la Isla Claridn, de Las lIslas
Revillagigedo, con la finalidad ampliar la escala geografica. Dado a que en algunas localidades se recolectd
solo una estrella, se decidid agrupar sitios cercanos en regiones del GC para aumentar el tamafio de
muestra. Como resultado, los sitios de colecta se agruparon en cuatro regiones Golfo de California Central
(GCC), Peninsular central (PC), Peninsular sur (PS) y Sinaloa. Las 100 estrellas pertenecientes al outbreak
se consideraron como una muestra aparte para probar las hipdtesis pertinentes (Tabla 1). Dichos

agrupamientos fueron los utilizados para los analisis de diversidad y estructura genéticas.

Tabla 1. Numero de individuos analizados de A.cf solaris para su caracterizacion genética por region de colecta dentro
del GC.

Regiones n

Golfo de California Central (GCC) 9
Peninsular Central (PC) 29
Peninsular Sur (PS) 37
El Faralldn (Sinaloa) 1
Corralitos (outbreak) 100
Isla Clarion (ICLA) 5
Total 181

2.2 Trabajo de laboratorio
2.2.1 Extraccion de ADN

Para realizar la extraccién de ADN, se separaron los pies ambulacrales de los brazos pertenecientes a 181
individuos de A. cf. solaris (Tabla 11 del anexo). Dicho material bioldgico fue depositado en tubos de 2ml
y preservado en etanol al 96%. El aislamiento de ADN se realizé utilizando el kit de extraccién Dneasy Blood
& Tissue (QIAGEN®) siguiendo el protocolo del fabricante. Se visualizo la presencia y calidad del ADN en
geles de agarosa al 1% con redgel mediante la técnica de electroforesis. Finalmente, se cuantificé el ADN

extraido mediante espectrofotometria utilizando NanoDrop (Thermo Science, Madison, WI, USA).
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2.2.2 Amplificacidn y analisis de fragmentos de ADNmt

Se amplificaron los genes de COl y la RC del ADNmt mediante la técnica de PCR. Para el gen COl se utilizaron
los cebadores COTS_COI_F4734 (5-GCCTGAGCAGGAATGGTTGGAAC-3") y COTS_COI_R5433 (5'-
CGTGGGATATCATTCCAAATCCTGG-3’, Volger et al.,, 2008). Mientras que, para la RC se utilizaran los
cebadores COTS-ctrl-fwd (5-CAAAAGCTGACGGGTAAGCAA-3’) y COTS-ctrl-rvs (5-TAAGGAAGTTTGCGA-
CCTCGAT-3’, Timmers et al., 2011).

Las reacciones de PCR para amplificar el gen COI se llevaron a cabo con un volumen final de 15ul por
muestra, las cuales estuvieron compuestas de 1.5 pul de Buffer taq (1.5X), 0.9ul de MgCl, (3mM),0.45 pl de
dNTPs (0.3mM), 0.45 pl de cada cebador (1.8mM), 10.5ul de H,O milli-Q, 0.20 pl de Taq polimerasa (1U/
ul) y 1 ul de ADN (50 ng ull). El protocolo de amplificacidn fue el siguiente: un periodo inicial de 3 min a
95 °C, seguido de 35 ciclos de alineamiento (45s a 94°C, 45 s a 59°Cy 45 s a 72°C) y una extension final a
72°C por 5 min.

Para la RC del ADNmt, el volumen final de la reaccién fue de 15ul, que contenia 1.5ul de Buffer taq (1.5X),
0.6ul de MgClI2 (2mM),0.45 ul de dNTPs (0.3mM), 0.45 ul de cada cebador (1.8mM), 10.35ul de H,O milli-
Q, 0.20 pl de Taq polimerasa (1U pl?) y 1 pl de ADN (50 ng pl?). El protocolo de amplificacion fue 94°C a
3min para desnaturalizar, posteriormente se llevaron a cabo 35 ciclos para el alineamiento (94°C por 45 s,
50°C por 1min y 72°C por 45 s). Finalmente se llevd a cabo una extensién final a 72°C durante 5min. Los

productos de los PCR fueron visualizados con redgel en gel de agarosa al 1%.

Los productos de PCR amplificados fueron secuenciados por el método de Sanger en direccion reverse para
la RCy forward para el gen COI, en un ABI 3130XL de las instalaciones de la Universidad Estatal de Lousiana.
Las secuencias obtenidas fueron revisadas, editadas y alineadas utilizando el programa Codon-Code

Aligner.

2.3 Analisis de datos

2.3.1 Andlisis de la diversidad genética

Con el propésito de evaluar la diversidad genética de A. cf. solaris, se estimé el numero de haplotipos (H),
nimero de haplotipos Unicos (Hu), diversidad haplotipica (h), diversidad nucleotidica (m) y sitios

segregativos (S) en cada una de las regiones utilizando el programa DnaSP V 5.10.1 (Librado y Rozas, 2009).
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2.3.2 Andlisis filogeografico

Para comparar las relaciones evolutivas de las COTS a lo largo del Golfo de California, se realizé un andlisis
filogenético utilizando las secuencias obtenidas de COl y RC. Mediante el criterio de Inferencia bayesiana
se seleccionaron los modelos evolutivos que mejor se ajustaron a ambos genes, para ello se utilizd el
programa jModelTest V2.0 (Darriba et al., 2012) en el servidor CIPRES (Miller et al., 2010). Los modelos
evolutivos resultantes fueron HKY+G y K80, para la RC y el gen COI, respectivamente, los cuales se

utilizaron para los posteriores analisis.

Los andlisis filogenéticos de las COTS del GC e ICLA se realizaron de forma separada con el método de
inferencia bayesiana en el programa Mr. Bayes (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) en XSEDE V. 3.2.6 en el
servidor CIPRES (Miller et al., 2010) y ambos anlisis se enraizé con una secuencia de Acanthaster planci
(HE608359 para la RCy M174593 para el gen COl ). Las cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC por sus
siglas en inglés Markov Chain Monte Carlo) de los analisis consistieron en dos corridas independientes de
ocho cadenas con 10 000 000 de generaciones con una frecuencia de muestreo de 1000 generaciones. Se
descartaron el 50% de los arboles como fase de precalentamiento (burn-in) y el resto de los arboles con
una desviacidon estandar <0.001 se utilizaron para reconstruir el arbol consenso del andlisis filogenético.
Ademas, en el programa Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018) fue utilizado para visualizar si las MCMC de
cada analisis presentaron convergencia y si el tamafio de muestra efectiva (ESS por sus siglas en inglés
Effective Sample Size) fue mayor a 200. Finalmente, el arbol filogenético resultante fue visualizado en el

programa Figtree v. 1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para ilustrar la relacién entre haplotipos de A. cf. solaris y su distribucion a lo largo del Golfo de California,
se construyeron redes de haplotipos por gene en el programa Haploviewer (Salzburger et al., 2011). La
construccion de estas redes se basaron en las genealogias resultante de los drboles filogenéticos de

inferencia bayesiana (Salzburger et al., 2011).

2.3.3 Estructura genética

Para examinar si hay estructura poblacional jerarquica en A. cf. solaris dentro del GC, se realizé un andlisis
de diferenciacion genética, basado en un analisis de varianza molecular (AMOVA) para probar la hipdtesis
nula de homogeneidad genética entre las regiones del GC (GCC, PC, PS, Corralitos) e ICLA. El mismo analisis

se realizé utilizando como grupos separados a las estrellas presentes en el outbreak y COTS que no


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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pertenecieron al evento. Para ello se utilizd la matriz de distancias inter-haplotipicas basado en el modelo
de sustitucion nucleotidica de los haplotipos de la RC (HKY+G). Para estimar diferencias genéticas entre
regiones del GC e ICLA, se realizaron comparaciones pareadas de indices de fijacidon ¢s: andlogo al Fs. En
ambos casos, se probd la significancia estadistica utilizando 10,000 permutaciones y para las
comparaciones pareadas se ajustd la significancia estadistica utilizando la correccién de Bonferroni. Ambos

analisis se llevaron a cabo en el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

2.3.4 Historia demografica

Para evaluar la historia demografica de A. cf. solaris en el GC, se realizaron pruebas de neutralidad en la
RC. Dichos estimadores indican si las variaciones moleculares corresponden una reciente expansion
poblacional o se encuentran bajo neutralidad. Para lo anterior, se empled la prueba de D de Tajima (Tajima
1989), la cual consiste en la cuantificacion de las diferencias entre el valor 6 (basado en los sitios
segregativos en un grupo de secuencias) y 1. Si D resulta igual a cero, los loci se encontrarian bajo un
equilibrio neutro. Si D resulta ser negativa significaria que una poblacién podria haber presentado una
expansion demografica (Tajima 1989). También se estimo la prueba de neutralidad de Fs, la cual se basa
en la desviacién de la neutralidad bajo escenarios caracterizados por un exceso de alelos raros vy
mutaciones recientes. Donde los valores significativos y negativos de Fs indican un exceso de mutaciones
recientes y rechazan la hipétesis de estabilidad poblacional (Fu 1997). Finalmente, se estimé la prueba de
Rz el cual es considerado el mas robusto para tamafios de muestras pequefias y se basa en la diferencia
entre el nimero de mutaciones Unicas (singletons) y el promedio de diferencias nucleotidicas. Asi, bajo
modelo de expansién poblacional, dicho estimador presentaria valores bajos (Ramos-Onsins y Rozas,
2002). Para calcular las significancias estadisticas de los tres estimadores, se utilizaron simulaciones
coalescentes usando los sitios segregantes y 10,000 réplicas. Estas pruebas de neutralidad se llevaron a

cabo en el programa DnaSP V 6. (Librado y Rozas, 2009).

Con el fin de conocer los patrones de la demografia histérica de A. cf. solaris en el Golfo de California, se
realizd un andlisis de distribucidn de diferencias pareadas entre todas las secuencias de ADN mitocondrial
(Mismatch distribution), y se ajustaron a un a un modelo de expansion demogréfica y espacial. Estos
modelos permiten detectar el efecto de eventos demogréficos histdricos sobre la genética de las
poblaciones, dichos eventos dejan sefiales que se ven reflejadas en la forma olas (o diferencias modales)

en la distribucidon de las diferencias pareadas entre secuencias (Rogers y Harpending, 1992). De esta



17
manera, en ambos modelos una distribucién multimodal refleja una poblaciéon en equilibrio, por lo
contrario, una distribucion unimodal representa una poblacién que ha pasado por una expansion
demograéfica y espacial (Rogers y Harpending, 1992). Para probar estadisticamente los procesos de
expansion demografica y espacial, se utilizé una prueba de bondad de ajuste basado en las desviaciones
cuadradas (SSD) de los valores observados y simulados de diferencias pareadas entre secuencias, ademas
se estimo el indice “Raggedness” (Rag) (Harpending 1994). Estos andlisis se realizaron a partir de 10,000

re muestreos y se llevaron a cabo en el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Finalmente, para conocer los cambios en el tamafio efectivo de las COTS utilizadas para este trabajo a
través del tiempo bajo una aproximacién coalescente, se realizé un modelo Bayesiano bayesian skyline
plot con el programa BEAST v.2.6.2 (Bouckaert et al., 2014). Para la RC se utilizé el modelo de sustituciéon
HKY+G, donde la frecuencia de las bases fue establecida empiricamente. Dado que solo se ha estimado
previamente la tasa de sustitucidn del gen COIl en equinodermos (1.85x10° sustituciones por sitio por afio;
Lessios 2008; Vogler et al., 2012; Garcia-Cisneros et al., 2016); la tasa de sustitucion de la RC para el analisis
se estimd de la forma siguiente. En primera instancia, se calculé la razén de divergencias genéticas
promedio de las secuencias observadas de la RCy del gen COIl en los mismos organismos (dRC/dCOl). Bajo
la premisa de que la razén de distancias genéticas promedio debe ser equivalente a la razén de tasas de
sustitucién de ambos genes (dRC/dCOI = tRC/tCOIl, donde t son las tasas evolutivas o de sustitucion), se
estimo la tasa de sustitucion de la RC multiplicando la tasa publicada del gen COI por la razdn de distancias
genéticas promedio. De esa forma se calculd una tasa de sustitucién para la RC promedio de 1.57X107
sustituciones por sitio por afo. Para el analisis, se utilizd como reloj molecular estricto y se realizaron tres
corridas independientes de 30,000,000 de generaciones, donde los parametros y los arboles fueron
muestreados cada 1000 iteraciones y se hizo un precalentamiento burn-in de 25%. Los archivos de los
pardmetros y los arboles de las corridas fueron combinados en un solo archivo con el programa
LogCombiner 1.7.4 (Drummond y Rambaut, 2007), el cual fue visualizado en el programa Tracer 1.5.0 para
asegurarse de que todas las distribuciones previas y posteriores alcanzaran un ESS >200 y los pardmetros

calculados estuvieran estabilizados.

2.3.5 Andlisis filogenéticos de A. cf. solaris en el Pacifico

Se realizé un analisis filogenético de inferencia bayesiana utilizando las secuencias de RC de A. cf. solaris

del presente trabajo y con secuencias obtenidas en el banco de genes de estudios previos dentro del
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océano Pacifico (Tabla 12 del anexo). Se seleccioné el modelo de sustitucion nucleotidica TrN+I+G
mediante el método de inferencia bayesiana en jModelTest V2.0 (Darriba et al., 2012) en el servidor CIPRES
(Miller et al., 2010). El analisis filogenético se realizé en el programa Mr. Bayes (Ronquist y Huelsenbeck,
2003) en XSEDE V. 3.2.6 en el servidor CIPRES (Miller et al., 2010) y se enraiz6 con una secuencia de
Acanthaster planci. Las MCMC del andlisis consistieron en dos corridas independientes de ocho cadenas
con 30 000 000 de generaciones con una frecuencia de muestreo de 1000 generaciones. Se descartaron el
50% de los arboles como fase de burn-in y el resto de los arboles con una desviacidn estandar <0.01 se
utilizaron para reconstruir el arbol consenso del analisis filogenético. Ademas, en el programa Tracerv1.7.1
(Rambaut et al., 2018) se visualizé si las MMC de cada analisis presentaron convergencia y el ESS fuera
mayor a 200. Finalmente, el arbol filogenético y los valores de soporte estadistico fueron visualizados en

Figtree v. 1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Diversidad genética

Se aisld el ADN gendmico de 181 individuos de A. cf. solaris recolectados a lo largo del Golfo de California,
de los cuales se obtuvieron 147 secuencias de RC con una longitud de 585 pb. Posterior a la edicién, 114
secuencias de la RC presentes en 19 sitios fueron analizadas. En cuanto al gen COlI, las secuencias fueron
de una longitud de 630pb, donde solo se utilizd una submuestra de individuos (n= 50), debido a que se

observé una baja variabilidad genética en este gen.

Los genes mitocondriales presentaron niveles contrastantes de variacion genética (Tabla 13 del anexo).
Para la RC, se identificaron 94 sitios polimdrficos y 65 haplotipos donde 41 fueron Unicos, de los cuales se
obtuvo una diversidad haplotipica cercana a 1 (h=0.978; Figura 4A). Mientras que para el gen COI se
encontraron 10 sitios polimérficos, 10 haplotipos, de los cuales 6 fueron Unicos y presentd una baja
diversidad haplotipica (h=0.528), como también nucleotidica (Figura 4B). Por lo que los andlisis de las COTS

en el GC fueron realizados Unicamente con la RC.
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Figura 4. Comparacion de la diversidad genética de los marcadores moleculares amplificados. A, Diversidad
haplotipica (+DE). B, Diversidad nucleotidica (+DE). Cada barra representa el marcador molecular amplificado, las
lineas negras representan la desviacion estandar y el nimero de muestras se encuentra entre paréntesis.

La diversidad haplotipica (h= 0.98+ 0.006) y nucleotidica (= 0.02 + 0.002) de la RC en las COTS de toda el

area de estudio fue alta. De acuerdo con los andlisis, las estrellas de mar que pertenecen a cada una de las
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regiones del GC tienen niveles altos de diversidad haplotipica (Tabla 14 del anexo). Cabe mencionar que
los tamafios de muestra de la region GCC (n=6) e ICLA (n=4) son bajos y por lo tanto el valor de h fue igual
a 1. A pesar de ello, las regiones donde se obtuvieron mayor nimero de organismos (PC, PS) y en las
estrellas presentes en el outbreak (Corralitos), tuvieron valores de diversidad haplotipica cercanos a 1 (h
=0.94-0.99) (Figura 5A). Ademas, se observaron mayores valores de diversidad nucleotidica (m) en las
regiones donde se encontentaron estrellas que pertenecen a dos linajes mitocondriales identificados con
la RC (PC, PS, Corralitos e ICLA; ver abajo seccion 3.2), en comparacion de la region GCC donde se

identificaron valores bajos de diversidad nucleotidica (Figura 5B).
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Figura 5. Diversidad genética de la RC en las COTS de cada regién del Golfo de California. A, Diversidad haplotipica
(xDE). B, Diversidad nucleotidica (+DE). Cada barra representa una regién dentro del GC, las lineas amarillas
representan la desviancion estandar y el nimero de muestras se encuentra entre paréntesis.

3.2 Andlisis filogeografico

De acuerdo con los analisis filogenéticos y las redes de haplotipos, los individuos de A. cf. solaris analizados

en el GC pertenecen a dos linajes divergentes, sin un patrén geografico claro, donde el linaje 1 se encuentra
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en mayor abundancia que el linaje 2 (Figura 6A). La reconstruccion filogenética de la RC por inferencia
bayesiana resolvid con alto soporte estadistico la presencia de dos clados monofiléticos (Linaje 1 en rojoy
linaje 2 en cian, Figura 6B). Donde el primer clado estad apoyado por una probabilidad posterior (PP) del
100% y estd constituido por haplotipos distribuidos en todas las regiones del GC y un solo haplotipo
distribuido en la Isla Clarién. Asi mismo, este clado estd constituido por cuatro sub clados con moderado
soporte estadistico (PP>60%): uno basal presente en la regidén PS; un segundo clado presente en PCy PS;
un tercero que incluye solo un haplotipo correspondiente a PS; un cuarto que incluye haplotipos de todas
las regiones de la zona de estudio. El segundo clado se resolvié con un PP del 99% y Unicamente presentd

haplotipos distribuidos en las regiones de PC, PS e ICLA.
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Figura 6. Abundancia y ditribucidn de los dos linajes de A. cf. solaris en el GC (A) y arbol filogenético bayesiano
enraizado de los 65 haplotipos generados con la RC (B). Regiones: GCC, Golfo de California Central; PC, Peninsular
Central; PS, Peninsular Sur; ICLA, Isla Claridon.

La presencia de dos linajes también se observé en la red de haplotipos del gen COI con una separacién de
cinco mutaciones (Figura 14 del anexo). Ademas, los dos linajes descritos anteriormente también fueron

evidentes en la red de haplotipos de la RC, los cuales estan separados por 34 mutaciones (Figura 7). El
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primer linaje esta constituido por 53 haplotipos distribuidos en todas las regiones del GCy en la Isla Claridn,
donde 55% de los haplotipos de este grupo son Unicos. Los haplotipos de la region mas nortena del GC
(GCC) y del Farallon se encuentran Unicamente en este linaje, por lo tanto, el linaje 1 estd ampliamente
distribuido dentro del GC. El Hap_36 fue el unico haplotipo que se distribuyd en 3 regiones del GC (GCC,
PC, PS) y los haplotipos con mayor frecuencia fueron Hap_12 y Hap_20, que estuvieron presentes en 13 y
7 individuos respectivamente. El Hap_12 esta formado por 11 estrellas que pertenecen al outbreak y 2
distribuidos en la regiéon PC. Mientras que el Hap_20 esta constituido por 6 COTS del outbreak y una
estrella que se encontraba en la region PC (Figura 7). El segundo linaje estd compuesto por 12 haplotipos
de las regiones PS, PCy ICLA, donde el haplotipo mds dominante se encontré en 4 individuos de PS y RC.
Cabe resaltar, que 3 de los 4 haplotipos de ICLA se encuentran en el linaje 2 los cuales son Unicos, por lo
gue es mas probable encontrar haplotipos de este linaje al sur del GCy en ICLA (Figura 7). Finalmente, la
mayor proporcion de estrellas que participaron en la explosion demografica poseen haplotipos del primer

linaje (82% de los 41 haplotipos) (Figura 8).
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Figura 7. Red que muestra la genealogia de haplotipos de la RC en A. cf. solaris en las regiones del GC e ICLA. El
tamafio de los circulos representa la frecuencia de los haplotipos. Los pasos mutacionales entre haplotipos son
mostrados como puntos pequefios en la red. En colores se muestran las distintas regiones a las que pertenecen cada
uno de los haplotipos.
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Figura 8. Red que muestra la genealogia de haplotipos de la RC en A. cf. solaris. Estrellas que no pertenecieron al
outbreak (verde) y los que estan presentes en el outbreak (rojo). El tamafio de los circulos representa la frecuencia
de los haplotipos. Los pasos mutacionales entre haplotipos son mostrados como puntos pequefios en la red.
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3.3 Diferenciacion genética poblacional
3.3.1 Diferenciacion genética entre linajes

La comparacién de los dos linajes de A.cf. solaris encontrados en el GC, revelé una diferenciacidn
genética altamente significativa ($s:=0.92, p<0.001), donde la mayor variacidon genética fue explicada

entre los linajes con un 92.12% (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el marcador mitocondrial de la RC en A. cf. solaris, entre los
linajes encontrados de las COTS dentro del GC.

Fuente de Variacion gl Suma de Componentes de  Porcentaje de indices de fijacién
cuadrados variacion Variacion

Entre linaje 1y linaje 2

Entre linajes 1 1.385 0.042 92.12 st =0.92%**
Dentro de linajes 112 0.401 0.004 7.88
Total 113 1.786 0.050

Valores con significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

3.3.2 Diferenciacidn genética entre regiones

De acuerdo con el AMOVA realizado entre las regiones analizadas (GCC, PC, PS, Corralitos e ICLA), se
rechazé la hipotesis de panmixia. Por lo que hay evidencia de heterogeneidad genética en las COTS
analizadas dentro de la zona de estudio (¢st =0.09, p=0.02) donde el 9% de la variacién genética fue

explicado por las diferencias entre regiones (Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el marcador mitocondrial de la RC en A. cf. solaris, entre todas
las regiones.

s s Suma de Componentes de  Porcentajede . . e
Fuente de Variacion gl - ., Indices de fijacion
cuadrados variacion variacion
Entre todas las regiones del GC e ICLA
Entre regiones 4 0.162 0.001 9 st =0.09*
Dentro de regiones 108 1.619 1.015 91
Total 112 7.751 0.016

Valores con significancia estadistica, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Si bien en el AMOVA revela una heterogeneidad genética entre las COTS analizadas, las comparaciones

pareadas de los indices de fijacidn (¢s1) entre regiones no fueron significativas después de la correccién de
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Bonferroni (Tabla 4). Pese a ello, destacan los indices de fijacion de las COTS de ICLA con respecto a las
otras regiones del GC, ya que presentan los valores mayores (¢s=0.376-0.648), sin embargo, dichas

comparaciones no fueron significativas después la correccién de Bonferroni.

Tabla 4. indices de fijacidn (¢st) para las tres regiones del GC, Corralitos e ICLA, de la RC. Debajo de la diagonal los
valores pareados de ¢sty por encima de la diagonal los valores de p.

Regiones GCC (n=6) PC (n=17) PS (n=22) Corralitos (n=65) ICLA (n=4)
GCC - 0.23 0.50 0.12 0.02"

PC -0.008 - 0.75 0.46 0.02"

PS -0.021 -0.036 - 0.19 0.009"
Corralitos 0.046 -0.014 0.012 - 0.020"™
ICLA 0.648 0.480 0.562 0.376 -

ns= Valores no significativos después de la correccion de Bonferroni.

3.3.3 Diferenciacion genética entre regiones del linaje 1

No se encontraron diferencias significativas entre las COTS del linajel en las distintas regiones GCC, PC, PS
y Corralitos (ST =-0.002, p= 0.48), (Tabla 15 del anexo), por lo que se aceptd la hipdtesis nula de panmixia
en las COTS del linajel en el GC. Ademas, las comparaciones pareadas de los indices de fijacion (¢sr) indican
que las COTS del linaje 1 en las cuatro regiones dentro del GC no estan diferenciados genéticamente (Tabla
16 del anexo). Por lo que tampoco hay evidencia de la existencia de poblaciones discretas de COTS de

dicho linaje dentro del GC.

3.3.4 Diferenciacion genética entre el outbreak y estrellas circundantes dentro del GC con
densidad poblacional estable

En cuanto al AMOVA que compara el grupo de las COTS que conformaron el outbreak (Corralitos) contra
el grupo de las estrellas circundantes dentro del GC con densidad poblacional estable (GCC, PCy PS), no
tuvieron diferencias genéticas (¢dcr = 0.050, p=0.25) (Tabla 5). También, se aceptd la hipdtesis nula de
panmixia entre las regiones (Corralitos, GCC, PC, PS) dentro de los grupos asignados (¢psc=- 0.041, p=0.56).
Estos resultados indican que las estrellas que se encuentran en el outbreak son una fraccidon de una

poblacién panmictica presente en el GC.
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Tabla 5. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el marcador mitocondrial de la RC en A. cf. solaris, entre las
COTS presentes en el outbreak vs individuos de otras regiones que no estuvieron en el evento

Suma de Componentes de

Fuente de Variacién e ..
cuadrados variacion

Porcentaje de Variacion

Entre las COTS presentes en el outbreak vs estrellas circundantes dentro del GC con densidad poblacional
estable

Entre grupos 1 0.032 0.0007 5 ¢cr=0.050
Entre regiones dentro de 2 0.014 -0.0006 -3.91 bsc=-0.041
grupos

Dentro de regiones 105 1.541 0.015 98.91 st =0.015
Total 108 1.588 0.015

Valores con significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

3.4 Historia demografica

Considerando la presencia de dos linajes en la zona de estudio, se prosiguio a realizar los analisis de historia
demogréfica para cada uno por separado. La mayoria de las pruebas indican que ambos linajes
presentaron signos de expansion demografica. Para el linaje 1 todas las pruebas de neutralidad fueron
significativas indicando que han pasado por un proceso de expansion poblacional demogréfica (Tabla 6).
En cuanto al linaje 2, las pruebas de neutralidad de Fs y R, fueron significativas, mientras que, la prueba D

de Tajima no lo fue (D=-1.386, valor p=0.070, Tabla 6).

Tabla 6. Pruebas de neutralidad de la RC de los linajes presentes del Golfo de California (valores de significancia
estadistica entre paréntesis).

N D (po) Fs (prs) R2(pR2)
Linaje 1 94 -2.232(0.001) *** -26.727(0.001) *** 0.02(0.001) ***
Linaje 2 20 -1.386(0.070) -5.186 (0.020) * 0.078(0.027) *

N= numero de muestras, D= D de Tajima, Fs=Prueba de Fu, R2= Prueba de Ramos-Onsins y Rozas. Valores con
significancia estadistica de las pruebas de neutralidad, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Para el andlisis de diferencias pareadas del linaje 1, se realizd un primer andlisis con todas las secuencias
(n=92), sin embargo, la presencia de algunos haplotipos divergentes ocasioné que el algoritmo de minimos
cuadrados para ajustar las distribuciones observadas con las esperadas no convergiera después de los
2000 re-muestreos. Por lo anterior, se excluyeron dichos haplotipos y Unicamente se utilizaron las
secuencias de 86 individuos que estan presentes el cuarto subclado del linaje 1 (ver seccidn 3.2). Dichos
haplotipos presentaron una distribucién unimodal en los analisis de distribucion de las diferencias

pareadas (Figura 9a), ajustandose al modelo de expansién demogréfica (Tabla 7), pero no al modelo de
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expansion espacial de acuerdo con la prueba de bondad de ajuste basado en las desviaciones cuadradas
(SSD =0.005, p=0.04). Para el caso del linaje 2, la distribucién de las diferencias pareadas observadas fue
unimodal (Figura 9b) y no se desvidé del modelo de expansiéon demografica o espacial (Tabla 7). Por lo
anterior hay evidencias de que ambos linajes han presentado eventos de expansidn demografica dentro

del GC.

Tabla 7. Parametros del andlisis de distribucion de diferencias pareadas de las secuencias de RC en el linaje 1 dentro
de las regiones del Golfo de California (valores de significancia estadistica entre paréntesis).

Anilisis de distribucion de diferencias pareadas

Expansion demografica Expansion espacial
N Rag (prag) SSD (pssp) Rag (prag) SSD (pssp)
Linajel 88 0.022(0.096) 0.001(0.35) 0.022(0.086) 0.005(0.044) *
Linaje 2 20 0.032(0.231) 0.003(0.364) 0.032(0.382) 0.003 (0.546)

N= numero de muestras, Rag= indice Raggednes, SSD= Prueba de desviaciones cuadradas. Valores con significancia
estadistica de las pruebas de bondad de ajuste, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figura 9. Analisis de distribucion de las diferencias pareadas de secuencias de la RC de los linajes 1y 2 de A. cf. solaris
dentro del GC. Las barras representan los valores observados, la linea roja los datos esperados bajo un modelo de
expansion demografica y la linea azul recortada, los datos esperados bajo un modelo de expansion espacial.
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Las pruebas de neutralidad y analisis de diferencias pareadas de los individuos presentes en cada una de
las regiones del GC solo fueron realizadas para las estrellas que pertenecen al linaje 1, debido a que se
trata del linaje con mas individuos presentes en el GC. Para los analisis se omitieron las secuencias de las

COTS presentes en el GCC por tener un bajo nimero de muestra (n=6).

Tabla 8. Pruebas de neutralidad de la RC en las regiones del Golfo de California (valores de significancia estadistica
entre paréntesis).

Regiones N D (po) Fs (prs) R:2(pR2)

PC 15 -2.030 (0.540) -9.007(0.001) *** 0.056(0.001) * **
PS 19 -1.344(0.076) -5.498(0.014) * 0.078(0.025) *
Corralitos 52 -2.161(0.002) ** -26.730(0.001) *** 0.035(0.001) ***

N= numero de muestras, D= D de Tajima, Fs=Prueba de Fu, R2= Prueba de Ramos-Onsins y Rozas. Valores con
significancia estadistica de las pruebas de neutralidad, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Se encontrd evidencia de que las COTS dentro del Golfo de California han presentado una expansion
demogréfica histdrica. Las pruebas de D de Tajima no fueron significativas para las estrellas que
pertenecen a la region RPC y RPS, mientras que, las COTS que formaron el outbreak (Corralitos), tuvieron
un valor negativo y significativo (Tabla 8). Las estimaciones de las pruebas Fs de Fu fueron negativas y
significativas para las COTS de las tres regiones analizadas. Asi mismo, la prueba de R, de Ramos-Onsins y

Rozas fueron significativas para las tres regiones (Tabla 8).

Tabla 9. Pardmetros del analisis de distribucion de diferencias pareadas de las secuencias de RC en el linaje 1 dentro
de las regiones del Golfo de California (valores de significancia estadistica entre paréntesis).

Analisis de distribucion de diferencias pareadas

Expansidon demografica Expansidn Espacial
Regiones N Rag (prag) SSD (pssp) Rag (prag) SSD (pssp)
0.014
PC 15 0.014 (0.828) 0.002 (0.832) (0.870) 0.001 (0.913)
PS 19 0.092 (0.014) * 0.056 (0.001) *** ?60:129) N 0.046 (0.001) ***
Corralitos 52 0.012 (0.588) 0.003 (0.545) ?6071920) 0.003 (0.672)

N= nuimero de muestras, Rag= indice Raggednes, SSD= Prueba de desviaciones cuadradas. Valores con significancia
estadistica de las pruebas de bondad de ajuste, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Los resultados de los analisis de distribucidn de diferencias pareadas de las secuencias de la RC para cada
region del GC tienen una distribucién unimodal (Figura 10), donde las regiones PCy Corralitos se ajustaron
a los modelos de expansién poblacional y espacial (Tabla 9). Unicamente, las COTS presentes en la PS no
se ajustaron al modelo de expansién demografica (SSD=0.092, p=0.05), ni al modelo de expansidn espacial

(5SD=0.046, valor p<0.05).
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Figura 10. Andlisis de distribucidn de las diferencias pareadas de secuencias de la RC en A. cf. solaris en las regiones
del GC. Las barras representan los valores observados, la linea roja los datos esperados bajo un modelo de expansién
demografica y la linea azul recortada, los datos esperados bajo un modelo de expansidn espacial.

Finalmente, los resultados de los modelos bayesianos Bayesian Skyline plot (BSKP) sugieren que el linaje 1

presentd expansion poblacional demografica hace aproximadamente entre 10,000 y 14,000 afios (Figura
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11). Mientras que las estimaciones para el linaje 2 indican que el tamafio efectivo poblacional se ha

mantenido constante durante los ultimos 9 mil afios (Figura 12).
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Figura 11. Bayesian Skyline plot de secuencias de la RC de A. cf. solaris pertenecientes al linaje 1. La linea negra
representa la mediana estimada y el fondo azul los intervalos de confianza al 95%.
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Figura 12. Bayesian Skyline plot de secuencias de la RC de A. cf. solaris pertenecientes al linaje 2. La linea negra
representa la mediana estimada y el fondo azul los intervalos de confianza al 95%.
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3.5 Filogenia de A.cf. solaris en el océano Pacifico

El analisis filogenético de inferencia bayesiana (Figura 13) indica que la especie A. cf. solaris esta
constituido por cinco subclados (A, B, C, D y E) distribuidos en el océano Pacifico (Figura 15 del anexo).
Donde linajes mitocondriales de COTS distribuidos en el Pacifico occidental, Pacifico central, Costa Rica y
Panama en el Pacifico oriental se encuentran en una politomia basal (Clado Ay B). Mientras que haplotipos
de las COTS que se encuentran en regiones del Pacifico central (norte y sur) y en el Pacifico oriental (ICLA
y el GC) aparecen monofiléticos con un soporte estadistico moderado (PP =69 %) y las relaciones entre
ellos no se encuentran resueltas. El clado C (pp=96%) los grupos basales estan compuesto por haplotipos
gue se encontraron en el Arrecife de Kingsman, Polinesia Francesa, mientras que los linajes mitocondriales
mas derivados fueron las estrellas que se distribuyeron en ICLA y el GC (linaje 2 de este trabajo). Por el
contrario, en el clado D, soportado con un alto valor estadistico (pp=100%), esta constituido por un grupo
ancestral de COTS presentes en el GCy un grupo derivado formado por una politdmia de haplotipos de las
COTS del linaje 1 mencionado anteriormente (ver seccidén 3.2) y de haplotipos de estrellas presentes en la
Polinesia Francesa. Finalmente, el clado E estd constituido por linajes mitocondriales presentes

Unicamente en la regién del Pacifico central norte (Hawaii, Atolén de Johnston).
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Regiones del Océano Pacifico

[l Golfo de California (Linaje 1)

7] Golfo de California (Linaje 2)
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Figura 13. Arbol filogenético bayesiano enraizado. Los nodos con valores de soporte estadistico 80% se representan con circulos negros. Las ramas estan
coloreadas de acuerdo a las regiones a donde pertenecen las COTS. En rojo los haplotipos del linaje 1 del GC ; haplotipos del linaje 2 en GC, en cian; haplotipos
de Hawaii, en naranja; haplotipos de la Polinesia Francesa, en verde; haplotipos presentes en el Pacifico occidental, en negro; haplotipos de el Pacifico central,
en violeta. Las estrellas rojas representan haplotipos presentes en ICLA y los pentagonos azules, los haplotipos encontrados en Costa Rica y Panama.
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Capitulo 4. Discusion

El presente estudio es el primero en analizar la diversidad genética de una especie de la clase Asteroidea
en el Pacifico mexicano utilizando marcadores moleculares del ADNmt. Se describe por primera vez la
diversidad genética y los patrones filogeograficos de la especie A. cf. solaris dentro del GC. Ademas, se
presenta el analisis filogenético basado en la RC de A. cf. solaris mds completo hasta ahora. Esto se debe
a que se cubrié el mayor nimero de regiones en el océano Pacifico ampliando el nimero de individuos
presentes en el Pacifico oriental, con la inclusion de las COTS del GCy de ICLA. A continuacidn, se discuten

los resultados obtenidos en cada uno de los andlisis realizados para cumplir los objetivos del trabajo.

4.1 Alta variabilidad genética de A. cf. solaris en el GC

En el presente trabajo, se encontraron niveles altos de diversidad haplotipica con las secuencias de la RC,
lo que refleja el alto grado de polimorfismo que presenta dicha region en el ADNmt. En contraste, niveles
bajos de diversidad haplotipica fueron observados en el gen COI (Figura 4). La discrepancia entre estos dos
marcadores era de esperarse ya que RC del ADNmt tiene una tasa de mutacién mayor debido a que no se
encuentra bajo seleccidn, a comparacion de las regiones codificantes como el gen COI (Yasuda et al., 2006).
Por su parte, el gen COI ha sido efectivo para identificar diferentes especies del género Acanthaster en el
Indo-Pacifico (Vogler et al. 2008). Por lo tanto, dada la rapida tasa evolutiva de la RC es til para distinguir
poblaciones de las COTS, mientras que el gen COl es idoneo para andlisis interespecificos entre asteroideos

(Yasuda et al., 2006).

En cuanto a las secuencias de la RC, los valores altos de diversidad haplotipica y nucleotidica observada en
la especie dentro del GC (Figura 5) coinciden con los reportados en otras especies de equinodermos con
estadios larvarios meroplancténicos (Tabla 10) (Waters y Roy, 2004; Zulliger et al., 2009; Pérez-Portela et
al.,, 2017). Se encontraron los mismos patrones de variabilidad haplotipica con secuencias de RC
reportados en poblaciones de A. cf. solaris (h=0.83-1.00) en el océano Pacifico (Timmers et al., 2011; 2012;
Vogler et al., 2013), A. planci (h=0.89-1.00) y A. mauritiensis (h=0.73-1.00) en el océano indico (Vogler et
al. 2012). Estos valores de diversidad genética se asocian principalmente a tamafios poblacionales grandes

y a eventos de expansion demografica o espacial que ha presentado la especie (Vogler et al., 2013).
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Tabla 10. Valores de diversidad genética observados en equinodermos con estadios larvarios meroplanctoénicos.

Especie N Regidn geogréfica Diversidad Diversidad Referencia
P glon geog haplotipica nucleotidica

Tasmania, Pacifico

Patiriell lari 114 . W R 2004
atiriella regularis Occidental 0.9 na ates y Roy, 200
A t M iterra
stropecten 157 Mar mediterraneo, 0.99 0.006 Zulliger et al., 2009
aranciacus océano Atlantico
Marthasterias Mar mediterraneo Pérez-Portela et al.
- 55 , 0.99 0.02 ’
glacialis océano Atlantico 2017
Acanthast . If Californi
can as.er o 114 Go o’gIe a I ornia, 0.97 0.02 Presente estudio
solaris Pacifico Oriental

N= Numero de secuencias; na= no reportado por los autores

La alta diversidad genética observada en las COTS dentro de los sitios del GC pueden estar relacionados
con un tamano poblacional estable, asi como expansiones demogréficas histéricas de la especie dentro de
la regidén. Las poblaciones de especies marinas con un tamafio poblacional grande retienen numerosos
haplotipos, porque hay menor efecto de la deriva génica (Watterson 1986). Ademads, una mayor diversidad
haplotipica y una baja diversidad nucleotidica, es una sefial de que las poblaciones han presentado
expansion demografica rapida después de un evento de cuello de botella; lo cual no permite que pase el

tiempo suficiente para retener nuevas mutaciones (Zulliger et al., 2009; Otwoma y Kochzius, 2016).

La alta diversidad haplotipica observada en las COTS dentro del GC puede deberse también a la historia de
vida de la especie. Equinodermos con un estadio larvario plancténico como es el caso de A. cf. solaris,
presentan una mayor diversidad genética a diferencia de especies que presentan otras estrategia de
desarrollo larval (e.g. desarrollo directo o larva bentdnica) (Weber et al., 2015; Puritz et al., 2017). Por lo
que tener un desarrollo larval meroplanctdnica, permite que haya mayor migraciéon de los individuos entre

sitios, provocando que las poblaciones presenten mayores tamafios efectivos (Weber et al., 2015).

4.2 Dos linajes de A. cf. solaris a lo largo del GC

Uno de los hallazgos mas importantes de este estudio es la presencia de dos linajes en el GC altamente
diferenciados (¢s=0.92, p<0.001) y reciprocamente monofiléticos (Figura 6). Lo que indica que ambos
evolucionaron en respuesta a barreras extrinsecas que detuvieron el flujo de genes entre ellos por un largo

periodo de tiempo (Avise 2002). No obstante, en la actualidad los dos linajes estan mezclados en diferentes
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proporciones dentro de la mayoria de las regiones del GCy en ICLA, a excepcidon de la regidn mas nortefia
del GC (GCC), donde Unicamente se observaron haplotipos del linaje 1 (Figura 6a). Por lo que la distribucion
de los dos linajes divergentes en el GC es compleja y es el resultado de la combinacidon de eventos
histéricos de la especie y un contacto contemporaneo dentro de esta zona. Esto dio como resultado Ia
mezcla de linajes divergentes, patrén que se sigue observando en la actualidad, por ejemplo, como en Ila

especie Callinectes bellicosus dentro del GC (Pfeiler et al., 2005).

En la red de haplotipos y en el andlisis filogenético, se observaron haplotipos compartidos entre la regién
PS e ICLA (linaje 1). Dichos resultados son evidencia de flujo genético histérico de las COTS entre las dos
regiones separadas por alrededor de 800 km. Esto concuerda con otros trabajos donde se ha hipotetizado
que las poblaciones de COTS en el Pacifico separadas por hasta 1000 km podrian haber tenido un flujo de

genes histdrico entre ellas (Yasuda et al., 2009; Timmers et al., 2012; Vogler et al., 2013).

Es interesante observar que el linaje 1 es predominante en el golfo (82% de las COTS), mientras que el
linaje 2 presenta un gradiente de abundancia que aumenta hacia las regiones mas surefias de la zona de
estudio siendo el predominante en ICLA. Si este patron no se debe a un sesgo por el muestreo (bajo
tamanfios de muestra en GCC), entonces posiblemente para el linaje 2 existe una barrera no identificada
gue impide su distribucion al norte del GC. En el caso de que las estrellas que pertenecen al linaje 2 también
se distribuyan en la parte norte del GC estariamos hablando de que ambos linajes estdn coexistiendo en
todas las regiones. Es fundamental obtener un mayor nimero de muestras en regiones mas al norte del

GC que ayudarian a esclarecer los patrones filogeograficos de esta especie al norte del GC.

4.3 El ADNmt indica que A. cf. solaris es una poblacion panmictica dentro del GC

De acuerdo con el AMOVA, A. cf. solaris presenta una heterogeneidad genética entre las COTS dentro de
la zona de estudio (GC e ICLA) (Tabla 3). A pesar de que las comparaciones pareadas entre los indices de
fijacién no fueron significativas después de la correccidon de Bonferroni, las estrellas presentes en ICLA
tuvieron los indices de fijacién mas alto, indicando que posiblemente las estrellas de esta zona estan
aisladas genéticamente (Tabla 4). Por lo que la ausencia de significancia estadistica podria deberse al bajo
nuimero de muestras obtenidas en ICLA (n=4). A pesar de esto, en especies como Anisotremus interruptus
se ha observado diferenciacién genética entre las poblaciones del GC y El Archipiélago de Revilllagigedo

(Palmerin-Serrano et al., 2020). Esto ocasionado por los remolinos mesoescala con sentido hacia el



38
suroeste que ocurren cerca de la boca del GCy reducen el transporte de larvas hacia el sur, actuando como
una barrera que aisla las poblaciones de las islas del Pacifico mexicano con el GC (Kurczyn et al., 2012;
Romero-Torres et al., 2018). Por tal motivo, es probable que haya una baja conectividad genética entre las
poblaciones de COTS entre estas regiones, por lo que se requiere un mayor nimero de muestras en ICLA

para obtener un resultado mas robusto.

El presente trabajo se basdé en marcadores mitocondriales y por tal motivo no es posible conocer si los
linajes simpatricos observados se encuentran aislados reproductivamente o tienen flujo de genes entre
ellos en la actualidad. Dado lo anterior, los andlisis de diferenciacidon genética se realizaron mezclando
ambos linajes (Tabla 4) y luego se excluyé el linaje 2 en las pruebas (Tabla 5A). Ambos andlisis evidenciaron
la existencia de una poblacidn panmictica de las COTS dentro del GC. En A. cf. solaris, la presencia de dos
o mas linajes (separados por mds de 20 mutaciones) mezclados en los sitios estudiados y la nula presencia
de una diferenciacién genética entre regiones ha sido atribuido principalmente a que la tasa de migracion

podria ser mayor a la tasa de mutacion de la RC (Yasuda et al., 2014).

Para la especie A.cf. solaris, se han identificado poblaciones diferenciadas genéticamente entre regiones
oceanograficas alejadas por mas de 1000 km (Timmer et al., 2012; Vogler et al., 2013). Sin embargo, se
han reportado poblaciones panmicticas en Hawaii y la Polinesia Francesa, donde los sitios analizados estdn
separados por menos de 1000 km (Timmers et al.,2011; Yasuda et al., 2014). La ausencia de diferenciacion
a escalas geograficas pequefias se ha atribuido principalmente al alto potencial dispersivo que presenta la
larva y su duracién en la columna de agua de aproximadamente 14 dias hasta 6 semanas (Yamaguchi
1973). En el presente estudio la escala geografica fue de ~532 km, lo cual sugiere que la homogeneidad

genética observada en las COTS dentro del GC sea consecuencia de dispersion larvaria pelagica.

En el GC, se han observado diversos patrones de diferenciacidon genética en especies pertenecientes a
arrecifes rocosos. Por ejemplo, poblaciones genéticamente diferenciadas entre regiones norte y sur del
GC (Riginos, 2005; Lin et al., 2009; Bernardi 2014); entre la region del cabo del GC (Bahia La Paz y Cabo San
Lucas) y el centro del GC (Lin et al., 2009). Esto como resultado de eventos vicariantes provocado por la
incursién de un canal de agua hipotético que separd ambas regiones al final del Mioceno e inicios del
Pleistoceno (entre 4 y 1 Ma) (Riddle et al., 2000). Sin embargo, dado que la historia evolutiva de A. cf.
solaris podria ser mas reciente, los eventos de vicarianza del GC no influyeron en los niveles de

diferenciacidn genética de las COTS en el GC como se habia hipotetizado.
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Evidencia de panmixia en especies marinas como las COTS se han observado en otras especies dentro del
GC, por ejemplo las especies Callinectes bellicosus (Pfeiler et al., 2005) y Nerita funiculata (Hurtado et al.,
2007). Tales especies y A. cf. solaris poseen un alto potencial dispersivo y una larga duracion de la larva
pelagica. La mezcla efectiva entre poblaciones podria ser ocasionada la duracion de la larva y/o por la
dispersion larvaria a través de la circulacién de las corrientes del GC, que en conjunto impiden que la deriva
génica pueda actuar diferenciando las pozas génicas de las COTS entre las diferentes regiones del GC. Se
ha observado en simulaciones de liberacién de larvas, que en otofio las particulas pueden moverse en
direcciones de norte hacia el sur, del lado peninsular del GC promoviendo la conectividad de larvas entre
localidades de esta zona (Garcia-De Ledn et al., 2018; Marinone 2012). Futuros trabajos utilizando modelos
langrangianos, asi como también analisis de conectividad genética con marcadores moleculares con una
mayor tasa de mutacién como microsatélites o utilizando SNPs (por sus siglas en ingles Single Nucleotide
Polymorphisms) neutrales a lo largo del genoma de la especie, permitirian reconocer las direcciones del

flujo génico de las COTS en el GC.

Uno de los objetivos principales de este estudio fue identificar los lugares o regiones de procedencia de
las estrellas que formaron el outbreak. Para esto era crucial distinguir poblaciones discretas entre las
diferentes regiones del GC. Ya que si hay un alto grado de diferenciacién genética entre regiones,
tedricamente, es posible identificar con mayor precision los sitios y/o regiones de origen de las estrellas
qgue conformaron el evento (Geller et al., 2010; Harrison et al., 2017). Sin embargo, dado a que se observo
una homogeneidad genética entre las COTS de otras regiones del GCy las que formaron parte del outbreak
(Tabla 3), no fue posible identificar las regiones de procedencia de los organismos que conformaron el
evento observado en Corralitos. Por lo tanto, la hipdtesis de mayor parsimonia es que las COTS del
outbreak forman parte de una poblacién panmictica presente dentro del GC, por lo que su proveniencia
geografica no puede ser resuelta con estos marcadores. Es importante destacar que el marcador molecular
utilizado en este trabajo podria no tener la resolucién temporal suficiente para identificar una
estructuracion genética en la especie dentro del GC. Por lo anterior, es posible (aunque no es seguro) que
el uso de marcadores moleculares como microsatélites, SNPs o todo el mitogenoma, podrian revelar una
estructura genética en las COTS dentro del GC. Ya que recientemente utilizando el mitogenoma se logré
observar estructuracidn genética en las COTS de Japdn las cuales antes se consideraban como una unidad
genética (Inoue et al., 2020). Esto permitiria reconocer los sitios fuentes de las estrellas que formaron

parte del evento que ocurrié en Corralitos.
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4.4 Reciente expansion demografica y espacial en los dos linajes en el GC

Las COTS del linaje 1 y 2 presentaron una expansion demografica y fue soportada por las pruebas de
neutralidad, los analisis de distribucién de diferencias pareadas, y la forma de estrella que presenta la red
haplotipica. En el caso de las diferentes regiones del linaje 1, los analisis de distribucién de las diferencias
paradasy las pruebas de neutralidad evidenciaron una expansién demografica y espacial. Excepto la regién
de PS, la cual no se ajusté al modelo de expansidn poblacional demografica y espacial. Sin embargo, las
pruebas de neutralidad fueron significativas en esta regidn, las cuales presentan mayor robustez
estadistica que las pruebas de bondad de ajuste (Ramos-Onsins y Rozas, 2002). Para el linaje 2 no se
observé una expansion demografica en el analisis de BSKP (figura 12). Sin embargo, las pruebas de
neutralidad y analisis de distribucidn de las diferencias pareadas muestran lo contrario. El hecho de que el
modelo bayesiano no se observara una expansion demografica, se debe al bajo nimero de muestras
(n=20), lo que no permite proporcionar el poder estadistico necesario al andlisis para detectar una
expansion demografica poblacional (Grant 2015). Por lo que los resultados de las distribuciones de las
diferencias pareadas pueden proporcionar un resultado mas preciso para interpretar la historia
demografica de este linaje. Por tanto, para el linaje 2 es evidente que pasaron por un periodo de expansién

demografica y espacial, posterior a un cuello de botella.

El andlisis BSKP estimd una reciente expansion demografica en el linaje 1 de aproximadamente hace
~15,000 aios, después del UMG en el Pleistoceno tardio (figura 11). La falta de un reloj molecular de la RC
especifico en A. cf. solaris hace que este resultado deba ser tomado con precaucién. Sin embargo, durante
el Pleistoceno (2.6 millones de afos-11.7 miles de anos), los niveles de mar fluctuaron de acuerdo con los
periodos glaciares e interglaciares (Pillans et al., 1998). Estas fluctuaciones tuvieron repercusiones en los
habitats de las especies marinas, las corrientes y la temperatura superficial del mar (Ludt y Rocha, 2015).
Ademas, estos cambios ambientales ocasionaron extinciones en las especies marinas durante periodos de
glaciaciones y expansiones poblacionales durante periodos interglaciares (Marko et al., 2010; Ludt y
Rocha, 2015). Por ejemplo, después del UMG aumentd el nivel del mar producto de la desglaciacion y
permitio la disponibilidad de habitat para las especies marinas en todo el mundo (Marko et al., 2010). Por
dicha razdn se han observado signos de expansion demografica y/o espacial posterior al UMG, como por
ejemplo en las estrellas de mar del género Echinaster en el océano Atlantico (Fontanella 2016; Garcia-
Cisneros et al., 2016). De igual manera en el género Acanthaster, se estimd una expansién demogriafica

después del UMG, especificamente las COTS distribuidas en el océano Indico (Vogler et al., 2012).
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Por lo que los cambios oceanicos después del UMG fueron importantes para las COTS del linaje 1 dentro
del GC. Las condiciones oceanograficas asociadas a los aumentos del nivel del mar, facilité la expansién
espacial y demogriéfica de las especies tropicales en el Pacifico mexicano y en el GC (Pfeiler et al., 2005;
Hurtado et al., 2007; Palmerin-Serrano et al., 2020). Aunado a lo anterior, al término del UMG entre los
14,00 y 15,000 aiios, las condiciones oceanograficas del GC se caracterizaban por tener un aumento de
nutrientes asociados a las desglaciaciones y a la dominancia de aguas tropicales al Sur del GC (Staines-
Urias et al., 2015). Estas condiciones crearon habitats que ayudaron a organismos como las COTS a

expandirse demograficamente y/o espacialmente dentro del GC.

4.5 Origen A. cf. solaris en el GC y sus relaciones filogenéticas con COTS del
Pacifico central

Los resultados sugieren que A. cf. solaris en el GC e ICLA tienen un origen difilético. Esto se debe a que los
linajes 1y 2 identificados en dichas regiones, formaron parte de los clados D y C, respectivamente (Figura
13). Los haplotipos basales en el clado C se distribuyeron en el Pacifico Central, mientras que en el clado
D estan ubicados en el GC. Por lo que la divergencia alopdtrica entre estos dos clados puede deberse a los
~5000km de distancia que separa ambas cuencas oceanograficas (Pacifico central y Pacifico oriental). Ya
que dicho factor aisla fisicamente las poblaciones, provocando que se establezcan linajes distintitos y
altamente divergentes en especies marinas con alto potencial dispersivo en el Pacifico tropical (Palumbi

1992; Vogler et al., 2013; Crandall et al., 2019).

Los dos linajes identificados en el GC y en ICLA presentaron relaciones filogenéticas cercanas con
haplotipos de COTS presentes en la Polinesia Francesa al sur del Pacifico central. Esto indicaria que esta
especie ocasionalmente ha presentado flujo de genes entre ambas regiones y ha sido capaz de dispersarse
a través de la Barrera del Pacifico Oriental (BPO); conocida por separar el Pacifico central y el Pacifico
oriental con mas de 5000 km de océano abierto sin presencia de islas (Briggs 1961). Dicho resultado
concuerda con los andlisis filogeograficos previos de la especie, donde se observaron haplotipos
compartidos entre el Pacifico occidental y el Pacifico oriental (Vogler et al.,2013). Por lo que esta barrera
es permeable para las COTS, patrén que también se ha observado en especies como el ofiuro Ophiocoma
erinaceus (Bribiesca-Contreras et al., 2019), el erizo de mar Echinothrix diadema (Lessios et al., 1998) y en
peces arrecifales (Lessios y Robertson, 2006). Esta gran capacidad de dispersidn de las COTS puede deberse

a la posibilidad de retrasar la metamorfosis (Lucas 1982; Pratchett et al., 2014, 2017) o bien a la rara
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estrategia de clonacion larval en condiciones subdptimas (Allen et al., 2019; Uthicke et al., 2020). Ademas

de dispersarse a través de la Contra Corriente Ecuatorial del Norte (CCEN) en condiciones de El Nifio

(Nishida y Lucas, 1988; Vogler et al.,2013).

El clado C estd constituido por haplotipos basales de las COTS ubicadas en el centro del Pacifico, mientras
qgue los haplotipos del linaje 2 en el GC e ICLA fueron los haplotipos mas derivados. Por tanto, es
congruente hipotetizar que la colonizacién de las COTS del linaje 2, ocurrié desde el Pacifico central hacia
el GC. La cual pudo ocurrir en presencia de condiciones oceanograficas ocasionales que se presentaron en
el Pacifico tropical, por ejemplo al final del Ultimo Méximo Glaciar (UMG) hace ~15,000 afios, donde hubo
un aumento del nivel del mar (Ludt y Rocha, 2015) y las condiciones climaticas eran similares al evento de
El Nifio (Koutavas y Joanides, 2012). Esto es importante, porque en periodos cuando ocurre dicho evento,
la CCEN se intensifica y promueve el movimiento de masas de agua en direccidon oeste-este (Glynn 1996;
Robertson et al., 2004). Esto permite la dispersion larvaria de especies con una alta durabilidad pelagica

del Pacifico central hacia el Pacifico oriental tropical (Wood et al., 2016; Romero-Torres et al., 2018).

En el clado D los haplotipos mas basales se distribuyen en el GC (linaje 1), la llegada de migrantes hacia
esta zona también pudo ocurrir desde el Pacifico Central, sin embargo, dado a que no se resolvio la base
del clado C no fue posible identificar un sitio en especifico. Ademas, es posible que la llegada del linaje 1
al GC ocurrid antes del UMG en el pleistoceno, ya que la expansion demogréfica del linaje 1 se estim¢ al
final de este periodo (ver seccion anterior). Se ha propuesto que durante los periodos glaciares, el GC fue
una zona importante como refugio de distintas especies marinas, ya que se ha especulado que el descenso
de la temperatura superficial del mar tuvo un menor impacto en este lugar, con respecto a otros sitios al

este del Pacifico (Reyes Bonilla 1992; Jacobs et al., 2004).

Un escenario hipotético que molded la distribucidn de los linajes encontrados de las COTS en el GC es el
siguiente: en primer lugar, la llegada de migrantes del Pacifico central hacia el GC donde pasé el tiempo
suficiente para que divergiera y se estableciera un linaje distinto con respecto a otras poblaciones en el
océano Pacifico (linaje 1 del GC). Esto ocasionado por el aislamiento provocado por la distancia que separa
el GC del resto de las poblaciones en el Pacifico central y occidental. Seguido de una colonizacion de otro
linaje divergente (linaje 2 observado en este trabajo) hacia el GC, promovido por la disponibilidad de vias
de dispersion por procesos oceanograficos ocasionales como eventos El Nifio. Lo que ocasiond un contacto
secundario, patrén que se observa en la actualidad. Por lo anterior el uso de genes nucleares es necesario

para conocer si hay introgresion entre ambos linajes en la actualidad, ya que hay evidencia de que A. cf.
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solaris presenta introgresiones entre linajes divergentes, como lo observado en las COTS analizadas en la

Polinesia francesa (Yasuda et al., 2014).

Es interesante que los linajes mitocondriales derivados del clado D se distribuyeron en la Polinesia
Francesa. Esto es un indicio de que podria haber migracidon desde el Pacifico oriental hacia el centro del
Pacifico, lo que indicaria que las COTS histdricamente han sido capaces de dispersarse en ambas
direcciones a través de la BPO. Esto se ha observado en especies de peces con estadios larvarios de larga
duracidn, quienes presentaron una migracion del Pacifico oriental hacia el centro del Pacifico (Lessios y
Robertson, 2006). El cual puede suceder en eventos extremos de El Nifio, ya que en modelos de dispersion
larvaria se ha observado que las larvas pueden migrar del Pacifico oriental hacia el centro del Pacifico en
estas condiciones (Romero-Torres et al., 2018). Ademas, las COTS en la Polinesia Francesa tienen multiples
origenes (Yasuda et al., 2014), por lo que esta regién podria ser importante para llegar hacia otros sitios
del Pacifico occidental y para el Pacifico oriental (por ejemplo, el linaje 2 identificado en el GC) siguiendo
un modelo steeping stone. Ya que se ha observado que la isla de Moorea es un sitio que conecta
esporadicamente las COTS con islas mas al oeste del Pacifico (Timmers et al., 2012). Es necesario obtener
muestras de COTS del mayor niumero de sitios posibles en el Pacifico oriental tropical, para poder entender

mejor la migracién en ambas direcciones dentro del océano Pacifico.

Los linajes de A. cf. solaris mas divergentes se distribuyen en el Pacifico central y en el Pacifico oriental,
corroborando los resultados que indican que la poblacion de Hawaii y la Polinesia Francesa son las
poblaciones mas diferenciadas en todo el Pacifico Tropical (Yasuda et al., 2009; Timmers et al., 2012;
Vogler et al., 2013). El clado D es reciprocamente monofilético y se distribuye Unicamente al norte del
Pacifico central. Dicho resultado reafirma las observaciones de otros trabajos donde indican que las COTS
presentes en esta region (Hawaii y Atolon de Johnston) estan aisladas genéticamente del resto de

poblaciones del Pacifico (Timmers et al., 2012; Vogler et al., 2013).

Los haplotipos de COTS presentes en el océano Pacifico occidental se agruparon en una politomia basal
(Clado Ay B), lo cual concuerda con la baja estructuracion genética entre poblaciones del Pacifico Oriental
(Vogler et al., 2013). Ademas, en los Clados A y B hay presencia de linajes que pertenecen a la Polinesia
Francesa, Pacifico oriental (Costa Rica, Panama) y Pacifico central. Lo que indica que las COTS de estas
regiones han presentado flujo de genes histdrico. De hecho, se ha encontrado que las poblaciones al
noroeste del Pacifico aportan migrantes hacia el Centro del Pacifico y Moorea en la Polinesia Francesa a

través de las Isla de Guam (Timmers et al., 2012). Mientras que la presencia de haplotipos compartidos
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entre las COTS de Costa Rica y Panama con las poblaciones del Pacifico occidental puede deberse a flujo

de genes histdrico entre ambas regiones (Vogler et al., 2013).

4.6 Aspectos genéticos de A. cf. solaris en el GC pendientes de resolver

Este es el primer andlisis de la especie que utiliza las herramientas moleculares en esta regidn, donde la
historia evolutiva de A. cf. solaris en el GC ha sido compleja. Si bien se confirmd la presencia de dos linajes,
los andlisis poblacionales de las COTS indican que forman una poblacién panmictica en el GC. Futuros
trabajos utilizando genes nucleares podrian ayudar a confirmar este resultado en A. cf. solaris presentes
en el GCy asi tener la informacidn necesaria para seleccionar unidades de manejo de la especie, donde ya

ocurrio el primer evento de outbreak (Rodriguez-Vilalobos y Ayala-Bocos, 2018).

La homogeneidad genética observada en las COTS no permitié conocer los lugares de procedencia de las
COTS que conformaron el outbreak. Aunado a esto, usualmente una ausencia de la diferenciacién genética
también ha sido utilizada como un proxi de conectividad genética de las especies marinas entre sitios
(Cowen y Sponaugle, 2009; Hellberg 2009). Es probable que las larvas de las estrellas presentes en el
outbreak de Corralitos puedan propagarse a cualquier de las regiones analizadas en este estudio en el GC
y con menor probabilidad hacia ICLA, como se ha observado en otras poblaciones de COTS con ausencia
de estructuracion genética (Yasuda et al., 2009; Harrison et al., 2017). Esto es importante porque se ha
hipotetizado que a partir de un primer outbreak se puede generar un segundo evento (Pratchett et al.,
2014, 2017), lo cual traeria problemas ecolégicos en otras colonias de corales hermatipicos del GC. Dicho
esto, es crucial realizar monitoreos ocasionales, no sdlo en Bahia La Paz, sino también en el resto del GC
donde también hay colonias de corales, lugares donde se pueden formar agregaciones de COTS hasta ser

considerado como un outbreak.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Las COTS dentro del area de estudio tienen alta diversidad genética, en término de diversidad
haplotipica y nucleotidica, lo que es reflejo de una poblacidn con tamafio efectivo grande,

favorecido por el tipo de reproduccion de A. cf. solaris.

e Se identificaron dos linajes mitocondriales en el area de estudio, los cuales coexisten en las
regiones de PC, PS y en ICLA. Mientras que las COTS del GCC unicamente pertenecen al linaje 1.
Este patron filogeografico puede deberse a una barrea geografica no identificada o por un
artefacto del muestreo. Por lo que se necesita un mayor esfuerzo de muestreo en el norte del GC

para esclarecer los patrones filogeograficos de la especie.

e Los analisis genéticos indican que las COTS en el drea de estudio presentan una heterogeneidad
genética, donde las estrellas de ICLA podrian formar una poblacidn discreta. Sin embargo, son
necesarias mas muestras en esta zona para tener un resultado mas robusto. Las COTS del GC
forman parte de una poblaciéon panmictica, como consecuencia de su alto potencial dispersivo que

promueve la homogeneidad genética en la regién.

e Lasestrellas que formaron parte del outbreak no se diferenciaron genéticamente de los individuos
circundantes de otras regiones del GC, por lo que las COTS del evento forman parte de la misma
poblacién panmictica. Marcadores moleculares con mayor tasa de mutacién podria ayudar a
distinguir poblaciones discretas de la especie en el GC, en caso de que exista aislamiento no

detectado por al ADN mitocondrial.

e Se detectd que tanto los linajes 1 y 2 han sufrido expansiones demograficas repentinas posterior
a cuellos de botella o efecto fundador durante los periodos glaciares del Pleistoceno. Para el linaje
1 dicha expansién demografica pudo ocurrir en posterior al UMG (~15,000 afios) ya que las
condiciones permitieron crear habitats para las COTS dentro del GC. Mientras que la expansién

del linaje 2 pudo ocurrir posterior a los eventos del pleistoceno.

e Losanadlisis filogenéticos revelaron que ha habido flujo genético entre las COTS del Pacifico oriental
y Pacifico central, logrando atravesar la BPO. El cual pudo ocurrir ocasionalmente en ambas

direcciones posiblemente en condiciones El Nifio.
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Las COTS del GC tienen un origen difilético, ya que pertenecieron al Clado C y D, donde la
divergencia observada entre ambos clados podria deberse a la distancia que hay entre cuencas
oceanograficas (GC y Pacifico Central) que aisld los linajes genéticos. Sin embargo, una migracién
del Pacifico central hacia el GC del linaje 2 pudo haber provocado un segundo contacto con COTS
que se encontraban en el GC, lo que concuerda con la simpatria de linajes observada en la

actualidad.

Se observd un patrdn filogenético en la especie de A. cf. solaris, donde las COTS del Pacifico
Occidental formaron de una politomia basal, indicando que al oeste del Pacifico las poblaciones

presentan una baja estructuracion genética.
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Anexos

Tabla 11. Numero de individuos seleccionados para la extraccién de ADN y para amplificacion de COl y RC.

Localidad Region N Latitud (N) Longitud (O)  Fecha de colecta
Isla Espiritu Santo (Corralitos) Corralitos 100 24°26'48.60" 110°22'34.45” 30-ago-18
Isla San Pedro Martir CGC 3 28°23'2.90” 112°19'4.08”  nov-16
Isla San Pedro Nolasco CGC 5 27°58'7.14” 111°23'8.99”  oct-16
Isla Tortuga CGC 1 27°25'48.61”  111°51'43.56" -
Isla San Idelfonso PC 2 26°37'27.44”  111°25'34.18” oct-16
Isla Catalana PC 4 25°42'8.63” 110°47'13.87” 18-oct-16
Isla Monserrat PC 2 25°44'23.22” 111°2'41.03”  jun-15
Isla Coronado PC 2 26°6'31.23” 111°15'39.95” jun-15
Submarino PC 3 25°45'47.35” 111°14'36.91” jun-15
Candelero PC 5 25°44'40.90” 111°13'37.90” jun-15
Puerto Escondido PC 1 25°48'45.08”  111°18'21.43” jun-15
Las Animas PC 5 25°6'48.89” 110°30'27.97” oct-16
San Mateo PC 5 25°22'43.54”  110°59'34.26” oct-15
Isla San José PS 1 24°49'16.47”  110°34'25.99” 21-oct-15
Bahia San Gabriel PS 3 24°25'39.42”  110°22'8.92”  may-15
Canal de San Lorenzo PS 2 24°23'12.80”  110°18'54.20” may-15
Calerita PS 2 24°21'14.44”  110°17'4.14”  jun-15
Punta Diablo PS 9 24°18'45.87”  110°20'14.26” 8-sep-18
Isla Gaviotas PS 14 24°17'10.39” 110°20'24.04” nov-17
Isla Cerralvo Sur PS 1 24°49'16.47”  110°34'25.99” oct-16
Las Cruces PS 5 24°13'56.39”  110° 7'53.45”  4-may-15
Faralldn - 1 25°26'8.482” 109°22'27.77” oct-16
Islas Clarién ICLA 5 18°22'15.238” 114°42'40.56” ene-2018

* indica los individuos que estaban presentes en la explosidon demografica de El Corralito, Isla Espiritu Santo en La

Paz, Baja California Sur.
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Tabla 12. Regiones y referencias donde pertenecen las secuencias utilizadas para el andlisis filogenético en el océano

Pacifico.
Region ,::crzzl:iigs Sitio La(t,l\;c)ud Lorzgl;cud Referencia
PO 264 Norte de |as Islas 14539  19.70 Vogler et al., 2013
Marianas
Norf\::r?alral:f'as 14574  18.09 Vogler et al., 2013
Guam 144.79 13.44 Vogler et al., 2013
Indonesia: Kaimana 133.78 -3.66 Vogler et al., 2013
Indonesia: Flores 121.41 -8.52 Vogler et al., 2013
Palau 134.55 7.48 Vogler et al., 2013
Pohnpei 158.21 6.87 Vogler et al., 2013
Majuro 171.25 7.12 Vogler et al., 2013
Pulau Seribu 106.60 -5.71 Vogler et al., 2013
A“Stra"il‘;i"ae delord 15508 3155 Vogler et al., 2013
Australia:Rib 146.87 -18.48 Vogler et al., 2013
Australia:Stanley 148.14 -19.30 Vogler et al., 2013
Indonesia:Halmahera Sur  128.34 -0.88 Vogler et al., 2013
Indonesia:Lombok 116.05 -8.35 Vogler et al., 2013
Indonesia:Karimunjawa  110.40 -5.89 Vogler et al., 2013
Australia: Arrecife Swains 152.60 -22.17 Vogler et al., 2013
Australia: Islas Caiman 145.44 -14.68 Vogler et al., 2013
Okinawa 127.98 26.47 Vogler et al., 2013
'”donesl'\?;':t"’:mahera 12779  2.10 Vogler et al., 2013
Indonesia:lslaTalaud 125.46 3.15 Vogler et al., 2013
Indonesia: Sulawesi Sur  119.29 -5.11 Vogler et al., 2013
Indonesia:Fakfak 132.33 -2.94 Vogler et al., 2013
Isla Salomédn 160.20 -9.53 Vogler et al., 2013
Indonesia:Biak 136.08 -1.19 Vogler et al., 2013
Indonesia:Manokwari 134.08 -0.89 Vogler et al., 2013
'2‘1‘:\3??\;&'&" 134.55  -2.39 Vogler et al., 2013
Indonesia:Manokwari 134.08 -0.89 Vogler et al., 2013
Philippinas 123.27 9.08 Vogler et al., 2013
Yap 138.12 9.53 Vogler et al., 2013
Indonesia:Raja Ampat 130.47 -0.41 Vogler et al., 2013
Indonesia:Bali 115.55 -8.75 Vogler et al., 2013
PC 55 Fiji 179.41 -16.58 Vogler et al., 2013
. Timmer et al., 2012; Vogler
Kingsman 138.12  9.53 ctal 2013 &
Samoa americana: Swains -171.08  -11.06 Timmer et al,, 2012; Vogler

et al., 2013
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Timmer et al., 2012; Vogler

PCS 123 Polinesia Francesa -151.44  -16.65 et al., 2013; Yasuda et al.,
2015
PCN 324 Hawaii -156.89 20.73 Timmers et al., 2011, 2012;

Vogler et al., 2013
Timmers et al., 2011, 2012;

Atoldn de Jonston -169.53 16.76 Vogler et al,, 2014

POT 126 Costa Rica -87.06 5.53 Vogler et al., 2013
Panama -82.24 7.47 Vogler et al., 2013

Isla Clarién -114.71 18.37 Presente trabajo

Golfo de California -110.37 24.44 Presente trabajo

Total 892

Tabla 13. Diversidad genética del ADNmt (COIl y RC) de Acanthaster cf. Solairs en el Golfo de California.

Gen N H Hu S h+DE ntDE
RC 114 65 41 94 0.978+0.006 0.023+0.002
Col 50 10 6 13 0.528 +0.082 0.003+0.0007

N=tamaio de muestra, H=numero de haplotipos, S=nimero de sitios segregativos, h=diversidad haplotipica,
ni=diversidad nucleotidica.

Tabla 14. Diversidad genética de la RC en COTS en las regiones del Golfo de California

Regiones N H Hu S htDE n*DE
GCC 6 6 5 11 1+0. 0.096 0.00684+0.00083
PC 17 16 7 59 0.99340.023 0.02073+0.00672
PS 22 16 5 50 0.970+0.022 0.01623+0.00550
Corralitos (Explosion demografica) 65 41 22 78 0.962+0.015 0.02470£0.00334
ICLA 4 4 4 41 1+0.0.177 0.03623+0.01602
Total 114 65 41 94 0.978+0.006 0.0232140.002

N=tamafio de muestra, H=numero de haplotipos, S=nimero de sitios segregativos, h=diversidad haplotipica,
n=diversidad nucleotidica.
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Regiones del Golfo de California
Centro del Golfo de California |l
Peninsular Central
Peninsular Sur

El Farallon

Isla Clarién

Figura 14. Red que muestra la genealogia de haplotipos del gen COI en A. cf. solaris en las regiones del GC e ICLA. El
tamafio de los circulos representa la frecuencia de los haplotipos. Los pasos mutacionales entre haplotipos son
mostrados como puntos pequefios en la red. En colores se muestran las distintas regiones a las que pertenecen cada
uno de los haplotipos.

Tabla 15. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el marcador mitocondrial de la RC en A. cf. solaris del linaje
1, entre todas las regiones.

Suma de Componentes Porcentaje

Fuente de Variacion A . .. . .. indices de fijacién
& cuadrados de variacion de Variacion )

Entre todas las regiones incluyendo las estrellas presentes en el outbreak

Entre regiones 3 0.012 -0.001 0 st =-0.002
Dentro de regiones 88 0.374 0.004 100

Total 91 0.384 0.004




60

Tabla 16. indices de fijacién (bST) para las COTS del linaje 1 en las regiones del GC, Corralitos e ICLA, de la RC. Debajo
de la diagonal los valores pareados de ¢ST y por encima de la diagonal los valores de p, en negrita los valores
significativos después de la correccion de Bonferroni.

Regiones GCC(n=6) PC(n=15) PS(n=19) Corralitos (n=52)
GCC - 0.97 0.28 0.23

PC -0.065 - 0.71 0.77

PS 0.015 -0.011 - 0.16

Corralitos 0.014 -0.014 0.012 -

Valores con significancia estadistica *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Figura 15. Mapa de la presencia de los clados de A. cf. solaris en el océano Pacifico.



