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ESTRUCTURA Y FLUJO GENETICO DE Pavona gigantea (Anthozoa:
Scleractinia) EN LAS COSTAS DEL PACIFICO MEXICANO

Resumen aprobado por:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares

Existe poca informacion sobre la conectividad de sistemas
arrecifales, es decir, sobre el grado en que las larvas y gametos son
transportados a otras poblaciones o retenidos. La dispersion de corales por
medio de estadios meroplanctonicos representa el principal mecanismo de
colonizacion de nuevas areas y de conexion entre colonias establecidas.
Dicha dispersion se encuentra influenciada por varios factores tales como
las caracteristicas locales del océano, la sincronizacion con la expulsion de
propagulos y la capacidad de fases larvarias para alcanzar sitios de
asentamiento. Dificilmente se dan en tiempo y espacio todas las
condiciones para que se manifiesten altos niveles de conectividad entre
poblaciones coralinas, lo que facilita su aislamiento reproductivo y
diferenciacion genética. Con el objeto de cuantificar el grado de
conectividad entre poblaciones del coral hermatipico Pavona gigantea, se
analizaron dos genes mitocondriales (COX1 e Intron NAD) y uno nuclear
(ADNr) encontrando mayor variabilidad genética en el nuclear (hcox: =
0.33, hintron Nnap = 0.05 y hapne = 0.95). La alta variabilidad genética es
consistente con la presencia de reproduccion sexual. Los analisis de
estructura genética nuclear reflejaron una diferenciacion (Pst = 0.159*%*%)
altamente significativa entre cinco localidades del Pacifico Mexicano. El
flujo genético fue limitado entre la mayoria de las localidades, el mas
grande fue moderado y unidireccional de Huatulco, Oaxaca, a las Islas
Marietas, Nayarit. Si bien frecuentemente la direccion y magnitud del flujo
genético entre poblaciones coralinas no siempre concuerda con los
patrones de circulacion oceanica, en este estudio se encontré6 una
concordancia parcial entre el grado de conectividad y el patréon general de
circulacion de la region. Estos resultados sugieren la influencia de factores
ambientales y biologicos, historicos y contemporaneos en la conectividad
demografica entre poblaciones de P. gigantea a lo largo del Pacifico
mexicano.

Palabras clave:, Pavona gigantea, conectividad, estructura genética, flujo
genético.
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ABSTRACT of the thesis presented by Nancy Claudia Saavedra Sotelo as
a partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in
MARINE ECOLOGY. Ensenada, Baja California. November 2007.

GENETIC STRUCTURE AND GENE FLOW OF Pavona gigantea
(Anthozoa: Scleractinia) OFF THE MEXICAN PACIFIC COAST

There is little information on the levels of connectivity in coral reef
populations, which are linked by means of passive transport of their larvae
and gametes. Dispersal by means of meroplanktonic stages represents the
main mechanism of colonization of new areas and hence drives the level of
connectivity between colonies. This dispersal is influenced by several
factors, such as the local current regime, the synchronization of spawning
events and the capacity of larval phases to reach recruitment sites. The
objective of this research is to quantify the levels of connectivity among
Pavona gigantea populations in the Mexican Pacific, wusing two
mitochondrial (COX1 and Intron NAD) and a nuclear (rDNA: ITS1-5.8S-
ITS2) genes. We found the highest levels of genetic variability in the
nuclear gene (h cox: = 0.33, h intron nap = 0.05 and h apnr = 0.95), which is
consistent with the existence of sexual reproduction. Tests of genetic
structure using the data obtained from nuclear genes indicated significant
genetic differentiation (®st = 0.159***) among the five localities of the
Mexican Pacific. Gene flow was limited among most localities. The largest
gene flow was moderate and unidirectional from Huatulco, Oaxaca, to the
Marietas Islands, Nayarit. I found partial agreement between the degree of
connectivity among localities and the general pattern of circulation of the
region. These results suggest the influence of historical and
contemporaneous factors in the demographic connectivity between Pavona
gigantea populations along Mexican Pacific.

Key words: Pavona gigantea, connectivity, genetic structure, genetic flow.



"En mi opinion, he sido un nifio pequefio que, jugando en la playa, encontraba
de tarde a tarde un guijarro mds fino o un aconcha mds bonita de lo normal. E[
océano de la verdad se extendia, inexplorado, delante de mi."

Isaac Newton



vi

Con todo mi amor. ..

A MI PADRE, por su esfuerzo en darme todo para ser feliz, a quien sin darse
cuenta me ha dado la mejor herencia que nunca imagino, su fortaleza para
enfrentar la vida, es el mejor ejemplo que he tenido. [Te amo papd!

A MI MADRE, con nada podré pagarte los sacrificios que por mi has
realizado, espero que en tu escultura veas tu esfuerzo y carifio depositado, y
sobre todo que sea para siempre. [Te amo mami!

A MIS HERMANAS, por su carifio inmenso y por darme la bendicion de
conocer a esos dos angelitos que alegran la casa. Nadya, a quien admiro por
luchar el dia a dia junto a ese hermoso nifio que llena tu vida. Tania, por ser
una muger con arrojo e inteligente para vivir plenamente, felicidades por tener
lo que mds has deseado. ;Las quiero mucho, brujitas!

A MIS SOBRINOS, por ser simplemente los nifios que mds quiero. Diego,
quisiera nunca haberme separado de ti, pero desde donde estoy siempre deseo tu
plena felicidad, y se que es asi. Hayde, gracias por llegar a nuestras vidas, jya
quiero conocerte!

A MI TIBURON, por ensefiarme el verdadero valor de la vida, por ayudarme
a ver que valgo mds de lo que creo. Pero sobre todo por compartir conmigo
aventuras, tristezas, alegrias y preocupaciones a lo largo de estos dos afios. ;Te
amo!



vil

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Axayacatl Rocha, sin conocerme me dio la oportunidad de
colaborar con €l y a pesar de no tener financiamiento para el proyecto
acepto con mucho entusiasmo asesorar la propuesta de tesis. Gracias
por todos los consejos y sugerencias para realizar investigacion de
calidad. Pero sobre todo, gracias por la amistad que me brindaste,
finalmente lo logramos.

A CICESE por brindarme la oportunidad de realizar parte de mi
formacion académica.

A CONACYT por otorgarme una beca que me permitio iniciar y concluir
un posgrado.

A todos los miembros del comité por las sugerencias para mejorar esta
tesis.

Al grandioso equipo de coralinologos del Pacifico por su infinito apoyo
en las colectas y por compartir mucha informacion del tema. Tienen a
un integrante mas!

A Luis Calderon por transmitirme el interés y gusto por conocer los
hermosos ecosistemas arrecifales, por el apoyo para poder terminar el
proyecto, sin ti no hubiera sido posible.

Al equipo de La Paz (UABCS), comandado por Héctor Reyes (gracias
por tu interés en participar), David Paz, Andrés Gonzalez y Sheila (por
recibirme en su casa y brindarme su amistad).

A Pedro Medina (UdeG), por ayudarme con la mayoria de las colectas y
su enorme interés para concluir el proyecto. Estuvieron super chidas
las buceadas!!

A Andrés Lopez (UMar), a pesar de que no conocias nada de mi, mas
que mi correo electronico, accediste a ayudarme con las muestras de
Oaxaca.

Al Molecular Gentics Laboratory del SWFSC-NOAA, en especial John
Hyde por la ayuda en el proceso de secuenciacion.

A la Dra. Raquel Muiiz (UABC) por su valiosa ayuda en el aprendizaje
de todos los programas computacionales para analisis de datos
moleculares, me ahorraste semanas de pruebas para poder utilizarlos.
iiiMil gracias Raquel!!!

Al laboratorio de Ecologia Molecular del CICESE por los largos dias
compartidos en las mesas de extraccion y PCR, platicas, risas, silencios,
pero sobre todo por el gran equipo de apoyo que hemos formado.

A la Dra. Sharon Herzka por su grandiosa labor en la formacion
académica de recursos humanos, en toda la extension de la oracion.



viil

A mis amigos de generacion, su amistad fue clave en mi feliz estancia
por Ensenada. Mariana por tu extrovertida forma de demostrar tu
carino; Julio por ser la persona mas dulce que he conocido
(basicamente!!); Gemma por convertirte en mi nueva comadre, gracias
por confiar en mi; Tiago por tu disposicion para ayudar en cualquier
momento; Ismael por esas charlas académicas y personales que
disfrute mucho; Melba, Lucero y Carina, aunque hemos compartido
poco tiempo las tengo en mucho aprecio; y por supuesto a Erick por ser
mi mejor amigo.

A la Sra. Joaquina por apoyarme en mi llegada a Ensenada, fue como
mi segunda mama.

A mi familia por el apoyo inmenso, especialmente a mis abuelos que
nunca han dejado de pensar en mi, soy afortunada de tener a los
cuatro, los quiero mucho.

A todos mis amigos que se encuentran en algin punto del pais y resto
del mundo, se que donde estén han deseado lo mejor para mi, gracias.
Finalmente, al majestuoso e inmenso océano, por guardar tantos
misterios que nos impulsan a investigar y disfrutar.



INDICE

L.
I.1.
[.2.
I.3.
[.4.
II.
II.1.
II.2.
III.
IV.

V.1.
V.2.
VI.
VI.1.
VI.2.
VI.3.
VIL.3.1.
VI.3.2.
VI.3.3.
VI1.4.
VI.4.1.
VI1.4.2.
VI.5.
VL.5.1.
VI.5.2.
VI.5.3.
VIL
VIIL.1.
VIIL.2.
VII.3.
VIL. 4.
VII.S.
VII.6.
VIL.7.
VII.8.
VII.O.
VIII.
VIII. 1.
VIII.2.
VIIIL. 3.

X

Pagina
INtrOAUCCION .uininiiiiie e 1
ArTecifes COTaliNOS . .ciu it 1
Conectividad demografica entre poblaciones coralinas........... 2
Amenazas a las que estan sujetos los corales hermatipicos.... 4
Ecologia molecular de corales hermatipicos........c..coceeuvenenen... 6
ANtecedentes. ..o 8
Genética poblacional en corales hermatipicos............c.ccceuene. 8
Pavona GigAnteQ...........veeiueiiiieiiei it 13
JUSHIfICACION .ovininiii i 16
3 BT oo ] 1TSS £ PPN 18
OB IVOS .ttt 18
GeNETAl . iuiii i 18
ParticularesS. . ..o 18
Metodologia. .. cueuinini e 19
Area de eStUdio .......uuueiiiiiiiie e 19
Trabajo €N CamMPO....cu i 19
Trabajo de 1aboratorio .........cccviiiiiiiiiiiiii 21
Extraccion de ADN ...t 21
Amplificacion de loci mitocondriales y nuclear..................... 21
Purificacion de ADN y SeCUENcCiacCion ..........cceeeeveveneninenennnen. 23
Analisis de datoS ...c.euiiiiiniiii e 24
Edicion y alineamiento de secuencias............cocvvvevevenenennnnn.. 24
Diversidad geneétiCa .......cocvuiiiiniiiiiiiiiiiiiiii 24
Estructura genética......c.coeiiiiiiiiiie e 25
FIUjo ENEtiCO.....uiviniiiiiiiiii i 26
Aislamiento por distancia.........cccoeeviiiiiiiiiiiiiiiii 27
Relaciones filogenéticas entre haplotipos..........cocoevvvinennn.n. 27
ReSUItadOS . uininiiii e 29
MUESETEO ...ttt 29
Extraccion y amplificacion de ADN ........cocooiiiiiiiiiiininanne. 30
Edicion y alineamiento de secuencias..........cccceevevenienenennnen. 31
Identificacion y distribucion de haplotipos.........c.ceveveennen.. 31
Diversidad genétiCa ......cccvuiuiniiiiiiii e 36
Estructura genética......c.coeiiiiiiiiiiiiieeea 37
FIUjo ENEtiCO.....uiviiiiiiiiiiii i 39
Aislamiento por distancia........cccoeoeiiiiiiiiiiiiiiiie 42
Relaciones filogenéticas entre haplotipos..........cocoevvvinennn.n. 42
IS CUSION ettt 46
Diversidad genétiCa ......cocovuiuiiiiiiiiiiiiiee e 46
Estructura y flujo genético .........cooeuiiiiiiiiiiiiiiiiinen, 49

Factores que determinan la conexion demografica de
poblaciones coralinas.........coeieiiiiiiiiiiiiiiiii 52



INDICE (Continuacion)

VIIIL.3.1. RePIOAUCCION .. euetiiiiiiii e 52
VIII.3.2. Transporte larvario.....o.oe e 53
IX. CONCIUSIONES .iuiiiitiiiiii e e eenens 56
X. Literatura citada ........cooeiiiiiiiii 57

XI. APENDICE .. .o 62



xi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Modelos de diferenciacion genética basados en la
combinacion de flujo genético y tamano efectivo poblacional
(IVe). Tomado de Hellberg et al., 2002. ........ccceiiviiiiiiniininininnenes 7

Mapa de Taiwan muestra las localidades muestreadas por
Yu et al.,, 1999. El flujo genético entre las islas Penghu y
norte de Taiwan fue mayor que el norte y sur de Taiwan...... 10

Mapa de Isla Mauricio mostrando las localidades
muestreadas (TAB: Trou aux Biches y BV: Bambous
Virieux) de P. cactus y P. decussata. Las graficas circulares
muestran los distintos haplotipos encontrados para cada
especie y su frecuencia relativa. Los recuadros inferiores
muestran el total y nombre de los haplotipos para cada
especie (Moothien Pillay et al., 2000). .........cccoeveviiinininennnn.n. 13

Pavona gigantea coral hermatipico de forma masiva. A y B
colonias de la localidad Carrizales en Colima, C y D
colonias de Islas Marietas en Nayarit (fotos: Pedro Medina).. 14

Mapa de México indicando las localidades de muestreo de
Pavona gigantea (circulos negros) en (1) La Paz (Baja
California Sur), (2) Isla Maria Madre (Nayarit), (3) Islas
Marietas (Nayarit), (4) Carrizales (Colima), (5) Bahias de
Huatulco (Oaxaca) e (6) Isla San Benedicto (Islas
Revillagigedo). Las lineas indican los patrones generales de
circulacion para la costa del Pacifico Mexicano. CC:
Corriente de California, CEM: Corriente del Este de México,
CCR: Corriente de Costa Rica y CT: Corriente o giro de
Tehuantepec (Tomado Kessler 2000). .......cccoevviiiiiniiienininnn.. 20

Diagramas circulares de la frecuencia de haplotipos ITS1-
5.8S-ITS2 para cada localidad. Cada haplotipo se
encuentra representado por una fraccion del diagrama, en
color blanco son haplotipos privados y en colores
COMMPATEIAOS. «ueneninin e 34



Xii

LISTA DE FIGURAS (Continuacion)

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Flujo genético (Nm) entre pares de localidades estimados a
partir de dst (debajo de la diagonal), resultados cualitativos
obtenidos de las simulaciones MCMC con el programa
Migrate (encima de la diagonal) y tamanos poblacionales
efectivos promedios (en la diagonal). Vectores representan
la magnitud relativa y direccion del flujo genético (de i a j
(—) y de jai(<)). C = resultado consistente entre las 10
simulaciones y NC = resultado no consistente entre las 10
SIMULACIONES. . vttt 40

Mapas del area de estudio representando la magnitud
relativa y direccion del flujo genético entre localidades (por
medio de vectores) obtenido a partir de 10 simulaciones
con el programa Migrate. Localidades incluidas en el
analisis: (1) La Paz, (2) Islas Marietas (4) Carrizales y (5)
Bahias de Huatulco. Mapa A) Niveles bajos de flujo genético
y mapa B) el mayor nivel de flujo genético para P. gigantea.. 41

Correlacion entre la distancia genética (Pst) y la distancia
geografica (Diekmann et al.) entre pares de localidades. r es
el coeficiente de correlacion y ns p>.05.......coooiiiiiiiiiiinnnn.. 42

Arbol filogenético Neighbor Joining de los haplotipos del
locus COX1 en Pavona gigantea del Pacifico mexicano
enraizado con Pavona clavus como grupo externo................ 43

Arbol filogenético Neighbor-Joining de haplotipos del locus
ADNr (ITS1-5.8S-ITS2) de Pavona gigantea para el Pacifico
mexicano, enraizado con P. cactus como grupo externo. Las
barras de color en cada haplotipo representan las
localidades de ocurrencia. Las graficas circulares
representan el porcentaje de haplotipos de cada clado (A,
B, C, D, GB) en cada localidad. GB, grupo basal.................. 44



xiil

LISTA DE TABLAS

Tabla I. Tamano de muestra (n= nimero de colonias) y detalles de
las localidades visitadas. .....c.coveviiininininiiiiiii e 29

Tabla II. Numero de individuos genotipificados para cada locus por
localidad. ...cuenieiiiii e 30

Tabla III.  Loci amplificados para cada colonia de Pavona gigantea con
numero de sititos variables, conservados e informativos
para parsimonia a lo largo de la secuencia de cada gen. ...... 31

Tabla IV.  Frecuencias relativas (%) de los haplotipos COX1 por

localidad. .....ovininiiii e 32
Tabla V. Frecuencias relativas (%) de los haplotipos intron NAD por
localidad. .....ovininiiiie e 33

Tabla VI.  Frecuencias relativas (%) de los haplotipos del ADNr por
localidad. ...cuenieiiii e 35

Tabla VII. Numero de haplotipos (4), indice de diversidad haplotipica
(h) y nucleotidica en % (1) para los loci COX1, intron NAD y
ADNr de Pavona gigantea en el Pacifico mexicano................ 37

Tabla VIII. Resultados del AMOVA mostrando los porcentajes de
variacion de los componentes de variancia, asi como el
indice de fijacion (Pst) y su nivel de significancia................. 38

Tabla IX.  Valores de dst pareados para el gen ITS (bajo la diagonal) y
sus niveles de significancia (sobre la diagonal)..................... 38

Tabla X. Diversidades haplotipicas de genes nucleares (ADNn) y
mitocondriales (ADNmt) de algunas especies de corales
hermatipicos (n=numero de colonias, np=numero de
haplotipos, h=diversidad haplotipica y mn=diversidad
NUCLIEOtIAICA). ininininii e 48



I. Introduccion
I.1.Arrecifes coralinos

Los corales hermatipicos son cnidarios formadores de arrecifes que
poseen algas endosimbioticas. Esta asociacion es indispensable para la
calcificacion de sus esqueletos que son la base para la formacion de
arrecifes (Iglesias-Prieto et al., 2004). Los ecosistemas arrecifales son el
soporte de una gran diversidad de especies, las cuales interactian de una
manera armoénica haciéndolos altamente productivos.

Los corales hermatipicos se distribuyen en la mayor parte de los
océanos, principalmente en las costas intertropicales del Atlantico, Indo
Pacifico y Pacifico Oriental (Knowlton, 2001; Veron, 2000). Su distribucion
se encuentra principalmente limitada por la luz y la temperatura. Los
limites de distribucion latitudinal son los 30° Norte y Sur y su intervalo de
temperatura es reducido, existen corales que crecen en aguas con
temperaturas estivales de 36°C (Golfo de Arabia) hasta 24°C (Isla Lord
Howe). Por lo tanto, cambios considerables en alguno de estos factores
vuelven vulnerables a algunas especies coralinas (Coles y Fadlallah, 1991;
Hughes et al., 2003).

Los arrecifes coralinos y rocosos son ecosistemas con alta diversidad
biolégica, que albergan una gran cantidad de especies, algunas de ellas
utilizadas como recursos pesqueros. Esto ha generado la necesidad de
implementar estrategias de manejo y conservacion de dichos ecosistemas.

Dichas estrategias deben estar basadas en el conocimiento de su dinamica



como son, por ejemplo, los patrones de conectividad demografica, con la

finalidad de preservar sus funciones y evitar el colapso de sus poblaciones.

I.2.Conectividad demografica entre poblaciones coralinas

Los corales hermatipicos presentan una amplia gama de modos
reproductivos, los cuales influyen en la presencia o ausencia de estructura
poblacional y en la conexion entre poblaciones. La reproduccion sexual se
lleva a cabo a través de la produccion de gametos (6vulos y
espermatozoides) que se fertilizan de diferentes modos. Existen especies
gonocoricas (sexos separados), algunas de las cuales tienen fertilizacion
externa, mientras que otras retienen los ovulos que son fertilizados
internamente por el esperma liberado al agua por los machos. Existen
especies hermafroditas (ambos sexos en un individuo) que pueden tanto
retener sus gametos y autofertilizarse como expulsarlos llevandose a cabo
la fertilizacion en el mar (Carlon, 1999). Varios dias después de la
fecundacion se forma una larva conocida como planula, ésta se dispersa
con las corrientes para luego fijarse en el suelo marino y formar una
colonia. Algunas especies presentan reproduccion asexual de larvas, de
igual manera éstas pueden dispersarse en el agua y colonizar otras areas.
La fragmentacion de corales se presenta en algunas especies coralinas, un
mecanismo de reproduccion asexual que da lugar a nuevas colonias

(Fautin, 2002).



La dispersion de corales por medio de larvas planctonicas es el
principal mecanismo responsable de establecer nuevas colonias y de
conectar poblaciones (Palumbi, 1997). Sin embargo, este fenomeno no es
al azar y esta influenciado por varios aspectos como son las caracteristicas
locales del océano, la sincronizacion con la expulsion de gametos o larvas y
la capacidad de fases larvarias para alcanzar sitios de asentamiento (Gay y
Andrews, 1994; Yu et al, 1999). Si las condiciones del ambiente son
favorables para la dispersion de fases planctonicas, las colonias de una
region se mezclaran genéticamente y formaran una sola poblacion. En
contraparte, si las condiciones ambientales causan estrés o muerte de
organismos, impidiendo la dispersion, formaran barreras que generaran
las condiciones apropiadas para el aislamiento reproductivo entre
poblaciones y por lo tanto diferenciacion genética (Dai et al., 2000;
Palumbi, 1997).

Por lo tanto, el tipo de reproduccion, la capacidad de larvas y gametos
de sobrevivir antes de reclutarse, y las caracteristicas ambientales, son
determinantes para la conexion entre poblaciones. La reproduccion sexual
permite la dispersion a gran distancia y alto flujo genético, mientras que la
reproduccion asexual da lugar al reclutamiento local (Adjeroud y Tsuchiya,
1999). Sin embargo, el tipo de reproduccion en las especies coralinas es de
caracter plastico y pueden cambiarlo en respuesta a cambios temporales

en su ambiente. Algunos estudios han observado que las especies



coralinas distribuidas en los margenes latitudinales presentan
fragmentacion como forma de reproduccion, esto puede deberse a la
presencia constante de huracanes. Algunas especies coralinas se han
adaptado a ambientes heterogéneos en espacio y tiempo, mostrando una
combinacion de formas de reproduccion (p.e., Pocillopora damicornis en el
archipiélago Ryukyu y Acropora palifera en la Gran Barrera Arrecifal
Australiana) para dispersarse y mantenerse en el tiempo (Adjeroud y

Tsuchiya, 1999; Ayre y Miller, 2006).

I.3.Amenazas a las que estan sujetos los corales hermatipicos

Los arrecifes coralinos son alterados frecuentemente por disturbios
naturales, como huracanes y ciclones. Los efectos son la destruccion
masiva de un gran numero de especies abundantes y cambios en el
ambiente local, lo que influye en el reclutamiento post-disturbio. Las
actividades antropogénicas también tienen efectos en los ecosistemas
arrecifales. La deforestacion de selvas y bosques ha llevado a la erosion de
suelos cuyos sedimentos son llevados al mar por rios que desembocan
cerca de zonas arrecifales. La sedimentacion en arrecifes provoca la
disminucion de especies coralinas, debido a la disminucion en la
intensidad de luz (Hughes y Connell, 1999).

Los corales hermatipicos se encuentran con frecuencia expuestos a

temperaturas elevadas, muchas especies se han aclimatado y los genotipos



resistentes han sido seleccionados en ciertas zonas. Algunos experimentos
han demostrado que en zonas del océano con temperaturas mas
templadas se desarrollan corales menos tolerantes a un estrés térmico
(Brown et al., 2002; D’Croz y Maté, 2004).

El cambio climatico global, que actualmente experimenta el planeta,
esta provocado un aumento en la temperatura superficial del océano en
zonas ecuatoriales donde habitan dichas poblaciones. En estas zonas, la
temperatura es el factor de mayor importancia para la distribucion y
abundancia de especies coralinas (Glynn, 1991; Lesser, 2004). E1 aumento
de temperatura ha provocado el fenémeno conocido como blanqueamiento,
dicho fenomeno es la pérdida de zooxantelas en los poélipos de coral como
una respuesta al estrés ambiental, y en algunos casos pérdida de
poblaciones.

El blanqueamiento de corales se ha registrado a gran escala desde
1979 en varios ecosistemas arrecifales del mundo, lo que ha llevado a
distintas organizaciones a establecer estrategias de conservacion y manejo
de poblaciones coralinas (Glynn, 1991). En México, uno de los registros
mas alarmantes de blanqueamiento de corales fue en 1997-1998. El
fenomeno de El Nino Oscilacion del Sur (ENSO, por sus siglas en inglés)
97-98 en la costa del Pacifico mexicano, causé blanqueamientos
sincronizados en distintas localidades de especies coralinas (Reyes-Bonilla

et al., 2002).



I.4.Ecologia molecular de corales hermatipicos

Para conocer procesos y patrones ecologicos de algunas especies se
han utilizado un gran numero de herramientas. Actualmente, la genética
poblacional permite conocer aspectos relevantes de la dinamica
poblacional en un gran numero de especies. Por medio del muestreo
dirigido de genes se pueden evaluar aspectos tales como la estructura
poblacional, el flujo genético, la filogeografia y la filopatria, entre otros. Las
variaciones genéticas son potencialmente afectadas por multiples factores
tales como la seleccion natural, la endogamia, la deriva génica, el flujo
genético y la mutacion. Las diferencias genéticas entre poblaciones pueden
ser cuantificadas para inferir procesos ecologicos relacionados con la
conectividad entre ellas (Hedrick, 2000).

Los modelos de variacion geografica y genética pueden ser utilizados
para saber si las poblaciones son cerradas o abiertas. Dichos modelos se
basan en el flujo genético y el tamano efectivo poblacional (Ve (Figura 1).
Las poblaciones pueden ser cerradas (genéticamente diferenciadas) cuando
el flujo genético es pequeno (reclutamiento es local) o abiertas
(genéticamente homogéneas) cuando el flujo genético es grande
(reclutamiento de otras poblaciones). Entre estos dos modelos extremos de
dispersion, las poblaciones pueden mostrar similitudes genéticas

graduales, modelo de Aislamiento por distancia (Hellberg et al., 2002).
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Figura 1. Modelos de diferenciacion genética basados en la
combinacion de flujo genético y tamafo efectivo poblacional (Ng).
Tomado de Hellberg et al., 2002.

Los niveles de diversidad genética podrian indicar si las poblaciones
cuentan con suficiente diversidad para enfrentar amenazas como el
cambio climatico. El flujo larvario entre poblaciones provee de intercambio
genético que ayuda a mantener la diversidad genética en dichas
poblaciones. Poblaciones aisladas con baja diversidad podrian ser mas
vulnerables a cambios ambientales (Ayre y Hughes, 2004).

Existe un numero limitado de marcadores de ADN que se han
utilizado en poblaciones de corales hermatipicos, esto limita el
conocimiento acerca de la dinamica poblacional de dichas especies. Una

solucion es utilizar marcadores universales de grupos filéticos. El gen



mitocondrial Citocromo ¢ Oxidasa subunidad 1 (COX1) y la region ITS1-
5.8S-ITS2 del ADN ribosomal (ADNr) han sido utilizados como marcadores
moleculares para responder preguntas acerca de la variacion
intraespecifica de corales hermatipicos (Ridgway, 2002). Existen algunas
regiones del genoma que no son codificadoras, éstas en muchas ocasiones
cuentan con una alta tasa de mutacion, ideal para hacer inferencias sobre
cambios recientes en las poblaciones. El gen mitocondrial NADS esta
flanqueado por dos regiones no codificadoras que podrian contener la
suficiente variacion nucleotidica para estudios de filogeografia (Concepcion

et al., 2000).

II. Antecedentes

II.1. Genética poblacional en corales hermatipicos

Diversos estudios acerca de la genética poblacional en corales
demuestran que en algunas zonas del océano existe estructura
poblacional. Esto es consecuencia del efecto de factores ambientales y del
tipo de reproduccion de los corales, que influye fuertemente en la
diferenciacion y flujo genético entre poblaciones (Ayre y Willis, 1988;
Benzie, 1999; Palumbi, 1997; Ridgway, 2005; Yu et al, 1999).
Paradodjicamente, en algunos casos el flujo genético inferido a través de la
dinamica oceanografica no coincide con el patron de diferenciacion

genética observado (Palumbi, 1995).



Las barreras que limitan la dispersion entre poblaciones de corales
pueden ser las corrientes oceanicas que dispersan los propagulos (gametos
o planulas) a otras areas. Este posible aislamiento puede producir
diferencias en las poblaciones de coral en distintas areas del mundo. Por
otro lado, las corrientes que favorecen la dispersion pueden conectar
poblaciones convirtiéndose en vehiculos de flujo genético. La reproduccion
sexual es muy importante en los corales ya que es el mecanismo que
permite la dispersion de material genético de una poblacion a otra a través
de estadios larvarios meroplancténicos (organismos que pasan parte de su
vida en el plancton) (Benzie, 1999; Palumbi, 1997).

Ridgway y colaboradores (2002) analizaron muestras de Pocillopora
verrucosa al sur de Africa, encontrando altos niveles de reclutamiento de
organismos generados por reproduccion sexual, lo que ocasiona una
homogeneidad genética entre localidades. Las colonias muestreadas
estaban separadas entre si de 2 a 5 km, no presentaron diferencias en las
frecuencias alélicas y genotipicas entre localidades. En este caso, la
dispersion de propagulos por medio de corrientes oceanicas mezcla las
localidades evitando una estructura poblacional.

En 1999, Yu y colaboradores encontraron diferencias genéticas entre
localidades de Mycedium elephantotus, coral hermatipico que habita las
costas de Taiwan. Dicha estructura esta dada por la presencia de

corrientes oceanicas con distintas direcciones. De las 3 localidades
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muestreadas se observdo que la mayor diferenciacion fue entre el sur de
Taiwan y las islas Penghu. Mientras que el norte de Taiwan y las islas
presentan menos diferenciacion entre si y, por el contrario, mantienen un
alto flujo genético debido a la adveccion ocasionada por la corriente del
Sur de China. Las muestras fueron tomadas en localidades separadas por
100 km, aproximadamente, y en cada localidad se tomaron muestras de
dos a tres arrecifes distintos separados por 5 km entre si. Los niveles de
diversidad genotipica fueron altos en las tres localidades, siendo una
especie con un alto potencial de dispersion debido a su reproduccion

sexual preponderante.

= 26°N
Mainland
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South China Sea
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Figura 2. Mapa de Taiwan muestra las localidades muestreadas por Yu
et al., 1999. El flujo genético entre las islas Penghu y norte de Taiwan
fue mayor que el norte y sur de Taiwan.
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En la Gran Barrera Arrecifal Australiana se conoce que existe una
alta conectividad entre poblaciones de corales. En la parte oriental de la
Gran Barrera, Ayre y Hughes (2004) encontraron que en las localidades
mas aisladas las colonias de cinco especies de corales hermatipicos se
encuentran genéticamente diferenciadas del resto. Las localidades mas
cercanas entre si cuentan con altas tasas de flujo genético en un area de
1200 km. De las cuatro localidades muestreadas, la mas aislada se
encontro a 700 km de distancia con baja diversidad genética y flujo
genético limitado con las localidades restantes. Entre muchas otras se
estudiaron las especies Acropora cuneata, A. valida, Pocillopora damicornis,
Seriatopota hystrix y Styllophora pistillata, similares en sus historias de
vida.

Ayre y Willis (1988) mencionan la existencia de estructura
poblacional en Pavona cactus en seis sitios de la Gran Barrera Arrecifal
Australiana. Los sitios se agrupan en dos regiones, centro y norte de la
barrera, dichas regiones se encuentran separadas por 500 m de distancia
aproximadamente. No se encontro relacion entre las diferencias genéticas y
la distancia geografica, lo que podria reflejar tanto la estructura genética
de poblaciones como la reproduccion asexual debido a la baja diversidad
genotipica observada.

En la Isla Mauricio, ubicada al oriente de Madagascar, se encontro

que dos especies de Pavona (P. cactus y P. decussata) comparten
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haplotipos en dos localidades muestreadas (Figura 3). Estas localidades se
encuentran separadas por 57 km de linea de costa. Las poblaciones de
ambas especies en esta zona se encuentran genéticamente conectadas.
Cuatro de 13 tipos de secuencias estuvieron compartidas entre
poblaciones de P. cactus, y siete de 25 secuencias estuvieron compartidas
entre poblaciones de P. decussata. Los autores mencionan que los
resultados pueden deberse a la cercania entre ellas (Moothien Pillay et al.,
2006).

Una investigacion reciente en Acropora cervicornis en arrecifes del
Caribe reporta estructura poblacional y un flujo genético restringido. El
muestreo abarco nueve regiones del Caribe, Florida y Bahamas mostrando
niveles de estructura genética de moderados a altos en regiones separadas
por mas de 500 km. Un analisis a menor escala (2 km) demostré que
también existe estructura genética, argumentando que se debe a la
introgresion de alelos de A. palmata, una especie hermana, siendo una
fuente mas de variacion genética de las poblaciones de A. cervicornis. Por
lo que diferencias regionales en A. cervicornis indican que las poblaciones
separadas en un promedio de 500 km requieren sus propios planes de
manejo y conservacion (Vollmer y Palumbi, 2007).

Como se ha observado, la hidrodinamica y las historias de vida de
las especies influyen en la presencia o ausencia de estructura en una

poblacion. Los patrones de diversidad genética entre localidades permiten
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cuantificar el grado de diferenciacion en las mismas, asi como el grado de

conectividad entre las localidades y posibles patrones de flujo genético.

Bambous Virieux (BV)
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Figura 3. Mapa de Isla Mauricio mostrando las localidades
muestreadas (TAB: Trou aux Biches y BV: Bambous Virieux) de P.
cactus y P. decussata. Las graficas circulares muestran los distintos
haplotipos encontrados para cada especie y su frecuencia relativa. Los
recuadros inferiores muestran el total y nombre de los haplotipos para
cada especie (Moothien Pillay et al., 2006).

I1.2. Pavona gigantea

Pavona gigantea es una especie que habita la provincia biogeografica
norte del Pacifico oriental, zonacion propuesta por Glynn y Ault en 2000.

Se encuentra restringida para la costa Este del Pacifico en una
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profundidad minima de 4 m y una maxima de 18 m. Es un coral
hermatipico y una de las especies mas abundantes a lo largo del Pacifico
Mexicano. El morfotipo de esta especie es masivo, por encima de la colonia
se encuentran los coralites, estructuras en donde se alojan los podlipos con
paredes gruesas y bien definidas (Figura 4). Sus tentaculos se extienden
durante el dia dando a la colonia apariencia de tener vellosidades (Reyes-

Bonilla et al., 2005; Veron, 2000).

Figura 4. Pavona gigantea coral hermatipico de forma masiva. A y B
colonias de la localidad Carrizales en Colima, C y D colonias de Islas
Marietas en Nayarit (fotos: Pedro Medina).

Se ha reportado que P. gigantea es una especie gonocorica (sexos

separados) y en algunas localidades pueden observarse colonias
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hemafroditas (Glynn et al, 1996; Rodriguez-Troncoso, 2006; Steiner y
Cortés, 1996). La edad reproductiva para P. gigantea se ha calculado en un
promedio de 11 anos, con reclutamiento sexual principalmente (Glynn et
al.,, 1996).

De los corales mas abundantes en el Pacifico Nororiental, P. gigantea
es una de las especies menos afectada por cambios en su ambiente. Un
ejemplo claro es en zonas del Golfo de California en la costa de Baja
California sur en donde se ha observado que habita en zonas con altas
corrientes y turbidez, y con menos episodios de blanqueamiento (Calderon-
Aguilera y Reyes-Bonilla, 2006; Reyes-Bonilla et al., 2002).

Su clasificacion taxonomica es:

Phylum: Cnidaria
Clase: Anthozoa
Orden: Scleractinia
Familia: Agariciidae
Genero: Pavona (Verrill 1864)
Especie: gigantea (Verrill 1869)
Nombre cientifico: Pavona gigantea

En la costa del Pacifico mexicano se encuentra con mayor

abundancia en localidades como (Reyes-Bonilla et al., 2005):
e Cabo Pulmo, B. C. S. (23° 26’ 32” Ny 109° 25’ 25” O)

e LaPaz B.C.S.(24°0859” Ny 110° 19’ 35” O)
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e Bahia Concepcion (26° 39°42” Ny 111° 47’ 35” O)

e Islas Marietas, Nayarit (20° 41°01” Ny 105° 36’ 41” O)

e Carrilleros, Nayarit (20° 47’ 11” Ny 105° 30’ 56” O)

e Bahia de Banderas, Jalisco (20° 38’ 21” Ny 105° 20’ 26” O)

e Los Arcos, Jalisco (20° 32’ 30” Ny 105° 17’ 45” N)

e Carrizales, Colima (19° 07’ 02.4” Ny 104° 29°01.6” O)

e La Boquita, Colima (19° 06’ 53.9” Ny 104° 23’ 44.7” O)

e Islas Revillagigedo, Colima (18° 43’ 22” Ny 110° 57’ 05” O).

e El Carrizalillo, Michoacan (18° 03’ 18.6” Ny 102° 42°01.2” O)
e Isla Roqueta, Guerrero (16° 49’ 19.9” Ny 99° 54’ 51” O)

e Puerto Escondido, Oaxaca (15° 51’ 32” Ny 97° 3’ 55” O)

III. Justificacion

Los estudios genéticos pueden revelar las conexiones demograficas
actuales e historicas entre poblaciones de corales arrecifales. La historia
de vida de las especies, su aislamiento geografico y los cambios
ambientales locales permiten identificar poblaciones evolutivamente
distintas (Hellberg, 2007). Actualmente, poco se sabe de la conectividad
demografica en sistemas arrecifales en muchas regiones del mundo, lo que
ha limitado conocer la forma en que las poblaciones coralinas responden a

cambios en su ambiente. La probabilidad de que estas poblaciones se
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mantengan en el tiempo dependera de su habilidad para responder
favorablemente a cambios ambientales (Hughes et al., 2003).

Los arrecifes coralinos son ecosistemas con alta productividad y
biodiversidad, comparables con las selvas tropicales terrestres (Knowlton,
2001). Dichos arrecifes albergan un gran numero de especies que son la
base para la formacion y permanencia de estos ecosistemas. Los corales
proveen recursos vitales a otros organismos pertenecientes a distintos
niveles troficos. Muchos organismos arrecifales son de importancia
pesquera, de tal manera que proveen recursos alimenticios al hombre. Por
tal motivo, entender la conectividad en estos sistemas ayudara a establecer
estrategias de manejo adecuadas a cada sitio.

Trabajos recientes indican que la abundancia de poblaciones
coralinas ha disminuido mas del 37% en los ultimos 20 anos (Lesser,
2004). Esto se debe a que han estado sujetos a fragmentacion de habitat
por procesos naturales y antropogénicos. Conocer la diversidad genética en
algunas poblaciones de corales puede ser de utilidad para observar
cambios genéticos debidos a las presiones ambientales a las que se
encuentran sujetas actualmente.

Pavona gigantea es una especie que solo habita la costa este del
océano Pacifico (Veron, 2000), y es uno de los corales mas abundantes en
las costas del Pacifico Mexicano. Por tal motivo, conocer el grado de

diferenciacion genética y de flujo genético entre sus localidades ayudara
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entender mejor los patrones de conectividad en invertebrados sésiles de

esta region geografica.

IV. Hipotesis

Ho: No existe diferenciacion genética en Pavona gigantea a lo largo del
Pacifico Mexicano, es una poblacion panmictica.

Ha: Pavona gigantea forma diferentes subpoblaciones genéticamente

diferenciadas a lo largo del Pacifico Mexicano.

V. Objetivos
V.1. General
Evaluar el grado de diferenciacion genética y niveles de flujo genético

entre colonias de Pavona gigantea a lo largo del Pacifico Mexicano.

V.2. Particulares

e Evaluar la diversidad genética de cada localidad muestreada.
e Evaluar el grado de diferenciacion genética mitocondrial y nuclear
entre las localidades muestreadas.

e Evaluar la magnitud y direccion del flujo genético.
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VI. Metodologia
VI.1. Area de estudio

La costa del Pacifico Mexicano comprende desde el estado de Baja
California al norte hasta el estado de Chiapas al Sureste. La hidrodinamica
de algunas zonas del Pacifico oriental es controvertida, ya que se han
descrito distintas corrientes poco conocidas. La zona del océano Pacifico
mexicano presenta corrientes principales como: la Corriente de California
que proviene de Alaska y termina al final de la peninsula de Baja
California; la corriente del este de México es una corriente débil que va de
el norte de Oaxaca hasta la boca del Golfo de California; el giro
anticiclonico o cuenca de Tehuantepec (19° N y 109° O); la corriente de
Costa Rica que proviene del domo de Costa Rica, pasando por el Golfo de
Tehuantepec; y la zona donde convergen la corriente de California, la del

este de México y el giro de Tehuantepec (Figura 2) (Kessler, 2006).

VI.2. Trabajo en campo

Se realizaron colectas subacuaticas de tejido de coral con un tamano
de muestra promedio de 30 colonias por localidad con ayuda de Buceo
SCUBA. Con un cincel se corté un pequeno fragmento de cada colonia de
coral (25 cm? aproximadamente) que se introdujo en un bolsa de plastico
debidamente etiquetada, teniendo en cuenta que cada colonia estuviera

separada de 2 a 3 metros de distancia una de otra. Fuera del agua, los
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tejidos se preservaron a temperatura ambiente en frascos individuales con
solucion salina (DMSO 20%, NaCl saturado y EDTA 250 mM pH 8) para su

traslado al laboratorio.
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Figura 5. Mapa de México indicando las localidades de muestreo de
Pavona gigantea (circulos negros) en (1) La Paz (Baja California Sur),
(2) Isla Maria Madre (Nayarit), (3) Islas Marietas (Nayarit), (4) Carrizales
(Colima), (5) Bahias de Huatulco (Oaxaca) e (6) Isla San Benedicto
(Islas Revillagigedo). Las lineas indican los patrones generales de
circulacion para la costa del Pacifico Mexicano. CC: Corriente de
California, CEM: Corriente del Este de México, CCR: Corriente de
Costa Rica y CT: Corriente o giro de Tehuantepec (Tomado Kessler
2006).
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VI.3. Trabajo de laboratorio

VI.3.1. Extraccion de ADN

La extraccion y purificacion de ADN se llevd a cabo con los
protocolos de extraccion de Cloruro de Litio (LiCl) (Aijanabi y Martinez,
1997) o CTAB (Doyle y Doyle, 1987). Se raspo el tejido del carbonato de
calcio (coral) y se suspendi6 en el buffer de extraccion para proceder con la
purificacion de ADN. Posteriormente se verifico la presencia de ADN en
geles de agarosa al 1.5%. El ADN extraido se mantuvo en congelacion (-

20°) para evitar su degradacion.

VI.3.2. Amplificacion de loci mitocondriales y nuclear

Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus
siglas en inglés) se amplificaron los siguientes genes: 1) el que codifica la
subunidad 1 de la enzima Citocromo c¢ Oxidasa (COX1) del ADN
mitocondrial (ADNmt); con los cebadores LCO1490 (5-GGT CAA CAA ATC
ATA AAG ATA TTG G- 3)) y HCO2198 (5-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA
AAT CA- 3’) (Folmer et al.,, 1994). 2) La region no codificadora que se
encuentra entre los genes NAD3 y NADS del ADNmt fue amplificada con
los cebadores degenerados NAD3_118F (5’ -TCK GCW TAT GAR TGT GGD
TT- 3) y NADS5_215R (5° -ACA RGC MAC MAC CAT ATA YC- 3)

(Concepcion et al., 2006). 3) Finalmente, también se amplifico la region que
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comprende a los genes ITS1-5.8S-ITS2 del ADNr nuclear con los cebadores
ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) e ITSS (5-GGA AGT AAA AGT
CGT AAC AAG G-3’) (White et al., 1990).

Se hicieron reacciones de 25ul que incluyeron 0.18 mM dNTPs, 1X
PCR buffer (Tris HCL 10 mM, KCl 50 mM y MgCl, 1.5 mM), 0.4 uM de cada
primer, 1 U de Taqg DNAPol y 2 ul de ADN gendmico. Estas reacciones
fueron sometidas al siguiente perfil de temperaturas. Para el gen COX1: un
periodo inicial de desnaturalizacion de 2 min a 94 9C, seguido de 40 ciclos
de 15sa959C,30sa409%C y 60 s a 72 9C;yuna extension final de 5 min
a 720C. Para el intron del ADNmt fue un periodo inicial de 2 min a 95 °C,
seguido de 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 sa 55 °Cy 60 s a 72 °C; y una
extension final de 10 min a 72 °C. Para el ADNr fue un periodo inicial de
desnaturalizacion de 1 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94 °C,
1 min a 55 °Cy 2 min a 72 °C, y un ciclo de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C
y 10 min a 72 °C. La calidad y cantidad de los productos de PCR fueron
verificadas por electroforesis, en un gel de agarosa 1.5%, cargando 3 pl de
producto de PCR y 1 pl de buffer de carga (loading dye) corridos a 100
volts por 30-40 min. El gel fue tenido con Bromuro de etidio (0.5 pg/ml)
durante 7 min y visto bajo luz UV. Para corroborar el tamano se incluyo en

el gel una escalera de alto y bajo peso molecular.
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VI.3.3. Purificacion de ADN y secuenciacion

Los productos de PCR se limpiaron enzimaticamente para su
secuenciacion siguiendo el protocolo de exoSAP-IT®. Dicho protocolo
contiene dos enzimas hidroliticas, exonucleasa y fosfatasa alcalina de
camaron, la primera rompe los enlaces fosfodiester del ADN de una sola
hebra (cebadores) y la segunda elimina los grupos fosfato de los dNTP's. La
proporcion de exoSAP-IT: producto PCR fue 1:2.5, y se incubé durante 15
min a 37 °C, y posteriormente durante 15 min a 80° C para desactivar las
enzimas.

Una vez limpio el producto de PCR, las dos hebras fueron
secuenciadas realizando reacciones de secuenciacion de 12pl (4pl de
producto purificado, 3pl de cebador 1 pM, 1.5ul de BigDye™ v1.1 y 3.5 pl
de agua destilada y esterilizada), las cuales se sometieron al siguiente
perfil de termociclado: un periodo de desnaturalizacion inicial de 1 min a
94 °C; seguido de 25 ciclos de 10s a 94 °C, 10s a 50 °C y 4 min a 60 °C.
Los fragmentos secuenciados se limpiaron mediante precipitacion
etanolica y fueron detectados en un secuenciador automatico Gene

Analyzer ABI 3100 (Applied Biosystems, California).
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VI.4. Analisis de datos
VI1.4.1. Edicion y alineamiento de secuencias
Se verifico la complementariedad da las secuencias nucleotidicas de
cada hebra de ADN con los programas Sequencher v3.0 y Codon Code
Aligner v1.6.3. Una vez verificadas, se alinearon las secuencias
individuales con el programa Clustal W (Higgis et al, 1994) y se
identificaron los sitios variables entre secuencias con el programa MEGA

v3.1 (Kumar et al., 2004).

VI.4.2. Diversidad genética
Con ayuda del programa Dna SP v4.0 se obtuvo la lista de

haplotipos totales y por localidad (Rozas et al.,, 2003). Se estimaron, para
cada localidad, el indice de diversidad haplotipica (h), que representa la

probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar sean diferentes.

n—1

AP I (1
h=——(1-2 p})
i=1

Donde n es el tamano de muestra, k es el numero de haplotipos
encontrados y p;es la frecuencia del i-ésimo haplotipo de la muestra (Nei,

1987).
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El indice de diversidad nucleotidica (n), estima la probabilidad de
que dos nucledtidos homologos tomados al azar sean diferentes (Nei,

1987), definido por la formula

I
A

Y pop,d;

o o= 1=
L

(2)

donde p es la frecuencia de cada uno de los nucledtidos i y j que son
comparados, d es la distancia genética entre nucleotidos y L es el numero
de nucleodtidos (longitud de la secuencia). Para obtener estos datos se

empleo el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al., 2006).

VI.5. Estructura genética

Con el objeto de estimar el nivel de estructura genética en el total de
las localidades y entre pares de localidades, se probod la hipoétesis nula de
panmixia (ausencia de estructura genética) en su conjunto y entre pares
de muestras con el indice de fijacion (Fst) (Wright, 1951). Este emplea las
frecuencias haplotipicas para cuantificar la pérdida de diversidad debida a
la ausencia de apareamiento al azar en la poblacion en su conjunto. Sus
valores van de O (frecuencias alélicas idénticas entre muestras) a 1 (cada
muestra se ha fijado a una variante alélica distinta).

Se realizd un Analisis de Variancia Molecular (AMOVA) entre

localidades, para el cual se estimo ds¢, analogo al Fst, que ademas de las
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frecuencias alélicas, incorpora también las distancias genéticas inter-
haplotipicas como componente de la varianza. Por medio del método no
parameétrico de permutaciones se calculd la significancia de estos valores.
Los calculos se realizaron con el programa Arlequin v3.1 (Excoffier et al.,

2006).

VI.5.1. Flujo genético

Se calculd el flujo genético (o nuimero de migrantes efectivos por
generacion, Nm) entre las poblaciones de acuerdo a la formula descrita por

Nei (1987).

2F )

,r'
Nm= {

Donde Nm es el numero efectivo de migrantes entre poblaciones por
generacion. Para esto se utilizaron los valores de &5t en lugar de Fst.
También se estimaron los valores de Nm y Ne (tamano poblacional efectivo)
utilizando verosimilitud maxima mediante simulaciones Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) utilizando el programa Migrate v2.1.3 (Beerli, 2004).
Este método utiliza la teoria de la coalescencia para estimar tasas de
migracion asimétrica entre poblaciones, considerando las mutaciones
historicas, genealogia y los distintos tamanos de las subpoblaciones. A
pesar de que los numeros absolutos de migrantes estimados entre

poblaciones no deben de interpretarse literalmente, son utiles para realizar
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comparaciones generales en cuanto a su magnitud relativa y su direccion.
Para realizar las simulaciones de Nm en dicho programa se utilizaron las
secuencias de ADNr de cada localidad. La localidad Isla San Benedicto no
se incluy6é debido a su pequeno tamano de muestra. La estrategia de
analisis de MCMC empleo una serie de 10 cadenas cortas (5,000 arboles
calculados) y tres cadenas largas (50,000 arboles calculados), los primeros
10,000 arboles fueron ignorados (burn in). Se realizaron 10 simulaciones

para evaluar la consistencia de los resultados.

VI.5.2. Aislamiento por distancia

Para determinar si la distancia geografica juega un papel
determinante en el aislamiento reproductivo entre poblaciones, como en el
modelo de aislamiento por distancia, se calcularon valores pareados del
indice de fijacion (Fst) entre localidades y se correlacionaron con las
distancias geograficas entre las localidades con ayuda del programa

Isolation by Distance IBD 1.52 (Bohonak, 2002).

VI.5.3. Relaciones filogenéticas entre haplotipos

Se construyeron arboles filogenéticos Neighbor joining para
determinar las relaciones filogenéticas entre haplotipos del locus COX1 y
del ADNr, con ayuda del programa MEGA v3.1. Se implementaron 1000
replicas de bootstraping no paramétrico para la topologia (Kumar et al.,

2004). El modelo evolutivo para cada locus se calcul6 utilizando el grupo
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de secuencias y mediante el programa Modeltest version 3.7 (Posada y
Crandall, 1998). Este programa ajusta mediante verosimilitud maxima el
mejor de un total de 56 modelos de evolucion molecular. Se calculé la
matriz de distancias con ayuda del programa PAUP 4b10 (Swofford, 1998)
utilizada para la reconstruccion filogenética. Finalmente, se utilizaron
secuencias de especies congenéricas en la reconstruccion filogenético para

enraizar el arbol.



VII. Resultados

VII.1.

Muestreo
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Se obtuvieron un total de 156 colonias de seis localidades (Tabla I).

En las localidades de Isla San Benedicto e Islas Marias el numero de

muestras fue menor o igual a 10 colonias, esto se debid principalmente al

limitado esfuerzo de colecta y a que son localidades con baja densidad de

organismos, de acuerdo a registros historicos (Reyes-Bonilla et al., 2005).

Tabla I. Tamano de muestra (n= nimero de colonias) y detalles de las
localidades visitadas.

Localidad Coordenadas n Fecha de Observaciones
colecta
La colecta en esta localidad se
04°08°59”N realiz6 en tres sitios (Isla
La Paz, B.C.S. o1 o 32 Agosto 2006 Gaviota, Punta Gaviota y Punta
110°19°35”0 .
Diablo) separados por 1 km
aproximadamente
. 21°40'25"N .
Isla M:.irla 106°26'05"0 10 Julio 2007 Las colectas se realizaron al
Madre, Nayarit sur de esta Isla
Islas  Marietas, 20°41’01”N 34 Septiembre 1&232 Csoilg(r;sla:e CZiz(gjsaSorfuleﬁ)rg
Nayarit 105°36'4170 2006 : p p
aproximadamente
oy ” Las colonias provienen de dos
Carrizales, Col. 19 ?,7 0,2'4 lj 40 Junio 2005 localidades, Carrizales y La
104°29°01.6”0
Herrada.
Isla San La colecta se realizé al sur de
Benedicto, 18 403 2’2 1:1 5 Abril 2007 la Isla. Est.a localldgd ‘tl.ene
Revillagigedo 110°57°05”0 pocos registros histéricos
(Reyes-Bonilla et al., 2005).
Las colonias colectadas fueron
Bahias de 15°41°54”N obtenidas de 4 sitios (Isla
Huatulco, 96°13'28”"0 35 Junio 2007 Montosa, San Agustin, Jicaral-
Oaxaca Chachacual y La Entrega)

separados de 3 a 6 km aprox.
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VII.2. Extraccion y amplificacion de ADN
Se logro realizar la extraccion de ADN de 116 de las 156 (75%)

colonias de Pavona gigantea. La falta de éxito en el 25% restante pudo
deberse a que el material colectado no se encontraba en condiciones de
preservacion optimas para la extraccion de ADN o a que no se contdé con
suficiente tejido para resolver los problemas encontrados en la extraccion.
El numero de colonias genotipificadas para cada locus fue variable (Tabla

1I).

Tabla II. Nimero de individuos genotipificados para cada locus por
localidad.

Loci
Localidades Intréon
COX1 ADNr

NAD
La Paz 4 15 25
Isla Maria Madre S - -
Islas Marietas 21 26 19
Isla San Benedicto 2 5 4
Carrizales 26 25 29
Bahias de Huatulco 15 19 20
Total 73 90 97

El locus COX1 fue el que se genotipifico en el menor numero de
colonias, mientras que el locus mas exitoso fue el ADNr (ITS1-5.8S-ITS2).
La localidad Isla Maria Madre no se logro amplificar para el intron NAD y

el ADNTr.
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VII.3. Edicion y alineamiento de secuencias

Las secuencias complementarias individuales fueron verificadas
base por base. Una vez limpias, las secuencias consenso individuales de
cada colonia fueron alineadas entre si. Después de eliminar las bases de
los extremos incompletos se obtuvieron alineamientos multiples con las
siguientes longitudes para cada locus: 577 (COX1), 113 (intron NAD3-5) y

565 bases (ADNr) (Tabla III).

Tabla III. Loci amplificados para cada colonia de Pavona gigantea con
numero de sititos variables, conservados e informativos para
parsimonia a lo largo de la secuencia de cada gen.

. Longitud Sitios Sitios Sitios
Loci de la . . .
. conservados variables informativos
secuencia
COX1 577 572 5 0
Intrén NAD 113 111 2 1
ADNr 565 530 27 18

De los tres loci analizados se observo que el intron NAD fue el menos

variable con sélo dos sitios polimoérficos, mientras que el gen mas variable

fue el ADNr con 29.

VII.4. Identificacion y distribucion de haplotipos

Los loci mitocondriales fueron muy poco variables comparados con el
nuclear. Se obtuvieron un total de 5 haplotipos para el gen COX1, 3 para

el intron NAD y 51 para el ADNr.
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Para el locus COX1 se observé un haplotipo (COI-1) predominante y
dos localidades estuvieron fijadas para dicho haplotipo (Tabla IV). En la
Isla San Benedicto se obtuvieron dos haplotipos, de los cuales uno fue
nativo (COI-2). En Carrizales se encontraron dos haplotipos, uno de los
cuales fue nativo y con baja frecuencia. Isla Maria Madre conté con un

haplotipo nativo (COI-3).

Tabla IV. Frecuencias relativas (%) de los haplotipos COX1l por
localidad.

Islas Isla San Bahias de
La Paz Isla Maria Carrizales
Haplotipo Marietas Benedicto Huatulco
(n=4) Madre (n=5) (n=26)
(n=21) (n=2) (n=15)
COI-1 75 80 100 50 96 100
COI-2 0 0 0 50 0 0
COI-3 0 20 0 0 0
COI-4 25 0 0 0
COI-5 0 0 4 0

De los tres haplotipos encontrados para el intron NAD, uno fue el que
mostro la mayor frecuencia y tres localidades estuvieron fijadas para dicho
haplotipo (NAD-1). Las localidades polimorficas fueron Islas Marietas

(NAD-1, 2 y 3) y Bahias de Huatulco (NAD-1 y 2) (Tabla V).
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Tabla V. Frecuencias relativas (%) de los haplotipos intron NAD por
localidad.

Islas Isla San Bahias de
La Paz Carrizales
Haplotipos Marietas Benedicto Huatulco
(n=15) (n=25)
(n=26) (n=4) (n=19)
NAD-1 100 92 100 100 95
NAD-2 0 4 0 0
NAD-3 0 4 0 0 0

Por otro lado, para el locus ADNr se encontré6 un total de 51
haplotipos en todas las localidades, mas del 80% fueron haplotipos nativos
(Tabla VI). Carrizales fue la localidad con el mayor nimero de haplotipos,
tres de los cuales fueron abundantes (ITS-14 10%, ITS-25 14% e ITS-40
17%). Islas Marietas cont6 con 17 haplotipos, los cuales presentaron
frecuencias relativas casi uniformes del 5 a 11%. Para el caso de Bahias de
Huatulco, los haplotipos totales fueron 14 de los cuales ITS-11 e ITS-14
obtuvieron un porcentaje mayor (15% cada uno). La Paz conté con 14
haplotipos totales, el haplotipo ITS-18 fue el de mayor frecuencia con 36%.
En el caso particular de la Isla San Benedicto, cada uno de los cuatro
organismos present6 un haplotipo distinto y exclusivo para la localidad. Se
observo que algunos haplotipos ocurrieron en mas de una localidad (Tabla

VI)
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Tabla VI. Frecuencias relativas (%) de los haplotipos del ADNr por

localidad.

Haplotipos

La Paz
(n=15)

Islas Isla San Carrizales Bahias de
Marietas Benedicto Huatulco

(n=26) (n=4) (n=25) (n=19)

ITS-1
ITS-2
ITS-3
ITS-4
ITS-5
ITS-6
ITS-7
ITS-8
ITS-9
ITS-10
ITS-11
ITS-12
ITS-13
ITS-14
ITS-15
ITS-16
ITS-17
ITS-18
ITS-19
ITS-20
ITS-21
ITS-22
ITS-23
ITS-24
ITS-25
ITS-26
ITS-27
ITS-28
ITS-29
ITS-30
ITS-31
ITS-32
ITS-33
ITS-34
ITS-35
ITS-36
ITS-37
ITS-38
ITS-39
ITS-40
ITS-41
ITS-42
ITS-43
ITS-44
ITS-45
ITS-46
ITS-47
ITS-48
ITS-49
ITS-50
ITS-51
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VIL.5. Diversidad genética

Los valores de diversidad haplotipica (h) fueron bajos a nulos para los
loci mitocondriales, mientras que para el locus nuclear los valores fueron
altos (Tabla VII). Para el caso de COX1 el valor mas alto de diversidad
haplotipica fue en Isla San Benedicto (h=1) puesto que se encontraron dos
haplotipos distintos en las dos muestras secuenciadas de esa localidad. El
intron NAD mostro los valores mas bajos de diversidad haplotipica para
Islas Marietas y Huatulco (h= 0.15 y 0.11), el resto de las localidades
fueron monomorficas.

El locus ADNr en general mostro altos valores de diversidad
haplotipica, en el caso particular de San Benedicto es necesario aclarar
que el valor de de diversidad tan alto se debe al bajo numero de colonias
genotipificadas, las cuales resultaron poseer distintos haplotipos. En el
resto de las localidades, en donde se conté con un tamano de muestra
mayor, también se obtuvieron diversidades muy altas siendo las Islas

Marietas (h= 0.99) la de mayor diversidad y La Paz (h= 0.86) la de menor.
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Tabla VII. Namero de haplotipos (A), indice de diversidad haplotipica
(h) y nucleotidica en % (n) para los loci COX1, intron NAD y ADNr de
Pavona gigantea en el Pacifico mexicano.

COX1 Intrén NAD ADNr
Localidad A h n A h n A h n
La Paz 2 0.50 £ 0.27 0.09 £0.10 1 0 0 13 0.86 £ 0.06 0.90 £ 0.50
1. Maria Madre 2 0.40 £0.24 0.07 £ 0.08 - - - - - -
Islas Marietas 1 0 0 3 0.15+£0.09 0.10 £ 0.20 17 0.99 + 0.02 1.30 £ 0.70
San Benedicto 2 1.00 £ 0.50 0.20 £ 0.20 1 0 0 4 1.00£0.18 1.60+1.10
Carrizales 2 0.08 £ 0.07 0.03 £ 0.04 1 0 0 18 0.95 £ 0.02 0.50 £ 0.30
Huatulco 1 0 0 2 0.11 £0.09 0.09 + 0.20 14 0.96 + 0.03 1.30 £ 0.70
Total y 5 0.33 0.06 3 0.05 0.04 51 0.95 0.90
promedios

En cuanto a la diversidad nucleotidica (n) observamos el mismo
patron, ya que los loci mitocondriales obtuvieron bajos niveles, de 0 a 0.2.
Por su parte, el locus nuclear mostro diversidades nucleotidicas mayores.
Isla San Benedicto mostré mayor diversidad nucleotidica (1.60) a pesar de

contar con so6lo 4 haplotipos.

VII.6. Estructura genética

Debido a que los loci mitocondriales fueron muy poco variables, no se
utilizaron para estimar la estructura poblacional. El valor de ®st calculado
con los datos del ADNr indic6é un alto grado de estructura genética, en la
que el 15.9% de la variancia molecular ocurri6 entre localidades (Pst =

0.159, p <.0001, Tabla VIII).
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Tabla VIII. Resultados del AMOVA mostrando los porcentajes de
variacion de los componentes de variancia, asi como el indice de
fijacion (Pst) y su nivel de significancia.

Fuente de Gr::os Suma de Componentes de Porcentaje
variacion . cuadrados la varianza de variacion
libertad

Entre 4 51.8 0.54 15.9
poblaciones
Dentro de 92 265.4 2.88 84.1
poblaciones

Total 96 317.2 3.42

Indice de fijacion Pst = 0.159 (p<0.001)

Con el fin de determinar cuales localidades se encontraban
diferenciadas se calcularon indices de fijacion pareados. El analisis de
diferenciacion entre pares de localidades mostré a dos localidades, La Paz

y Carrizales, como las mas diferenciadas genéticamente (Tabla IX).

Tabla IX. Valores de ¥st pareados para el gen ITS (bajo la diagonal) y
sus niveles de significancia (sobre la diagonal).

1 2 3 4 5
1) Isla San Benedicto ns ns * *
2) Bahias de Huatulco 0.127 ns * *
3) Islas Marietas 0.074 0.009 ns *
4) La Paz 0.247 0.143 0.104 *
5) Carrizales 0.231 0.137 0.090 0.344

* p<0.05yns p>0.05 después de la correccion de Bonferroni



39

VII.7. Flujo genético

Obtuvimos el numero de migrantes efectivos por generacion (Nm)
entre pares de localidades a partir los valores de ®dst pareados (Figura 7).
La mayor conectividad se encontro entre las Islas Marietas y Huatulco
(Nm = 58) mientras que el flujo mas reducido ocurrié entre La Paz y
Carrlizales (Nm <1). En cuanto a los resultados obtenidos con el programa
Migrate 2.1.3, observamos que el flujo genético de Huatulco a Islas
Marietas fue el de mayor magnitud, siendo consistente en las 10
simulaciones. El resto de las localidades obtuvieron niveles bajos de flujo
genético, algunos escenarios no fueron consistentes (Figuras 7 y 8).

Los valores de Ne obtenidos de las 10 simulaciones del programa
Migrate fueron promediados para cada localidad. Dichos valores estan
representados por 6 = Ne.u (producto del tamano poblacional efectivo y de

la tasa mutacional) para cada localidad (Figura 7).



1) Bahias de Huatulco

2) Islas Marietas

T
e

3) La Paz

4) Carrizales

40

s
~ ~
1 2 3 4
— Cc NC [+
0,=180E2 | ____ o | . 1 «
p— c - c -
57.70 |@, = 5.26E*
-, ->
2.99 428 | @3=3.00E3 | " 5
3.15 5.06 0.95 |©,=120E2

Figura 7. Flujo genético (Nm) entre pares de localidades estimados a
partir de Pst (debajo de la diagonal), resultados cualitativos obtenidos
de las simulaciones MCMC con el programa Migrate (encima de la

diagonal) y tamanos poblacionales efectivos promedios

(en la

diagonal). Vectores representan la magnitud relativa y direccion del
flujo genético (de i a j (—) y de j a i (<)). C = resultado consistente
entre las 10 simulaciones y NC = resultado no consistente entre las 10

simulaciones.
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Figura 8. Mapas del area de estudio representando la magnitud
relativa y direccion del flujo genético entre localidades (por medio de
vectores) obtenido a partir de 10 simulaciones con el programa
Migrate. Localidades incluidas en el analisis: (1) La Paz, (2) Islas
Marietas (4) Carrizales y (5) Bahias de Huatulco. Mapa A) Niveles bajos
de flujo genético y mapa B) el mayor nivel de flujo genético para P.
gigantea.
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VII.8. Aislamiento por distancia

El analisis de aislamiento por distancia, consistente en la correlacion
entre las distancias genéticas (Pst) y la distancia geografica entre

localidades, resulté no significativo (Figura 9).
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Figura 9. Correlacion entre la distancia genética (Pst) y la distancia
geografica (Diekmann et al.) entre pares de localidades. r es el
coeficiente de correlacion y ns p >.05.

VIL.9. Relaciones filogenéticas entre haplotipos

El arbol Neighbor-Jdoining de los haplotipos de COX1, enraizado con
una secuencia homologa de P. clavus, revelo dos haplotipos hermanos mas
divergentes, el haplotipo COI-2 privado en Isla San Benedicto y el COI-5
privado en Carrizales. El haplotipo mas abundante (COI-1) se ubicé cerca

de la base del clado de P. gigantea en medio del agrupamiento. Sin
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embargo el polimorfismo fue insuficiente para detectar algun patron
filogeografico (Figura 10). Dado que el intron NAD so6lo presento tres
haplotipos, no se realizo ningun analisis filogenético.
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Figura 10. Arbol filogenético Neighbor Joining de los haplotipos del
locus COX1 en Pavona gigantea del Pacifico mexicano enraizado con
Pavona clavus como grupo externo

El arbol Neighbor-Joining realizado para el ADNr (ITS1-5.8S-ITS2)

mostro una topologia compleja con varios grupos pequenos (Figura 11).



44

' LaPaz
Islas Marietas
B )sla San Benedicto

EE Carrizales

Bahias de Huatulco

B cs

It
Rt

Marietas San Benedicto Carrizales Hl;:;t‘ulco

Figura 11. Arbol filogenético Neighbor-Joining de haplotipos del locus
ADNr (ITS1-5.8S-ITS2) de Pavona gigantea para el Pacifico mexicano,
enraizado con P. cactus como grupo externo. Las barras de color en
cada haplotipo representan las localidades de ocurrencia. Las graficas
circulares representan el porcentaje de haplotipos de cada clado (A, B,
C, D, GB) en cada localidad. GB, grupo basal.
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Se observo que en las localidades mas nortenas, La Paz, Islas Marietas
y San Benedicto, los haplotipos del clado A representaron el mayor
porcentaje (Figura 6). Esto contrasta con el caso de Carrizales, en donde la
mayor frecuencia corresponde a los haplotipos del clado B, que se
encuentra pobremente representado en el resto de las localidades. Por su
parte, en la muestra mas surena de Huatulco, los haplotipos de los clados
A y D fueron los mas abundantes y ocurrieron en proporciones similares.
Los haplotipos de los grupos basales (Clado GB) no se encontraron en la
localidad mas nortena (La Paz) ni en la mas alejada del continente (Isla
San Benedicto de las Revillagigedo), aunque de ésta ultima solo se

obtuvieron cuatro secuencias.
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VIII. Discusion
VIII.1. Diversidad genética

Es conocido que el ADNmt posee altas tasas de mutacion en muchos
vertebrados e invertebrados, sin embargo en escleractinios presenta poca
variabilidad en la mayoria de las especies (Shearer et al.,, 2002). La baja
tasa de mutacion mitocondrial podria estar relacionada a la importancia
funcional de las mitocondrias en los corales. La calcificacion de los corales
depende estrechamente de la simbiosis con las algas zooxantelas, relacion
que demanda una gran cantidad de energia provista por las mitocondrias
(Iglesias-Prieto, 2007). De tal suerte, una tasa mutacional elevada en el
ADNmt podria producir cambios fenotipicos desfavorables para la
viabilidad de la relacion endosimbiotica, teniendo como consecuencia una
seleccion negativa. Por consiguiente, el ADNmt de los corales podria estar
sujeto a una mayor restriccion evolutiva que el de otros metazoarios
carentes de algas endosimbioticas.

Sin embargo, se han realizado estudios poblacionales en algunos
corales con genes mitocondriales con alta variabilidad (Concepcion et al.,
2006; Ridgway, 2002). El estudio realizado por Vollmer y Palumbi (2007)
utilizando ADNmt de Acropora cervicornis, muestra altos valores de

diversidad haplotipica (h=0.847) en la region control del ADNmt (D-loop).
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En el caso de P. gigantea encontramos poca variabilidad tanto en la
secuencia de un gen estructural (COX1) como en la de una region no
codificadora (intron NAD) del ADNmt, lo que resulté en poca informacion
filogeografica e insuficiente variabilidad para estimar los niveles de
estructura genética. Sin embargo, se observaron algunas localidades con
haplotipos nativos para ambos loci (Tablas 4 y 5), por lo que la
distribucion geografica de esa poca variabilidad es consistente con el alto
nivel de estructuracion poblacional encontrado con el ADN nuclear.

Por otro lado, los altos valores de diversidad haplotipica encontrados
en el ADNr fueron similares a los reportados en especies del mismo género
para la misma region. Se encontré6 un mayor numero de haplotipos y en
consecuencia una mayor h en P. gigantea del Pacifico mexicano, que en P.
cactus y P. decussata en Isla Mauricio (Isla ubicada frente a Madagascar
en Africa del Sur) para el mismo locus. Aunado a esto, el valor promedio de
diversidad nucleotidica fue también mayor para las secuencias de P.
gigantea (n = 0.90) comparadas con P. cactus (Tabla X). Esta diferencia en
los niveles de diversidad entre especies de Pavona podria estar asociada a
la diferencia en escalas geograficas de las poblaciones estudiadas, puesto
que en este trabajo se analizaron organismos de localidades separadas por
miles de kilometros.

Por otro lado, Vollmer y Palumbi (2007) encontraron para tres genes

nucleares estructurales (MiniColageno, Calmodulina y PaxC) poca
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variabilidad en la especie A. cervicornis, que resultéo en insuficiente
resolucion para un analisis filogeografico. Estos resultados no concuerdan
con la alta variabilidad encontrada en el ADNr de P. gigantea que a pesar
de ser un gen nuclear no es estructural y contiene las regiones no
codificantes ITS1 e ITS2 que fueron las que presentaron la variabilidad

encontrada.

Tabla X. Diversidades haplotipicas de genes nucleares (ADNn) y
mitocondriales (ADNmt) de algunas especies de corales hermatipicos
(n=nimero de colonias, np=numero de haplotipos, h=diversidad
haplotipica y n=diversidad nucleotidica).

Especie Locus n ny h 7 (%) Referencia
P. gigantea ITS ADNr 97 51 0.94 0.90 Este estudio
P. cactus ITS ADNr 60 13 0.73 0.74 Moothien Pillay et al, 2006
P. decussata ITS ADNr 60 25 0.93 1.00 Moothien Pillay et al, 2006
A. cervicornis Region control 158 27 0.85 0.57 Volimer y Palumbi 2007
ADNmt
A. cervicornis Mlnfgllfl\geno 208 3 0.37 0.10 Vollmer y Palumbi 2007
A. cervicornis Calmodulina ADNn 286 3 0.42 0.75 Vollmer y Palumbi 2007
A. cervicornis PaxC ADNn 286 4 0.39 0.16 Vollmer y Palumbi 2007

En cuanto al namero de haplotipos encontrados en cada localidad, se
observo que Carrizales obtuvo el mayor numero de haplotipos nativos. Lo
que concuerda con la predominancia del clado B en esa localidad

mencionado anteriormente (Tabla VI, Figura 11). Por el contrario, Huatulco
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e Islas Marietas compartieron un mayor numero de haplotipos, de los

cuales la mayoria se agruparon en el clado A.

VIII.2. Estructura y flujo genético

Los corales hermatipicos muestran diferencias fenotipicas a lo largo
de su distribucion (D’Croz y Maté, 2004). Al parecer tienen una plasticidad
fenotipica que les permite adaptarse a su ambiente, particularmente en
respuesta a las condiciones de luz y energia a las que estan expuestas, lo
que tiene como resultado una variedad de formas coralinas a lo largo del
gradiente espacial. Pavona gigantea posee generalmente una forma masiva
a lo largo del Pacifico Mexicano, y en algunos puntos se pueden observar
formas alternas (por ejemplo forma de plato).

Se sabe que el género Pavona en el Pacifico oriental se reproduce
sobre todo sexualmente (Steiner y Cortés, 1996), lo que resultaria en la
dispersion de estadios planctonicos como el principal mecanismo de
colonizacion y conexion de poblaciones establecidas. Dicho mecanismo
llevaria a que las poblaciones se mezclen, compartiendo un mismo acervo
genético (Ayre et al, 1997). Sin embargo, los analisis moleculares
realizados en Pavona gigantea mostraron una marcada estructura genética
en el Pacifico mexicano (Pst = 0.159***) que contradice dicha expectativa
de alta conectividad esperada por el modo de reproduccion. Este alto nivel

de estructuracion poblacional refleja niveles bajos de conectividad y, por lo
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tanto, pocos eventos de transporte de propagulos. Ademas, podria ser que
los tamanos efectivos poblacionales de las localidades sean distintos y en
algunos casos pequenos (Figura 7), lo que daria como resultado
poblaciones sujetas a mayor deriva favoreciendo la diferenciacion genética.
Esto concuerda con el valor de 6 mas pequeno encontrado en La Paz, que
es una de las localidades mas diferenciadas genéticamente (Tabla IX). A
este escenario podria sumarse la presencia de condiciones ecologicas
diferenciales a lo largo de la distribucion de la especie, las cuales podrian
determinar la seleccion natural de diferentes genotipos y asi reforzar el
grado de diferenciacion. Sin embargo, la variacion de las regiones no
codificantes ITS1 e ITS2 podria considerarse neutral, es decir no sujeta a
seleccion, por lo que la influencia de la seleccion natural no podria
encontrarse en esos genes, a diferencia de lo que podria estar pasando con
el ADNmt.

Los niveles de flujo genético encontrados para P. gigantea fueron bajos
en la mayoria de las conexiones entre localidades (Tabla X), como
consecuencia de la importante estructura genética observada. Estos
resultados son el reflejo de una conectividad muy limitada entre las
poblaciones estudiadas de P. gigantea, con excepcion del flujo genético
entre Islas Marietas y Huatulco que fue moderado. Los patrones de flujo
genético de este estudio son dificiles de explicar exclusivamente en

términos del transporte pasivo de estadios larvarios por corrientes
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oceanicas. Esto es congruente con algunos trabajos realizados a escalas
geograficas similares (Benzie, 1999; Takabayashi et al., 2003; Yu et al.,
1999), coincidiendo en que la direccion del flujo genético frecuentemente
no concuerda con los patrones oceanograficos locales. Si bien en algunos
estudios se ha reportado que si existe concordancia entre los patrones de
diferenciacion genética y la circulacion oceanografica, dicha concordancia
es debida a efectos oceanicos micro-geograficos por lo que es poco
relevante a escalas mayores (Calderon-Aguilera y Reyes-Bonilla, 2006;
Ridgway et al., 2001; Yu et al.,, 1999). Palumbi (1997) y Benzie (1999) han
sugerido que la evolucion del aislamiento poblacional de varias especies de
invertebrados en diferentes partes del Pacifico se ha dado en presencia de
eventos ocasionales de dispersion a gran distancia. De tal suerte, la
estructura genética de estas especies se encuentra influenciada por
conexiones historicas, como puede ser el caso de P. gigantea entre las
localidades de La Paz, Islas Marietas y Carrizales cuyos niveles de
conectividad son pequenos (Figura 8). Sin embargo, el flujo genético
presentado de Huatulco hacia las Islas Marietas concuerda en sentido y
direccion con la corriente del Este de México que lleva la misma direccion.
De tal manera, la mayor magnitud de conectividad podria estar favorecida

por dicha corriente oceanica (Figura 5).
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VIII.3. Factores que determinan la conexiéon demografica de
poblaciones coralinas
VIII.3.1. Reproduccion

La sincronizacion en la expulsion de gametos y larvas, la capacidad de
los estadios planctonicos para alcanzar sitios de reclutamiento y los
patrones de corrientes oceanograficas determinan la conexion entre
poblaciones coralinas. En algunas especies de corales, dificilmente se dan
en tiempo y espacio todas las condiciones para que se manifiesten altos
niveles de conectividad inter-poblacional, por lo que se facilita el
aislamiento reproductivo y la diferenciacion genética (Hellberg et al., 2002;
Mora y Sale, 2002; Palumbi, 1997).

Analisis en tejidos gonadicos de P. gigantea en algunas localidades del
Pacifico Mexicano apoyan la existencia de reproduccion sexual,
encontrando colonias con gametos en diferentes estadios (Rodriguez-
Troncoso, 2006 y Vizcaino-Ochoa, 2003). Nuestros resultados de alta
variabilidad genética en ADNr coinciden con la existencia de reproduccion
sexual, ya que una reproduccion predominantemente clonal no generaria
tanta diversidad. En efecto, la reproduccion sexual representa un
mecanismo para mezcla de nuevas combinaciones genéticas y favorece la
creacion de diversidad a través de la herencia de nuevas mutaciones,
llevando a las poblaciones a acumular una mayor variabilidad genética. Si
nuestros resultados, por el contrario, hubieran mostrado baja variabilidad

genética en todos los genes, hubiera sido evidencia de la predominancia de
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reproduccion asexual, la que ocasionaria que la mayoria de los individuos
tuvieran una alta probabilidad de contar con la misma informacion
genética (Whitaker, 2006). Sin embargo, a la fecha no se ha logrado
observar la expulsion de gametos en colonias de P. gigantea en el Pacifico
mexicano

A pesar de las evidencias que indican la posible reproduccion sexual
en P. gigantea, los resultados del presente estudio revelan poca conexion
en las localidades nortenas. Lo que nos lleva a pensar en la posibilidad de
una combinacion de estrategias reproductivas segin las condiciones
ambientales (Adjeroud y Tsuchiya, 1999; Ayre y Miller, 2006; Carlon,
1999; Whitaker, 2006). La existencia de reproduccion asexual (larvas
producidas asexualmente o fragmentacion) puede ser una forma de
mantener a las poblaciones localmente, debido al posible estrés ambiental
que impide el desove de gametos y la fertilizacion (Andréfouét et al., 2002;
Ayre y Hughes, 2000; Ayre y Miller, 2006; Ayre y Willis, 1988; Miller y

Ayre, 2004).

VIII.3.2. Transporte larvario

Por otra parte, los patrones de corrientes oceanicas son
determinantes para el transporte pasivo de propagulos. La zona del
Pacifico mexicano es hidrodinamicamente compleja, ya que se conjuntan

masas de agua calidas y templadas provenientes de distintas zonas. Esto
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ha resultado en zonas contrastantes, como las costas de Jalisco y Nayarit
con velocidades de corrientes menores comparadas a las de las costas de
Oaxaca (Kessler, 2006; Lavin et al., 2006; Lavin et al., 2006b). Esta
variabilidad hidrografica podria estar reflejandose en la estructura y flujo
genético poblacional de P. gigantea. La zona de Cabo Corrientes y la boca
del Golfo de California al parecer son zonas con hidrodinamica superficial
débil y variable (Kessler, 2006), lo que podria provocar una mayor
retencion de masas de agua influyendo en una dispersion limitada de
larvas de coral a zonas alejadas. Por lo tanto, la estructura y flujo
genéticos observados en P. gigantea en La Paz, Islas Marietas y Carrizales
son congruentes con la variabilidad hidrodinamica local de esta zona. En
comparacion, la costa de Oaxaca constituye una zona de hidrodinamica
superficial mas energética, cuya circulacion aumenta en algunas épocas
del ano (Kessler, 2006). Posiblemente esta dinamica oceanica favorezca la
dispersion de propagulos a grandes distancias, lo que concuerda con el
nivel de flujo genético inferido proveniente de las Bahias de Huatulco hacia
el norte en el Pacifico Mexicano.

La capacidad de estadios meroplanctonicos para alcanzar sitios de
reclutamiento es esencial para la conectividad demografica. Algunos
estudios apuntan a una correlacion entre el tamano larval y la capacidad
de reclutamiento, ya que larvas con mayor tamano cuentan con mayor

cantidad de nutrientes para sobrevivir. Sin embargo, investigaciones
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recientes indican que en muchos corales no existe dicha relacion (Ayre y
Hughes, 2004; Richmond, 1987). No existen estudios acerca de los
estadios planctonicos de P. gigantea, sin embargo se han observado
diferencias en el tamano de los ovocitos y espermas en tejidos de podlipos
en algunas localidades, por ejemplo los ovocitos de los corales de Huatulco
son mayores que los de Bahia de Banderas (Rodriguez-Troncoso, 2006;
Vizcaino-Ochoa, 2003). Esto sugiere que, en presencia de reproduccion
sexual, las larvas del sur del Pacifico Mexicano podrian ser mayores y por
lo tanto poseer mayor capacidad de dispersion. Dicha prediccion
concuerda con el mayor flujo genético cuantificado entre Huatulco e Islas
Marietas y en menor grado con el resto de las localidades. En ultima
instancia, el patron de dispersion pasiva de las larvas de invertebrados
sésiles, como los corales hermatipicos, va a depender del campo advectivo
que exista durante las contadas semanas o dias en las que permanecen en
la columna de agua. Por consiguiente, es necesario conocer con mayor
detalle tanto la biologia reproductiva de la especie, para estimar la
frecuencia e incidencia de propagulos en el medio pelagico, como los
patrones de variacion de las corrientes en el area de estudio, para poder
predecir y modelar la adveccion durante el periodo en el que se producen
las larvas meroplanctonicas, ya que dicha variabilidad ambiental en

tiempo y espacio podria ser mucho mas valiosa para explicar los patrones
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de conectividad demografica, a veces incongruentes con las corrientes

oceanicas promedio.

IX. Conclusiones

Las localidades de Pavona gigantea en el Pacifico mexicano
muestran una clara estructura genética debida a bajos niveles de
conectividad demografica. Los niveles de flujo genético encontrados entre
las localidades estan influenciados por la hidrodinamica variable del
Pacifico tropical y nororiental, lo que hace poco evidente la relacion entre
la estructura genética y los patrones oceanicos

El tipo de reproduccion y la importancia de estadios planctonicos
como vectores de conectividad y colonizacion requieren ser esclarecidos en
P. gigantea. El comprender mejor los mecanismos reproductivos de los
corales y los patrones de circulacion oceanica permitira construir modelos
mas poderosos para entender los patrones de conectividad demografica

entre las poblaciones de especies coralinas.
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XI. APENDICE

Niveles de flujo genético (Nm) estimado en las 10 simulaciones
MCMC con el programa Migrate 2.1.3 (Beerli, 2004). Los histogramas
representan el flujo genético (M = 2Nm) entre pares de localidades
indicando la direccion del flujo (M_ij = nimero de migrantes por generacion
de la poblacion i a la j). Las barras de error representan el intervalo de
confianza de 95%. Cada localidad se represento con su inicial, Islas

Marietas = M, Bahias de Huatulco = H, La Paz = P y Carrizales = C.
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