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Estimar la diversidad genética y conectividad demografica poblacional de corales
hermatipicos es fundamental para evaluar la vulnerabilidad de los sistemas arrecifales ante
cambios ambientales. Pocillopora verrucosa es un coral dominante y principal constructor
de arrecifes en el Pacifico mexicano, por lo que en este trabajo se analizaron sus niveles de
conectividad entre siete arrecifes coralinos utilizando ADN ribosomal (ITS2). La
diversidad haplotipica vari6 de media a relativamente alta (4 = 0.52 — 0.82) mientras que la
nucleotidica fue consistentemente baja (p = 0.003 — 0.016). Se encontrd una estructura
genética pequena pero significativa (®@st = 0.02, p = 0.04). Sin embargo, la diferenciacion
interdémica fue insuficiente para mantener la significancia de pruebas pareadas para todas
ellas después de la correccion por pruebas multiples. Un haplotipo (IT-3) predominé en la
mayoria (52%) de las muestras, lo cual es consistente con una reproduccion asexual por
fragmentacion, principal estrategia reproductiva de la especie en el Pacifico mexicano. Por
otra parte, se obtuvieron altos valores de flujo genético entre la mayoria de las localidades,
teniendo que las mayores tasas de migracion ocurrieron de Islas Marietas hacia La Paz, de
Ixtapa hacia Cabo Pulmo y de Ixtapa hacia Islas Marias. Se observo una concordancia entre
los principales patrones de flujo genético de P. verrucosa y la hidrodindmica promedio
superficial del Pacifico mexicano. Si bien el flujo genético es considerable entre algunas
localidades estudiadas, existe evidencia de una desviacion significativa del estado de
panmixia entre todas ellas. Se observaron dos patrones de demografia histérica en las
localidades de acuerdo a la distribucion de diferencias interhaplotipicas. Uno de ellos,
encontrado en Ixtapa e Islas Marias, sugiere que estas poblaciones probablemente han
permanecido estables demograficamente. El segundo patron, compartido por el resto de las
poblaciones, sugiere que han sufrido una expansion demografica repentina. Finalmente, es
importante resaltar que las inferencias hechas a partir de las secuencias del ADNr de este
trabajo constituyen una primera aproximacion, ya que un sélo gen puede ser insuficiente
para evaluar los patrones y procesos que determinan la conectividad de P. verrucosa a lo
largo del Pacifico mexicano. Por lo tanto, se deben realizar estudios adicionales con un
mayor nimero de marcadores genéticos para entender mejor la ecologia molecular de la
especie.

Palabras Clave: Pocillopora verrucosa, diversidad genética, conectividad demografica.



ABSTRACT of the thesis presented by ALMA VANIA BLANCAS LOPEZ as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE ECOLOGY.
Ensenada, Baja California, México. September, 2009.

DEMOGRAPHIC CONNECTIVITY OF Pocillopora verrucosa (ANTHOZOA:
SCLERACTINIA) ALONG THE MEXICAN PACIFIC COAST

Knowledge about the levels of genetic diversity and demographic connectivity
among populations of corals is essential to assess the vulnerability of coral-reef systems to
environmental changes. Pocillopora verrucosa is one of the dominant hermatypic corals
and major coral-reef builder along the Mexican Pacific. Consequently, the demographic
connectivity of P. verrucosa was assessed among seven coral reefs, using ribosomal DNA
(ITS2). Haplotype diversity ranged from medium to relatively high levels (4 = 0.52 to 0.82)
whereas nucleotide diversity was consistently low (p = 0.003 to 0016). A small but
significant level of genetic structure (®st = 0.02, p = 0.04) was found among sampled
localities. However, levels of inter-demic differentiation were insufficient to maintain
significance of pairwise comparisons after correction for multiple tests. A single haplotype
(IT-3) was found in most of the individuals (52%), which was consistent with the asexual
mode of reproduction (fragmentation) suggested as the main reproductive strategy of this
species in the Mexican Pacific. High levels of gene flow were estimated among most
locations. The highest rates of migration occurred from Isla Marietas to La Paz, Ixtapa to
Cabo Pulmo and Ixtapa to Islas Marias. A correlation was found between the main patterns
of gene flow and the average superficial hydro-dynamics of the Mexican Pacific. Even
though high levels of gene flow were estimated among localities, there is evidence of a
significant departure from panmixia. Mismatch distribution analyses revealed two historical
demographic patterns in the seven localities. One shared by Ixtapa and Islas Marias,
suggests that corals may have remained in demographic equilibrium. The second suggests
that the rest may have experienced a sudden population expansion. Finally, it is important
to note that inferences made from the rDNA sequences in this study should be viewed as a
first approximation, since analysis of a single gene may be insufficient to reveal the
patterns and processes responsible for maintaining connectivity levels in P. verrucosa
along the Mexican Pacific. Therefore, additional studies involving a larger number of
genetic markers should be carried out to fully understand the molecular ecology of the
species.

Keywords: Pocillopora verrucosa, genetic diversity, demographic connectivity.
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I. Introduccion

I.1. Arrecifes coralinos y corales hermatipicos

Los arrecifes coralinos son estructuras calcareas construidas por organismos
cnidarios (Orden Scleractinia) que tienen la capacidad de depositar carbonato de calcio
(CaCO:s). Estas estructuras arrecifales proveen el sustrato de uno de los ecosistemas de
mayor importancia desde el punto de vista ecoldgico y econdmico. Ecolégicamente son
sistemas altamente productivos y son uno de los ecosistemas con mayor diversidad en el
mundo. Asimismo, los corales tienen un papel relevante en el flujo de carbono en el
océano debido a su capacidad para depositar CaCO;. Ademads, debido a que son
organismos sésiles, con una larga permanencia en el tiempo, sus estructuras calcareas
pueden utilizarse como centinelas de los cambios climaticos. Por otra parte, las
estructuras arrecifales representan una proteccion de la linea de costa contra marejadas y
oleaje. Economicamente, los arrecifes coralinos albergan un gran niamero de especies de
valor comercial, las cuales representan un importante recurso pesquero. Asimismo,
estos sistemas son una fuente de ingreso econdémico debido a que son areas de interés
ecoturistico. (Jordan, 1993; Ruppert y Barnes, 1996; Knowlton, 2001a; Reyes-Bonilla et
al., 2005).

Uno de los componentes principales y con mayor diversidad de los arrecifes son
los corales hermatipicos, éstos mantienen una asociacion simbiodtica con microalgas
llamadas zooxantelas. Esta asociacion proporciona beneficios para ambas especies: el
coral provee a las zooxantelas un ambiente seguro y nutrientes tales como didxido de
carbono (CO,), fosfatos y compuestos nitrogenados. A cambio, los corales reciben
productos fotosintéticos como oxigeno y moléculas orgénicas que aumentan sus tasas de
deposito de CaCOs (Muscatine, 1990; Hughes et al., 1992; Iglesias-Prieto et al., 2004).

La asociacion simbiodtica coral-zooxantela s6lo se presenta en condiciones
especificas de salinidad, luz, nutrientes y temperatura (18 a 30°C), por lo que la
distribucion de los corales hermatipicos se encuentra limitada a latitudes de 30°N y
30°S, encontrandose principalmente en las costas intertropicales del Atlantico, Indo
Pacifico y Pacifico oriental, en donde la incidencia solar es alta y las concentraciones de
nutrientes, asi como de particulas suspendidas en el agua son bajas (Hughes y Connell,

1999; Veron, 2000; Knowlton, 2001Db).



I.2. Deterioro de los arrecifes coralinos

A pesar de la capacidad de adaptacion que se ha observado en los arrecifes
coralinos ante los cambios del medio ambiente a lo largo de millones de afios, en las
ultimas décadas se ha registrado un deterioro considerable en estos sistemas debido
principalmente a factores antropogénicos y a eventos climaticos naturales (Stoddart,
1984; Chadwick-Furman, 1996; Wood, 2001).

Los arrecifes coralinos cercanos a zonas pobladas afrontan una creciente
amenaza ocasionada por actividades humanas como: la pesca, la contaminacién quimica
del agua con fertilizantes, hidrocarburos y pesticidas; el anclaje y encalle de botes sobre
los arrecifes; la destruccion directa ocasionada por buzos; el incremento de sedimentos
en areas costeras como producto de construcciones urbanas o como resultado de la
deforestacion; la acidificacion de las aguas debido al incremento exponencial del CO,
atmosférico y el cambio climatico global. Estos impactos han ocasionado la destruccion
de un gran nimero de especies y han afectado los arrecifes a escala local y en algunas
ocasiones a escala regional (Dayton et al., 1995; Hawkins et al., 1999; Hughes y
Connell, 1999; Tilot et al., 2008).

Por otra parte, los disturbios naturales (como huracanes y ciclones) que acentian
cambios en la temperatura, luz, concentracion de nutrientes, sedimentos o reduccion de
la circulacion del agua, también ocasionan dafios en los arrecifes coralinos (Wood,
2001).

Una de las manifestaciones mds evidentes del deterioro de los arrecifes es el
blanqueamiento de los corales hermatipicos. El blanqueamiento es un fenomeno que
refleja la pérdida de pigmentacion ocasionada por la disminucion del numero de
zooxantelas (60-90%) o bien por una menor concentracion de pigmentos fotosintéticos
en los endosimbiontes. Este fenomeno es una respuesta a condiciones de estrés
ocasionadas por la contaminacion, la sedimentacion, las enfermedades, el incremento o
disminucién de luz y principalmente por el aumento de la temperatura superficial del
mar (Glynn, 1996; Wilkinson, 2002; Hughes ef al., 2003; Van Oppen, 2007).

Los eventos de blanqueamiento masivo se han registrado desde 1979 en varios
ecosistemas arrecifales del mundo. En 1998 se reporté un evento de blanqueamiento
masivo en arrecifes coralinos en mas de 50 paises provocando una mortalidad del 30 al

99% de los corales. En algunas zonas esto se asoci6 a un incremento de la temperatura



ocasionado por el fenémeno de El Nifio Oscilacion del Sur (ENSO). En los arrecifes del
Pacifico se observaron blanqueamientos sincronizados en varias localidades, donde se
pudo observar que las especies coralinas afectadas mostraron distintas capacidades de
resistencia y resiliencia (Reyes-Bonilla et al., 2002; Jiménez y Cortés, 2003; West y
Salm, 2003; Guzman y Cortés, 2007; Golbuu et al., 2007).

Actualmente se ha observado un incremento en la temperatura superficial del
océano atribuido al cambio climatico global. En zonas ecuatoriales donde la
temperatura es el factor de mayor importancia para la distribuciéon y abundancia de
especies coralinas, este incremento representa una amenaza para la supervivencia de

estos organismos (Glynn, 1991; Hughes et al., 2003; Sanchez et al., 2005).

I.3. Genética poblacional en corales

La finalidad de la genética poblacional es evaluar, a través del muestreo dirigido
de genes, aspectos relevantes de una poblacion como el flujo genético, la filogeografia,
la filopatria y la estructura de una poblacion (Hellberg et al., 2002).

En el caso de los sistemas arrecifales, el conocimiento de la diversidad genética
y los patrones de conectividad demografica, asi como los cambios genéticos y
evolutivos en los corales, es fundamental para evaluar la vulnerabilidad y capacidad de
resistencia y resiliencia (tanto a escala espacial como temporal) de estos sistemas a

amenazas presentes y futuras (Ayre y Hughes, 2004; Hellberg, 2007).

1.3.1. Diversidad genética

La variaciéon de genes dentro de cada especie o diversidad genética esta
determinada principalmente por procesos de mutacion, recombinacién y reproduccion
sexual, sin embargo, también es afectada por procesos de seleccion natural, endogamia,
deriva génica y flujo genético. La diversidad genética representa el reservorio de
variabilidad disponible para dar respuesta al medio. La supervivencia selectiva de esa
diversidad permite la adaptacion de los organismos a través del tiempo, por lo cual el
conocer los niveles de diversidad genética en las poblaciones coralinas es esencial para
evaluar si las poblaciones cuentan con la suficiente diversidad para enfrentar los

cambios ambientales.



Se han utilizado distintos marcadores bioquimicos (aloenzimas) y moleculares
(genes nucleares y citoplasmaticos) para estimar de manera directa la diversidad
genética de las poblaciones de organismos invertebrados marinos, sin embargo, aun
existe un nimero limitado de estos marcadores, lo que restringe los estudios genéticos
de estos organismos (Hellberg et al., 2002; Muller et al., 2003).

Los genes del ADN mitocondrial (ADNmt) animal se han utilizado para diversos
estudios filogenéticos debido a que tienden a acumular mas répido cambios en las
secuencias nucleotidicas en comparacion con el ADN nuclear (ADNn). Ademas, el
ADNmt es matrilineal y no presenta recombinacion. Sin embargo, en los cnidarios el
ADNmt evoluciona mucho mas lento que en la mayoria de los metazoarios, lo cual ha
limitado su utilidad para realizar estudios de genética poblacional en este grupo. Existen
algunas regiones no codificantes del ADNmt, como el intréon Nad5 (Figura 1A), que en
algunas especies coralinas ha presentado una alta tasa mutacional y la suficiente
variacion nucleotidica para realizar estudios de genética poblacional intraespecifica
(Brown et al., 1979; Shearer et al., 2002; Flot y Tillier, 2007; Concepcion et al., 2006).

A pesar de que en los animales el ADNn tiene una tasa evolutiva menor que el
ADNmt, en algunas especies coralinas se han encontrado genes nucleares que presentan
regiones con la suficiente variabilidad nucleotidica para realizar estudios de genética
poblacional. Tal es el caso de la region no codificadora del gen nuclear de la B-tubulina
(B-tub) (Figura 1B), donde se ha encontrado un polimorfismo en algunas especies de

corales hermatipicos (Lopez y Knowlton, 1997; Fukami ef al., 2004).

Figura 1. Estructura de las regiones de los genes utilizados en este estudio. Intréon Nad5 del
ADNmt (A), intrén p—Tub del ADNn (B) y regiones I'TS1 e ITS2 del ADNr (C). Los
rectangulos de colores denotan las regiones codificantes. Las barras negras indican las
regiones no codificantes que fueron analizadas.



Uno de los genes que se ha utilizado con mayor frecuencia para obtener
informacion sobre la diversidad genética intraespecifica y las diferencias
interespecificas en los corales hermatipicos, es la region espaciadora interna transcrita
ribosomal (ITS). La region ITS1-ITS2 (Figura 1C) tiene un alto grado de variacion
nucleotidica comparado con otras regiones del ADN ribosomal (ADNr), ademas,
debido a que presenta cientos de copias por genoma, ésta es una region facil de
amplificar (White et al., 1990).

Para poder determinar las diferencias existentes en la diversidad genética entre
una poblacion y otra, los datos obtenidos a partir de marcadores moleculares deben ser
interpretados utilizando modelos de genética poblacional. Estos modelos hacen
supuestos sobre la herencia y el equilibrio entre deriva génica, migraciéon y mutacion.
De esta manera, los patrones geograficos de variacion genética se pueden utilizar para
inferir procesos ecologicos relacionados con la conectividad demografica de los

organismos.

1.3.2. Conectividad demogrdfica

La conectividad demografica es el flujo de organismos entre distintas zonas
geograficas, la cual no solo involucra la migracion de los organismos, sino también la
supervivencia, el crecimiento y la reproduccion de €stos. Para entender los patrones de
este flujo es importante conocer factores como la demografia, la oceanografia y la
filogeografia. A través de modelos de diferenciacion genética y geografica se puede
inferir si una poblacion es cerrada o abierta (Hedrick, 2000; Hellberg et al., 2002; Ayre
y Hughes, 2004).

De acuerdo a Hellberg y colaboradores (2002), existen diferentes escenarios de
los patrones de diferenciacion geografica y genética de acuerdo al flujo genético o
magnitud de la tasa de migracion por generacion (m) y del tamafio efectivo poblacional
(Ne) (Figura 2). Teniendo que las poblaciones pueden ser completamente cerradas
cuando N.m es bajo. Es decir, cuando en poblaciones pequefias se presenta algin tipo
de barrera que no permite el flujo genético, estas poblaciones seran afectadas
principalmente por la deriva genética (proceso estocastico que cambia las frecuencias
alélicas en una poblacion) dando lugar a una diferenciacion genética entre las distintas

poblaciones (estructura genética). Por otra parte, las poblaciones pueden ser



completamente abiertas cuando en poblaciones grandes se presentan altos niveles de
flujo genético (Nem es alto) permitiendo que distintas regiones geograficas sean

genéticamente homogéneas (poblacion panmictica)
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Figura 2. Patrones de diferenciacion geografica y genética de acuerdo a la magnitud de la
tasa de migracion por generacion (m) y del tamafio efectivo poblacional (N.). Tomado de
Hellberg et al., 2002.

Ademés de las poblaciones cerradas y abiertas, existen tres escenarios
intermedios. Uno es el gradiente geografico, donde debido a que el tamano efectivo
poblacional es alto las poblaciones no se ven afectadas por la deriva genética, sin
embargo, las bajas tasas de migracidon permiten que la seleccion natural establezca un
gradiente genético a lo largo de un gradiente ambiental. Otro escenario intermedio son
los parches caoticos, en donde poblaciones pequefias presentan altas tasas de migracion
generando que la mayor diferenciacion genética se observe dentro de las poblaciones
(diferencias entre generaciones). Finalmente, el aislamiento por distancia es un
escenario intermedio donde las poblaciones pueden mostrar similitudes genéticas
graduales. En este caso, el flujo genético se da en funcion de la distancia geografica de
tal manera que las poblaciones mas lejanas son las mas diferenciadas genéticamente
(Figura 2).

A través de estos modelos se pueden desarrollar estrategias de conservacion

mediante la deteccion de areas de interés prioritario, teniendo que poblaciones aisladas



con baja diversidad y flujo genético (poblacion cerrada) podrian ser mas vulnerables a
cambios ambientales.

En el caso de organismos sésiles como los corales, el flujo larvario (planulas)
representa el principal medio a través del cual se da la conectividad demografica que
media el intercambio de organismos y de genes entre las poblaciones. Existen diversos
factores fisicos y bioldgicos que influyen en la dispersion larvaria como las
caracteristicas ambientales-locales del océano, la sincronizacion en la expulsion de
gametos y la capacidad de fases larvarias para sobrevivir y alcanzar sitios de
asentamiento. Si las condiciones son favorables para la dispersion de fases planctonicas,
los individuos de una regidon se mezclardn genéticamente con los de otras regiones,
formando una sola poblacion. Por el contrario, si las condiciones no son favorables e
impiden la dispersion, se pueden llegar a formar barreras que generaran las condiciones
apropiadas para el aislamiento reproductivo entre poblaciones y por lo tanto
diferenciacion genética (Harrison y Wallace, 1990; Gay y Andrews, 1994; Palumbi,
1997; Yu et al., 1999; Dai et al., 2000; Magalon ef al., 2005).

1.3.3. Biologia reproductiva de los corales hermatipicos

Debido a que en los corales el flujo larvario representa el principal medio a
través del cual se da la conectividad demografica, la biologia reproductiva de estos
organismos es un factor clave en el entendimiento de este proceso. Los corales
hermatipicos presentan diversos modos de reproduccion que pueden cambiar en
respuesta a cambios temporales en su ambiente. Estos organismos pueden reproducirse
sexual o asexualmente. Asexualmente se reproducen por gemacioén o fragmentacion, lo
cual representa un proceso selectivamente favorable para el desarrollo de nuevas
colonias en ambientes estables, ya que es rapido y presenta bajas tasas de mortalidad.
En este tipo de reproduccion el reclutamiento es local (Hughes et al., 1992; Fautin,
2002).

La reproduccion sexual involucra distintas etapas como: gametogénesis, desove,
fertilizacion, fecundacion, formacion de planulas y asentamiento larvario. Estas etapas
estan controladas por factores intrinsecos y extrinsecos (Medina-Rosas, 2000; Waller y
Tyler, 2005). La mayoria de las especies de coral presentan gonadas de ambos sexos

dentro del mismo pdlipo (hermafroditas), sin embargo, también existen especies que



presentan sexos separados (gonocoricas). Por otra parte, la fertilizacion puede realizarse
de manera interna (retencion de 6vulos que son fertilizados internamente) o de manera
externa (expulsion de gametos que son fertilizados en el mar). Varios dias después de la
fecundacion se forma una larva conocida como la planula, ésta puede dispersarse en el
plancton y posteriormente fijarse al sustrato marino para formar una colonia. La
dispersion de planulas representa una ventaja para el intercambio y flujo genético entre

las poblaciones (Harrison y Wallace, 1990; Richmond y Hunter, 1990; Carlon, 1999).



II. Antecedentes

I1.1. Pocillopora verrucosa
Pocillopora verrucosa es un coral hermatipico que se localiza principalmente en
las regiones coralinas del Océano Indico, Pacifico y Mar Rojo, en aguas someras no
muy expuestas, en un rango de temperatura de 22 a 32°C y a profundidades de 0 hasta
25 metros. Los polipos de este coral se encuentran inmersos entre calices de
protuberancias rugosas (verrucae) que forman grupos firmes y compactos. Estos polipos
forman pequenas colonias, de no mas de quince centimetros de tamafio, con finas ramas
que presentan varias divisiones menores, que le dan un aspecto arborescente y rugoso.
La coloracién de esta especie suele ser marrén o crema, aunque pueden llegar a
observarse algunos ejemplares morados o rosas (Figura 3) (Wilson, 1988; Veron, 2000).

La clasificacion taxonomica de este coral hermatipico es la siguiente:

Phylum: Cnidaria
Clase: Anthozoa
Orden: Scleractinia
Familia: Pocilloporidae

Género: Pocillopora

Especie: verrucosa

Figura 3. Coral hermatipico Pocillopora verrucosa (Fotos: Luis E. Calderon-Aguilera).

En el Golfo de California y en toda la costa americana occidental P. verrucosa
es una de las especies dominantes y es considerada uno de los principales constructores

de arrecifes (Wilson, 1988; Veron, 2000).
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Se ha podido observar que los modos reproductivos de Pocillopora varian segun
la posicion geografica. En el Pacifico central y occidental la mayoria de especies de
Pocillopora son organismos hermafroditas con desarrollo simultaneo de gametos
masculinos y femeninos y fecundacion interna. En el Mar Rojo y el Pacifico oriental se
ha observado que la fecundacion y el desarrollo larvario ocurren en la columna de agua.
Sin embargo, en algunos sitios del Pacifico central y oriental se ha reportado que el
modo reproductivo dominante de Pocillopora es asexual, ya que casi no se observa
produccion de planulas (Wilson, 1988; Glynn et al. 1991; Sier y Olive, 1994; Veron,
2000).

I1.2. Reproduccion y genética poblacional de Pocillopora spp.

Trabajos realizados sobre la biologia reproductiva de una especie de Pocillopora
en el Pacifico mexicano sugieren que posiblemente la reproduccion sexual de estos
organismos no sea exitosa en esta region, ya que no se ha podido observar la produccion
de planulas. Vizcaino-Ochoa (2003) analiz6 los modos reproductivos de tres especies de
corales en Bahia de Banderas, encontrando que P. damicornis es una especie
hermafrodita. Esta especie fue la primera en presentar formacion de gametos
(relacionada con el aumento de temperatura), pero fueron reabsorbidos posteriormente,
hecho al que atribuy¢ la ausencia de embriones y planulas. Rodriguez-Troncoso (2004)
encontrd que en el arrecife La Entrega en Oaxaca, P. damicornis no present6 indicios de
desarrollo gonadico y no hubo evidencias de reproduccion sexual, por lo cual sugiere
que en esa zona el modo reproductivo de esta especie es por fragmentacion. Chavez-
Romo (2004) menciona que P. damicornis se manifest6 como un organismo
hermafrodita con desarrollo simultdneo de gametos masculinos y femeninos en Bahia de
La Paz, B.C.S. Asimismo, menciona que se detectaron cuatro estadios de desarrollo
para ovocitos y espermatocitos, presentandose gametos maduros por un periodo de
cinco meses. A pesar de esto, en esta zona tampoco se observo la produccion de
planulas.

Se han realizado algunos estudios sobre la genética poblacional de especies del
género Pocillopora que muestran la existencia de una estructura poblacional en ciertos
arrecifes. Stoddart (1984) encontr6 diferenciaciéon genética entre 25 colonias de P.

damicornis en las costas del suroeste de Australia (separados por una distancia
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aproximadamente de hasta 400km) utilizando electrofloresis de aloenzimas. Este autor
sugirid que la diferenciacion observada entre las poblaciones de P. damicornis fue
resultado de un tamafio poblacional efectivo pequefio debido al reclutamiento local
ocasionado por reproduccion asexual. Asimismo, Benzie y colaboradores (1995)
encontraron diferencias genéticas significativas entre poblaciones de P. damicornis en
tres habitats en la Isla One Tree al sur de la Gran Barrera Arrecifal Australiana. Ellos
encontraron un alto grado de reproduccion sexual en las poblaciones de P. damicornis,
lo cual no concordaba con el modo dominante de reproduccion reportado para esta
especie en esa region. También, determinaron un flujo genético considerable atribuido a
las corrientes locales, sugiriendo que las diferencias genéticas son el resultado de la
seleccion natural en los diferentes ambientes dentro de estos sistemas arrecifales.

Por otra parte en la zona oriental de la Gran Barrera Arrecifal, Ayre y Hughes
(2004) encontraron que en las localidades mas aisladas, las colonias de cinco especies
de corales hermatipicos (P. damicornis, Acropora cuneata, A. valida, Seriatopora
hystrix 'y Styllophora pistillata) se encontraron genéticamente diferenciadas del resto.

Adjeroud y Tsuchiya (1999) encontraron diferencias genéticas significativas al
examinar la variacion en la composicion genética de seis poblaciones de P. damicornis
en cuatro islas separadas por aproximadamente 650 km en el Archipielago de Ryukyu al
sur de Japon. Asimismo, reportaron un flujo genético relativamente moderado de
acuerdo a las caracteristicas de las etapas larvarias y a los patrones de circulacion de la
region (corriente de Kuroshio y otras corrientes mas localizadas). A través de
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg infirieron que la reproduccion asexual
era el principal modo reproductivo en el mantenimiento y establecimiento de las
poblaciones.

Magalon y colaboradores (2005) encontraron que la variacién genética dentro de
siete poblaciones de P. meandrina reflejaron un déficit de heterocigosis (utilizando
cuatro loci microsatelitales) en poblaciones de Polinesia, en el Pacifico sur, separadas
por distancias entre 200 y 2000 km. Asimismo, encontraron que los patrones de
diferenciacion genética no correspondian a los patrones de corrientes oceanograficas de
las poblaciones muestreadas, teniendo una mayor diferenciacién a escala local que a

gran escala.
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Ridgway y colaboradores (2001) no encontraron diferencias significativas en las
frecuencias alélicas de P. verrucosa en seis arrecifes coralinos (separados por
aproximadamente 200 km) al sureste de Africa (a través de electroforesis de
aloenzimas), concluyendo que en esos arrecifes se mantienen altos niveles de dispersion
larvaria y reclutamiento a largas distancias evitando asi cualquier diferenciacion
geografica, por lo que los sistemas arrecifales de esta zona se pueden considerar como
una sola poblaciéon genéticamente homogénea (panmictica). A través de desviaciones
del equilibrio de Hardy-Weinberg infirieron que la reproduccioén sexual es el modo

reproductivo de mayor importancia para mantener estas poblaciones.

I1.3. Genética poblacional de especies coralinas en el Pacifico mexicano

En la actualidad s6lo existen tres trabajos sobre la conectividad demografica de
tres especies de corales hermatipicos en las comunidades arrecifales del Pacifico
mexicano. Saavedra-Sotelo (2007) encontré que Pavona gigantea presentd estructura
genética en cuatro comunidades arrecifales del Pacifico mexicano, la cual atribuy6 a
bajos niveles de conectividad demografica (utilizando marcadores de ADNn y ADNmt).
Asimismo, menciona que los niveles de flujo genético encontrados entre las localidades
fueron influenciados por la hidrodindmica variable del Pacifico tropical y nororiental, lo
que hizo poco evidente la relacion entre la estructura genética y los patrones de
circulacion oceénica.

Por otra parte, Chavez-Romo y colaboradores (2008) reportaron estructura
genética de Pocillopora damicornis en 6 comunidades arrecifales en el Pacifico
mexicano (utilizando cuatro sistemas enzimaticos). Estos autores mencionan que la
variacion genética fue similar a lo largo del Pacifico mexicano, presentandose un déficit
de heterocigotos en la mayoria de las poblaciones. Esto lo asociaron principalmente al
modo de reproduccion predominante (fragmentacion) y a los patrones de corrientes en
esta region.

Paz-Garcia (2009) encontré que la mayoria de las poblaciones del coral Porites
panamensis presentaron una deficiencia de heterocigotos en tres areas de desarrollo
coralino del Pacifico mexicano (utilizando cuatro sistemas enzimaticos). Asimismo,
observd una ligera estructuracion genética en las poblaciones que se encuentran dentro

del Golfo de California y una estructuracion de moderada a alta en las poblaciones que
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se encuentran en la entrada del Golfo de California y sur del Pacifico mexicano.
Finalmente, menciona que los patrones de circulacion oceanica pueden en gran medida
estar generando la composicion genética en grupos y la estructuracion genética

observada en las poblaciones de P. panamensis.
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I11. Justificacion

Como se menciond anteriormente, los arrecifes de coral son uno de los
ecosistemas con mayor diversidad en el mundo y son sistemas altamente productivos,
por esta razén tienen una gran importancia ecologica, tanto a escala local como
regional. Por otra parte, los arrecifes son sistemas importantes economicamente ya que
son el habitat de muchas especies de valor comercial, por lo cual, los arrecifes también
representan un recurso pesquero de gran valor econdmico. Sin embargo, en las tltimas
décadas, diversos factores antropogénicos y eventos climaticos naturales han
deteriorado considerablemente los arrecifes coralinos. La capacidad de adaptacion y
supervivencia de los corales ante cambios ambientales depende de diversos factores
tales como su reproduccion, tamafios poblacionales, niveles de conectividad y de
variabilidad genética.

El profundizar en estudios genéticos y conocer los niveles de diversidad genética
y el grado de conectividad demografica existente entre poblaciones es de gran
importancia para contribuir en el conocimiento de: 1) la historia evolutiva de los
corales, 2) la historia de vida de las especies, 3) las conexiones demograficas actuales e
historicas entre poblaciones coralinas, 4) los cambios genéticos debidos a presiones
ambientales y 5) la dindmica poblacional de los sistemas arrecifales. Con estos
conocimientos se podrd determinar la capacidad de tolerancia y plasticidad de las
especies coralinas a perturbaciones naturales y antropogénicas a las que se encuentran
sujetos actualmente, con el proposito de establecer estrategias de manejo adecuadas
para cada sistema arrecifal. No obstante, actualmente existen muy pocos trabajos sobre
los patrones de conectividad demografica entre las poblaciones coralinas, lo cual resulta
una limitante para poder conocer las condiciones de vulnerabilidad y susceptibilidad de
los corales hermatipicos ante cambios ambientales.

Dentro de los corales hermatipicos, Pocillopora verrucosa es una de las especies
dominantes y se considera uno de los principales constructores de arrecifes en las costas
del Pacifico mexicano. Por esta razon, el conocer los niveles de diversidad y flujo
genético de especies clave como P. verrucosa representa un elemento basico para
entender los patrones de conectividad demografica de los corales en la region y para

poder predecir la vulnerabilidad de los sistemas arrecifales ante cambios ambientales.
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Este trabajo se enmarca dentro del proyecto “Vulnerabilidad de los arrecifes
coralinos de las costas mexicanas por efecto del cambio global y posibles consecuencias
socioambientales” (Fondo Sectorial CONACYT —-SEMARNAT-INE Ref. 023390),
cuyo objetivo general es estimar los posibles efectos que tendrian el incremento en la
temperatura superficial del mar y de la presion parcial atmosférica de bidxido de
carbono sobre los arrecifes coralinos de las costas mexicanas del Pacifico, como
consecuencia del cambio global. Bésicamente trata de identificar los factores fisico,
bioldgicos y sociales que determinan la vulnerabilidad de los arrecifes coralinos, asi
como las consecuencias socioambientales que tendria la degradacion de estos

ecosistemas (SEMARNAT-CONACYT, 2006).
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IV. Hipotesis

La hipdtesis nula de esta investigacion es que el coral hermatipico Pocillopora
verrucosa forma una poblacion homogénea genéticamente (poblacion panmictica) a lo

largo del Pacifico mexicano.
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V. Objetivos

V.1. Objetivo general

Estimar los niveles de diversidad y de flujo genético del coral hermatipico Pocillopora

verrucosa en el Pacifico mexicano.

V.2. Objetivos especificos

1) Evaluar el grado de polimorfismo de tres loci en P. verrucosa.

2) Estimar la diversidad genética de P. verrucosa en las localidades de estudio.

3) Cuantificar la estructura poblacional que presenta esta especie en el Pacifico

mexicano.

4) Estimar los niveles y la direccion del flujo genético de estos organismos en

el Pacifico mexicano.

5) Evaluar los patrones filogenéticos y filogeograficos.

6) Evaluar la demografia historica que presenta P. verrucosa en el Pacifico

mexicano.
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VI. Metodologia

VL1. Area de estudio

Para realizar la presente investigacion se utilizaron muestras provenientes de
ocho sistemas arrecifales localizados en la costa del Pacifico Mexicano (Figura 4). Esta
zona del Pacifico presenta una hidrodindmica que esta fuertemente influenciada por la
topografia del continente, teniendo corrientes débiles como la del Este de México
(CEM) que va del norte de Oaxaca hasta la boca del Golfo de California y la Corriente
de Costa Rica (CCR) proveniente del domo de Costa Rica con direccion Sur-Norte. Por
otra parte, esta zona también es influenciada por la Corriente de California (CC)
proveniente de Alaska, y por el giro anticiclonico o cuenca de Tehuantepec (CT).
Asimismo, existen diferencias estacionales en la circulacion de las aguas en la entrada

del Golfo de California (Figura 4) (Alvarez-Borrego, 2002; Kessler, 2006).

VI.2. Colecta de muestras

Se colectaron muestras de 30 colonias (separadas por 3 a 5 metros como minimo
entre cada una de ellas) de Pocillopora verrucosa de las ocho localidades (Figura 4).
Por medio de buceo SCUBA, con ayuda de un cincel y un martillo se obtuvieron
aproximadamente 5 cm’ de tejido coralino en cada colonia. Los tejidos se preservaron
colocandolos en frascos de pléstico individuales a temperatura ambiente con una
solucion salina (DMSO al 20%, NaCl saturado y EDTA 250 mM pH 8), para ser
transportados al laboratorio de Ecologia Molecular del Departamento de Oceanografia

Biologica del Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada.

VI1.3. Analisis genéticos

V1.3.1. Extraccion de ADN

Para realizar la extraccion y purificacion de ADN se utilizoé el protocolo de
bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB, Doyle y Doyle, 1987), colocando en tubos de
microcentrifuga 300 pl de amortiguador de extraccion CTAB, 5 ul de proteinasa K (10

ug/ml) y aproximadamente 100 mg de tejido del coral (extrayendo con una aguja de
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diseccion y una navaja el tejido de los coralites). Una vez purificado el ADN, el

botén/precipitado formado se resuspendié en 100 pl de TE pH 8.0 (frio).

Golfo de
México

20° s .
México

7
) CT N
Oceano -~
Pacifico ~—

Figura 4. Localidades de muestreo: (LOR) Loreto, (LPA) La Paz y (CPU) Cabo Pulmo,
Baja California Sur; (IIS) Isla Isabel, (IMA) Islas Marias e (IMR) Islas Marietas,
Nayarit; (IXT) Ixtapa Zihuatanejo, Guerrero; (BHU) Bahias de Huatulco, Qaxaca.
Patrones generales de corrientes superficiales del Pacifico mexicano: (CC) Corriente de
California, (CT) Corriente o giro de Tehuantepec, (CEM) Corriente del Este de México,
(CCR) Corriente de Costa Rica, ( =) circulacion en invierno y ( ---%) circulaciéon en
verano en la entrada del Golfo de California (Alvarez-Borrego, 2002; Kessler, 2006).

CCR

La presencia e integridad de ADN se verificaron mediante geles al 1.5% de
agarosa con bromuro de etidio (0.5ug/ul) y soluciéon amortiguadora Tris-Borato-EDTA
(TBE) 0.5X, utilizando TBE 0.5X como amortiguador de corrimiento. Los geles se
corrieron a 100 volts durante 45 min y posteriormente se observaron en un
trasiluminador (marca UVP). Para evitar la degradacion del ADN extraido, éste se

mantuvo a -20°C.
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V1.3.2. Amplificacion

Para cumplir con los objetivos propuestos en esta investigacion, se probo la
amplificacion de los siguientes loci: (A) la regiéon que comprende a los genes ITSI-
5.8S-ITS2 del ADN ribosomal, (B) un intron del ADNmt que se encuentra entre los
genes NADS y NADI, y (C) una parte de la region del intrén y exéon de un gen nuclear
B—tubulina (Tabla I). Las amplificaciones se realizaron por medio de una reaccidén en

cadena de la polimerasa (PCR) utilizando un termociclador Bio-RAD (DNA Engine®).

Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar los loci del ITS1-5.8S-ITS2 (A), del intron
Nad5 (B) y del intrén y exon de pB-tubulina (C) de Pocillopora verrucosa.

Cebadores Secuencia de los oligos (5" — 3°) Tamaiio del Referencia
fragmento
(pb)
ITS3 Sentido GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC
N ITS?2 Antisentidlo GCTGCGTTCTTCATCGATGC 000 White ef al.,
ITS5 Sentido GAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 1000 1990
ITS4 Antisentidlo TCCTCCGCTTATTGATATGC
NADS5 316F  Sentido GGGGAYCCTCATRTKCCTCG 950 Zotllllceggi)%n
NADI 445R  Antisentidlo ~ARCCCAATCGAAACYTCATAACT ' '
BetaTub F Sentido GCATGGGAACGCTCCTTATTT 600 Fukami et al.,
BetaTubR  Antisentido ACATCTGTTGAGTGAGTTCTG 2004,

Cada reaccion de PCR (25 pl de volumen final) incluy6 9 pul de dNTPs (0.5mM
cada uno), 2.5 ul de 10X PCR buffer (Tris HCl 100 mM, KCI 500 mM y MgCl2 15y 20

mM), 1 pl de cada oligo (10 uM), 0.2 pl de tag DNApol (5U/ ul) y 2 pl de ADN
genomico diluido a 1:10 6 1:100 con TE. Los perfiles de termociclado utilizados fueron
los siguientes. Para la region ITS1-5.8S-ITS2: 1 x 94°C (1 min), 35 x [1 min a 94°C, 1
min a 55°C, 2 min a 72°C], 1 x [1 min a 94°C, 1 min a 55°C, 10 min a 72°C] y 1 x 72°C
(5 min). Para el intrén Nad5: 1 x 95°C (2 min), 35 x [30 seg a 95°C, 45 seg a 55°C, 1
min a 72°C] y 1 x 72°C (10 min). Para el locus B-tubulina: 1 x 94°C (2 min), 30 x [45
seg a 94°C, 45 seg a45°C, 1.5 min a 72°C] y 1 x 72°C (5 min).

Para verificar la cantidad y calidad de producto de PCR se corrieron geles al
1.5% de agarosa con bromuro de etidio (0.5png/pl) incluyendo en uno de los carriles una

escalera de alto peso molecular para corroborar el tamafio de los productos de PCR. Los
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geles se corrieron a 100 volts durante 45 min y posteriormente se observaron en un
trasiluminador.

V1.3.3. Purificacion y secuenciacion

De los tres loci empleados en este estudio, sdlo la segunda region interna
transcrita del ADN ribosomal (ITS2) y el intrén Nad5 del ADNmt fueron
genotipificados debido a su mayor porcentaje de éxito en las amplificaciones. Los
productos de PCR se purificaron siguiendo el protocolo de exoSAP-IT®. Este producto
contiene dos enzimas hidroliticas: la exonucleasa y la fosfatasa alcalina de camaron. La
primer enzima rompe los enlaces fosfodiéster del ADN de una sola hebra. La segunda
enzima elimina los grupos fosfato de los ANTP’s. La proporcion empleada fue de 1 pl
de exoSAP-IT por cada 2.5 ul de producto de PCR. Las reacciones se incubaron a 37°C
por 15 min, y posteriormente a 80°C por 15 min para desactivar las enzimas.

Una vez purificado el producto de PCR se realizaron reacciones de
secuenciacion para una sola de las hebras, utilizando los cebadores /753 y NAD1 445R.
Las reacciones con un volumen final de 12ul contenian: 4ul de producto purificado, 3ul
de cebador 1 pM, 2.0ul de BigDye™ v3.1 y 3.5 pul de agua destilada estéril. Estas
reacciones se sometieron al siguiente perfil de termociclado: 1 x 94°C (1 min), 25 x [10
seg a 94°C, 10 seg a 50°C, 4 min a 60°C]. Los productos fueron secuenciados

automaticamente con un secuenciador ABI 377 (Applied Biosystems Inc, California).

V1.4. Analisis de datos

V1.4.1. Edicion y alineamiento de secuencias

Se editaron las secuencias nucleotidicas de cada hebra de ADN utilizando el
programa Codon Code Aligner v 2.0.6. Una vez editadas, las secuencias se alinearon
(Clustal W) y se identificaron los sitios conservados, variables e informativos con el

programa MEGA v 4.0.

V1.4.2. Estimacion de la diversidad genética

Se obtuvo una lista de haplotipos totales y por localidad utilizando el programa
Dna SP v 4.0 (Rozas et al., 2003). La diversidad haplotipica y nucleotidica se calculod
para cada localidad, utilizando el programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al. 2006). Para
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evaluar la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar sean diferentes, se estimo

el indice de diversidad haplotipica (ecuacion 1) (Nei, 1987).

K
" 2
&—H_I(Z.Pa) M

i=

Donde / es la diversidad haplotipica, n es el tamafio de muestra, £ es el numero de
haplotipos encontrados y pi es la frecuencia del i-ésimo haplotipo de la muestra.

Para estimar la probabilidad de que dos nucle6tidos homologos tomados al azar

sean diferentes se utilizé6 el indice de diversidad nucleotidica (ecuacion 2) (Nei, 1987).
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Donde 7 es la diversidad nucleotidica, p es la frecuencia de cada uno de los nucledtidos,
d es la distancia genética entre nucledtidos, i y j son comparados y L es el numero de
nucledtidos (longitud de la secuencia).

V1.4.3. Estimacion de la estructura genética

Para estimar el nivel de estructura genética se realizd un Analisis de Variancia
Molecular (AMOVA) probando la hipotesis nula de panmixia (ausencia de estructura
genética). Para esto se utilizd el indice de fijacion (Fst, Wright, 1951) y el parametro
®gr, ambos cuantifican la pérdida de diversidad debido a la ausencia de apareamiento al
azar en la poblacion en su conjunto, sélo que el dgr incorpora las distancias euclidianas
interhaplotipicas como componente de varianza. Para obtener la matriz de distancias
interhaplotipicas se calculd el mejor modelo evolutivo con el programa Model test v 3.7
(Posada y Crandall, 1998) y posteriormente se obtuvo la matriz con el programa PAUP
4b10 (Swofford, 1998). El Fst y ®st pueden tomar valores de 0 a 1, teniendo que un
valor de 0 indica que las frecuencias alélicas son idénticas entre muestras. Valores
estadisticamente diferentes de 0 sugieren la presencia de subdivision poblacional y el
valor de 1 indica que cada muestra se ha fijado a una variante alélica distinta. Para
calcular la significancia de estos valores se utilizd el método no paramétrico de

permutaciones utilizando el programa Arlequin v3.1 (Excoffier ef al. 2006).
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Se realizaron comparaciones pareadas de los valores de ®gr para estimar las
diferencias entre las distintas localidades arrecifales del Pacifico mexicano. Para reducir
la posibilidad de cometer errores del tipo I se realizd la correccion secuencial de

Bonferroni (Rice, 1989).

V1.4.4. Flujo genético

El numero de migrantes efectivos por generacion (flujo genético Nm) entre las

localidades se estim6 a partir de la formula descrita por Nei (1987)

Donde Nm es el numero efectivo de migrantes entre poblaciones por generacion. En
lugar del Fsr, se utilizaron los valores de @sr.

Asimismo, con el programa Migrate v 2.0 (Beerli, 2004) se estimaron los valores
de Nm y Ne (tamafio efectivo poblacional) utilizando verosimilitud maxima mediante
simulaciones de Cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC), para las cuales se
utilizaron las secuencias de cada localidad. Con este método se estiman las tasas de
migracion asimétrica entre poblaciones utilizando la teoria de coalescencia,
considerando las mutaciones histéricas, genealogia y los distintos tamafios de las
subpoblaciones. Para el andlisis de MCMC se utilizé una serie de 10 cadenas cortas (5,
000 arboles calculados) y 3 cadenas largas (50, 000 arboles calculados), los 10, 000
primeros arboles fueron ignorados. Se realizaron 12 simulaciones para evaluar la

consistencia de los resultados.

V1.4.5. Aislamiento por distancia

Utilizando el programa Isolation by Distance IBD 1.52 (Bohonak, 2002) se
calcularon los valores pareados del indice de fijacion (Fst) entre localidades y se
correlacionaron con las distancias geograficas entre localidades, para poder determinar
si la distancia geografica juega un papel determinante en el aislamiento reproductivo

entre poblaciones.
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V1.4.6. Relaciones filogenéticas entre haplotipos

Para evaluar las relaciones filogenéticas entre los haplotipos encontrados en el
locus del ADNr y en los del ADNmt, se construyeron arboles filogenéticos aplicando el
método de distancia Neighbor Joining utilizando el programa MEGA v 4.0 (Kumar et
al., 2004). Se implementaron 1000 replicas de bootstraping no paramétrico para evaluar
la solidez de la topologia.

Para calcular las matrices de distancia de los analisis filogenéticos se calculo,
mediante verosimilutud méxima, el mejor modelo evolutivo de un total de 56 modelos
con el programa Model test v 3.7 (Posada y Crandall, 1998). Posteriormente, se calculo
la matriz de distancias interhaplotipicas del modelo con el mejor ajuste con el programa
PAUP 4bl10 (Swofford, 1998). Para enraizar el arbol se utilizaron secuencias de
especies congenéricas.

Para el caso del locus del ADNr, también se realizé un arbol mediante el método
de méaxima parsimonia, para el cual se calculo un arbol consenso de todos los arboles de

mayor parsimonia con el programa PAUP v 4.0 (Swofford, 1998).

V1.4.7. Demografia historica

Con base en las distancias génicas entre los individuos y suponiendo cierta tasa
evolutiva se pueden inferir aspectos de la historia demografica de las poblaciones, a
través de estimados provisionales de tiempo absoluto de coancestria (tiempo en que dos
secuencias convergen en la secuencia que les dio origen). A partir de estos estimados se
pueden formar histogramas de frecuencia de la distribuciéon de diferencias
interhaplotipicas entre pares de haplotipos (distribuciones de mismatch) (Slatkin y
Hudson, 1991). Este andlisis permite detectar el efecto genético de eventos de
colonizacién o cuello de botella ocurridos en el pasado, lo cual es posible porque los
eventos de crecimiento y disminucién del tamafio poblacional dejan sefiales en la
distribucion de distancias que se ven reflejadas en la forma de la distribucion (Rogers y
Harpending, 1992; Rogers, 1995). De manera general, las poblaciones que han
permanecido en equilibrio demografico estable por mucho tiempo presentan
distribuciones de mismatch multimodales y disparejas, mientras que aquellas que han
sufrido expansiones repentinas o cuellos de botella presentan distribuciones suaves y

unimodales (Harpending, 1994).
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Para este trabajo se realizdo un andlisis de distribucion de mismatch con el
proposito de conocer aspectos sobre la demografia historica de las poblaciones de P.
verrucosa del Pacifico mexicano. Para este andlisis, se construyd la distribucion de
diferencias interhaplotipicas para cada localidad y se calcularon los parametros del
modelo de expansion repentina de Rogers y Harpending (1992), partiendo de la
hipotesis nula de la existencia de un evento de expansion. Para esto se utilizd el
programa Arlequin v3.1 (Excoffier ef al., 2006), con el que también se probo la bondad

de ajuste del modelo utilizando el método de minimos cuadrados.
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VII. Resultados

VII.1. Muestreo

Se obtuvieron un total de 304 muestras de colonias de Pocillopora verrucosa
provenientes de las ocho localidades muestreadas en el Pacifico mexicano (Tabla II). En
las Islas Marias fue donde se obtuvo el menor tamafio de muestra (n=19), mientras que
en Bahias de Huatulco el mayor (n=62). El tamafio de muestra (n) obtenido por
localidad estuvo determinado principalmente por las condiciones y limitaciones durante
el muestreo. La extension de las comunidades coralinas no fue un factor que influyera
en el n obtenido, ya que de acuerdo a registros de las caracteristicas de los arrecifes del
Pacifico mexicano, Cabo Pulmo es la localidad que presenta la mayor extension
mientras que Loreto la menor, lo cual no concuerda con el n obtenido en este trabajo
(Reyes-Bonilla et al., 2005; Calderon-Aguilera ef al., 2009).

Es importante destacar que en Bahias de Huatulco, Ixtapa Zihuatanejo, Isla
Isabel y Cabo Pulmo se realizé la colecta de especimenes en tres sitios separados por
una distancia de 2 a 6 km aproximadamente, lo cual es un factor que disminuye la

probabilidad de obtener clones de una misma colonia.

Tabla I1. Tamaiio de muestra (n) y fechas de colecta de Pocillopora verrucosa en el Pacifico
mexicano.

I.ocalida n Fecha de Coordena No.
colecta de
sitios
(LOR)* Loreto, B.C.S 41 Abril 2009 25°57'47"N 111°20'41"0 2
(LPA)* LaPaz, B.C.S. 38  Noviembre 2008 ~ 24°2020"N  110°18'39"0 1
(CPU)* Cabo Pulmo, B. C.S. 37  Noviembre 2008  23°2422'N  109°24'54"0 3
(IIS)*  Isla Isabel, Nayarit 36 Junio 2008 21°5028"N  105°52'58"0 3
(IMA)* Islas Marias, Nayarit 19 Julio 2008 21°38'55"N  106°27'39"0 1
(IMR)* Islas Marietas, Nayarit 21 Julio 2008 20°41'39"N 105°35'34"0 1
(IXT)* Ixtapa , Guerrero 50 Abril 2009 17°36'80"N  101°31'530 3
(BHU)* Huatulco, Oaxaca 62  Diciembre 2008 15°44'43"N 96° 7'35"0 3
Total 304

* Estas siglas se utilizan para referirse a las localidades en el resto de las tablas y figuras.
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VII.2. Extraccion de ADN y genotipificacion

Del total de las muestras recolectadas (304) se logro extraer y purificar ADN del
97% de ellas. En cinco de las ocho localidades se efectud con éxito el 100% de las
extracciones (La Paz, Cabo Pulmo, Isla Isabel, Islas Marias e Islas Marietas) y
unicamente en tres localidades (Loreto, Ixtapa y Bahias de Huatulco) no se obtuvo el
suficiente tejido para realizar la extraccion de ADN de todas las muestras (Tabla III).

El éxito en la amplificacion de los tres loci empleados en este estudio fue
variable (Tabla III). Se obtuvo un gran porcentaje de éxito en la amplificacion de la
region ITS1-5.8S-1TS2 en casi todas las localidades (70%). Sin embargo, debido al gran
tamafio del fragmento (mas de 1000 pb), se observé una pérdida de casi 200 pb en cada
uno de los extremos de los ITS de las secuencias obtenidas. Por esta razon, se
amplificaron por separado las regiones del ITSI y del ITS2. Se observo que el ITSI
presentaba multiples bandas por organismo, un menor porcentaje de amplificacion en
comparacion con el ITS2 y la presencia de varios microsatélites (resultados no
presentados). Por estas razones se optd por enfocar los esfuerzos en la region del ITS2,

para el cual se presentan los resultados.

Tabla I1I. Numero de extracciones y amplificaciones para cada locus por localidad.

No. de Amplificaciones exitosas por locus
Localidad n extracciones ITS2 Nad5 B - Tub
LOR 41 39 30 2 -
LPA 38 38 38 7 9
CPU 37 37 37 32 27
IS 36 36 36 26 25
IMA 19 19 19 9 8
IMR 21 21 21 10 7
IXT 50 46 39 5 8
BHU 62 59 - 2 -
Total 304 295 220 93 84

La region del ITS2 fue la que presentd el mayor éxito de amplificacion (75%).
Cabe mencionar que el éxito de amplificacion de este locus por localidad fue alto, ya
que en la mayoria de las localidades se obtuvo el 100% de las amplificaciones (La Paz,

Cabo Pulmo, Isla Isabel, Islas Marias e Islas Marietas) y solo en dos localidades un
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porcentaje menor (Ixtapa, 84% y Loreto, 76%). Sin embargo, a pesar del considerable
esfuerzo realizado con distintas metodologias, no se logré amplificar ninguna muestra
de Bahias de Huatulco para este gen. El locus B-Tub fue el que presentd el menor éxito
de amplificacion de los tres loci (29%). En Loreto y en Bahias de Huatulco no se obtuvo
ninguna amplificacion con este gen.

Debido al bajo porcentaje de organismos amplificados con el locus B-Tub estas
muestras no se secuenciaron. Con el ITS2 se obtuvieron satisfactoriamente la mayoria de
las secuencias (90%), sin embargo, para el intrébn Nad5 se presentaron varias
inconsistencias obteniendo unicamente el 28% de éxito (Tabla IV). El éxito de
secuenciacion del locus Nad5 fue bajo debido principalmente a que en varios
organismos se amplifico y secuencio el ADN de los simbiontes, lo cual se corrobor6 al
realizar el BLAST de las secuencias que no pudieron ser alineadas con el resto de las
secuencias Nad5 de P. verrucosa. Asimismo, se observo la presencia de multiples
bandas por organismo, lo que indica que hay mas de un haplotipo por colonia coralina,

sin embargo, por razones de tiempo estos organismos no fueron analizados.

Tabla IV. Numero de secuencias obtenidas para el intron Nad5, para el ITS2 y porcentaje
de productos de PCRs secuenciados por localidad (%opcs).

Locus
Localidad

ITS2 %orcs Nad5  %pcs

LOR 24 80 - 0

LPA 35 92 - 0

CPU 33 89 - 0

1IS 31 86 15 57

IMA 16 84 2 22

IMR 20 95 3 30

IXT 38 97 4 80
BHU - - 2 100

Total 197 90 26 28

Después de limpiar, alinear y eliminar las bases de los extremos de las
secuencias consenso, se obtuvieron alineamientos multiples con una longitud de 437
bases para el ITS2 y de 433 bases para el Nad5 (Tabla V). El ITS2 presentd 16 sitios
variables de los cuales el 59% fueron transiciones y el 41% transversiones. Asimismo,

en las secuencias del ITS2 se presentd una region de repeticiones tetranucleotidicas y



29

dos sitios de insercion o borrado (indels) (Apéndice 1). Para el Nad5 se encontraron 3
sitios variables de los cuales dos fueron transversiones y una transicion. Para este locus

se presento un sitio con insercidon o borrado.

Tabla V. Sitios variables, conservados e informativos para parsimonia en las secuencias de
los loci ITS2 y Nad5.

Locus Longitud de Sitios Sitios Sitios

alineamiento conservados variables informativos
ITS2 437 401 16 16
nad5 433 430 3 1

VIL.3. Identificacion y distribucion de haplotipos

VI1.3.1. ADN ribosomal (ITS2)

A partir de las 197 secuencias individuales obtenidas para el ITS2 se
encontraron un total de 35 constituciones genéticas o haplotipos (H), de los cuales el
60% fueron haplotipos privados (IT-15-IT-35), es decir haplotipos que sélo se
presentaron en una localidad (Tabla VI). El nimero de haplotipos encontrados por
localidad fue variable, teniendo que Ixtapa (donde se obtuvo el mayor tamafio de
muestra) presentd el mayor numero de haplotipos (H=15), donde el 53% fueron
privados. En Islas Marias fue donde se encontraron menos haplotipos (4) con un 25% de
privados, siendo esta localidad la que present6 el menor tamano de muestra (n=16)
(Tabla VI y Figura 4).

Por otra parte, al comparar el nimero de haplotipos compartidos entre pares de
localidades, se encontr6 que Loreto (H=11) y Cabo Pulmo (H=12) fueron las
localidades que compartieron el mayor nimero (7). Cabe mencionar que Loreto
present6 el menor porcentaje de haplotipos privados (9%).

De los 35 haplotipos, el IT-3 fue el que presentd la mayor frecuencia relativa
(0.51) y fue el tnico haplotipo que se encontrd en todas las localidades con una alta
frecuencia (0.41 a 0.68). Los haplotipos IT-7 e IT-8 (frecuencia relativa= 0.07 y 0.08
respectivamente) se presentaron en casi todas las localidades, sin embargo estuvieron

ausentes en dos de las localidades centrales. Los haplotipos compartidos mas raros
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fueron el 1T-2, IT-9, IT-10, IT-12 e IT-14 (frecuencia relativa=0.010), los cuales se

encontraron en localidades distintas en un organismo por localidad (Tabla VI).

Tabla VI. Frecuencias relativas de los haplotipos del ITS2 de Pocillopora verrucosa.

Localidades Frecuencia
Haplotipo [ OR LPA CPU IS IMA IMR IXT relativa
n=24 n=35 n=33 n=31 n=16 n=20 n=38 global
IT-1 0.083 0.091 0.063 0.030
IT-2 0.042 0.030 0.010
IT-3 0417 0.514 0.455 0.613 0.688 0.550 0474 0.518
1T-4 0.042 0.161 0.026 0.036
IT-5 0.125 0.050 0.020
IT-6 0.083 0.030 0.097 0.030
IT-7 0.042 0.171 0.121 0.050 0.053 0.071
IT-8 0.042 0.114 0.061 0.188 0.200 0.053 0.081
1T-9 0.042 0.030 0.010
IT-10 0.042 0.029 0.010
IT-11 0.057 0.030 0.026 0.020
1T-12 0.029 0.026 0.010
IT-13 0.030 0.079 0.020
1T-14 0.032 0.050 0.010
IT-15% 0.042 0.005
IT-16* 0.029 0.005
IT-17* 0.029 0.005
IT-18* 0.029 0.005
1T-19* 0.061 0.010
I1T-20%* 0.030 0.005
IT-21* 0.030 0.005
1T-22%* 0.032 0.005
1T-23* 0.032 0.005
1T-24* 0.032 0.005
IT-25*% 0.063 0.005
IT-26* 0.050 0.005
IT-27* 0.050 0.005
IT-28* 0.053 0.010
1T-29* 0.026 0.005
IT-30* 0.053 0.010
IT-31* 0.026 0.005
1T-32* 0.026 0.005
1T-33* 0.026 0.005
1T-34* 0.026 0.005
IT-35* 0.026 0.005
% haplotipos 9 33 25 43 25 29 53 60
privados

* Haplotipos privados.
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Figura 5. Graficas circulares de la frecuencia relativa de haplotipos compartidos (colores) y privados (blanco) por localidad
(H = nimero de haplotipos).
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VI1.3.2. ADN mitocondrial (intron Nad5)

A pesar de que el nimero de secuencias obtenidas con el intron nad5 no son
suficientes para hacer una comparacion entre localidades, se obtuvo el ntimero de haplotipos
totales y por localidad para evaluar el nivel y patréon de polimorfismo de las secuencias del
ADNmt. Se encontraron 5 haplotipos, de los cuales s6lo uno fue compartido (NAD-1),
mismo que presento la mayor frecuencia (0.81) y se encontr6 en todas las localidades (Tabla
VII). Los dos organismos secuenciados en Islas Marias y los dos de Bahias de Huatulco
presentaron el haplotipo mas abundante (NAD-1).

Por otra parte, Isla Isabel fue la localidad que present6é el mayor nimero de
haplotipos (3), sin embargo, esto puede ser el resultado de que es la localidad con mayor

numero de secuencias.

Tabla VII. Frecuencias relativas de los haplotipos del intréon Nad5 de Pocillopora verrucosa'y
sus frecuencias relativas por localidad.

Localidades Frecuencia

1IS IMA IMR IXT BHU relativa
n=15 n=2 n=3 n=4 n=2 global
NAD-1 0.867 1 0.33 0.75 1 0.81
NAD-2 0.067 0.04
NAD-3 0.067 0.04
NAD-4 0.67 0.08
NAD-5 0.25 0.04
% H privados 67 - 50 50 - 80

Debido al limitado nimero de secuencias obtenidas por localidad para el intrén
Nad5, los analisis cuantitativos que se presentan a continuacion se basan tinicamente en el

locus ITS2.

VII.4. Diversidad genética

Los valores de diversidad haplotipica fueron relativamente altos en todas las
localidades, variando entre 0.51 (Islas Marias) y 0.81 (Loreto) (Tabla VIII). De manera
general, los valores mas altos se encontraron en las localidades de Baja California Sur (Cabo
Pulmo, Loreto y La Paz), mientras que en el complejo de islas (Islas Marias, Isla Isabel e
Islas Marietas) se encontraron los valores mas bajos. Cabe mencionar que Islas Marias fue la
localidad que present6 la menor diversidad tanto haplotipica como en numero de haplotipos,

y fue la de menor tamafio de muestra.
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Por otra parte, se puede observar que se obtuvieron valores bajos de diversidad
nucleotidica en todas las localidades, lo cual indica que existe una diferenciacion
nucleotidica muy pequefia entre los haplotipos encontrados. Al igual que en la diversidad
haplotipica, la menor diversidad nucleotidica se presentd en Islas Marias (0.003). El valor
mas alto se observd en Ixtapa (0.016) a pesar de que esta localidad no fue la de mayor

diversidad haplotipica.

Tabla VIII. Nimero de haplotipos por localidad (H), indice de diversidad haplotipica (k) y
nucleotidica () para el locus ITS2 de Pocillopora verrucosa en el Pacifico mexicano.

ITS2
Localidad . I h -
LOR 24 11 0.819 +0.073 0.008 +0.005
LPA 35 9 0.706 + 0.073 0.010 +0.005
CPU 33 12 0.780 + 0.069 0.011 +£0.006
IS 31 7 0.604 + 0.092 0.006 + 0.004
IMA 16 4 0.517+0.132 0.003 = 0.002
IMR 20 7 0.679 £ 0.102 0.009 £ 0.005
IXT 38 15 0.772 + 0.071 0.016 +0.008
Total y promedios 197 0.697 0.009

ng = numero de especimenes secuenciados por localidad.

VILS. Estructura genética

El valor del indice de fijacion, obtenido a partir del Analisis de Varianza Molecular
para la hipotesis nula de panmixia entre todas las muestras, fue pequefio pero significativo
(®s7=0.02, p=0.04). El nivel de significancia refleja la existencia de una estructura genética
entre las localidades, a pesar de que s6lo el 2.1% de la varianza ocurri6 entre las localidades.

Para definir el grado de diferenciacion entre cada una de las localidades se realizaron
comparaciones pareadas entre localidades, los valores de ®@gst que se obtuvieron oscilan entre
-0.0001 (Isla Isabel-Islas Marias) y 0.073 (La Paz-Isla Isabel). Si bien cuatro pares de
localidades resultaron en valores de @gr significativos para las pruebas individuales, después
de la correccion de Bonferroni no se encontr6 ninguna diferencia significativa de las pruebas
pareadas, lo cual indica que la diferenciacion interdémica fue insuficiente para mantener la

significancia después de la correccion por pruebas multiples (Tabla X).
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Tabla IX. Porcentajes de variacion de los componentes de variancia e indice de fijacion (®gr)
obtenidos con el AMOVA .

Fuente de Grados Suma de Componentes Porcentaje
variacion de cuadrados dela de
libertad varianza variacion
Entre poblaciones 6 20.18 0.05 2.1
Dentro de poblaciones 190 400.48 2.11 97.9
Total 196 420.665 2.15298

Indice de fijacion ®g; = 0.02098 (p =0.047)

Tabla X. Valores de ®g7 de las comparaciones pareadas entre localidades (bajo la diagonal) y
sus valores de p (sobre la diagonal).

Esﬁ\ LOR LPA CPU IS IMA IMR IXT
LOR 0.197 0.588 0.064 0.070 0.436 0.146
LPA 0.0151 0.579 0.011" 0.058 0.187 0.389
CPU  -0.0109 -0.0108 0.032"8 0.046 ™S 0.251 0.561
IS 0.0429 0.0734 0.0499 0.370 0.359 0.037™8
IMA  0.0549 0.0720 0.0634 -0.0001 0.722 0.091
IMR  -0.0037 0.0168 0.0089 0.0011 -0.0162 0.281
IXT 0.0211 -0.0014 -0.0084 0.0509 0.0527 0.0064

(NS) valores de p no significativos después de la correccion secuencial de Bonferroni.

Debido a que en las secuencias se encontr6 una region de repeticiones
tetranucleotidicas (microsatélite compuesto: sitios 151-171), se realizd por separado un
analisis de esta region. A partir del numero de repeticiones se identificaron siete alelos que
se codificaron cualitativamente. La diferencia en sus frecuencias produjo un valor de Fsr de
0.03 (p = 0.02) con 3.4% de varianza entre las localidades. Sin embargo, al realizar las
comparaciones pareadas tampoco se encontraron diferencias significativas entre las
localidades después de la correccion de Bonferroni (Apéndice 2).

Es importante mencionar que al analizar las secuencias del ITS2 sin la region del
microsatélite, se obtuvo un ®sr de 0.007 no significativamente distinto de cero (p=0.19)
(Apéndice 3). Esto indica que la sefial de diferenciacion genética entre las secuencias
estudiadas se encuentra principalmente en la region de las repeticiones tetranucleotidicas y

no en el polimorfismo de sustituciones.
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VIL.6. Flujo genético

A partir de los @gr pareados de las secuencias completas se estimd el nimero de
migrantes efectivos por generacion (Nm) (Tabla XI). Se presentaron siete valores que
correspondieron a un numero infinito de migrantes efectivos, lo cual refleja el maximo nivel
de flujo genético entre las localidades y es el resultado de un ®gr igual a cero. Cuatro de
estos valores maximos se presentaron entre localidades cercanas geograficamente (menos de
350km). Sin embargo, tres valores se presentaron entre localidades que tienen mas de 1,
000km de distancia entre ellas. Los valores mas bajos se mostraron entre La Paz con Isla

Isabel e Islas Marias (Nm=6).

Tabla XI. Valores del nimero de migrantes efectivos por generacion (Nm) de Pocillopora
verrucosa entre localidades a partir de los valores de ®gr .

LOR LPA CPU 1IS IMA IMR IXT

LOR
LPA 32.6
CPU  Infinito Infinito

1IS 11.1 6.3 9.5
IMA 8.6 6.4 7.4 Infinito
IMR  Infinito 29.2 554 426.9 Infinito

IXT 23.1 Infinito Infinito 9.3 9 773

En cuanto a los resultados obtenidos con el programa Migrate, los valores de 0
(equivalentes al producto del tamafio poblacional efectivo y de la tasa mutacional) asi como
los valores de las tasas de migracion, no fueron consistentes en las 12 simulaciones
(Apéndice 4). Por lo cual se reportan los resultados de una de las simulaciones que
representa al mayor porcentaje de las coincidencias. En general, se presentaron valores muy
bajos de 0, teniendo que Ixtapa mostré el valor mas alto (0.0256) mientras que Islas Marias

el mas bajo (0.0020) (Tabla XII).

Tabla XII. Estimaciones de los valores de 0 (4Neep) mediante verosimilitud maxima con una de
las simulaciones de MCMC.

LOR LPA CPU 11S IMA IMR IXT
n 24 35 33 31 16 20 38
0=4Neep  0.0099 0.0068 0.0111 0.0029 0.0020 0.0024 0.0256
95% C.I. (0.005—- 0.004-  (0.005-  (0.002-  (0.001-  (0.002— (0.017 -

0.049)  0.034)  0.055)  0.014)  0.010) 0.012) 0.128)
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Por otra parte, las tasas de migraciéon mostraron que los mayores valores de flujo se
presentaron de Islas Marietas hacia La Paz, de Ixtapa hacia Cabo Pulmo y de Ixtapa hacia
Islas Marias (Tabla XIII y Figura 6) con una consistencia del 60 al 70% en las 12
simulaciones MCMC. En general, las demas localidades obtuvieron niveles relativamente
altos de flujo genético entre localidades cercanas geograficamente, principalmente entre las
localidades de Baja California Sur (Apéndice 4). Por otra parte se pudo observar que entre
las localidades mas lejanas geograficamente, en la mayoria de las simulaciones, las tasas de

migracion fueron menores a 1 (Apéndice 4).

Tabla XIII. Estimaciones de las tasas de migracion entre poblaciones (M=m/p) mediante
verosimilitud maxima con una de las simulaciones de MCMC.

Flujos unidireccionales Flujos bidireccionales
Localidades Localidades
Origen Destino M = Origen Destino =
IMR — LPA 55321 IXT - IMA 51975
IXT — CPU 54192 IMA IXT 20701
LPA — LOR 18911 LOR CPU 10668
IIS — IMR 8244 CPU LOR 1491
IIS — LOR 7717
CPU — 1IS 7645
IMA — IS 3539
IXT — LPA 1843
1IS — LPA 1196

En estas tablas no se incluyeron las tasas de migracion menores a 1.

Figura 6. Representacion de las mayores magnitudes relativas y direccion del flujo genético
entre las localidades, obtenidas a partir de una de las simulaciones con el programa Migrate.
Lineas discontinuas representan las principales corrientes del Pacifico mexicano.
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VIL.7. Aislamiento por distancia

A pesar de que después de la correccion secuencial de Bonferroni no se encontrd
diferenciacion genética de P. verrucosa entre pares de localidades del Pacifico mexicano, se
realiz6 un analisis de aislamiento por distancia para evaluar la posible correlacion entre las
distancias genéticas (Osr) y las distancias geograficas de las localidades, la cual resulté no
significativa (Figura 7). Es importante destacar que en la parte superior de la grafica se
observa una agrupacion que corresponde a las correlaciones entre las localidades de Baja
California Sur con Islas Marias e Isla Isabel, sin embargo, aunque Islas Marietas tiene una
distancia geografica similar a las otras islas, la correlacion de esta isla con Baja California

Sur no se encuentra en esa agrupacion.
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0.070 4 p=0.05
0.060 -
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¢ L 2
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0.000 —o®- .- . e —— . |
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Diistancia genética Qg

Distancia geografica (Km)

Figura 7. Correlacion entre la distancia genética (®st) y la distancia geografica entre pares de
localidades.
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VIL.8. Relaciones filogenéticas

VIL.8.1. ADN ribosomal (ITS2)

En general el analisis filogenético de los 35 haplotipos, mediante el método de
Neighbor Joining (NJ) empleando distancias interhaplotipicas, reflejo la baja divergencia
entre los haplotipos. Se produjo un arbol con una topologia compleja con la presencia de
varios subgrupos (Figura 8). A pesar de que las agrupaciones poseen bajos valores de
bootstrap no paramétrico, de manera general se puede definir la topologia con la siguiente
expresion simbolica (A (B(C, D))), donde A es el ancestro donde estd enraizado el arbol, B
estd representado por cinco haplotipos que divergen en dos subgrupos (C y D) en los que se
encuentran los demads haplotipos. De esta manera, los haplotipos mas ancestrales son los del
grupo B (IT-1, IT-3, IT-7, IT-31 e IT-35), de los cuales la mayoria son haplotipos
compartidos. Sin embargo, es importante resaltar que estos haplotipos basales no son
monofiléticos.

Por otra parte, se pueden observar dos grupos monofiléticos (bajamente soportados
por valores de bootstrap) con la presencia de varias politomias (C y D). De acuerdo a la
posicion de los nodos, las divergencias mas recientes ocurrieron entre los haplotipos IT-21 e
IT-30 con un valor de bootstrap de 54.

En cuanto a la filogeografia, la topologia general de este arbol no refleja la presencia
de un patron entre la filogenia de los haplotipos y la ubicacion de las localidades.
Unicamente en el grupo D se observa una subdivisién que presenta una agrupacion de cinco

haplotipos provenientes de la region de Baja California Sur (IT-6, IT-19, IT-2, IT-4 e IT-15).
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Figura 8. Arbol filogenético creado con el método Neighbor Joining basado en las
distancias interhaplotipicas del ITS2 de Pocillopora verrucosa en el Pacifico mexicano,
utilizando a P. eydouxi como grupo externo para enraizar el arbol. Los cuadros de colores
solidos representan las localidades, los recuadros representan los grupos formados para
interpretar la topologia (A, B, C, D).
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El andlisis de Maxima Parsimonia (MP) también refleja una baja divergencia entre
casi todos los haplotipos y una muy limitada resolucion filogenética. Esta baja resolucion
coincide con el arbol obtenido con el método Neighbor Joining (NJ). Las semejanzas entre
ambas reconstrucciones (NJ y MP) consistieron en dos grupos: uno formado por los
haplotipos 1T-22, IT-27, IT-32 e IT-33, y otro grupo formado por los haplotipos IT-17, IT-13
e IT-24 (Figura 9).
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Figura 9. Arbol consenso de los 108 drboles de maxima parsimonia de los haplotipos del ITS2
de Pocillopora verrucosa en el Pacifico mexicano.
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VI11.8.1. ADN mitocondrial (intron Nad5)

Finalmente, se realiz6 un arbol filogenético con el método Neighbor Joining para los
cinco haplotipos encontrados con el intron Nad5. Se utilizé a P. eydouxi como grupo externo
para enraizar el arbol (Figura 10). En la topologia de este arbol se observan dos grupos
monofiléticos. El bajo nivel de divergencia que existe entre los haplotipos NAD-1 y NAD-2
aunado a su posicion en la topologia, sugieren que éstos son los haplotipos mas recientes.
Teniendo asi, que el haplotipo compartido (NAD-1) es uno de los haplotipos derivados.

A pesar de la baja cantidad de secuencias analizadas y del bajo polimorfismo que
presentaron, se puede observar que en uno de los grupos monofiléticos se agruparon los tres

haplotipos encontrados en Isla Isabel.

lNAD-‘] s MMA MR IXT BHU

INAD2 | IS
NAD-3 IS
——NAD4 | DR
INAD-5  IXT
P. evdouxi
—

0z

Figura 10. Arbol filogenético creado con el método Neighbor Joining de los haplotipos del
intron Nad5 de Pocillopora verrucosa en el Pacifico mexicano.
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VIL.9. Demografia historica

En el andlisis de distribucion mismatch el numero de diferencias pareadas entre las
secuencias de los haplotipos oscilaron entre 7 (Islas Marias) y 29 (Ixtapa) (Tabla XIV y
Figura 11). En los histogramas de frecuencia se puede observar que en tres comunidades
arrecifales del Pacifico mexicano se presentd una distribucion unimodal en cero diferencias,
mientras que en las otras cuatro localidades se present6 una distribucion multimodal.

De acuerdo a los parametros del modelo de expansion repentina (6 y 0,), en Ixtapa e
Islas Marias se observa un gran incremento poblacional, sin embargo, los valores no se
ajustaron al modelo (p< 0.05), lo que indica que el locus ITS2 no guarda senales de una
expansion demografica subita.

Por otra parte, los resultados obtenidos en Loreto, La Paz, Cabo Pulmo, Isla Isabel e
Islas Marietas sugieren que estas comunidades arrecifales todavia conservan sefales de una
expansion demografica. En Loreto, La Paz, Cabo Pulmo e Islas Marietas, los parametros 6y y
0; sugieren que el crecimiento poblacional ha sido pequefio en comparacion con el

incremento poblacional ocurrido en Isla Isabel.

Tabla XIV. Resultados de la distribucién de distancias de las comunidades arrecifales en el
Pacifico mexicano. H = numero de haplotipos, T = Tiempo ocurrido en nimero de generaciones
desde la expansion, 0, =Tamaifio poblacional antes de la expansion, 6; = Tamaiio poblacional
después de la expansion.

Pars Localidades
arametros
LOR LPA CPU 1IS IMA IMR IXT
H 11 9 12 7 4 7 15
T 6.8 9.8 9.9 0.8 0.1 11.1 0.000
0, 0.0000 0.0000 0.0017 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0, 4.8025 2.6063 5.1077 99999.0 99999.0 2.1205 99999.0

Dp-valores >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 <0.05 >0.05 <0.05
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Figura 11. Distribucion de diferencias interhaplotipicas con base en las secuencias de la region
del ITS2 del ADNr de Pocillopora verrucosa en las localidades del Pacifico mexicano. Las lineas
representan la distribucion esperada y la observada por el modelo de expansion repentina.
S.S.D = suma de las desviaciones cuadradas.
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VIII. Discusion

VIIIL.1. Variabilidad y utilidad de los loci empleados en Pocillopora verrucosa

Para hacer inferencias sobre los patrones de conectividad demografica y los niveles
de diversidad genética entre las comunidades coralinas, es importante utilizar y comparar la
informacion obtenida a partir de distintos marcadores moleculares debido a que entre mas
genes se estudien, las interpretaciones de la conectividad son mds confiables. Para este
trabajo se trataron de utilizar tres loci, logrando obtener resultados satisfactorios de uno sélo.

El ADNmt ha sido ampliamente utilizado para estudios genéticos en animales,
debido a que tiende a acumular mutaciones a una tasa mayor que el ADNn. Sin embargo, en
los cnidarios el ADNmt evoluciona mucho mas lento que en la mayoria de los metazoarios
(Shearer et al., 2002; Avise, 2004). A pesar de esto se han utilizando distintos marcadores
mitocondriales para evaluar el polimorfismo de diversas especies coralinas (Concepcién et
al., 2006; Flot y Tillier, 2007; Vollmer y Palumbi, 2007). Tomando en cuenta que el tejido
de los corales hermatipicos contiene el genoma de numerosas zooxantelas (Takabayashi et
al., 2006), la manera de asegurar que solo se amplifique el ADN de los corales es mediante
el uso de cebadores especificos. Los cebadores utilizados para amplificar el intron Nad5
fueron disefiados y probados en varias especies coralinas (Concepcion et al., 2006), sin
embargo en este trabajo se observd que los cebadores no fueron especificos para los corales
ya que funcionaron tanto en P. verrucosa como en los simbiontes. A pesar de que no se
habian reportado problemas con la especificidad de estos cebadores, se debe tomar en cuenta
que son degenerados lo que reduce significativamente su especificidad, ademas de que son
cebadores que se sientan en los genes NADS y NADI, los cuales son altamente conservados
en la mayoria de las especies; factor que contribuy6 en la amplificacion del ADNmt de
ambas especies.

A diferencia del ADNmt, el ADNn de los cnidarios tiende a acumular mutaciones a
la misma tasa que en otros grupos animales (Hellberg, 2006), por lo cual resulta importante
comparar los resultados obtenidos a partir de genes del ADNmt y del ADNn. Fukami y
colaboradores (2004) encontraron que el gen nuclear $-Tub presentod
una alta variabilidad nucleotidica al analizar la divergencia entre algunas especies coralinas

del Pacifico y del Atlantico. Por otra parte, Lopez y Knowlton (1997) encontraron tres sitios
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altamente polimorficos en la regién del intron de B-Tub en Montastrea annularis. En el
presente trabajo surgieron algunos problemas con la genotipificacion del gen nuclear B-Tub,
por lo cual no se lograron obtener las suficientes amplificaciones para realizar los analisis
genéticos. De acuerdo con Lopez y Knowlton (1997) las dificultades para analizar el locus
B-Tub tanto en la amplificacion (presencia de dos bandas) como en la secuenciacidn, se
deben principalmente a que los genes -Tub comprenden a una familia de genes multiples en
varios eucariotas.

Por otra parte, las regiones ITS (ADNr) han sido utilizadas ampliamente para
estudios de genética poblacional en varios organismos, debido a que éstas presentan una
mayor variabilidad que otras secuencias de regiones nucleares y mitocondriales. Ademas,
como presentan cientos de copias por genoma, ésta es una region facil de amplificar (White
et al., 1990; Schlotterer ez al., 1994; Chen et al., 2004; Liao, 1999; Alvarez y Wendel, 2003;
Flot et al., 2008). En el Pacifico mexicano, Saveedra-Soleto (2007) obtuvo un mayor éxito
de amplificacion en la region del ITS1 e ITS2 (83%) entre tres loci utilizados en el estudio
de la estructura genética del coral hermatipico Pavona gigantea. Esto coincide con los
resultados obtenidos en este trabajo para el ITS2 en P. verrucosa, ya que se obtuvo un gran
¢xito de amplificacion en casi todas las comunidades arrecifales (75%). La falta de éxito en
la amplificacion de las muestras de Bahias de Huatulco se puede atribuir a la posible falla
del cebador ITS4 en la region del gen 28S. Esta inferencia se basa en el hecho de que en una
prueba realizada con distintos cebadores para los genes 5.8S y 28S, se observo la presencia
de bandas débiles y de gran tamafio (amplificacion de gran parte del gen 28S) s6lo cuando se
utilizaron cebadores diferentes al ITS4. Por esta razén se disefiaron dos cebadores
especificos que se sentaran en el gen 28S (en una regién mas cercana al ITS2), sin embargo
por falta de tiempo no se pudieron analizar para ser incluidas en este trabajo.

La presencia de microsatélites y multiples bandas en la region del ITS1 e ITS2 son
caracteristicas que se han observado en algunas especies coralinas y principalmente en
especies del género Pocillopora (Chen et al., 2004; Magalon et al., 2004; Combosch et al.,
2008; Flot et al., 2008). Esto se pudo observar en casi todas las amplificaciones de la region
del ITS1 de este trabajo, ya que se obtuvieron mas de tres bandas por organismo (mas de un
haplotipo por colonia). Las secuencias de los organismos que presentaron una sola banda

mostraron la presencia de regiones de repeticiones dinucleotidicas, sin embargo debido al
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bajo numero de secuencias obtenidas no se realizaron analisis cuantitativos en esta region,

unicamente se utilizo la region del ITS2.

VIIIL.2. Diversidad genética

La diversidad genética de las poblaciones coralinas es un factor esencial para evaluar
la capacidad adaptativa de estos organismos a cambios ambientales. Para poder cuantificar la
diversidad genética es importante utilizar regiones que presenten un alto grado de variacion
nucleotidica. A pesar de que el ADNmt evoluciona mucho mas lento en los cnidarios que en
la mayoria de los metazoarios (Shearer et al., 2002), en algunas especies coralinas se han
encontrado regiones que presentan una alta tasa mutacional y la suficiente variacion
nucleotidica para realizar estudios de genética poblacional. Flot y Tillier (2007) encontraron
que el genoma mitocondrial de morfoespecies de Pocillopora contenia dos regiones
variables: D-loop (1.5% de diferencias entre las secuencias) y ORF (1% de diferencias).
Asimismo, Vollmer y Palumbi (2007) observaron altos valores de diversidad genética en la
region control (D-loop) de Acropora cervicornis. Concepcidon y colaboradores (20006)
encontraron que para 15 especies coralinas, algunas regiones no codificantes del ADNmt
presentaban la misma tasa mutacional que el resto del genoma mitocondrial de los corales, lo
cual proporcionaba la suficiente variacion nucleotidica para realizar estudios de genética
poblacional. Sin embargo, en otras regiones del ADNmt no existe una variabilidad
suficiente, por ejemplo, Ridgway (2002) no encontr6 diferencias en un fragmento del
ADNmt (COI) en P. verrucosa'y en P. damicornis al sur de Africa.

En este trabajo, las pocas secuencias obtenidas para el intron Nad5 reflejaron una
baja variabilidad nucleotidica entre secuencias (3 sitios variables en 433pb) lo que es
consistente con la lenta tasa evolutiva del ADNmt de los cnidarios. Asimismo, coincide con
la poca variabilidad que mostrdé Pavona gigantea en un intron del ADNmt que se encuentra
entre los genes NAD3 y NADS5 (2 sitios variables en 113pb) (Saavedra-Sotelo, 2007). En
ambas especies, esto resultd en poca informacion filogeografica e insuficiente variabilidad
para estimar los niveles de estructura genética con este locus.

En cuanto al ADNr, en algunas especies coralinas se ha encontrado que las regiones
ITS presentan el suficiente polimorfismo para realizar analisis de genética poblacional

(Tabla XV). Rodriguez-Lanetty y Hoeg-Guldberg (2002) y Takabayashi y colaboradores
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(2003) obtuvieron un numero suficiente de haplotipos en Plesiastrea versipora (H=36) y en
Stylophora pistillata (H=26), respectivamente, para analizar mediante estudios filogenéticos
la estructura genética de estas especies entre distintos sistemas arrecifales en el Pacifico
occidental. Moothien Pillay y colaboradores (2006) obtuvieron un menor ntimero de
haplotipos en Pavona cactus y Pavona decussata (13 y 25 respectivamente) al Sur de Africa
en comparacion a los trabajos mencionados anteriormente. Para las dos especies de Pavona
encontraron altos valores de diversidad haplotipica y valores relativamente bajos de diversidad
nucleotidica, similares a los reportados por Saavedra-Sotelo (2007) para P. gigantea en el
Pacifico mexicano. A diferencia de Moothien Pillay y colaboradores, Saavedra-Sotelo obtuvo

un mayor nimero de haplotipos (51), de los cuales el 80% fueron privados.

Tabla XV. Niveles de variabilidad de las regiones ITS (ADNr) en algunas especies coralinas.

Especie E{sbca\la n H h T locus Referencia
Pocillopora 1400 197 35 0.69 0.009 ITS2 Este trabajo
verrucosa
Pavona gigantea 1800 97 51 0.94 0.009 ITS1-5.8- Saavedra-Sotelo, 2007

ITS2
P. cactus 200 60 13 0.73 0.007 ITSI-5.8-ITS2  Moothien Pillay et al.,
2006
P. decusata 200 60 25 093 0.01 ITSI-5.8-ITS2 Moothien Pillay et al.,
2006

Plesiastrea versipora 4150 40 36 NA NA ITS1 e ITS2 Rodriguez-Lanetty y
Hoeg-Guldberg, 2002
Stylophora pistillata 7000 122 26 NA NA ITS1 Takabayashi et al.,
2003

H = namero de haplotipos, # = diversidad haplotipica, & = diversidad nucleotidica y NA=no analizados.

En este trabajo se encontrd que las diferencias nucleotidicas del ITS2 resultaron en
35 haplotipos, de los cuales el 60% fueron privados. Asimismo, se presentd una diversidad
haplotipica de media a relativamente alta en las comunidades arrecifales (0.52 — 0.82) y
valores bajos de diversidad nucleotidica (0.003 — 0.016). A pesar de ser especies diferentes,
se puede observar que existe una cierta similitud entre este trabajo y lo reportado para las
otras especies coralinas con este locus. La ligera diferencia entre las especies se puede
atribuir a: 1) las caracteristicas biologicas de cada especie, 2) los tamafios de muestra y
escala geografica analizada, 3) el tamafio de las secuencias de las regiones analizadas en

cada especie y 4) el analisis de s6lo una o de las dos regiones del ITS (ITS1 o ITS2).
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Para especies de Pocillopora se han encontrado tanto altos como bajos valores de
diversidad genética, lo que ha sido atribuido principalmente a los modos reproductivos
dominantes de las especies en cada region. Benzie y colaboradores (1995) encontraron
mediante electroforesis de aloenzimas una heterocigosidad (H) relativamente alta en P.
damicornis dentro de cada poblacion coralina (H=0.212-0.504) en la Isla One Tree al sur de
la Gran Barrera Arrecifal Australiana (GBR), esta diversidad fue asociada principalmente a
la reproduccion sexual de esta especie en esta region. Por el contrario, al sur de Japon se
encontré una menor diversidad genética en seis poblaciones de P. damicornis también
mediante electroforesis de aloenzimas (H=0.24-0.36), teniendo que en esta region el
principal modo reproductivo es asexual (Adjeroud y Tsuchiya, 1999). De igual manera, Ayre
y Hughes (2004) encontraron una baja diversidad genética de P. damicornis en altas
latitudes de la GBA (electroforesis de aloenzimas: 0.19-0.25). Por otra parte, Ridgway y
colaboradores (2001) encontraron una heterocigosidad aloenzimatica de 0.11 a 0.19 en P.
verrucosa en seis arrecifes coralinos del sur de Africa. Para P. meandrina se reportaron,
mediante el uso de microsatélites, valores de diversidad genética de 0.57 a 0.77 en siete
poblaciones coralinas de Polinesia, encontrando que la reproduccion sexual de esta especie
no estuvo restringida a cortas distancias (Magalon et al., 2005).

En cuanto a la diversidad genética que se ha reportado para las tres especies coralinas
que se han estudiado en el Pacifico mexicano, Chavez-Romo y colaboradores (2008) y Paz-
Garcia (2009) encontraron una diversidad genética relativamente baja en la mayoria de las
poblaciones de P. damicornis (H=0.15-0.38) y Porites panamensis (H=0.11-0.26)
respectivamente (en tres loci aloenzimaticos). Por otra parte, para Pavona gigantea se
reportd una alta diversidad genética (en un solo locus) en todas las poblaciones, teniendo que
Isla San Benedicto fue la localidad que presentd la mayor diversidad genética (Saavedra-
Sotelo, 2007). Esto podria explicarse si se toma en cuenta que esta isla pertenece a las Islas
Revillagigedo, las cuales representan a la localidad con la mayor diversidad de especies
coralinas del Pacifico mexicano (Reyes-Bonilla et al., 2005; Calderon-Aguilera et al., 2009).
Las diferencias en la diversidad genética de estas especies se deben a diversos factores, tales
como sus modos reproductivos, la diferencia en las tasas de mortalidad por distintos factores
naturales y antropogénicos y el grado de conectividad demografica que presentan. Por otra

parte, en las tres especies coralinas, se ha encontrado una mayor cantidad de haplotipos y
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genotipos privados en las poblaciones mas nortefias y surefias, lo que concuerda con el
mayor porcentaje de haplotipos privados de P. verrucosa encontrados en Ixtapa, que fue la

localidad més surefia en este trabajo.

VIIL.3. Diferenciacion genética

A pesar de que el valor del indice de fijacion de las secuencias del ADNr fue
pequeiio, éste refleja la existencia de estructura genética significativamente distinta de cero
entre las localidades de P. verrucosa en el Pacifico mexicano (®sr=0.02, p=0.04). Esto
coincide con la estructura genética que se ha encontrado en otras especies coralinas en el
Pacifico mexicano asi como con lo reportado para otras especies de Pocillopora en otras
regiones del mundo (Tabla XVI). A pesar de que la historia geografica de cada region genera
distintos patrones de diferenciacion genética (Rodriguez- Lanetty et al. 2001), P. damicornis
generalmente ha presentado estructura genética, con valores del indice de fijacion entre
0.045 y 0.266 (p < 0.05). Estos resultados se han obtenido a distintas escalas geograficas (10
— 1800 km), en sitios diferentes, con tamafos de muestras de 36 a 200 colonias y empleando
aloenzimas como marcadores (Stoddart, 1984; Benzie et al, 1995; Ayre et al., 1997,
Adjeroud y Tsuchiya, 1999; Ayre y Hughes, 2000; Ayre and Hughes, 2004; Miller y Ayre,
2004; Chavéz-Romo et al., 2008). La electroforesis de aloenzimas ha sido utilizada
ampliamente para estudios genéticos en corales. Sin embargo en las ltimas décadas se han
utilizado otros marcadores ya que una de las principales desventajas del uso de aloenzimas
(y de algunos marcadores de ADN) es que pueden estar sujetos a seleccion natural, lo cual
esencialmente podria impedir la aplicacion de modelos neutrales que permitan predecir la
direccion y magnitud del flujo genético (Ridgway, 2002; Ayres y Hughes, 2004). En otra
especie de Pocillopora (P. meandrina), Magalon y colaboradores (2005) encontraron una
mayor diferenciacion genética a escala local que a gran escala (utilizando microsatélites),
que atribuyeron a la huella de un posible evento de destruccién a gran escala (evento de
blanqueamiento) seguido por una reciente restauracion de las poblaciones por nuevas

colonias.
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Tabla XVI. Diferenciacion genética (indice de fijacion) encontrada en estudios de especies de
Pocillopora y otros géneros de corales.

Especie Marcador N Indice de Localidad Escala Referencia
fijacion (km)
Pocillopora
P. verrucosa ITS2 ADNr 197 0.02%* PM 1400 Este trabajo
P. verrucosa Aloenzimas 267 0.00 SA 70 Ridgway et al., 2001
P. meandrina Microsatelites 135 0.09* PS 2000 Magalon et al., 2005
P. damicornis Aloenzimas 407 0.28 * GBR 1200 Ayre y Hughes, 2000
Ayre et al., 1997
P. damicornis Aloenzimas 160 0.153*  GBRyLH 1700 Ayre and Hughes,
2004
P. damicornis Aloenzimas 200 0.101* LH 25 Miller y Ayre, 2004
P. damicornis Aloenzimas 36 0.266* SOA 400 Stoddart, 1984
P. damicornis Aloenzimas 48 0.056* SJ 650 Adjeroud y Tsuchiya,
1999
P. damicornis Aloenzimas 50 0.045* SGBR 10 Benzie et al., 1995
P. damicornis Aloenzimas 198 0.153* PM 1800 Chavéz-Romo et al.,
2008
Pavona gigantea ITS ADNr 97 0.159%* PM 1800 Saavedra-Sotelo, 2007
Porites Aloenzimas 139 0.104* PM 1800 Paz-Garcia, 2009

Panamensis

* Valores estadisticamente significativos (p < 0.05). PM= Pacifico mexicano, SA=sur de Africa, PS=Pacifico
sur, GBR= Gran Barrera Arrecifal de Australia, LH= Isla Lord Howe, SOA= suroeste de Australia, SJ= sur de
Japon.

De acuerdo con los niveles de diferenciacion genética de las pocas especies coralinas que se
han estudiado en el Pacifico mexicano, el presente trabajo fue el que mostr6 el menor valor
de indice de fijacion global (0.02) ya que para las otras especies coralinas los valores del
indice de fijacion oscilaron de 0.10 a 0.16 (Saavedra-Sotelo, 2007; Chavéz-Romo et al.,
2008; Paz-Garcia, 2009). Esto sugiere que P. verrucosa es la menos diferenciada
genéticamente de las cuatro especies coralinas mas abundantes en el Pacifico mexicano.

Varios grupos de invertebrados marinos y peces en las costas del Pacifico mexicano
han mostrado una clara subdivision poblacional y bajos niveles de flujo genético. Esto ha
sido atribuido a diversos factores fisicos y biologicos tales como las caracteristicas biologicas de
cada especie, la distancia geografica, la discontinuidad del hébitat, las diferencias en condiciones
ambientales y la direccion de corrientes. Teniendo que estos factores pueden ocasionar distintas
historias evolutivas entre las poblaciones de cada especie (Medina y Walsh, 2000; Riginos y
Nachman, 2001; Valles-Jimenez et al., 2005; Gutiérrez-Flores, 2007; Licona-Chavez et al.,
2007),

En cuanto a los patrones de diferenciacion genética de especies coralinas entre

localidades del Pacifico mexicano, para P. gigantea se encontr6 que La Paz, BCS y
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Carrizales, Colima fueron las localidades mas diferenciadas genéticamente (®s1=0.344)
entre cinco localidades analizadas (Saaverda-Sotelo, 2007). Por otra parte, para P.
damicornis encontraron que de seis localidades, La Entrega, Oaxaca e Isla Redonda, Nayarit
fueron las localidades mas diferenciadas (Fs1=0.420) (Chavéz-Romo et al, 2008). Esto
coincide con lo reportado para P. panamensis, donde las mayores diferenciaciones genéticas
se presentaron entre Oaxaca y Bahia de La Ventana, BCS (Fs1=0.124) y entre Oaxaca y
Bahia de Banderas, Nayarit (Fst=0.118) de seis localidades estudiadas (Paz-Garcia, 2009).
En la presente investigacion (antes de la correccion secuencial de Bonferroni) se observo que
para P. verrucosa la mayor diferenciacion se present6 entre La Paz e Isla Isabel (®s1=0.07).
Esto coincide en cierta forma con los patrones de diferenciacion mencionados anteriormente,
ya que las localidades més diferenciadas no representan las mds lejanas geograficamente
sino localidades nortefias o surefias que se diferenciaron con localidades del centro del
Pacifico mexicano.

Es importante mencionar que después de la correccion de Bonferroni, no se encontrd
ninguna diferencia significativa entre pares de localidades en este trabajo, lo cual indica que
los niveles de diferenciacion interdémica fueron insuficientes para mantener la significancia de
pruebas pareadas para todas ellas después de aplicar una correccion tan conservativa como la
secuencial de Bonferroni. Esto es congruente con el nivel de diferenciacion encontrados en la
prueba global (®s=0.02), cuyo poder estadistico es mayor que el de las pruebas pareadas y
que sugiere que si bien hay muy altos niveles de flujo genético entre las localidades, hay una
desviacion significativa del estado de panmixia. Sin embargo, se debe de tomar en cuenta
que existe la posibilidad de que los resultados después de la correccion de Bonferroni sean
verdaderos y que en el ®@gt de la prueba global se esté cometiendo un error Tipo I (rechazar
hipotesis nula siendo ésta verdadera), en cuyo caso P. verrucosa estaria conformada por una
poblacion homogénea genéticamente a lo largo del Pacifico mexicano.

Esto pareceria sorprendente tomando en cuenta que los corales son organismos
sésiles, aunado a que en la mayoria de los trabajos genéticos en corales han encontrado una
marcada estructura genética. No obstante, es importante destacar que un migrante por
generacion entre poblaciones (Ne constante) es suficiente para evitar la fijacion de alelos
solamente por deriva genética (Avise, 2004; Hartl y Clark, 1997). En algunas especies coralinas

han encontrado homogeneidad genética tanto a pequefia como a gran escala. Ridgway y
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colaboradores (2001) no encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas de
P. verrucosa en seis arrecifes coralinos al sur de Africa a través del analisis de aloenzimas,
concluyendo que esta especie forma una poblacion panmictica en esta region, a una escala
local de aproximadamente 70 km. Por otra parte, Takabayashi y colaboradores (2003)
encontraron que existia panmixia entre ocho poblaciones de Stylophora pistillata en Japon,
Malasia y el norte y sur de la Gran Barrera Arrecifal (7000 km). Ellos obtuvieron estos
resultados a partir del andlisis filogenético y del Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)
de la region del ITS1, donde encontraron que el 12.06% de la varianza ocurri6 entre
poblaciones. Ellos concluyeron que sus resultados sugerian altos niveles de conectividad a
través de la distribucion latitudinal de la especie en el Pacifico occidental, infiriendo que el
flujo genético entre poblaciones coralinas separadas por miles de kilometros es suficiente
para prevenir la acumulacion de un numero sustancial de diferencias genéticas,
especialmente sobre escalas de tiempo generacionales (afios a décadas). Sin embargo es
relevante destacar que estos autores hicieron inferencias sin reportar resultados importantes
de algunos andlisis (valores de significancia), por lo cual seria interesante rehacer los analisis
para saber si realmente S. pistillata forma una poblaciéon panmictica en esta region del
Pacifico occidental.

En wvarios organismos invertebrados, incluyendo corales hermatipicos, han
encontrado que el grado de diferenciacion genética no estd relacionada con la distancia
geografica, de tal forma que algunas poblaciones presentan un alto grado de diferenciacion
genética aun en regiones donde tienen el potencial para que ocurra una dispersion en cortas
distancias (Hoftman, 1986; Ayre et al., 1997; Ayre y Dufty, 1994), por otra parte algunas
poblaciones presentan una baja diferenciacion genética y altos niveles de conectividad entre
poblaciones separadas por cientos o miles de kildmetros (Benzie ef al., 1995; Doherty et al.,

1995; Shulman y Bermingham 1995; Williams y Benzie, 1996).
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VII1.4. Conectividad demografica de P. verrucosa en el Pacifico mexicano

Para poder comprender los patrones de conectividad demografica de P. verrucosa en
el Pacifico mexicano, ademés de estimar el nimero de migrantes efectivos por generacion
también es importante relacionar estos valores con las caracteristicas bioldgicas de la especie

y las caracteristicas oceanograficas de su habitat.

VII1.4.1. Estrategia reproductiva dominante

En este trabajo se obtuvo un alto nivel de flujo genético de P. verrucosa entre las
comunidades coralinas. El alto nivel de flujo genético aunado a los valores relativamente
altos de diversidad haplotipica podrian ser un indicador de que la reproduccion sexual es el
principal modo reproductivo de la especie en esta regién. Sin embargo, esto resulta
improbable dadas las caracteristicas bioldgicas reportadas para la especie y a los estudios de
la biologia reproductiva de otra especie del género Pocillopora en distintas localidades del
Pacifico oriental. En el Pacifico mexicano se ha podido observar que los modos
reproductivos del género Pocillopora pueden ser tanto sexuales (desarrollo simultaneo de
gametos) como asexuales (fragmentacion) y que varian segun la posicién geografica a lo
largo del Pacifico mexicano (Chavez-Romo y Reyes-Bonilla, 2007). Vizcaino-Ochoa
(2003), Chavez-Romo (2004) y Rodriguez-Troncoso (2004) sefialan que no se ha podido
observar la produccion de planulas de P. damicornis en algunas comunidades arrecifales del
Pacifico mexicano. Lo anterior sugiere que posiblemente la reproduccion sexual no ha sido
exitosa en esta region, teniendo asi que el modo reproductivo de esta especie es
esencialmente asexual (principalmente por fragmentacion). Las especies del género
Pocillopora forman colonias masivas de forma ramosa que presentan varias divisiones
menores, lo cual favorece el desprendimiento o fragmentacion de las ramas. Después de
disturbios naturales, como huracanes, se ha podido observar que en algunas comunidades
arrecifales del Pacifico mexicano los fragmentos de algunas especies de Pocillopora se fijan
al sustrato y colonizan facilmente sustratos blandos continuando asi su desarrollo. Sin
embargo la relacion entre la tasa de disturbio y la diversidad genética de colonias clonales no
es clara, ni ha sido estudiada en los ecosistemas arrecifales coralinos.

La reproduccion asexual por fragmentacion podria explicar la alta frecuencia con la

que se presento el haplotipo IT-3 (0.42-0.69) en cada localidad. A pesar de que con un solo
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locus no se puede inferir que se tratan de colonias clonales, de acuerdo a las caracteristicas
fisicas de la especie, se puede suponer que la alta frecuencia del haplotipo IT-3 es el reflejo
de la obtencion de un alto numero de clones. Tomando en cuenta que los fragmentos de P.
verrucosa pueden ser removidos facilmente por la hidrodindmica local, la distancia
considerada para la toma de muestras en este trabajo (3 metros de distancia como minimo
entre cada una) posiblemente fue insuficiente para evitar la obtencion de colonias clonales.
Por otra parte, en algunas especies coralinas se ha observado que la presencia dominante de
reproduccion asexual contribuye sustancialmente en la estructura genética asi como en el
mantenimiento y estabilidad poblacional de las especies (Stoddart, 1984; Adjeroud y
Tsuchiya, 1999; Miller y Ayre, 2004; Chavéz-Romo et al., 2008). En este trabajo, la
reproduccion asexual podria estar limitando la capacidad de dispersion de los organismos,
siendo uno de los principales factores que estén influyendo en la diferenciacién genética de
P. verrucosa entre las comunidades del Pacifico mexicano. Esto coincide con lo reportado
para P. damicornis en el Pacifico mexicano, ya que Chévez-Romo y colaboradores (2008)
mencionan que la diferenciacion genética observada entre las poblaciones pudo haber sido
debido a las diferencias en los modos reproductivos de esta especie, ya que aunque en la
mayoria de las comunidades arrecifales del Pacifico mexicano se ha reportado que la
fragmentacion es el principal modo reproductivo de P. damicornis, se han encontrado
evidencias de reproduccion sexual en una localidad de Baja California Sur (Chavez-Romo,
2004).

Tomando en cuenta que la dispersion larvaria es el principal mecanismo de flujo
genético en los corales, la probabilidad de que efectivamente la reproduccion sexual sea
exitosa en algunas localidades de Baja California Sur podria explicar el hecho de que en este
trabajo se haya encontrado que dos localidades de esta region (Loreto-Cabo Pulmo) fueron
las que compartieron el mayor nimero de haplotipos (7) y que presentaron uno de los

mayores numeros de migrantes efectivos por generacion (infinito).

VII1.4.2. Flujo larvario
Tomando en cuenta que los corales son organismos sésiles, el flujo larvario
(planulas) representa uno de los principales factores que determinan la conectividad

demografica entre poblaciones. El éxito de la dispersion larvaria depende de las
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caracteristicas oceanograficas, la sincronizaciéon en la expulsion de gametos y la capacidad
de fases larvarias para sobrevivir y alcanzar sitios de asentamiento. En algunas especies
coralinas se ha encontrado que el tipo de fecundacion (interna o externa) asi como el tamafio
de las planulas proveen ventajas adaptativas. Por ejemplo, en P. damicronis las planulas
expulsadas son generalmente mas grandes (1.5 a 2 mm de longitud) en comparacién con
otras especies coralinas (0.4 mm como mdximo) lo cual les proporciona una ventaja
competitiva. Por otra parte, las larvas formadas por fecundacion externa tardan de 1 a 2 dias
en asentarse, mientras que los gametos que primero son fecundados tardan de 5 a 7 dias, lo
que se podria traducir en una mayor dispersion. Aunado a esto, varias especies coralinas
tienen la capacidad de mantenerse en su fase plancténica retrasando el asentamiento y la
metamorfosis por algunas semanas si no existe un sito de reclutamiento adecuado (Harrison
y Wallace 1990; Hodgson, 1990; Harii et al., 2002). Es importante destacar que el flujo
larvario resulta relevante si la transferencia de larvas ocurre sobre un nimero determinado de
generaciones (Palumbi, 1995). Si las condiciones son favorables para la dispersion de fases
planctdnicas, los individuos de una region se pueden mezclar genéticamente con los de otras,
formando a través del tiempo una poblacion homogénea genéticamente. Es relevante
mencionar que en organismos sésiles como los corales, la conectividad genética no solo
depende de la dispersion larvaria sino que también puede ocurrir por dispersion de
propagulos meroplanctonicos (Palumbi, 1997; Hellberg et al., 2002; Ayre y Hughes, 2004).
En general, en este trabajo se encontraron altos niveles de flujo genético de P.
verrucosa en todas las localidades del Pacifico mexicano, lo que podria indicar éxito en el
flujo larvario. Sin embargo como se mencion6 anteriormente, en el Pacifico mexicano no se
han observado planulas de Pocillopora, por lo que el flujo genético no puede ser totalmente
atribuido a los niveles actuales de migracion (flujo larvario) sino a la transferencia o
intercambio ocurrido a lo largo de muchas generaciones. Es importante resaltar que estos
resultados deben de tomarse con cautela debido a que el analisis utilizado para estimar el Nm
es un estimador dependiente de los valores del ®sr, y por otra parte los resultados obtenidos

a partir de las simulaciones MCMC no fueron consistentes en todas las simulaciones.
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VI11.4.3. Rutas de dispersion de acuerdo a los patrones de circulacion oceanogrdfica

Las caracteristicas oceanograficas (corrientes ocednicas) tienen un papel importante
en el transporte larvario, facilitando el flujo de organismos marinos a través de miles de
kilometros (Palumbi, 1995; Harii et al., 2002). Sin embargo, algunos estudios sobre la
dispersion de invertebrados sésiles marinos han mostrado que la capacidad de transferencia
de larvas a grandes distancias geograficas no necesariamente equivale a un flujo genético
exitoso (Vermeij, 1987). Tomando en cuenta los altos valores de flujo genético encontrados
es este trabajo, se podria inferir que P. verrucosa tiene un gran €xito en el flujo larvario en
esta region del Pacifico. Esto podria ser cierto si las larvas tuvieran condiciones fisiologicas
que les permitieran transportarse en largas distancias geograficas y si los patrones de
corrientes oceanograficas beneficiaran este transporte. En experimentos realizados en
laboratorio se ha observado que las planulas de P. damicornis pueden llegar a vivir hasta 212
dias, ademas de que pueden pasar por el proceso de metamorfosis después de 103 dias y
que incluso ésta puede ocurrir antes del asentamiento, permitiéndoles desplazarse distancias
mayores (Richmond, 1987; Harii et al., 2002). Aunado a esto, algunos modelos de la
hidrodindmica de arrecifes coralinos sugieren que las larvas pueden ser transportadas a
través de grandes distancias (aproximadamente 300km) (Roberts 1998) si se toma en cuenta
la velocidad tipica de las corrientes superficiales (0.25 a 0.5m/seg) y el tiempo de vida de las
planulas (en Pocillopora hasta 212 dias).

A pesar de que algunos trabajos sugieren que la direccion del flujo genético
frecuentemente no concuerda con los patrones oceanograficos locales (Takabayashi et al.,
2003; Yu et al., 1999), en este trabajo se pudo observar una cierta concordancia entre los
patrones de flujo genético de P. verrucosa y la hidrodinamica del Pacifico mexicano.

Una posible ruta de dispersion es generada por la Corriente de Costa Rica (direccion
sur-norte) la cual ocasiona el transporte de propagulos coralinos desde Centroamérica hasta
Oaxaca, de igual forma la dispersion podria ocurrir desde Oaxaca hasta el Golfo de
California (Carriquiry y Reyes-Bonilla, 1997; Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez, 1998; Glynn y
Ault, 2000). Sin embargo, es probable que no todas las especies puedan realizar una
dispersion o colonizacion mediante esta trayectoria debido a que existen frentes ocednicos al
sur de Bahia de Banderas y en la entrada del Golfo de California (Cano-Pérez, 1991). A

pesar de que en este trabajo no se logro obtener informacion de las muestras provenientes de
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Oaxaca, lo mencionado anteriormente podria explicar el mayor porcentaje de haplotipos
privados encontrados en la localidad més surefia (Ixtapa). Asimismo, explicaria el motivo
por el cual se presentaron los mayores valores de flujo de Ixtapa con direccion hacia Islas
Marias y Cabo Pulmo, asi como de Islas Marietas hacia La Paz.

Por otra parte, las altas diversidades haplotipicas observadas en las localidades de
Baja California Sur podrian estar relacionadas con dispersion larvaria proveniente de las
Islas Revillagigedo. Una de las hipotesis més aceptadas sobre el origen biogeografico de los
corales del Pacifico oriental es la dispersion a larga distancia proveniente de las islas del
Pacifico central, teniendo que las comunidades del Pacifico oriental estan compuestas
fundamentalmente por especies inmigrantes del Pacifico central (Dana, 1975). Las
posibilidades de dispersion desde el Indo-Pacifico se atribuyen a la Contracorriente
Ecuatorial del Norte, la cual se divide en dos partes durante el verano, una que se dirige
hacia Centroamérica y la otra hacia el Atoloén Clipperton, las Islas Revillagigedo y México
(Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez, 1998). Aunado a esto, es posible que esta ruta de dispersion
larvaria se vea incrementada cuando se presenta la Oscilacion Surefia de El Nifio (ENSO)
debido al movimiento de grandes volimenes de agua en direccion Oeste-Este (Dana, 1975;
Richmond y Hunter, 1990).

En varias de las simulaciones MCMC se pudo observar una tendencia de altas tasas
de migracion de Loreto hacia otras localidades, principalmente hacia Cabo Pulmo y hacia el
complejo de Islas (Apéndice 4). Esto es posible si se considera otra ruta de dispersion desde
el Golfo de California hacia Bahia de Banderas (Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez, 1998). Esta
ruta puede ser posible por la corriente superficial que fluye hacia el sur por el extremo
occidental del golfo durante el invierno y hacia el norte por el verano, asi como por los giros
ciclénicos y anticiclonicos que ocurren en la entrada del Golfo de California (Alvarez-
Borrego, 2002).

Tomando en cuenta que la fragmentacion puede ser el principal modo reproductivo
de P. verrucosa en el Pacifico mexicano, de acuerdo a los resultados encontrados en este
trabajo (frecuencias haplotipicas) y a la biologia reproductiva reportada para esta especie,
resulta dificil explicar el alto flujo genético por dispersion de fragmentos. A pesar de que no
se han realizado muchos trabajos sobre la diversidad y capacidad de dispersion de

organismos clonales, Stoddart (1984) observo que la dispersion de clones sélo fue efectiva a
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través de distancias geograficas muy cortas, lo cual no coincidiria con lo encontrado en el

presente trabajo.

VIILS. Aislamiento por distancia y patrones filogeograficos

En el presente trabajo las diferencias genéticas entre las comunidades de P.
verrucosa en el Pacifico mexicano no se ajustaron a un modelo de aislamiento por distancia
(r =0.02, p > 0.05), ya que no se encontr6 una correlacion significativa entre las distancias
genéticas y las distancias geograficas. Esto coincide con lo reportado para Pavona gigantea
en la misma zona de estudio, para la cual las diferencias genéticas tampoco se ajustaron al
modelo de aislamiento por distancia (r = -0.11, p > 0.05), (Saavedra-Sotelo, 2007). Por el
contrario, Paz-Garcia (2009) encontrd en Porites panamensis una correlacion entre el Fgr y
la distancia geografica lo que representa un aislamiento por distancia, teniendo que las
poblaciones mas lejanas fueron las mas diferenciadas genéticamente (1= 0.50, p < 0.05).

En cuanto a los patrones filogeograficos de especies coralinas en el Pacifico oriental,
se ha encontrado que P. damicornis y P. panamensis presenta grandes diferencias entre las
poblaciones nortefias (Golfo de California) y las poblaciones surefias (Oaxaca), esto a través
de andlisis de agrupamiento basados en las distancias genéticas (Chavez-Romo et al., 2008;
Paz-Garcia, 2009). Por otra parte Saavedra-Sotelo (2007) no observé la presencia de un
patron entre la filogenia de los haplotipos y la ubicacion de las comunidades arrecifales
(método Neighbor- Joining). Esto coincide con lo encontrado en este trabajo para P.
verrucosa, ya que debido a la baja divergencia entre los haplotipos no se obtuvo la suficiente
resolucion para identificar patrones filogeograficos (método Neighbor-Joining y Méxima
Parsimonia). La baja divergencia encontrada entre los haplotipos en este trabajo se puede
explicar por lo reportado por algunos autores, que han encontrado que para algunas especies
coralinas las regiones ITS del ADNr son fttiles para establecer patrones de estructura y
filogeografia a nivel interespecifico, sin embargo para relaciones intraespecificas podria
resultar poco 1til (Ridgway, 2002; Alvarez y Wendel, 2003; Vollmer y Palumbi, 2007; Flot
et al., 2008).
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VIIIL.6. Demografia historica

El andlisis de la distribucion de diferencias interhaplotipicas mostré dos patrones de
comportamiento histdrico entre las comunidades arrecifales del Pacifico mexicano. Por una
parte, se encontré6 que Ixtapa e Islas Marias no se ajustaron al modelo de expansion
repentina, lo que indica que posiblemente estas comunidades han permanecido estables a
través del tiempo o bien que si han sufrido fluctuaciones demograficas, la sefal se ha visto
diluida por otros procesos evolutivos como la migracion. Para el caso de estas dos
localidades, la posible dispersion de propagulos coralinos desde Centroamérica hacia las
comunidades arrecifales mas surefias de México (Reyes-Bonilla y Lopez-Pérez, 1998) podria
representar uno de los factores que contribuyeron a la estabilidad genética a través del
tiempo de estas localidades. Esto debido a que si una comunidad coralina tiene una mayor
capacidad de ser recolonizada, ésta podria ser menos susceptible a los cambios en su
ambiente y presentar una mayor capacidad de recuperacion después de un disturbio.

En Ixtapa fue donde se presentd el mayor nimero de haplotipos (15), el mayor
porcentaje de haplotipos privados (53%), una de las mayores diversidades genéticas y las
mayores tasas de flujo genético con direccion sur-norte. Tomando en cuenta que estas
caracteristicas pueden generan una mayor capacidad de resistencia y resiliencia de P.
verrucosa a condiciones de deterioro, estos pudieron ser los factores que ocasionaron que
esta especie haya permanecido estable genéticamente a través del tiempo en esta comunidad
coralina. En el caso de Islas Marias, fue donde se presentd el menor nimero de haplotipos
(4) y la diversidad genética mas baja. Una posible explicacion a este resultado podria ser el
hecho de que los menores niveles de diversidad genética encontrados no representan la
realidad de los patrones de diversidad en esta region, sino que se encuentran subestimados
por el analisis de un menor tamafio de muestra (n=16) en comparacion con los demas (n=20-
38). Por otra parte, el que se haya presentado una de las mayores tasas de flujo genético de
Ixtapa hacia Islas Marias, podria indicar que Islas Marias ha permanecido estable
genéticamente debido principalmente a la influencia por flujo genético de localidades
estables como Ixtapa.

Por otra parte, se encontré que para P. verrucosa las localidades de Baja California
Sur, Isla Isabel e Islas Marietas ain conservan sefiales de una expansion demografica. Esta

expansion puede ser el resultado de la recuperacion de estas comunidades arrecifales
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después de eventos de mortandad, lo cual resulta consistente si se toma en cuenta que en el
Pacifico mexicano las comunidades arrecifales se ven afectadas principalmente por la
presencia de huracanes y por el evento de la alteracion del sistema global océano-atmdsfera
denominado Oscilaciéon del Sur El Nino (ENSO), éste ocasiona un incremento en la
temperatura del agua del Pacifico oriental debido al desplazamiento de aguas calidas desde
el oeste hacia el este, teniendo un gran impacto sobre los sistemas arrecifales (Thomson et
al., 2003; Ware, 1995). Estos eventos naturales pueden tener un impacto distinto en cada una
de las comunidades arrecifales del Pacifico mexicano, lo cual podria asociarse a la presencia
de dos patrones de demografia histérica entre las localidades.

Los analisis de demografia historica sugieren que el crecimiento poblacional en Baja
California Sur e Islas Marietas ha sido pequefio (0:/60= 3.65x10°) en comparacion con el
incremento poblacional ocurrido en Isla Isabel (0,/6,= 9.99x10”). La diferencia en los
crecimientos poblacionales se debe principalmente a las capacidades de recuperacion que
presenta cada sistema. Existen diversos factores que pueden influir en la capacidad de
recuperacion de una comunidad arrecifal:

1) La presencia de condiciones oceanograficas adecuadas para la recuperacion, ya
que de acuerdo a Ulloa-Lépez (2004), las condiciones oceanograficas del Pacifico oriental
son cercanas a las ideales para P. verrucosa.

2) La diversidad genética y los niveles de conectividad demografica de los corales
entre las localidades, ya que las tasas de reclutamiento varian en espacio y tiempo,
especialmente después de disturbios (Connell et al., 1997).

3) La diversidad de los simbiontes, ya que diversos estudios han encontrado que la
diversidad de las zooxantelas juegan un papel clave en la resistencia y resiliencia de los
corales a eventos de blanqueamiento, debido a que los corales tienen el potencial de
asociarse con uno o varios tipos de zooxantelas que presenten una mayor tolerancia a
cambios en la temperatura (Herre et al., 1999; Santos et al., 2001; West y Salm, 2003; van
Oppen, 2007). En el Pacifico se ha encontrado que los clados de zooxantelas (Symbiodinium)
mas abundantes son el C y D (Knowlton y Rohwer, 2003), asimismo Iglesias-Prieto y
colaboradores (2004) encontraron que P. verrucosa generalmente presenta zooxantelas del

clado D, el cual ha mostrado ser uno de los clados mas termotolerantes.
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VIIL.7. Posibles explicaciones de los resultados obtenidos con el ITS2

Tomando en cuenta todas las caracteristicas biologicas de P. verrucosa, los
resultados encontrados en cuanto a la genética poblacional en otras especies coralinas, las
caracteristicas oceanograficas del Pacifico oriental y los resultados de estudios genéticos que
han utlizado las regiones ITS del ADNr que se mencionaron anteriormente, se pueden inferir

tres posibles escenarios para explicar los resultados obtenidos en este trabajo:

1) Que efectivamente exista una homogeneidad genética entre las comunidades de P.
verrucosa en el Pacifico mexicano.

Los resultados obtenidos para las comparaciones pareadas, después de la correccion
secuencial de Bonferroni, con el locus ITS2 sugieren que P. verrucosa forma una poblacion
homogénea genéticamente a lo largo del Pacifico mexicano, lo que es sustentado por los
altos valores de flujo genético y la baja divergencia observada entre los haplotipos en los
arboles filogenéticos. El aceptar esta inferencia, implica que en la prueba global se estd
cometiendo un error de tipo I (rechazar una Ho verdadera), lo cual podria haber ocurrido por
la probabilidad existente de elegir una muestra externa al azar que haya caido dentro de la
region de rechazo de la distribucion de probabilidad del ®gr.

A pesar de que los corales son organismos sésiles y que la conectividad demogréfica
depende esencialmente del flujo larvario, en algunos organismos invertebrados marinos se
ha encontrado homogeneidad genética y un alto grado de conectividad entre poblaciones
separadas por cientos o miles de kilometros (Benzie et al., 1995; Doherty et al., 1995;
Shulman y Bermingham 1995; Williams y Benzie, 1996; Ridgway et al., 2001; Takabayashi
et al., 2003). Si se toma en cuenta que las caracteristicas fisiologicas de las planulas de
algunas especies de Pocillopora tienen la capacidad para poder desplazarse grandes
distancias geograficas (cientos de kilémetros) y sobrevivir (Richmond, 1987; Harrison y
Wallace 1990; Harii et al., 2002) aunado a que en este trabajo se observé que los patrones de
flujo genético de P. verrucosa concordaban en cierta forma con la hidrodindmica del
Pacifico mexicano, existe la posibilidad de que se haya dado una dispersion larvaria durante
algunas generaciones que produjera la homogeneidad genética observada, ya que el flujo de
un migrante por generacion es suficiente para impedir la fijacion de alelos por deriva

genética entre poblaciones (Avise, 2004).
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No obstante, en el Pacifico mexicano no se han podido observar la formacion de
planulas de especies de Pocillopora lo cual es el principal problema para aceptar esta
explicacion de los resultados. Sin embargo, es importante tomar en cuenta que el hecho de
que no se hayan observado planulas en campo no significa estrictamente que no exista
reproduccion sexual, pero suponiendo que realmente la reproduccion sexual no fuera
efectiva para esta especie en esta region, existen otras posibilidades de intercambio genético
que podrian explicar la homogeneidad encontrada y que no necesariamente involucra la
dispersion larvaria. Dadas las caracteristicas fisicas de P. verrucosa es muy facil que las
ramificaciones de una colonia se puedan fragmentar, si estas se pudieran adherir a sustratos
que posteriormente son removidos por las corrientes oceanograficas, estos propagulos
podrian transportarse hacia otras regiones geograficas por rafting o balseo. Jokiel (1990)
encontro colonias de especies de Pocillopora adheridas a material flotante y a instrumentos
de pesca, concluyendo a partir del célculo de las tasas de crecimiento que estas colonias
podrian desplazarse por distancias de 20, 000 a 40, 000 km durante su ciclo de vida. Por lo
mencionado anteriormente, existe la posibilidad de que P. verrucosa forme una sola

poblacion genéticamente homogénea a lo largo del Pacifico mexicano.

2) Que si existe heterogenidad genética entre las comunidades de P. verucosa en el
Pacifico mexicano (no hay panmixia) y que la homogeneidad genética encontrada al
hacer las comparaciones pareadas es el resultado de haber analizado una gran
cantidad de colonias clonales.

El anélisis global del indice de fijacion reveld la existencia de estructura genética
entre las comunidades de P. verrucosa del Pacifico mexicano. A pesar de que la historia
geografica de cada region, asi como las caracteristicas biologicas de cada especie generan
distintos patrones de diferenciacion genética, la mayoria de los trabajos realizados en otras
especies coralinas y en otros invertebrados marinos, han encontrado un alto grado de
diferenciacion genética atn entre poblaciones cercanas geograficamente (Stoddart, 1984;
Hoftman, 1986; Ayre y Dufty, 1994; Benzie et al., 1995; Ayre et al., 1997; Adjeroud y
Tsuchiya, 1999; Ayre y Hughes, 2000; Ayre y Hughes, 2004; Miller y Ayre, 2004; Magalon
et al., 2005). En cuanto los patrones de diferenciacion genética en las costas en el Pacifico

mexicano, en varios grupos de peces, invertebrados marinos y en los tres trabajos realizados
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en corales se ha encontrado una clara subdivision poblacional y bajos niveles de flujo
genético (Medina y Walsh, 2000; Riginos y Nachman, 2001; Valles-Jimenez et al., 2005;
Licona-Chavez et al., 2007).

En el presente trabajo se obtuvo un mayor porcentaje de haplotipos privados, no
obstante, la frecuencia de los haplotipos compartidos fue mucho mayor que la de los
privados, principalmente la del haplotipo IT-3 el cual representé mas del 0.5 de la frecuencia
de todos los haplotipos. A pesar de que solo se analizé un locus, la alta frecuencia de los
haplotipos compartidos puede ser atribuida a la toma de muestras de colonias clonales, ya
que de acuerdo a las caracteristicas fisicas de P. verrucosa y a las altas frecuencias
encontradas en algunos haplotipos, se puede inferir que la reproduccion asexual por
fragmentacion es la principal estrategia reproductiva de esta especie. Es importante destacar
que para las tres especies coralinas que se han estudiado en el Pacifico mexicano las
frecuencias entre los haplotipos o alelos (tanto privados como compartidos) de cada especie
por localidad fueron relativamente homogéneas. Sin embargo, en P. verrucosa la frecuencia
de un sélo haplotipo (IT-3) fue mayor a las frecuencias de los demés haplotipos por
localidad (Saavedra-Sotelo, 2007; Chavéz-Romo et al., 2008; Paz-Garcia, 2009).

Asumiendo que se hayan analizado una gran proporcion de colonias clonales, los
resultados de las comparaciones pareadas del indice de fijacion (después de la correccion de
Bonferroni) se pudieron haber visto afectados por la alta frecuencia que presenté un
haplotipo y no necesariamente estén reflejando la presencia de altos niveles de conectividad
demografica. Algunos estudios sobre la dispersion de invertebrados sésiles marinos han
mostrado que la capacidad de transferencia de larvas a grandes distancias geograficas no
siempre es exitosa, aunado a que algunos trabajos sugieren que la direccion del flujo
genético frecuentemente no concuerda con los patrones oceanograficos locales (Vermeij,
1987; Benzie et al., 1995; Takabayashi et al., 2003; Yu et al., 1999). Por otra parte, tomando
en cuenta que la fragmentacion es el principal modo reproductivo en esta zona del Pacifico,
la dispersion de propagulos vegetativos puede ser efectiva solo a distancias geograficamente

cortas, ya que a grandes distancias podria resultar no efectiva.
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3) Que la aparente homogeneidad genética y alta conectividad demografica sean el
resultado de un insuficiente polimorfismo (baja tasa mutacional) de la region ITS2
(ADNr) para detectar diferencias genéticas entre las distintas comunidades coralinas.

Uno de los principales problemas en los estudios de genética poblacional es la
seleccion de marcadores moleculares, ya que en muchas ocasiones los loci selecionados
pueden presentar una baja resolucion para realizar andlisis intrapoblacionales (Avise, 1994).
A pesar de que las regiones ITS (ADNr) han sido ampliamente utilizadas para estudios de
genética inter e intrapoblacional poblacional en varios organismos, en las tltimas décadas la
utilidad de estos loci ha sido cuestionada por diversos autores (Vollmer y Palumbi, 2004;
Wei et al., 2006; Alvarez y Wendel, 2003; Ridgway, 2002).

Uno de los principales problemas que se ha encontrado al utilizar estas regiones en
especies coralinas y principalmente en especies del género Pocillopora es la presencia de
multiples bandas por organismo (Chen et al., 2004; Magalon et al., 2004; Combosch et al.,
2008; Flot et al., 2008). Quijada y colaboradores (1997) mencionan que a pesar de que estas
regiones pueden presentar codominancia mendeliana, es muy dificil poder determinar si los
individuos son homocigotos o heterocigotos debido al efecto de la evolucion coordinada,
esto explica el hecho de que en este trabajo se hayan obtenido multiples bandas por colonia
en el ITS1 y en algunas colonias del ITS2.

Es importante mencionar que la utilidad de las regiones ITS pueden variar entre las
especies, teniendo que se pueden presentar altos o bajos niveles de polimorfismo entre
diferentes linajes coralinos (Hillis y Dixon, 1991; Vollmer y Palumbi, 2004). Para el caso
especifico de P. verrucosa, los estudios realizados con las regiones ITS muestran que éstas
son utiles, principalmente a nivel interespecifico. Ridgway (2002) encontr6 que la region del
ITS1 no fue util para establecer patrones de flujo de esta especie al Sur de Africa. En
trabajos recientes realizados con varias especies de Pocillopora, utilizando tanto el ITSI
como el ITS2, pudieron identificar patrones de estructura genética y filogeograficos
sugiriendo que estos loci son ttiles para estudios interespecificos (Combosch et al., 2008;
Flot et al., 2008).

En el presente trabajo se encontrd la presencia de microsatélites en el ITS1 e ITS2, lo

cual se ha reportado para varias especies de Pocillopora en las que las repeticiones



65

nucleotidicas puede ocasionar complicaciones para el analisis de secuencias (Chen et al.,
2004; Magalon et al., 2004; Combosch et al., 2008; Flot et al., 2008).

Por lo mencionado anteriormente, es posible que para la regiéon del ITS2 de P.
verrucosa todavia no haya transcurrido el tiempo suficiente para que las comunidades hayan

divergido una de otra en el Pacifico mexicano.
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IX. Conclusiones y perspectivas sobre la investigacion

El locus ITS2 mostr6 un nivel significativo de estructura genética entre las
localidades de Pocillopora verrucosa del Pacifico Mexicano, sin embargo los niveles de
diferenciacion interdémica fueron insuficientes para mantener la significancia de todas ellas
después de aplicar la correccion de pruebas multiples. A pesar de que se presentaron altos
niveles de flujo genético y una cierta concordancia con los patrones de la hidrodinamica del
Pacifico mexicano, de acuerdo al indice de fijacion global existe una desviacion significativa
del estado de panmixia. Es importante mencionar que las inferencias hechas a partir de las
secuencias del ADNr de este trabajo constituyen una primera aproximacion, ya que el
analisis de un sélo gen puede ser insuficiente para evaluar los patrones y procesos que
determinan la conectividad de P. verrucosa a lo largo del Pacifico mexicano.

Para poder esclarecer los patrones de conectividad demografica de P. verrucosa en el
Pacifico mexicano y con esto poder definir los patrones de divergencia del ITS2 se requiere
un estudio comparativo con otros marcadores, ya que entre mas genes se estudien las
interpretaciones sobre la conectividad demografica serdn més claras. Asimismo, es necesario
obtener informaciéon sobre la diversidad genética y conectividad demografica de P.
verrucosa en otras localidades importantes en la distribucion de esta especie en el Pacifico
mexicano, como Oaxaca e Islas Revillagigedo. Por otra parte, es indispensable
homogeneizar el tamafio de muestras de cada localidad, ya que esto disminuye el sesgo.
Finalmente, a pesar de que la predominancia de un haplotipo apoya la hipétesis de que la
reproduccion asexual por fragmentacion es la principal estrategia reproductiva para el
mantenimiento de las comunidades de especies de Pocillopora en el Pacifico mexicano, es
necesario realizar mas estudios sobre la biologia reproductiva de P. verrucosa en esta region

del Pacifico, para verificar si realmente no hay produccion de planulas en esta especie.
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XI. Apéndice

1. Sitios polimorficos en los 35 haplotipos del ITS2 de Pocillopora verrucosa, encontrados en las

o7

comunidades arrecifales del Pacifico mexicano. Los niimeros representan la posicion de la base

en la secuencia de los haplotipos (5°—3°).

Posicion del Nucleotido

29 45 61 151- 174 177 178 179 189 278 279 285 287 316 356 361 378 387

23

Haplotipo

170

C

G G

IT-1

IT-2

T G G C *

IT-3

1T-4

T G G C *
G G C
G G C

T
T

IT-5

*

IT-6

IT-7

IT-8

C
C

cC G G

cC G G

IT-9

IT-10

G G C *
cC G G ¢C
c G G ¢C
cC G G

T

IT-11

*

IT-12

IT-13

T

IT-14

T
cC G G

IT-15

T

IT-16

c G G ¢C
c G G ¢C

T
T

1T-17

*

IT-18

1T-19

G G C

IT-20

cC G G T

T
T

IT-21

*

G G C

1T-22

1T-23

c G G ¢C

T

1T-24

IT-25

C
T

cC G G

IT-26

G G

T
T
T

1T-27

*

G G C
G G
cC G A

IT-28

T
T

1T-29

IT-30
IT-31

*

T G G C
G G
G G

T
T

C
C

IT-32
IT-33
1T-34
IT-35

*

c G G ¢C

T

*

G G C

* Region de repeticiones tetranucleotidicas (microsatélite).



79

2. Caracterizacion y analisis de la region del microsatélite compuesto en el ITS2.

Numero de repeticiones tetranucleotidicas por cada alelo y nimero de organismos que presentaron
cada alelo.

Alelo  No, de repeticiones No. org

Al (TAGC), (CAGC), 151
A2 (TAGC); (CAGC), 1
A3 (TAGC); (CAGC), 1
A4 (TAGC); (CAGC), 1
A5 (TAGC), (CAGC), 2
A6 (TAGC), (CAGC), 18
A7 (TAGC), (CAGC), 23

Porcentajes de variacion de los componentes de variancia e indice de fijacion (Fsr) obtenidos con el
AMOVA del microsatélite compuesto del ITS2.

Fuente de variacion Grados Suma de  Componentes Porcentaje
de cuadrados de la varianza de
libertad variacion
Entre poblaciones 6 2.271 0.00677 343
Dentro de poblaciones 190 36.176 0.19040 96.57
Total 196 38.447 0.19716

Indice de fijacion Fsy = 0.034 (p = 0.025)

Valores de Fgr de las comparaciones pareadas entre localidades (bajo la diagonal) y sus valores de p
(sobre la diagonal) del microsatélite compuesto del ITS2.

LOR LPA CPU IS IMA IMR IXT
LOR 0.495 0.094 0.682 0.029™ 0.515 0.404
LPA  -0.0105 0.436 0.342 0.219 0.276 0.248
CPU  0.0688 -0.0073 0.061 0.999 0.092 0.064
IS -0.0153 0.0007 0.0758 0.013™ 0.129 0.715
IMA  0.0959 0.0175 -0.0413  0.0930 0.006™  0.033™
IMR -0.0114 0.0044 0.0943 0.0276 0.1453 0.051

IXT -0.0034 0.0152 0.0883 -0.0190 0.0966 0.0627

(NS) valores de p no significativos después de la correccion secuencial de Bonferroni.
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3. Resultados del indice de fijacion del I'TS2 sin la region del microsatélite compuesto.

Porcentajes de variacion de los componentes de variancia e indice de fijacion (Dgr) obtenidos con el
AMOVA del microsatélite compuesto del ITS2.

Fuente de variacion Grados de Suma de Componentes Porcentaje

libertad cuadrados de la de variacion
varianza
Entre poblaciones 6 0.014 0.00001 0.78
Dentro de poblaciones 190 0.355 0.00187 99.22
Total 196 0.368 0.00188

Indice de fijacién ®gr = 0.008 (p =0.192)

4. Resultados de los niveles de flujo genético (Nm) estimado en las 12 simulaciones de MCMC
con el programa Migrate 2.1.3 (Beerli, 2004).

Los histogramas representan las tasas de migracion (M=m/p) entre pares de
localidades obtenidas a partir de las 12 simulaciones de MCMC. Se presentan dos
histogramas por simulacion, el primero indica el nimero de migrantes por generacion de la
localidad i a laj (i-j) y el segundo indica el flujo de j a i (j-i). Las barras de error representan

el intervalo de confianza de 95%.
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