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Resumen de la tesis de Nancy Claudia Saavedra Sotelo, presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de Doctor en Ciencias en Ecologia Marina.

Viviendo en el limite: evaluacion del efecto de habitats marginales en la diversidad y
diferenciacion genética de corales hermatipicos en el Golfo de California y el Pacifico
mexicano

Resumen aprobado por:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares

Los habitats marginales se caracterizan por tener condiciones ambientales subdptimas para
algunas poblaciones, lo que las hace mas vulnerables a cambios ambientales. Dicha
vulnerabilidad dependera de los niveles de conectividad demografica entre poblaciones
marginales y centrales, asi como de la capacidad adaptativa de la especie. En corales
hermatipicos la conectividad demografica esta mediada principalmente por sus estadios
larvales planctonicos; por lo que la permanencia de las poblaciones periféricas dependera
de un exitoso reclutamiento local y colonizacién de organismos provenientes de otras
poblaciones. En este estudio se plante6 que el Golfo de California (GC) representa un
habitat marginal para corales hermatipicos, ya que es la regiobn mas nortefia de su
distribucién en el Pacifico Orietal Tropical. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
de habitas marginales en la diversidad y diferenciacion genética de Porites panamensis y
Pocillopora verrucosa en el GC y Pacifico mexicano (PM). Para P. panamensis se
analizaron dos regiones del ADN nuclear (ADNn) y cinco loci aloenzimaticos, mientras que
para P. verrucosa se analizaron 9 loci microsatélitales. Los resultados mostraron estructura
genética significativa en ambas especies. Cada especie presentd diferente grado de
estructura genética (P. panamensis ®stapyn-1= 0.726, ®stapnn-2= 0.385 y FStapenzimas= 0.138;
P. verrucosa Fst= 0.059 y Rst= 0.137 ) debida a un efecto combinado entre la
fragmentacion del habitat y el potencial de dispersién de cada especie. Las estimaciones
del flujo genético concuerdan con el grado de estructura genética en cada especie; en
particular P. verrucosa se comporta como una metapoblacion ya que present6 poblaciones
“fuente” en el GC y poblaciones “sumidero” en el PM; mientras que P. panamensis presento
menores conexiones de flujo genético entre poblaciones, siendo las poblaciones del GC las
mas conectadas (centro de abundancia). En cuanto a la diversidad genética, P. panamensis
presentd valores altos de diversidad haplotipica en el GC mientras que P. verrucosa tuvo
altos valores de diversidad genotipica en ambas regiones; sin embargo no hubo diferencias
significativas entre el GC y PM. Los resultados genéticos concuerdan con las
caracteristicas ambientales, ya que el GC no representa un habitat marginal como se
planted, debido a que nuestro trabajo provee evidencia de condiciones ambientales
favorables para el asentamiento y desarrollo de corales (costa rocosa continua y aguas
claras). Por el contrario, el PM presenta una heterogeneidad ambiental a lo largo de sus
costas con sistemas lagunares que aportan una carga sedimentaria y de materia organica
desfavorables para el desarrollo de comunidades coralinas. Por lo tanto, la marginalidad y
centralidad ecoldgica de las poblaciones no necesariamente es referida a una posicion
geografica, sino también a la calidad del habitat a lo largo de la distribucién de una especie.

Palabras clave: habitat marginal, diversidad genética, estructura genética, flujo
genético, corales hermatipicos, metapoblacién, genética del paisaje, modelo de nicho
ecoldgico.



il

Abstract of the thesis presented by Nancy Claudia Saavedra Sotelo as a partial
requirement to obtain the Master or Doctor in Science degree in Marine Ecology.

Living on the edge: assessment of marginal habitats effect in genetic diversity and
differentiation of hermatypic corals in the Gulf of California and the Mexican Pacific

Abstract approved by:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares

Marginal habitats are characterized by suboptimal environmental conditions which make
residing populations more vulnerable to environmental changes. This vulnerability will
largely depend on levels of demographic connectivity between marginal and central
populations as well as the adaptive capacity of species to respond to adverse conditions. In
hermatypic corals, demographic connectivity is mediated mainly by their planktonic larval
stages. Accordingly, the persistence of peripheral populations will depend on a successful
local recruitment and colonization of organisms from other populations. In this research, we
hypothesized that the Gulf of California (GC) represents a marginal habitat to hermatypic
corals given that it is the northernmost limit of coral distribution in the Eastern Tropical
Pacific. The aim of this work was to evaluate the effect of marginal habitats on the genetic
diversity and differentiation of Porites panamensis and Pocillopora verrucosa in the GC and
the Mexican Pacific (MP). In P. panamensis we analyzed two regions of nuclear DNA
(nDNA) and five alloenzymatic loci, whereas for P. verrucosa we analyzed nine
microsatellite loci. The results showed significant genetic structure in both species. Each
showed different degrees of genetic structure (P. panamensis ®st,pna-1= 0.726, Pst,pna-2=
0.385 y FStajoenzymes= 0.138; P. verrucosa Fst= 0.059 y Rst= 0.137) due to the combined
effect of habitat fragmentation and its dispersal potential. Model based estimates of gene
flow agreed with the degree of genetic structure in each species; particularly, P. verrucosa
behaves as a metapopulation with subpopulations in the GC acting as “source” and MP
subpopulations as “sink”; whereas P. panamensis presented smaller levels of genetic
connectivity among populations, the highest being found in the GC (center of abundance). In
terms of genetic diversity, P. panamensis presented high values of haplotype diversity in the
GC whereas P. verrucosa had high values of genotypic diversity throughout the study area;
however, there are no significant differences between GC and MP in both species. The
genetic results are consistent with the environmental characteristics of each region, since
the GC is not a marginal habitat as hypothesized, our results show it has suitable
environmental conditions for settlement and development of corals (continuous rocky shores
and water clarity). In contrast, the MP coast is environmentally heterogeneous, with lagoon
systems that provide sediments and organic matter loads in the water column, which are
unfavorable for the development of coral communities. Therefore, ecological marginality and
centrality of populations is not necessarily due a geographical position but also to habitat
quality along of the distribution of a species.

Keywords: marginal habitat, genetic diversity, genetic structure, gene flow, hermatypic
hermatypic corals, metapopulation, seascape genetics, ecological niche model.
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Capitulo 1. Introduccién general

1.1. Habitats y poblaciones marginales
Los margenes de distribucion de las especies son lugares en donde se llevan a cabo

procesos ecologicos y evolutivos unicos (Brown 1995). Conceptualmente, la distribucion
geografica de cualquier especie se encuentra determinada por el efecto de factores
bioticos y abidticos (Kawecki 1995; Holt 1996; Etterson y Shaw 2001; Soberdn y
Peterson 2005). Las fronteras de dicha distribucidn en ocasiones coinciden con
barreras fisicas, como por ejemplo una masa continental para un organismo pelagico o
la disponibilidad de sustrato de asentamiento para un organismo bentonico. Cuando no
existen barreras fisicas para la dispersion, los margenes de la distribucion suelen
poseer condiciones ambientales (fisicas y/o quimicas) cercanas a los limites en los que
las poblaciones pueden subsistir. Por otra parte, la supervivencia de los organismos
mas alla de los limites de distribucion puede encontrarse limitada por factores bidticos,
como la presencia de depredadores, competidores superiores o patdgenos, o bien la
ausencia de presas (Kawecki 1995; Holt 1996).

Por lo general, los limites fronterizos de la distribucion geografica de una especie se
caracterizan por una combinacion de factores cuya variabilidad hace que los margenes
se expandan o contraigan dinamicamente. Las poblaciones marginales deben de estar
adaptadas a condiciones generalmente suboOptimas y se reconoce que son mas
vulnerables a cambios desfavorables (Harriott y Banks 1995; Harriott 1999). Las
respuestas adaptativas en los limites de distribucion de las especies pueden
manifestarse de forma diversa (e.gr., en su fisiologia y estrategias reproductivas) y
pueden tener consecuencias profundas en la diversidad y estructura genética
poblacional (Miller y Ayre 2004; Baums et al, 2006b; Miller y Ayre 2008; Nunes et al,
2009; Baums et al, 2012).

1.2. Distribucién de los corales hermatipicos en el Pacifico Tropical Oriental
La distribucion geografica de los corales hermatipicos se restringe a habitats

costeros dentro del cinturdn intertropical delimitado latitudinalmente por los 30° norte y
sur (Veron 2000; Knowlton 2001). Dentro de esta franja se encuentran las condiciones
ambientales adecuadas para la supervivencia y proliferacion del holobionte (organismo
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resultante de la simbiosis entre el polipo cnidario y las algas zooxanteladas
endosimbiodticas), que es el principal responsable de estructurar los ecosistemas
arrecifales (especies ingenieras) (Iglesias-Prieto et al, 2004; Lesser 2004). Los corales
hermatipicos se distribuyen generalmente en aguas cuya temperatura minima es de 18°
C, ubicadas en regiones intertropicales alrededor de la zona ecuatorial. Sin embargo,
también pueden ocurrir en aquellas zonas alejadas del ecuador que cuenten con
caracteristicas adecuadas para el asentamiento y crecimiento de nuevas colonias
coralinas (substrato apropiado, aguas claras, etc.) (Harriott 1999; Buddemeier et al,
2004).

El Pacifico oriental tropical (POT) alberga una considerable cantidad de especies
coralinas (41 especies) que se distribuyen en una area menor comparada con otras
regiones como el Indopacifico o el Caribe. En el Pacifico oriental se han propuesto tres
provincias biogeograficas basadas en especies de corales hermatipicos que
corresponden a: Provincia Ecuatorial de la costa de Ecuador a Costa Rica, incluyendo

las islas Galapagos y Cocos; Provincia Grupo de Islas del este del Pacifico, Isla

Malpelo y atoldon Clipperton, Hawaii, islas Johnston y Fanning; y Provincia Norte que

incluye la costa occidental de México y las islas Revillagigedo (Glynn y Ault 2000). Por
lo tanto, los corales del Pacifico mexicano (PM), y en particular aquellos de las costas
del Golfo de California (GC), representan las colonias mas nortefias de distribucion en
el Pacifico oriental tropical (Figura 1).

1.3. Caracteristicas de las poblaciones coralinas marginales
Las condiciones ambientales de los margenes latitudinales de distribucion de los

corales hermatipicos se caracterizan por presentar aguas templadas, con oleaje de alta
energia, y turbidez. Estas condiciones tienen consecuencias desfavorables en el éxito
reproductivo y supervivencia de poblaciones coralinas que habitan esas regiones
limitrofes (Miller y Ayre 2008). Las zonas marginales tales como las que se ubican al
este y oeste de Australia, Japon, Hawaii, Bermuda, y Sudafrica, se caracterizan por
aguas mas frias comparadas con los tropicos (Panama y Costa Rica 28°C promedio
anual a 8°N, mientras que Hawaii 25°C promedio anual a 20°N). Esta menor
temperatura de tan solo algunos grados puede limitar el crecimiento anual de algunas
especies (Guzman y Cortés 1989; Harriott 1999) y generar una desventaja competitiva
ante otras especies no coralinas mejor adaptadas a dichas temperaturas (p.ej., algas
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calcareas) (Glynn y Stewart 1973). Por otro lado, en algunas especies coralinas se ha
observado que la tasa de crecimiento (mm afio™) disminuye conforme aumenta la latitud
en respuesta principalmente a la menor disponibilidad de luz en distintas estaciones del
afno o por encontrarse en aguas menos claras (Crossland 1984; Harriott 1999).

10N
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Figura 1. Mapa que muestra localidades con mayor abundancia de corales hermatipicos
en el Pacifico oriental tropical. Claves de localidades: HAW (Hawaii), JON (Isla
Johnston), FAN (Isla Fanning), CLP (Atolén Clipperton) y MAL (Isla Malpelo) formando
la provincia Grupo de lIslas (color verde); GOC (Golfo de California), MXM (costa
occidente de México) y REV (Islas Revillagigedo) formando la provincia Norte (color
rojo); CRC (Costa Rica), PAN (Panama), COC (Isla Cocos), COL (Colombia), ECD
(Ecuador) y GAL (galapagos) formando la provincia Ecuatorial (color amarillo).
Modificado de Glynn y Ault (2000, p 7).

Diferencias en el tipo de reproduccidén son caracteristicas en poblaciones coralinas
marginales. Algunas poblaciones de corales hermatipicos del sureste de Australia (30°
18' S latitud) han presentado bajas tasas de reclutamiento atribuibles a que esta zona
esta influenciada por una fuerte corriente del Oriente Australiano (Harriott y Banks
1995). Esta corriente puede ser desfavorable para fases larvarias plancténicas
prolongadas ya que son transportadas por adveccion lejos de los arrecifes donde
deberian reclutarse. En consecuencia, existen especies que presentan fertilizacion
interna y produccién de larvas asexuales para su rapido asentamiento. Resultados
similares se han encontrado en otras regiones del mundo como en Bermuda (Caribe) y
en la Isla Amakusa-Shimoshima (Japdén), que representan también zonas limitrofes en
la distribucion de los corales hermatipicos (Smith 1992; Tioho et al, 2001). La incidencia

de reproduccion asexual en poblaciones de corales que se encuentran en los margenes
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de distribucion se ha documentado en trabajos recientes, y se ha sugerido que esto se
relaciona posiblemente con factores extrinsecos (huracanes, fuertes corrientes, area
limitada para colonizar, entre otras) que influyen en la ausencia de reproduccion sexual
como una estrategia de supervivencia a ambientes sub-optimos (Ayre y Hughes 2004;
Baums et al, 2006b; Foster et al, 2007; Miller y Ayre 2008).

Una consecuencia de la reproduccion asexual en la dinamica poblacional de los
corales marginales es el aislamiento debido al decremento en la conectividad
demografica. Dado a que la conectividad de los corales esta mediada por el transporte
de gametos y larvas planctonicas, en la medida que exista una predominancia de
reproduccion sexual con fertilizacion externa se incrementara la probabilidad de
conectividad demografica con otras poblaciones (Ayre et al, 1997; Miller y Ayre 2004;
Miller y Ayre 2008). Por contraparte, en la medida en que se incremente la importancia
de reproduccion con fertilizacion interna y en que se expulsen larvas lecitotroficas que
se asientan cerca de la colonia progenitora, se limitara significativamente la capacidad
de dispersién y de conectividad demografica (Carlon 1999). Si la contribucion de los
tipos de reproduccion asexual (larvas asexuales o fragmentacion vegetativa) es
importante en estas regiones marginales, se tendra ademas una menor diversidad
genética (Ayre et al, 1997; Miller y Ayre 2004; Miller y Ayre 2008).

1.4. Genética poblacional de corales hermatipicos en limites de distribucién
La distribucién geografica de la variacion genética permite evaluar indirectamente

los niveles de conexidn entre poblaciones marinas. Dicha conexidén se manifiesta en los
niveles de diferenciacion genética interpoblacional (una alta conectividad tiene como
resultado una ausencia de diferenciacién), que pueden ser cuantificados con datos
genéticos. Con base en dichos datos se pueden realizar interpretaciones demograficas
basadas en modelos evolutivos que asumen la neutralidad (ausencia de seleccion) de
los marcadores, y equilibrio entre la deriva, migracion y mutacion (Palumbi 1995;
Hedrick 2000; Hellberg et al, 2002).

Conceptualmente podemos predecir los patrones de diferenciacion geografica en
funcion de dos caracteristicas fundamentales: la magnitud del flujo genético entre
poblaciones que determina la conectividad, y el tamafio poblacional efectivo (Ne) que

determina la magnitud de la deriva genética al azar dentro de las poblaciones (Hellberg
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et al, 2002). De acuerdo a este esquema, las poblaciones son cerradas (genéticamente
diferenciadas) cuando el flujo genético y su Ne son pequefios (reclutamiento local) o
abiertas (genéticamente homogéneas) cuando el flujo genético y el Ne son grandes
(reclutamiento de otras poblaciones) (Figura 2). Entre estos dos extremos, las
poblaciones pueden mostrar similitudes genéticas graduales, dando como resultado
patrones de diferenciacion intermedios (Hellberg et al, 2002).

Tamano efectivo poblacional (Ne)

- +
Poblaciones cerradas Gradiente geografico
- (deriva genética) poblacional (seleccién)
o}
2
)
‘0
OCJ
o) Aislamiento por distancia
L,
=
[V
+ Parches Poblaciones
cadticos abiertas

Figura 2. Patrones de diferenciacion genética basados en la cantidad de flujo genético y
tamano poblacional efectivo (Ng). Modificado de Hellberg et al., (2002, p 278).

En el océano Atlantico, se ha observado distintos patrones de diferenciacion
genética en algunas especies coralinas. Acropora palmata es un coral hermatipico del
Caribe que se encuentra genéticamente diferenciado formando dos provincias
filogeograficas (oriental y occidental del Caribe). Dicho patron se ha atribuido
principalmente al tipo de reproduccion distinto en cada una. La provincia oriental
presentd una mayor incidencia de reclutamiento sexual que la occidental, dicha
diferencia puede ser debida a las caracteristicas fisicas del habitat. En particular, la
poblacion ubicada en las costas de Florida resultdé con reclutas producidos por
reproduccion asexual, siendo una de las localidades mas nortefias para el Atlantico
(25°N) (Baums et al, 2006b). Por otro lado, en Montastraea cavernosa se ha observado
un patron de diferenciacion genética formando tres regiones distintas en el Atlantico:
norte (Caribe), suroeste (Brasil) y este (oeste de Africa). Las poblaciones de la regién
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de Brasil y el oeste de Africa mostraron bajos niveles de diversidad genética debido a
un aislamiento poblacional entre ellas y con el Caribe, debido a condiciones
ambientales desfavorables para corales hermatipicos (Nunes et al, 2009).

En la Gran Barrera Arrecifal Austaliana, se ha observado en varias especies
coralinas una importante subdivisidn poblacional en tres localidades separadas
latitudinalmente (14°, 18° y 23° latitud Sur). Se analizaron muestras de nueve especies
de coral, por un lado aquellas que expulsan planulas (Acropora cuneata, Acropora
palifera, Pocillopora damicornis, Seriatopora hystrix y Stylophora pistillata) y por otro
aquellas con fertilizacion externa (Acropora hyacinthus, Acropora cytherea, Acropora
millepora y Acropora valida). Se observé que las subpoblaciones mas alejadas
latitudinalmente de la mayoria de las especies fueron las de menor diversidad genética,
lo que puede implicar una mayor vulnerabilidad a cambios en su ambiente (Ayre y
Hughes 2000). Ademas, en dos especies con fertilizacion externa (A. valida y A.
millepora) se documento la existencia de un gradiente latitudinal de diversidad genética,
en el cual la localidad mas surefia y periférica (23°S) fue la que presentd la mayor
fraccion de reclutamiento clonal y la menor diversidad. Posteriormente, los autores
extendieron su estudio incluyendo una localidad mas extrema ubicada a 31° S en la que
encontraron los menores niveles de diversidad genética en cinco especies (A. valida, S.
hystrix, S. pistillata, A. cuneata y P. damicornis). Los autores argumentan que esta baja
diversidad se debe a los efectos combinados de elevada latitud y al aislamiento por
distancia de zonas con mayor abundancia coralina (Ayre y Hughes 2004).

En el coral Plesiastrea versipora, que posee una de las distribuciones geograficas
mas amplias en el Indopacifico abarcando ambos hemisferios, se ha logrado identificar
el efecto del habitat marginal en la estructura genética interpoblacional. En esta especie
se encontré diferenciacion genética y un patron filogeografico significativos que
sugirieron la existencia de “aislamiento por distancia” entre las poblaciones del Este de
Australia (entre las latitudes 18 y 34° S). En contraste, las poblaciones japonesas
estudiadas en el Archipiélago Ryukyu (entre las latitudes 24 y 28° N), no mostraron
estructura genética ni patrones filogeograficos significativos. Esta diferencia en los
patrones espaciales de diferenciacion genética entre hemisferios se atribuyé al efecto
tanto de las corrientes oceanicas (Kuroshio en Japon y Corriente Oriental Australiana)

como de la extension latitudinal, ya que en el hemisferio Sur el estudio abarco mas alla
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de los 30° de latitud, a diferencia del hemisferio norte (Rodriguez-Lanetty y Hoegh-
Guldberg 2002).

En el POT los estudios de genética poblacional en corales hermatipicos recién
comienzan a ser abordados (Paz-Garcia et al, 2008; Combosch y Vollmer 2011; Pinzon
y LaJeunesse 2011; Saavedra-Sotelo et al, 2011; Aranceta-Garza et al, 2012; Baums et
al, 2012; Paz-Garcia et al, 2012; Pinzén et al, 2012). Porites lobata es una de las
especies con amplia distribucion tanto en el POT como en el Indopacifico, su patron de
diferenciacion genética mostro que el POT representa una region con poblaciones
aisladas y con bajos niveles de diversidad genética (Baums et al, 2012). Por otro lado,
estudios de Pavona gigantea a escalas menores revelaron la existencia de estructura
genética poblacional significativa a lo largo del PM. Dicha sefial de diferenciacion
genética se asocié a las poblaciones mas nortefias (La Paz y Colima), lo que sugiere
que en esta especie se podria estar dando un efecto genético en las poblaciones
marginales. Sin embargo, no se incluyeron muestras de localidades limitrofes del Golfo
de California por lo que la sefal de diferenciacion seria sub-marginal (Saavedra-Sotelo
2007). Para el caso de Porites panamensis se observo un patron de estructura diferente
a la especie anterior en el GC y PM, mayor estructuracion en localidades surefias,
Bahia de Banderas y Bahias de Huatulco, y una ligera estructuracion entre las
localidades del Golfo de California. Ademas, las localidades se ajustaron a un modelo
de aislamiento por distancia, quizas debido a una limitada dispersién a gran distancia
(Paz-Garcia 2009). En el caso particular de las especies del género Pocillopora, los
patrones de estructura han sido incongruentes entre los estudios realizados hasta la
fecha. Por un lado, se ha sugerido que las morfoespecies del género Pocillopora que
habitan el POT no han mostrado diferencias genéticas significativas para ser
consideradas especies. Se ha encontrado que todas las morfoespecies se subdividen
en tres “Tipos” genéticos cuyos limites no coinciden con las morfpespecies descritas,
pero si con los subclados C del endosimbionte Sybmbiodinium (Pinzén y LaJeunesse
2011). Mientras que estudios de genética poblacional realizados a algunas de estas
morfoespecies (P. verrucosa y P. damicornis) han mostrado niveles de estructura
genética significativas asociados a las diferencias en condiciones ambientales a lo largo
del POT (Blancas-Lépez 2009; Combosch y Vollmer 2011; Aranceta-Garza et al, 2012;
Paz-Garcia et al, 2012).
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En cuanto a patrones filogeograficos de corales hermatipicos, en el POT, no existen
trabajos para ninguna de las especies de la region. La mayoria de las investigaciones
en este tema y area de estudio han sido llevadas a cabo en peces (Hastings 2000;
Riginos y Nachman 2001; Craig et al, 2006; Dominguez-Lopez et al, 2010). De manera
general se ha observado que la heterogeneidad en el tipo de costa influye en el
aislamiento y diferenciacion entre poblaciones de peces costeros (Riginos y Nachman
2001; Riginos y Victor 2001). Algunos autores sugieren que la actual arquitectura
genética de algunas especies de peces en el POT ha sido moldeada por eventos
histéricos ya sean climaticos y/o ecologicos en periodos interglaciares y glaciaciones
(Dominguez-Lopez et al, 2010; Dominguez-Rivera 2011). De acuerdo con esto,
esperamos que los corales hermatipicos presenten un patrén similar a los reportados

en el POT para otras especies.

1.5. Justificacion
Las poblaciones de corales hermatipicos han declinando como consecuencia directa

e indirecta del deterioro ambiental asociado al crecimiento poblacional humano.
Investigaciones recientes se han enfocado a proponer medidas de manejo de sistemas
arrecifales (Cote y Reynolds 2006; van Oppen 2007); sin embargo, la falta de
informacion cientifica basica ha limitado el conocimiento acerca del estado de la
diversidad bioldégica en estos sistemas (van Oppen 2007). La incorporacién de
informacion genética en el manejo de arrecifes coralinos es factible, especialmente para
el desarrollo de nuevos métodos estadisticos que puedan identificar el flujo genético a
diferentes escalas ecologicas y tiempos evolutivos (Hellberg 2007; Sagarin et al, 2009).

En el caso de poblaciones ubicadas en los margenes de una distribucion es mas
factible esperar la disminucién en su abundancia en presencia de cambios ambientales
acelerados. Esto debido al aparente aislamiento y falta de conectividad con otras
poblaciones, lo que llevaria a las poblaciones marginales a una posible pérdida de
variabilidad genética y mayor vulnerabilidad a dichos cambios. La integracion de
informacion genética y evolutiva con la ecologica nos permitira identificar el grado de
interconexién o aislamiento entre regiones, para establecer estrategias de conservacion
regionales mas adecuadas.

En el Pacifico tropical oriental se encuentra una gran variedad de corales
hermatipicos en sistemas arrecifales y rocosos. En particular, las especies de corales
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arrecifales que habitan las costas de Baja California Sur y del Pacifico tropical
mexicano se encuentran ampliamente distribuidas y la mayoria son simpatricas, como
es el caso de Porites panamensis y Pocillopora verrucosa (Reyes-Bonilla et al, 2005),
por lo que sus habitats marginales y 6ptimos de distribucion latitudinal tienden a
traslaparse. Ademas, son especies que cuentan con diferentes caracteristicas
bioldgicas y ecoldgicas que nos permitiran tener una visibn mas amplia del efecto del
habitat en especies con historias de vida diferente a lo largo del GC y PM.

Por otro lado, en cuanto a condiciones de su habitat, es conocido que en el POT
existen fendmenos naturales como huracanes, tormentas, oscilaciones climaticas
(ENSO), entre otros, que afectan las comunidades de corales hermatipicos (Reyes-
Bonilla y Lopez-Pérez 1998; Reyes-Bonilla et al, 2002; Reyes-Bonilla 2003). Estos
disturbios provocan no sélo modificaciones en la estructura comunitaria, también en la
estructura poblacional y diversidad genética de especies coralinas (Harriott y Banks
1995; Hughes y Connell 1999). Por lo que conocer el grado de variabilidad y
conectividad genética entre poblaciones no marginales y marginales, permitira
identificar cuales de estas ultimas son mas vulnerables y de mayor prioridad para la
conservacion. Con este conocimiento sera mas facil tomar medidas de conservacion
adecuadas que permitan asegurar la recuperacion de poblaciones afectadas por

disturbios.

1.6. Hipétesis generales
H1: Se observara una arquitectura genética diferente entre las poblaciones marginales

VS no marginales.
Prediccién 1: Las poblaciones marginales presentaran variantes alélicas o haplotipicas

diferentes a las poblaciones no marginales.

H2: El grado de diferenciacion y variabilidad genéticas de las poblaciones coralinas
periféricas estara influenciado por bajos niveles de conectividad demografica.
Prediccidn 2: Las poblaciones marginales se encontraran diferenciadas genéticamente
y presentaran una menor variabilidad genética que el resto de las poblaciones

Hs;: El grado de diferenciacién y variabilidad genéticas de las poblaciones coralinas no
periféricas estara influenciado por altos niveles de conectividad demografica.
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Prediccién 3: Las poblaciones no periféricas estaran poco diferenciadas genéticamente
con alta variabilidad genética que las poblaciones periféricas.

H4: Existira una correlacion entre los patrones genéticos poblacionales y el paisaje
ambiental

Prediccidén 4: Las poblaciones marginales diferenciadas genéticamente se encontraran
en regiones con condiciones ambientales suboptimas para su crecimiento y

supervivencia.

1.7. Objetivos generales
Para probar las hipotesis generales propuestas utilizamos dos especies de corales

hermatipicos contrastantes en sus caracteristicas biolégicas y ecolégicas. Por un lado,
Porites panamensis una coral masivo incrustante con reproduccion sexual mediante la
fertilizacion interna. Esta caracteristica le provee un bajo potencial de dispersion debido
a que las colonias generan larvas lecitotréficas de corta duracion en la columna de
agua, por lo que se asienta a pocos metros de las colonias parentales (Reyes-Bonilla
1993; Glynn et al, 1994). Mientras que Pocillopora verrucosa es un coral ramoso con
reproduccion sexual principalmente mediante la expulsion de gametos al agua donde se
lleva a cabo la fertilizacion, lo que les provee un mayor potencial de dispersion a gran
distancia (Glynn et al, 1991; Chavez-Romo y Reyes-Bonilla 2007), sin embargo también
se ha reportado reproduccion asexual por fragmentaciéon en algunos sitos (Aranceta-
Garza 2010; Aranceta-Garza et al, 2012).
Lista de objetivos:
* Comparar los niveles de diversidad genética entre poblaciones marginales vs no
marginales.
* Evaluar el grado de diferenciacion genética entre poblaciones marginales y no
marginales.
* Evaluar los niveles de conectividad genética entre poblaciones.
* Correlacionar los patrones genéticos poblacionales con aquellas variables que
mejor describan el nicho ecoldgico de cada especie.
* Identificar patrones filogeograficos en cada especie
En los siguientes capitulos (2 y 3) se abordaran los patrones genéticos

poblacionales de cada especie cubriendo los objetivos uno a cuatro, y un ultimo capitulo
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(4) esta dedicado a los patrones filogeograficos de las especies, cubriendo el ultimo
objetivo.
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Capitulo 2: Evaluacion de la marginalidad y centralidad de Porites panamensis

mediante un modelo biogeografico

2.1. Introduccién
Las poblaciones naturales tienden a ser abundantes en regiones donde las

condiciones ambientales son cercanas a los optimos fisiologicos de los organismos, lo
cual se ve reflejado en altas tasas de reproduccién y de supervivencia comparadas con
las tasas de mortalidad y emigracion (Hoffmann y Blows 1994). A estas regiones se les
denomina el centro de abundancia, en la distribuciéon de cualquier especie. Conforme
nos alejamos de este centro, las condiciones ambientales se deterioran y las
poblaciones tienden a decrecer en abundancia hasta alcanzar regiones limite de
distribucion donde las poblaciones no pueden persistir (Brussard 1984). Dichas
regiones marginales se caracterizan por presentar altas tasas de recambio poblacional
y su supervivencia depende de la influencia de poblaciones centrales (Brown 1984;
Vucetich y Waite 2003). Brown (1984) propuso un hipotesis biogeografica basada en el
patrén general de abundancia de una especie, en la cual propone que el centro de
abundancia ocurre en el centro geografico de su distribucion. Este patrén biogeografico
es conocido como la “Hipotesis del Centro Abundante” (HCA, Hengeveld y Haeck 1982;
Sagarin y Gaines 2002; Pfenninger et al, 2011), o “Hipdtesis Centro-Margen” (Hutchison
2003; Gapare et al, 2005; Eckert et al, 2008), la cual ha sido el centro de debate en
investigaciones ecologicas y evolutivas de poblaciones naturales (Sagarin y Gaines
2002; Sagarin et al, 2006; Eckert et al, 2008). El debate se centra en el reto que existe
en identificar los centros y margenes geograficos de abundancia en algunos
organismos, cuyos rangos de distribucion no presentan una forma geométrica regular
(Brown et al, 1996). Ademas, en algunas especies la distribucion geografica esta
influenciada por un componente latitudinal, como lo son las especies costeras en el
Pacifico oriental, provocando un gradiente latitudinal que puede ser confundido con el
patrén propuesto por la HCA (Guo 2012). Debido a estas caracteristicas, la hipdtesis ha
sido cuestionada como un patrén geografico general, ya que algunos ecoélogos la
consideran como una suposicion simplificada sobre la distribucion de las especies
(Sagarin y Gaines 2002; Sagarin et al, 2006).
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En este capitulo retomamos el debate de la hipotesis para replantear los conceptos
de “centralidad y marginalidad ecolégica” de las poblaciones. La relevancia de estos
conceptos trascienden mas alla de ubicarlos en una posicion geografica, en su lugar,
son referidos a la calidad del habitat que puede encontrase a lo largo de un paisaje
ambiental donde se distribuye una especie (Pfenninger et al, 2011; Wagner et al, 2011).
Por lo tanto, remplazamos el concepto de “Centro Abundante”, referido explicitamente a
un centro geografico de maxima abundancia, por el concepto de “Centro de
Abundancia” el cual puede ser geograficamente excéntrico. Asi, proponemos un patron
analogo al de la HCA, pero sin hacer una referencia geografica al centro de
abundancia, el cual puede ser o no excéntrico. Dada esta aclaracion, proponemos una
version relajada de la hipotesis llamandola “Hipotesis Relajada del Centro Abundante”
(HRCA). Los patrones ecoldgicos y microevolutivos seran los mismos que los que
controlan la abundancia de las poblaciones en la HCA. Por ejemplo, las condiciones
ambientales favorables en el centro de maxima abundancia y dichas condiciones se
deterioraran conforme nos alejamos de estas regiones; altas tasas de recambio
poblacional en las poblaciones marginales; baja conectividad entre las poblaciones
marginales y centrales, asi como aislamiento entre las poblaciones marginales; sin
embargo, los procesos careceran de una connotacion geografica.

La HRCA nos proporciona un modelo nulo para conocer los mecanismos que
moldean los centros de abundancia y con ello los patrones de diferenciacion genética
de las poblaciones naturales (Hoffmann y Blows 1994; Eckert et al, 2008). Existen
algunas predicciones basadas en la HRCA, dichas predicciones estan relacionadas con
los patrones genéticos poblacionales que esperariamos observar si se cumple la
hipotesis. Se observaran (1) una arquitectura genética distinta en las poblaciones
marginales que en las poblaciones abundantes. Esto se debe a que las poblaciones
marginales experimentaran condiciones ambientales suboptimas (seleccion natural
direccional) provocando una disminucion en sus tasas de natalidad (y mayores tasas de
mortalidad) promoviendo su aislamiento poblacional. Se observara también (2) una
conectividad genética mayor entre poblaciones abundantes, que disminuira hacia
poblaciones marginales y que sera menor entre estas ultimas. Finalmente, se observara
(3) una mayor diversidad genética en las poblaciones abundantes decreciendo hacia las

poblaciones marginales. Debido a que las poblaciones marginales son menos
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abundantes, la deriva genética sera mayor, eliminando variabilidad a una tasa mayor
que en las poblaciones abundantes (Hoffmann y Blows 1994; Vucetich y Waite 2003).
Sin embargo, las poblaciones naturales no siempre presentan los patrones genéticos
mencionados (Sagarin y Gaines 2002; Eckert et al, 2008) y en muchas especies las
poblaciones marginales, en lugar de actuar como sumideros, experimentan
diversificacién y adaptacidon local (Sagarin y Gaines 2002; Vucetich y Waite 2003;
Eckert et al, 2008; Budd y Pandolfi 2010). Este ultimo punto ha sido el centro de debate
en la genética de la conservacion sobre si las poblaciones marginales deben o no ser
conservadas (Hunter y Hutchinson 1994; Lesica y Allendorf 1995; Budd y Pandolfi
2010).

Una de las principales preguntas relacionadas con la distribucidon de las especies es:
¢ Qué factores moldean la distribucidn espacial de las especies y determinan su
presencia o0 ausencia en un ambiente? Para poder responder es necesario identificar
las variables ambientales que puedan estar correlacionadas con los patrones genéticos
poblacionales. Este tipo de analisis, o enfoque, es conocido como “Genética del
Paisaje”, y permite tener una mejor comprensién de cémo el paisaje ambiental influye
en los patrones de flujo genético y adaptaciones locales de las poblaciones naturales
(Manel et al, 2003). La modelacion del nicho ecologico (MNE) es una herramienta
poderosa que nos permite identificar cuales son los factores ambientales que controlan
la distribucion espacial de las especies. Existen varios métodos de MNE desarrollados
como son los algoritmos genéticos (GARP-Genetic algorithm for rule set prediction,
Stockwell y Peters 1999) y métodos de maxima entropia (MaxEnt-Maximun entropy,
Phillips et al, 2006). Estos métodos tienen como objetivo derivar modelos predictivos de
la probabilidad condicional de encontrar un especie a través de un espacio geografico
dado. Dichos métodos se basan en registros de presencia y en covariables ambientales
que mejor definen el nicho ecoldgico. MaxEnt es uno de los métodos mas utilizados
para identificar las variables ambientales que determinan la distribucion potencial de
una especie, tanto actual como predicha en funcion de cambios ambientales acelerados
(Moreno et al, 2011; Kumar 2012; Yang et al, 2013). Esto nos lleva a la necesidad de
evaluar los impactos ambientales presentes y futuros en los ecosistemas naturales. Lo

cual nos permitira comprender los procesos demograficos que controlan los patrones
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genéticos en las poblaciones marginales frente a cambios ambientales globales
(Parmesan 2006; Sagarin et al, 2006).

Para probar las predicciones relacionadas con la HRCA, utilizamos una especie de
coral hermatipico endémica del POT y una de las mas abundantes tanto en el GC como
en el PM. Porites panamensis se distribuye desde el GC (31°N) hasta Colombia (3°N) y
se caracteriza por formar colonias incrustantes masivas con reproduccion sexual,
generando planulas lecitotroficas que se asientan cerca de las colonias parentales
limitando su potencial de dispersion (Reyes-Bonilla 1993; Glynn et al, 1994). Es una de
las especies mas vulnerables a aumentos de temperatura (Veron 2000), por lo que, a
principios de la década de los 80°s y finales de los 90°'s, sus poblaciones en América
Central fueron impactadas severamente por aumentos de temperatura superficial del
agua durante eventos de El Nifo (Glynn et al, 1994; Glynn 2000). Dadas las
caracteristicas mencionadas de la especie, probamos las siguientes hipoétesis: a) el
patréon de diversidad genética de P. panamensis estara correlacionado con el patrén de
abundancia relativa, el cual decrecera del centro de abundancia hacia la periferia; b) las
poblaciones localizadas en el centro de abundancia, o cercanas a este, presentaran
altos niveles de conectividad genética y menor grado de estructura que las poblaciones
marginales; c) los patrones de diversidad y estructura genética predichos por la HRCA
estaran influenciados por la presencia de un habitat discontinuo, el cual actua como
barrera para la dispersion de la especie; d) la temperatura sera la variable que mejor
caracterice el nicho ecologico de la especie.

2.2. Metodologia

2.2.1. Patrén de abundancia
Para evaluar el patron geografico de abundancia de Porites panamensis y otros

corales hermatipicos en el GC y PM, analizamos datos historicos de cobertura de coral
tomados entre julio del 2008 y julio de 2011 en nueve localidades en donde se encontrd
a la especie: Bahia de los Angeles (BLA), Bahia Concepcién (BC), Loreto (LO), Bahia
de La Paz (LP), Cabo Pulmo (CP), Mazatlan (MZ2), Islas Marietas (IM), Carrizales (CA) y
Bahias de Huatulco (BH) (Figura 3). Los datos de cobertura de coral vivo fueron
tomados mediante transectos paralelos a la linea de costa (25 m de longitud) a tres
profundidades diferentes: 0-6 m, 7-12 m y >13 m. En la localidad de Mazatlan se obtuvo

un solo transecto somero en una visita (Tabla 1). El esfuerzo de muestreo fue variable
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en cada sitio, encontramos una correlacion entre la cobertura de coral total y el esfuerzo
de muestreo (p= 0.004), sin embargo para el caso de la cobertura de P. panamensis no
encontramos dicha correlacion (p= 0.926), de tal manera que no fue necesario realizar
una estandarizacion. Los datos de cobertura de coral fueron obtenidos de una base de
datos histéricos de cobertura de coral en resguardo del Laboratorio de Ecologia
Pesquerias de la Zona Costera (LEPZC) en CICESE, bajo la direccion del Dr. Luis E.

Calderdn Aguilera.

Tabla 1. Localidades, fechas de muestreo de cobertura de coral y colecta de tejidos
(mes/afio) numero total de transectos por sitio (Tr).

. . Fecha de muestreo Fecha de
Localidad Cédigo muestreo de Tr
cobertura de coral "
tejidos
1. Bahia de los Angeles  BLA 11/2010 02,03/2009 3
2. Bahia Concepcién BC 02/2011 03/2010 3
3. Loreto LO 11/2010 11/2011 3
4. La Paz LP 11/2008 08/2008 12
5. Cabo Pulmo CP 11/2008, 10/2010; 08/2008 48
05/2011
6. Mazatlan Mz 07/2008 09/2010 1
7. Islas Marietas IM 10,11/2010, 03,05/2011 06/2010 72
8. Carrizales CA 02/2010, 07/2011 07/2011 26
9. Bahias de Huatulco BH 11/2009, 09/2010 09/2008 84

2.2.2. Modelo de Nicho Ecolégico (MNE)
Para identificar las variables que mejor caracterizan el habitat de P. panamensis

utilizamos el método de maxima entropia (MaxEnt) para mapear la probabilidad de
ocurrencia de la especie en el GC y PM. MaxEnt es un método disefiado para modelar
la distribucién de las especies basado en datos empiricos de presencia (Phillips et al,
2006), este ultimo punto es relevante dado el desafio que implica obtener datos
certeros de “ausencia” (Elith et al, 2011). MaxEnt utiliza datos ambientales (covariables)
de sitios con datos de ocurrencia de la especie (sitios georeferenciados de presencia), y
a partir de una muestra aleatoria de la region geografica de estudio, calcula la relacion
entre la densidad de probabilidad condicional de las covariables en los sitios de
presencia y la densidad de probabilidad incondicional de las covariables en toda el area

de estudio. Del tal manera que el modelo estima la probabilidad condicional de que la
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especie se encuentre en un sitio dado el ambiente (Dudik et al, 2007; Elith et al, 2011).
Valores >0.5 son considerados adecuados para el establecimiento de poblaciones
reproductivas (Franklin 2009 ; Peterson et al, 2011).

Los datos empiricos de presencia de P. panamensis fueron obtenidos de literatura
cientifica (Reyes-Bonilla et al, 2005) y diversas campafas de muestreo realizadas por
algunos grupos de trabajo a lo largo de la zona de estudio (LEPZC-CICESE,
Laboratorio de Sistemas Arrecifales-UABCS, Centro Universitario de la Costa-U de G y
Universidad del Mar). Se utilizaron 15 variables ambientales obtenidas de bases de
datos publicas a una resolucion de 1° (Lat-Lon) (Tabla 2). La alcalinidad fue estimada
en funcion de la salinidad superficial del mar y la temperatura (Lee et al, 2006); y el pH
y concentracidn de aragonita fueron estimados utilizando el programa CO2SYS (siglas
en inglés: CO2 System in Seawater, Lewis y Wallace 1998). Se corri6é el modelo con el
programa computacional MaxEnt v3.3.3 (Phillips et al, 2004 ) utilizando un valor maximo
de iteracion de 1000, los parametros establecidos por el programa (convergence
threshold de 10° y automatic regularization de 10™) y una salida logistica. El archivo
geografico de salida presenta la probabilidad de ocurrencia de la especie. El poder
discriminatorio del modelo se evalué mediante el analisis de las curvas de ROC (Phillips
et al, 2006), se utilizdé 75% de puntos de ocurrencia para la formacion del modelo y 25%
de puntos de ocurrencia como puntos de prueba (Franklin 2009 ). Se realizé el método
de remuestreo Jackknife de las variables para evaluar su importancia en la presencia
de la especie (Elith et al, 2011). El MNE fue realizado por el Laboratorio de Sistemas
Arrecifales de la UABCS, a cargo del Dr. Héctor Reyes Bonilla.
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Tabla 2. Variables ambientales obtenidas de bases de datos publicas para modelar el
nicho ecoldgico de P. panamensis mediante el programa MaxEnt v3.3.3 (Phillips et al.,
2004).

Variables ambientales Base de datos publica
e Temperatura (°C) (promedio
anual, maxima y minima)
e Concentracion de clorofila-a

3
. l(jmg/md)_ | de Radiacié Satelite MODIS-Aqua disponible en:
romg '9. anual de Ra |aC|_on ftp.cdc.noaa.gov/datasets/noaa.oisst.v2/sst. mmean.mc
Fotosintéticamente Activa

(PAR, Einstein/m?/dia)

* Coeficiente de atenuacién de
luz (1/m)

e Concentracion de nutrientes
(fosfatos, silicatos y nitratos;
mM)

*  Oxigeno disuelto (ml/l)

e Salinidad (PSU)

*  Batimetria (m) General Bathymetric Chart of the Oceans (GEBCO)

disponible en:
www.gebco.net

*  CO; atmosférico Scripps Institution of Oceanography, La Jolla, CA;

disponible en:
http://scrippsco2.ucsd.edu/data/ljo.html

World Ocean Atlas (WOA) disponible en:
www.nodc.noaa.gov

¢  Alcalinidad estimada como una
funcion de la  salinidad
superficial del mar y la
temperatura

e pH y concentracion de
aragonita estimadas de la
salinidad, temperatura,
alcalinidad, silicatos, fosfatos y
CO, atmosférico

Ecuaciones descritas por Lee et al., 2006

Estimaciones realizadas con el programa CO2SYS (Lewis y
Wallace 1998)

2.2.3. Colecta de tejidos y trabajo de laboratorio
Las muestras de tejidos fueron colectadas de colonias de coral vivo (5 x 5 cm

aprox.) de agosto de 2008 a noviembre de 2011 (Tabla 1) en cada una de las
localidades mencionadas anteriormente, incluimos dos muestras adicionales de Isla
Maria Madre (Islas marias, Nayarit). Las muestras colectadas estuvieron separadas por
al menos 2 a 3 metros para evitar recolectar colonias clonales. Los fragmentos de coral
fueron preservados en solucidn salina saturada (20% DMSO, NaCl saturada, 250mM
EDTA pH 8) (Seutin et al, 1991). EI ADN fue extraido mediante la digestiéon de cada
muestra con proteinas K y una posterior purificacion con un protocolo de precipitacion

salina, seguido por una extraccion organica y subsecuente precipitacion con etanol
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(Aljanabi y Martinez 1997). La presencia e integridad del ADN se verifico mediante
geles de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (0.5 pg/ul).

Con el proposito de integrar todos los datos genéticos disponibles de la especie en
el GC y PM, analizamos multiples marcadores genéticos con diferentes tasas de
mutacion. Se amplificaron y secuenciaron dos regiones del ADN nuclear y se
reanalizaron datos de cinco loci aloenzimaticos publicados previamente por Paz-Garcia
y colaboradores (2012). Los loci ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosomal (ADNr) y un gen
estructural anénimo o cuadro abierto de lectura (ORF por sus siglas en inglés: Open
Reading Frame) se amplificaron mediante el PCR utilizando los primers ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3")
(White et al, 1990), y MM32f2 (5"-GGTACTATCCCAAAGTTAGAGGTGA-3) y MM32r2
(5-GTTTTTATGGATGCGGTTCTTTAC-3) (C. Prada y M. E. Hellberg, comunicacién
personal) respectivamente (condiciones de PCR ver Tabla 3). La calidad y cantidad del
producto de PCR fue evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%.
Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit de purificacién QlAquick PCR
(QIAGEN) y secuenciados utilizando Big Dye Terminator v.3.1, posteriormente se
realizd la electroforesis de secuencias utilizando un secuenciador automatico ABI
3730x! (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron verificadas y editadas en
el programa CodonCode Aligner® v3.7.1.1 (CodonCode Corp.). EI ADNr fue
amplificado en todas las muestras de cada localidad, en el caso del ORF se amplificé el
50% de las muestras (n=12 por localidad) debido a su bajo nivel de polimorfismo. Se
reanalizaron datos de cinco loci aloenzimaticos (ME-1, GDH-1, GDH-2, EST-1 y LGG-1)
de previos estudios de P. panamensis para esta regidon, en los cuales la época de
colecta fue de agosto del 2004 a diciembre del 2006 en cinco localidades (BLA, BC, LP,
Punta Arenas-PA-, IM y BH; ver Paz-Garcia et al., 2012 para detalles metodoldgicos).
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Tabla 3. Condiciones quimicas del PCR y perfil de termociclado (PT) para cada locus.

Condiciones de PCR: PT (ADNTr) PT (ORF)

- dNTP’s (0.18 mM) 1. 94°C 1 min 1. 94°C 2 min
- Buffer de PCR 1X (Tris 10 mM, KCI 2. 36 ciclos de: 2. 30 ciclos de:
50 mM y MgCl; 1.5 mM)
- Primers (0.4 uM cada primer) 94°C 1 min 94°C 45 seg
- Tag DNAPol (NEB, Ipswich, MA) 55°C 1 min 50°C 45 seg
(1U)
- ADN molde (42 ng) 72°C 2 min 72°C 2 min

Volumen total: 25 pl 3. 72°C 9 min 3. 72°C 5 min

Temperatura y tiempo para: 1. Calentamiento inicial; 2. Desnaturalizacién, anillamiento y polimerizacién; y 3. Elongacion final.

2.2.4. Analisis de datos genéticos y ambientales
Las secuencias de ADN fueron alineadas utilizando MEGA v.5 (Tamura et al,

2011), posteriormente se identificaron los haplotipos diferentes en cada locus utilizando
DnaSP v.4.0 (Rozas et al, 2003). Los organismos que mostraron polimorfismos
intragenomicos (caso particular del ADNr) en sus cromatogramas fueron examinados
cuidadosamente (ver Anexo 1) y fueron identificados mediante algoritmos disponibles
en los programas computacionales PHASE (Stephens et al, 2001; Stephens y Donnelly
2003), fastPHASE (Scheet y Stephens 2006) y HAPAR (Wang y Xu 2003) (ver Anexo
2).

Para evaluar el patron geografico de diversidad genética obtuvimos los indices
de diversidad haplotipica (h) y diversidad nucleotidica (m) utilizando el programa
Arlequin v3.1 (Excoffier et al, 2005). Debido a la variabilidad en el tamafio de muestra
realizamos una estandarizacion de algunos indices para un tamafio minimo de muestra
utilizando métodos de remuestreo. La riqueza haplotipica (A) y el numero de haplotipos
privados (pA) fueron estandarizados a n= 12 y n= 21 utilizando el programa ADZE v1.0
(Szpiech et al, 2008); y la diversidad haplotipica (h) fue estandarizada manualmente a
un n= 12 en combinacion con Arlequin v3.1 (Excoffier et al, 2005). Obtuvimos una
matriz de distancias inter-haplotipicas basadas en el mejor modelo de evolucion
evolutiva para cada region del ADN (JC+I+G en ambos loci) mediante el programa
MODELTEST v3.7 (Posada y Crandall 1998), la cual fue utilizada en un subsecuente
analisis de diferenciacion.

Con el objetivo de probar la existencia de barreras a la dispersion entre
poblaciones centrales y marginales, estimamos los niveles de diferenciacion genética

entre todas las localidades (@), entre regiones centro/margen (@ -BLA, BC, LO, LP,
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PA, y CP: poblaciones abundantes; MZ, IM, CA y BH: poblaciones menos abundantes-)
y entre localidades dentro de regiones (®s;). Para observar cuales localidades
aportaron la mayor diferenciacion realizamos comparaciones pareadas de ®g. Las
significancias del AMOVA y del ANOVA fueron evaluadas mediante pruebas de
permutacion, para las pruebas multiples se ajustd la significancia utilizando la
correccion secuencial de Bonferroni (Rice 1989).

Una de las predicciones basicas de la HRCA es que la poblaciones centrales
tienen mayor probabilidad de presentar altos niveles de conectividad genética que las
poblaciones marginales; debido a esto, estimamos los tamafos poblacionales efectivos
(6 = 2Nep) y el flujo genético (M = m/u) utilizando maxima verosimilitud mediante
simulaciones Monte Carlo de Cadenas de Markov (MCMC, por sus siglas en inglés
Markov Chain Monte Carlo) implementadas en el programa MIGRATE v2.1.3 (Beerli
2004). MIGRATE utiliza la teoria de la coalescencia para estimar los valores de 6 y M
(magnitud y direccion del flujo) entre poblaciones, asumiendo una tasa de mutacion
nucleotidica constante (u). Para el analisis de MCMC se utilizé una serie de 10 cadenas
cortas (5,000 genealogias calculadas) y 3 cadenas largas (50,000 genealogias
calculadas), los primeros 10,000 arboles fueron ignorados (burn-in).

Para evaluar la influencia de las caracteristicas de habitat en los patrones
genéticos de P. panamensis, correlacionamos los indices de diversidad genética y
diferenciacion con covariables ambientales. Para este analisis utilizamos 15 variables
ambientales mencionadas anteriormente (Tabla 2) y cuatro adicionales: concentracion
de carbono inorganico disuelto (mol/m?), profundidad de la zona eufética (m) (base de
datos publica: satélite MODIS-Aqua), concentracion de carbono organico particulado
(mol/kg) (base de datos publica: WOA) y productividad primaria (gC/m?/afio) (base de

datos Ocean Productivity : http://www.science.oregonstate.edu/ocean.productivity/).

Realizamos un analisis de componentes principales (ACP) para reducir la
dimensionalidad de las 19 variables estandarizadas (mean= 0, SD= 1) en un nuevo
conjunto que representaron la mayor parte de la varianza observada. Los componentes
principales fueron correlacionados con los indices de diversidad genética
estandarizados de cada localidad. Dado que un gradiente ambiental (del centro a la
periferia en la distribuciéon de una especie) puede generar un patron de aislamiento por

distancia (IBD por sus siglas en inglés Isolation by Distance) en especies con limitada
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capacidad de dispersidon, probamos la existencia de IBD. Ademas, se evalud si la
diferenciacion genética entre pares de poblaciones se correlacionaba con la distancia
ambiental, y si esta ultima se correlacionaba con la distancia geografica, tal como se
espera en presencia de un gradiente ambiental. Para ello, se construyeron matrices de
distancia geografica (km), distancia ambiental (distancia euclidiana de 19 variables
estandarizadas) y distancia genética (comparaciones pareadas de ®g) entre pares de
localidades, las cuales se correlacionaron mediante pruebas de Mantel, para evaluar el
efecto de la tercer matirz se realizaron pruebas parciales de Mantel, en ambos casos
con programa IBD v 1. 52 (Bohonak 2002).

Las dos regiones del ADN nuclear (ADNr y ORF) y los cinco loci aloenzimaticos
(ME-1, GDH-1, GDH-2, EST-1 y LGG-1) se analizaron paralelamente para probar las
predicciones basicas de los patrones de diversidad y estructura genética propuestos
para la HRCA.

2.3. Resultados

2.3.1. Patrén de abundancia y modelo de nicho ecolégico en el GC y PM

El patron general de abundancia de los corales hermatipicos en el GC y PM se
caracteriza por niveles altos de cobertura de coral en localidades surefias (PM)
decreciendo hacia latitudes nortefias (GC; Figura 3, barras blancas). En contraste, el
patrén de abundancia de P. panamensis mostré mayor cobertura en latitudes nortefias
(peninsula) y decrece hacia latitudes surenas (continente) (Figura 3, barras negras). Las
localidades con mayor cobertura de coral vivo fueron CP (5.3%), LP (4.8%) y BLA
(3.5%), todas ubicadas en la peninsula de Baja California; las localidades con los
porcentajes de cobertura de coral mas bajas se ubicaron en el continente (BH= 0.25% y
MZ= 0.1%).
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Figura 3. Patron de abundancia de los corales hermatipicos del Golfo de California y
Pacifico mexicano. Circulos representan las localidades muestreadas; histogramas
indican porcentaje de cobertura de coral vivo (eje Y) en cada localidad (eje X); barras
negras representan la cobertura total de Porites panamensis y barras blancas la
cobertura total de todas las especies de corales; valores de porcentaje de cobertura de
coral por encima de las barras.

Para probar la existencia de un gradiente latitudinal en el patron de abundancia,
correlacionamos el porcentaje de cobertura de coral de P. panamensis (como una
medida absoluta de la abundancia) y la relacion de la cobertura de P. panamensis a la
cobertura total (como una medida de abundancia relativa) con la latitud. A pesar de que
la tendencia de la cobertura de P. panamensis fue de aumentar hacia latitudes
nortefas, esta no fue significativa (= 0.30 p= 0.43). Sin embargo, la abundancia relativa
de P. panamensis mostro un gradiente latitudinal significativo (= 0.84 p= 0.004). Esto
es consistente con la covariacion de la abundancia de P. panamensis con los niveles de
dominancia en las comunidades coralinas de la zona. En localidades nortefias, la
especie fue el coral hermatipico dominante contribuyendo con mas del 68% de la
cobertura total en localidades como BA, BC, y LO. En LP y CP la dominancia fue menor
pero con una contribucion cercana al 50% de la cobertura total. Por el contrario, la

contribucién de la especie en localidades continentales fue considerablemente menor
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(IM 17%, CA 14% y BH 0.6%). Estos patrones mostraron que las localidades
peninsulares representan el centro de maxima abundancia de P. panamensis, mientras
que las localidades continentales representan las poblaciones marginales. A pesar de
que nuestro muestreo no cubrid todo el rango de distribucidn de la especie, el cual se
extiende hasta Colombia, esperamos que este patron de poblaciones surefias poco
abundantes se mantenga, de acuerdo a datos publicados anteriormente (Glynn et al,
1994; Glynn 2000).

El MNE de P. panamensis fue robusto (AUC= 0.969) y cuatro de las 15 variables
ambientales explicaron aproximadamente el 77% de la varianza: PAR (35.7%),
concentracion de nitrato (16.5%), temperatura minima promedio (15.4%) y batimetria
(9.6%); el resto de las variables fueron de menor importancia. Los resultados muestran
que el habitat mas probable para la especie es principalmente el GC y algunos
“hotspots” a lo largo de el PM como son las islas ubicadas en la boca del GC y el Golfo
de Tehuantepec (Figura 4). Sin embargo, la probabilidad de ocurrencia de cada punto
muestreado no se correlaciond con los datos de abundancia (p= 0.13), ni con la
abundancia relativa de la especie (p= 0.53). A pesar de esto se observaron algunos
paralelismos, por ejemplo, BLA con la mayor probabilidad de ocurrencia (0.849) fue una
de las localidades con mayor cobertura de coral, mientras que MZ con una baja
probabilidad de ocurrencia (0.544) mostré la menor cobertura de coral en la zona (Tabla
4). En localidades peninsulares, los sitios con valores bajos de probabilidad de
ocurrencia coincidieron con la baja cobertura de coral (BC 0.698 y LO 0.583). En
contraste, la alta probabilidad de ocurrencia (0.704) y la baja cobertura de coral

observada en BH fue contradictoria (Tabla 4).
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Figura 4. Estimacion de la probabilidad del habitat de Porites panamensis utilizando un
modelo de maxima entropia (MaxEnt). Valores de la probabilidad de ocurrencia de la
especie van de 0 (color azul) a 1 (color rojo). Costas rocosas representadas con lineas

de costa resaltadas.
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2.3.2. Polimorfismos intragenémicos del ADNr
Algunas secuencias de ADNr presentaron polimorfismos intragenomicos (15.3%): en

todos los casos encontramos la combinacion de so6lo dos tipos de secuencias, las
cuales fueron completamente resueltas en haplotipos distintos (Anexos 1 y 2). Para
probar la influencia de dichos polimorfismos intragendomicos en los valores de
diversidad estimados, realizamos una comparacion entre las diversidades genéticas
utilizando dos estrategias de codificacion. En el primer caso, las colonias fueron
consideradas diploides (es decir colonias homoplasmicas se consideraron homocigotas
y las heteroplasmicas fueron tratadas como heterocigotas); en el segundo caso, las
colonias homoplasmicas fueron tratadas como haploides y las heteroplasmicas como
dos individuos haploides (aumentando el tamafio de muestra en las poblaciones que
presentaron este tipo de colonias). No encontramos diferencias significativas en las
estimaciones de h entre los dos casos (tsso0.05) = 1.17, p = 0.24), por lo que optamos por
tratar a las colonias heteroplasmicas como organismos haploides independientes.

2.3.3. Patrén geografico de diversidad genética
Los marcadores genéticos analizados en este capitulo mostraron niveles de

polimorfismo contrastantes; las secuencias de ADNr fueron las mas y los loci
aloenzimaticos fueron los menos diversos. Las secuencias de ADNr (n= 215)
presentaron 18 sitios variables, 13 sitios informativos y ocho indels (longitud de las
secuencias= 555 pb). Se encontraron 35 haplotipos de ADNr de los cuales ocho fueron
compartidos entre algunas localidades (Figura 5; Anexo 3a). Entre localidades
peninsulares se compartieron cinco haplotipos, mientras que entre las continentales se
compartieron tres. Dos haplotipos se compartieron entre regiones y la region de la
peninsula albergé una mayor cantidad de haplotipos privados que la region continental.
Las dos colonias muestreadas en Isla Maria Madre representaron un solo haplotipo que
fue compartido con IM. Debido al limitado tamafo de muestra de esta ultima localidad,

decidimos no incluirla en el resto de los analisis.
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Figura 5. Arquitectura genética de Porites panamensis utilizando ADNr. Localidades
muestreadas (circulos rojos), frecuencia de haplotipos (graficas circulares), haplotipos
compartidos (fracciones de los graficos en color), haplotipos privados (fracciones de los
graficos en blanco) y tamafos de muestra entre paréntesis.

Las secuencias de ORF (n= 108) presentaron 7 sitios variables y 6 sitios
informativos (longitud de las secuencias= 363 pb). El total de las secuencias
representaron 14 haplotipos de los cuales cuatro fueron compartidos entre algunas
localidades. Se encontré un haplotipo con la mayor frecuencia en todas las localidades
(58% de la frecuencia total; Figura 6; Anexo 3b). Dos haplotipos se compartieron entre
regiones (azul y verde entre peninsula y continente), y cada region se caracterizo por

presentar un haplotipo diferente (anaranjado para peninsula y amarillo para continente).



29

Haplotipos ORF

(12)

‘ BCO

(12)

(12)

0 28°

20°

(12)

-
P

(12)

MZ IM CA BH

(11) (14) (12) (11)

943 km
|

J
|

Figura 6. Arquitectura genética de Porites panamensis utilizando ORF. Localidades
muestreadas (circulos rojos), frecuencia de haplotipos (graficas circulares), haplotipos
compartidos (fracciones de los graficos en color), haplotipos privados (fracciones de los
graficos en blanco) y tamafos de muestra entre paréntesis.

Las aloenzimas fueron menos variables, dos de ellas fueron di-alélicas (ME-1 y
GDH-1), dos fueron tri-alélicas (GDH-2 y EST-1) y una fue penta-alélica (LGG-1) en un
total de 139 colonias adicionales genotipificadas por medio de electroforesis de
proteinas (ver Anexo 4a-b). La mayoria de los alelos fueron compartidos (excepto dos)
entre todas las localidades; sin embargo se observaron cambios de frecuencias de
algunos alelos entre regiones (por ejemplo, abundancia relativa del alelo amarillo del
locus EST-1, alelos gris y azul de los loci ME-1 y GDH-1; Figura 7).
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Figura 7. Arquitectura genética de Porites panamensis utilizando loci aloenzimaticos.
Localidades muestreadas (circulos rojos), frecuencia de alelos (graficas circulares),
alelos compartidos (fracciones de los graficos en color), alelos privados (fracciones de
los graficos en blanco) y tamanos de muestra entre paréntesis.

Estos resultados concuerdan con una de las predicciones de la HRCA, ya que las
localidades de Baja California mostraron una arquitectura genética similar, mientras que
las localidades de la costa occidental de México fueron heterogéneas entre ellas y con
diferente arquitectura genética de las localidades peninsulares abundantes.

El patron geografico de la diversidad genética entre marcadores fue similar pero no
idéntico, en donde las localidades peninsulares tendieron a mantener valores mas altos
que las continentales (ADNr: BLA, LO, LP, y CP h(12) 2 0.63; ORF: BLA, LOy CP h 2
0.62; aloenzimas: BLA, BC, y LP He > 0.553; Table 4). Sin embargo, no encontramos
diferencias significativas entre la diversidad promedio de la peninsula contra la del
continente (ADNr t162(0.05 = 0.51, p = 0.61; ORF {95005 = 1.40, p = 0.16; aloenzimas
t1020.05) = 0.52, p = 0.60). A pesar de ello, observamos que de las localidades mas
diversas en los tres marcadores, la mayor proporcion fue ubicada en la peninsula (cinco

de seis localidades con ADNr - h(12) 2 0.63-; tres de cuatro con ORF - h 2 0.62-; y tres
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de cuatro en aloenzimas - He = 0.553-). La diversidad nucleotidica se comporté como la
haplotipica (Tabla 4). Una tendencia similar fue encontrada en la riqueza haplotipica del
ADNr, donde las localidades LO, LP y CP obtuvieron las mayores riquezas en Baja
California (A¢12= 4.65, 5.48 and 6.94), mientras que IM en el continente (A¢2= 5.52).
Del mismo modo, la riqueza haplotipica del ORF fue mayor en las localidades
peninsulares (BLA= 5y CP= 7). En contraste, los resultados aloenzimaticos mostraron
poca variacion en el numero de alelos totales entre localidades (14 2 A 2 12; Tabla 4).

Para probar la prediccion de la HRCA acerca del patron geografico de diversidad
genética, correlacionamos el porcentaje de cobertura de coral vivo con los niveles de
diversidad genética de cada marcador (h y A para secuencias de ADN -ADNr y ORF-; y
He y A para aloenzimas). A pesar de que la diversidad genética en cada marcador
tiende a ser mayor en las localidades abundantes, en acuerdo con la prediccion de la
HRCA, sélo encontramos una correlacidon significativa entre la riqueza haplotipica del
ADNr con la abundancia (r= 0.76, p=0.02; Figura 8). El resto de las correlaciones no
fueron significativas (ver Anexo 5). Sin embargo, analisis a posteriori mostraron que las
inconsistencias con la hipétesis fueron atribuidas a dos localidades extremas (CA y MZ).
CA presento altos valores de cobertura de coral pero baja diversidad genética en ADNr,
mientras que MZ mostro baja cobertura de coral pero una diversidad genética
moderada para el ORF (Tabla 4; Anexo 5). Estos datos extremos fueron responsables
de la pérdida de significancia en las correlaciones, ya que al excluir la localidad de CA
en la correlacion de hapnr Y Aapnr, €stas fueron significativas (hapn- r = 0.84 p = 0.009;
Aspnr r=0.88 p = 0.004), del mismo modo con MZ en las correlaciones de horr Yy Aorr
(horrr=0.75p =0.03y Aorr r=0.80 p = 0.02) (Anexo 5).
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Figura 8. Correlacion entre la riqueza haplotipica del ADNr y el porcentaje de cobertura
de coral vivo en Porites panamensis.

2.3.4. Patrén geografico de estructura y flujo genético
Porites panamensis presento estructura genética significativa a lo largo del GC y PM

(Tabla 5a). Dicha estructura fue consistente entre los tres marcadores genéticos y el
grado de estructura para cada uno de ellos se correlacion6 con su nivel de polimorfismo
(ADNr @ = 0.726 > ORF &4 = 0.385 > aloenzimas Fg = 0.138, todos con p < 0.01).
Ademas, se encontrdo estructura significativa entre poblaciones peninsulares y
continentales, tanto en ADNr (&, = 0.437 p < 0.001) como en aloenzimas (F¢ = 0.050 p
= 0.02), el ORF fue marginalmente no significativo (@, = 0.116 p = 0.058); y entre
poblaciones dentro de regiones (ADNr @4, = 0.512; ORF @4, = 0.304; aloenzimas Fs; =
0.093, todas con p < 0.001). Un analisis a posteriori mostré que la mayor diferenciacion
encontrada fue debida a la alta estructura entre poblaciones continentales (ADNr @ =
0.795; ORF &g = 0.550; aloenzimas Fs = 0.181, todas con p < 0.001) que entre
peninsulares (ADNr @ = 0.136; aloenzimas Fg = 0.062, ambos con p < 0.001; y ORF
@5 = 0.169 p< 0.01) (Tabla 5b-c). Comparaciones pareadas de @y corroboraron la
existencia de altos niveles de diferenciacion genética significativos entre regiones. Casi
todas las comparaciones pareadas significativas fueron entre poblaciones
continentales, mientras que entre poblaciones peninsulares lo fueron solo la mitad de

las comparaciones (las cuales involucraron principalmente a CP y PA, Tabla 6).



33

(1000>d) 18L0="4

(100°0>d) 0550

(100'0>d) 6620

="p

98’18 698lC°L y0'Sy €G000°0 9¥°0¢ /¥000°0 SSpEPIEd0| Sp oAU
€18l 100420 96'¥S G9000°0 Y561 ¥8100°0 Sapepl|edo| ajuy
uoloeleA BzuelieA e| ap BzuelieA e| ap BzZuelieA e| ap

ap 9%  sasuodwo)

uQIoBLIBA 8P ¥,

sajuauodwo)

uQIoBLIBA 8P ¥,

sajuauodwo)

uQIoBLIBA BP Bjusn4

S9|BJUBUIJUOD SapepI|eo0] aJjUd BoI1}ouab uoloeLIeA ] 9p ugIdilied (2)

(100°0>d) 2900 ="4

(10°0>d) 6910

(100'0>d) 9¢10

="p

V.'€6 €6YEE’L 80°€8 6€100°0 €798 €8000°0 S9pEPI[Ed0] 8p ojusQd
G¢'9 106800 c69l 820000 €9°€l €1000°0 S9pEpI[ed0| 8.4ug
ugioBLIBA  BZUBLIEA B| 3D ezueleA e| ap ezueleA e| ap

ap 9%  sasuodwo)

uQIoBLIBA 8P ¥,

sajuauodwo)

uQIoBLIBA 8P ¥,

sajuauodwo)

uQIoBLIBA BP Bjusn4

sale|nsuluad sapepijeo0o] a.3ud eo13UaB uoldeLIBA B] 9p uoIded (q)

(100°0>d) 8eL0="4
(100°0>d) €60°0=""4
(500 >d) 0500 ="+

(1000 >d) s8¢0
(1000 >d) ¥0€0
(so0<d) 9110

(100>d) 9z20
(100°0>d) Z150
(100'0>d) 2¢t0

="p
=%
=Pp

198 9LL62'L G719 101000 ev'LT 0,000°0 $8pepl|eoo| sp ojusq
€8'8 90€€L0 ¥8'9¢ ¥¥000°0 €8'8¢C €.000°0  souolbal ap oJjusp sapepi|edo| a)ug
10'g 085200 2oLl 610000 €L'EY 111000 sauoifal anug

uglBlBA  BZUBLEA B| 9p ezueleA e| ap ezueleA e| ap
uoloBLEA 3p %, uoloBLEA 3p %, uoloBleA ap ajuan4

ap 9%  sasuodwo) sajuauodwo) sajuauodwo)

sewizuaoly EL:[o] ANV

sauolbal asjua eo13auab ugioelieA e| ap uoidijed (e)

"Sewizuaoje opuezijin (4 odnsipeiss ‘YAONY) obojeue ezueliep
ap sisileuy un A ‘NQV @p selouanoas opuezijin (¢g) sepepljedo| se| sepoy aqud A (°Sgp) seuoibal ap osusp sepepled0| a43ud
‘(Pgp) sauoibal asus eonBUSL ugloeIDUBIBP Bp SBJ9AIU SO] Jewnss eled (WAOINY) JEINOSIO|\ BZuelleA 9p SISlleuy G e|qel



34

Tabla 6. Comparaciones pareadas de &g and Fg entre poblaciones de Porites
panamensis obtenidas con ADNr, ORF y aloenzimas. Distancias geograficas lineales
entre localidades en km para el analisis de aislamiento de distancia con el programa

IBD.

Pairwise & Pairwise & Pairwise Fg; Distance
rDNA ORF Alloenzymes Km
BLA vs BC 0.138 0.096 0.001 305
BLA vs LO 0.029 0.017 - 409
BLA vs LP 0.045 0.049 0.001 621
BLA vs PA - - 0.038 695
BLA vs CP 0.142 0.114 - 736
BLA vs MZ 0.815 0.088 - 953
BLA vs IM 0.723 0.235 0.081 1216
BLA vs CA 0.858 0.548 - 1438
BLA vs BH 0.688 0.223 0.124 2406
BCvs LO 0.304 0.341 - 102
BCvs LP 0.018 0 0.014 314
BC vs PA - - 0.072 388
BC vs CP 0.289 0.331 - 428
BC vs MZ 0.895 0.130 - 660
BC vs IM 0.786 0.005 0.086 912
BC vs CA 0.921 0.712 - 1133
BC vs BH 0.782 0 0.129 2119
LOvsLP 0.102 0.267 - 217
LOvs CP 0.049 0.052 - 327
LO vs MZ 0.845 0.213 - 559
LOvs IM 0.721 0.490 - 808
LO vs CA 0.888 0.646 - 1028
LO vs BH 0.678 0.489 - 2000
LP vs PA - - 0.070 75
LP vs CP 0.156 0.276 - 119
LP vs MZ 0.779 0.087 - 410
LP vs IM 0.704 0.055 0.141 616
LP vs CA 0.806 0.669 - 823
LP vs BH 0.594 0.053 0.167 1798
PAvs IM - - 0.018 600
PA vs BH - - 0.159 1720
CP vs MZ 0.665 0.203 - 307
CPvs IM 0.596 0.440 - 498
CPvs CA 0.682 0.566 - 706
CP vs BH 0.360 0.422 - 1675
MZ vs IM 0.113 0.232 - 119
MZ vs CA 0.969 0.573 - 528
MZ vs BH 0.913 0.224 - 1495
IM vs CA 0.809 0.753 - 244
IM vs BH 0.763 0 0.154 1215
CA vs BH 0.897 0.826 - 978

Valores significativos después de la correccion de Bonferroni en negritas (p < 0.05) y sin datos (-).
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Para evaluar el patron de flujo genético, utilizamos el enfoque de coalescencia

para estimar las tasas de migracion (M). Las estimaciones de 81 parametros del modelo

de flujo genético con secuencias de ORF fallaron. Multiples corridas de MMCMC dieron

resultados variables e inconsistentes que apuntaron a la falta de convergencia en el

muestreo del MCMC. Posiblemente, las secuencias de ORF carecen de suficiente

variacion para estimar todos los parametros del modelo. Por lo tanto, los resultados de
flujo genético se estimaron s6lo con secuencias de ADNTr.

Tres de nueve simulaciones del flujo genético fueron consistentes entre ellas tanto
en la direccion como en la magnitud del flujo, de las cuales solo reportamos una
simulacién. Se infirieron altos niveles de flujo genético principalmente entre poblaciones
peninsulares. En general, se estimé un elevado flujo genético dentro de regiones y
niveles moderados entre regiones (Figura 9). El alto flujo genético estimado de BH
(continente) a CP y LO (peninsula) fue contrastante con los resultados de diferenciacion
genética entre regiones. Este patron de flujo genético puede deberse a la presencia un
haplotipo dominante en BH y compartido con CP, LP y LO (haplotipo color purpura en
Figura 5; haplo ADNr-10 ver Tabla de Anexo 5). Este haplotipo mostré una clina de
decremento de abundancia hacia localidades nortefias. Notablemente existen ~1,800
km de distancia entre BH y las localidades peninsulares donde este haplotipo es poco
abundante. La mayoria de las estimaciones de flujo genético entre poblaciones fueron
menores a cero (Tabla 7). El patron de flujo genético con aloenzimas, derivado de los
valores de Fg bajo la teoria del modelo de Islas de Wright (Nem= (1/Fs-1)/4) (Wright
1969), mostro flujo moderado a alto entre poblaciones peninsulares y bajo entre
continentales. Ademas, los niveles de flujo genético entre regiones fueron limitados
(Paz-Garcia et al, 2012).
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Figura 9. Direccion y magnitud del flujo genético entre pares de poblaciones (circulos
negros) de Porites panamensis, estimados a partir de secuencias de ADNr. Los
vectores representan la direccion del flujo y el grosor del vector la magnitud.
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2.3.5. Variables ambientales relacionadas con los patrones genéticos
Los ACP aplicados a 19 variables ambientales resultaron en tres componentes

principales que capturaron la mayoria de la varianza ambiental (85.92% = CP1 56.84%
+ CP2 20.36% + CP3 8.72%). Para probar la influencia de las caracteristicas
ambientales en la diversidad genética estandarizada, correlacionamos los tres
componentes principales con la h y A del ADNr y ORF, asi como con la He y A de las
Aloenzimas. De los tres componentes principales, so6lo el CP2 se correlacion6
significativamente con la A y h del ADNr (Figura 10), los indices de diversidad de ORF y
las aloenzimas no se correlacionaron con ningun componente. El CP2 capturd el mayor
puntaje de los factores (PF): concentracion de clorofila-a (PF=-0.84), PAR (PF=0.80) y
coeficiente de atenuacion de luz (PF=-0.87).
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Figura 10. Correlacion entre la diversidad genética de Porites panamensis utilizando
ADNr y el componente principal 2 (CP2). a) Riqueza haplotipica estandarizada (A(12) vs
CP2; b) diversidad haplotipica estandarizada (h2)) vs CP2.

Para probar la influencia de la distancia geografica y ambiental en el patron de
diferenciacion genética, realizamos una prueba de Mantel parcial entre matrices de
distancias pareadas de @, distancias geograficas y distancias ambientales (Tabla 8).
Para los datos de ADNr observamos solo una correlacion significativa entre las
diferenciacion genética y la distancia geografica (p= 0.03). A pesar de que solo se
encontré dicha correlacion, un analisis a posteriori revel6 una correlacion significativa
entre la distancia geografica y la ambiental (p= 0.02) lo que nos indica la presencia de
un gradiente ambiental. Dado estos resultados, realizamos un analisis detallado de la
grafica de dispersidn de puntos entre @, y distancia geografica, el cual mostré que no

hay una correlacion significativa entre localidades peninsulares solamente (r= -0.02, p=
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0.78, puntos negros en Figura 11a), entre continentales (r= 0.45, p= 0.27, puntos rojos
en Figura 11a) o entre peninsulares vs continentales ("= 0.18, p= 0.49, puntos azules
en Figura 11a). Por lo tanto, la sefial de aislamiento por distancia se debe a la
presencia de dos grupos de datos en la grafica de dispersion (Figura 11); en la cual se
observa un grupo poco diferenciado que corresponde comparaciones poblaciones
peninsulares (excepto un dato pareado continental); y otro grupo extremadamente
diferenciado de comparaciones poblacionales continentales y entre peninsulares y
continentales. Este patron no revela un modelo de aislamiento por distancia real, ya que
al parecer el GC actua como una barrera a la dispersion entre las poblaciones
peninsulares y continentales. Aunado a este analisis, realizamos una prueba de Mantel
parcial utilizando datos aloenzimaticos, el cual mostré correlacion significativa entre la
diferenciacion genética y la distancia geografica controlada por la matriz de distancia
ambiental (p= 0.001; Tabla 8 y Figura 11b). Este resultado es congruente con los
resultados obtenidos con ADNr, ya que ambos reflejan el mismo proceso descrito
anteriormente. Cabe resaltar que ambos patrones fueron obtenidos a partir de loci
diferentes y en muestras obtenidas en diferentes tiempos.
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Tabla 8. Resultados de la prueba de Mantel parcial entre matrices de diferenciacién
genética (®s: ADNr y Fg aloenzimas), distancias geograficas lineales (Km), y distancias
ambientales (distancias euclidianas).

ADNr Aloenzimas
r p r p

1. Correlacion de @4y distancia

euclidiana 0.21 0.21 -0.07 0.53
2. Correlacion parcial de @5y Km,

controlada por la matrix de distancia 0.40 0.07 0.84 0.001

euclidiana
3. Correlacién parcial de @4y distancia

euclidiana, controlada por la matrix de -0.05 0.51 -0.67 0.98

Km.
4. Correlacion de ®gy km 0.44 0.03 0.68 0.059
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Figura 11. Prueba de aislamiento por distancia de Porites panamensis en el Golfo de
California y Pacifico mexicano. Grafica de dispersién de puntos de a) @5 ADNr y b) F
aloenzimas en funciéon de la distancia geografica. P= poblaciones peninsulares, C=
poblaciones continentales.
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2.4. Discusion
Los patrones geograficos de abundancia, diversidad genética, diferenciacion vy flujo

genético entre poblaciones de Porites panamensis fueron parcialmente consistentes
con la HRCA, en la cual las poblaciones peninsulares del GC representan el centro de
abundancia y las continentales del PM representan las poblaciones marginales. Por otro
lado, el patron esperado de aislamiento por distancia a lo largo de un gradiente
latitudinal fue equivoco. Esta concordancia parcial con el modelo biogeografico es
resultado del efecto combinado entre los factores biolégicos de la especie, su limitado
potencial de dispersion, la presencia de un habitat discontinuo y la influencia de

procesos evolutivos.

2.4.1. Patrén de abundancia y variacion ambiental
Porites panamensis mostré niveles altos de abundancia en localidades nortenas,

principalmente en playas rocosas de la peninsula de Baja California dentro del GC, las
cuales representan el centro de abundancia. Por lo tanto, las poblaciones continentales
a lo largo de la costa occidental de México representan las poblaciones marginales, de
acuerdo al modelo propuesto por la HRCA.

El MNE mostré una alta probabilidad de ocurrencia de P. panamensis en el GC,
principalmente en la costa peninsular y la entrada del GC. A pesar de que el modelo
sblo predice la probabilidad de ocurrencia, y no la abundancia, las probabilidades de
cada sitio de muestreo coincidieron con los resultados de cobertura de coral en muchos
de ellos, con algunas notables excepciones. Dos sitios continentales destacan por ser
poco adecuados para albergar a P. panamensis de acuerdo al modelo predictivo de
MaxEnt. Un sitio es Mazatlan, Sinaloa, el cual representa el limite de distribucion
nortefia de la especie en la costa occidental de México. Esta zona se caracteriza por
presentar una costa sedimentaria y sujeta a fuertes fluctuaciones en la depositacion y
resuspension de sedimentos debido a la accidn del oleaje y a descargas de rios; por lo
tanto, las condiciones del sustrato no son favorables para el crecimiento de los corales.
Los corales que pueden encontrarse en esta zona son incrustantes como los del género
Porites y no existen comunidades coralinas como en las costas peninsulares. El
segundo sitio fue Bahias de Huatulco, Oaxaca, el cual mostré una alta probabilidad de
ocurrencia contrario a la cobertura de coral reportada para este sitio. La baja cobertura
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de coral, a pesar de las condiciones ambientales adecuadas para la supervivencia de la
especie segun el MNE, sugiere la existentica de factores bioldgicos y ecologicos no
incluidos en el MNE que pueden estar limitando la abundancia de la especie en esta
zona (Elith et al, 2011). La competencia interespecifica puede ser un factor limitante de
la abundancia de P. panamensis en esta zona, ya que las especies del género
Pocillopora son las que dominan (Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez 1998; Glynn y Ault
2000; Reyes-Bonilla et al, 2005).

La temperatura, claridad del agua y la disponibilidad de sustrato rocoso mostraron
un patron contrastante en poblaciones centrales y marginales; dichas variables
determinaron la presencia de P. panamensis en la zona de estudio de acuerdo al MNE.
El patron de abundancia de los corales hermatipicos generalmente muestran un
gradiente latitudinal, con abundancias mayores a bajas latitudes y decreciendo hacia
elevadas latitudes (Hughes et al, 1999), de acuerdo a los resultados de cobertura de
coral presentados para el PM (Figura 3, barras blancas). Sin embargo, el patron de
abundancia de P. panamensis fue invertido, lo cual puede ser explicado por la aparente
fisiologia de la especie. En la mayoria de los corales, la baja temperatura es una de las
variables limitantes en el desarrollo de las colonias (Harriott 1999; Kleypas et al, 1999).
A pesar de que no existe evidencia experimental sobre la tolerancia térmica de P.
panamensis, su historia natural sugiere que es una especie adaptada a ambientes
templados a diferencia de la mayoria de los corales hermatipicos en el POT (Reyes-
Bonilla 1993; Glynn y Ault 2000). EI PM es caracterizado por un gradiente térmico
latitudinal. En el GC, la temperatura superficial del mar en invierno tiene un rango de
17°C en el Alto Golfo hasta 25°C en la boca del Golfo; este gradiente desaparece en
verano (Lavin y Marinone 2003; Lavin et al, 2003). En contraste, el Pacifico tropical
mexicano es caracterizado por una poza de agua calida con una temperatura promedio
superficial de 28°C, alcanzando la boca del GC en los meses de septiembre-octubre y
retrayéndose en abril debido al incremento en la intensidad de la Corriente de California
(Argote et al, 1995; Fiedler y Talley 2006). De acuerdo con estas caracteristicas, se ha
reportado que poblaciones de P. panamensis que habitan el POT han sufrido
mortalidades significativas durante eventos de El Nifio. Posterior al evento de El Nifio
1992-1993, la especie casi desaparecio de algunos arrecifes en el Golfo de Chiriqui en
Panama, y en el Pacifico tropical mexicano se reportaron mortalidades moderadas
(Glynn et al, 1994; Glynn 2000). Después de El Nifo 1997-1998 las comunidades
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coralinas menos afectadas fueron las ubicadas en el GC, lugar donde dominaba P.
panamensis. Esto pudo deberse a que el GC es una zona donde son comunes los
eventos de surgencias, lo que pudo haber protegido las poblaciones coralinas del sobre
calentamiento superficial del mar (Glynn 2000; Carriquiry et al, 2001; Reyes-Bonilla et
al, 2002).

La claridad del agua es un factor esencial en el mantenimiento de la asociacion
simbidtica entre las zooxantelas endosimbioticas y el cnidario. La claridad del agua
decrece con la cantidad de materia particulada disuelta en la columna de agua. La
costa de la peninsula de Baja California presenta condiciones climaticas semidesérticas
y poco o escaso aporte de materia particulada por influencia de rios o escorrentia de
lluvia. En contraste, la costa occidental de México se caracteriza por un clima tropical
con una marcada estacién de lluvias y una gran extension de sistemas lagunares
costeros, asi como de desembocaduras de rios, lo que conlleva a un gran aporte de
materia organica particulada y sedimentacion en la zona (Gutiérrez-Estrada y Ortiz-
Pérez 2010). Estas caracteristicas del ambiente explican la maxima abundancia de P.
panamensis en la peninsula de Baja California. Aunado a esto, los clados de
Symbiodinium presentes en los corales difieren en sus Optimos de irradiancia
fotosintética, por lo que el uso diferencial de la luz por estos organismos es relevante
para la diversificacion, abundancia y distribucion de los corales zooxantelados (Iglesias-
Prieto et al, 2004). En el GC las colonias de P. panamensis han mostrado cambios en la
composicion de clados de Symbiodinium con la profundidad del agua (LaJeunesse et al,
2008; Paz-Garcia et al, 2008); sin embargo, se desconoce la variacion del patron
geografico a gran escala de las comunidades endosimbidticas de la especie.

En cuanto a las diferencias geograficas en la disponibilidad de sustrato rocoso,
caracteristica indispensable para el asentamiento y reclutamiento de larvas de coral, la
costa peninsular en el GC presenta en su mayoria costas rocosas, mientras que la
costa occidental de México predominan los sedimentos blandos (Figura 4). Esta
caracteristica ha permitido el éxito de P. panamensis en la peninsula de Baja California
(Riginos y Nachman 2001; Gutiérrez-Estrada y Ortiz-Pérez 2010).



46

2.4.2. Predicciones de la HRCA sobre el patron de diversidad genética
El patrén de diversidad genética de P. panamensis fue concordante parcialmente

con la HRCA. Se observé una alta diversidad genética en poblaciones abundantes a lo
largo de la peninsula de Baja California (Tabla 4), lo cual es consistente con los altos
valores estimados de tamafo poblacional efectivo (Ne) (Tabla 7), esperados en
poblaciones centrales abundantes. Sin embargo, la alta correlacion entre la diversidad y
la abundancia no fue significativa en la mayoria de los casos debido a la presencia de
lugares atipicos como MA y CA (Tabla 4). Estas localidades pueden estar reflejando la
presencia de condiciones ambientales desfavorables para la sobrevivencia de P.
panamensis a lo largo de la costa de Sinaloa (poblaciones con baja a moderada
diversidad y baja cobertura de coral), como se explico anteriormente, o por el contrario
altos niveles de endogamia en la costa de Colima (poblaciones con baja diversidad y
alta cobertura de coral). En este ultimo punto, se sabe que Carrizales es una pequefia
bahia que puede estar aislada de otras comunidades coralinas, por lo que el
mantenimiento de sus poblaciones es por auto reclutamiento, promoviendo la
endogamia y reduciendo la diversidad genética. En otro coral hermatipico, Pavona
gigantea, se observo un patron similar para la misma zona, ya que fue una localidad
diferenciada del resto a lo largo del PM (Saavedra-Sotelo et al, 2011).

El patron de diversidad genética predicho por la HRCA ha sido observado en
algunas especies de los arrecifes de Australia y el Caribe. En la Gran Barrera Arrecifal
Australiana, se ha observado que algunas especies muestran una marcada disminucion
en la diversidad genética en poblaciones periféricas y aisladas (la isla de Lord Howe) a
diferencia de poblaciones centrales abundantes (Ayre y Hughes 2000, 2004; Miller y
Ayre 2004; Noreen et al, 2009). Un patron similar fue observado en el Caribe, las
poblaciones nortefias de Acropora palmata presentaron los niveles mas bajos de
diversidad genotipica debido a la prevalencia de reproduccion asexual (Baums et al,
2006b). Un estudio a mayor escala en el Océano Atlantico reveld que las poblaciones
mas surefias de Montastraea cavernosa presentaron una baja diversidad genética
debido a un efecto combinado de pequefios Ne y por deriva genética o depresion
endogamica (Nunes et al, 2009). En el POT, los patrones genéticos de corales
hermatipicos han empezado a ser explorados solo recientemente; sin embargo, existen
evidencias de un decremento en la diversidad genética en poblaciones periféricas de
algunos corales, como son: poblaciones nortefias de P. gigantea en el PM (Saavedra-
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Sotelo et al, 2011) y en poblaciones de Porites lobata en Costa Rica y Ecuador (Baums
et al, 2012).

Una asociacion significativa entre factores ambientales con los niveles de diversidad
genética sugiere un efecto indirecto a través de la abundancia y deriva genética
(asumiendo mutaciones neutrales), o un efecto adaptativo directo (bajo condiciones de
seleccion natural). En este estudio, la diversidad genética del ADNr del coral se
correlaciond con algunas variables ambientales relacionadas con la claridad del agua
(concentracion de clorofila-a —covarianza negativa-, PAR —covarianza positiva- y
coeficiente de atenuacién de luz —covarianza negativa-), favoreciendo la sobrevivencia
del holobionte (coral y zooxantela). Esto sugiere que el incremento en la claridad del
agua favorece la produccion fotosintética del simbionte, el cual favorece la
sobrevivencia y reproduccidén del coral y esto a su vez promueve la diversificacion
genética en las poblaciones de P. panamensis. Sin embargo, este resultado por si solo
no determina la identidad taxondmica/evolutiva de los organismos endosimbidticos de
P. panamensis a lo largo del GC y PM, esencial para entender los mecanismos que
subyacen el patron genético del coral, revelado en este estudio.

2.4.3. Predicciones de la HRCA sobre el patron de estructura y flujo
genético
Los patrones de diferenciacion y flujo genético de P. panamensis fueron

concordantes parcialmente con las predicciones de HRCA. Los patrones de
diferenciacion genética fueron consistentes no solo entre los tres marcadores genéticos,
sino también entre muestras de diferentes temporadas (aloenzimas: 2004-2006, ADN:
2008-2011), sugiriendo que los patrones no dependieron de un marcador genético y
han sido estables en los ultimos tiempos. La arquitectura genética entre las poblaciones
peninsulares abundantes difiere de las poblaciones marginales (Figuras 5, 6 y 7; Tabla
5), en términos de diferenciacion genética entre regiones y dentro de cada regién como
lo predice la hipotesis. Resultados similares se encontraron en poblaciones de A.
palmata y M. cavernosa, las cuales mostraron una subdivision geografica significativa
debido a la presencia de poblaciones marginales con arquitectura genética diferente
(Baums et al, 2005; Baums et al, 2006b; Nunes et al, 2009). En cuanto a los patrones
de flujo genético, las poblaciones peninsulares presentaron altos niveles de flujo
genético estimados, mientras que el grado de diferenciacion genética entre estas
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poblaciones fue menor y debido principalmente a la localidad de CP (Figura 9; Tabla 6).
En contraste, las poblaciones marginales continentales presentaron mayor grado de
diferenciacion genética entre ellas, de acuerdo a las comparaciones pareadas (Tabla 6),
y en consecuencia bajos niveles de flujo genético estimados (Figura 9). Estos
resultados concuerdan con los estudios de reproduccion en P. panamensis en ambas
regiones; las poblaciones abundantes peninsulares se caracterizan por presentar varios
picos reproductivos a lo largo del afio (Glynn et al, 1994; Mora-Pérez 2005), por lo que
la probabilidad de dispersién es mayor; mientras que en las poblaciones marginales
continentales se ha documentado un solo pico reproductivo en verano (Carpizo-ltuarte
et al, 2011; Rodriguez-Troncoso et al, 2011), lo que limita su potencial de dispersion a
grandes distancias.

Nuestros resultados sugieren que las poblaciones continentales no solo estan
aisladas de las poblaciones peninsulares, sino que también entre ellas. A pesar de que
la distancia geografica parecia la responsable de la divergencia poblacional a una gran
escala (Figura 11), no hay evidencia de aislamiento por distancia a escalas menores.
Esto sugiere que los resultados de aislamiento genético son debidos a la presencia de
dos grupos (centro y periferia) separados por el GC que actua como una barrera para la
dispersion de la especie entre estas dos regiones y no al efecto de la distancia
geografica per se. Algunos estudios filogeograficos de poblaciones marinas en esta
region sugieren que el sur del GC ha actuado como barrera al flujo genético desde
finales del Pleistoceno, lo cual se ha visto reflejado en patrones de divergencia genética
significativa entre poblaciones de la costa occidental de México y la costa de la
peninsula de Baja California dentro del GC (Terry et al, 2000; Stepien et al, 2001;
Bernardi et al, 2003; Sandoval-Castillo et al, 2004; Muhiz-Salazar et al, 2005; Sandoval-
Castillo y Rocha-Olivares 2011), ademas, las fuerzas ecologicas y evolutivas han
actuado en la diversificacion de las poblaciones en ambas zonas promoviendo la
diferenciacion (Riginos y Nachman 2001; Riginos 2005; Segura-Garcia et al, 20006).

Los factores bioldgicos y ecolégicos que han promovido los patrones de estructura y
flujo genético observados se pueden resumir de la siguiente manera: en primer lugar,
los mecanismo de reproduccion de P. panamensis, como son la produccion de larvas
lecitotroficas de corta duracion en el agua y el asentamiento de las mismas cerca de
las colonias parentales, limitan el potencial de dispersion a gran distancia (Glynn et al,
1994); en segundo lugar, las poblaciones continentales estan separadas de las
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peninsulares por la boca del GC, que actua como una barrera a la dispersion de esta
especie y promoviendo la diferenciacion y diversificacion en dos regiones (Figura 5, 6, y
7). El aislamiento esta mediado por las caracteristica oceanograficas de mesoescala en
la boca y dentro del GC, las cuales actuan como barreras para la dispersion de larvas
planctonicas. La circulacion en el interior del GC cambia estacionalmente, de circulacion
ciclonica a anticiclonica, promoviendo la generacion de remolinos de mesoescala los
cuales pueden atrapar las larvas y retenerlas (Brogan 1994; Peguero-lcaza et al, 2008;
Contreras-Catala et al, 2012). En la entrada del GC convergen masas de agua
superficial provenientes del Ecuador y de la Corriente de California, promoviendo los
frentes oceanicos y bloqueando la dispersion de propagulos. En tercer lugar, las playas
rocosas de la costa oeste del GC proveen de habitat continuo para el asentamiento de
larvas, mientras que la costa continental presenta extensiones de playas sedimentarias
inadecuadas para el asentamiento. Esto ha provocado un mayor aislamiento y
diferenciacion genética entre ambas regiones.

A pesar de que el patron de estructura genética concuerda con las predicciones de
la HRCA, los altos niveles de flujo genético estimados de BH hacia CP y LO en la
peninsula no sélo es contradictorio, sino improbable, dada la limitada dispersién de la
especie. Reconsiderando este resultado es necesario tener en cuenta eventos
historicos de dispersion de la especie (Hellberg 1995; Benzie 1999). Dado que las
estimaciones del flujo genético se realizaron con un enfoque de coalescencia, las
estimaciones pueden ser sensibles a la influencia de la demografia historica y patrones
de conectividad. Examinando con cuidado la distribucion geografica de los haplotipos
observamos que esta conectividad es mediada por la presencia del haplotipo ADNr-10
(color purpura en la Figura 5; Anexo 3a). Este haplotipo es dominante en BH y sélo se
compartio con localidades de la peninsula (CP, LP y LO), dejando un vacio de ~1,800
km; este patron es consistente con un escenario en donde un polimorfismo antes
extenso ha sobrevivido en pocas poblaciones marginales derivaron hacia altas
frecuencias (BH); mientras que en poblaciones centrales, debido que son mas
abundantes, dicho polimorfismo se ha mantenido en frecuencias bajas. Dicho escenario
hipotético es apoyado por los resultados del locus LGG-1, en el cual el alelo D se
presenta en todas las localidades del GC, ausente en IM y presente de nuevo en BH
(color rojo en Figura 7). Patrones similares de flujo genético se han observado en
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poblaciones simpatricas como P. gigantea y Pocillopora verrucosa en la misma zona de
estudio (Blancas-Lopez 2009; Saavedra-Sotelo et al, 2011).

En cuanto a las aloenzimas, el déficit de heterocigotos encontrado requiere ser
tomado con cautela en las interpretaciones de los valores de F. Este déficit puede ser
resultado de un proceso de endogamia, clonalidad o la presencia de alelos nulos. Sin
embargo, creemos que esto no interfiere en la interpretacion de los patrones generales
de estructura genética observados en las aloenzimas. Incluso, en el caso de existir
alelos nulos, es poco probable que su efecto aleatorio en los loci y poblaciones sea
responsable de los patrones geograficos observados, ya que se encontrd coincidencia
entre muestras y loci independientes.

Finalmente, la integracion de tres marcadores genéticos, con tasas de evolucion
complementarias, en un analisis de genética del paisaje, asi como la incorporacion de
un MNE, nos permitieron identificar que la arquitectura genética de Porites panamensis
se ajusta en gran medida a las expectativas de la HRCA. Ademas, nuestros resultados
mostraron patrones genéticos complejos debido principalmente a la presencia de un
habitat discontinuo como una barrera para la dispersion de la especie. Asi como
también identificamos las covariables clave del habitat, como la temperatura y variables
fotosintéticamente relevantes, que estan influyendo en los patrones genéticos de la
especie. Esto puede ser la clave para la supervivencia de la especie frente a una
degradacion ambiental.

Este capitulo de tesis ha sido publicado en el siguiente articulo cientifico:

Saavedra-Sotelo, N. C., L. E. Calderon-Aguilera, H. Reyes-Bonilla, R. A. Lépez-Pérez,
A. Cupul-Magana, J. A. Cruz-Barraza, D. Paz-Garcia & A. Rocha-Olivares. 2013.
Testing the genetic predictions of a biogeographical model in a dominant endemic
eastern pacific coral (Porites panamensis) using a genetic seascape approach. Ecology
and Evolution 3:4070-4091. (doi: 10.1002/ece3.734)
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Capitulo 3. Influencia de las estrategias reproductivas en la genética del paisaje

de Pocillopora verrucosa

3.1. Introduccion

Las estrategias reproductivas de las especies pueden variar en respuesta a las
condiciones y calidad del habitat. Por ejemplo, en las poblaciones marginales de
algunas especies de corales hermatipicos prevalece la reproduccion asexual, como una
respuesta adaptativa a condiciones ambientales desfavorables para la reproduccion
sexual y el reclutamiento de larvas (Miller y Ayre 2004; Baums et al, 2006b; Miller y
Ayre 2008; Nunes et al, 2009; Baums et al, 2012). La fragmentacion de colonias y
dispersion subsecuente (reproduccién asexual por fragmentacion) es una estrategia de
supervivencia en épocas de bajos niveles de reclutamiento por reproduccién sexual
(Lasker y Coffroth 1999). Aunado a esto, en los organismos sésiles con fertilizacion
externa, la reproduccidon asexual puede permitir la proliferacion de la poblaciéon cuando
sus densidades son tan bajas que un evento de desove externo tiene poca probabilidad
de fertilizacion exitosa (Efecto Allee, Knowlton 1992; Baums et al, 2006b).

Una de las consecuencias de la reproduccién asexual es la prevalencia de
organismo clonales (ramets) disminuyendo la proporcién de organismos con genotipos
producidos sexualmente (genets). El aumento en la proporcion de ramets provoca una
homogeneidad genética en la poblacion y por lo tanto una disminucion en la diversidad
genética. El grado de pérdida de diversidad dependera tanto del tiempo de vida de las
colonias ramets en la poblacién como del reclutamiento esporadico por reproduccion
sexual. Poblaciones que presenten ambos tipos de reproduccidon tendran una menor
probabilidad de perder diversidad genética que aquellas en donde solo la reproduccion
asexual sea la fuente de reclutamiento (Lasker y Coffroth 1999). Si la fuente de
reclutamiento es asexual y existe un escaso flujo de genes entre poblaciones alternas,
las poblaciones tenderan a estar aisladas (Ayre y Hughes 2000, 2004; Miller y Ayre
2004), mientras que la reproduccion sexual favorece la conectividad entre poblaciones
mediante la dispersion de larvas planctotroficas. De tal manera, la variabilidad en el tipo
de reproduccion tiene un efecto en el grado de conectividad entre poblaciones y por lo
tanto en la estructura genética poblacional (Miller y Ayre 2004; Baums et al, 2005;
Aranceta-Garza 2010).
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Algunos estudios sobre genética poblacional de corales hermatipicos apuntan a que
la presencia de ambos tipos de reproduccion en una especie promueve un alto grado
de diferenciacidn genética. En el Caribe, Acropora palmanta es una de las especies que
mas contribuye a la formacion de arrecifes en la zona y se caracteriza por presentar
tanto reproduccién sexual (expulsion de gametos al agua) como reproduccion asexual
(fragmentacion de colonias). La especie presenta diferenciacion genética asociada a
diferencias en el tipo de reproduccién. Las poblaciones orientales del Caribe presentan
mayor prevalencia de reproduccion asexual que las del occidente. Particularmente, la
localidad mas nortefia del oeste (Florida) fue dominada por la presencia de un solo
genotipo debido a las caracteristicas ambientales marginales, por lo que se hipotetiza
que esta localidad no ha tenido reclutamiento sexual por varios afos (Baums et al,
2006a).

Un ejemplo contrario es Pocillopora damicornis en el este de Australia, en donde no
se ha encontrado evidencia de reproduccion asexual en las poblaciones marginales.
Las poblaciones que habitan la isla Lord Howe (la localidad mas surefia para la
distribucion de esta especia en al zona) presentaron una prevalencia de reproduccion
sexual. La reproduccion asexual, tanto por planulas como por fragmentacion, contribuy6
poco en el reclutamiento de la especie. La baja variabilidad encontrada en la localidad
mas surefia se atribuye mas a la presencia de disturbios en la zona que a un efecto de
reproduccion asexual (Miller y Ayre 2004).

En el POT se conoce poco acerca del efecto de la variabilidad en el tipo de
reproduccion de los corales hermatipicos en los patrones de variabilidad y estructura
genética de sus poblaciones. Por lo tanto nos preguntamos si la Provincia Norte, de
acuerdo a la regionalizacién propuesta por Glynn y Ault (2000), presenta un cambio en
el tipo de reproduccion en algunas especies de corales hermatipicos. Dado que el GC
es un mar semi cerrado con una dinamica oceanografica propia y parcialmente aislado
de las oscilaciones climaticas del Océano Pacifico (Lavin y Marinone 2003), tales como
los aumentos de temperatura (El Nifio, Oscilacion del Sur) (Lavin et al, 2006),
esperamos que el PM presentara una prevalencia de reproduccion asexual en
respuesta a una mayor frecuencia de disturbios. Antecedentes histéricos muestran que
las poblaciones de corales hermatipicos de las regiones de Centro América y la costa
occidental de México han sido afectadas principalmente por eventos de blanqueamiento
en periodos de temperatura elevada (Glynn y Stewart 1973; Glynn 1984; Glynn 1991;
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Guzman y Cortés 1993; Glynn 2000; Glynn y Ault 2000; Carriquiry et al, 2001; Guzman
y Cortés 2001; Jiménez et al, 2001; Reyes-Bonilla et al, 2002; Jiménez y Cortés 2003;
Guzman y Cortés 2007). Para probar esta hipotesis utilizamos una de las especies
ingenieras mas abundantes de la region, capaz de variar su tipo de reproduccion.
Pocillopora verrucosa es la especie dominante principalmente en las comunidades
arrecifales del PM. Presenta prevalencia de reproduccion sexual (expulsion de gametos
al agua) pero en algunas regiones se ha documentado reproduccion asexual por
fragmentacion (Glynn et al, 1991; Reyes-Bonilla 2003; Aranceta-Garza 2010; Aranceta-
Garza et al, 2012).

Los patrones de diferenciacién genética entre las poblaciones de P. verrucosa en el
POT parecen ser escala-dependientes por lo que son controvertidos. Secuencias del
ITS2-ADNr de organismos del GC y PM mostraron que existe una deébil diferenciacion
genética debido a los altos niveles de flujo genético estimados entre poblaciones
(Blancas-Lopez 2009). Mas recientemente, el analisis genético mas completo que se ha
realizado en pocilloporidos con base en tres marcadores moleculares (ITS2-ADNr,
ORF-ADNm y microsatelites-ADNn), mostré que no hay diferencias genéticas entre las
seis morfoespecies del género Pocillopora para la region del GC y PM. De acuerdo a
esta evidencia, las especies del género conforman un solo grupo monofilético en
México llamado tipo I, que se distribuye en todo el POT (Pinzén y LadJeunesse 2011).
Ademas del tipo | se observaron dos tipos adicionales en el POT; el tipo Il se distribuye
sblo en el Atolon de Cliperton y el tipo Ill en la costa de Panama e Isla Galapagos.
Finalmente, organismos analizados mediante microsatelites en nueve arrecifes a una
escala regional mas pequefia en las costas de Panama revelaron que Pocillopora
damicornis presenta una estructura genética significativa (Combosch y Vollmer 2011),
contrario a lo propuesto por Pinzon y LaJeunesse (2011); por lo que se hace evidente la
controversia en el tema de la delimitacion de especies.

A pesar de la falta de consenso en la delimitacion de especies del género
Pocillopora, principalmente por la falta de trabajos que corroboren los primeros
resultados a nivel genético propuestos por Pinzén y Ladeunesse (2011), muchos
estudios de genética poblacional siguen llevandose a cabo considerando a las
morfoespecies descritas. Tal es el caso de los estudios realizados en P. damicornis
tanto en la Provincia Mexicana como en la Provincia Ecuatorial por separado. En la

Provincia Mexicana se ha observado una diferenciacion genética significativa entre el
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GC y el PM (Chavez-Romo et al, 2009; Paz-Garcia et al, 2012). De igual manera, en la
costa de Panama se observo estructura genética significativa, en la que el Golfo de
Chiriqui y el Golfo de Panama se distinguen genéticamente, mientras que la peninsula
de Azuero actua como una zona de mezcla entre los dos golfos (Combosch y Vollmer
2011). Ademas se encontré que las muestras colectadas de P. damicornis provienen
principalmente de reproduccién sexual (solo 6% de las muestras fueron clones). Por
otro lado, P. verrucosa es una especie con ambos tipos de reproduccion en el GC,
existen zonas con mayor proporcion de ramets asi como regiones con mayor
proporcion de genets. Estas proporciones influyen en los niveles de diversidad genética
entre regiones y por lo tanto afectan el grado de estructura genética poblacional
(Aranceta-Garza 2010; Aranceta-Garza et al, 2012).

Dado los antecedentes y las caracteristicas mencionadas de la especie, probamos
las siguientes hipotesis: a) dado que el GC es un mar semicerrado con poca influencia
de las oscilaciones climaticas del Océano Pacifico, se espera una prevalencia de
reproduccion sexual en poblaciones de P. verrucosa y por lo tanto altos niveles de
diversidad genética comparados con poblaciones del PM; y b) de acuerdo a la
diferencia en tipo de reproduccion entre regiones, se espera una proporcion mayor de
ramets en el PM que en el GC, provocando diferencias en la arquitectura genética entre
regiones y por lo tanto una estructura genética poblacional. El presente trabajo pretende
complementar la informacion sobre la genética poblacional de una morfoespecie del
geénero Pocillopora en el GC y PM, lo que nos permitira tener una vision mas amplia de
la dinamica poblacional en este género en la provincia nortefia del POT.

3.2. Metodologia

3.2.1. Sitios de muestreo y colecta de tejidos
Se colectd un total de 275 colonias de P. verrucosa en diez localidades a lo

largo del GC y PM. Las localidades del GC fueron Loreto (LO, limite norte de
distribucion), La Paz (LP), Cabo Pulmo (CP); las localidades del PM fueron Isla Maria
Madre (IMA, parte de las Islas Marias), Isla Isabel (), Islas Marietas (IM), Isla Socorro
(IS, parte del archipiélago Revillagigedo), Carrizales (CA), Ixtapa Zihuatanejo (IX) y
Bahias de Huatulco (BH) (Figura 16a). Las muestras de tejidos fueron colectadas de

colonias de coral vivo en las cuales se desprendié una pequefia rama de ~5 cm de
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longitud. Cada fragmento colectado fue tomado a cada 2 o 3 metros a lo largo de un
transecto de 25 m de longitud. En cada localidad se traté de muestrear 3 transectos
para llegar un tamafo de muestra de ~30 colonias. Los tejidos fueron preservados en
una solucioén salina de NaCl a saturacion previamente descrita (Seutin et al, 1991). Las
campanas de colecta fueron de junio de 2008 a noviembre de 2012.

El ADN de cada fragmento fue extraido mediante la digestién con proteinasa Ky
un protocolo de precipitacion y extraccion organica (Aljanabi y Martinez 1997). La
presencia e integridad del ADN se verific6 mediante geles de agarosa al 1.5% con
bromuro de etidio (0.5 pg/pl).

3.2.2. Amplificaciéon y genotipificacion de microsatelites
Se amplificaron 9 loci microsatelitales (PV2, PV6, PV7, Pd3-2, Pd3-5, Pd2-6, Pd2-7,

Pd3-8 y Pd3-9) para cada una de las 275 colonias muestreadas (Magalon et al, 2004
Starger et al, 2008). Las amplificaciones se llevaron a cabo mediante el método de
Schuelke (2000) marcando los amplicones fluorescentemente con colas de M13. A
cada primer forward se le agregd una cola M13 la cual fue reconocida por un primer
forward universal M13 con fluoréforo. Las amplificaciones se realizaron por separado
para cada locus mediante PCR. Realizamos dos condiciones de PCR fouch down para
dos grupos de loci: microsatélites PV y Pd (Tablas 9 y 10). Los productos amplificados
fueron mezclados en dos paneles (panel 1: PV2, PV6, PV7 y Pd2-7; panel 2: Pd3-2,
Pd3-5, Pd2-6, Pd3-8 y Pd3-9) para ser separados en un secuenciador automatico ABI
3100 (Applied Biosystems Inc, CA). La genatipificacion se llevd a cabo con ayuda del
programa GeneMarker v2.4.0 (Softgenetics®) para determinar los tamanos alélicos.
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Tabla 9. Condiciones quimicas del PCR y perfil de termociclado (PT) para dos paneles
de loci (PV= PV2, PV6 y PV7; Pd= Pd3-2, Pd3-5, Pd2-6, Pd2-7, Pd3-8 y Pd3-9). Para
realizar el PCR touch down, en todos los loci se incrementé la temperatura de
anillamiento especifica para cada locus 10 °C arriba de su temperatura de anillamiento
tedrica, bajando 2°C en cada ciclo en el paso 2 del PT.

Condiciones de PCR: PT (loci PV) PT (loci Pd)
-dNTP’s (0.2 mM) 1. 94°C 10 min 1. 94°C 2 min
- Buffer de PCR 1X (Tris 10 mM, KCI50 MMy | 2. 5 ciclos de: 2. 5ciclos de:
MgClz2 2 mM)
- Primer forward locus micro M13 (0.25 uM) 94°C 45 seg 94°C 15 seg
- Primer reverse locus micro (0.5 yM) touch down 45 seg touch down 15 seg
- Primers forward universal M13 con fluoréforo -2°C c/ciclo -2°C c/ciclo
(0.5 uM) 72°C 30 seg 72°C 30 seg
- Taqg DNAPol (NEB, Ipswich, MA) (1U) 3. 25ciclos de 3. 25ciclos de
- ADN molde (20 ng) 94°C 45 seg 94°C 15 seg
53°C 45 seg 53°C 15 seg
72°C 30 seg 72°C 30 seg
Volumen total: 15 pl 4 72°C 8 min 4 72°C 5 min

Paso del PT: 1. Calentamiento inicial; 2. Reducciéon de amplificacién no especifica, temperatura de desnaturalizacion,
anillamiento y polimerizacién; 3. Incorporaciéon del primer universal M13 con fluoréforo, temperatura de
desnaturalizacion, anillamiento y polimerizacion 4. Elongacion final.
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Tabla 10. Secuencias de los primers usados para amplificar nueve loci microsatelitales
y fluoréforos utilizados (M13-fluoréforo: FAM, VIC, NED y PET). TA= Temperatura de
anillamiento, MR= Motivo de repeticidon

Nombre del

. Secuencia MR TA M13-fluoréforo
primer

PV2(184)M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (GA)0 56°C 5 FAM-
GCCAGGACCCATTTATACTCC3" TGTAAAACGACGGCCAGT3’

PV2(184)R 5 TGCAGTGTTCTACTTGTCAGTGC3’

PV6(207)M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (GT), 56°C  5'VIC-TGTAAAACGACGGCCAGT3’
CTTTCCCGACCAGTTTAGGG3’

PV6(207)R 5’ AGCCGTTCAGCTACCTATGG3’

PV7(239)M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (GTs CT,) GT 55°C  5'NED-
GGAGATGGATGGAGACTGC3’ (CT)s TGTAAAACGACGGCCAGT3’

PV7(239)R 5 GGTATCTCTGTGCTCAGTTCTTTG3"

Pd3-2M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (AAC)1o 55°C  5'NED-
ATCCGAATACAAGCGAAACG3” TGTAAAACGACGGCCAGT3’

Pd3-2R 5'CAAAGCTTCTATCAGAAAATGCAA3’

Pd3-5M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (TGA)s 55°C  5'PET-TGTAAAACGACGGCCAGT3’
AGAGTGTGGACAGCGAGGAT3"

Pd3-5R 5'GTTCCTTCGCCTTCGATTTT3"

Pd2-6M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (CA) 55°C  5'VIC-TGTAAAACGACGGCCAGT3’
ATCTCCATGTGATCGGCATT3’

Pd2-6R 5'GTTCCCCCAGCTGAGAAGTT3’

Pd2-7M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (GA)0 60°C  5'PET-TGTAAAACGACGGCCAGT3’
AAGAAGGTGTGGTATTTCAGAGGG3®

Pd2-7R
5 GGTGGATAAAGTATTTCTCACTCTTGG3’

Pd3-8M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (AC) imperfecto 55°C  5'FAM-
AGTTGAGGTTGTTGAAACATG3" TGTAAAACGACGGCCAGT3’

Pd3-8R
5 TCCATGCAGAACCCC3’

Pd3-9M13F 5 TGTAAAACGACGGCCAGT- (CAA), [88pb 52°C  5'FAM-
CCAATGCGTCCGTAGCTCTC3’ insertadas] (GAc)s TGTAAAACGACGGCCAGT3’

Pd3-9R (GTT)s (TGC)14

5’ATCACCTAAAAATTTCAGTCCCTTACCS’

Secuencia en cursiva de cada primer forward corresponde a la cola M13 similar a los primers forward universales con

fluoréforos.

3.2.3. Analisis genéticos
Para caracterizar cada locus microsatelital en cada localidad se cuantifico el

numero de alelos (A) y se calcul6 una riqueza alélica (rA) estandarizada a un tamafio

minimo de muestra mediante el programa FSTAT v2.9.3.2 (Goudet 1995). Se estimo la

heterocigocidad observada (Ho) y la esperada (He de acuerdo al equilibrio de Hardy

Weinberg) con el programa Microsatellite Toolkit (Park 2001). Para probar si las

frecuencias genotipicas de cada locus se encuentran en equilibrio, se probo la hipétesis

nula de equilibrio en el proceso de mutacién por locus en cada muestra, utilizando la
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prueba exacta de Hardy-Weinberg (H-W). Su significancia se estim6 por medio de una
prueba de Fisher utilizando cadenas de Markov de Monte Carlo (Guo y Thompson
1992) implementadas en el programa GENEPOP v3.4 (Raymond y Rousset 1995).
Para las pruebas multiples se ajusto la significancia utilizando la correccién secuencial
de Bonferroni (Rice 1989). Para medir el nivel de endogamia existente en cada
localidad para cada locus se obtuvé un indice de endogamia (Fis) que calcula el grado
de consanguinidad entre individuos mediante el programa FSTAT v2.9.3.2. Para
verificar la existencia de alelos nulos en cada uno de los loci en el proceso de
amplificacion, utilizamos el programa Micro-Checker v2.2.3 (Van Oosterhout et al,
2004). Se corrigieron los datos de acuerdo a la presencia de alelos nulos y se repitieron
los analisis de estructura genética descritos mas adelante.

Con la finalidad de estimar el grado de diversidad genotipica en cada localidad
se obtuvieron diversos indices que involucraron los genotipos multilocus (utilizando los
9 microsatélites). Se obtuvo la riqueza genotipica normalizada al tamafio de muestra de
cada localidad (ecuacion 1, Coffroth y Lasker 1998).

Ng/N (1)
Donde Ng es el numero de genotipos multilocus unicos por sitio y N el numero de
colonias genotipificadas. La riqueza genotipica sera igual a 1 cuando todas las colonias
de coral en una poblacion sean unicas y sera 0 cuando todas sean del mismo genotipo.

La equidad genotipica se calculd6 mediante la ecuacion 2 (Coffroth y Lasker
1998):

Go/ Ng (2)
Donde la Go es la diversidad genotipica observada, la cual se calculé de acuerdo a la

ecuacion 3:
Go=1/3g (3)

Donde g; es la frecuencia del —iésimo genotipo en la poblacion (Stoddart y Taylor 1998).
La equidad genotipica representa el numero de individuos por clon, esta tiene un valor
de 1 cuando todos los genotipos estan distribuidos equitativamente entre el total de las
colonias de coral y se acerca a 0 cuando un solo genotipo domina en la poblacion.

La diversidad genotipica se estimé mediante la ecuacidon 4 (Stoddart y Taylor
1998):
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Go/Ge (4)
En donde se compara la diversidad genotipica observada (Go) contra la diversidad
genotipica esperada (Ge), siendo la Ge el numero de genotipos totales por localidad.
Esta ecuacion estima la importancia relativa de la propagacion asexual en una
poblacion.
Con el propédsito de caracterizar las localidades de acuerdo a su tipo de
reproduccion, se utilizé la combinacidn de valores de diversidad genotipica (Go/Ge) y
equidad genotipica (Go/Ng) propuestos por Baums et al. (2006b) (Tabla 11):

Tabla 11. Criterios de clasificacion de tipos de reproducciéon de acuerdo a valores de
equidad y diversidad genotipica observados (Baums et al, 2006b).

Valores de diversidad y Tipo de reproduccion
equidad genotipica
Go/Ge= 0.80 ; Go/Ng= 0.85

Sexual
Go/Ge entre 0.79 - 0.25;
Go/Ng entre 0.84 - 0.51 Mayoria sexual
Go/Ge entre 0.25 - 0.11;
Go/Ng entre 0.50 - 0.25 Mayoria asexual
Go/Ge= 0.10 ; Go/Ng= 0.24 Asexual

Con la finalidad de evaluar el grado de diferenciacién genética poblacional en P.
verrucosa a lo largo del GC y PM, realizamos un AMOVA para evaluar los niveles de
diferenciacion genética utilizando dos indices analogos: Fst, que toma en cuenta
solamente las frecuencias alélicas de todos los loci, y Rst, que ademas incorpora las
diferencias entre tamafos alélicos. Se obtuvo la diferenciacion genética entre
subpoblaciones (Fct/Rct), entre localidades dentro de subpoblaciones (Fsc/Rsc) y entre
localidades (Fst/Rst) mediante el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al, 2005). La
significancia del AMOVA fue evaluada mediante pruebas de permutacion. Para las
pruebas multiples se ajustd la significancia utilizando la correccion secuencial de
Bonferroni (Rice 1989). Para complementar el analisis de diferenciacion genética se
realiz6 un analisis bayesiano de estructura mediante el programa Structure v2.3.4
(Pritchard et al, 2000), el cual se basa en el analisis de genotipos multilocus agrupando

los genotipos en un numero K de probables subpoblaciones. El programa asume los
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supuestos de equilibrio de Hardy-Weinberg y equilibrio de ligamiento dentro de cada
subpoblacion, ademas de que permite incluir informacién acerca del origen geografico
de las muestras. Los parametros de corrida fueron un periodo de calentamiento de
10,000; 100,000 Cadenas de Markov, un modelo ancestral de mezcla (admixture);
frecuencias alélicas independientes; y 10 iteraciones. El numero de grupos o
subpoblaciones (K) se estimé con el programa Structure Harvester v0.6.93 (Earl y
Vonholdt 2012) para el calculo de delta K; el programa se basa en la tasa de cambio en
la probabilidad de que los datos provengan de K subpoblaciones calculando dicha
probabilidad para un numero creciente de valores de K (Evanno et al, 2005). De
acuerdo al numero probable de subpoblaciones que el analisis de STRUCTURE
calculd, se obtuvo la diferenciacion genética entre posibles grupos genéticos mediante
el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al, 2005).

Para evaluar el patron de flujo genético, estimamos simultaneamente los
tamanos poblacionales efectivos (8 = 2Ney) y el flujo genético (M = m/u) utilizando
maxima verosimilitud mediante simulaciones de Cadenas de Markov de Monte Carlo
(MCMC) implementadas en el programa MIGRATE v2.1.3 previamente descrito (ver
Capitulo 2).

3.2.4. Andlisis de datos genéticos y ambientales
Para evaluar la influencia de las caracteristicas de habitat en el patron de estructura

genética de P. verrucosa, realizamos un analisis de aislamiento por distancia.
Correlacionamos matrices de Fst y Rst pareados, distancia geografica (km) y distancia
ambiental (distancia euclidiana de 17 variables ambientales estandarizadas), mediante
pruebas de Mantel parcial implementadas en el programa IBD v 1.52 (Bohonak 2002).

Las variables ambientales fueron obtenidas de bases de datos publicas (ver Tabla 2).

3.3. Resultados

Se logré amplificar el 97% de los loci en las 275 colonias de coral colectadas, el
mayor porcentaje global de muestras no amplificadas correspondieron principalmente a
los loci Pd3-9 y PV6 en la localidad de Loreto. En la mayoria de los organismos de
Loreto solo logramos amplificar siete u ocho microsatélites.



61

3.3.1. Diversidad genética
Los nueve microsatélites utilizados mostraron variacion en el numero de alelos para

cada uno. Cinco loci obtuvieron valores menores a 10 alelos totales (PV2, PV6, Pd2-6,
Pd3-8 y Pd3-9) y cuatro con valores por encima de 10 alelos (PV7, Pd3-2, Pd3-5 y Pd2-
7). En cuanto a la riqueza alélica estandarizada a un tamafo minimo de siete,
observamos que los valores variaron en un rango de 1.4 a 5.8 (PV2 y Pd2-7
respectivamente), a nivel poblacional se observé menos variacion con promedios de 2.9
a 3.8 alelos (Tabla 12).

El patrén geografico de heterocigocidad mostro valores moderados a bajos en la
mayoria de las localidades y loci (Tabla 13). En general, la probabilidad de encontrar
una colonia heterocigota al azar en una muestra fue igual o menor a 0.5. Se observaron
valores de Ho menores a los de He en la mayoria de los loci pero s6lo en algunas
localidades. Para los loci PV2 y Pd3-5, todas las localidades estuvieron en equilibrio H-
W; PV6, Pd2-6, Pd3-8 y Pd3-9 mostraron equilibrio H-W en la mayoria de las
localidades (excepto en 2 localidades diferentes para cada loci); PV7, Pd3-2 y Pd2-7
estuvieron en desequilibrio de H-W en la mayoria de las localidades (Tabla 13). A nivel
de localidades, se detectaron alelos nulos en varios loci para la mayoria de ellas, pero
la localidad de BH fue la unica que no presento alelos nulos en ningun loci. No hubo
diferencias significativas entre la heterocigocidad promedio del GC vs PM (He t2090.05) =
0.43, p = 0.67; Ho ti15005 = 0.01, p = 0.98). Los coeficientes de endogamia (Fis)
promedio para cada localidad oscilaron entre -0.160 y 0.369, los valores positivos nos
indican que existe un grado de endogamia en las poblaciones, el valor negativo indica
un exceso de heterocigotos (exogamia), y valores de 0 indican poblaciones en equilibrio
de H-W. De los loci que mostraron desequilibrio H-W en cada localidad la mayoria
obtuvieron un grado moderado de endogamia (valores mayores a cero) y solamente BH
presento exogamia en dos locus de los tres en desequilibrio.



62

Tabla 12. Localidades muestreadas; parametros poblacionales medidos (PP) para cada
locus, localidad y promedios: tamafos de muestra (n), numero de alelos (A), riqueza
alélica estandarizada (rA).

Loci microsatélitales
Localidad PP PV2 PV6 PV7 Pd3-2 Pd3-5 Pd2-6 Pd2-7 Pd3-8 Pd3-9 Promedio

n 36 26 36 36 35 36 30 36 15 36
LO A 2 8 7 8 7 4 12 4 4 6.2
rA 1.2 4.3 4.4 4.3 3.3 3.6 7.2 2.8 3.1 3.8
n 35 33 35 35 35 35 35 35 32 35
LP A 2 6 7 8 7 5 8 4 4 57
rA 1.2 4.2 4.3 4.2 3.4 3.8 5.3 2.9 2.2 3.5
n 36 36 36 36 36 36 35 35 35 36
CP A 2 6 8 8 6 4 8 4 4 5.6
rA 1.4 4.6 4.8 43 3.5 3.3 5.2 2.8 2.7 3.6
n 16 16 16 16 16 16 16 16 14 16
IMA A 2 5 4 4 4 4 7 4 3 4.1
rA 1.4 3.8 3.4 3.1 2.8 3.4 6.0 3.2 2.8 3.3
n 41 39 40 41 41 41 41 41 38 41
I A 3 6 6 7 6 5 8 4 4 5.4
rA 1.3 43 3.3 4.4 2.5 3.8 4.7 3.1 2.7 3.4
n 21 19 21 21 21 21 21 21 20 21
IM A 3 7 5 4 4 4 7 3 5 4.7
rA 1.7 5.1 4.1 2.4 2.6 3.8 5.3 2.7 3.2 3.4
n 17 16 16 17 16 17 17 17 14 17
IS A 1 5 5 5 3 4 5 2 3 3.7
rA 1 3.3 4.1 3.7 2.3 3.4 4.1 1.7 2.4 2.9
n 8 8 8 8 8 8 7 8 7 8
CA A 1 4 4 4 3 4 5 4 2 34
rA 1 3.9 3.9 4.0 2.9 3.8 5.0 3.9 2.0 3.4
n 49 43 48 48 47 49 48 49 43 49
IX A 3 7 7 5 5 6 10 4 5 5.8
rA 1.5 5.2 4.4 3.4 2.9 3.7 6.2 3.3 3.0 3.7
n 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16
BH A 2 3 3 4 3 4 3 4 3 3.2
rA 1.7 2.9 2.9 3.5 2.5 3.4 2.8 3.5 2.6 2.9

A total por locus 5 8 1 12 12 9 16 4 7

rA por locus 1.4 4.6 4.5 4.4 3.1 3.7 5.8 3.1 2.8
Valores en negritas representan las muestras en las que se observaron alelos nulos
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Tabla 13. Diversidad de loci microsatelitales analizados por, localidad: coeficiente de
endogamia (Fis), heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho).

PV2 PV6 PV7 PD3-2 PD3-5 PD2-6  PD2-7 PD3-8  PD3-9  Promedio
n 36 26 36 36 35 36 30 36 15 36

Fis 0 0216 0.438 0.411 -0.089  0.254 0.661 0.12  0.258 0.33

LO He 0.028  0.684 0.737 0.657 0.394  0.705 0.875 0378 0.356  0.535
Ho 0.028  0.538 0.417 0.389 0.429 0.528 0.300 0333 0.267  0.359

p H-W - 0.144 0.001 0 05713  0.001 0 0.121  0.299 (]

n 35 33 35 35 35 35 35 35 32 35

Fis 0 0232 0.382 0.236 0.041  0.083 0.502 -0.149 -0.077  0.212

LP He 0.029  0.669 0.644 0.634 0.357 0.716 0.797 0.424  0.203  0.497
Ho 0.029  0.515 0.400 0.486 0.343  0.657 0.400 0.48 0.219  0.393

p H-W - 0.083 0.001 0.135 0.313  0.286 0 1 1 (]

n 36 36 36 36 36 36 35 35 35 36

Fis -0.014 0.04 0.462 0.512 -0.106  0.155 0.569 -0.094 0215  0.259

CP He 0.055  0.752 0.719 0.622 0.428 0.689 0.789 0366 0.327  0.527
Ho 0.056  0.722 0.389 0.306 0.472 0.583 0.343 0.400 0.257  0.392

p H-W 1 0534 0 0 0.895  0.024 0 0375 0.178 (]

n 16 16 16 16 16 16 16 16 14 16

Fis 0  0.444 0.588 0.276  -0.173 -0.272 0.782 0.196 05  0.343

IMA He 0.063  0.665 0.595 0.599 0.375  0.595 0.839 0.464 0.561  0.528
Ho 0.063  0.375 0.250 0.438 0.438  0.750 0.188 0375 0.286  0.351

p H-W - 0.015  0.0005 0.056 1 0926 0 0.169  0.028 (]

n 41 39 40 41 41 41 41 41 38 41

Fis -0.006  0.266 0.544 0.378 0.146 -0.011 0.521 0.292 -0.106  0.292

I He 0.048  0.731 0.599 0.742 0.228  0.651 0.708 0.412 0.286  0.489
Ho 0.049  0.538 0.275 0.463 0.195  0.659 0.341 0.293 0316  0.348

p H-W 1 0 0 0 0.059  0.280 0  0.0001 1 (]

n 21 19 21 21 21 21 21 21 20 21

Fis -0.013 0.3 0.622 0.365 -0.124 -0.104 0.296 0.263 0.116  0.234

M He 0.094  0.671 0.744 0.223 0.297 0.735 0.806 0.449 0451  0.497
Ho 0.095  0.474 0.286 0.143 0.333  0.810 0.571 0.333 0400  0.383

p H-W 1 0.039 0 0.234 1 0.064  0.0008 0.268  0.002 (]

n 17 16 16 17 16 17 17 17 14 17

Fis - 0.032 0.474 0.281 -0.081  0.232 0.003 -0.032 -0.095  0.158

IS He 0 0581 0.585 0.487 0.232  0.684 0.531 0.114 0.262  0.386
Ho 0  0.563 0.313 0.353 0.250  0.529 0.529 0.118 0.286  0.327

p H-W - 0.242 0.017 0.117 1 0.147 0.325 1 1 0.165
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PV2 PV6 PV7 PD3-2 PD3-5 PD2-6 PD2-7 PD3-8 PD3-9 Promedio
n 8 8 8 8 8 8 7 8 7 8
Fis 0.028 0.494 0.341 -0.191 0.034 0.667 0.136 0 0.26
CA He 0 0.642 0.717 0.742 0.425 0.517 0.813 0.717  0.143 0.524
Ho 0 0.625 0.375 0.500 0.500 0.500 0.286 0.625 0.143 0.395
p H-W - 0.687 0.081 0.212 1 0.128 0.003 0.248 - 0.018
n 49 43 48 48 47 49 48 49 43 49
Fis 0.492 0.137 0.662 0.254 0.077 0.302 0.535 0.106  0.672 0.369
IX He 0.080 0.753 0.735 0.641 0.322 0.700 0.846 0.479  0.493 0.561
Ho 0.041 0.651 0.250 0.479 0.298 0.490 0.396 0.429 0.163 0.355
p H-W 0.021 0.064 0 0.001 0.089 0.0003 0 0.012 0 0
n 15 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Fis -0.037 -0.429 0.331 -0.309 -0.103 -0.226 0.412 -0.564 -0.139 -0.16
H He 0.129 0.621 0.554 0.627 0.284 0.667 0.419 0.651 0.331 0.476
Ho 0.133 0.875 0.375 0.813 0.313 0.813 0.250 1.000 0.375 0.550
p H-W 1 0 0.032 0.011 1 0.229 0.007 0.0009 1 0
He Promedio 0.053 0.701 0.73 0.668 0.337 0.702 0.805 0.471  0.356
Ho Promedio 0.049 0.588 0.333 0.437 0.357 0.632 0.36 0.439 0.271
p H-W 0.653 0 0 0 0.822 0 0 0 0

Valores de p en negritas representan la significancia de la prueba del equilibrio H-W después de la
correcciéon de Bonferroni. (-) no disponible.

El numero de genotipos multilocus unicos fue casi similar al tamafo de muestra,
esto quiere decir que hubo escasos genotipos clonales (genotipos idénticos). Las
localidades que presentaron mayor proporcion de genotipos clénales fueron BH (~19%)
e Il (~12%). Estos resultados fueron corroborados con la riqueza genotipica, la cual fue
1 o cercana a uno en la mayoria de las localidades, lo que indica un elevado numero de
genotipos multilocus unicos. La equidad genotipica fue alta en casi todas las
localidades a excepcion de Il 'y BH con valores moderados (0.72 y 0.67
respectivamente). La diversidad genotipica obtuvo valores por encima de 0.80 en todas
las localidades (Tabla 14). No hubo diferencias significativas entre el GC y PM en
cuanto a la equidad y diversidad genotipica promedio (Go/Ng tis7(0.05) = 0.83, p = 0.41;

Go/Ge t181(0_o5) =0.79, p = 0.43).
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Tabla 14. indices de diversidad genotipica calculados para cada localidad: tamafio de
muestra (N), genotipos multilocus unicos (Ng), riqueza genotipica (Ng/N), diversidad
genotipica observada (Go), equidad genotipica (Go/Ge) y diversidad genotipica
(Go/Ge).

Localidad N Ng Ng/N Go Go/Ng  Go/Ge
LO 36 36 1 36 1 1
LP 35 34 0.97 33.11 0.95 0.97
CP 36 36 1 36 1 1
IMA 16 15 0.94 14.22 0.89 0.95
I 41 36 0.88 29.49 0.72 0.82
IM 21 21 1 21 1 1
IR 17 16 0.94 15.21 0.89 0.95
CO 8 8 1 8 1 1
IX 49 47 0.96 45.30 0.92 0.96
BH 16 13 0.81 10.67 0.67 0.82

3.3.2. Tipo de reproduccion y su prevalencia
De acuerdo a la clasificacion de Baums et al., (2006b) del tipo de reproduccion

prevalente, observamos que todas las localidades presentan reproduccion sexual o en
su mayoria sexual. Los valores de equidad genotipica mostraron que las localidades de
LO, LP, CP, IMA, IM, IR, CA e IX poseen valores caracteristicos de reproduccion
netamente sexual, mientras que |l y BH de reproduccién predominantemente sexual
(Figura 12). Para los valores de diversidad genotipica, todas las localidades tuvieron
valores caracteristicos de reproducciéon netamente sexual, sin embargo las localidades

de Il y BH tuvieron valores cercanos al limite inferior de la clasificacion (Figura 12).
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Figura 12. Clasificacion de localidades de acuerdo a su tipo de reproduccién en base a
los valores de equidad (Go/Ng) propuestos por Baums et al., (2006b).

3.3.3. Estructura genética
No se observaron diferencias genéticas significativas entre el GC y PM , sin

embargo si se observo difereciacion genética significativa a nivel de toda la region de
estudio (Tabla 15a). Por lo tanto, para poder identificar las poblaciones responsables de
la sehal de estructura genética detectada con el AMOVA, se realiz6 un analisis
bayesiano de estructura. El analisis de delta-K revel6 que el numero de grupos
genéticos en equilibrio (K) mas probable fue de cuatro (Figura 13). La mayoria de las
colonias individuales tuvieron la mayor probabilidad de pertenecer a la poblacion
identificada de color rojo (Figura 14a). Integrando las probabilidades individuales para
todas las colonias de cada localidad, se destacan patrones de heterogeneidad espacial
evidentes (Figura 14b). El primero es la predominancia de los genotipos asociados con
la poblacion identificada de color rojo en la mayoria de las localidades. Segundo, la
distribucion de las otras tres poblaciones se encuentra restringida a pocas localidades.
La poblacion identificada en azul predomina en la localidad mas nortefia de LO,
mientras que las mayores proporciones de aquella identificada en amarillo (alrededor de
0.3-0.4) se encuentran en localidades intermedias (Il e IS), mientras que la cuarta



67
poblacién identificada en verde predomina (0.821) en la localidad mas surefa de BH
(Figura 14b).

2.5F

2.0

Delta K

1.0p

0.5f

0.0

3 1 5 6 7 8 9
K
Figura 13. Numero mas probable de grupos en equilibrio genotipico y de ligamiento

obtenido mediante STRUCTURE utilizando el método propuesto por Evanno et al.
(2005).
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Figura 14. (a) Probabilidad de pertenencia de cada colonia de coral a una de los
posibles grupos genéticos identificados con colores. (b) Graficas circulares muestran la
proporcion de individuos de cada localidad que pertenecen a cada grupo genético
estimado por STRUCTURE. Localidades: Loreto (LO), La Paz (LP), Cabo Pulmo (CP),
Isla Maria Madre (IMA), Isla Isabel (ll), Islas Marietas (IM), Isla Socorro (IS), Carrizales
(CA), Ixtapa Zihuatanejo (IX) y Bahias de Huatulco (BH).
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Los resultados de los AMOVA’s confirmaron el patron de estructura genética
estimado con el analisis bayesiano. De acuerdo a los resultados de probabilidad
individual de pertenecia de cada colonia de coral a cada posible poblacion identificada
en el analisis de Structure (Figura 14a), realizamos un AMOVA agrupando a las
colonias en cuatro grupos (azul, rojo, amarillo o verde) el cual nos indicé diferenciacion
genética significativa (Fst= 0.102 p<0.001; Rst= 0.156 p<0.001; Tabla 15b). Aunado a
esto, realizamos un AMOVA anidado agrupando a las localidades en cuatro posibles
regiones de acuerdo al numero de poblaciones posibles que estimé el programa
Structure (Figura 14b): 1=Loreto (una combinacion de la poblacion azul y roja), 2= Isla
Socorro e Isla Isabel (poblacion roja y amarilla con un minimo de azul), 3= Bahias de
Huatulco (poblacion verde) y 4= todas las poblaciones en las que la mayor proporcion
de colonias pertenecieron a la poblacion roja (LP, CP, IMA, IM, CA e IX). Se encontrd
estructura genética significativa entre las regiones mencionadas soélo con el indice Fct
(Fct=0.029 p<0.05; Rct= 0.039 p>0.05); entre poblaciones dentro de regiones en ambos
indices (Fsc=0.031 p<0.001; Rsc= 0.102 p<0.001); y entre todas las poblaciones en
ambos indices (Fst=0.059 p<0.001; Rst= 0.137 p<0.001). Analisis pareados a posteriori
mostraron que Il, IX y principalmente BH fueron las poblaciones que aportaron la mayor
diferenciacion en el analisis de Fst, mientras que CA fue la poblacién mas diferenciada
en el Rst (Tabla 16). Dado que algunas muestras obtuvieron alelos nulos, se
reanalizaron los AMOVAs corrigiendo la presencia de alelos nulos y se obtuvieron los
mismos los resultados (Anexo 6).
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Tabla 16. Comparaciones pareadas de Fst (debajo de diagonal) y Rst (encima de
diagonal) entre poblaciones de Pocillopora verrucosa.

LO LP CP IMA Il M IS CA IX BH

LO 0.034 0.072 -0.014 0.157 0.001 -0.010 0.048 0.169 0.124
LP 0.000 0.016 0.097 0.078 -0.006 -0.036 0.158 0.106 0.009
CP 0.006 0.008 0.154 0.018 -0.012 -0.023 0.228 0.039 0.001
IMA 0.019 0.044 0.039 0.269 0.072 0.010 0.002 0.272 0.155
Il 0.042 0.030 0.038 0.073 0.054 0.046 0.331 -0.006 0.039
M 0.025 0.033 0.021 0.060 0.082 -0.065 0.150 0.079 -0.016
IS 0.054 0.045 0.056 0.080 0.093 0.104 0.086 0.051 0.069
CA -0.003 0.007 0.019 0.033 0.055 0.035 0.030 0.340 0.216
IX 0.064 0.048 0.057 0.124 0.043 0.070 0.168 0.073 0.096
BH 0.165 0.153 0.164 0.200 0.163 0.229 0.116 0.146 0.266

Valores significativos después de la correccion de Bonferroni en negritas (p < 0.05).

3.3.4. Flujo genético
Para estimar el flujo genético entre poblaciones de P. verrucosa utilizamos el

enfoque de coalescencia mediante el programa MIGRATE. Realizamos 10 simulaciones
de flujo genético de las cuales 8 fueron consistentes en la direccidn y magnitud del flujo
de genes, sélo reportamos una simulacion. En general se estimaron altos valores de
flujo genético entre la mayoria de los sitios muestreados (Tabla 17). En algunas
estimaciones obtuvimos valores de cero 0 muy cercanas a cero, una de las localidades
con menor recepcion de flujo genético fue IMA, de nueve localidades de las que podria
recibir genes solo obtuvo de cinco (valores moderados de M entre 1000 y 10000), el
resto de las localidades obtuvieron genes de por lo menos siete localidades. Por otro
lado, IS recibio altos niveles de flujo provenientes de LO, CP e IX (valores mayores a
10000), del resto de las localidades obtuvo valores moderados o cero (Figura 15a). La
localidad de Il recibié altos valores de flujo provenientes de LO principalmente. CA
recibio altos valores de flujo de la mayoria de las localidades, pero no de IMA, IS y BH
(Figura 15b). IX fue una de las localidades que mas flujo genético recibié de la mayoria
de las localidades, con excepcién de BH (Figura 15c¢). Finalmente, BH no aporté genes
a ninguna otra localidad, sino por el contrario, fue la segunda localidad que recibi6 los
valores mas altos de flujo genético de casi todas las localidades después de IX y no
recibio de LO e IX (Figura 15d). Los valores de 6 variaron en cada localidad, CP e Il

fueron las localidades con los mayores valores (Tabla 17), seguidas de LP e IM.
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Figura 15. Direccion y magnitud del flujo genético entre pares de poblaciones de
Pocillopora verrucosa estimados a partir de nueve microsatélites. Los vectores
representan la direccion de los valores mas altos del flujo genético en la simulacion
realizada con el programa Migrate. Localidades consideradas sumidero: a) Isla Isabel
(I; azul) e Isla Socorro (IS; rojo), b) Carrizales (CA; rojo), c) Ixtapa Zihuatanejo (1X; rojo)
y d) Bahias de Huatulco (BH; rojo).
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3.3.5. Relacion entre la diferenciacion genética y el ambiente
Para probar la relacion que existe entre la diferenciacion genética (Fsty Rst) y la

distancia geografica (km), asi como con la distancia ambiental (distancia euclidiana),
realizamos un prueba de Mantel parcial (Tabla 18). Observamos que no existen

correlaciones significativas entre las matrices.

Tabla 18. Resultados de la prueba de Mantel parcial entre matrices de diferenciacién
genética (Fst Y Rst microsatelites), distancias geograficas lineales (Km), y distancias
ambientales (distancias euclidianas).

Fst Rst

1. Correlacion de diferenciacién genética

y distancia euclidiana. 0.43 0.06 -0.16 0.81
2. Correlacion parcial de diferenciacion

genéticay de Km, controlada por la

matriz de distancia euclidiana. 0.37 0.08 0.05 0.34
3. Correlacion parcial de diferenciacion

genética y distancia euclidiana,

controlada por la matriz de Km. -0.15 0.80 -0.11 0.75
4. Correlacion de diferenciacion genética
y Km. 0.53 0.07 -0.12 0.70

En el Mantel parcial para los valores de Fst se reporta el logaritmo de la distancia geografica.

3.4. Discusion

3.4.1. Patrén de diversidad genética
No encontramos una diferencia entre el GC y PM en los patrones de diversidad

genética. Sin embargo, los genotipos clonales se encontraron principalmente en el PM,
ya que en el GC solo se encontré un clon en la localidad de LP. A pesar de que el
analisis multilocus presentdé altos niveles de diversidad genotipica, los valores de
heterocigocidad para cada locus fueron bajos en su mayoria. A diferencia de los
vertebrados, los invertebrados tienden a presentar niveles bajos de heterocigocidad,
incluyendo los corales hermatipicos (Ayre et al, 1997; Adjeroud y Tsuchiya 1999;
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Baums 2008; Miller y Ayre 2008; Polato et al, 2010; Baums et al, 2012; Richards y van
Oppen 2012). Algunos de los mecanismos que han sido propuestos para explicar el
déficit de heterocigotos en los corales es la endogamia, asi como la reproduccion
asexual y la presencia de alelos nulos.

Analizando cada mecanismo que provoca la disminucion en la heterocigocidad
observamos que: existe evidencia de endogamia moderada (Fis de 0.158 a 0.369),
valores similares se han encontrado en algunas especies coralinas (Baums 2008;
Polato et al, 2010; Combosch y Vollmer 2011; Baums et al, 2012; Paz-Garcia et al,
2012), incluyendo P. verrucosa (Ridgway et al, 2001; Ridgway et al, 2008; Aranceta-
Garza 2010; Aranceta-Garza et al, 2012). Si bien, la endogamia es mas fuerte en
poblaciones pequefas que tienen mayor probabilidad reproducirse entre parientes, esta
condicion podria no existir en esta especie debido a que es la mas abundante en la
region (Reyes-Bonilla et al, 2005). Sin embargo, la autofecundacion contribuye a la
endogamia en algunas especies (Ayre et al, 1997; Baums 2008). Algunos corales
hermatipicos que son hermafroditas tienen la capacidad de autofecundarse en ausencia
de gametos no propios en condiciones de laboratorio (Willis et al, 1997). En campo se
han detectado altas tasas de autofecundacion analizando datos genéticos de colonias
adultas y sus reclutas (Gleason et al, 2001; Ayre y Miller 2006). Sin embargo, poco se
sabe de la autofertilizacion en corales. P. verrucosa es una especie con reproduccion
sexual y es hermafrodita (Glynn et al, 1991; Chavez-Romo y Reyes-Bonilla 2007),
aunado a esto, en algunas zonas del GC y PM las colonias han presentado desarrollo
de gametos de manera asincronica, o que sugiere que no existe una expulsion masiva
de gametos (Carpizo-ltuarte et al, 2011; Rodriguez-Troncoso et al, 2011). Estas
condiciones podrian favorecer la autofecundacién si colonias las hermafroditas son las
principales que expulsan gametos masculinos y femeninos asincrénicamente. De
acuerdo a los resultados genéticos, es evidente que la reproduccion asexual no
contribuye al déficit de heterocigosis, ya que todas las localidades presentaron
reproduccion sexual en su mayoria (Figuras 12 ). En cuanto a la presencia de alelos
nulos, esta posibilidad existe, ya que los resultados nos indican que la mayoria de los
loci empleados tiene alta probabilidad de presentar alelos nulos, lo cual puede estar
inflando la incidencia de endogamia (Addison y Hart 2005).
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3.4.2. Importancia relativa de la reproduccién sexual y asexual
Ya que nuestros resultados mostraron pocos genotipos clonales, se sugiere que

el reclutamiento asexual de P. verrucosa es escaso y no forma parte del mantenimiento
de poblaciones a una escala de cientos de kildbmetros. Por el contrario, las poblaciones
son mantenidas por reproduccion sexual principalmente. No excluimos la posibilidad de
que exista reproduccion asexual en algunos sitios, ya que encontramos localidades con
12 y 19% de sus colonias con genotipos clonales (Il y BH, Figura 12 y Tabla 14).
Ademas, el disefio de muestreo utilizado en este estudio puede no reflejar la existencia
de clonalidad a microescala, ya que cada colonia colectada estuvo separada por al
menos 2 a 3 metros. Patrones similares se han encontrado en algunas especies de
corales utilizando escalas y métodos de muestreo similar al nuestro (colectas separadas
por ~2 m). En la costa este de Australia, P. damicornis mostréo una prevalencia de
reproduccion sexual en cuatro regiones separadas por ~1195 km incluyendo una region
a elevada latitud (Ayre et al, 1997; Miller y Ayre 2004). En la misma especie en el POT,
especificamente en la costa de Panama, se observd una prevalencia de reproduccion
sexual, encontrando que el 94% de los genotipos fueron unicos en tres regiones
separadas entre 100 y 200 km y colectas de colonias cada 10 m en cada arrecife
(Combosch y Vollmer 2011). Especies de la misma familia Pocilloporidae, Seriatopora
hystrix y Stylophora pistillata con similar tipo de reproduccion en la costa Este de
Australia coinciden con nuestros resultados (Ayre y Hughes 2000). Predicciones
tedricas establecen que en habitats estables y relativamente homogéneos las
poblaciones de especies que presentan ambos tipos de reproduccion deberian albergar
pocos genotipos adaptados al medio (prevalencia de reproduccion asexual) (Williams
1975; Maynard-Smith 1978; Carvalho 1994). Mientras que en ambientes con niveles de
disturbio moderado o con variacion ambiental, las poblaciones deberian albergar mayor
diversidad genotipica (reproduccion sexual principalmente) (Williams 1975; Sebens y
Thorne 1985; Bengtsson y Ceplitis 2000). Las condiciones ambientales del POT son
conocidas por ser subdptimas para la presencia de corales hermatipicos, esta puede
ser una de la razones por las que poblaciones de P. verrucosa presentan alta

diversidad genotipica a escalas de cientos de kildmetros.
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Sin embargo, es importante discutir los patrones de diversidad genotipica que se

han encontrado a menores escalas con diferentes métodos de colecta. En P. verrucosa
en el GC se ha observado una region con baja diversidad genotipica, la cual fue
dominada por genotipos clonales (Aranceta-Garza 2010; Aranceta-Garza et al, 2012).
De las cinco localidades muestreadas, tres presentaron reproduccion sexual
principalmente (Loreto, La Paz —Playa el Portugués-, y Cabo Pulmo, localidades
incluidas en este estudio), mientras que dos localidades cercanas entre si presentaron
reproduccion asexual (Isla Espiritu Santo y canal de San Lorenzo frente a Bahia de La
Paz, localidades no incluidas en este estudio). Este patrén se observd en una escala de
cientos a decenas de kildbmetros con colectas de colonias de coral al azar en cada sitio.
A una escala menor, se ha observado ambos tipos de reproduccion en dos zonas
separadas por 10 kildbmetros en algunas especies del género Pocillopora en Bahia de
La Paz (Pinzén et al, 2012). En este estudio el método de muestreo fue delimitando tres
parcelas circulares de 10 m de radio en cada sitio y colectando todos los corales del
género Pocillopora dentro de cada parcela. Similar al estudio anterior, P. damicornis al
sur de Taiwan mostré una prevalencia de reproducciéon asexual entre dos sitios
separados por 500m; el método de muestreo fue delimitar parcelas cuadradas de ~ 9
m? y colectado todos los corales de la especie dentro de la parcela (Yeoh y Dai 2010).
Por lo tanto, es necesario realizar estudios sobre la variabilidad genética de P.
verrucosa en el GC y PM a escalas espaciales menores y con métodos de colecta
exhaustiva, ya que podriamos estar subestimando la prevalencia de reproduccion
asexual debido a la escala y método de colecta a la cual se realizo este estudio.
Estudios a menor escala en regiones del PM complementarian el patron que aqui se

revela.

3.4.3. Patrén de estructura genética
Existe estructura genética poblacional somera pero significativa en P. verrucosa

a lo largo de la zona de estudio. A pesar de que en el PM se observaron mas genotipos
clonales que el GC, no se observaron diferencias genéticas significativas entre ambas
regiones pero si dentro de cada region. El analisis de agrupamiento bayesiano indico la
existencia de cuatro grupos genéticos que pueden considerarse poblaciones ya que en
gran medida se encuentran circunscritos a localidades distintas. Dichos grupos

presentaron diferenciacion significativa entre ellos, lo cual se evalu6 con AMOVAs a
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posteriori agrupando a los individuos de acuerdo al grupo predominante
independientemente de su origen geografico. Dichos analisis arrojaron diferencias
significativas tanto en Fst como en Rst entre los grupos. Las localidades que
destacaron en el analisis bayesiano fueron LO, IS-Il y BH como tres poblaciones
diferentes al resto de las localidades (Figura 14). Al agrupar las localidades en cuatro
regiones con composicion contrastante de los grupos inferidos en el analisis de
agrupamiento bayesiano observamos diferencias significativas solo en el Fst.

Si bien la diferenciacion genética entre localidades no se correlacion6 con la
distancia geografica y ambiental, la estructura que se observo es resultado de una
combinacion de factores biolégicos y ambientales. Los resultados nos indican que
existen localidades con mezcla de poblaciones, sin embargo se destacan regiones con
arquitectura genética diferente (LO, IS-Il, y BH), estas regiones coinciden con zonas
con caracteristicas ambientales contrastantes. Por un lado Loreto (LO) es la localidad
mas nortefia para la distribucidn de la especie en el POT, se ubica dentro del GC una
region con un rango amplio de variacion en temperatura a lo largo del afio (de 20°C en
enero a 32°C en agosto) (Lluch-Cota et al, 2007). La temperatura es una de las
principales caracteristicas que limitan la distribucion de algunos corales como los del
geénero Pocillopora. Es posible que las caracteristicas ambientales presentes en Loreto
sean limitantes para el desarrollo y supervivencia de la especie, lo que se refleja en una
diferente arquitectura genética en dicha localidad. La segunda region diferenciada fue
principalmente Isla Socorro (IS), la cual forma parte del archipiélago Revillagigedo, una
region ubicada a ~500 de la costa peninsular o ~600 km de la costa continental. Este
archipiélago esta expuesto a condiciones ambientales oceanicas del Pacifico, es
posible que la variacion en temperatura no sea tan amplia a lo largo del afo, sin
embargo es una zona donde convergen masas de agua como la Corriente de California
y la Corriente Norecuatorial (Glynn et al, 1996b; Glynn y Ault 2000). Finalmente, la
tercer region que corresponde a Bahias de Huatulco (BH) se caracteriza por presentar
aguas mas calidas, sin embargo es una zona expuesta a un régimen de vientos
invernales llamados Tehuanos. Dichos vientos provocan desequilibrios en la termoclina
provocando surgencias y por lo tanto episodios de disminucion en la temperatura (Lavin
et al, 2006; Pennington et al, 2006). Debido a estas condiciones ambientales diferentes
en cada region, las poblaciones que las habitan estan derivando a diferentes
frecuencias alélicas y por lo tanto diferenciandose entre si.
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Retomando la controversia en el tema de la delimitacion de especies en el
geénero Pocillopora, es evidente que existe diferenciacion genética intra-morfotipos, por
lo menos en P. verrucosa en la provincia nortefia y P. damicornis en la provincia
ecuatorial del POT (Combosch y Vollmer 2011). Entonces, ¢por qué los resultados
publicados por Pinzén y Ladeunesse (2011) no muestran diferenciacion genética entre
morfotipos y solo entre grandes regiones? Analizando sus métodos de colecta y
tamafnos de muestra observamos que para la provincia nortefia abarcan solo cuatro
sitios (La Paz, Bahia de Banderas, Islas Revillagigedo y Oaxaca), las cuales variaron
ampliamente en los tamanos de muestra (colonias muestreadas: 198, 83, 3 y 15
respectivamente). Por lo que es posible que la homogeneidad genética que observaron
en la provincia nortefa se deba principalmente a la localidad de La Paz, la cual fue
exhaustivamente muestreada en comparacioén con el resto de localidades. Retomando
nuestros resultados, las localidades de Isla Socorro (Revillagigedo) y Bahias de
Huatulco (Oaxaca) fueron de las localidades mas diferenciadas, las cuales fueron
escasamente colectadas en el estudio antes mencionado (3 y 15 -colonias
respectivamente); por lo tanto no incluyeron muestras suficientes para detectar la sefal
genética que nosotros detectamos. Es necesario realizar mas estudios que no soélo
incluyan analisis genéticos (analizar un mayor numero de genes) sino morfologicos e
incluso analisis de gendmica funcional (expresion de genes) para delimitar las especies

en este género.

3.4.4. Patroén de flujo genético
Los altos niveles de flujo genético estimados coincidieron con el patrén de

diferenciacion leve en P. verrucosa. La mayoria de las estimaciones revelaron que el
flujo genético es principalmente del norte al sur, esto quiere decir que el GC se
comporté como “fuente” de propagulos hacia las localidades surefias (Figura 15). Este
patron concuerda con las estimaciones de Ne, ya que CP y LP fueron las localidades
con los valores mas altos de 6 (Tabla 17). Por el contrario, fue evidente que el flujo de
genes en direccion contraria fue escasa y casi nula. Aunado a esto, la localidad que no
aporté genes a ninguna localidad fue BH, por el contrario recibié valores altos de la
mayoria de las localidades comportandose como una poblacién “sumidero” (Figura
15d). Este resultado nos permite hipotetizar que el GC juega un papel importante en la

recolonizacién de regiones como el PM, la cual es una zona expuesta a las variaciones



80
oceanicas del Pacifico con registros de mortalidades masivas durante eventos de El
Nifio (Glynn y Stewart 1973; Glynn 1984; Glynn 1991; Guzman y Cortés 1993; Glynn
2000; Glynn y Ault 2000; Carriquiry et al, 2001; Guzman y Cortés 2001; Jiménez et al,
2001; Reyes-Bonilla et al, 2002; Jiménez y Cortés 2003; Guzman y Cortés 2007).
Aunado a este patron, observamos que BH fue una de las localidades con presencia de
organismos clonales, lo cual nos indica que es una poblacion con menor probabilidad
de ser fuente. CA, IX e IS también se comportaron como “sumidero” pero en menor
grado que BH, ya que aportaron migrantes a algunas localidades (Figura 15a, b y d).
Estos patrones de flujo genético nos muestran que P. verrucosa presenta una dinamica
similar a la de una metapoblacion, ya que no solo estan vinculadas por un flujo
genético, ademas presenta poblaciones “fuente” que aportan propagulos y larvas a
poblaciones “sumidero”.

El modelo de flujo genético mostré que existe poco o nulo flujo genético entre
poblaciones cercanas, y por el contrario los valores altos fueron en su mayoria a gran
distancia (Figura 15). Dicho patron concuerda con los resultados de analisis de
aislamiento por distancia (IBD), el cual nos indicé que no existe una correlacion entre
los valores pareados de Fsty la distancia geografica. Aunado a esto, observamos que
la distancia ambiental no se correlacion6 tampoco con los niveles de diferenciacion
genética; sin embargo, no descartamos la posibilidad de que el paisaje ambiental tenga
un papel importante en los patrones genéticos de la especie. Resultados de un Modelo
de Nicho Ecologico (MNE) para P. verrucosa en el POT mostraron que la regién de
México en la punta de la peninsula de Baja California presenta la mayor probabilidad de
ocurrencia de la especie y la costa de Colima la mas baja (Melo-Merino 2013). Nuestros
resultados de Ne coinciden con el MNE, ya que CP present6 el valor mas alto de 6 y CA
(Colima) el mas bajo (Tabla 17). Por lo tanto, es necesario realizar mas analisis
relacionados con la genética del paisaje para entender mejor los patrones genéticos
presentados en este trabajo.

En resumen, los altos niveles de diversidad y equidad genotipica fueron debidos
a la prevalencia de la reproduccion sexual en toda la region. A pesar de que el PM no
presentd una prevalencia de reproduccion asexual como se supuso, algunas de las
localidades de esta region fueron las que presentaron genotipos clonales. Ademas, los
patrones de estructura genética somera y alto flujo genético entre poblaciones, nos

permite categorizar a P. verrucosa como una metapoblacion en donde el GC es la
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principal fuente de propagulos y larvas para la mayoria de poblaciones. Por lo que el
GC es un “hotspot” en términos de conservacion de la especie, ya que juega un papel

importante en la recolonizacion de localidades como BH.
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Capitulo 4. Filogerografia comparativa de corales hermatipicos dominantes en

el Golfo de California y Pacifico mexicano

4.1. Introduccion

Una de las principales preguntas en biogeografia de corales hermatipicos es:
¢ Cuales han sido las rutas de dispersion historicas y actuales de estos organismos en
el POT, principalmente en la provincia biogeografica norteia (GC y PM) que es una de
las mas aisladas a nivel global? Algunos estudios de biogeografia han planteado
posibles eventos historicos que han moldeado la distribucion actual de los corales en el
GC y PM (Reyes-Bonilla 1992, 1993, 1998; Reyes-Bonilla y Cruz-Pinon 2000; Reyes-
Bonilla 2003; Reyes-Bonilla et al, 2005). Sin embargo, no existen estudios
filogeograficos que nos permitan complementar las hipotesis planteadas. Este capitulo
es una primera aproximacion a los patrones filogeograficos de algunos corales mas
abundantes de la region.

La provincia biogeografica nortefia tiene registradas 33 especies de corales
hermatipicos, algunas de las cuales son endémicas de la regidn y otras habitan tanto el
Pacifico oriental como el occidental (Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez 1998; Glynn y Ault
2000; Reyes-Bonilla et al, 2005). Las zonas con mayor riqueza de especies son Baja
California Sur, Colima, Islas Revillagigedo y Nayarit; estas localidades forman parte de
una zona de transicion entre dos subprovincias biogeograficas: una al norte (Norte y
centro del GC) y otra al sur (de Baja California Sur a las costas de Oaxaca). Cada
subprovincia se caracteriza por la presencia de diferentes especies. En la region norte
dominan especies del género Porites principalmente y al sur dominan los Pocilloporidos
con una mayor diversidad de géneros y especies (Reyes-Bonilla y Lépez-Pérez 1998;
Reyes-Bonilla et al, 2005). Analisis faunisticos han revelado que las localidades de Islas
Revillagigedo y las costas de Oaxaca forman grupos separados del resto de las
regiones, debido a que presentan algunas especies que no se encuentran en toda la
provincia y son poco abundantes (Reyes-Bonilla 1993, 1998). Este patron ha permitido
hipotetizar dos posibles vias de dispersion hacia la provincia nortefa; por un lado
dispersion de especies del Indo-Pacifico hacia el POT via el grupo de islas, siendo Islas
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Revillagigedo la entrada principal; mientras que la costa de Oaxaca representa la
segunda via de entrada de corales provenientes de Centro-América (Ketchum y Reyes
Bonilla 1997; Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez 1998; Reyes-Bonilla 2003). Con base en
estos antecedentes, realizamos analisis filogeograficos de tres especies abundantes en
la zona de estudio (Porites panamensis, Pocillopora verrucosa y Pavona gigantea), las
cuales son contrastantes en su biologia, ecologia y tiempo de residencia en la provincia
biogeografica nortefia.

Los géneros de las tres especies simpatricas aparecieron en el POT en diferentes
épocas, Porites y Pocillopora son mas antiguos teniendo registros desde el Plioceno
temprano (~ 6 millones de afios — Ma —), después de la apertura del GC (~ 6.3-6.5 Ma
al final del Mioceno, Jacobs et al, 2004). Por su parte, el género Pavona tiene registros
desde el Pleistoceno temprano (~ 1.5 Ma) (Glynn y Wellington 1983). Finalmente, el
registro mas antiguo de P. panamensis es del Plioceno temprano (~ 6 Ma) en el GC;
ademas, existen algunos registros mas recientes en la costa de Oaxaca para el
Pleistoceno tardio (Lopez-Pérez 2005; Lépez-Pérez y Budd 2009; Lopez-Pérez 2012).
P. verrucosa cuenta con un registro fésil antiguo del Plioceno en el GC, mientras que P.
gigantea cuenta con un registro antiguo del Pleistoceno medio (Lépez-Pérez 2012).
Estos antecedentes proveen un escenario histérico geomorfologico a la evolucion de las
tres especies, para la interpretacion de los patrones filogeograficos observados.

Los patrones de diversidad, estructura y flujo genético de las tres especies de
estudio han permitido hipotetizar posibles eventos histéricos que han influido en la
distribucion geografica de la variabilidad genética. Esto es posible ya que la variabilidad
genética de las poblaciones es resultado de eventos historicos acumulativos que han
ocurrido a lo largo del tiempo (Benzie 1999; Veron 2000). Poblaciones de P.
panamensis y P. verrucosa han mostrado un patrén geografico de diversidad genética
similar (utilizando secuencias del ADN ribosomal —ADNr-), con mayor diversidad en el
GC (Blancas-L6pez 2009; Saavedra-Sotelo et al, 2013). A diferencia de estas especies,
las poblaciones de P. gigantea poseen mayor diversidad en las zonas insulares en la
entrada del GC (utilizando la misma regién del ADNr, Saavedra-Sotelo et al, 2011); sin
embargo, el limite de distribucion norte para esta especie se encuentra entre La Paz y
Loreto (especie rara en Loreto, Reyes-Bonilla 1993; Reyes-Bonilla et al, 2005), por lo
que soélo se ha analizado una poblacion dentro del GC. Estos patrones apoyan la
hipétesis que el GC fue una zona de refugio para algunos corales en épocas de
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glaciacion del Pleistoceno (Reyes-Bonilla 1992; Ketchum y Reyes Bonilla 1997; Reyes-
Bonilla y Lépez-Pérez 1998). Los patrones de estructura y flujo genético nos indican
que las poblaciones de estas especies han mantenido un cierto grado de aislamiento
con intercambios genéticos esporadicos a lo largo del tiempo. Un patrén consistente
observado en las tres especies es el flujo genético estimado de las costas de Oaxaca
hacia el sur de la peninsula de Baja California (estimaciones mediante el método de
coalescencia, Saavedra-Sotelo 2007; Blancas-Lopez 2009; Saavedra-Sotelo et al,
2011; Saavedra-Sotelo et al, 2013). Esto nos permite hipotetizar una posible ruta de
dispersion hacia el GC no sélo actual sino historica, como la que pudo ocurrir en algun
evento geologico como las glaciaciones en el Pleistoceno. Es importante resaltar que
este patrén ha sido observado utilizando el mismo marcador genético (ADNr) en las tres
especies.

El ADNr, ademas de ser utilizado en estudios poblacionales, ha permitido identificar
patrones filogeograficos en algunos corales hermatipicos (Rodriguez-Lanetty y Hoegh-
Guldberg 2002; Forsman 2003; Forsman et al, 2005; Moothien Pillay et al, 2006;
Combosch et al, 2008; Forsman et al, 2009). Por lo tanto, en este capitulo analizaremos
dichas secuencias para evaluar si la distribucion geografica de los linajes filogenéticos
(filogeografia) revela patrones consistentes con la historia biogeografica hipotética de

los corales hermatipicos del GC y PM.

4.2. Metodologia
4.2.1. Obtencién de secuencias de ADN

Se analizaron secuencias de ADNr de las tres especies de corales hermatipicos mas
abundantes del GC y PM. Dichas secuencias fueron obtenidas en estudios de genética
poblacional realizados previamente para las especies de P. gigantea y P. verrucosa
(Saavedra-Sotelo 2007; Blancas-Lopez 2009; Saavedra-Sotelo et al, 2011). Para el
caso de P. panamensis, se utilizaron secuencias de ADNr y ORF del capitulo 2. Los
detalles metodoldgicos de trabajo de campo y de laboratorio se pueden consultar en las
referencias citadas previamente.

Para P. gigantea y P. panamensis se amplificé la regidén que comprende 1TS1-5.8S-
ITS2 (565 y 555 pb respectivamente) y para P. verrucosa solo se amplificd parte de
dicha region: 5.8S-ITS2 (437 pb). Para P. panamensis se incluyeron secuencias de la
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region ORF (363 pb) para contrastar los patrones filogeograficos entre dos regiones del
ADN nuclear.

4.2.2. Analisis de datos
Las secuencias de ADNr obtenidas de cada especie fueron alineadas con el

programa MEGA v.5 (Tamura et al, 2011). La identificacién de haplotipos se realizd
mediante el programa DnaSP v.4.0 (Rozas et al, 2003). Las colonias de coral que
mostraron polimorfismos intragendmicos en sus cromatogramas de ADNr fueron
examinados cuidadosamente (ver Anexo 1) y los haplotipos resueltos mediante los
programas computacionales PHASE (Stephens et al, 2001; Stephens y Donnelly 2003),
fastPHASE (Scheet y Stephens 2006) y HAPAR (Wang y Xu 2003).

Para evaluar las relaciones filogenéticas entre haplotipos se construyeron arboles
filogenéticos de cada locus utilizando tres métodos. El primero fue el del “vecino mas
cercano” (Neighbor Joining o NJ), el cual se realizé en el programa MEGA v.5 utilizando
una matriz de distancias pareadas no corregidas asi como 1000 réplicas de bootstrap
no paramétrico para evaluar la solidez de la topologia. El segundo fue el método de
maxima parsimonia, para el cual se implementaron analisis heuristicos con las
condiciones de busqueda por default en el programa PAUP v. 4.0 (Swofford 1998); los
arboles de mayor parsimonia se resumieron en un arbol consenso por mayoria
(“majority rule consensus”). Para enraizar cada uno de los arboles se obtuvieron
secuencias de ADNr de especies hermanas obtenidas de la base de datos molecular
Genbank (The National Center of Biotechnology Information —NCBI-). Para las tres
especies se tratd de obtener secuencias de especies del mismo género. En el analisis
de las secuencias ORF de P. panamensis no se logré obtener una secuencia de una
especie cercana, por lo tanto se tuvo que utilizar a una especie de una familia diferente

(Pocilloporidae: Stylophora pistillata).

4.3. Resultados
4.3.1. Reconstruccion filogenética de Pavona gigantea
De 95 colonias analizadas se obtuvieron un total de 48 haplotipos de ADNr, en las
cuales se detectaron 27 sitios variables, 18 sitios parsimonia-informativos y 9 indels.
Setenta y uno por ciento de los haplotipos fueron privados (35 de 49), de los cuales 13
pertenecen a la localidad de CA con el mayor numero de haplotipos privados (56%; 9
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de 16). IM fue la localidad con el mayor numero de haplotipos compartidos (53%; 9 de
17). El abol NJ mostré bajos niveles de divergencia genética reflejados en ramas cortas
y una baja sefal filogenética del ADNr reflejada en bajos valores de bootstrap. El arbol
obtenido mostré una topologia compleja con la presencia de varios subgrupos, pero
solo tres soportados por valores de bootstrap superiores al 50% (Figura 16). De manera
general observamos que los dos haplotipos aparentemente mas cercanos a la raiz
(ancestrales) se encontraron en las regiones insulares frente a Nayarit (Islas Marietas) y
la costa de Colima (CA). El resto de haplotipos no reflejaron ningun patrén
filogeografico.
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Figura 16. Arbol filogenético Neighbor-Joining de haplotipos del locus ADNr (ITS1-5.8S-
ITS2) de Pavona gigantea, enraizado con una secuencia de Pavona cactus como grupo
externo. Los colores en los diferentes haplotipos representan su procedencia
geografica. Grupo enmarcado con lineas discontinuas representa los haplotipos
ancestrales, valores de bootstrap en nodos (solamente > 50%).
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El analisis filogenético de Maxima Parsimonia (MP) reflejé una limitada resolucion
filogenética (Figura 17). Se observa un patrén similar al de NJ, los haplotipos
ancestrales se encuentran en la entrada del GC (LP e IM) y en la costa de Colima (CA).
Los haplotipos encontrados en islas Revillagigedo se agruparon en un gran grupo

monofilético mas derivado.

2.0

Figura 17. Arbol filogenético consenso de 143 arboles de Maxima Parsimonia, el cual
agrupa haplotipos del locus ADNr (ITS1-5.8S-ITS2) de Pavona gigantea, enraizado con
una secuencia de Pavona cactus como grupo externo. Los colores en los diferentes
haplotipos representan su procedencia. Grupo enmarcado con lineas discontinuas
representa los haplotipos ancestrales. Los nodos resueltos se encuentran en 50% o
mas de los arboles.



88

4.3.2. Reconstruccion filogenética de Porites panamensis
De 215 colonias analizadas se obtuvieron un total de 35 haplotipos de ADNr, en los

cuales se detectaron 22 sitios variables, 9 sitios parsimonia-informativos y 4 indels.
Setenta y siete por ciento de los haplotipos fueron privados (27 de 35), el resto de los
haplotipos estuvieron presentes en la mayoria de las localidades. Para complementar el
analisis filogeografico se obtuvieron de GenBank todas las secuencias de ADNr de la
especie publicadas, las cuales fueron tres haplotipos diferentes reportados en la costa
de Panama, de tal manera que analizamos 38 haplotipos para la especie a lo largo del
POT.

La reconstruccion filogenética con NJ mostré bajos niveles de divergencia entre
haplotipos en la forma de ramas extremadamente cortas, por lo que presentamos un
cladograma en el que las ramas de cada haplotipo no reflejan distancias genéticas,
para poder identificar los clados. El arbol obtenido mostré una topologia compleja con la
presencia de varios subgrupos sin soporte <50% de bootstrap (Figura 18). De manera
general observamos que los haplotipos aparentemente mas cercanos a la raiz del arbol
se encontraron en la peninsula de Baja California dentro del GC. Por contraparte, los
haplotipos de la costa de Panama fueron mas periféricos y derivados de acuerdo a

dicha topologia.
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Figura 18. Arbol filogenético Neighbor-Joining de haplotipos del locus ADNr (ITS1-5.8S-
ITS2) de Porites panamensis, enraizado con una secuencia de Porites colonensis como
grupo externo. Los colores en los diferentes haplotipos representan su procedencia
geografica. Grupo enmarcado con lineas discontinuas representan los haplotipos
ancestrales, valores de bootstrap en nodos (solamente > 50%).
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A diferencia del arbol NJ, en el analisis de MP no se identifica a un grupo
reducido de haplotipos ancestrales, ademas se observaron varios nodos sin resolver

(politomias) (Figura 19).
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Figura 19. Arbol filogenético consenso de 309 arboles de Maxima Parsimonia, el cual
agrupa haplotipos del locus ADNr (ITS1-5.8S-ITS2) de Porites panamensis, enraizado
con una secuencia de Porites colonensis como grupo externo. Los colores en los
diferentes haplotipos representan su procedencia. Los nodos resueltos se encuentran
en 50% o mas de los arboles.
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Para la region ORF del ADN nuclear en P. panamensis se obtuvieron 14 haplotipos
a partir de 108 colonias de coral secuenciadas, las cuales presentaron 7 sitios variables
y 6 sitios parsimonia-informativos. Del total de haplotipos encontrados cuatro fueron
compartidos y uno de ellos fue el mas abundante en todas las localidades.

La reconstruccion filogenética con NJ mostré baja divergencia. El arbol obtenido
resolvid un haplotipo de la peninsula de Baja California como el ancestral, el resto de

los haplotipos provinieron de las tres regiones estudiadas (Figura 20).
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Figura 20. Arbol filogenético Neighbor-Joining de haplotipos del locus ORF de Porites
panamensis, enraizado con una secuencia de Stylophora pistillata como grupo externo.
Los colores en los diferentes haplotipos representan su procedencia geografica. Grupo
enmarcado con lineas discontinuas representan los haplotipos ancestrales, valores de
bootstrap en nodos (solamente > 50%).



92

El analisis filogenético de MP reflej6 una limitada resolucion filogenética
observandose varias politomias (Figura 21). El haplotipo ancestral se encontré en la

peninsula dentro del GC.

___________________________________

Stylophora pistillata

Figura 21. Arbol filogenético consenso de 245 arboles de Maxima Parsimonia, el cual
agrupa haplotipos del locus ORF de Porites panamensis, enraizado con una secuencia
de Stylophora pistillata como grupo externo. Los colores en los diferentes haplotipos
representan su procedencia geografica. Grupo enmarcado con lineas discontinuas
representan los haplotipos ancestrales. Los nodos resueltos se encuentran en 50% o
mas de los arboles.

4.3.3. Reconstruccion filogenética de Pocillopora verrucosa
Se analizaron 173 secuencias de P. verrucosa de las cuales se obtuvieron un total

de 33 haplotipos de ADNr. Las secuencias mostraron 21 sitios variables, 14 sitios
parsimonia-informativos y 12 indels. Sesenta y siete por ciento de los haplotipos fueron
privados (22 de 33), de los haplotipos compartidos uno mostré la mayor frecuencia en
todas las localidades.

La reconstruccion filogenética NJ reflejo una gran heterogeneidad en los niveles de
divergencia entre haplotipos. La mayor parte de la topologia tuvo valores muy bajos de
bootstrap y so6lo algunas ramas periféricas presentaron valores medios a altos. La
topologia es compleja sin patron filogeografico aparente. Se resolvid un haplotipo

ancestral procedente de la peninsula en el GC (Figura 22). Uno de los grupos
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monofiléticos derivados con mejor soporte de bootstrap agrupo6 a tres haplotipos de de

Guerrero junto con otros dos de Baja California Sur.
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Figura 22. Arbol filogenético Neighbor-Joining de haplotipos del locus ADNr (ITS1-5.8S-
ITS2) de Pocillopora verrucosa, enraizado con una secuencia de Pocillopora ligulata
como grupo externo. Los colores en los diferentes haplotipos representan su
procedencia geografica. Grupo enmarcado con lineas discontinuas representan los
haplotipos ancestrales, valores de bootstrap en nodos (solamente > 50%).

El analisis filogenético de MP reflej6 algunas relaciones filogenéticas claras, sin
embargo, se observan varias politomias en los haplotipos mas derivados (Figura 26).
Los haplotipos ancestrales se encontraron tanto en la peninsula como en la costa de

Guerrero.
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Figura 23. Arbol filogenético consenso de 109 arboles de Maxima Parsimonia, el cual
agrupa haplotipos del locus ADNr (ITS1-5.8S-ITS2) de Pocillopora verrucosa, enraizado
con una secuencia de Pocillopora ligulata como grupo externo. Los colores en los
diferentes haplotipos representan su procedencia geografica. Grupo enmarcado con
lineas discontinuas representan los haplotipos ancestrales. Los nodos resueltos se
encuentran en 50% o mas de los arboles.

4.4. Discusion
Los analisis del ADNr que comprende ITS1-5.8S-ITS2 no mostraron patrones

filogeograficos claros en las tres especies estudiadas. Esto se debe posiblemente a dos
aspectos; 1) debido a la naturaleza del ADNr (multiples copias de una familia de genes
dispuestos en tandem en el genoma de cada individuo), ya que existen polimorfismos
entre copias que pueden causar un alta variabilidad incluso a nivel individual (como lo
observado en Porites panamensis), debido al entrecruzamiento desigual de
cromosomas (Wei et al, 2006); esto resulta en una evolucion molecular complicada e
incluso indistinguible en algunas especies (Vollmer y Palumbi 2004). 2) Las
herramientas utilizadas para el analisis de secuencias pueden ser inadecuadas para la

identificacion del patrdn filogeografico.
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Sin embargo, los patrones filogeograficos observados hasta ahora apoyan en varios
sentidos las hipdtesis propuestas respecto a las vias de colonizacién en el GC y PM. En
el Plioceno temprano P. panamensis era una de las especies principales constructoras
de arrecifes en el POT, convivia con especies del género Pocillopora incluyendo P.
verrucosa (Lopez-Pérez 2005; Lépez-Pérez y Budd 2009; Lépez-Pérez 2012), era una
época calida antes del cierre del Istmo de Panama (Jacobs et al, 2004). Incluso se sabe
que P. panamensis es descendiente de especies hermanas del Atlantico con las cuales
convivio en el POT (Reyes-Bonilla 1992). Con el cierre del Istmo de Panama inicié una
nueva época de glaciaciones, provocando congelamiento a elevadas latitudes, una
disminucién en el nivel del mar dejando expuesta gran parte de las costas en zonas
templadas, lo que provocé extincion de varias especies costeras (Jacobs et al, 2004);
en zonas tropicales y subtropicales hubo disminucion de la temperatura de 1 a 3°C lo
que provoco extinciones y aparicion de nuevas especies (recambio de especies “faunal
turnover”) incluyendo especies coralinas (Veron 1995; Budd et al, 1996; Collins 1996;
Lawrence et al, 2006). De acuerdo con Reyes-Bonilla (1992) es probable que el GC no
se enfriara tan drasticamente como el resto del océano Pacifico promoviendo la
supervivencia de muchas especies dentro del Golfo. La reconstruccién filogeografica
obtenida para esta especie nos indica que, efectivamente, los haplotipos mas
ancestrales provienen del GC, por lo que es probable que los haplotipos presentes
tanto en el PM como en la costa de Panama sean descendientes de haplotipos del GC
en un evento subsecuente de re-colonizacion después de las glaciaciones del
Pleistoceno. Ademas del GC como refugio en el Pleistoceno, ¢ Qué otras caracteristicas
permitieron la supervivencia de P. panamensis en dicha época de glaciacion? De
acuerdo a las caracteristicas biolégicas, la especie es una de las pocas que soporta
temperaturas mas bajas de las promedio en los corales hermatipicos (Reyes-Bonilla
1993; Glynn y Ault 2000), por lo que su mayor abundancia se encuentra en el GC
(Saavedra-Sotelo et al, 2013). Aunado a esto, se ha observado que los corales con
fertilizacion interna tienen un mayor éxito reproductivo y de reclutamiento después de
un disturbio (Knowlton 2001; Glynn y Colley 2009); esto es apoyado por un estudio
paleoecoldgico realizado en el Atlantico, el cual sugiere que en aguas frias y turbias
(asociadas a surgencias) del Mioceno, los corales que sobrevivieron a una extincion
masiva fueron los que presentaron fertilizacion interna (Edinger y Risk 1995). Es posible

que la fertilizacion interna garantizara el desarrollo de las larvas para su subsecuente
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asentamiento, de esta manera no estarian expuestas por mucho tiempo a las
inclemencias del medio ambiente en las épocas desfavorables. Estas caracteristicas
pudieron haber favorecido la supervivencia de P. panamensis hasta la actualidad.

De acuerdo a los registros fésiles de P. verrucosa, esta especie experimentd los
mismos eventos de extincidn y colonizacién que P. panamensis entre el Plioceno y
Pleistoceno, ya que son especies contemporaneas (Lopez-Pérez 2005; Lopez-Pérez y
Budd 2009; Lépez-Pérez 2012). Tanto en la reconstruccion filogeografica NJ como en
MP se observaron haplotipos de la peninsula de Baja California como los ancestrales,
lo que apoya la hipotesis del GC como refugio en épocas frias. Sin embargo en la
reconstruccion filogeografica MP observamos que ademas de los haplotipos
peninsulares se agruparon haplotipos de la costa de Guerrero como ancestrales.
Siguiendo con la hipdtesis propuesta, estos haplotipos pueden ser los primeros que
recolonizaron el PM terminada la época fria en el Pleistoceno y han permanecido a lo
largo del tiempo. Actualmente, esta especie es la mas abundante en el PM, a diferencia
de P. panamesis, dicha especie esta mejor adaptada a aguas subtropicales y tropicales
por lo que su limite norte de distribucion es Loreto en la parte sur del GC (Reyes-Bonilla
et al, 2005). De acuerdo con la hipotesis propuesta por Edinger y Risk (1995) los
corales menos exitosos en repoblar zonas después de disturbios son aquellos cuya
fertilizacion es externa como es el caso de P. verrucosa, ¢Entonces como se explica su
alta abundancia actualmente? Una de las caracteristicas del género Pocillopora es su
plasticidad en el tipo de reproduccion, si bien para el POT se ha reportado reproduccion
sexual con fertilizacion externa para la mayoria de las especies del género, también se
ha observado reproduccion asexual (por fragmentacion) y hermafroditismo en algunas
colonias de coral (Glynn et al, 1991; Reyes-Bonilla 2003; Chavez-Romo y Reyes-Bonilla
2007; Aranceta-Garza 2010; Aranceta-Garza et al, 2012). Por lo tanto, esta plasticidad
reproductiva pudo haber favorecido la recolonizacidon de areas al sur del PM a tal grado
de ser una de las especies dominantes en la zona de estudio.

Pavona gigantea es la especie mas reciente de las tres especies estudiadas en este
capitulo. El registro fésil mas antiguo nos indica la presencia de la especie desde el
Pleistoceno medio en el GC. El establecimiento de las poblaciones de dicha especie
coincide con la época de glaciaciones por lo que debidé ser una especie adaptada a
condiciones ambientales frias. P. gigantea se caracteriza por vivir a mayor profundidad
que la mayoria de los corales hermatipicos en el POT (desde 6 hasta 18 metros de
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profundidad) (Glynn et al, 1996a; Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez 1998; Veron 2000), por
lo que puede vivir en aguas mas frias. A diferencia de las dos especies anteriores, la
reconstruccion filogeografica de P. gigantea mostro haplotipos ancestrales presentes en
las zonas insulares frente a la costa de Nayarit. Las zonas insulares ubicadas en la
entrada del Golfo, como son las Islas Marias, Marietas e Isabel fueron las primeras en
ser recolonizadas por especies refugiadas en el Golfo, de tal manera que es posible
que P. gigantea evolucionara a partir de una de esas especies. Una hipotesis alterna,
es que haya surgido en las costas de Centroamérica, y en alguna época interglaciar
cuando las isotermas se replegaron hacia latitudes mayores se dispersé hacia el norte
por corrientes costeras en esta direccion (Corriente costera de Costa Rica y Corriente
del este de México). Sin embargo, no se tienen registros fosiles en estas costas para
comprobar esta segunda hipétesis.

En conclusion podemos decir que después de las extinciones de algunos
organismos costeros debido a las glaciaciones del Plio-Pleistoceno, la principal ruta de
dispersion para la recolonizacion del POT fue del GC hacia bajas latitudes. Incluso
podemos decir que este patron de dispersién se ha mantenido hasta la actualidad en
algunas especies (resultados de flujo genético con loci microsatelitales en P.
verrucosa). Después de la recolonizacion del POT, las poblaciones se han mantenido a
lo largo del tiempo con diversos eventos de extinciones locales y recolonizaciones
debido a que las condiciones ambientales del POT no son idoneas para el desarrollo de
escleractinios, como se ha mencionado en los capitulos anteriores. Por lo tanto, el GC
ha sido un refugio para las poblaciones coralinas frente a cambios ambientales.
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Capitulo 5. Discusion y conclusién

Las respuestas adaptativas de las especies en los limites de distribucién se
manifiestan de forma diversa como en su fisiologia, en sus estrategias reproductivas y/o
en su comportamiento. Dichas respuestas pueden tener consecuencias profundas en la
diversidad y estructura genética de las poblaciones (Kawecki 2003; Ayre y Hughes
2004; Miller y Ayre 2004; Baums et al, 2006b; Kawecki 2008; Bongaerts et al, 2011;
Baums et al, 2012), tales consecuencias fueron evaluadas en este estudio. El GC
representa la zona mas nortefa de distribucion de los corales en la provincia
biogeografica nortefia, la cual presenta condiciones ambientales diferentes a las del PM
(temperatura, salinidad, concentracion de clorofila, entre otras), dichas diferencias se
ven reflejadas en la estructura genética poblacional de algunas especies coralinas
como Pavona gigantea, Porites panamensis, Pocillopora damicornis y Pocillopora
verrucosa (Blancas-Lopez 2009; Saavedra-Sotelo et al, 2011; Paz-Garcia et al, 2012,
Saavedra-Sotelo et al, 2013). Aunado a esto, las caracteristicas biologicas y ecologicas
de cada especie influyen en el grado de diferenciacion genética entre sus poblaciones.

En los corales hermatipicos estudiados hasta el momento se ha observado que su
potencial de dispersion refleja el grado de diferenciacion genética poblacional (Carlon
1999). Las especies coralinas estudiadas hasta el momento presentan principalmente
reproduccion sexual, sin embargo los modos de fertilizacidon son diferentes, interna o
externa (Mora-Pérez 2005; Chavez-Romo y Reyes-Bonilla 2007; Carpizo-ltuarte et al,
2011; Rodriguez-Troncoso et al, 2011; Zavala-Casas 2013). La fertilizacion interna
produce larvas lecitotréficas de poca duracidn en la columna de agua, lo que limita su
potencial de dispersidn; mientras que la fertilizacion externa permite que propagulos y
larvas permanezcan mayor tiempo en la columna de agua lo que les confiere mayor
potencial de dispersion (Carlon 1999). Las colonias de P. panamensis presentan
fertilizacion interna en toda la region de estudio siendo la especie con el mayor grado
de diferenciacion genética poblacional (Tabla 5). Por otro lado, P. damicornis y P.
verrucosa son especies con fertilizacion externa las cuales han mostrado una leve

estructura genética poblacional (Tabla 15; Blancas-Lopez 2009; Aranceta-Garza 2010;
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Paz-Garcia et al, 2012). P. gigantea es una especie con fertilizacion externa, por lo que
se esperaria que tuviese una leve estructura genética poblacional, sin embargo los
estudios realizados hasta el momento indican una moderada estructura genética
(Saavedra-Sotelo et al, 2011). Esto se explica por dos razones: 1) La distribucion
espacial de P. gigantea es mas restringida que las dos especies mencionadas al
principio —siendo La Paz su limite norte de distribucion- (Reyes-Bonilla et al, 2005), y a
nivel batimétrico se restringe a profundidades intermedias (6-14 m) estrictamente en
sustratos rocosos; y 2) es la menos abundante en la mayoria de las localidades donde
se tienen registros (Moreno-Vifials 2012). De acuerdo a esto, es posible que a pesar de
que presenta un tipo de reproduccién con alto potencial de dispersion, P. gigantea no
presenta un pool de propagulos y larvas suficientemente denso, el cual puede ser
diluido en la columna de agua por procesos dinamicos del océano y no alcanzar
regiones distantes. Esto explicaria la moderada estructura genética poblacional
presente en la especie.

Las estimaciones del flujo genético por medio de simulaciones indican que a pesar
de la diferenciacion genética poblacional presente en cada especie existe intercambio
genético en diferentes magnitudes y escalas espaciales (Figuras 9 y 15; Blancas-Lopez
2009; Saavedra-Sotelo et al, 2011). El flujo genético, la seleccion natural y la deriva
genética son fuerzas evolutivas que determinan el grado de estructura genética en
diferente sentido (-, + y + respectivamente) (Hedrick 2000); por lo que, los patrones de
flujo genético estarian contrarrestando la diferenciacion genética que la seleccion
natural y la deriva genética ejercen sobre las poblaciones coralinas, evitando que
dichas poblaciones se aislen por completo unas de otras. Evidentemente, cada especie
ha presentado distintas magnitudes en los patrones de flujo genético y eso ha
dependido de su tipo de reproduccion como se menciond en el parrafo anterior. En el
caso particular de P. verrucosa, que mostro altos valores estimados de flujo genético,
es una especie que al parecer presenta una dinamica poblacional similar a una
metapoblacion. Esta especie es la mas abundante principalmente en el PM, presenta
una leve diferenciacién genética y las subpoblaciones estan vinculadas por un alto
grado de migracién, existe una zona que se comportan como “fuente” (la costa sur de la
peninsula de Baja California Sur dentro del GC) y algunas zonas como “sumideros” (la
costa de Oaxaca, Guerrero, Colima e Isla Socorro en Revillagigedo). A pesar de que no

se tienen estimaciones del flujo genético en P. damicornis, esperamos que se comporte
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igual que P. verrucosa, ya que son especies con caracteristicas biologicas y ecoldgicas
similares (investigacion en proceso). ¢ El resto de las especies estudiadas presentan la
misma dinamica de metapoblacion? En el caso de P. panamensis, si bien es una
especie abundante principalmente en el GC, es posible que su fuerte estructura
genética y su limitada dispersion no permita el vinculo suficiente entre subpoblaciones
para formar una metapoblaciéon. Para P. gigantea la situacion es similar, aunado a ello
es de las tres especies la menos abundante, por lo que no presenta poblaciones
discretas como se sugiere en una metapoblacion.

Contrario a lo que se esperaba, el GC no representa un habitat marginal para el
desarrollo y supervivencia de los corales. En particular la costa peninsular surefia del
GC presenta caracteristica idoneas para la presencia de corales hermatipicos -playas
con sustratos rocosos y aguas claras- (Gutiérrez-Estrada y Ortiz-Pérez 2010); ademas
de presentar una dinamica oceanica propia un tanto aislada del Pacifico, por lo que se
convierte en una zona de amortiguamiento frente a cambios climaticos como eventos
de El Nifio (Alvarez-Borrego 1983; Argote et al, 1995; Lavin y Marinone 2003; Lavin et
al, 2003; Alvarez-Borrego 2010). Estas caracteristicas ambientales han tenido un efecto
favorable a lo largo del tiempo en los niveles de diversidad genética de las poblaciones
coralinas que habitan el GC. Las poblaciones de P. panamensis y P. verrucosa
ubicadas en el GC han mostrado altos niveles de diversidad genética lo cual esta
asociado a las mencionadas condiciones ambientales del GC, no sdélo actuales sino
desde la aparicion de las especies en el Plioceno Tardio (Reyes-Bonilla 1992; Lopez-
Pérez y Budd 2009; Lopez-Pérez 2012). Por otro lado, a pesar de que la unica
poblacién analizada de P. gigantea en el GC (La Paz) no mostré los valores mas altos
de diversidad genética, las poblaciones que habitan las zonas insulares en la boca del
GC fueron las mas diversas (Saavedra-Sotelo et al, 2011). Estas zonas insulares
forman parte de la entrada del GC por lo que pueden contar con condiciones
ambientales similares a la costa peninsular.

A pesar de que el PM se encuentra latitudinalmente mas cercano a la region
intertropical donde mejor se desarrollan algunas especies coralinas, representa un
habitat fragmentado para los corales. Esta fragmentacion se debe a la variabilidad en el
tipo de sustrato a lo largo de la costa como son: playas arenosas, diversos sistemas
lagunares y algunas playas rocosas (Glynn y Ault 2000; Gutiérrez-Estrada y Ortiz-Pérez
2010). Esto tiene como consecuencia que existan parches de comunidades coralinas
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asociadas a costas rocosas, que pueden tener diferentes grados de conexion entre si
por medio de la dispersion de propagulos y larvas. Aunado a esto, el PM es una zona
expuesta a las variaciones oceanicas del Pacifico por lo que las comunidades coralinas
que habitan esta zona se han visto afectadas en eventos como El Nifio (Glynn 2000;
Carriquiry et al, 2001; Reyes-Bonilla et al, 2002). Por lo tanto, para algunas especies
coralinas la costa occidental de México puede ser un habitat marginal dado la calidad
del mismo para el desarrollo y supervivencia de los corales.

Los patrones genéticos develados en este trabajo nos permitieron identificar al GC
como una zona biogeografica de alta diversidad genética en algunas especies
coralinas. Por lo que, la marginalidad y centralidad ecolégica de las poblaciones no
necesariamente es referida a una posicion geografica, sino a la calidad del habitat para
el desarrollo y permanencia de dichas poblaciones. En términos de conservacion, el GC
representa una zona de reservorio y suministro de diversidad genética hacia
poblaciones coralinas del PM que puedan estar siendo afectadas por algun disturbio.
Se requiere de un mayor esfuerzo de muestreo en varios niveles de organizacion
bioldgica (especies, poblaciones y genes) para tener un mejor panorama de la dinamica
poblacional de las especies coralinas de esta regién. Sin embargo, los resultados
obtenidos en el presente estudio sientan las bases para futuros trabajos y deberian ser
tomados en cuenta en los planes de manejo y conservacion de los ecosistemas

coralinos en el GC y PM.
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Anexo 1

Se encontraron 33 colonias de P. panamensis con polimorfismos intragendémicos en
el locus de ADNr, los cuales fueron resueltos inspeccionando cuidadosamente los
cromatogramas en CodonCode Aligner® v3.7.1.1 (CodonCode Corp.). Dos tipos de
polimorfismos fueron detectados:

1) insercion de cuatro pares de bases:

C C A T G C A T Cc A C G T A
80 90

r{‘\
VY

b) 80 90

a)
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Lista de colonias con polimorfismos intragendmicos y resultados de la reconstruccion de
haplotipos mediante los programas PHASE, fastPHASE and HAPAR. La probabilidad
de identidad de los haplotipos fue de 0.9.

Colonias Localidad Reconstruccion Sitios
polimérficas de haplotipos polimérficos
PPABA-4 B. de los Angeles Hap 1-2 141
PPABA-11 B. de los Angeles Hap 1-2 141
PPABA-12 B. de los Angeles Hap 1-2 141
PPABA-56 B. de los Angeles Hap 5-6 457
PPALO-4 Loreto Hap 1-2 141
PPALO-6 Loreto Hap 1-27 (263-266)*
PPALO-17 Loreto Hap 4-28 (455-458)*
PPALO-20 Loreto Hap 2-10 496
PPALP-1 La Paz Hap 29-30 141
PPALP-4 La Paz Hap 1-31 (455-458)*
PPALP-7 La Paz Hap 10-32 141, 496, 512
PPALP-8 La Paz Hap 10-33 106
PPALP-10 La Paz Hap 10-32 141, 496, 512
PPACP-2 Cabo Pulmo Hap 1-10 141, 496
PPACP-3 Cabo Pulmo Hap 10-13 496, 497
PPACP-4 Cabo Pulmo Hap 2-14 234
PPACP-6 Cabo Pulmo Hap 1-2 141
PPACP-9 Cabo Pulmo Hap 4-15 496
PPACP-12 Cabo Pulmo Hap 2-14 234
PPACP-17 Cabo Pulmo Hap 1-7 496
PPACP-19 Cabo Pulmo Hap 2-10 496
PPACP-21 Cabo Pulmo Hap 2-16 204
PPAIM-5 Islas Marietas Hap 9-19 106, 234, (455-
458)*, 496,

PPAIM-6 Islas Marietas Hap 19-20 454
PPAIM-11 Islas Marietas Hap 22-23 (455-458)*
PPAIM-17 Islas Marietas Hap 19-24 411
PPAIM-21 Islas Marietas Hap 21-25 522
PPAIM-24 Islas Marietas Hap 19-24 411
PPAIM-28 Islas Marietas Hap 19-26 455
PPAMZ-12 Mazatlan Hap 19-34 504
PPAMZ-19 Mazatlan Hap 19-35 497
PPAOX-3 Bahias de Huatulco Hap 11-12 (263-266)*
PPAOX-7 Bahias de Huatulco Hap 11-12 (263-266)*

* Posicion de cuatro indel “insercion o delecion de bases”
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Anexo 4

a) Frecuencia de alelos de cinco sistemas aloenzimaticos (ME-1, GDH-1, GDH-2, EST-
1y LGG-1). Localidades: Bahia de los Angeles (BLA), Bahia Concepcién (BC), Bahia
de La Paz (LP), Punta Arenas (PA), Islas Marietas (IM) y Bahias de Huatulco (BH).
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b) Frecuencia de genotipos multilocus de cinco sistemas aloenzimaticos (ME-1, GDH-1,
GDH-2, EST-1 y LGG-1). Localidades: Bahia de los Angeles (BLA), Bahia Concepcién
(BC), Bahia de La Paz (LP), Punta Arenas (PA), Islas Marietas (IM) y Bahias de
Huatulco (BH).
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Correlaciones entre diversidades genéticas de tres marcadores genéticos (diversidad y
rigueza haplotipica estandarizada a n= 12 de ADNr y ORF —-h y A-; heterocigocidad
esperada y riqueza alélica —He y A-)con el porcentaje de cobertura de coral vivo de

Porites panamensis.
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Anexo 6

Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) para estimar los niveles de diferenciacion
genética entre regiones (Fct y Rct), entre localidades dentro de regiones (Fscy Rsc) y
entre todas las localidades (Fst y Rst), utilizando 9 loci microsatélitales de Pocillopora
verrucosa incluyendo el ajuste por alelos nulos.

Componentes % de F P value

Fuen variacion - iacié
uene de variacio de la varianza  variacion

a) Particién de la variacion genética entre GC y PM
Entre regiones

-0.01 -0.55 Fct=-0.005 0.68
Entre localidades
dentro de regiones 0.14 5.39 Fsc=0.054 0.00001
Dentro de
localidades 2.45 95.16

Fst=0.048 0.00001

b) Particion de la variacién genética entre 4 grupos genéticos segun Structure

Entre localidades 0.22 8.07 Fst=0.080 0.00001

Dentro de
localidades 2.46 91.93

c) Particién de la variacion genética entre 4 regiones segun Structure
Entre regiones

0.05 2.13 Fct=0.021 0.01
Entre localidades
dentro de regiones 0.09 3.65 Fsc=0.037 0.00001
Dentro de
localidades 2.45 94.22

Fst=0.058 0.00001




