Centro de Investigacion Cientificay de Educacion

Superior de Ensenada, Baja California

- Ve

ciCESE.

Programa de Posgrado en Ciencias

en Ecologia Marina

Analisis comparativo de los patrones de conectividad
genética de especies arrecifales del Pacifico mexicano

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Doctor en Ciencias

Presenta:
Maria Geovana Ledn Pech

Ensenada, Baja California, México
2015



Tesis defendida por

Maria Geovana Ledn Pech

y aprobada por el siguiente Comité

Dr. Axayacatl Rocha Olivares Dr. Luis Eduardo Calderdn Aguilera
Co-Director del Comité Co-Director del Comité

Dr. José Antonio Cruz Barraza
Dr. Eugenio de Jesus Carpizo ltuarte

Dr. Alejandro Francisco Parés Sierra

.“'.o
o

Dr. David Alberto Rivas Camargo
Coordinador Programa de Posgrado en Ecologia Marina

Dr. Jesus Favela Vara
Director de Estudios de Posgrado

Maria Geovana Le6n Pech © 2015
Queda prohibida la reproduccién parcial o total de esta obra sin el permiso formal y explicito del autor



Resumen de la tesis que presenta Maria Geovana Ledn Pech como requisito parcial
para la obtencion del grado de Doctor en Ciencias en Ecologia Marina.

Analisis comparativo de los patrones de conectividad genética de especies
arrecifales del Pacifico mexicano

Resumen aprobado por:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares Dr. Luis Eduardo Calderdn Aguilera
Co-Director del Comité Co-Director del Comité

En los ecosistemas marinos, la mayoria de las especies poseen una fase larval pelagica
o planctonica que les permite dispersarse entre diferentes habitats fragmentados como
son los sistemas arrecifales. Este mecanismo conocido como conectividad poblacional,
representa un proceso clave para los invertebrados y especies demersales porgue les
permite el intercambio genético y la renovacion de sus poblaciones, lo cual juega un rol
importante en el mantenimiento de la biodiversidad. El nivel de conectividad en las
especies con etapa larvaria depende de multiples factores biol6gicos que incluyen: el
periodo larvario, modos nutricionales, tipos de desarrollo, habilidades de nado, asi
como las caracteristicas oceanograficas que pueden favorecer o limitar el transporte
larvario a grandes distancias, entre otros factores.

En este trabajo se plante6 que el nivel de conectividad genética de dos especies
arrecifales del Pacifico mexicano, esta determinado por el potencial de dispersion
larvario y las caracteristicas oceanogréficas de la regién. El objetivo de estudio fue
evaluar la estructura genética y estimar el nivel de flujo genético de las poblaciones de
Cliona vermifera y Stegastes flavilatus.

Los resultados mostraron que C. vermifera posee niveles de diversidad genética
consistentemente bajos tanto en las secuencias de ADN mitocondrial como del ADN
nuclear. No obstante, se encontré diferenciacion genética significativa a lo largo de la
regiobn de estudio. Los patrones de diferenciaciébn genética mostraron dependencia
geografica en los genes mitocondriales con bajas tasas evolutivas, ya que se encontré
mayor similitud genética entre localidades a escala de decenas de km que a escalas
mayores. Mientras que en el locus nuclear todas las muestras se diferenciaron
significativamente, lo cual es compatible con la limitada capacidad de dispersién de la
especie. El modelo de aislamiento por distancia significativo esta asociado a la historia
de vida caracteristica de las esponjas perforadoras que consiste en corto periodo larval
y comportamiento filopatrico. Ademas, los patrones de diferenciacion genética de C.
vermifera concuerdan con otras especies coralinas simpatricas, y sugieren la influencia
de mecanismos genéticos y ecoldgicos a nivel de comunidad sobre la composicién
genética de las especies coralinas del Pacifico mexicano. Se encontraron diferencias
genéticas fijadas que sugieren que las localidades surefias de la localidad de Oaxaca
podrian estar experimentando especiacion incipiente. Con respecto a las poblaciones
de S. flavilatus, tanto en el ADN mitocondrial como en los loci microsatelitales no se
detectaron significativos de diferenciacion en todas las escalas espaciales estudiadas, y
los valores de flujo genético fueron muy altos. La alta conectividad concuerda con el



periodo larvario de la especie de hasta 23 dias. El flujo genético alto y asimétrico
encontrado en las poblaciones de S. flavilatus podria estar reflejando un patron general
mas reciente de estructura asociado con las caracteristicas oceanograficas del Pacifico
mexicano. Los resultados generados no rechazaron la hipotesis de este trabajo, al
encontrar alta congruencia en el grado de conectividad con la historia de vida de cada
especie.

Finalmente, el andlisis comparativo de los patrones de conectividad entre ambas
especies, sugiere que la sefial genética esta mediada por sus atributos de historia de
vida. El tipo de larva de C. vermifera es lecitotrofica con limitada dispersion y presento
una sefial genética de tiempo histérico. Por otro lado, S. flavilatus posee un tipo de larva
planctotrofica con alta dispersion y la sefial genética detectada en esta especie podria
estar reflejando eventos recientes de dispersion.

En este estudio se reconoce la importancia de implementar un enfoque
multidisciplinario que supere las limitaciones de incluir una sola herramienta para
detectar patrones de conectividad en poblaciones que presentan una dindmica muy
compleja.

Palabras clave: Conectividad genética, dispersion, diversidad genética, flujo genético,
esponjas perforadoras, peces arrecifales
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Abstract of the thesis presented by Maria Geovana Ledn Pech as a partial requirement
to obtain the Doctor of Science degree in Ecologia Marina.

Comparative analysis of the genetic connectivity patterns of coral reefs species
from Mexican Pacific

Abstract approved by:

Dr. Axayacatl Rocha Olivares Dr. Luis Eduardo Calderdn Aguilera
Co-Director del Comité Co-Director del Comité

Most marine species presents a pelagic or planktonic larval stage, allowing them to
disperse across different fragmented habitats, such as coral reefs. This mechanism
known as population connectivity, represents a key process for invertebrates and
demersal species for genetic exchange and population replacement, which plays an
important role for biodiversity. The level of connectivity is influenced by diverse biological
factors such as the larval period, nutritional guilds, type of development and swimming
capability. Moreover, physical conditions may promote or limit the larval transport over
long distances.

We suggested that the level of genetic connectivity in two reef species from the Mexican
Pacific is mediated by the potential of larval dispersal and oceanographic characteristics
of the region. The aim of this study was to evaluate the genetic structure and to estimate
the level of gene flow of Cliona vermifera and Stegastes flavilatus populations.

Cliona vermifera showed genetic diversity levels consistently low in DNA sequences
from two mitochondrial genes and one nuclear gene; however, they revealed strong and
significant genetic differentiation throughout the study region. Patterns of genetic
differentiation from the slow-evolving mitochondrial genes were geographic scale
dependent but not the nuclear genes. We found higher mitochondrial genetic similarity
among localities at 10-100s km than at larger scales (100-1000s km). However, all
samples were genetically differentiated at the nuclear locus, which is inconsistent with
frequent long distance dispersal. Significant isolation by distance is consistent with life
history traits shared by boring sponges: a short larval period and larval philopatric
behavior. The patterns of genetic differentiation in C. vermifera concur with those found
in other sympatric coral species, and suggest the influence of community-wide
ecological and genetic mechanisms on the genetic makeup of coral reef species in the
Mexican Pacific. Fixed genetic differences suggest that the southern population of
Oaxaca may be experiencing incipient speciation. On the other hand, S. flavilatus
populations revealed no significant levels of differentiation in both the mitochondrial DNA
and microsatellite loci at all spatial scales, and gene flow estimates were very high. High
connectivity matches the S. flavilatus larval period, up to 23 days. High asymmetrical
gene flow found in populations of S. flavilatus may reflect a recent general pattern of
structure associated with the oceanographic characteristics of the Mexican Pacific.
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Results confirm the hypothesis of this paper, finding consistency in the high connectivity
associated with the life history of each species.

Finally, the comparative analysis of patterns of genetic connectivity of both species
suggests that the genetic signal is mediated by life history attributes. C. vermifera has
lecitotrophic larvae with restricted dispersal potential and presented mostly a historical
genetic signal. On the other hand, S. flavilatus has planktotrophic larvae with high
dispersal potential and its genetic signal may reflect recent dispersal events.

In this study, the importance of implementing a multidisciplinary approach that
overcomes the limitations of including a single tool to detect patterns of connectivity in
populations with a very complex dynamics was recognized.

Keywords: Genetic connectivity, dispersal, genetic diversity, gene flow, boring sponge,
coral reef fish
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Capitulo 1.

Introduccion general

1.1. Concepto de conectividad

En su nivel mas fundamental, la conectividad se refiere al grado en que los organismos,
procesos o0 elementos se mueven en la naturaleza, “a mayor movimiento, mayor
conectividad”. A diferentes niveles y escalas todos estan en un constante movimiento y
por ende a diferentes niveles de conectividad. Por lo tanto, la definicion, funcionalidad y
medida de la conectividad depende del taxa o proceso de interés y la escala espacial y

temporal en la cual ellos ocurren (Crooks y Sanjayan, 2006).

En consecuencia, al dia de hoy no existe una definicién Unica de la conectividad y que
lo abarque todo. Diversos autores abordan el concepto de conectividad desde una
variedad de perspectivas: metapoblaciones, ecologia del paisaje, flujo de energia,
organismos, material genético, dentro y entre poblaciones. Por lo tanto, la conectividad

es un concepto altamente dinamico (Crooks y Sanjayan, 2006).

1.2. Conectividad en ecosistemas marinos: la dispersion larval

La conectividad es un concepto empleado para describir el movimiento o intercambio de
organismos entre habitats en diferentes escalas espaciales y temporales y tiene
consecuencias a nivel poblacional y de comunidad. Estos movimientos pueden ocurrir
en los estados de vida embrionarios y larvarios, juveniles o adultos (Crooks y Sanjayan,
2006). En los ecosistemas marinos la mayoria de los organismos poseen una fase
larval pelagica o plancténica que les permite el intercambio de individuos entre sitios

(Cowen y Sponaugle, 2009; Gaines et al., 2007).

Este mecanismo conocido como conectividad poblacional se considera un proceso

clave para la renovacion de las poblaciones y el intercambio genético (Cowen et al.,
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2007; Pineda et al., 2007). Es por ello que la conectividad juega un rol importante en la
adaptacion local y especiacion asi como en la extincion local (Salas et al., 2010).

La conectividad marina de una especie esta influenciada por multiples factores
biolégicos y factores fisicos que incluyen: tiempo y localizacion del desove, periodo
larval pelagico (PLD por sus siglas en inglés), su interaccion con la direcciéon y velocidad
de las corrientes oceanicas Yy la distribucion del habitat disponible para el asentamiento

(Cowen y Sponaugle, 2009).

En el caso de los invertebrados marinos y peces, sus larvas exhiben una diversidad de
modos nutricionales, tipos de desarrollo, duracion planctonica, habilidades de nado,
comportamiento y patrones de desarrollo morfolégico que pueden afectar los patrones
de conectividad (Tabla 1). Por ejemplo, las especies con desarrollo indirecto tienen
mayor probabilidad de ser dispersadas favoreciendo asi el flujo genético entre las

poblaciones de adultos sésiles o sedentarios (Crooks y Sanjayan, 2006).

Por otro lado, muchos habitats marinos se encuentran fragmentados o en parches de
manera natural, por lo que se ha adoptado una interpretacion de la conectividad basada
en metapoblaciones, donde los paisajes son vistos como una red de parches de
habitats o fragmentos en donde las especies se presentan como poblaciones locales
discretas conectadas por la migracion activa y pasiva de individuos (Crooks y Sanjayan,
2006). Si la proporcion de reclutas que inmigran de otras poblaciones es alto, la
poblacion estard bien conectada al resto de la metapoblacién. Los procesos tales como
la circulacién oceanica, duracion del desarrollo planctonico, comportamiento larval y el
éxito en el asentamiento determinaran los patrones espaciales y temporales de la

conectividad poblacional.
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Tabla 1. Tipos de desarrollo larval de peces e invertebrados marinos y sus relaciones hipotéticas
con diferentes niveles de conectividad: (A) alta conectividad; (M) moderada o variable y (B) baja
conectividad. Modificado de Crooks y Sanjayan (2006).

Tipo de nutricion:
Lecitotrofico A
Planctotroéfico
Tiempo de periodo plancténico:
Teleplanica
Actaeplanica

Braquiplanica

03 B v v R -

Aplanica
Sitio de desarrollo:

Pelagica

Plancténica

Neritica

Béntica/demersal

mwm =z > >

Aplanctonica

Tipo de desarrollo:

>

Indirecto

Directo

1.3. Factores que influyen en la conectividad poblacional en los

ecosistemas marinos

El nivel de conectividad entre las poblaciones marinas esta determinado profundamente
por las propiedades intrinsecas de las especies, como las caracteristicas de historia de
vida larval y también por factores extrinsecos tales como la disponibilidad de alimento
entre otros (Figura 1) (Reitzel et al., 2004).
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Figura 2. Ruta de la conectividad en el océano, inicia con la liberacion de propagulos (larvas,
esporas, gametos) de los organismos marinos. En la figura se enlistan algunos factores fisicos y
biolégicos que influyen en cada etapa de la ruta de conectividad. La conectividad realizada se
lleva a cabo a través de diferentes vias (1) reclutamiento de propagulos, (2) superviencia de los
juveniles (los propagulos se han transformado exitosamente de larvas o post-larvas a juveniles), y
(3) reproduccién (cuando el organismo reclutado en la poblacion se ha reproducido
exitosamente). Modificado de Crooks y Sanjayan (2006).

Dos conceptos importantes para entender la conectividad poblacional son el transporte
y la dispersion larval (Cowen et al., 2007; Pineda et al., 2007). El primero se refiere al
traslado de una larva entre dos puntos y es funciébn del comportamiento natatorio
(vertical/horizontal) y los procesos fisicos de advecciéon-difusion (Figura 2; Pineda et al.,
2007). El segundo se refiere a la propagacion de larvas desde su lugar de desove (zona
fuente) a un sitio de asentamiento al finalizar el periodo larval (Cowen et al., 2007,
Pineda et al., 2007). Este mecanismo depende del transporte y la supervivencia de la
larva hasta el momento del asentamiento (Pineda et al., 2007). Para que se lleve a cabo
la conectividad poblacional es necesario la supervivencia y reproduccion de los nuevos
colonizadores lo cual dependera de las condiciones del asentamiento y la tasa de éxito

reproductivo (Figura 1y 2) (Cowen y Sponaugle, 2009; Pineda et al., 2007).
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Figura 3. Esquema conceptual del transporte larval, dispersién larval y conectividad poblacional
reproductiva. Los colores hacen distincion de cada concepto. AZUL: transporte larval, VERDE:
dispersion, NARANJA: conectividad. Ejemplo: El recuadro de conectividad significa que ésta es
funcion de la dispersion (representada con la flecha verde) y la sobrevivencia post-larval.
Modificado de Pineda (2007).

1.4. Herramientas para medir la conectividad poblacional

La dispersion juega un papel fundamental en la estructuracion de las poblaciones y/o en
la conectividad poblacional a diferentes escalas temporales tanto ecoldgicas como
evolutivas. Sin embargo, existe un amplio rango de estrategias de dispersion en
especies marinas por lo que, medir o cuantificar directamente los movimientos de
diminutos propéagulos (larvas) es casi imposible (Levin, 2006). Es por ello que los
patrones de dispersiébn en muchas especies aun permanecen desconocidos (Cowen et
al., 2006; Fogarty y Botsford, 2007).

Inicialmente se argumentaba que por su tamafio tan pequefio y su poca capacidad de
nado, las larvas eran particulas pasivas transportadas por medio de la adveccion y por
corrientes ocenogréficas y que su potencial de dispersion se encontraba determinado
principalmente por la duracién de su fase pelagica (Grantham et al., 2003). Con base en
ello, diversos estudios han encontrado una fuerte correlacion entre la duracion larval
pelagica (PLD por sus siglas en ingles) y la dispersion real lo cual confirma el supuesto
de que a mayor PLD habra una mayor capacidad de dispersion (Bohonak, 1999;
Doherty et al.,, 1995; Weersing y Toonen, 2009). Sin embargo, otros autores han
encontrado que la conducta larval o autoreclutamiento y los procesos oceanograficos
de mesoescala pueden influir en la retencion larval o autoreclutamiento (Warner y

Cowen, 2002; Weersing y Toonen, 2009). En contraparte, estudios de genética
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poblacional han encontrado alta subdivision poblacional en especies con alto PLD
(Baums et al., 2006; Bowen et al., 2006; Taylor y Hellberg, 2003).

En los esfuerzos por cuantificar la conectividad se han utilizado diversos métodos
naturales por ejemplo, marcas quimicas (Jones et al., 1999), o ambientales (Swearer et
al., 1999; Thorrold et al., 2001), asi como artificiales, para estimar el origen de diversos
organismos (Tabla 2) (Levin, 2006; Thorrold et al., 2002). El marcaje artificial de larvas
marinas, ha aportado una mayor certidumbre en el estudio de la dispersion larval
(Thorrold et al., 2002).

Tabla 2. Enfoques metodolégicos para el estudio del transporte larval y conectividad poblacional.
Modificado de Crooks y Sanjayan (2006).

1. Seguimiento visual
a) Seguimiento a corto plazo por medio de la coloracion de la
larva por buceo auténomo
b) Fotografia aérea de gametos flotantes liberados en masa

2. Deteccién de zonas fuente de liberacién larval
a) Islas, parches arrecifales, montafias submarinas, entre otros.
b) Poblaciones marcadas genéticamente o colonias dentro de
una metapoblacion

3. Modelacién
a) Aproximaciones eulerianas, para conocer la fuente de
liberacion larval o de huevos vy las caracteristicas
oceanogréaficas
b) Seguimiento Lagrangiano
c) Distancia entre poblaciones para estimar las limitaciones
fisiolbégicas o energéticas para la dispersion
d) Modelos de acoplamiento fisico bioldgico, para estimar el
transporte y dispersion larval

4, Estudios geograficos de variacion genética
a) Alozymas
b) DNAmt
¢) Microsatélites
d) Secuencias nucleares

5. Marcaje o etiquetado de larvas
a) Marcas artificiales (por ejemplo, métodos de marcado-
liberacién-recaptura)
b) Marcas naturales (especifico para el sitio de origen larval)




Existen dos categorias de marcas artificiales, el primero involucra la inmersion de larvas
en marcadores quimicos (ej. compuestos fluorescentes, isétopos radiactivos) que son
incorporados dentro del tejido del cuerpo (Gillanders, 2002). El segundo enfoque se
basa en el marcaje fisico en estructuras que son formadas por perturbaciones
ambientales en estructuras especificas del organismo (sefiales térmicas) (Thorrold et
al., 2002). Estas marcas pueden ser huellas ambientales (sefiales isotopicas)

registradas de por vida en estructuras calcareas como los otolitos (Herzka, 2005).

También se han utilizado pruebas basadas en espectrometria de masas para examinar
la quimica de estructuras calcificadas en invertebrados marinos y peces que pueden ser
usados como marcas haturales o artificiales de origen natal, estas marcas geoquimicas
han revelado datos interesantes sobre dispersion larval que estan desafiando
paradigmas acerca de la escala espacial de la conectividad demografica en los
ecosistemas oceénicos (Thorrold et al., 2007).

Las marcas naturales aplicadas en sistemas marinos han atraido un interés
considerable debido a las dificultades asociadas con los estudios tradicionales de
marcaje-recaptura. Las marcas naturales son particularmente Uutiles cuando la
probabilidad de recuperacion de una marca artificial es limitada debido a una dispersion
larval significativa y alta mortalidad. Entre las marcas naturales se encuentran los

marcadores ambientales y los genéticos (Thorrold et al., 2002).

El uso de marcadores genéticos para el estudio de la conectividad genética, entendida
como el intercambio de genes que influye en la estructura genética de las poblaciones,
permite hacer estimaciones del grado en que el flujo genético afecta los procesos
evolutivos dentro de las subpoblaciones. Lo anterior, dependera principalmente del
namero absoluto de dispersores de la poblacion (Lowe y Allendorf, 2010). El flujo
genético puede actuar como una fuerza que mantiene integrada a la especie e influir en
procesos ecologicos (Eguiarte et al., 2007). De tal forma que si las poblaciones
separadas geograficamente (m a km) intercambian individuos (genes) regularmente,
este flujo resultara en una composicion genética similar entre ellas y evolucionaran de
manera conjunta (a menos que sea contrarrestado por seleccion o deriva genética). Por
el contrario, si las poblaciones no presentan intercambio de individuos por un periodo

prolongado de tiempo, empezaran a divergir, lo que puede contribuir al aislamiento
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reproductivo que ocasionara que se generen poblaciones genéticamente diferentes, lo

cual favorecera el surgimiento de nuevas especies (Slatkin, 1994).

En este estudio se evalu6 la conectividad genética mediante el uso de marcadores
moleculares, usando como indicadores la estructura genética, la direcciobn y magnitud
del flujo genético entre las poblaciones de dos especies abundantes en las

comunidades coralinas del Pacifico mexicano.

1.5. Justificacion

La atencibn en el tema de la dispersibn y la conectividad ha incrementado
considerablemente en las Ultimas décadas, impulsado por dos aspectos importantes.
En primer lugar, al reconocer que la fragmentacion de habitats puede ser una amenaza
para la biodiversidad. En segundo lugar, por el cambio en las demandas que
actualmente incluyen el manejo y conservacion ecosistémicos a través de la
designacion de reservas marinas y predicciones de los efectos del cambio climético
(Crooks y Sanjayan, 2006; Levin, 2006). En ese sentido, el conocimiento de los
patrones de dispersién y conectividad poblacional es central para la sustentabilidad de
las reservas marinas, ya que permiten determinar si los reclutas pertenecientes a una
area marina protegida son locales o se originan de sitios lejanos, de esta forma ayudan

a estimar la escala espacial efectiva del area protegida (Purcell et al., 2006).

Con base en gue los héabitats fragmentados mantienen su diversidad a través de la
conectividad entre ellos (Crooks y Sanjayan, 2006), es importante conocer el grado en
el que las poblaciones son autoreclutadas o reciben subsidio demografico de otros
sitios. Esto tiene consecuencias en un gran ndmero de procesos ecologicos
fundamentales que afectan la regulacion y persistencia de las especies, por lo cual el
alcance del estudio de la conectividad entre poblaciones es de gran relevancia, ya que
permite una mejor comprension de la dindmica poblacional. En consecuencia, se
podran tomar decisiones mas acertadas en el marco de la conservacion y manejo

sustentable de los recursos marinos (Gillanders, 2002).
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En las ultimas décadas se han desarrollado instrumentos moleculares y estadisticos
que han permitido integrar datos genéticos y geograficos (Galindo et al., 2010; Manel et
al., 2003; Munguia-Vega et al.,, 2014) que han sido muy utiles en el estudio de la
conectividad. No obstante, aun existe una deficiencia en el conocimiento detallado de
los patrones de conectividad para construir modelos generalizados que incorporen los
patrones de distribucion e intercambio en los diferentes estadios ontogénicos de

especies de diferentes grupos ecolégicos.

A diferencia de las costas del Caribe (Baums et al., 2006; Cowen et al., 2006; Galindo
et al., 2006; Paris et al., 2005; Salas et al., 2010) en la vertiente del Pacifico se ha
generado menor informacién sobre la dispersion larval y conectividad de poblaciones

marinas, por lo que este tipo de estudios es pertinente y necesario.

Este trabajo se enmarca dentro de los proyectos Fondo Sectorial CONACYT —
SEMARNAT —INE Ref. 023390, CONACYT -SEP 2008 (102239) y IACOD 1B200711-1.
Los muestreos se llevaron a cabo con los permisos de colecta concedidos por
SAGARPA, (DGOPA.06648.140807.3121 y PPF/DGOPA-070/13).

1.6. Preguntas de investigacion

¢,COmo estan estructuradas y conectadas genéticamente las poblaciones de dos
especies con capacidades de dispersion contrastantes (Cliona vermifera y Stegastes

flavilatus), distribuidas en las comunidades coralinas del Pacifico mexicano?

¢El patrén de conectividad genética de las poblaciones de Cliona vermifera y
Stegastes flavilatus esta determinado por el potencial de dispersién larvario y

caracteristicas oceanograficas?
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1.7. Objetivos

General

Determinar la estructura genética y los patrones de conectividad de las poblaciones de

la esponja perforadora Cliona vermifera y del pez Stegastes flavilatus.
Especificos

» Estimar el grado de diferenciacion genética de las poblaciones de Cliona vermifera
y Stegastes flavilatus en ecosistemas arrecifales del Pacifico mexicano.

» Definir los patrones de conectividad genética de poblaciones de Cliona vermifera y
Stegastes flavilatus en ecosistemas arrecifales del Pacifico mexicano.

= Comparar los patrones de conectividad genética Cliona vermifera y Stegastes
flavilatus que presentan diferente historia de vida y capacidad de dispersiéon con los

patrones de corrientes oceanicas.
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Capitulo 2.

Analisis de la estructura genética poblacional de la esponja
excavadora Cliona vermifera (Hancock, 1867), a diferentes
escalas geograficas en el Pacifico mexicano

2.1. Introduccién

Las esponjas excavadoras de coral representan un componente esencial de los
ecosistemas de arrecifes de coral (Carballo et al.,, 2008a, b). Estudios recientes
sugieren un futuro incremento en la bioerosion como consecuencia de la degradacion
de los arrecifes coralinos en todo el mundo (Carballo et al., 2013; Nava y Carballo,
2008; Schonberg y Ortiz, 2008; Wisshak et al., 2012b). A pesar de su importancia
ecoldgica, la dinamica poblacional de las esponjas excavadoras, incluyendo el cémo
estan estructuradas genéticamente y conectadas las poblaciones espacial y
temporalmente ain permanece desconocido. Esta informacion es de gran relevancia
tomando en cuenta su naturaleza sésil y su distribucidon espacial (en parches) de su
hébitat que consiste principalmente de estructuras calcareas. Los estudios de genética
poblacional disponibles de esponjas se enfocan principalmente en especies no
excavadoras (Bentlage y Worheide, 2007; DeBiasse et al., 2010; Duran et al., 2004a, b,
c; Lopez-Legentil y Pawlik, 2009; Worheide et al., 2008), y los estudios de esponjas
excavadoras son sobre todo filogenéticos (Barucca et al., 2007; Escobar et al., 2012;
Xavier et al., 2010b).

El ADN mitocondrial (ADNmt), ampliamente utilizado en metazoos para estudiar
patrones filogeogréaficos y de estructura genética poblacional, presenta un polimorfismo
limitado en las esponjas y cnidarios, debido a que es muy conservado en organismos
diploblasticos (Duran et al., 2004b). Sin embargo, la variacion del gen mitocodrial COI
ampliamente utilizado y muy conservado, en ocasiones ha demostrado ser informativo
para abordar las relaciones evolutivas en esponjas (e.gr., Cruz-Barraza et al., 2012);
aun asi, se han hecho varios esfuerzos para desarrollar nuevos marcadores
moleculares (Rua et al., 2011). El espaciador transcrito interno (ITS, por sus siglas en

inglés) también ha sido exitosamente usado en estudios de filogeografia en esponjas



12

(Bentlage y Worheide, 2007; Woérheide et al., 2008). Sin embargo, la variacién
intragenodmica y los bajos niveles de polimorfismo podrian limitar su utilidad en algunas
especies (Escobar et al., 2012; Lobo-Hajdu et al., 2004; Wdorheide et al., 2004).

La mayoria de estudios sobre genética intraespecifica de esponjas concurren en la
busqueda de niveles significativos de estructura genética a escalas que van de unos
pocos metros (Duran y Rutzler, 2006; Whalan et al., 2005) a mas de 100 km (Benzie et
al., 1994; Blanquer y Uriz, 2010; DeBiasse et al., 2010; Duran et al., 2004a, b ,c; Duran
y Rutzler, 2006; Lopez-Legentil y Pawlik, 2009; Noyer y Becerro, 2012; Sole-Cava y
Boury-Esnault, 1999; Wodrheide et al., 2008; Xavier et al., 2010a). Lo que se ha
encontrado es una notable e intensa diferenciacion genética interpoblacional en los
Porifera que ha sido atribuida a las caracteristicas de su historia de vida (larva
lecitotréfica de corta vida y dispersién larval restringida) (Maldonado, 2006) asi como a
su comportamiento larval filopéatrico, que es una caracteristica compartida entre muchas
especies de esponjas (Mariani et al., 2000; Uriz et al., 2008; Uriz y Turon, 2012; Uriz et
al., 1998), lo cual puede promover un patron de dispersion que se ajusta al modelo de

“stepping-stone” y un consecuente aislamiento por distancia (Woérheide et al., 2008).

En consecuencia, el aislamiento por distancia es un mecanismo potencial de
diferenciacion. Asi mismo, tanto el bajo potencial de dispersion como los factores
fisicos, tales como las condiciones hidrolégicas, podrian jugar un rol significativo en la

conformacion de la estructura genética de las esponjas (Duran et al., 2004c).

En el Pacifico mexicano (PM), los estudios sobre esponjas excavadoras se han
enfocado a su descripcibn taxondémica y clasificacion, biologia reproductiva y rol
ecolégico en las comunidades arrecifales (Bautista-Guerrero, 2006; Bautista-Guerrero
et al., 2010, 2014; Carballo et al., 2004; Carballo y Cruz-Barraza, 2005; Carballo et al.,
2013b; Carballo et al., 2007; Cruz-Barraza et al., 2011; Nava y Carballo, 2008). En la
actualidad, la estructura genética poblacional de las esponjas excavadoras en esta

region es desconocida.

Cliona vermifera Hancock, 1867 (Figura 3) es la esponja excavadora mas abundante en
las comunidades coralinas del PM y su abundancia ha ido incrementando en arrecifes

afectados por el blanqueamiento (Carballo et al., 2013b). Se ha encontrado una alta
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incidencia de la esponja en corales de diversas morfologias como el coral masivo
Pavona gigantea (Carballo et al., 2004) y el ramoso Pocillopora spp. (Bautista-Guerrero
et al., 2014) los cuales son los principales constructores arrecifales de la region (Reyes-
Bonilla y Lopez-Pérez, 1998). C. vermifera es una especie ovipara gonocoérica que se
reproduce sexual y asexualmente. La reproduccion sexual implica la fertilizacion interna
y liberacion de cigotos durante los eventos de desove en todo el afio con los picos mas
altos de julio a noviembre, coincidiendo con las altas temperaturas superficiales
(Bautista-Guerrero et al., 2014). Debido a las limitaciones para realizar estudios que
permitan estimar la dispersion larval, se desconoce cual es la duracion de la fase
larvaria en C. vermifera. Sin embargo, se ha encontrado que especies del mismo
género poseen larvas asociadas benténicas con limitada capacidad de dispersion y
comportamiento filopatrico (Mariani et al., 2001). Esas caracteristicas en su historia de
vida podrian favorecer la diferenciacion genética e independencia demogréfica entre las

poblaciones.

Figura 4. Cliona vermifera Hancock, 1867, Se observan las papilas (puntos color salmén) abiertas
en la parte inferior del coral Pavona gigantea, tomado de Carballo et al. (2008 b).

Para este estudio, se utilizaron secuencias de dos genes del ADN mitocondrial (ADNmt)
y uno nuclear para evaluar el nivel de diversidad genética y diferenciacion entre las

poblaciones de C. vermifera en el PM a diferentes escalas espaciales. Ademas, probar
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la hipotesis de que las muestras de esponjas colectadas en el PM revelaran una
estructura genética y que los patrones de dispersion seran consistentes con el modelo
“stepping-stone”, con base en lo que se conoce sobre los atributos de su historia de

vida.

2.2. Metodologia

2.2.1. Localidades de estudio y recoleccion de muestras

Las muestras se recolectaron por medio de buceo autbnomo en cinco comunidades
coralinas del PM: Bahia de la Paz, Baja California Sur (LP) (24° 02’ 41” N, 109° 49’ 34”
0); Isla Isabel, Nayarit (I1) (21° 52’ 45” N, 105° 36’ 41” O); Punta Mita, Nayarit (PM) (20°
46’ 9” N, 105° 32’ 15” O); Islas Marietas, Nayarit (IM) (20° 41’ 1” N, 105° 36’ 41” O) y
Bahias de Huatulco, Oaxaca (OAX) (15° 39’ 28” N, 96° 29’ 17” O) (Figure 4). En cada
sitio, se recolectaron al azar ~25 fragmentos de coral infestados por C. vermifera. Los
fragmentos de coral del género Pocillopora se tomaron de colonias vivas, parcialmente
vivas, unidas o separadas de la matriz arrecifal, y de coral muerto tendido en el suelo
marino. La distancia entre las muestras recolectadas fue de 5 m aproximadamente para
evitar el muestreo de clones. Cuando fue posible, las ramas de coral se rompieron en
pequefias piezas que fueron revisadas visualmente en el sitio para confirmar la
presencia de C. vermifera. Después, el tejido de esponjas fue separado manualmente
del coral y se preservaron con etanol al 96% en tubos Eppendorf y se identificaron

microscopicamente de acuerdo a Carballo et al., (2004).

2.2.2. Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

Se realizo la extraccion de ADN total de C. vermifera utilizando un protocolo estandar.
Se extrajo el ADN mediante digestion con proteinasa K y una posterior purificacion con
un protocolo de precipitacion salina, seguido por una extraccion organica y subsecuente

precipitacion con etanol (Aljanabi y Martinez, 1997).
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Se amplificaron dos genes del ADNmt y un gen nuclear por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) y posteriormente se enviaron a
secuenciar. Los marcadores mitocondriales fueron de secuencias parciales del
Citocromo oxidasa | (COI) (Folmer et al., 1994) y el ATP sintasa 6 (ATP6) (Rua et al.,
2011). El marcador nuclear fue de la region completa del espaciador interno transcrito
(ITS por sus siglas en inglés), desde el extremo del gen 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 hasta el
inicio del gen del 28S (Tabla 3). Debido a la dificultad para amplificar la region del ITS
en las muestras de OAX se realizaron varias pruebas adicionales para optimizar la PCR
con otros primers de ITS (en los resultados se detallara este aspecto) (Tabla 3). Las
amplificaciones se llevaron a cabo en 25 pl de volumen de reaccion que contenia 180
MM dNTPs, buffer de PCR Perkin EImer 1X (10 mM Tris HCI, 50 mM KCl 'y 2 mM
MgCl2), 0.4 uM de cada primer, 1 U de Tag DNA polimerasa (New England BIOLABS) y
2 ul de ADN gendmico (90 ng/ul). Para la amplificacion del ITS se utilizd el buffer de
PCR (Kapa Buffer A, 1.5 mM Mg); 1 U de Tag DNA polimerasa (Kapa Biosystems,
Wilmington, MA) y 2 ul de ADN genomico (20 ng/ul). Para las amplificaciones se utilizd
el termociclador PTC-200 DNA-Engine thermal cycler (BIORAD, Hercules, CA). Los
perfiles de temperatura para la amplificacion de las regiones de COIl y ATP6 fueron: 94
°C por 2 min; seguido de 35 ciclos a 94 °C por 50 s; temperatura de anillamiento (Tabla
3) por 50 s; 72 °C por 1 min; seguido por 72 °C por 10 min de extension final. Para el
ITS: 94 °C por 4 min; seguido de 45 ciclos a 92 °C por 30 s; temperatura de anillamiento
(Tabla 3) por 45 s; 72 °C por 1 min; seguido por 72 °C por 6 min de extension final. Para
identificar el tamafio y rendimiento de la amplificacion se realiz6 una electroforesis de
los productos de PCR en agarosa al 1.5% y se purificaron con EXoSAP-IT (ExoSAP-IT,
USB Corporation, Cleveland, OH), para enviarlos a secuenciar en ambos sentidos con
los primers de PCR y usando el kit BigDye Terminator v.3.1 en un ABI 3100 Gene
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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Tabla 3. Secuencias de los cebadores de ADNmt y nuclear y la temperatura de anillamiento usada
para la amplificacion por PCR. COI, Citocromo Oxidasa sub unidad 1; ATP6, ATP sintasa, sub
unidad 6; ITS, Espaciador Transcrito Interno, incluyendo parte de 18S RNAr, ITS1, el 5.8S gen
RNAr, ITS2, y parte del 28S RNAr.

GEN MARCADOR (5'-3") (TCA) REFERENCIA
LCOI490  GGTCAACAAATCATAAAGATA TTGG
Folmer et al.
a
col 50" (1oom
HCO2198  TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
ATP6porE  GTAGTCCAGGATAATTTAGG
Rua et al.
ATP6 % o
ATP6porR  GTTAATAGACAAAATACATAAGCCTG
188 TCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCG _
Lébo-Hajdu et
ITS 49 al. (2004)
28S GTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTT
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
e ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 5 White et al
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 5 (1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

a: Algunas muestras fueron amplificadas usando 40 °C como temperatura de anillamiento
b: Se probaron primer universales para amplificar las muestras de la localidad de Oaxaca en la
combinaciones siguientes: ITS1-ITS4, ITS1-ITS2, ITS3-ITS4.

2.2.3. Andlisis genéticos

Las secuencias fueron analizadas y editadas con el programa CODONCODE ALIGNER
v.4.0.4 (CodonCode Corp., Dedham, MA) y se alinearon usando el MEGA v.5 (Tamura
et al., 2011); los haplotipos se identificaron con DnaSP v.4.0 (Rozas et al., 2003). Para
confirmar la identidad taxondmica y detectar una posible contaminaciéon o amplificacion
de genes que no fueran de Porifera, se utilizé la funcion de BLAST para comparar
nuestras secuencias con otras ya sometidas en el banco de datos del GenBank
disponible en linea, con el fin de encontrar homologia con secuencias de la misma

especie 0 sus congéneres.
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Los siguientes andlisis se realizaron con el programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier et al.,
2005). Los patrones geograficos de diversidad genética se evaluaron con las
diversidades haplotipica (h) y nucleotidica (1) (Nei, 1987). Para examinar la estructura
poblacional jerarquica, se realizé un andlisis de varianza molecular (AMOVA), tomando
en cuenta la matriz de distancias inter-haplotipicas basada en el modelo de evolucion
nucleotidica optimo (HKY para los loci mitocondriales) obtenido con el programa
JMODELTEST v.2.1.5 (Darriba et al., 2012; Guindon y Gascuel, 2003), y una matriz de
diferencias pareadas no corregidas para las secuencias del ITS debido a la presencia
de indels informativos en el alineamiento y la baja divergencia entre haplotipos. El
indice de fijacion molecular ®st se calculé para probar la hipétesis de panmixia entre
todas las localidades y por pares. La significancia se calcul6 con pruebas de
permutacion y para las pruebas multiples se ajusto la significancia usando la correcion

secuencial de Bonferroni (Rice, 1989).

La matriz de los Fst pareados entre localidades se usoO para representar graficamente
los patrones de diferenciacibn genética empleando un andlisis de escalamiento
multidimensional no métrico (MDS por sus siglas en inglés), con el programa PRIMER
v.6.1.6 (Clarke y Gorley, 2006). Se asignaron tres regiones a priori: la region nortefia
gue incluyd la localidad de LP; la region central integrada por las localidades de Il, PM e

IM; y la region surefia integrada por la localidad de OAX.

Finalmente se realizd6 la prueba de aislamiento por distancia; correlacionando las
matrices de distancias genéticas (Fst) y geogréaficas (km) entre localidades mediante la
prueba de Mantel como est4 implementada en el programa IBD (Bohonak, 2002), para

estimar la relacion que existe entre pares de poblaciones con la distancia geografica.
Segun Eguiarte et al. (2007),

Este método evalla la relacion del flujo genético entre pares de poblaciones (M,
equivalente a Nm entre pares de poblaciones) con la distancia geografica. Bajo
este modelo, los valores de M se estiman a partir de los valores de Fst entre
pares de poblaciones (medida de diferenciacion entre poblaciones y se aplica

una regresion de M en K (K= distancia geografica). Para determinar si existe una
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relacion lineal significativa entre flujo génico y la distancia geogréafica entre

poblaciones.

2.3. Resultados

Todos los genes amplificaron exitosamente en todas las localidades con excepcion del
ITS en muestras de OAX. En la basqueda de homologias por el BLAST se encontraron
las mayores similaridades con secuencias sometidas en el GenBank de especies

congeneres.

2.3.1. Variacion de las secuencias de ADN y diversidad genética

Los genes analizados presentaron niveles contrastantes de variacion genética. En el
alineamiento de las secuencias de COI (650 pares de bases [pb], n = 73, nUmero de
acceso del Genebank = KP702139-41) se detectaron Unicamente cuatro sitios
polimorficos que generaron tres haplotipos diferentes, mientras que en el alineamiento
de las secuencias de ATP6 (381 pb, n = 99, numero de acceso del Genebank =
KP7021420-47) se detectaron catorce sitios polimérficos que generaron seis haplotipos
(2 compartidos y 4 privados), y en el ITS (587 pb, n = 58, nimero de acceso del
Genebank = KP411749-59) se detectaron nueve sitios variables y once haplotipos (2
compartidos y 9 privados) (Figura 4; Tabla 4). La variaciéon increment6é de los genes
mitocondriales al gen nuclear (COIl < ATP6 <ITS) lo cual fue evidente en los indices de
diversidad h y 7 (Tabla 4). Geogréaficamente, la variacion del ADNmt fue incongruente
entre genes. Dos localidades (PM e IM) estuvieron fijadas para un haplotipo del gen
ATPG6, pero con el gen COI se detectaron 2 haplotipos, mientras que la localidad de LP
estuvo fijada para un haplotipo del gen COl, y fue la de mayor diversidad en el ATP6 (y
en los mitocondriales en general) (h =0.79 = 0.0057). Las secuencias del ADN nuclear
fueron las mas diversas en general (Tabla 4). Promediando los tres genes, LP e IM
fueron las localidades mas diversas mientras que OAX siempre estuvo fijjada en el

ADNmt, y en el locus nuclear no se pudo amplificar. Esta heterogeneidad geogréfica
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encontrada en la diversidad del ADNmt tuvo consecuencias en los patrones de

diferenciacion genética.

Tabla 4. Niveles de diversidad mitocondrial (ATP6 y COI) y nuclear (ITS) de Cliona vermifera del
Pacifico mexicano. n, nimero de individuos analizados; A, numero de haplotipos; h, diversidad
haplotipica; m, diversidad nucleotidica; LP, La Paz; ll, Isla Isabel; PM, Punta Mita; IM, Islas
Marietas; OAX, Oaxaca; N.A.: no hay datos.

GEN LOCALIDADES TOTAL
LP Il PM M OAX
Col n 12 14 18 19 10 73
A 1 3 2 2 1 3
h 0.00 0.27 0.11 0.19 0.00 0.62
m 0.0000 0.0009 0.0002 0.0003 0.0000 0.0019
ATP6 n 20 20 20 20 19 99
A 5 2 1 1 1 6
h 0.79 0.10 0.00 0.00 0.00 0.52
m 0.0057 0.0002 0.0000 0.0000 0.0000 0.0022
ITS n 11 16 13 18 N.A. 58
A 2 3 2 7 11
0.18 0.42 0.51 0.79 0.74
m 0.0006 0.0009 0.0044 0.0052 0.0033
PROMEDIO A 2.67 2.67 1.67 3.33 1.00 6.67
h 0.32 0.26 0.21 0.33 0.00 0.62

m 0.0021 0.0007 0.0015 0.0018 0.0000 0.0024




20

CoIl ATP6 ITS

1. La Paz

2. Isla Isabel

3. Punta
Mita

4. Islas
Marietas

Pacific
Ocean

11 JC

5. Oaxaca

Figura 5. Localidades de muestreo y graficas de pastel que representan la distribucién geografica
y frecuencias haplotipicas para cada gen mitocondrial (COly ATP6) y nuclear (ITS).

2.3.2. Estructura genética

Los patrones contrastantes de la variacion genética espacial generaron fuerte
diferenciacion genética altamente significativa através del PM en los tres genes (®st col
= 0.878, p < 0.0001; ®dst atrs = 0.502, p < 0.0001; y Pst irs = 0.367, p < 0.0001),
revelando que un alto porcentaje de la varianza genética se repartié entre las muestras
geograficas como lo demuestran los cambios notables en las frecuencias haplotipicas
(Figura 4, Tabla 5). Los valores de ®st pareados permitieron identificar las localidades
nortefla (LP) y surefia (OAX) como las mas divergentes estando diferenciadas
consistentemente en casi todos los loci. Las dos localidades centrales PM e IM, que
estan separadas por menos de 10 km, fueron muy similares en los genes del ADNmt,
pero significativamente diferenciadas en el ITS. La localidades centrales Il (la mas
nortefia y distanciada <100 Km), PM e IM, fueron genéticamente similares en el gen
ATP6, mientras que en el gen COI Il presenté mayor similaridad con LP. En el marcador
ITS se obtuvieron los valores mas bajos de ®st y los valores de ®st pareados revelaron

diferencias significativas entre todas las localidades (Tabla 6).
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Tabla 5. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con los marcadores micocondriales (COl 'y ATP6)
y nuclear (ITS) de Cliona vermifera del Pacifico mexicano.

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE % DE
GEN VARIACION LIBERTAD CUADRADOS VARIACION

COl Entre poblaciones 4 39.80 87.83
Dentro de poblaciones 68 6.45 12.17

Total 72 46.25

ost 0.878 p <0.0001
ATP6 Entre poblaciones 4 19.52 50.25
Dentro de poblaciones 94 21.85 49.75

Total 98 41.37

¢st 0.502 p <0.0001
ITS Enre poblaciones 3 2451 36.77
Dentro de poblaciones 54 47.25 63.23

Total 57 71.76

ost 0.367 p <0.0001

Tabla 6. Los valores pareados de los indices de fijacién molecular (¢st) entre muestras de Cliona
vermifera en el Pacifico mexicano en dos genes mitocondriales (COl y ATP6) y uno nuclear (ITS).
Negritas: Significancia después de correccion de Bonferroni (a = 0.05); N.A.: no hay datos. LP, La
Paz; Il, Isla Isabel; PM, Punta Mita; IM, Islas Marietas; OAX, Oaxaca.

LP I PM IM
Localidades | COI ATP6 ITS | COl ATP6 ITS | COl ATP6 ITS | COl ATP6
I -0.011 0.206 g g0

PM 0.929 0.214 (322|0.709 0.000 @330
IM 0.865 0.214 (447|0.653 0.000 316|-0.040 0.000 @ 302
OAX 1.000 0.442 N.A.|0.883 0.951 N.A.| 0.982 1.000 N.A.|0.966 1.000

En general, los patrones geograficos fueron notables en el andlisis de ordenamiento
MDS de los valores pareados de Fst (Figura 5). La localidad OAX se observa en la
periferia y ampliamene separado de las otras localidades en los dos genes

mitocondriales. El mismo patron se observo en LP para todos los genes.
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Figura 6. Representacion de los patrones geograficos de diferenciacién genética mediante el
andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (MDS), con los dos marcadores
mitocondriales (COl y ATP6) y nuclear (ITS).

El aislamiento por distancia fue significativo en los dos genes mitocondriales; la
correlacion de las distancias genéticas con las geograficas resulté con tendencias
positivas y pendientes pronunciadas en todos los genes (r = 0.554, p = 0.00 para COI; r
= 0.795, p = 0.02 para ATP6). La correlacion realizada con los datos del ADNn (ITS)
revelé una tendencia positiva pero no significativa (r = 0.930, p = 0.21) presumiblemente

por el nimero de comparaciones pareadas (Figura 6).
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Figura 7. Prueba de aislamiento por distancia de Cliona vermifera en el Pacifico mexicano. Gréfica
de dispersién de puntos de las distancias genéticas (Fst) de los marcadores mitocondriales (COl y
ATP6) y nuclear (ITS) en funcion de la distancia geografica (km).

2.4. Discusion

Los patrones de diversidad y estructura genética revelados por los marcadores
mitocondriales y uno nuclear en poblaciones de C. vermifera en el PM indican la
influencia de barreras para la dispersion actuando a diferentes escalas espaciales y un
patron genético prevaleciente de aislamiento por distancia. La comprension de los
mecanismos que determinan estos patrones es fundamental para evaluar la amenaza
de esta esponja en los arrecifes de coral ante el cambio climatico. Este estudio ayudara
a futuros muestreos genéticos y geograficos, particularmente en términos de nuevos
loci, por ejemplo los microsatelites, lo cual ayudara a superar las limitaciones actuales

de los marcadores moleculares.
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2.4.1. Patrones de variabilidad genética

Las secuencias de ADN de C. vermifera presentaron bajos niveles de diversidad. Los
genes mitocondriales (COIl y ATP6) fueron los menos variables, en consistencia con la
baja tasa mutacional mitocondrial caracteristica del filum Porifera (Dailianis et al., 2011).
Se ha argumentado que esa baja tasa es el resultado de un largo periodo generacional
acoplado con una baja tasa metabolica (Wérheide, 2006). COI fue el mas conservado
de los dos genes mitocondriales, como se ha observado en otras especies , como es el
caso de las esponjas del Mediterraneo Crambe crambe (Duran et al., 2004 c), y las
esponjas del Indo-Pacifico Astroclera willeyana (Woérheide, 2006). Los niveles de
diversidad haplotipica del ADNm en C. vermifera (a excepcion de las secuencias de
ATP6 de LP) fueron similares a los encontrados en Cliona delitrix (h cor = 0.639, h atre =
0.556) (Rua et al., 2011), a pesar del pequefio niumero de secuencias y poblaciones
analizadas en ese estudio. Los valores tan bajos de diversidad nucleotidica (< 1%)
reflejaron la pequefia divergencia existente entre las secuencias de ADN. Comparado
con otras esponjas, la diversidad nucleotidica (es decir, el promedio de la divergencia
de nucel6tidos) de COI en la localidad de Il fue mayor que lo reportado en otras
especies tales como Crambe crambe (Duran et al., 2004c), Suberites diversicolor
(Becking et al., 2013) y Astrosclera willeyana (Worheide, 2006): m = 0.0006; 0.0006 y
0.00049, respectivamente). De los tres loci, el ITS mostré la més alta diversidad
genética, sin embargo, fue menor que lo reportado en otras esponjas; por ejemplo, en
Suberites diversicolor se report6 h = 0.82 (Becking et al.,, 2013). La divergencia
promedio de las secuencias de ITS encontrada en C. vermifera estuvo dentro del rango
reportado en otras Porifera del Océano indico, del Pacifico y del Caribe (ITS1, 7 =
0.004, ITS2, m = 0.00369; (Wdrheide et al., 2004), y en Indonesia (rr = 0.0008 — 0.0056;
(Becking et al., 2013). Debido a la gran diferenciacion encontrada en los genes
mitocondriales entre OAX y las otras localidades y a los esfuerzos infructuosos por
optimizar las PCR para amplificar la region del ITS, se abandono este efuerzo. Esta
imposibilidad de amplificar ITS se atribuyd a la presencia de alelos nulos, cuya
existencia puede resultar de sustituciones nucleotidicas que afectan el alineamiento del
primer con el ADN molde en los individuos de OAX, o bien de la presencia de
estructuras secundarias que pueden interferir con la polimerizacién de ADN en la PCR

(Zhang et al., 1994), o a la interferencia producida por el ADN gque flanquea la regién de
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interés (Hansen et al.,, 1998). Sin embargo, la fuerte diferenciacion mitocondrial
encontrada (por ejemplo, un solo haplotipo en la poblacion) y la posibilidad de alelos
nulos en el locus nuclear, apuntan a la existencia de aislamiento reproductivo
significativo en las esponjas de OAX que pueda estar favoreciendo un proceso de
especiacion (Blanquer et al., 2009; Blanquer y Uriz, 2010; Duran et al., 2004c).

Para confirmar este supuesto, se realizé un analisis comparativo de los niveles de
divergencia haplotipica (intra e inter-especifica) con el gen COI; para esto también se
utilizaron secuencias de especies congéneres disponibles en el Genbank (C. chilensis
HM999024-26, C. celata HM999027-30, C. delitrix HM999041, EF519609, C. viridis
JX999076, y C. jullieni GU169298). Los resultados revelaron que los valores de
divergencia intra-especifica son un orden de magnitud menor que los valores de
divergencia inter-especificas. Ademas, la divergencia (intra-especifica) de C. vermifera
oscilo entre 0.2 y 0.6%, en las otras especies con mas de un haplotipo, la divergencia
mas alta fue de 0.3%, mientras que las divergencias inter-especificas oscilaron entre
2.6 y 12% (Figura 7). Si bien los resultados encontrados son insuficientes para dar
conclusiones generales sobre los niveles relativos de la variablidad intra e
interespecifica de COI en Cliona spp., concuerdan con lo esperado de una limitada
variabilidad intraespecifica en una considerable anagénesis o evolucion filética
producida por el aislamiento reproductivo por un periodo largo entre linajes especificos.
En efecto, no se encontré un traslape entre el rango de divergencias intra e inter-
especificas (Figura 7). Aunque los valores de divergencia de los haplotipos de COI
encontrados en las muestras de OAX (0.6%) no implican periodos geoldgicos de
aislamiento reproductivo y diferenciacion, este valor muy alto de divergencia y la
existencia de cambios significativos en las frecuencias haplotipicas apoyan la idea de

que las esponjas del sur del PM podrian estar pasando por un proceso de especiacion.
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Figura 8. Diagrama de bigotes representando el valor medio, con el error estandar de los datos
incluidos dentro de la caja. El diagrama incluye datos de las distancias genéticas inter e
intraespecificas del gen mitocondrial COI de las especies de Cliona: C. vermifera, C. chilensis, C.
celata, C. delitrix, C. viridis, y C. jullieni. La distancia maxima intraespecifica de los halotipos de C.
vermifera fue de 0.006. El andlisis incluyd 13 secuencias en las distancias interespecificas y 11 en
las intraespecificas.

2.4.2. Patrones de estructura genética

Aun con la baja diversidad encontrada en los tres marcadores analizados, se
encontraron altos niveles de heterogeneidad genética geografica entre los sitios de
estudio. Los resultados sugieren que existe una fuerte heterogeneidad entre las
poblaciones locales de C. vermifera en todas las escalas, como se ha encontrado en
otras especies de esponjas como Scopalina lophyropoda (Blanquer et al., 2009). Sin
embargo, los patrones observados en el ADNmt parecen ser mas sensibles a la escala
espacial, por ejemplo en el gen ATP6 no se encontré diferenciacion a escalas de 10-
100s de km y sélo se encontrd estructura genética a mayores distancias. Con respecto
al gen menos variable COI fue menos consistente con la escala, ya que se encontré
mayor similitud entre localidades muy distanciadas (Il y LP, separadas entre ellas
por -500 Km) en relacién con localidades mas cercanas (Il con PM e IM, distanciada por
menos de 120 km). Esta discrepancia en la sefial de la estructura genética en dos

genes relacionados presentes en el ADNmt puede estar mas relacionado a sus
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diferentes tasas mutacionales. La alta similitud de LP con Il en el gen COI sugiere que,
al menos en escalas de tiempo evolutivo, puede existir flujo génico entre Baja California
y las poblaciones mas nortefias del PM. Ademas, los haplotipos compartidos del ITS (en
color rojo, Figura 4) entre las localidades mas nortefias (LP e IlI) también apoyan los

patrones observados en las secuencias de COI.

Por otra parte, el hecho de que los dos Unicos haplotipos presentes en OAX para cada
gen mitocondrial también se encontraron en las localidades méas nortefias (COIl en Il y
ATP6 en LP) (Figura 4) en bajas frecuencias, no es evidencia de flujo genético
contemporaneo, ya que eso implicaria mecanismos que permitan a la esponja
transportarse a -~ 1800 km, lo cual estaria en contradiccibon con los patrones
prevalecientes de alta diferenciacion genética y asilamiento reproductivo. Sin embargo,
estudios genéticos previos de especies simpatricas de coral [Pavona gigantea
(Saavedra-Sotelo et al., 2011), quien es hospedero de C. vermifera] han reportado una
afinidad genética a gran distancia entre las localidades de OAX y LP. Por lo que se ha
sugerido una hipotesis historica para explicar esos patrones que consiste en un alelo
que anteriormente se encontraba ampliamente distribuido y que ha sobrevivido en sélo
unas cuantas poblaciones periféricas en donde ha alcanzado alta frecuencia (OAX) y ha
desaparecido en el resto (Saavedra-Sotelo et al., 2013). Este resultado es relevante por
dos razones: primero, porque soportaria la existencia de una sefal genética historica
que estd influyendo en los patrones actuales de estructura genética en tres especies
filogenéticamente no relacionadas pero ecoldgicamente vinculadas. Segundo, la
congruencia en la composicon genética de estas especies de arrecifes de coral
dominantes en grandes escalas espaciales (> 1800 km) sugiere que la influencia de los
procesos en toda la comunidad a gran escala estan compartidos en estas poblaciones

sésiles.

2.4.3.Dispersion y redes de conectividad de habitat

Un estudio previo de 4 afios determiné que C. vermifera incorpora y combina algunas
de las ventajas de las esponjas viviparas (los huevos se incuban antes de convetirse en

larvas lecitotréficas), y de las oviparas (desove de masas de huevos y esperma)
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(Bautista-Guerrero et al., 2014). Del mismo modo, a diferencia de las esponjas
oviparas, C. vermifera también es capaz de proteger la etapa mas sensible de los
embriones dentro de una capsula, lo cual podria aumentar su supervivencia y aumentar
su capacidad de dispersion (Bautista-Guerrero et al.,, 2014). Sin embargo, los
resultados de este estudio sugieren que la conectividad entre localidades distantes no
pueden ser sustentadas por la dispersion de propagulos sexuales Unicamente. La
dispersion ocasional a gran distancia de fragmentos asexuales originados por
tormentas (Battershill y Bergquist, 1990) podria jugar un rol en la dispersion de las
esponjas no excavadoras. Sin embargo, hasta la fecha, no hay evidencia directa de
dispersién a gran distancia en estas esponjas por medio de fragmentos asexuales y la
Unica evidencia muestra que la dispersion asexual es unicamente efectiva a escalas de
metros (Zilberberg et al., 2006). Ademas, a diferencia de otras especies congéneres, C.
vermifera es incapaz de invadir una variedad de estructuras calcareas, tales como
conchas de moluscos y tubos de poliquetos (Carballo et al., 2008 a), que podrian viajar
por rafting (piedras, escombros, etc.) (Thiel y Haye, 2006), o en los cascos de las
barcos (Carballo et al., 2013). En ausencia de una etapa de dispersion planctonica, la
expectativa es que los patrones de dispersion realizada tendran poca congruencia con
mecanismos pasivos de dispersion y retencién (es decir, las corrientes ocednicas,
frentes, remolinos de mesoescala). Es cierto que una mejor comprension de los
procesos biofisicos que contribuyen a los patrones de dispersion observados requiere
enfoques interdisciplinarios integrados que incorporen alta resolucion de modelos
biofisicos y datos empiricos mas alld del alcance de este trabajo. La correlacion
significativa entre las distancias genética y geogréafica apunta a un modelo de dispersion
de “stepping-stone” y es consistente con una fase larvaria dispersiva de corta duracion,
asi como con la posible existencia de un comportamiento filopatrico en C. vermifera.
Esos resultados son consistentes con los encontrados en la esponja Scopalina
lophyropoda, que tiene una distribucién agregada y comportamiento larval filopatrico
(Blanquer et al., 2009).
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2.4.4.Limitaciones de los marcadores moleculares

Una revision reciente sobre la ecologia molecular de los Porifera (Uriz y Turon, 2012)
pone de manifiesto algunas deficiencias de la utilizacion de la variacion de secuencias
de ADN para la evaluacién de genética poblacional, incluyendo la falta de fiabilidad para
detectar patrones genéticos intraespecificos debido a la baja tasa mutacional del
ADNmt y a la existencia de variacion intragendomica en el ADNr nuclear. Nuestros
resultados corroboran el bajo nivel de variacién del ADNmt (COIl y ATP6), sin embargo,
ambos genes mostraron fuertes cambios en la frecuencia haplotipica a lo largo de la
region de estudio. De hecho, un nivel bajo de polimorfismo impide detectar estructura
genética poblacional significativa cuando no lo hay. Esto es resultado del limitado poder
estadistico para rechazar la hipétesis nula de no estructura con insuficiente variacion
(incrementando la probabildad de cometer el error Tipo Il). Sin embargo, si la hipoteis
nula es rechazada y se encuentra estructura genética significativa, el tema de bajo
polimorfismo es irrelevante, en la medida de la resolucion proporcionada por la
variabilidad del marcador molecular. La fiabilidad de tales patrones entonces depende
de su consistencia con otros loci independientes y mas variables, en los cuales se
esperaria encontrar un mayor nivel de estructura genética si existiera que en los loci de
lenta tasa mutacional. Este fue el caso de C. vermifera cuando comparamos los
patrones de diferenciacion con marcadores de DNAmt de lenta tasa mutacional y del
ADNr nuclear mas polimorfico. Ademas, el uso de marcadores de ADNmt de lenta tasa
mutacional en este estudio se basd en su utilidad para proporcionar evidencia
independiente (no ligada) para contrastar los patrones genéticos observados en el ADN
nuclear, y también porque a pesar de su lenta tasa mutacional se ha demostrado que
proporcionan valiosa informacion, y al menos uno de ellos (ATP6) no ha sido
ampliamente estudiado en genética poblacional de esponjas (Rua et al., 2011) y podria

ser mas informativo que COI, como lo fue en este caso.

Algunas especies de esponjas han mostrado la presencia de variacién intragenémica
en el ADNr nuclear, debido a que es una regiéon genética multicopia (Worheide et al.,
2004). Sin embargo, en este estudio no se encontr0 evidencia de variacion
intragendmica como dobles picos en algunas bases (SNP) o regiones de lectura

traslapada (indel polimorfico) en los cromatogramas de C. vermifera. Ciertamente, seria
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deseable desarrollar y aplicar en C. vermifera marcadores nucleares mas polimérficos,
tales como microsatélites, para corroborar y ampliar nuestros resultados genéticos.
Cabe sefialar, que ningan marcador molecular estd completamente desprovisto de
desafios. Por ejemplo, microsatélites mas variables requieren tamafios de muestra mas
grandes y son propensos a fallos de amplificacion y alelos nulos que complican su

interpretacion (Chapuis y Estoup, 2007; Uriz y Turon, 2012).
Este capitulo de tesis ha sido publicado en el siguiente articulo cientifico:

Ledén-Pech, M.G., Cruz-Barraza, J.A., Carballo, J.L., Calderén-Aguilera, L.E., Rocha-
Olivares, A. (2015). Pervasive genetic structure at different geographic scales in the
coral-excavating sponge Cliona vermifera (Hancock, 1867) in the Mexican Pacific.
Coral Reefs, 34, 887-897.
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Capitulo 3.

Patrones de conectividad genética de la Damisela: Stegastes
flavilatus (Gill, 1862) en comunidades coralinas del Pacifico
mexicano

3.1. Introduccion. Dispersiéon y conectividad en peces arrecifales

Inicialmente se consideraba que las poblaciones de peces arrecifales son abiertas a
nivel local, sin embargo, diversos estudios han encontrado que a grandes escalas los
sistemas arrecifales pueden presentar una estructura metapoblacional de parches
aislados conectados entre ellos mediante la dispersién larval (Cowen et al., 2000;
Crabbe, 2008; Figueira, 2009; James et al., 2002). Por lo tanto, uno de los temas
centrales en la ecologia marina concierne al rol de los patrones de conectividad via
dispersion larval en la estructuracion de las metapoblaciones marinas y la importancia
del suministro larval (Armsworth, 2002). En ese sentido, para el estudio de poblaciones
locales o parches arrecifales espacialmente estructurados que presentan diferentes
caracteristicas de habitat se ha adoptado el concepto de poblaciones fuente o
sumidero. Es decir, poblaciones capaces de auto-suministrarse y de exportar reclutas o

poblaciones que dependen de reclutas de otros parches, respectivamente.

Los peces arrecifales son relativamente sedentarios, tanto en su fase juvenil como
adulta, son territoriales y se distribuyen en habitats naturalmente fragmentados o en
parches (sistemas arrecifales), exhibiendo una estructura metapoblacional (Bay et al.,
2008; James et al., 2002). Estos parches arrecifales se conectan mediante la dispersion
larval de las especies, lo cual tiene implicaciones a escalas ecolégicas y evolutivas para
las poblaciones (Hogan et al., 2010). Por lo tanto el mayor potencial de dispersion
ocurre predominantemente durante la fase larval pelagica durante la cual los
organismos estan expuestos a las corrientes oceanicas (Bernardi et al., 2001; Ramon et
al., 2008). Es por ello que la dispersion larval es un importante medio para la
conectividad que favorece el flujo genético en las poblaciones arrecifales (Bradbury et
al., 2008; Hogan et al., 2010).



32

Anteriormente, se consideraba que las poblaciones de peces arrecifales estaban
conectadas demograficamente por transporte pasivo de las larvas planctonicas por
medio de las corrientes oceanicas (Roberts, 1997). Sin embargo, en las Ultimas
décadas se ha encontrado que la conducta larval y las condiciones ocenogréficas
(frentes, remolinos, giros) actuan sinérgicamente, limitando la dispersion y favoreciendo
el aislamiento poblacional (Cowen et al., 2000; Jones et al., 1999; Taylor y Hellberg,
2003). Por otra parte, estudios previos sobre peces arrecifales que han intentado
relacionar la duracion larval peldgica (PLD por sus siglas en inglés) con la estructura
genética poblacional, han encontrado resultados inconsistentes. En general, se ha
observado una mayor influencia en la estructura genética de factores biolégicos (habitat
y estacionalidad del desove especifico de cada especie) y ambientales (vientos
estacionales y patrones de corriente), que de las caracteristicas de la historia de vida de
las especies, como lo es el PLD (Ramon et al., 2008).

Las damiselas del género Stegastes han sido utilizadas como modelo de estudio para
entender la resolucion de la dispersidén y retencién en las poblaciones de especies
arrecifales con ciclos de vida similares para el disefio y monitoreo de areas marinas
protegidas (Ospina-Guerrero et al., 2008; Villegas-Sanchez et al., 2013; Villegas-
Sanchez et al., 2010). Aunque las damiselas presentan periodos larvales moderados,
gue podrian limitar su dispersién (Bernardi et al., 2001), en diversos estudios se ha
encontrado alta conectividad y limitada diferenciacion genética a grandes escalas
espaciales (1000’s de km) (Hepburn et al., 2009; Planes y Fauvelot, 2002), lo cual ha
sido explicado por las conexiones creadas por las corrientes superficiales y a diversos
procesos evolutivos. En contraste, otros estudios han documentado alta divergencia
genética entre poblaciones separadas a escalas mas finas (Fauvelot y Planes, 2002;
Hepburn et al., 2009; Planes y Fauvelot, 2002; Purcell et al., 2009; Taylor y Hellberg,
2003), lo que se ha relacionado con una combinacién de factores que podrian formar
barreras para la conectividad genética como son: perturbaciones ambientales como
mareas rojas y huracanes (Lacson et al., 1989); el componente conductual (migracién
vertical de larvas o adultos) (Planes et al., 1994); patrones de circulacion oceanogréfica

complejos; y barreras historicas para el flujo de genes (Chen et al., 2004).
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Por otra parte, las estimaciones de los patrones de dispersion entre poblaciones de
peces dependen en gran medida de la metodologia utilizada, cada una conlleva sus
ventajas y ciertas limitaciones. Por un lado, los modelos matematicos basados en
predicciones sobre circulacion, transporte de larvas (Cowen et al., 2000, 2002; Schultz y
Cowen, 1994) y comportamiento larval, han permitido determinar la existencia de
poblaciones cerradas (bajo flujo genético) (Paris y Cowen, 2004). Sin embargo, en
muchos casos no se ajustan con las observaciones en campo en cuanto a las
distancias de dispersion y distribucion de larvas (Mora y Sale, 2011). Por el otro, los
analisis genéticos nos han permitido determinar los procesos ecologicos que afectan los
patrones de conectividad en poblaciones marinas. Sin embargo, dichos patrones son
dependientes de los supuestos que incorporan los métodos analiticos y de la tasa
mutacional de los genes utilizados, es por ello que uno de los mayores retos en los
estudios de genética poblacional es disponer de marcadores genéticos apropiados, lo

suficientemente variables.

En estudios poblacionales de peces arrecifales utilizando aloenzimas se ha encontrado
alto flujo genético (poblaciones abiertas) y una poza génica comun geograficamente
extensa y con altas tasas de dispersion. La region del ADNmt también ha sido
ampliamente utilizada en su mayoria con organismos del Indo-Pacifico y Caribe, (Bay et
al., 2008; Bernardi et al., 2001; Chen et al., 2004; Ramon et al., 2008), en los cuales se
han encontrado altos niveles de variabilidad, atribuido a grandes tamafos
poblacionales, a la heterogeneidad ambiental y a las caracteristicas del ciclo de vida
que favorecen un aumento rapido de las poblaciones (Chen et al., 2004). También se
ha encontrado que los peces arrecifales generalmente presentan una baja estructura
genética poblacional que refleja cuellos de botella genéticos asociados con la
variaciones climaticas (Fauvelot et al., 2003). Tales resultados se han considerado
importantes en la dinamica poblacional de peces arrecifales (Planes et al., 1996; Sale et
al., 2006). Asi mismo, los cebadores microsatelitales por ser altamente polimorficos
tienen el potencial de detectar diferenciacion poblacional mas sutil y pueden ser mas
Utiles para determinar eventos recientes de aislamiento demogréafico y diversidad

genética entre poblaciones (Ospina-Guerrero et al., 2008; Wright y Bentzen, 1994).
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La comprensiéon de los patrones de dispersion es fundamental para entender los
procesos ecoldgicos y evolutivos en las epecies marinas, lo cual conlleva a mejorar los
planes de manejo para la conservacion de las poblaciones de peces arrecifales y sus
ecosistemas. A pesar de ello, el conocimiento sobre el grado en el cual las poblaciones
locales de una metapoblacién son cerradas (se auto-suministran) o abiertas (dependen

de reclutas de otros lugares) es limitado.

Figura 9. Stegastes flavilatus. A) Fase juvenil, b) Fase adulta, © Copyright Gerald Allen, 2006.

http://stri.discoverlife.org/mp/20g?search=Stegastes+flavilatus&l=spanish

Debido a la relevancia ecologica de las especies de Stegastes se han realizado
estudios para comprender sus patrones de dispersién y conectividad genética (Hogan
et al., 2010; Hogan et al., 2012; Ramon et al., 2008; Thiessen y Heath, 2006; Villegas-
Sanchez et al.,, 2013; Villegas-Sanchez et al.,2010; Wiliams et al., 2003). El pez
damisela Stegastes flavilatus Gill, 1862, conocido como “Beaubrummel” o Castafieta
azul dorada en el Pacifico mexicano (Figura 8), es una especie comun en las
rompientes de los arrecifes rocosos, alcanza profundidades de hasta 10 m, es omnivoro
territorial y dependiente del sustrato rocoso para reproducirse (Chavez-Comparan et al.,
2008; Wellington y Victor, 1989). Se distribuye desde las costas de Baja California hasta
el Ecuador, y se ha reportado como una especie dominante en algunas comunidades
coralinas (Chavez-Comparan et al., 2008). Su tipo de reproduccion es sexual y al igual

gue sus congeéneres, S. flavilatus posee una fase larval pelagica que dura entre 20 a 33


http://www.coralrealm.com/advisorbios.html
http://stri.discoverlife.org/mp/20q?search=Stegastes+flavilatus&l=spanish
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dias (Wellington y Victor, 1992), periodo en el cual se da el mayor potencial de

dispersion.

Las caracteristicas de historia de vida y el potencial de dispersion de S. flavilatus, asi
como la resolucién de los marcadores moleculares empleados en este estudio, ofrecen
la oportunidad de evaluar la estructura metapoblacional en organismos de sistemas
marinos arrecifales. En este estudio se utilizO un marcador mitocondrial (region control)
y 5 loci nucleares (microsatélites) para determinar la estrucutra genética poblacional y el
nivel de conectividad de las poblaciones de S. flavilatus del PM. El propdésito es probar
la hipétesis de panmixia y mediante las diferencias espaciales en las tasas de migracién
probar si la estructura de las poblaciones de S. flavilatus se conforma a un modelo
metapoblacional. Las metapoblaciones son poblaciones subdivididas genéticamente
que se mantienen a traves del tiempo por medio de la colonizacion y migracion de las

poblaciones fuente (Figura 9) (Bay et al., 2008).

Figura 10. Modelo conceptual de estructura metapoblacional dada por la dispersién y colonizacion
de poblaciones fuente (representadas en circulos mas oscuros). Los circulos grises representan
las poblaciones sumidero y los circulos blancos representan poblaciones aisladas por barreras
fisicas o biol6égicas. Modificado de Crooks y Sanjayan (2006).
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3.2. Metodologia

3.2.1. Localidades de estudio y recoleccion de muestras

Las muestras fueron recolectadas por medio de buceo autbnomo en seis comunidades
coralinas del PM: Bahia de la Paz, Baja California Sur (LP) (24° 02’ 40.05” N, 109° 47’
51.01” O); Isla Isabel, Nayarit (II) (21° 50’ 37.45” N, 105° 52’ 56.23” O); Negritos,
Jalisco (NEG) (19° 37’ 22.33” N, 105° 17’ 31.34” O); Manzanillera, Michoacan (MAN)
(18° 21° 20.11” N, 103° 36’ 26.39” O); Zacatoso, Guerrero (ZAC) (17° 38 15.61” N,
101° 42’ 8.29” O); Bahias de Huatulco, Oaxaca (OAX) (15° 33’ 20.43” N, 96° 7’ 53.84”
O) (Figura 10). En cada sitio, se recolectaron al azar ~25 organismos de S. flavilatus

que fueron preservados en etanol al 96% en tubos Eppendorf.

3.2.2. Extracciéon de ADN, amplificacién, secuenciacion de ADNmt vy

genotipificacion de loci microsatelitates

El ADN gendmico fue extraido del tejido de la aleta caudal de S. flavilatus utilizando el
Kit DNeasy blood and tissue de QIAGEN (QIAGEN, Hilden, Germany). Para el ADNmt
se amplifico la regién control y para el ADNn se amplificaron 6 loci microsatelitales
heter6logos desarrollados en Stegastes partitus (Tabla 7; Thiessen y Heath, 2007;
Williams et al., 2003). Los cebadores de la regién control fueron CR-A (F) (5-TTC CAC
CTC TAA CTC CCA AAG CTAG-3’) (Lee et al., 1995); StDloop.H (R) (5-CTG GAY AGA
YRG CAC GGC ATG G-3’) (Ramon et al., 2008).

Las amplificaciones se llevaron a cabo por medio de PCR’s en 25ul de volumen de
reaccion que contenia 250 uM dNTPs, buffer de PCR Perkin Elmer 1X (20 mM Tris HCI,
50 mM KCly 2 mM MgCl2), 0.4 uM de cada primer, 1 U de Taqg DNA polimerasa (Kapa
Biosystems, Wilmington, MA) y 1pl de ADN genomico (50 ng/pl). Para las
amplificaciones se utilizd el termociclador PTC-200 DNA-Engine thermal cycler
(BIORAD, Hercules, CA). Los perfiles de temperatura fueron: 94 °C por 1 min; seguido
de 35 ciclos a 93 °C por 30 s; temperatura de anillamiento 52 °C por 60 s; 72 °C por 3
min; seguido por 72 °C por 10 min de extension final. Para identificar el tamafio y

rendimiento de la amplificacion se realizo la electroforesis de los productos de PCR en



37

agarosa al 1.5 % y se purificaron con ExoSAP-IT (ExoSAP-IT, USB Corporation,
Cleveland, OH). Posteriormente, para enviarlos a secuenciar en ambos sentidos con los
primers de PCR y el equipo BigDye Terminator v.3.1 chemistry in an ABI 3100 Gene
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Las amplificaciones de los loci microsatelitales (GT10, AAT39, AAC33, GATA40, TG13,
GGAY7) (Tabla 7; Thiessen y Heath, 2007; Williams et al., 2003), se llevaron a cabo con
dos técnicas y pérfiles de termociclado de acuerdo a los resultados de la primera
genotipificacion. En el primer método, la mezcla de reactivos para las PCRs fue
realizada siguiendo el método descrito por (Schuelke 2000) y el perfil de termociclado
fue modificado dependiendo de las condiciones Optimas para cada locus (Tabla 8). El
segundo método de amplificacion utilizado en GT10, TG13, AAT39, AAC33 y GATA40
se llevo a cabo por reamplificacién de un volimen de 10 pl de reaccion que contenia
200 uM de dNTPs, buffer de PCR (Kapa Buffer A, 1.5 mM Mg); 1 U de Tag DNA
polimerasa (Kapa Biosystems, Wilmington, MA) y 1 ul de ADN genémico (50 ng/ul). Con
TG13y GT10 se uso el buffer de PCR Perkin Elmer 1 X ([15 y 20 mM respectivamente];
Tris HCI, 50 mM KCIy 2 mM MgClz), y Taqg DNA polimerasa (New England BIOLABS).
Con AAT39 y AACS3 se utilizé 0.5 pl de Albumina Sérica Bovina (BSA por sus siglas en
inglés). En la primera PCR se agreg6 cada primer a una concentracion final de 0.5 uM y
en la reamplificacion se sustituyé el cebador forward con la secuencia universal M13
marcada con un fluoréforo y como el ADN patron se usé el producto del primer PCR a
una dilucién de 1:100. Los perfiles de termociclado en este método variaron para cada

locus de acuerdo a sus condiciones 6ptimas de amplificacion (Tabla 9).

En ambas técnicas se agreg6 una extension de la secuencia universal M13 al marcador
forward, para que fuera reconocida por otra secuencia universal M13 marcada con un
fluoréforo, en el proceso de amplificacién. Para ello se utilizé el termociclador C100
Touch DNA-Engine thermal cycler (BIORAD, Hercules, CA). Finalmente, para identificar
el tamafo y rendimiento de la amplificacion se realizO0 una electroforesis de los
productos de PCR en agarosa al 2 %. Los productos amplificados fueron mezclados
para ser genotipificados (identificacion de alelos por medio de su fluorescencia) en un
secuenciador automatico ABI 3130xl y posteriormente se visualizaron en el programa

GeneMarker v.2.4.0 para determinar los alelos de cada genotipo.
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Tabla 7. Secuencias de los cebadores usados para la amplificacién de los 6 loci microsatelitales
heterdlogos; F: fluoréforo utilizado; M R: motivo de repeticién; Talla: rango de tamafios alélicos.

GEN CEBADOR SECUENCIA (5- 3) F MR Tala
SpGT10 F GGCCTGTTTAAAGGTCACCA 262-
(1a)
GT10 DQ676498 R CACCAACGAGCTACGGTGTA FAM  GTwo 596
SPTG13 F CTTGTTCCTTGGCTTCTTGG vIC
(1a)
Te13 DQ676497 R TGATAGTGGCAAGCAATGGA a  TGw 248
SPAAT39F  TGCCAAGTTAAACGTAGACAC 147-
(1b)
AAT39 SPAAT39R  CTCCCTTCAGTGTATTTCAGAA ~ NED  AATs o)
SPAAC33F  ATCCGTTTCGTGGTCTCAC 99-
(1b)
AACS3 SPAAC33R  CCCCGCTTTCCTTCTAAA VI AACs  g35
SPGGATF  CGATATGTTTAATGTGAGGAACG
(1a)
GGAT DQ676494 R TTTCAGGAGGTAATAGTCCACCA ~ NED  GGA7 - 264
GATA4oln  SPGATA0F  TTGCCTGCTGATAATTAACG gy GATA; 133
SPGATA40R  ATGCCTCACAATGATGTATATTT 2o 249

(1a) Thiessen y Heath (2007); (1b) Williams et al. (2003); (1c) En algunas muestras se usé el NED.
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Tabla 8. Condiciones de termociclado para cada locus, con sus respectivas temperaturas de
anillamiento, modificado de Schuelke (2000).

GT10 TG13 AAT39 AAC33 GGA7 GATA40
Precalentado 10ma 10ma 1 ma 10ma 1 ma 10 m a
95°C 95°C 94 °C 95°C 94 °C 95°C
2ma 1ma 1ma 1 m a
94°C  94°C 94 °C 94 °C
30 23 21 21 35 23
ciclos ciclos ciclos ciclos ciclos ciclos
Desnaturalizacion 15sa 30sa 10sa 30sa 30sa 30 s a
94°C  94°C 94°C 94°C 93°C 94°C
Anillamiento 15sa 30sa 10sa 30sa 1 ma 30 s a
47°C 48°C 50°C 50°C 53°C 48°C
Elongacion 30sa 45sa 10sa 45sa 3ma 45 s a
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
8 8 8 8
ciclos  ciclos ciclos ciclos
Desnaturalizacion 30sa 10sa 30sa 30 s a
94°C 94°C 94°C 94 °C
Anillamiento 30sa 10sa 30sa 30 s a
53°C 53°C 53°C 53°C
Elongacion 45sa 10sa 45s a 45 s a
72°C 72°C 72°C 72°C
Elongacion final 90sa 2ma 10ma 2ma 10ma 2 m a
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
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Tabla 9. Condiciones de termociclado con el método de reamplificacién, para cada locus con sus
respectivas temperaturas de anillamiento.

) T°C
T°C Tiempo
(2do PCR)
TG13y AAT39y
GT10
GATA40 AAC33
Precalentado 95 °C 10 min 10 min
94 °C 2 min 1 min 1 min
30 ciclos
Desnaturalizacién 94 °C 15s 30s 10s
Anillamiento *0C 15s 30s 10 s 53°C
Elongacion 72°C 30s 45s 10s
Elongacion final 72°C 90s 2 min** 10 min

*T° de anillamiento de GT10 fue de 47°C, de GATA40 59°C y el de los loci restantes fue de 50°C;
**10 min de extensién final para GATA40.

3.2.3. Andlisis genéticos de laregion control del ADNmt

Las secuencias de la regién control fueron analizadas y editadas con el programa
CODONCODE ALIGNER v.4.0.4. (CodonCode Corp., Dedham, MA) y se alinearon con
la ayuda de MEGA v.5 (Tamura et al., 2011). Los haplotipos fueron identificados con el
programa DnaSP v.4.0 (Rozas et al., 2003). Los siguientes analisis se realizaron con el
programa Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). Se estimaron los niveles de
diversidad genética haplotipica (h) y nucleotidica (1) (Nei, 1987). Se realiz6é un analisis
exploratorio de las relaciones filogenéticas entre los haplotipos de la regién control con
una red de parsimonia estadistica utilizando el programa TCS v.1.2.1 (Clement et al.,
2000). Para examinar la estructura poblacional jerarquica, se realiz6 un andlisis de
varianza molecular (AMOVA). El indice de fijacion molecular ®st se calculé para probar
la hipotesis de panmixia entre las poblaciones, tomando en cuenta la matriz de
distancias inter-haplotipicas basada en el modelo de evolucion nucleotidica éptimo
(HKY) obtenido con el programa JMODELTEST v.2.1.5 (Darriba et al., 2012; Guindon y
Gascuel, 2003). La significancia se calculé con pruebas de permutacion y para las
pruebas multiples se ajusté usando la correcién secuencial de Bonferroni (Rice, 1989).

Finalmente, se realizé una prueba de aislamiento por distancia correlacionando las
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matrices de distancias genéticas (Fst) y geograficas (km) entre localidades mediante
una prueba de Mantel como esta implementada en el programa IBDWS empleando

10,000 aleatorizaciones (Jensen et al., 2005).

3.2.4. Andlisis genéticos de loci microsatelitales

Para caracterizar cada locus microsatelital en cada localidad se cuantificé el nUmero de
alelos (A) y se calculé la riqueza alélica (rA) estandarizada a un tamafio minimo de
muestra mediante el programa FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 1995). Se estim6 la
heterocigocidad observada (Ho) y la esperada (He de acuerdo al equilibrio de Hardy
Weinberg) con el programa Microsatellite Toolkit K (Park, 2001). Para probar si las
frecuencias genotipicas de cada locus se encuentran en equilibrio, se probd la hipotesis
nula de equilibrio en el proceso de mutacion por locus en cada muestra, utilizando la
prueba exacta de Hardy-Weinberg (H-W) y para estimar su nivel de significancia se
utilizaron los algoritmos propuestos por Guo y Thompson, (1992) implementados en el
programa GENEPOP v.3.4 (Raymond y Rousset, 1995). Para las pruebas mdltiples se
ajusto la significancia utilizando la correccion secuencial de Bonferroni (Rice, 1989).
Para medir el nivel de endogamia existente en cada localidad para cada locus se
obtuvo un indice de endogamia (Fis) que calcula el grado de consanguinidad entre
individuos mediante el programa FSTAT v.2.9.3.2. Para verificar la existencia de alelos
nulos en cada uno de los loci en el proceso de amplificacion, utilizamos el programa
Micro-Checker v.2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004).

Con la finalidad de evaluar el grado de diferenciacion genética poblacional en S.
flavilatus en el PM, realizamos un AMOVA para evaluar los niveles de diferenciaciéon
genética utilizando dos indices analogos: Fst, basado solamente en las frecuencias
alélicas, y Rst, que también toma en cuenta la informacion molecular representada por
las diferencias entre tamafos alélicos. Para estas pruebas se uso el programa Arlequin
v.3.5 (Excoffier et al., 2005). La significancia del AMOVA fue evaluada mediante
pruebas de permutacion. Para las pruebas multiples se ajusté la significancia utilizando
la correccién secuencial de Bonferroni (Rice, 1989). Para complementar el andlisis de

diferenciacion genética basado en un modelo genético y en simulacién estadistica se
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realiz6 un andlisis bayesiano de estructura, mediante el programa Structure v.2.3.4
(Pritchard et al., 2000), el cual se basa en el andlisis de genotipos multilocus agrupando
los genotipos en un numero K de probables subpoblaciones. ElI programa asume
equilibrio de Hardy-Weinberg y equilibrio de ligamiento dentro de cada subpoblacion,
ademas de que permite incluir informacién acerca del origen geografico de las
muestras. Los parametros de corrida fueron un periodo de calentamiento de 10,000;
500,000 Cadenas de Markov, un modelo ancestral de mezcla (admixture); frecuencias
alélicas independientes; y 6 iteraciones. El nUmero de grupos o subpoblaciones (K) se
estimo con el programa Structure Harvester v.0.6.93 (Earl y VonHoldt, 2012). Para el
calculo de delta K, el programa se basa en la tasa de cambio en la probabilidad de que
los datos provengan de K subpoblaciones calculando dicha probabilidad para un
namero creciente de valores de K (Evanno et al., 2005). Se realizé la prueba de
aislamiento por distancia; correlacionando las matrices de distancias genéticas (Fst) y
geograficas (km) entre localidades mediante la prueba de Mantel implementada en el

programa IBDWS, empleando 10,000 aleatorizaciones (Jensen et al., 2005).

Para evaluar el patron de flujo genético, estimamos simultineamente los tamafios
poblacionales efectivos (6 = 2Nep) y el flujo genético (M = m/y) en el programa
MIGRATE v.2.1.3 (Beerli, 2012). Este programa infiere parametros genéticos
poblacionales a partir de datos genéticos estimando los parametros (P) y su
probabilidad condicional dada los datos genéticos (D) [es decir: Prob (P|D)]. Para
estimar la tasa de migracién asimétrica entre poblaciones, se emplea una expansion de
la teoria de la coalescencia considerando las mutaciones historicas, genealogia y los
distintos tamafios de las subpoblaciones, asumiendo una tasa de mutacién constante
(n). Para este analisis se utiliz6 el método bayesiano con una distribucidon previa
uniforme (Uniform prior distribution), una cadena larga (50,000 genealogias calculadas)

y los primeros 250,000 arboles fueron ignorados (burn-in).
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3.3. Resultados

3.3.1. Region control del ADNmt

El éxito de amplificaciéon de esta region del ADNmt fue del 100 %. Sin embargo, el
namero de individuos en las localidades de MAN y ZAC fue bajo debido a que fueron

muestras donadas y no fue posible realizar otras salidas de campo.

3.3.1.1 Diversidad genética

La region control amplificada fue de 475 pb; en el alineamiento de todas las secuencias
se detectaron 25 sitios polimérficos que generaron 26 haplotipos, de los cuales 18
fueron privados. Un haplotipo fue el mas abundante y comun en todas las localidades y
no se encontrd un patron filogeografico en la distribucion de haplotipos (Figura 10). En
la red haplotipica presentada en la figura 10, se observa una topologia caracteristica de
poblaciones en expansion (Eguiarte et al., 2007), un solo haplotipo ampliamente
distribuido y abundante (haplotipo 1). Los valores de diversidad fueron consistentes en
todas las localidades a excepcion de MAN donde se obtuvieron valores muy bajos (h =
0.22 y m = 0.0005), ya que se encontraron 2 haplotipos Unicamente, lo cual puede estar
relacionado al pequefio tamafio de muestras. Isla Isabel fue la localidad con mayor
diversidad (h = 0.77 y m = 0.003) (Tabla 10).

Tabla 10. Niveles de diversidad en la regién control de Stegastes flavilatus del Pacifico mexicano.
n, niumero de individuos analizados; A, nimero de haplotipos; h, diversidad haplotipica; m,
diversidad nucleotidica; LP, La Paz; Il, Isla Isabel; NEG, Negritos; MAN, Manzanillera; ZAC,
Zacatoso y OAX, Oaxaca.

LP I NEG MAN  ZAC OAX TOTAL
24 21 20 9 13 18 105
10 8 6 2 7 8 26

0.66 0.77 0.57 0.22 0.73 0.69 0.66
0.002 0.003 0.001 0.0005 0.003 0.002 0.002

q > 5
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Figura 11. A) Graficas de pastel representando la distribuciéon geografica y frecuencias
haplotipicas de la region control de Stegastes flavilatus del Pacifico mexicano. B) Red de
parsimonia estadistica de haplotipos de la region control de S. flavilatus del PM. La red muestra
las relaciones entre los 26 haplotipos encontrados en S. flavilatus. Cada haplotipo esta
representado con un circulo; el tamafio de los circulos es proporcional al nUmero de individuos
con ese haplotipo, que esta especificado entre parentesis paralos que se encontraron mas de una
vez; los haplotipos fueron numerados en orden de abundancia decreciente. Los circulos blancos
son haplotipos Unicos y privados (se presentaron en una poblacién). Las lineas que conectan los
circulos representan un paso mutacional. El circulo negro pequefio representa un haplotipo
intermedio inferido que no fue encontrado en la muestra. Los haplotipos en A estan coloreados de
acuerdo a B incluyendo a los haplotipos privados representados en color blanco.

3.3.1.2 Estructura genética

Los valores de ®st fueron bajos y no significativos (Pst = 0.00633, p = 0.243) por lo cual
no se rechaza la hipotesis nula de panmixia mitocondrial matrilineal en las poblaciones
de S. flavilatus del PM. Con el uso de comparaciones pareadas entre las localidades no
se detectaron diferencias significativas. Finalmente, en la prueba de aislamiento por
distancia no se encontrd correlacion significativa entre las distancias genéticas (Fst) y

las geogréficas (r = 0.411, p = 0.169).
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3.3.2. Loci microsatelitales

Se amplificaron con éxito 6 loci microsatelitales heterdlogos de los cuales dos fueron
monomorficos (TG13 y GGA7). Por lo tanto, los analisis subsecuentes se realizaron con

los 4 loci que presentaron polimorfismo.

3.3.2.1 Diversidad genética

El nimero de alelos no fue muy variable entre los loci analizados (12-15) a excepcién
de GATA40 que presentd el mayor numero de alelos (27). La riqgueza alélica
estandarizada a un tamafio minimo de nueve, varié entre 6 (AAC33) y 12.2 (GATA40), a

nivel poblacional el promedio fue de +8.0 en todas las localidades (Tabla 11).
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Tabla 11. Localidades, PP: parametros poblacionales analizados para cada locus, localidad y
promedios; N =tamafio de muestra, A = nimero de alelos, rA =riqueza alélica.

LOCI MICROSATELITALES
LOCALIDAD PP GT10 AAT39 AAC33 GATA40 PROMEDIO

N 23 24 24 24 24

LP A 12 11 7 17 11.75

rA 8.5 7.4 4.7 11.1 7.93

N 20 21 21 21 21

I A 9 12 9 20 12.5

rA 7.2 8.8 6.5 12.3 8.7

n 20 20 20 20 20

NEG A 9 10 8 17 11

rA 7.2 8.1 6.1 11.2 8.15

n 10 9 10 10 10

MAN A 6 9 7 14 9

rA 5.7 9 6.6 12.9 8.55

n 12 13 13 13 13

ZAC A 8 11 8 13 10

rA 7.3 8.9 6.7 11.2 8.53

n 25 25 24 25 25

OAX A 10 11 9 18 12

rA 6.8 8.8 6.1 11.4 8.23
A TOTAL POR LOCUS 12 15 12 27
rA POR LOCUS 7.3 8.7 6 12.2

Los valores en negritas representan las muestras donde se encontraron probabilidades
significativas de alelos nulos.

En general, los valores de heterocigosidad genética esperada (Ho) fueron moderados;
en promedio, la probabilidad de encontrar una individuo heterocigoto al azar en una
muestra fue de 0.60-0.78. Los valores de Ho fueron menores en la mayoria de los loci y
en todas las localidades (Tabla 12). De los cuatro loci analizados, Unicamente GT10 y
GATA40 no presentaron equilibrio de H-W en la localidad de la Paz (Tabla 12). La
probabilidad de presencia de alelos nulos no fue significativa en el locus AAC33 para
ninguna localidad, mientras que en GATA40 sélo en dos de las seis localidades
estudiadas no se encontro singnificancia (Il y OAX). A nivel poblacional 1l fue la Unica
que no presentd alelos nulos en nigun locus, las cinco localidades restantes

presentaron alelos nulos en uno o mas loci (Tabla 11). Los coeficientes de endogamia
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(Fis) promedio para cada localidad variaron entre 0.083 y 0.289 (Tabla 12), los valores
positivos obtenidos representan un grado de endogamia en las poblaciones. Los loci
que no mostraron equilibrio de H-W en alguna localidad presentaron un grado

moderado de endogamia (valores positivos).
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Tabla 12. Diversidad de loci microsatelitales, analizados por localidad, coeficiente de endogamia
(Fis), heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho). Valores de p en negritas representan datos
significativos en la prueba del equilibrio de H-W depués de la correcciéon de Bonferroni.

LOCI MICROSATELITALES

LOCALIDAD GT10 AAT39 AAC33 GATA40 PROMEDIO
n 23 24 24 24
Fis 0.27 0.268  0.269 0.34 0.289
LP He 0.888 0.849  0.737 0.940 0.85
Ho 0.652  0.625  0.542 0.625 0.610
pH-W 0.0004 0.0022 0.0369 0.0019 0
n 20 21 21 21
Fis 0.095 -0.061  0.186 0.203 0.106
I He 0.827 0.899  0.815 0.951 0.87
Ho 0.750  0.952  0.667 0.762 0.783
pH-W  0.098 0922  0.416 0.043 0.117
n 20 20 20 20
Fis 0.239  0.029  0.245 0.308 0.206
NEG He 0.849 0.874  0.790 0.932 0.86
Ho 0.650  0.850  0.600 0.650 0.688
pH-W 0041 0909  0.453 0.003 0.011
n 10 9 10 10
Fis 0.245  0.278 0.02 0.28 0.211
MAN He 0.784  0.908  0.816 0.958 0.87
Ho 0.600 0.667  0.800 0.700 0.692
pH-W 0.2703  0.0155 1 0.0088 0.0089
n 12 13 13 13
Fis 0.043 0.212  0.176 0.358 0.201
ZAC He 0.870  0.871 0.834 0.945 0.88
Ho 0.833  0.692  0.692 0.615 0.708
pH-W 0195 0.068  0.398 0.004 0.006
n 25 25 24 25
Fis 0.06 0.207  0.036 0.021 0.083
OAX He 0.807 0.904  0.777 0.940 0.86
Ho 0.760  0.720  0.750 0.920 0.788
pH-W  0.047  0.002 0.549 0.144 0.003
He promedio 0.842  0.896 0.785 0.950
Ho promedio 0.709 0.759  0.661 0.726

p H-W 0.0001 0.0001 0.3707 0
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3.3.2.2 Estructura genética

En el analisis de varianza molecular no se encontrd diferenciacion genética significativa
(Fst = 0.0073, p = 0.2329; Rst = 0.0287, p = 0.1431) (Tabla 13). Asi mismo, no se

detecto diferenciacion significativa en las comparaciones pareadas entre localidades.

Tabla 13. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con los 6 loci microsatelitales de Stegastes
flavilatus del Pacifico mexicano.

INDICE FUENTE DE SUMA DE COMPONENTES % DE
VARIACION CUADRADOS DE LA VARIANZA VARIACION
Fst Entre poblaciones 10.736 0.0123 0.733
Dentro de poblaciones 371.751 1.689 99.27
Total 386.595 1.702
Fst 0.0073 p = 0.2329
Rst Entre poblaciones 7951.441 22.472 2.88
Dentro de poblaciones 166840.904 758.367 97.12
Total 174792.345 780.840
Rst 0.0287 p= 0.1431

En el andlisis bayesiano (STRUCTURE) se detectaron dos grupos genéticos (K) mas
probables (Figura 11). Sin embargo, las dos identidades genéticas identificadas
estuvieron distribuidas en igual proporcion en todas las localidades estudiadas,
revelando la ausencia de un patrén geografico de diferenciacion (Figura 11). Estos
resultados son congruentes con los resultados del AMOVA. Debido a que se
encontraron valores significativos de probailidad de presencia de alelos nulos, se realizé
un AMOVA con la correcciéon de alelos nulos y se obtuvieron los mismos resultados en
cuanto a la ausencia de estructura genética significativa (Fst = 0.0069, p = 0.1755; Rst
= 0.0293, p = 0.1319). La prueba de aislamiento por distancia también fue congruente
con los reusultados de estructura genética, ya que no se encontrd0 correlacion
significativa entre los valores pareados de Fst con la distancia geogréfica (r = 0.0960, p
= 0.4390).
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Figura 12. A) Probabilidad de grupos en equilibrio genotipico y de ligamiento obtenido mediante
STRUCTURE utilizando el método propuesto por Evanno et al. (2005). B) Probabilidad de
pertenencia de cada individuo a un posible grupo genético identificado (asignado a un color).

3.3.2.3. Patrén de flujo genético

Se realizaron 11 simulaciones con el programa Migrate-n que arrojaron valores muy
altos de tasas de migracion. Por lo tanto, para corroborar la existencia de flujo
asimétrico y detectar la direccion del nivel mas alto de flujo, se eligieron las cinco
simulaciones que fueron consistentes en la direccion y magnitud del flujo (M = m/p) y se
categorizaron de acuerdo al orden de magnitud de los valores de las tasas de
migracion. Con ésta categorizacion fue posible detectar tres diferentes intensidades: 1
los valores minimos (10%), 2 los intermedios (10°) y 3 los valores maximos (10 o mas)
(Tabla 14).

La mayoria de las localidades comparadas presentaron valores que se encuentran
dentro de la categorizacién 3 (18 de 30); cuatro localidades comparadas presentaron
valores categorizados en 2 y ocho presentaron valores categorizados en 1 (Tabla 14).
El patron geografico general evidencio que la localidad de OAX es la de mayor flujo
hacia todas las localidades estudiadas, asi como Il con excepcion del flujo hacia OAX.
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El tamafo efectivo pobacional (6) fue alto en la mayoria de las localidades. LP e I
fueron las de mayor tamafio efectivo; NEG fue la localidad que present6 el valor mas
bajo de 6 (Tabla 14).



52

Tabla 14. Estimaciones de tamafios poblacionales efectivos (8 =2 Ne ) y tasas de migracidon entre poblaciones (M = m/u) de Stegastes
flavilatus. Los nameros entre paréntesis y en negritas representan las categorias que se asignaron a los valores de M de acuerdo a las
diferencias en el orden de magnitud: (1) Minimo; (2) Intermedio y (3) Maximo.

M = m/u

N 0 1 2 3 4 5 6
1.LP 24 5973 0 2558915 (3) 106920 (2) 86564 (1) 129647 (2) 1684210 (3)
2.1l 21 6.605 4812866 (2) 0 82993 (1) 251271 (2) 71788 (1) 8879013 (3)
3. NEG 20 0.049 6106928 (3) 2105653 (3) 0 2041357 (3) 1070398 (3) 2951965 (3)
4. MAN 10 5.052 3361379 (3) 4217071 (3) 7857016 (3) 0 5175803 (3) 4400888 (3)
5. ZAC 13 4.747 1378377 (3) 3989068 (3) 8186974 (3) 7048103 (3) 0 5948583 (3)
6. OAX 25 2.848 60583 (1)  50145(1)  58133(1) 63649 (1) 80286 (1) 0
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3.4. Discusion

3.4.1. Patrén de diversidad genética de Stegastes flavilatus en el PM

En general, la diversidad encontrada en la regién control de S. flavilatus fue alta, sin
embargo, fue menor que lo reportado en otros estudios de peces damisela
(pomacentridos) en el Indo-Pacifico Oriental (h = 0.986 para Stegastes fasciolatus, h =
0.939 para Dascyllus albisella (Ramon et al., 2008); h = 0.99 para Dascyllus
trimaculatus (Bernardi et al., 2001), incluyendo otras especies de peces arrecifales del
Pacifico Occidental (h = 0.944 m = 0.0203 para Thallasoma hardwicky (Chen et al.,
2004), Mientras que en Thalassoma lucasanum en el PM se encontré una variabilidad
reducida y menor a la de este estudio (h = 0.124; m = 0.00059, (Dominguez-Rivera,
2011) no consistentes con la ubicuidad y gran abundancia de la especie. Esos valores
bajos de diversidad han sido relacionados con la interaccion entre factores ecoldgicos y
evolutivos (cuellos de botella, estrategias de reproduccién, reciente colonizacion, y
bajas tasas de auto-reclutamiento), asi como a las caracteristicas del habitat, que
podrian estar propiciando una diversidad genética mitocondrial reducida por deriva y
generar la dominancia de algunos haplotipos (Figura 10) (Dominguez-Rivera, 2011).

De manera general en peces arrecifales, se ha encontrado alta diversidad haplotipica
en relacion a la diversidad nucleotidica, asi como fue observado en este estudio.
Algunos autores mencionan que es un indicio de una rapida expansién demogréfica
posterior a un cuello de botella, que no permite que pase el tiempo suficiente para
acumular mutaciones (Chen et al., 2004; Domingues et al., 2008; Fauvelot et al., 2003).

Por otro lado, la alta diversidad haplotipica en peces arrecifales ha sido relacionada con
la influencia de diversos factores (Chen et al., 2004; Domingues et al., 2008; Fauvelot et
al., 2003; Fauvelot y Planes, 2002). En primer lugar, un tamafo poblacional grande que
permita altos niveles de diversidad genética y las caracteristicas de historia de vida de
las especies como tiempos generacionales cortos, tallas pequefias y rapida
maduracion. En segundo lugar, en poblaciones donde la migracion es alta en periodos
relativamente cortos es posible que sefales genéticas de reduccion poblacional

desaparezcan (Domingues et al., 2008). Asi mismo, se ha encontrado evidencia de que
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la seleccion natural puede estar actuando en esta regiéon del ADNmt y por lo tanto

puede estar influenciando en la variabilidad genética (Haney et al., 2007).

En cuanto a los niveles de variabilidad de los loci microsatelitales de S. flavilatus, fueron
menores a los encontrados en sus congéneres del Caribe, en los cuales se utilizaron
algunos de los loci empleados para este estudio. En Stegastes partitus del Caribe
colombiano se reporté un promedio de 31 + 6 alelos/locus y un rango de 21 a 42
(Ospina-Guerrero et al., 2008); en el Caribe mexicano, se encontré un promedio de 60
alelos por locus y un rango de 22 a 127; en el Caribe mexicano y golfo de México se
detectaron un promedio de 49 alelos por locus y un rango de 12-80 (Villegas-Sanchez
et al., 2010, 2013 respectivamente); y con Stegastes acapulcoensis en el PM se obtuvo
un promedio de 32.75 alelos y un rango de 25 a 49 alelos por locus (Chassin-Noria y
Urbiola-Rangel, 2013). En general los valores de Ho fueron moderados, sin embargo,

en promedio se encontré un déficit de heterocigosidad en todas las localidades.

El déficit de heterosigocidad ha sido explicado por causas técnicas como la
subestimacion de alelos al momento de la genotipacion omitiendo picos considerados
como fantasmas; la dominancia de alelos pequefios (Ospina-Guerrero et al., 2008); o la
presencia de alelos nulos (Addison y Hart, 2005). De esas asociaciones, la presencia
de alelos nulos podria ser mas cercana a nuestros resultados, ya que en tres de los
cuatro loci se encontré probabilidad significativa de presentar alelos nulos en alguna
localidad. Otras explicaciones se refieren a procesos biolégicos como la endogamia, el
efecto Wahlund o el apareamiento no aleatorio (Addison y Hart, 2005; Ospina-Guerrero
et al., 2008). En este caso el efecto Wahlund se descarta ya que no se encontrd
estructura genética significativa entre localidades. Por otra parte, en algunas especies
como en S. partitus, se ha considerado el apareamiento no aleatorio como posible
causa del déficit de heterocigosis debido al comportamiento sexual de la especie que
involucra la seleccion del macho por parte de la hembra (Ospina-Guerrero et al., 2008).
En cuanto a la endogamia, en promedio se encontraron valores moderados de Fis
(0.106 - 0.289) a excepcidn de la localidad de OAX que fue muy bajo e Il que presento

un valor negativo de Fis (exceso de heterocigotos o exogamia).
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3.4.2. Estructura genética

La falta de diferenciacion genética significativa fue consistente en los resultados del
AMOVA, tanto en el analisis del ADNmt como en los loci microsatelitales, por lo cual no
se rechaza la hipotesis de panmixia. Debido a que no se encontrd un patron geogréfico
de diferenciacion genética a lo largo de mas de 1800 km, se sugiere que las

poblaciones de S. flavilatus en el Pacifico mexicano presentan alta conectividad.

Estas sefiales de alta conectividad también se han encontrado en otras especies de
peces distribuidas en las comunidades arrecifales del Pacifico mexicano, a escalas
similares con Thalassoma lucasanum (Dominguez-Rivera, 2011); y a escalas menores
con Stegastes acapulcoencis (Chassin-Noria y Urbiola-Rangel, 2013). De manera
general sus resultados se han asociado a factores ecolégicos como la demografia
historica y condiciones del hébitat, asi como a factores biolégicos como son las

estrategias reproductivas y el periodo larval.

En diversos estudios de especies congéneres del Caribe, donde se han empleado
métodos genéticos directos e indirectos, se ha encontrado estructura genética a
diferentes escalas espaciales debido al autoreclutamiento y a la retencién local. Asi
mismo, se ha encontrado variacion en los patrones de diferenciacién a escala temporal
y en diferentes estapas de vida de las especies. Sus resultados han sido relacionados a
procesos ecolégicos, predominantemente a un efecto de loteria y a la contribucion
larval que puede variar en el tiempo debido a proceso estocasticos como el flujo
oceanogréfico (Christie et al., 2010; Hogan et al., 2010; Hogan et al., 2012; Villegas-
Sanchez et al.,2010;).

Con base en lo anterior, es importante tener en cuenta la dificultad de estimar la
estructura poblacional solo con la diferenciacion genética debido a los efectos relativos
de la colonizacion y migracion. Asi mismo, las posibles limitaciones del indice de Fst
para interpretar la estructura genética en organismos con alto flujo genético, puede ser
superado tomando réplicas a escala temporal e incorporar métodos empiricos para
evaluar la existencia de un error de muestreo y detrminar cual es el indice de

diferenciacion mas apropiado para el analisis de los datos (Knutsen et al., 2003).
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Con respecto a la falta de corelacion entre la distancia genética con la distancia
geografica, se ha asociado a la falta de disponibilidad de sitios de asentamiento en un
sistema de islas por lo tanto a pesar de tener diferentes periodos larvales, parecen
tener la misma propabilidad de encontrar un sitio disponible (Fauvelot et al., 2003). Por
otro lado, es posible que se deba a que las especies arrecifales pueden presentar
eventos de reduccion y extension o migraciones asimétricas en poblaciones locales que
favorezcan una estructura genética que no esta determinada por la distancia entre sus
poblaciones, si no por las tasas de migracion y la demografia historica de la especie, lo
cual es caracteristico en especies con alta capacidad de dispersion (Bay et al., 2008).

3.4.3. Patrén de migraciéon asimétrico

La magnitud y direccion de flujo genético encontrados sustentaron la falta de
diferenciacion genética en las poblaciones de S. flavilatus ya que los valores de las
tasas de migracion fueron muy altas en general. Aunque no se encontré un patron
geografico de diferenciacién genética significativa en este estudio, los valores de las
tasas de migracién mostraron un flujo asimétrico que sugiere una desviacién del modelo
de isla, el cual asume que las tasas de migracion son iguales entre las poblaciones, ya
gue fue notable y estricto el patron de conectividad asimétrico de OAX hacia el resto de
las localidades (Tabla 14). La alta intensidad de migracion de OAX hacia las otras
localidades podria estar asociado con la Corriente Occidental Mexicana (COM). Esta
corriente se origina en el Golfo de Tehuantepec y se dirige hacia el norte hasta
encontrarse con la Corriente de California (CC) (Kessler, 2006), favoreciendo un flujo
intenso de larvas hacia esa misma direccién, tomando en cuenta que el periodo larval

pelagico de S. flavilatus es de 20 a 23 dias (Wellington y Victor, 1992).

En contraparte, la alta migracion de las localidades mas nortefias hasta ZAC (p. ej.,
LP—ZAC, también podria estar asociada a los patrones de flujo de la COM, ya que esta
corriente cambia la direccion de su flujo hacia el sur durante la primera mitad del afio
(Kessler, 2006). No obstante, es posible que otras condiciones oceanogréaficas
particulares como el giro de Tehuantepec disminuyan la tasa de migracion hasta la
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localidad mas surefia (OAX), pues aun con valores altos de flujo, disminuyeron en 2

ordenes de magnitud (Tabla 14).

Las tasas de migracion menores (2 ordenes de magnitud) que no se asociaron a las
caracteristicas oceanograficas o a la distancia geografica (p. ej., NEG y ZAC—lI, tabla
14) pueden corresponder a condiciones ambientales que no permiten a las larvas
asentarse ya que se ha encontrado una fuerte correspondencia del post-reclutamiento
de los peces damisela con el habitat (Bernardi et al., 2001; Wellington y Victor, 1992).
Asi mismo, existen estudios de peces arrecifales donde no se ha detectado relacion de
la diferenciacion genética con el periodo larval plancténico, las caracteristicas
oceanograficas o la distancia geogréfica. En contraste, han detectado una estructura
poblacional que se ajusta al modelo de isla, donde el intercambio larval es aleatorio
tanto a escala temporal como espacial, debido a la falta de disponibilidad de sitios de
asentamiento en un sistema insular. A pesar de que las especies pueden presentar
diferentes periodos larvales, tienen la misma propabilidad de encontrar un sitio

disponible (Fauvelot et al., 2003; Fauvelot y Planes, 2002).

En resumen, los resultados genéticos mostraron evidencia de que las poblaciones de S.
flavilatus del Pacifico mexicano presentan una alta conectividad a escalas de miles de
km, lo cual indica que factores bioldgicos como el periodo larval le confieren una alta
capacidad de dispersion, en consecuencia el flujo larval puede ser mediado por las

condiciones oceanograficas particulares en algunas regiones del Pacifico mexicano.

3.5. Perspectivas

Las conclusiones de este capitulo se generaron de los resultados del analisis realizado
con un namero limitado de loci microsatelitales, por lo que es recomendable aumentar
la catidad de cebadores. En este sentido, es importante mencionar que a partir de este
trabajo, se llevd a cabo la secuenciacién masiva (NGS por sus siglas en inglés) de un
par de organismos de S. flavilatus de la localidad de LP. La NGS se realiz6 con la
plataforma illumina (San Diego, CA), con el modo pired-end, realizada en LANGEBIO,

Irapuato, México.
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De los datos generados de la NGS se disefiaron 30 loci microsatelitales, de los cuales
24 han amplificado exitosamente (Tabla 15). El uso de éstos marcadores en un futuro

permitird tener mayor resolucién en los resultados que se obtengan.
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Tabla 15. Loci microsatelitales especificos de Stegastes flavilatus, disefiados por medio de la

secuenciacién de nueva generacion.

ID MICROSATELITE CEBADOR MR TALLA

339 SFLA2_02F AC 196
SFLA2_02R

570 SFLA2_05F AC 328
SFLA2_05R

586 SFLA2_06F AC 306
SFLA2_06R

1249 SFLA2_09F AG 185
SFLA2_09R

1 SFLA3 01IF  AGC 279
SFLA3 01R

127 SFLA3 02F  AGC 320
SFLA3 02R

1546 SFLA3 03F  AGC 192
SFLA3_03R

1828 SFLA3 04F  AGC 154
SFLA3_04R

2635 SFLA3 05F  AAG 259
SFLA3_05R

4092 SFLA3 06F  AAC 347
SFLA3_06R

4413 SFLA3 07F  AAT 329
SFLA3 07R

4433 SFLA3 08F  ATC 305
SFLA3_08R

4802 SFLA3 09F  AGC 154
SFLA3_09R

5312 SFLA3 10F  AAC 248
SFLA3_10R

548 SFLA4 01F  AAAT 197
SFLA4 01R

549 SFLA4 02F  AAAG 341
SFLA4 02R

2371 SFLA4 03F  AAAC 265
SFLA4 03R

3027 SFLA4 04F  AAAC 347
SFLA4_04R

3306 SFLA4 05F  AAGG 339
SFLA4 05R

3470 SFLA4 06F  AAAT 333
SFLA4 06R

3917 SFLA4 07F  AATG 291
SFLA4 07R

4539 SFLA4 08F  AAAG 308
SFLA4 08R

4630 SFLA4 09F  ACCT 199
SFLA4 09R

4723 SFLA4 10F  AAAG 287

SFLA4 10R
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Capitulo 4.

Analisis comparativo de los patrones de conectividad en
especies marinas arrecifales con  historia de Vvida
contrastante

4.1. Retos en el estudio de la conectividad: escalas espaciales y

temporales

4.1.1. Analisis de la conectividad en especies con diferente historia de vida

Las intensas discontinuidades genéticas intraespecificas ocurren cuando las barreras a
la dispersion (pasadas y/o actuales) permiten la diferenciacion y evitan la
homogenizacion genética entre las poblaciones. Por lo tanto, los patrones geograficos
de estructura genética dentro de una especie proporcionan valiosas sefiales de los
niveles y direccion de la conectividad entre las poblaciones, ya sea histdrica o

contemporanea (Pelc et al., 2009).

Asi mismo, las especies relacionadas ecoldgicamente con historia de vida contrastantes
responden al ambiente a diferentes escalas espaciales y temporales, lo que se reflejara
tanto en los procesos ecologicos como evolutivos (Gaggiotti y Vetter, 1999). Esto
debido a que la historia de vida especifica de cada especie tiene importantes
implicaciones sobre cédmo responden a distintas barreras que limitan el flujo genético.
Por ejemplo, las especies con larvas plancténicas, en especial las larvas planctotréficas,
tienen un espectro de flujo muy amplio (Waples, 1998) y debido a su alto flujo genético,
las poblaciones rapidamente se homogenizan mostrando baja o nula estructura
genética. Sin embargo, las condiciones pueden afectar directamente la conectividad,
como es el caso del escaso intercambio de migrantes a corta distancia a través de un
frente oceanografico que actla como barrera o, contrariamente, la alta conectividad a
gran distancia mediada por una fuerte corriente (White et al., 2010). En este sentido, las
especies con dispersion planctonica frecuentemente reflejaran la conectividad
oceanografica actual (Grosberg y Cunningham, 2000), mientras que las especies con

baja capacidad de dispersion tenderan a reflejar patrones histéricos resultantes de
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grandes escalas de tiempo. Esto, debido a que su bajo nivel de flujo genético permite
que la sefial de separacion historica persista por muchas generaciones (Hellberg et al.,
2002).

Por lo tanto, en los sistemas marinos los patrones geograficos de estructura genética
podrian ser congruentes en especies con potencial de dispersion similar pero diferiran

en especies con potencial de dispersion contrastante.

4.1.2. Enfoque genético para medir conectividad

Como se ha visto en los capitulos anteriores, el flujo genético se refiere a todos los
mecanismos que generan movimiento de genes de una poblacién a otra, siempre y
cuando los individuos se reproduzcan en la poblacién que migraron y asi contribuyan a

la conectividad genética poblacional.

Los métodos genéticos para estimar el nivel de flujo genético entre poblaciones pueden
ser directos o indirectos. Los métodos directos, se basan en experimentos que miden el
grado de dispersion de gametos, por ejemplo la asignacion de individuos en las
poblaciones de origen, o también pueden hacerse pruebas de paternidad y después
cuantificar el patrén de movimiento de genes (Eguiarte et al., 2007; Jones et al., 2005).

Las posibles limitaciones de estos métodos es que se tiende a subestimar la frecuencia
de la dispersiébn a grandes escalas espaciales. Ademas, los eventos de extincion y
recolonizacion no son considerados como una fuente de flujo genético, por lo tanto no
permiten detectar posibles eventos que puedieran estar influyendo en la estructura

poblacional (Eguiarte et al., 2007).

Los analisis de maxima verosimilitud y bayesianos mas recientes proporcionan una
mayor precision y con ellos es posible inferir tasas de migracion entre poblaciones. Sin
embargo, se ha encontrado que estas pruebas son mas utiles en la deteccion de

patrones cuando la conectividad es baja (Waples y Gaggiotti, 2006).

Los métodos indirectos estan enfocados en identificar la distribucion espacial de alelos

en las poblaciones para hacer inferencias de los niveles o patrones de flujo genético
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(Eguiarte et al., 2007). Se basan principalmente en los modelos tedéricos de estructura
poblacional, el mas usado es el de islas infinitas (infinite island model) (Figura 12). Este
modelo supone migracion entre un numero infinito de islas o subpoblaciones de igual
tamafo, que intercambian migrantes entre cualquiera de las islas con igual probabilidad
a una tasa constante; donde hay ausencia de seleccién o mutacion, y el flujo genético
no es afectado por la distancia geografica entre poblaciones y que cada poblacién esta
en un equilibrio entre migracion y deriva (Eguiarte et al., 2007). Otro modelo, es el de
aislamiento por distancia (mencionado en el Capitulo 3, Figura 12) que explora la
relacion del flujo genético entre pares de poblaciones (M), con la distancia geografica
(Slatkin, 1993) para determinar si existe una correlacion significativa entre ambos. Para
ello se utiliza cominmente una prueba de correlacion matricial de Mantel (mencionado
en el capitulo 2), ya que los valores de M para los diferentes pares de poblaciones no
son independientes. Ambos modelos (de islas y aislamiento por distancia) utilizan el
indice de fijacion Fst como medida de diferenciacion, el cual “mide la variacion de las

frecuencias alélicas entre poblaciones” (Eguiarte et al., 2007).

O
o/-o -

o-0-0-0

) n
« >

Figura 13. Modelos de flujo genético méas usados. a) Estructura de isla donde el flujo genético es
igual entre islas del mismo tamafio; b) Estructura de “stepping-stone” lineal donde las
poblaciones mas cercanas presentan mayor nivel de flujo genético. Modificado de Crooks y
Sanjayan (2006).
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El indice de Fst es un parametro de gran utilidad para el estudio de las poblaciones y
proporciona valiosa informacién sobre la importancia evolutiva del flujo y la deriva
genética. A pesar de ello, algunos estudios sefialan que en la préctica, sus
estimaciones pueden ser limitadas en algunos casos (pocas Ordenes de magnitud),
debido principalmente a los supuestos del modelo de isla que no siempre se ajustan a
las poblaciones estudiadas (Eguiarte et al., 2007; Hedgecock et al., 2007). Otros
autores sefialan que el uso de loci poco polimdrficos o que estén sujetos a seleccién; o
cuando los tamafos poblacionales son muy grandes y la deriva genética es muy débil
puede conducir a subestimaciones o sobreestimaciones. Sin embargo, se ha
comprobado que es posible tener una interpretacion adecuada si se toman en cuenta
dichas inconveniencias para estimar flujo genético (Bohonak, 1999; Eguiarte et al.,
2007; Grosberg y Cunningham, 2000).

Por otro lado, los patrones geograficos de diferenciacion genética no pueden ser
tomados como Unica evidencia de baja conectividad, ni la homogeneidad genética
como alta conectividad. Se requiere de informacion complementaria para apoyar las
inferencias sobre la conectividad de los datos genéticos espaciales. Es importante
tomar en cuenta la variabilidad genética espacial y temporal y no se debe suponer que
las poblaciones marinas estan en equilibrio para los procesos demogréficos y

evolutivos.

Existen nuevos enfoques como la teoria de la coalescencia que han superado algunas
desventajas en el uso del Fst. En estos métodos se usan secuencias de ADN que
presentan alta variacion molecular neutral, son utiles para reconstruir los procesos
evolutivos con los principios de coalescencia y permiten estimar parametros
poblacionales como las tasas de mutacion o migracion (Rosenberg y Nordborg, 2002).
Un método muy 0til que estima simultaneamente los tamafios efectivos de muchas
poblaciones, asi como las tasas de migracién entre cada par de poblaciones es el de

Beerli (2012), implementado en el programa MIGRATE.
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4.1.3. Escalas de medicién de los métodos genéticos

Los enfoques directos e indirectos empleados para medir la conectividad generan
informacion opuesta en terminos de escala temporal (Figura 13). Por un lado, los
métodos directos miden la migracion en tiempo ecoldgico, es decir, estiman intercambio
demografico contemporaneo, pero no son capaces de detectar eventos estocasticos
(huracanes) o impactos ambientales recurrentes (ENSO, cambio de régimen a escala
de décadas) sobre la conectividad. Son utiles cuando se quiere estudiar el flujo genético
en una escala ecoldgica fina, mientras que los métodos genéticos indirectos que
estiman los niveles de flujo genético con Fst reflejan flujo génico histérico, no el flujo
genético que esta ocurriendo en el presente, ya que estiman la conectividad sobre

escalas de tiempo evolutivo (Eguiarte et al., 2007; Hedgecock et al., 2007).

AHECEACIRADDERISKERSION BAJA CAPACIDAD DE DISPERSION
DIRECTOS INDIRECTOS
ALTA TASA MUTACIONAL BAJA TASA MUTACIONAL

| |

Figura 14. Resolucion de la informacién a escala temporal. Caracteristicas de historia de vida de
las especies, métodos genéticos y variabilidad de los marcadores moleculares.

Es importante tener en cuenta que entre estas dos escalas de deteccidon, se encuentra
una amplia gama temporal intermedia de importancia bioldgica que puede afectar
intensamente la dindmica de las poblaciones marinas y que son indetectables con los
meétodos actuales (Hedgecock et al.,, 2007). También es importante reconocer que la

estimacion de la conectividad depende de la amplitud de la variacion genética espacial,
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por lo tanto, es un reto el desarrollo de métodos que detecten la conectividad en
condiciones mas complejas, de alto flujo de genes y/o situaciones desequilibrio, comun

en muchas especies marinas explotadas (Hedgecock et al., 2007).

4.2. Analisis comparativo de las especies analizadas en este trabajo

El objetivo central de esta tesis es evaluar la influencia de los procesos evolutivos,
bioldgicos, ecoldgicos y oceanograficos en los patrones de diversidad y estructura
genética, y los patrones de conectividad de dos especies arrecifales que contrastan en
su historia de vida y capacidad de dispersion (Cliona vermifera y Stegastes flavilatus).
Para ello se realiz6 un analisis comparativo de los patrones de conectividad y estructura
genética, probandose la hipétesis de que los patrones de conectividad y estructura
genética mostrados en la especie con menor capacidad de dispersién larval (C.
vermifera), reflejara procesos histéricos, mientras que la especie con mayor capacidad

de dispersion (S. flavilatus) reflejara los patrones oceanograficos actuales.

En los capitulos anteriores se evidencié la diferencia en los patrones de conectividad y
estructura genética poblacional encontrada en las dos especies analizadas. Esos
resultados no rechazaron la hipoétesis de este trabajo, al encontrar alta congruencia en
el grado de conectividad con la historia de vida de cada especie (Tabla 16). Por un lado
las poblaciones de C. vermifera estuvieron altamente estructuradas a escalas de
cientos a miles de km, y reflejaron un modelo de dispersién de aislamiento por distancia
consistente con la historia de vida larval de las esponjas (corto periodo y
comportamiento filopatrico). Mientras que las poblaciones de S. flavilatus mostraron
fuerte conectividad en todas las escalas espaciales estudiadas, y los valores de las
tasas de migracion fueron muy altos, lo cual es consistente con la alta capacidad de

dispersién de la especie en su periodo larvario.
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Tabla 16. Tabla comparativa de los resultados generales de Cliona vemifera y Stegastes flavilatus.

C. vermifera S. flavilatus
ADNmt ADNnN ADNmt ADNnN
dst Alto Bajo No Bajoy
significativo significativo significativo significativos
®dst pareado Significativo a  Significativoen No No
distancias todas las significativo significativos
mayores de escalas
500 km y espaciales
mayores de
1000 km;
No

significativo a
distancias de

10 de km
Patrén de Estructurade  Estructura de Estructurade  Estructura de
estructura Stepping- “Stepping- metapoblacion metapoblacion
poblacionaly  stone lineal stone” lineal

conectividad

Los patrones especificos encontrados en C. vermifera sugieren la existencia de una
sefal historica al no detectarse un patron de conectividad relacionado con las
caracteristicas oceanogréficas actuales. De ser asi, el bajo nivel de flujo genético
estaria permitiendo que la sefial de separacién histérica persista por muchas
generaciones (Pelc et al., 2009).

En el caso de S. flavilatus, el valor tan bajo de diferenciacion encontrado en el marcador
mitocondrial Fst = 0, sugiere que existen altos niveles de conectividad matrilineal entre
las localidades estudiadas. Sin embargo, cuando se utilizan genes de ADNmt, se tiene
cierta reserva en los resultados, dependiendo de los tamafios efectivos de las
poblaciones, ya que la tasa de divergencia podria ser lenta, por lo tanto, la falta de
varianza de las frecuencias haplotipicas estarian reflejando insuficiente tiempo desde
una separacion para alcanzar el equilibrio entre deriva-migracion (Hedgecock et al.,
2007).

No obstante, con los loci microsatelitales se confirm6 la alta conectividad de las
poblaciones de S. flavilatus (Fst = 0.0073, p = 0.2329; Rst = 0.0287, p = 0.1431),

aunado a ello fue posible detectar un fujo genético muy alto y asimétrico (Tabla 14), que
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podria estar reflejando un patrén general mas reciente de estructura asociado con las

caracteristicas oceanograficas del PM (Figura 14).

En conclusion, el analisis comparativo de los patrones de conectividad genética de C.
vermifera y S. flavilatus reflejo la influencia de fuerzas ecoldgicas recientes en la
especie con larvas plancténicas, predominantemente con los marcadores mas
polimorficos. Asi mismo se detecto la sefial de tiempo evolutivo en la especie con larva
lecitotréfica con menor potencial de dispersion junto con los marcadores que presentan
tasas mutacionales mas lentas. Sin embargo, es posible que las limitaciones del
enfoque genético empleado en este estudio no hayan permitido detectar los patrones a
escalas intermedias mas especificas, por lo cual se reconoce la importancia de la

implementacion de un enfoque multidisciplinario que supere dichos retos.

4.3. Conectividad y estructura genetica en especies arrecifales del

Pacifico mexicano

En las Ultimas decadas, se han realizado diversos estudios de conectividad y estructura
genética en especies de diferentes grupos taxénomicos asociados a comunidades
arrecifales en el PM, que presentan historias de vida contrastantes y son abundantes en
esta regidn. En esta seccién analizaremos los patrones prevalecientes que se han
detectado en cada estudio basados en métodos genéticos indirectos con diferentes

marcadores moleculares.

En el trabajo de Paz-Garcia et al. (2012), se estimaron los patrones de conectividad
genética en las poblaciones del coral Pocillopora damicornis y Porites panamensis a lo
largo del PM. Estas especies presentan caracteristicas morfolégicas y estrategias
reproductivas contrastantes. La primera especie es de estructura ramificada con
reproduccion asexual y sexual (fertilizacion externa) y la segunda es de morfologia
masiva y se reproduce sexualmente (fertilizacion interna) (Chavez-Romo, 2004). En su
estudio realizaron un analisis con un enfoque de genética del paisaje empleando 5
aloenzimas polimdrficas como marcadores genéticos, y en ambas especies se detectd

diferenciacion genética, agrupandose localidades en tres regiones, las localidades
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correspondientes al Golfo de California, la segunda correspondiente a las localidades
de la entrada del GC y la tercera las localidades del sur pertenecientes al estado de
OAX. Asi mismo se encontré una fuerte discontinuidad genética, formandose un solo
grupo en las localidades de OAX (Dos Hermanas y La Entrega) evidenciando una
barrera importante para el flujo genético entre las poblaciones de OAX y la localidad
mas nortefia (Bahia de Banderas), ésta barrera corresponde a un importante tramo de
litoral de playas de arena y lagunas. En las localidades del Sur de Baja California y el
resto de la costa de México se encontrd bajo nivel de flujo que fue relacionado con alto
reclutamiento local y discontinuidad del habitat. En este estudio se encontraron
patrones similares con ambas especies, sugiriendo que las corrientes superficiales y la
discontinuidad del habitat son factores mas importantes en la conectividad de especies

coralinas, que sus estrategias reproductivas.

Asi mismo, se han analizado las poblaciones de otras especies distribuidas en las
comunidades arrecifales a lo largo del PM, la familia Agaricidae (Pavona gigantea),
Poritidae (Porites panamensis) y Pocilloporidae (Pocillopora verrucosa), (Saavedra-
Sotelo et al., 2011; Saavedra-Sotelo, 2013; Saavedra-Sotelo et al., 2013).

En las poblaciones de P. gigantea estimaron el nivel de conectividad en sus
poblaciones. Aunque se tiene un conocimiento limitado sobre las estrategias
reproductivas de esta especie, se ha encontrado que presenta fertilizaciébn externa en
algunas regiones del Pacifico oriental (Glynn et al., 1996; Steiner y Cortés, 1996). Para
este estudio emplearon dos genes mitocondriales (COX1 y NAD3-5) y uno nuclear
(ADNF). Con el marcador nuclear de mayor variabilidad encontraron que las poblaciones
de P. gigantea representan poblaciones genéticamente distintas en el PM. Sin

embargo, las distancias genéticas no se relacionaron con las distancias geogréficas.

Por otra parte, encontraron una conectividad demogréfica limitada a lo largo del Pacifico
mexicano, mediada por el transporte pasivo de larvas, y un flujo unidireccional de genes
de Bahias de Huatulco a Bahia de la Paz y a las Islas Marietas. Este patron de
conectividad concuerda con el patrén general de la circulacion superficial oceanografica
de la region, y en particular con el flujo hacia el norte de la COM. Ademas sus

resultados fueron asociados a eventos de dispersion ocasional a grandes distancias.
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Finalmente, concluyeron que sus resultados podrian estar reflejando eventos historicos

y no unicamente flujo genético contamporaneo.

En las poblaciones de P. panamensis evaluaron su estructura poblacional empleando
un enfoque de paisaje genético. Esta especie presenta una estrategia reproductiva que
involucra una larva planula lecitotréfica de corta duracion con fertilizacion interna y se
asienta cerca de la colonia parental por lo que tiene una dispersion potencial limitada.
Su estudio consistié en probar si los niveles de diversidad y conectividad son altos entre
poblaciones mas abundantes que entre poblaciones mas escasas. Para ello utilizaron 2
marcadores genéticos nucleares (ADNr y ORF y 5 loci aloenzimaticos). Dentro de sus
resultados se detectaron niveles de diversidad mas altos en las poblaciones
peninsulares (BC), y diferenciacion significativa entre la peninsula y las colonias
continentales. Asi mismo, las poblaciones continentales mostraron mayores niveles de
diferenciacion y conectividad mas baja que las poblaciones peninsulares, y no se
encontré relacién de las distancias genéticas con las distancias geograficas en cada

region.

Con el uso de datos ambientales y con el modelado de nicho, pudieron identificar que
los factores ambientales (temperatura, turbidez y disponibilidad del sustrato) se
correlacionaron con los patrones de abundancia, diversidad genética y estructura. En
cuanto a las tasas de migracion, encontraron alto flujo de las localidades de OAX hacia
las localidades de la peninsula de BC. Los resultados generales encontrados en su
estudio fueron relacionados con el tipo de reproduccion de la especie, ya que el pico

reproductivo en la region continental s6lo se da en una temporada del afio (verano).

La especie mas dominante de la region, P. verrucosa, fue estudiada para probar si la
estrategia reproductiva (sexual y asexual) de la especie influyen en la diversidad
genética y su estructura poblacional. Esta especie presenta una estrategia reproductiva
predominantemente sexual (fertilizacion externa) pero en algunas regiones se ha
documentado reproduccion asexual por fragmentacion (Aranceta-Garza et al., 2012).
Utilizando marcadores microsatelitales detectaron diferenciacion genética somera y
significativa a nivel de toda la region de estudio. Encontraron mayor numero de colonias
clonales en el PM que en la peninsula de BC. En los analisis bayesianos de estructura

detectaron cuatro grupos genéticos considerados como poblaciones que presentaron



70

diferencias significativas entre ellas. Las poblaciones que se formaron coincidieron con
caracteristicas ambientales contrastantes. Asi mismo encontraron una predominancia
de genotipos asociados a todas las localidades del PM con excepcion de OAX, mientras
que otros genotipos solo estuvieron asociados predominantemente a la poblacién de
OAX, siendo esta una de las localidades que aportdé la mayor diferenciacion en los
andlisis de Fst. Finalmente, en este estudio no encontraron correlacion entre la
distancia genética con la distancia geografica y ambiental. Sin embargo, las
poblaciones que presentaron diferencias genéticas estuvieron asociadas a factores

bioldgicos y ambientales contrastantes.

El patron de estructura y alto flujo genético encontrados en las poblaciones de P.
verrucosa permitieron determinar que su estructura poblacional refleja una dinamica
similar a la de una metapoblacion, debido a que la mayoria de las estimaciones
revelaron que el flujo genético es principalmente del norte al sur, siendo el GC una
poblacién que funciona como “fuente” de propagulos hacia las localidades surefias. Por
el contrario, el flujo de genes en direccion contraria fue escasa y casi nula. Aunado a
esto, la localidad que no aportd genes a ninguna localidad fue OAX (BH), por el
contrario recibié valores altos de la mayoria de las localidades comportandose como
una poblacion “sumidero” y debido a que la localidad de OAX fue una de las localidades
con presencia de organismos clonales, lo cual nos indica que es una poblacion con

menor probabilidad de ser fuente.

Recientemente se realizaron dos trabajos con peces asociados a las comunidades
arrecifales de la familia Labridae (Thalassoma lucasanum) (Dominguez-Rivera 2011) y
Pomacentridae (Stegastes acapulcoencis) de fertilizacion externa (Chassin-Noria y
Urbiola-Rangel, 2013).

Thalassoma lucasanum es una de las especies mas abundantes y representativas de
las comunidades de peces arrecifales del PM, y sus poblaciones fueron estudiadas para
medir el nivel de variabilidad genética y estructura poblacional con un marcador de la
region control del ADNm. En general, se encontr6 una baja variabilidad con este
marcador mitocondrial, sus resultados fueron asociados con la demografia histérica, el

sistema de apareamiento poligamico y las condiciones del habitat, como factores que
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han contribuido al mantenimiento de una baja variabilidad genética mitocondrial en la

especie.

En el estudio de las poblaciones de S. acapulcoencis analizaron cuatro poblaciones del
Sur del Pacifico mexicano, separadas por una distancia geogréfica maxima de 435 km.
El analisis se realizdé con cuatro loci microsatelitales. En general se encontraron niveles
bajos de diferenciacion y alta conectividad entre las cuatro localidades que estudiaron.
Sus resultados fueron asociados a la capacidad de dispersion de S. acapulcoensis en
su etapa de larva pelagica considerando que sus larvas son pelagicas durante 19 a 23
dias, (Wellington y Victor, 1989), por lo cual tendrian la posibilidad de seguir los
cambios estacionales de direccion de la Corriente del Oeste de México (COM) (Figura
14).

En general, los resultados de los estudios en cada especie estuvieron asociados
principalmente a las caracteristicas de su historia de vida. Sin embargo, en los corales
se observo que tanto las condiciones ambientales como la discontinuidad del habitat a
lo largo de la regién del PM son factores que estan influyendo en gran medida en la
estructuracion de sus poblaciones. Ademas, el patron de flujo genético parece estar
mediado por las estrategias reproductivas y por las principales corrientes superficiales
del PM (COM; CCCR) (Figura 14).

Con respecto a los peces arrecifales, tanto en los dos trabajos mencionados
anteriormente como en el presente estudio se ha evidenciado que la estructura genética
estd determinada principalmente por la capacidad de dispersion; que les permite una
rapida colonizacibn y en algunos casos también pueden seguir los cambios

estacionales de direccion de las corrientes.

Por otra parte, en la esponja perforadora evaluada en este estudio, fue evidente que su
estructura genética esta fuertemente determinada por su periodo larval y su limitada o
nula capacidad de dispersién. En ese sentido la composicion genética de sus

poblaciones es mejor explicada por procesos historicos que contemporaneos.

Finalmente, en estos estudios se ha encontrado que las localidades de la costa sur del
PM (Oaxaca) se encuentran en una region que presenta condiciones ambientales muy

particulares, que pueden estar influyendo fuertemente en el patron de flujo y la
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difereciacion genética de las poblaciones presentes en esta region. Una caracteristica
particular de esta zona es la presencia de vientos invernales denominados Tehuanos,
gue ocasionan desequilibrios en la termoclina haciendo que se generen surgencias y
episodios de disminucién de la temperatura (Pennington et al. 2006). Otros estudios
han sugerido que las especies de esta localidad se encuentran estrechamente
relacionadas con las regiones de Centro américa (Glynn y Ault, 2000), y que la CCCR
permite el transporte de propagulos a las localidades del sur del PM, y el giro de
Tehuantepec puede representar una barrera para el flujo de genes hacia las localidades
mas nortefias del PM (Figrua 14). Con base en lo anterior, es importante realizar
estudios de estructura genética poblacional que incluyan mas localidades surefias del

PM y de Centroamérica, para detectar el nivel de flujo genético entre esas regiones.

Figura 15. Corrientes superficiales de la costa occidental de México. Las flechas representan los
patrones generales de circulacién superficial. CC: Corriente de California; COM: Corriente
Occidental de México; GT: Giro de Tehuantepec y CCCR: Corriente costera de Costa Rica. La
flecha solida en la entrada del golfo de California indica la circulacion oceanica en verano; la
flecha punteada representa el cambio de circulacion oceénica en invierno. Los puntos representan
las localidades de estudio de Cliona vermifera y Stegastes flavilatus, ya descritas en los capitulos
anteriores. Modificado de Paz-Garcia et al. (2012).
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No obstante el patron general observado en los peces arrecifales muestran que existen
un flujo intenso de genes de OAX hacia las localidades mas nortefias, es decir, que
tiene una aportacion importante de larvas hacia otros sitios, mientras que el flujo de
otras localidades hacia el sur fue mas bajo. Este patron parece ser influenciado por la
direccién de flujo de la COM (Figura 14).

Estos estudios ponen de manifiesto la complejidad de los patrones de conectividad en
base a la alta variabilidad de las caracteristicas oceanogréficas del PM, aunado a las
caracteristicas de historia de vida de los organismos arrecifales como son las

estrategias reproductivas.

4.4. Enfoque multidisciplinario para detectar patrones de conectividad

La complejidad de los patrones de conectividad en las poblaciones marinas y la
amplitud de factores que intervien, ha conducido a la integracion de un enfoque
multidisciplinario, con el fin de ayudar a explicar dichos patrones en diferentes escalas
espaciales y temporales (Levin, 2006). En el cual las herramientas moleculares han
aportado informaciéon clave sobre los procesos evolutivos y ecolégicos que estan
involucrados. Por ejemplo, las estimaciones realizadas a través de datos genéticos
pueden ser consistentes con los datos generados de modelos biofisicos de corrientes
oceanograficas que permiten predecir la distribucién espacial y temporal de las larvas,
asi como la direccion y frecuencia de su dispersion. Este enfoque es muy util para
clarificar el patron de conectividad en poblaciones que presentan una débil pero
consistente diferenciacion genética, asi como para detectar estructura metapoblacional
de diferentes especies marinas cuando la dinamica de sus poblaciones es muy
compleja (Baums et al., 2006; Fauvelot et al., 2003; Foster et al., 2012; Munguia-Vega
et al., 2014; Paz-Garcia et al., 2012).

Debido a la amplitud de disciplinas que pueden intervenir (oceanografia fisica, ecologia
larval, modelacion y genetica, entre otros) y a la informacion que se genera en un
analisis multidisciplinario, este enfoque resulta prioritario para el entendimiento de la

conectividad de poblaciones marinas y consecuentemente para el manejo y disefio de
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areas marinas protegidas, siendo los métodos genéticos y el andlisis de cohortes los

gue desempefian un rol importante (Hedgecock et al., 2007).
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