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RESUMEN

La jagueta de Cortés Stegastes rectifraenum deposita huevos bentonicos con
cuidado parental y una larva pelagica con un promedio de 21.5 dias de duracion
antes de asentarse en un arrecife e iniciar una vida bentonica. Es una especie con
reducida vagilidad y gran fidelidad al sitio en etapas adultas, lo cual podria propiciar
la formacion de poblaciones genéticamente distintas a lo largo de su éarea de
distribucion. En contraparte, en el Golfo de California los patrones de corrientes
podrian homogeneizar la distribucion de las larvas y mantener una poblacion con
flujo genético continuo. Este trabajo documenta el estudio de la estructura genética
poblacional y conectividad de la Jaqueta de Cortés en el noroeste del Pacifico
mexicano. Se revisaron secuencias de la Region Control del ADN mitocondrial de
muestras provenientes de Bahia de Los Angeles (BLA), Bahia Concepcion (BC), Isla
San José (1SJ), Isla Espiritu Santo (IES), Ensenada de Muertos (EdM) y Los Frailes
(LF) en el Golfo de California. En la costa del Pacifico de la peninsula se muestre6
en Bahia Magdalena (BM). Los resultados muestran gran diversidad haplotipica con
131 haplotipos diferentes de 137 obtenidos y solo 6 compartidos. La diversidad
nucleotidica muestra a los sitios LF y BM con valores mas altos (0.019 y 0.017,
respectivamente). El Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) indica que el
porcentaje de varianza genética entre sitios es relativamente alta (23.9%) y en
consecuencia se encontraron diferencias significativas entre localidades (®sr= 0.239,
p < 0.05). Las comparaciones pareadas (Fst) entre localidades revelan que dentro
del Golfo existen dos poblaciones, una en el sur (ISJ, IES, EAM y LF) y otra en el
norte (BLA y BC). La similitud genética entre organismos de la poblacion del norte del
Golfo con los encontrados en la costa del Pacifico peninsular (Bahia Magdalena)
apoya la hipotesis de la presencia del paleocanal interpeninsular del Vizcaino en el
area de San Ignacio. Eventos oceanograficos, la topografia marina y eventos
histdricos relacionados con procesos de expansion poblacional asociados a periodos
de glaciacién son factores que permiten explicar la estructura poblacional de esta

especie.

Palabras claves: ADNmt, region control, paleocanal interpeninsular, glaciacion.



ABSTRACT

The jaqueta de Cortés Stegastes rectifraenum has benthonic eggs with parental care
and a pelagic larva of approximately 21.5 days, before settling in a reef environment
and begins a benthonic life. This species has a reduced vagility and a huge fidelity to
its territory when adults, thus, that might generate that populations along its spatial
distribution are genetically different. In counterpart, the current patterns may
contribute to homogenize the larvae dispersal and cause a continuous genetic flow
between populations. This work documents the study of the genetic population
structure and connectivity of the jaqueta de Cortés in the northwest Mexican Pacific.
For this study were analyzed sequences for the control region of the mitochondrial
DNA from sites positioned in the Gulf of California: Bahia de Los Angeles (BLA),
Bahia Concepcion (BC), Isla San José (ISJ), Isla Espiritu Santo (IES), Ensenada de
Muertos (EdM) and Los Frailes (LF). In addition, a single site located in the Pacific
side of the peninsula coast, Bahia Magdalena (BM). The results show considerable
haplotype diversity with 131 out of 137 obtained haplotypes, and just 6 shared. The
nucleotide diversity shows LF and BM as the sites with the highest values of it (0.019
and 0.017, respectively). The Analysis of Molecular Variance (AMOVA) illustrates
that the genetic variance percentage between sites is relatively high (23.9%), and in
consequence, it was found significant differences between sampling sites (Psr=
0.239, p < 0.05). The paired comparisons (Fst) between sites indicates that inside
the Gulf there are two populations, one on the south (ISJ, IES, EdM and LF) and the
other one on the north (BLA and BC). The genetic similarities found between
organisms from the north of the Gulf with organisms from the Pacific peninsula coast
(Bahia Magdalena) support the hypothesis about the past presence of the trans-
peninsular channel on the Vizcaino area, San Ignacio. Oceanographic events,
marine topography and historical events related to expansion population processes
associated to periods of glaciation are factors which allow explaining the population

structure of this species.

Keywords: mtDNA, control region, trans-peninsular channel, glaciation.



.- INTRODUCCION

La conectividad en el medio marino se define como el intercambio de individuos
entre poblaciones geograficamente separadas, en donde dichos individuos después
de establecerse en un area sobreviven y son reclutados en una poblacién para
después alcanzar la edad adulta y reproducirse, aportando nuevos reclutas y
fomentando el flujo genético a la siguiente generaciéon (Hedgecock et al., 2007;
Pineda et al., 2007).

Se ha considerado que el grado al cual el flujo genético afecta los procesos
evolutivos dentro de una poblacion debe ser definido como conectividad genética
(Lowe y Allendorf, 2010). Esta por si misma no permite entender la conectividad
poblacional ya que también es importante conocer la conectividad demogréafica la
cual se relaciona con el efecto que tiene el intercambio de individuos entre
poblaciones para definir el crecimiento poblacional y su tasa de mortalidad y
sobrevivencia, los cuales impactaran en la expansion latitudinal y longitudinal de la

poblacion (Lowe y Allendorf, 2010).

Los océanos y zonas costeras conforman el 70% de la superficie de la Tierra con
aproximadamente 360 millones de km? de los cuales entre 91,000 y 24,000 km?
corresponden al area del Golfo de California (Lluch-Cota et al., 2007). Considerando
lo anterior, se pensaria que las poblaciones marinas gozan de un extenso territorio
en el cual se desplazan de un lugar a otro debido a las corrientes marinas. Sin
embargo, diversos factores interactian en la conectividad de dichas poblaciones a lo

largo y ancho de la columna de agua.

Los factores que propician el desplazamiento o el sedentarismo de individuos entre
ambientes marinos son vastos y complejos de descifrar. Para entender mejor el
desplazamiento de los organismos es importante considerar las condiciones
oceanograficas y la ontogenia de los mismos (Fogarty y Botsford, 2007). Las
condiciones oceanograficas podrian describir caracteristicas fisicas, quimicas,
geoldgicas y bioldgicas que generan diferentes condiciones a nivel meso-escala en

los océanos, condiciones que crean ambientes particulares que podrian favorecer o



limitar la concentracion de vida marina en espacios especificos dependiendo de la
fisiologia de la especie (Cowen et al., 2000; Sponaugle et al., 2005). Asi, la ontogenia
de un organismo parece estrechamente relacionada con las condiciones
oceanograficas debido a que variables ambientales como la temperatura afectan la
fisiologia de los peces marinos repercutiendo en la capacidad natatoria de éstos
(Leis, 2007), por lo tanto, el estudio ontogénico colaboraria a entender el

comportamiento de éstos hacia determinados eventos oceanograficos en su entorno.

Considerando lo anterior resulta importante entonces entender los aspectos que
fomentan la movilidad de los individuos a través de la columna de agua ¢Es la
disponibilidad de alimento, las condiciones fisicoquimicas favorables, la presencia de
depredadores, la mayor disponibilidad de refugio, la menor competencia entre
especies, el incremento del éxito reproductivo, la mayor area de anidacién o la
formacion de congregaciones para producir desoves masivos y aumentar las
posibilidades de éxito en la fertilizacion lo que fomenten dicha movilidad (Gaines et
al., 2007)?.

La disponibilidad de alimento es un factor que influye en la distribucion de las
especies. En determinados peces, éste fomenta cambios en la biomasa y densidad
en la estructura tréfica de un sitio (Williams y Hatcher, 1983; Pratchett et al., 2006).
La temperatura, define también de igual manera la distribucién de las larvas y
contrae o desplaza el area de distribucion de los organismos (Booth et al., 2011).
Otro factor importante que incide en la distribucion larval es la presencia de
depredadores, debido a que disminuye la probabilidad de sobrevivencia y en
consecuencia, afecta la distribucion de las presas durante su asentamiento (Turnery
Mittelbach, 1990; Hugie y Dill, 1994).

Algunas otras fuentes relevantes son las siguientes. La disponibilidad de refugio,
permite al individuo esconderse de su depredador y al mismo tiempo puede proveer
de superficie para la reproduccion. La complejidad de la topografia, en especial la
rugosidad, es un fuerte indicador de riqueza ictiolégica en un area (Gratwicke y
Speight, 2005; Walker et al., 2009). Es importante mencionar que en sitos con

elevada biodiversidad, en donde la competencia por espacio también es elevada
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(especialmente entre especies con habitos similares), se propicia el éxito de unas
especies y la continua subsistencia de su legado genético, mientras que otras con
menos éxito competitivo se desplazan a otros sitios para proliferar de forma mas
activa en la cadena trofica (Sale, 1978). De esta manera, es posible observar
diferentes estrategias reproductivas debido a la influencia del medio ambiente;
estrategias tales como produccion de nidos, desoves masivos, cuidado parental y
larvas pelagicas entre otros, que les han permitido a las especies proliferar y
transportarse a otros sitios para asi asegurar la subsistencia del linaje (Forsgren et
al., 2002).

Contrario a algunos factores que fomentan la conectividad de las poblaciones
marinas, existen otros que limitan la migraciébn y en consecuencia la conectividad
poblacional, como son la duracién de la larva pelagica, el sedentarismo en la etapa
adulta, la presencia de depredador en los corredores marinos, la capacidad natatoria,

y las corrientes y barreras fisicas y de otra indole.

El tiempo que la larva pelagica dura en la columna de agua antes de asentarse
podria determinar su dispersion. Shanks et al. (2003) estiman que las especies que
tienen comportamiento bentdnico y una duracion larval pelagica de menos de 4 dias
(100h), pueden dispersarse menos de 1 km, mientras que larvas con duracion

pelagica de mas de 12 dias (300 h) pueden ser dispersadas mas de 20 km.

Finalmente, la dispersion de individuos a lo largo y ancho de la columna de agua no
solo existe en el estadio de huevo y larval pelagico, sino también en juveniles y
adultos (Roberts, 1997; Cowen et al., 2000; Fisher et al., 2000; Atema et al., 2002;
Roberts et al., 2003; Shanks et al., 2003; Sobel y Dahigren, 2004), aunque, muchas
especies de peces son sedentarias cuando son adultos. Especies que realizan
desoves marinos en puntos de encuentro y se mueven entre distintos ambientes en
determinadas etapas de su ciclo de vida no son totalmente sedentarias cuando son
adultas, por lo tanto, la capacidad de dispersion en la columna de agua a travées de
diferentes sistemas marinos es mayor en la etapa de la larva pelagica (Sale, 2004;
Siegel et al., 2008; Jones et al., 2010).



Aungue la presencia de corredores marinos podria ser dificil de determinar en los
océanos debido a la complejidad de éstos, es posible suponer que aquellas
poblaciones distribuidas en parches presentan corredores que permiten la
conectividad. Por lo tanto, los corredores marinos al ser espacios tedéricamente
reducidos serian potencialmente de alto riesgo, ya que al ser usados por presas y
depredadores, éstos Ultimos podrian tener un mayor éxito al momento de capturar la
presa, por lo que el éxito potencial de desplazamiento de la presa entre parches se
podria ver reducida (Gilbert et al., 1998; Gilliam y Fraser, 2001).

La duracién de la larva pelagica y la capacidad natatoria en la etapa larval y adulta
son consideradas factores importantes. Existen autores que definen una correlacion
positiva entre la duracién de la larva pelagica y la distancia de su dispersion, sin
embargo, otros investigadores no detectan dicha correlacion (Victor y Wellington,
2000).

La capacidad natatoria en etapa larval y adulta permite al individuo mantener el nado
y modificar sus patrones de dispersion (Webb, 1994; Fisher et al., 2000), condiciones
que definen la distribuciéon de una especie. Sin embargo, tanto las corrientes como
las barreras fisicas y de otro tipo, son factores que pueden aumentar o delimitar el
potencial real de las capacidades natatorias de una especie. El efecto de las
corrientes en la distribucion larval pueden o no denotar una mayor cantidad de
reclutas en determinadas poblaciones, probablemente debido a la capacidad
natatoria del organismo o el desfase entre el desove y la presencia de corrientes
(Sponaugle et al., 2005). De la misma manera, las corrientes pueden actuar, en
ocasiones, como una barrera ya que llegan a generar diferenciaciones genéticas
entre poblaciones distanciadas a 300 km, cuando en otros estudios dicha distancia
no es un factor de disimilitud genética (Barber et al., 2000), al igual que las barreras
fisicas tal como el Istmo de Panama que ha separado linajes perteneciente a
distantes familias de peces como Labridae, Pomacentridae y Chaetodontidae

(Cowman y Bellwood, 2013).

Los trabajos de conectividad en ambientes marinos de alguna especie en particular

permiten inferir como otras especies con condiciones morfolégicas, comportamiento
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y desarrollo ontogénico similar pudieran estar conectadas (Milicich, 1994; Cowen et
al., 2000; Fisher et al., 2000; Bay et al., 2006). Asi, se podrian identificar patrones de
dispersién con la intencion de generar estrategias de manejo adecuadas para la
conservacion de los recursos del mar (Becker et al., 2007), ademas de entender la
posible interaccion de las condiciones oceanogréficas tales como corrientes,
temperatura, tormentas o eventos geoldgicos, con las cualidades biologicas de la
fauna marina. Al descifrar posibles desplazamientos de individuos de la misma
especie entre poblaciones separadas geograficamente proporcionaria una idea, si
asi fuera el caso, de cuales son aquellas poblaciones que fungen como “fuente”, y
aportan individuos a las otras poblaciones (sumidero) para asi mantener las
poblaciones (Armsworth, 2002; Sale, 2004; Sobel y Dahigren, 2004).

Existen diversas herramientas para el estudio de la conectividad en ambientes
marinos tales como modelos biofisicos, hidrodinamicos y de metapoblaciones,
ademas de los marcadores ya sean artificiales con componentes fluorescentes,
elementos como oxitetraciclina, isotopos radioactivos como bario, termales, o
marcadores naturales, tales como marcadores genéticos (Jones et al., 2007; Thorrold
et al., 2002).

El uso de herramientas moleculares aplicado al estudio de la ecologia poblacional es
de gran ayuda para inferir los factores que causan las diferencias genéticas
poblacionales en especies marinas. De esta manera los métodos moleculares son
usados para estudiar la estructura genética en poblaciones de peces marinos
(Selkoe y Toonen, 2006; Galarza et al., 2009). Frankham et al. (2010) mencionan
algunas de éstas herramientas moleculares empleadas tales como aloenzimas,
RAPDs, secuencias del ADN mitocondrial (ADNmt) y microsatélites, las cuales son
de gran ayuda para el estudio del tamafo y estructura de poblaciones, historia
demografica, migracion y flujo genético (conectividad), filogeografia, paternidad,

tamafio de poblacién efectiva o cuellos de botella.

Los estudios de estructura genética poblacional en diversas especies de organismos
marinos empleando marcadores de ADNmt, se han basado comuUnmente en

secuencias de la region control, debido a que representan un fragmento altamente
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variable y permite la comparacion de poblaciones. Von Der Heyden et al. (2010),
empleando la regidn control, estudiaron la merluza Merluccius paradoxus distribuida
en la costa del Atlantico africano y encontraron que ésta especie presenta una
poblaciéon homogénea. Ellos explicaron sus resultados con base en la dispersion de
organismos generada por la corriente Benguela. Tsukagoshi et al. (2011),
amplificaron un fragmento de la region control y encontraron diferencias
poblacionales en la especie Cottus pollux distribuida en los archipiélagos japoneses.
Otro estudio basado en la regién control fue llevado acabo por Peng et al. (2009),
quienes estudiaron una poblacion de la especie Pampus argenteus y encontrando
una significativa diferenciacion genética entre los organismos colectados de tres

sitios localizados en el Mar de la China.

En el presente estudio se analizaron secuencias de la region control del ADNmt de la
especie de la familia Pomacentridae, Stegastes rectifraenum provenientes de
diferentes localidades del Golfo de California y una localidad de la costa oeste de la
Peninsula de Baja California con el fin de estimar la variabilidad y la conectividad
genética.

La distribucion de Stegastes flavilatus se traslapa con la de S. rectifraenum y ambas
especies mantienen una alta similitud morfolégica (Anexo 3). In situ, se distinguen
por una coloracién amarilla que S. flavilatus presenta en las aletas cuando son
adultos, aunque en algunos sitios dicha coloracion puede ser tan tenue que asemeja
a S. rectifraenum. También, la coloracion pierde su intensidad después de que los
organismos son colectados. Considerando lo anterior, previo al analisis poblacional,
la identificacion morfoldégica basada en las claves de Allen y Robertson (1998) fue
soportada genéticamente mediante la revision de las diferencias intra e inter-
especificas encontradas en ambas especies empleando la region control y la
Subunidad I Citocromo Oxidasa (COl).



Il.- ANTECEDENTES

Caracteristicas ecoldgicas generales de Stegastes rectifraenum

La especie Stegastes rectifraenum se distribuye geograficamente desde la parte
norte de la costa oeste de la Peninsula de Baja California hasta las costas de
Acapulco, incluyendo el Golfo de California y el archipiélago de las Revillagigedo

(Allen y Robertson, 1998) (Figura 1).

Figura 1. Distribucidon geografica de la especie de estudio Stegastes rectifraenum. Mapa de
distribuciéon tomado de la pagina de internet www.iucnredlist.org.

No hay estudios sobre Stegastes rectifraenum enfocados a determinar el grado de
estructuracién de su poblacion a nivel genético. La informacion que se tiene es de
trabajos relacionados con aspectos de su comportamiento reproductivo y alimentario,

distribucion de adultos y sobre distribucion y dispersion de larvas.


http://www.iucnredlist.org/

En un estudio realizado por Petersen y Marchetti (1989) sobre el comportamiento
parental de S. rectifraenum en la parte central del Golfo de California, se encontré
gue los machos presentan canibalismo parental durante el cuidado de los huevos en
el nido y que en promedio se comen los huevos mas pequefios y en estadios
tempranos. Como respuesta a dicho comportamiento se podria hipotetizar el hecho
que las hembras preferentemente depositaban los huevos en nidos con huevos
recientemente depositados por otras hembras y no en nidos con huevo ya en
estadios mas avanzados. El incremento de la disponibilidad de alimento en el medio
durante el cuidado de los nidos por parte de los machos, disminuye el canibalismo de
éstos sobre los huevos tal y como describe Hoelzer (1992). Con base en lo anterior,
el canibalismo parental podria estar relacionado con una respuesta adaptativa a la
falta de alimento, que se refleja en la falta de energia para el cuidado parental.
Aunque Klug (2007), reporta para individuos de la especie Jordanella floridae que
machos con una baja disponibilidad de alimento consumieron una proporcion mas
pequefia de huevos que los machos con una alta disponibilidad de alimento. Lo
anteriormente mencionado para S. rectifraenum sugiere que los machos son
organismos apegados a su territorio y que posiblemente no tienen mucha movilidad.
Las hembras también permanecen en una determinada zona durante la basqueda
del nido propicio para depositar los huevos; esto favoreceria una mejor sincronia en
la maduracion de los huevos al depositarlos en nidos donde otra hembra ya lo hizo
recientemente evitando asi el desfase que llevaria al canibalismo parental sobre
éstos. Ademas, la ventaja que conlleva que varias hembras depositen sus huevos en
un solo nido custodiado por un macho es que la diversidad genética de la progenie
del macho incrementa, dando una mayor plasticidad evolutiva a la poblacion
(Gonzalez-Valdez et al., 2013).

Con base en datos obtenidos en Los Frailes, Baja California Sur, México, Moreno-
Sanchez et al. (2011) soportan que S. rectifraenum es una especie omnivora, cuyas
presas preferentes son copépodos y algas de los géneros Bryopsis y Ectocarpus.
Entre los gaster6podos también resultaron importantes en la dieta los géneros
Cerithium y Olivella. Un resultado importante que estos autores encontraron es que

las dietas especificas para hembras y machos no variaron temporalmente,
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presumiblemente debido a que las presas estan disponibles todo el afio en los
arrecifes rocosos de los Frailes. Esta situacion podria sugerir poca dispersion por
parte de los adultos de S. rectifraenum para la busqueda de alimento.

Los trabajos sobre distribucion y abundancia en adultos son relativamente escasos.
Meekan et al. (2001) aportd datos sobre demografia y estructura de edades de tres
sitios ubicados en el sur de la costa Este de la Peninsula de Baja California. Con
base en este trabajo, se sabe que esta especie alcanza hasta 19 afios de vida y las
edades mas frecuentes fluctian entre 1 y 13 afos. Segun Ayala-Bocos y Reyes-
Bonilla (2008), S. rectifraenum podria mantener su rango de distribucion a lo largo de
la costa peninsular, dentro del Golfo de California, sin verse afectada por el
calentamiento global, aunque si incrementaria su abundancia. Aburto-Oropeza y
Balart (2001) encuentran en Los Islotes, localizado en la zona noroeste del
archipiélago de Espiritu Santo, que S. rectifraenum es la cuarta especie dominante
con individuos de tallas grandes en las zonas rocosas, ademas de tener presencia en
zona de coral negro y paredes, en donde los individuos son de menor talla. En Cabo
Pulmo (Alvarez-Filip et al., 2006), analizaron la estructura de la comunidad de peces
con censos visuales en la temporada fria y templada. Stegastes rectifraenum
presentd el tercer lugar en abundancia relativa y porcentaje de ocurrencia, de
sesenta y dos especies identificadas en el area de estudio. Similar a anteriores
trabajos, se encontraron individuos de ésta especie en un rango de 2.5 a 15 metros
de profundidad; sin embargo, su mayor abundancia fue en zonas someras. Villegas-
Sanchez y colaboradores (2009) realizaron un estudio visual de la composicion,
diversidad y abundancia de peces en los arrecifes rocosos en la Isla San José en
temporada fria y templada. Encontraron S. rectifraenum en profundidades de uno a
siete metros en todos los sitios muestreados que presentan principalmente un mayor
porcentaje de cobertura rocosa y en ambas temporadas. La mayor dominancia fue

encontrada de uno a tres metros.

A la fecha, gran parte de la informacion relacionada con la distribucion y dispersion
larval de S. rectifraenum proviene de estudios basados en muestras de zooplancton

recolectadas en el Golfo de California.
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Aceves-Medina et al. (2003), recolectaron muestras de plancton en el Golfo de
California y encontraron que larvas de S. rectifraenum presentaron una afinidad
faunistica subtropical y ocurrieron en zonas someras cercanas al lecho marino

especialmente en verano.

Sanchez-Velasco et al. (2004) mencionan que en Bahia de La Paz las larvas de S.
rectifraenum son mas abundante en aguas someras, menores de 30 metros de
profundidad, ubicadas en la zona de la ensenada La Paz, el canal de San Lorenzo y
a lo largo de la costa oeste de la bahia; ademas, que la abundancia esta asociada a
altas concentraciones de zooplancton y a la mas baja temperatura superficial del mar
debido a la mezcla de la columna de agua provocada por vientos y corrientes de
marea que afectan mas a las zonas someras. También, en la parte mas al sur de
Bahia de La Paz, Aceves-Medina et al. (2008) encontraron en muestras de
ictioplancton que individuos de S. rectifraenum en el mes de agosto son mas

abundantes cerca de la superficie durante la marea alta.

Sanchez-Velasco et al. (2009) encontraron en la parte norte del Golfo de California,
que en el mes de agosto cuando se presenta una corriente ciclénica en la zona, hay
un 17.9% de ocurrencia de larvas y una densidad media muestreada de 0.01
larvas/10m? para la especie S. rectifraenum.

La informacién que existe sobre dispersion larval fuera del Golfo de California, ha
sido reportada para el Pacifico Central, de Punta Farall6on, Jalisco, a Cuyutlan,
Colima, (Franco-Gordo et al., 2003). Por otro lado, en un estudio realizado en el
sistema lagunar Bahia Magdalena-Bahia Almejas, localizado en la Costa Oeste de la
Peninsula de Baja California, Avendafio-lbarra et al. (2004) encontraron que S.
rectifraenum tiene un rango de abundancia y frecuencia de ocurrencia bajos,
ocupando casi el ultimo lugar entre las especies encontradas. Ellos también reportan
gue esta especie solo fue encontrada en las muestras de agosto y octubre en zonas
someras. Sin embargo, su valor biolégico en el sistema lagunar la situa en el lugar 28

de 43 taxa identificados.
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Lo mencionado anteriormente sobre la abundancia y presencia de la especie S.
rectifraenum a lo largo del Golfo de California, permite plantear la pregunta sobre el
grado de conectividad entre sitios ya que la capacidad de dispersién no garantiza el
establecimiento de una poblacién panmictica. Con respecto a la duracion de la larva
pelagica, Victor y Wellington (2000) reportan para S. rectifraenum una duracion
promedio de 21.5 dias en el Pacifico Oriental, y que la duraciéon de una larva en el

ambiente pelagico no determina el rango de distribucion de ésta.

Patrones de corriente en el Golfo de California y costa occidental de la

Peninsula de Baja California

El patrén de corrientes es uno de los factores que se consideran de importancia al
momento de querer interpretar la conectividad en ambientes marinos vy
especialmente en un sistema semi-cerrado tal y como se considera el Golfo de
California. Asi, es necesaria la revision de los principales eventos oceanogréficos

gue ocurren en el Noroeste de México.

Varios estudios han encontrado que los patrones de corrientes dentro del Golfo de
California son, generalmente, ciclénico (verano) y anticiclénico (invierno). Dicho
patron es definido por vientos, cambios de marea, oleajes de varias frecuencias,
oscilaciones periddicas como el fenémeno de El Nifio (temperatura), etc.; estos tres
altimos ocasionados por la interaccion del Océano Pacifico con el Golfo de California
a través de la boca del Golfo (Beier, 1997; Lavin y Marinone, 2003). Ademas, Castro
et al. (2000) explican que en dicho flujo ciclénico se genera el enfriamiento del agua
sub-superficial en la seccion media del Golfo de California, enfriamiento que es mas
fuerte durante invierno y primavera cuando el intercambio de calor entre el Golfo de
California y el Océano Pacifico es mayor. No asi cuando hay un calentamiento sub-
superficial en la parte media de la seccion del Golfo de California, evento que define
la corriente anticiclonica. Peguero-Icaza et al. (2011) también mencionan que la fase
de circulacion ciclonica dentro del Golfo de California durante el verano sucede
debido a los giros ciclénicos centrales y la corriente costera que avanza hacia el
noroeste a lo largo de la plataforma continental. La corriente ciclénica genera una

alta retencion de particulas después de los 30 dias y la dispersion de particulas hacia
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el sur del Golfo es baja. Por otro lado, en invierno predomina la fase anticiclénica, es
decir, la corriente costera avanza hacia al sureste y genera una baja retencién de
particulas, pero la dispersion de particulas hacia la parte sur del Golfo es alta.
Marinone (2012) con base en un modelo numérico tridimensional y calculando la
trayectoria de particulas en un afio en 12 sitios usando la velocidad Eureliana, define
la parte norte del Golfo de California conformada por el Alto Golfo, seccién de giros y
region de Sonora, como una zona de retencion de particulas entre los 9 y 12 meses
del afio debido a la amplia circulacion de giros a lo ancho del Golfo. También,
encontro alta retencion de particulas al sur del lado de la peninsula, asociada con
una deébil corriente residual. Sin embargo, hubo baja retencion de particulas en el
lado continental en la zona central y sur del Golfo. Peguero-icaza et al. (2008)
también realizan un estudio en donde analizan la retencion de particulas a lo largo
del Golfo de California. Para el canal central, la retencion de particulas ocurre
durante la corriente anticiclonica en el norte del Golfo de California y en el Canal
Ballenas, y para el sur ocurre en el giro de la cuenca de San Pedro Matrtir y en la
zona somera de la peninsula. En general, la ruta principal para el transporte de
particulas es de norte a sur, siguiendo la corriente anticiclénica. Especificamente en
peces Marinone et al. (2008), utilizan un modelo tridimensional para el analisis de
conectividad en el Golfo de California y encontraron que durante la temporada de
desove en verano, la corriente ciclonica permite la conectividad entre poblaciones
desde la costa continental a las costas de Baja California. Wilkinson et al. (2009)
mencionan que la corriente de California y la subsecuente division de ésta en Cabo
Corriente, en la boca del Golfo genera una estructura termohalina caracterizada por
frentes, remolinos e intrusiones. Dicha division genera la circulacion ciclénica (Sur a
Norte) que entra adyacente a la costa continental y sale adyacente a la peninsula
(Godinez et al., 2010). Sin embargo, el efecto de la corriente de California antes
mencionado, se podria ver reducido durante el invierno debido a que los vientos a lo
largo de la costa del Pacifico soplan del norte y eso empuja la corriente de California
lejos de la costa, lo que permite el paso de aguas mas templadas provenientes del

Pacifico sur por la corriente Davidson.
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Sanchez-Velasco et al. (2009) definen el norte del Golfo de California como
estacional debido al cambio hidrodinamico ciclénico y anticiclonico, producido por la
intensa mezcla de mareas en la region de archipiélagos y por las surgencias costeras
en el lado este del Golfo de California que suceden de otofio a primavera. Beier y
Ripa (1999) mencionan que en los patrones de circulacion dentro del Golfo de
California la topografia del substrato tiene un efecto sobre éstas. Ademas
encontraron que la corriente ciclonica y anticiclonica en el norte ambas suceden en la
misma temporada que en el resto del Golfo. También, que los meses de mayo y

noviembre son de transicién, en donde ambas corrientes se pueden observar.

En un estudio hecho para la parte sur del Golfo de California por Figueroa et al.
(2003), se concluy6 que las dimensiones horizontales y el sentido de la rotacion de
los giros estan disponibles, pero la posicidon de éstos no esta sujeta a las cuencas y
acantilados submarinos. También, la magnitud vertical de los giros alcanza de 500 a
1000 metros. Lo anterior podria indicar que la dispersion de larvas en la parte sur del

Golfo de California, es de alguna forma estocéstica.

Marinone (2003) menciona que en la capa de Ekman el movimiento de la columna de
agua se debe a dos periodos de circulacion anticiclénica y un periodo de circulacion
ciclénica al afio. Por debajo de la capa de Ekman, el movimiento de las masas de
agua se debe a dos periodos de circulacion ciclonica. Para la zona norte del Golfo de
California las mareas son el evento mas importante en la generacion de corrientes
residuales, aparte de que la marea y viento contrarrestan el efecto del Océano

Pacifico y asi permite la corriente ciclénica y anticiclénica una vez por afio.

En las zonas externas al del Golfo de California se podria pensar que la corriente de
California es el mayor evento que define el transporte de los volimenes de agua en
el Pacifico noreste, zona tropical y subtropical. Sin embargo, en un reporte generado
para describir el estado del sistema de Corriente de California por Goericke et al.
(2007) encontraron que en el sistema de Corriente de California no existe un patron
determinado. También Kurczyn et al. (2012) definen que hay tres areas con
presencia de giros ciclénicos y anticiclonicos en el Pacifico mexicano: Punta

Eugenia, Cabo San Lucas y Cabo Corrientes. Es importante mencionar que las tres

15



areas estan situadas en zonas con un cambio fuerte en la morfologia costera y con
eventuales intensificaciones en las corrientes superficiales. De los tres, Punta
Eugenia muestra la mas alta produccién de giros. Por otro lado, los giros de Cabo
Corrientes tienen la mas alta velocidad de desplazamiento. En general, los giros
ciclénicos incrementan su distancia de movimiento y duracién de sur a norte. Sin
embargo, los giros anticiclonicos de norte a sur, viagjan mas rapidamente que los

ciclénicos.

Procesos evolutivos relacionados con la geologia de la Peninsula de Baja

California Sur

La formacién del Golfo de California dio como resultado la separacion de poblaciones
de la misma especie, produciendo especies hermanas, unas con distribucion en la

costa oeste de la peninsula y otras en el Golfo de California (Jacobs et al., 2004).

Bernardi et al. (2003) analizaron el gen Citocromo b del ADNmt para especies
distribuidas dentro del Golfo de California y en la costa Oeste de la Peninsula de
Baja California. Ellos encontraron que las especie Gillichthys mirabilis, Anisotremus
davidsonni y Lythripnus dalli presentaron una poblacién estructurada que permitid
identificar dos linajes, uno asociado principalmente al Golfo de California y otro al
Pacifico. Estos mismos autores realizaron también un analisis sobre diferenciacion
genética entre especies distribuidas dentro del Golfo de California y en la costa oeste
de la Peninsula de Baja California empleando la regién control del ADNmt. Con base
en sus resultados, ellos muestran que para las especies Leuresthes tenuis, Girella
nigricans, Chaenopsis alepidota, Hypsoblennius jenkinsi y Paralabrax
maculatofasciatus, existen divergencias genéticas entre individuos provenientes de
ambas zonas; pero para las especies Halichoeres semicinctus, Semicossyphus
pulcher, Hermosilla azurea y Sebastes macdonaldi, ellos no encontraron una
divergencia significativa. Considerando lo anterior, los factores que propician la
estructuracion poblacional influyen de manera distintas sobre las especies debido a
gue cada una tiene caracteristicas biolégicas propias, con las cuales pueden
enfrentar a las condiciones ambientales de manera diferente. Por tal motivo, factores

como la duracién de la larva pelagica, eventos vicariantes, patrones de flujo genético
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y caracteristicas ecoldgicas, entre otros, pueden tener pesos distintos respecto a una
especie particular sobre el grado de su estructuracion poblacional.

Jacobs et al. (2004) mencionan que 42 especies de peces no mostraron una
distribucion espacialmente uniforme y presentan poblaciones en aguas templadas del
norte del Golfo de California aisladas de las de costa oeste de la Peninsula de Baja
California. Sugieren que las especies de Paralabrax nebulifer y Paralabrax
maculofasciatus divergieron en el plioceno debido a la apertura del Golfo. También
indican que los individuos de P. maculofasciatus que habitan en el Golfo tienen una
mayor diversidad genética que los individuos que habitan en el Pacifico y sugieren
por lo tanto, que éstos Ultimos representan una poblacion mas reciente como
resultado de la colonizacién de individuos provenientes del Golfo (Stepien et al., 2001
en Jacobs et al.,, 2004). De manera similar, la especie Girella nigricans tiene una
amplia divergencia e integra clados asociados a individuos del Pacifico y del Golfo de
California (Terry et al., 2000).

La separacién de poblaciones de peces de la misma especie por la barrera fisica,
Peninsula de Baja California, denota el posible efecto en las diferenciaciones
genéticas entre éstas. Sin embargo, dicha diferenciacion no es claramente
observada entre algunas poblaciones presentes en ambas costas de la peninsula
probablemente debido a que efectivamente existe un intercambio de individuos como
resultado de los procesos de circulacion marina y dispersion larval. La no clara
deteccion de diferenciaciéon entre poblaciones de ambas zonas también ha sido
asociada a una relativamente mayor relacién entre poblaciones como consecuencia
de la presencia historica de vias de comunicacién. Considerando esto, se ha tomado
en cuenta la hipétesis de que la presencia de paleocanales interpeninsulares en el
pasado permitié la comunicacion entre individuos del Golfo de California y de la costa
del Pacifico Peninsular. Dicha hipotesis se realza con estudios de la flora y fauna
terrestre que habitan a lo largo de la peninsula. Riddle et al. (2000) mencionan tres
eventos de formacion de paleocanales interpeninsulares. Los dos primeros (Istmo de
La Paz y Interpeninsular del Norte), pudieron haberse presentado durante el

Plioceno, hace unos tres millones de afos. El tercer evento, el del Canal Peninsular
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Medio, ocurri6 durante el pleistoceno medio, hace un millon y medio de afios,

separando la peninsula en norte y sur a la altura de la region central del Vizcaino.

El paleocanal interpeninsular del Istmo de La Paz, separ6 la region de Los Cabos del
resto de la peninsula. Las diferencias genéticas entre filo-grupos de varias especies
de plantas soportan esta idea. Dyer et al. (2010) encontraron en la planta Euphorbia
lomelii una discontinuidad genética cerca de los posibles paleocanales
interpeninsulares del Istmo de La Paz y el Canal Peninsular Medio. La separacion de
filo-grupos de la especie de ratdbn Chaetodipus arenarius provenientes de la parte sur
de la region de Los Cabos de grupos distribuidos en el resto de la peninsula soportan

la existencia del canal del Istmo de La Paz (Riddle et al., 2000).

El paleocanal interpeninsular del Norte del Golfo separ6 la peninsula del continente.
Nason et al. (2002) estudiaron las poblaciones de cactus Lophocereus schottii a lo
largo de la peninsula y encontraron diferencias genéticas entre las poblaciones del

desierto de Sonora y las poblaciones de la peninsula.

Respecto a los estudios relacionados con el Paleocanal Interpeninsular Medio, Upton
y Murphy (1997) emplearon la regién Citocromo b y ATPase 6 del ADN mitocondrial
para la lagartija Uta, y encontraron dos clados divididos por el Canal Peninsular
Medio. Empleando ADNmt se encontr6 que existe una divergencia entre las
poblaciones de lagartija Collisaurus draconoides del norte y del sur de la peninsula
divididas por el Canal Peninsular Medio (Lindell et al., 2005).

De igual manera, existen otros trabajos que podria delimitar el Canal Peninsular
Central. Dicho canal podria confirmarse con estudios geoldgicos y paleontologicos
gue sefialan que la zona media peninsular estuvo sumergida (Lindell et al., 2006), tal
como lo encontrado por Smith (1984; 1991), el cual reporta la presencia de moluscos
marinos provenientes del Mioceno tardio y Plioceno temprano (7.246-3.600 millones
de afos atras) denotando la presencia de aguas del Pacifico hasta la region de San
Ignacio. También, se ha encontrado sedimentos del lecho marino en Santa Rosalia
(Anderson, 1950; Durham y Allison, 1960). Ademas, otros resultados con especies

de serpientes, mamiferos, pajaros y arafias han corroborado la posible existencia del
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Canal Peninsular Medio a la altura del Vizcaino (Lindell et al., 2006). Sin embargo,
Garrick et al. (2013) plantean una hipotesis diferente al definido por varios autores
acerca del paleocanal interpeninsular medio, dicha hipétesis propone la presencia de

un desierto calido como un area de refugio.
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11l.- JUSTIFICACION

El Golfo de California es considerado un sistema semi-cerrado debido a que su
intercambio de agua con el Océano Pacifico es Unicamente a través de su boca, con
aproximadamente 305 km de longitud. Los patrones de corrientes han sido
ampliamente estudiados y actualmente se tiene un mejor conocimiento de los
esquemas de mezcla en la columna de agua. De esta manera, el Golfo de California
provee caracteristicas particulares para el estudio de la conectividad en poblaciones
de peces ya que las condiciones oceanograficas de éste y las caracteristicas
ontogénicas de las especies ictioldégicas que ahi habitan podrian ser comparadas y
discutidas con un mayor rango de certeza para la comprension de procesos
ecologicos y evolutivos en términos globales. De igual forma, debido a que el mayor
evento de corrientes en la costa del Océano Pacifico de la peninsula es la presencia
de la corriente de California con direccion de norte a sur a lo largo de la peninsula, lo
anterior también genera menos complicacion en la generacion de hipotesis debido a
gue dichas condiciones oceanograficas se pensarian predecibles para la distribucion

homogeneizada de la larva pelagica.

La Jaqueta de Cortés, Stegastes rectifraenum (Gill, 1862), es una especie con
caracteristicas importantes para el estudio de la conectividad, tal como huevos
bentdnicos, larva peléagica, poca vagilidad y territorialidad alta en etapas adultas,
ademas de que la distribucién de ésta especie es exclusiva de la parte norte del
Pacifico mexicano abarcando desde el noroeste de Baja California Sur, Golfo de

California, hasta su distribucion mas septentrional en Acapulco, Guerrero.

Asi, las condiciones de las corrientes del Golfo de California y de la costa del Pacifico
a lo largo de la peninsula y las caracteristicas de la especie Stegastes rectifraenum,
permiten un terreno propicio para el estudio de los patrones de conectividad entre las
poblaciones, debido a que la movilidad de los individuos se enfocaria especialmente
en la etapa de larva pelagica y como éstas pueden ser afectadas por los sistemas de
corrientes de la zona de estudio. Este trabajo permitira realizar comparaciones con

otras especies con similares caracteristicas ontogénicas y de distribucion geografica.
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El estudio de conectividad entre las poblaciones marinas representa un instrumento
importante para aportar informacion para la generacion de mejores estrategias de
manejo de los recursos marinos. La aportacion de datos sobre los grados de
diferenciacion genética y en consecuencia niveles de conectividad entre localidades
permite identificar los limites de influencia de una poblacién sobre otra y en esos

términos sustentar la regionalizacion de zonas de manejo o de conservacion.

IV.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general

Estimar el grado de conectividad genética de Stegastes rectifraenum a lo largo de su
distribucion espacial en las costas de la Peninsula de Baja California, México,

mediante analisis de secuencia de la regidn control del ADN mitocondrial.

4.2.- Objetivos particulares

e Estimar los niveles de diversidad genética (haplotipica y nucelotidica) en

distintas localidades del area de distribucion de Stegastes rectifraenum.

e Determinar el grado de diferenciacion genética entre los sitios de recolecta.

e Evaluar los eventos demograficos historicos de la especie Stegastes

rectifraenum.

e Evaluar el patrén de flujo genético entre las distintas localidades muestreadas.
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V.- HIPOTESIS

El presente estudio pretende contrastar las dos siguientes hipotesis:

1) Stegastes rectifraenum se encuentra conformada por una sola poblacion a lo largo
del area de muestreo incluida en el Golfo de California y la costa del Pacifico

noroeste de la peninsula.

Lo anterior se sustenta en las siguientes premisas: Existe un elevado dinamismo
dentro del Golfo de California ocasionado por los patrones de circulacién ciclénica
(Sur a Norte) y anticiclénica (Norte a Sur), ademas del efecto que tiene sobre las
corrientes la zona de islas localizada en el alto Golfo. También, se encuentra la
corriente de California en la costa Oeste de la peninsula que avanza de norte a sur y
se une al Golfo de California. Considerando lo anterior se espera una elevada
dispersion larval y en consecuencia una alta similitud genética entre los individuos de
Stegastes rectifraenum. De esta manera, no se espera que exista un patron de

estructuracién poblacional.

2) Stegastes rectifraenum se encuentra conformada por mas de una poblacién a lo
largo del area de muestreo incluida en el Golfo de California y la costa del pacifico

noroeste de la Peninsula de Baja California.

El planteamiento anterior se sustenta en la siguientes premisas: los adultos de
Stegastes rectifraenum poseen una baja vagilidad, alta fidelidad al sitio por su
comportamiento territorial, la especie presenta huevos benténicos en nido con
cuidado parental, y el periodo de vida larval pelagico es relativamente corto. Lo
anterior se veria reforzado por eventos oceanograficos locales ocurridos en la boca y
el interior del Golfo que podria influir en un flujo limitado de individuos de esta

especie entre ambas zonas.
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V1.- MATERIAL Y METODOS

6.1.- Sitios de recolecta

Los ejemplares de Stegastes rectifraenum fueron recolectados entre diciembre del
2003 y junio del 2013 en seis sitios ubicados a lo largo de la costa este del Golfo de
California y uno en la costa oeste de la Peninsula de Baja California (Figura 2). Los
sitios de muestreo elegidos dentro del Golfo de California fueron: Bahia de Los
Angeles (La Gringa; BLA), Bahia Concepcion (El Requeson; BC), Isla San José (1SJ),
Isla Espiritu Santo (IES), Ensenada de Muertos (EdM) y Los Frailes (LF). En la costa
Oeste de la Peninsula de Baja California el sitio de recolecta seleccionado fue en
Bahia Magdalena (BM).
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Figura 2. Localizaciéon de los sitios de muestreo. Las leyendas en el mapa
describen el sitio de muestreo y el nimero de secuencias incluidas en el analisis
poblacional de Stegastes rectifraenum. BLA= Bahia de Los Angeles, BC= Bahia
Concepciodn, 1SJ= Isla San José, IES= Isla Espiritu Santo, EDM= Ensenada de
Muertos, LF= Los Frailes y BM= Bahia Magdalena.
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6.2.- Trabajo de campo

La recolecta se realizé6 empleando equipo de buceo y un arpén tipo “hawaiano”. En
Bahia de Los Angeles se obtuvieron 26 organismos, en Bahia Concepcién 34, en Isla
San José 14, en Isla Espiritu Santo 9, en Ensenada de Muertos 13, en Los Frailes 17
y en Bahia Magdalena 31. Debido a que la distribucion geogréfica de Stegastes
flavilatus (Gill, 1862) coincide en su mayoria con la distribucion geografica de
Stegastes rectifraenum (Allen y Robertson, 1998) y ambas especies podrian ser
confundidas durante el muestreo, se usaron individuos de S. flavilatus procedentes
de Ixtapa-Zihuatanejo  (17°40°22.0”’N,-101°39'29.2”W) para obtener su
caracterizacion genética y asegurar no incluirla por error en los andlisis de S.
rectifraenum. De ésta manera, se soportd la identificacion morfolégica basadas en
las claves de identificacion especializada. En la Tabla 1 se presentan los datos del
muestreo, precisando la localidad y fecha de cada recolecta para Stegastes

rectifraenum.

Todos los organismos fueron transportados en recipientes con hielo. En el
laboratorio, las muestras fueron congeladas y mantenidas en ese estado hasta su
posterior identificacion considerando las claves de identificacion de Allen y Robertson
(1998). También se tomaron datos de la longitud total y se obtuvo un fragmento de
tejido muscular de cada espécimen. Todos los tejidos fueron fijados en etanol al
96%. Por su parte, los organismos también fueron fijados en etanol al 96% vy
depositados en la coleccién del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
S.C. (CIBNOR) en La Paz, Baja California Sur, México.

6.3.- Trabajo de laboratorio
6.3.1.- Extraccion de ADN total

El tejido muscular conservado en etanol al 96% fue usado para la extraccion del ADN
total, la cual se realizé empleando el Kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue siguiendo el
procedimiento incluido en el manual del producto. El ADN extraido de cada individuo

fue colocado en tubos Eppendorf® de 0.6 ml y mantenida en congelamiento.
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Tabla 1. Datos de muestreo para la especie Stegastes rectifraenum.

Localidad Coordenadas Numero de organismos Fechade
recolectados recolecta
Bahia de Los Angeles 29°01’59.2"N, .
(BLA) 113°32'03.4"W 26 8 de junio del 2013
Bahia Concepcion 26°38'29.9"N, I
(BC) 111°50'02 9"W 34 9 de junio del 2013
. 24°52°48.3"N, 9 de enero del
Isla San José (1SJ) 110°31°28. 7"W 14 2004
Isla Espiritu Santo 24°23'24.0°N, 9 25 de agosto del
(IES) 110°18°'54.8"W 2004
Ensenada de Muertos 23°58'45.0"N, 13 8 de diciembre del
(EdM) 109°50°02.4"W 2003
. 23°21’32.5"N, 10 de diciembre
Los Frailes (LF) 109°25'07.3'W 1 del 2003
Bahia Magdalena 24°35°22.5"N, 31 8 de diciembre del
(BM) 112°03'04.1"W 2012

6.3.2.- Disefio de iniciadores (primers)

El presente estudio se basd en la region control del ADNmt debido a que es
altamente variable en poblaciones naturales por su elevada tasa de mutacion lo cual
permite encontrar sefales de la historia de una poblacion durante cortos periodos de
tiempo (Galtier et al.,, 2009). Las secuencias de este fragmento fueron obtenidas
empleando iniciadores especificos disefiados con el fin de incrementar el éxito de las
amplificaciones. El primer paso que se llevé a cabo fue disefiar un par de iniciadores
a partir de sitios nucleotidicos relativamente conservados. Para tal fin, se emplearon
como base secuencias de especies del orden Perciformes (Pagrus major, Antigonia
capros, Centropomus armatus, Caranx melampygus, Katsuwonus pelamis,
Scomberomorus cavalla, Thunnus thynnus, Acanthurus japonicus, Neolamprologus
brichardi, Abudefduf vaigiensis, Lutjanus russellii y Chaetodon auripes) obtenidas de
la pagina electrénica del National Center for Biotechnology Information (NCBI) a

través de la base de datos Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Los

iniciadores disefiados empleando esta
TCCCAAAGCTAGGATTCTAA-3" y PCR-R, 5-AACATCTTCAGTGTTATGCTTT-3")

permitieron obtener un fragmento de aproximadamente 750 pares de bases (pb), el

estrategia (Pro2-F, 5-

cual se empled posteriormente para disefiar un nuevo par de iniciadores internos y
especificos (SrecRC_F, 5-GGGTACTCAGGGACATAAATGG-3" y SrecRC_R, 5'-
GGGGGTTTTCAGGAGTGTTA-3).
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Los dos pares de iniciadores fueron disefiados empleando el programa Primer3 (v.
0.4.0, http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), el cual incorpora modelos termodinamicos
que permiten predecir la estabilidad de las estructuras secundarias y la temperatura
de alineamiento de los iniciadores, reduciendo la probabilidad de que se obtengan
amplificaciones en regiones no deseadas y la formacion de dimeros (Koressaar y
Remm, 2007; Untergasser et al., 2012).

6.3.3.- Amplificacién mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Todas las reacciones para la amplificacion fueron preparadas en un volumen total de
35ul. Cada reaccion fue realizada empleando 1X de buffer Taq (-MgCl,), 0.2 mM de
dNTPs, 0.48 yM de cada iniciador (SrecRC_F y SrecRC_R), 4.0 mM de MgCl,, 0.05
U/ul de Taq, 0.7ul de muestra y el resto de H,O mili Q. El protocolo del termociclador

se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Protocolo del termociclador para la amplificacion de la regién control en Stegastes
rectifraenum empleando los iniciadores Srec F y Srec_R.

Paso T°C Tiempo de l;liocllos
Desnaturalizacion inicial 94 2 minutos 1
Desnaturalizacién 94 30 segundos
Alineamiento 60 45 segundos 30
Extension 72 1 minuto
Extension final 72 3 minutos 1
Conservacion 4 4 minutos Final

La amplificacion de la region control de S. flavilatus se realizo también empleando los
iniciadores SrecRC_F y SrecRC_R. Para determinar la temperatura de alineamiento

optima, se realizé una PCR de gradiente probando cuatro temperaturas (60.0°C,
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58.3°C, 53.9°C, 50.8°C y 50.0°C), de las cuales la temperatura de 50.8°C fue la mas
adecuada. El protocolo final del termociclador incluyd 35 ciclos y un alineamiento a
50.8°C. Las demas condiciones fueron similares a las de S. rectifraenum (Tabla 2).

La caracterizacion genética para ambas especies fue también soportada por la
revision de la Subunidad | del Citocromo Oxidasa (COI) del ADNmt. Para la
amplificacion de esta region se emplearon los iniciadores FishF1 y FishR1 portados
por Ward et al. (2005), una reaccion similar a la que se lleva a cabo para la region
control y el protocolo del termociclador mostrado en la Tabla 3.

Tabla 3. Protocolo del termociclador para la amplificacién de la Subunidad | de Citocromo Oxidasa

(COIl) del ADNmt de las especies Stegastes rectifraenum y S. flavilatus empleando los iniciadores
FishF1 y FishR1.

Paso T°C Tiempo No. de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94 30 segundos
Alineamiento 54 30 segundos 34
Extension 72 1 minuto
Extension final 72 10 minutos 1
Conservacion 4 4 minutos Final

6.3.4.- Confirmacion de amplificaciones

El éxito de todas las amplificaciones fue evaluado mediante electroforesis empleando
geles de agarosa al 1%. En cada pozo del gel se incluyeron 5ul de muestra y 2ul de
azul de bromo fenol. También, en un solo pozo se agregaron 2ul de un marcador
molecular comercial integrado por fragmentos de ADN de tamafios conocidos con el
fin de estimar el tamafno del fragmento amplificado. La electroforesis fue corrida a
100 v por aproximadamente 30 minutos y una vez completada, los geles fueron
colocados en un transiluminador con luz UV para observar los productos de las

amplificaciones. Todas aquellas amplificaciones consideradas exitosas fueron
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enviadas a secuenciar (Macrogen, Inc., Corea). Cada fragmento amplificado fue
secuenciado en ambos sentidos con los mismos iniciadores empleados durante su

amplificacion.
6.4.- Arreglo y alineamiento de las secuencias

El arreglo de las secuencias para cada individuo se realizé a ojo con la asistencia de
los programas SEQUENCHER™ 5.1 y ChromasPro Version 1.7.5 empleando cada
par de secuencias. Una vez generada la secuencia final de cada individuo, se
comprobd que el producto secuenciado correspondiera a cada una de las dos
regiones del ADNmt (Region control y COIl) mediante una basqueda de secuencias
empleando el programa en linea BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi). Posteriormente, todas la secuencias finales

fueron alineadas usando el algoritmo de ClustalW (Thompson et al., 1994) incluido
en el programa MEGA 5.2.1 (Tamura et al.,, 2011). De manera general, este
procedimiento empieza creando una matriz de distancias entre secuencias basadas
en un alineamiento pareado que consiste en la identificacion de regiones similares
que podrian indicar relevancia evolutiva, funcional, etc. Enseguida, el algoritmo usa
el método de Neighbor-Joining para crear un alineamiento global de todas las
secuencias involucradas (Thompson et al., 1994). Con el total de las secuencias
alineadas se revis6 nuevamente a simple vista si las variaciones encontradas
podrian ser diferencias causadas por error durante la edicion o ser asociadas a un
evento natural de mutacion. Una vez completada esta revision, se generaron los
archivos en los formatos requeridos para los futuros andlisis mencionados a

continuacion.
6.6.- Reconocimiento genético de Stegastes rectifraenum

La caracterizacion molecular de Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus fue
basada en la regién control y el COIl. Para la region control se analizaron cuatro
individuos de S. flavilatus (todos provenientes de lztapa-Zihuatanejo, Guerrero) y
doce individuos de S. rectifraenum (cuatro de Bahia de Los Angeles, cuatro de Bahia

Concepcién y cuatro de Bahia Magdalena). Para el COIl se analizaron dos individuos
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de S. flavilatus y nueve individuos de S. rectifraenum (tres de Bahia de Los Angeles,

tres de Bahia Concepcién y dos de Bahia Magdalena).

Se estimo la distancia genética neta entre las dos especies. Para fines comparativos
y considerando lo publicado en la literatura relacionada con la identificacion
molecular de especies, la estimacion de la distancia genética se baso6 en el modelo
de sustitucion de Kimura 2-pardmetros (Kimura, 1980). El modelo Kimura 2P toma en
consideracion la tasa de sustitucion de las mutaciones a nivel de secuencias de
ADN, transicién y transversion, asumiendo que los cuatro nucleétidos, adenina,
guanina, citosina y timina, tienen la misma frecuencia y no varia entre sitios la tasa
de sustitucion (Kimura, 1980). Empleando también este modelo se generd un arbol
de relaciones fenéticas mediante el procedimiento de Neighbor-Joining que consiste
en la busqueda del arbol con las ramas mas cortas (Saitou y Nei, 1987). La robustez
del arbol fue basado en 10,000 réplicas (Felsenstein, 1985). Estos analisis fueron

realizados empleando el programa MEGA 5.2.1 (Tamura et al., 2011).
6.7.- Analisis poblacional

Una vez caracterizada genéticamente la identidad de Stegastes rectifraenum, se

procedio a realizar el analisis de poblacién descrito a continuacion.

6.7.1.- Diversidad genética

El andlisis de la diversidad se basé principalmente en la estimacién de la diversidad
haplotipica y la diversidad nucleotidica (Nei, 1987). La diversidad haplotipica (H) se
define como la probabilidad de encontrar dos haplotipos diferentes en la muestra,
tomando en cuenta el numero total de secuencias (n), numero de haplotipos (k) y la

frecuencia relativa de cada haplotipo en la muestra (P;) (Formula 1).

k

H= t 1—Z:i2 1
n-—-1 , P
i=1

La diversidad nucledtidica (11) representa una medida analoga a la diversidad

haplotipica pero a nivel de nucleétidos. Es definida como la probabilidad de encontrar

29



dos sitios nucleotidicos diferentes entre secuencias de la misma poblacién; es decir,
mide el grado de polimorfismo presente en el total de secuencias en la muestra (n),
considerando la frecuencia de los haplotipos (pi y p;) y el nUmero de nucleotidos

diferentes por sitio entre las secuencias comparadas (1;) (Formula 2).

n
= Zpipjﬂij 2
ij

Adicionalmente, se contabilizd6 el nimero total de haplotipos para cada localidad.
Estas estimaciones fueron realizadas en el programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier et
al., 2005).

Para evaluar la dependencia de las medidas de diversidad (nucleotidica, haploitica y
namero de sitios polimorficos) y el tamafio de muestra, se llevd a cabo una

correlacion simple de Pearson (Pearson, 1895).

6.7.2.- Estructura poblacional

Para la revisidbn de la estructura de la poblacién se llevé a cabo un Analisis de
Varianza Molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés). EI AMOVA, produce
estimaciones de las varianzas de las frecuencias de los haplotipos y emplea los
estadisticos Fst, los cuales muestran la correlacién de haplotipos entre y dentro de
todos los sitios de muestreo y agrupaciones de éstos. La significancia de las
varianzas y los valores de Fst son contrastados con aquellos producidos por
permutaciones eliminando el supuesto de normalidad y por lo tanto homogeneidad
de varianzas, debido a que los datos moleculares son generados por distancia
Euclidiana (Excoffier et al., 1992). En el presente trabajo, el AMOVA se baso6 en el
estadisticos ¢ (Excoffier et al., 1992), el cual considera las diferencias dentro y entre
las poblaciones generadas a partir de una matriz de diferencias nucleotidicas
(distancias genéticas) entre las secuencias, mas que en una matriz basada en
codigos binarios de unos y ceros producidos a partir del registro de la presencia o
ausencia de haplotipos. Empleando el mismo estadistico, también se realizaron

comparaciones pareadas entre los sitios de colecta para estimar las diferencias entre
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cada par de localidades y detectar, de ser el caso, cual de ellos explicaba las
diferencias poblacionales. En ambos casos, la significancia de la prueba se basé en
la probabilidad de encontrar el valor calculado del estadistico en una distribucion de
probabilidades generada a partir de 10,000 permutaciones. Para reducir la
probabilidad de no aceptar incorrectamente la hipétesis nula y al mismo tiempo
mantener el poder de la prueba para detectar componentes falsos de la hipétesis
nula, se calculd la correcciéon de Bonferroni, a/k, en donde a es el nivel de
significancia de la prueba y k el nimero total de combinaciones (Rice, 1989), para

detectar comparaciones pareadas significativas de los valores de ¢s:.

Las distancias genéticas empleadas para alimentar la matriz fueron estimadas
empleando el mejor modelo de sustitucion incluido en el programa Arlequin 3.5.1.2
(Excoffier et al., 2005). Este modelo fue aquel que mas se aproximé al éptimo
encontrado en el programa jModelTest 2.1.3 (Darriba et al., 2012). Este programa
emplea el programa Phyml (Guindon y Gascuel, 2003) para los calculos de la
verosimilitud. El algoritmo calcula la verosimilitud que tiene cada modelo para
explicar los cambios ocurridos en las secuencias analizadas. Estos valores de
verosimilitud y el numero de parametros (k) requerido en cada modelo son
considerados para decidir cual modelo de evolucion molecular es el mas adecuado.
Para tomar esta decision, en este estudio se empled el Criterio de Informacion de
Akaike Corregido (AIC,) y el Criterio de Informacion Bayesiana (BIC) que involucra el
valor de la maxima verosimilitud (I) el niumero estimable de parametros (k) y el
logaritmo del nimero de secuencias (n). EI mejor modelo de sustitucion para ambos
criterios, Bayesiano y Akaike, serd aquel que tiene el valor mas cercano a cero de
AIC. y BIC (Posada y Buckley, 2004).

6.7.3- Demografia historica

Para revisar los patrones relacionados con aspectos de demografia historica, se
revisaron las distribuciones de las diferencias pareadas entre todas las secuencias
de ADN mitocondrial en una muestra (mismatch distribution 6 prueba de desajuste de
la distribucion) (Harpending, 1994). Una vez calculados los parametros demogréaficos

y espaciales de la poblacién, se generaron graficos con los valores observados y
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simulados de las diferencias pareadas en el eje de las “X” y las frecuencias de las
diferencias pareadas en el eje de las “Y”, bajo el modelo de expansion repentina
(crecimiento demografico). Una distribucion multimodal refleja una poblacion en
equilibro mientras que una distribucién unimodal representa una poblacional que ha
pasado por una expansion demografica repentina (Rogers y Harpending, 1992). La
prueba estadistica para soportar procesos de expansion fue basada en el andlisis de
las desviaciones cuadradas (SSD) de los valores observados y de los valores
simulados a partir del modelo de expansién. También se estimé el indice de
“‘Raggedness” (Harpending, 1994). En ambos casos la validez de la prueba fue
basada sobre valores obtenidos mediante 10,000 re-muestreos. Estos analisis fueron
realizados en el programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005).

Ademas de lo anteriormente mencionado, las pruebas de neutralidad también son
indicadores de variacion en el crecimiento poblacional, debido a que evallan las
secuencias obtenidas para ver si existe una evolucion neutral o no. Las mutaciones
neutrales varian de manera indistinguible de generaciébn en generacion, pero
aquellas mutaciones no neutrales tienen efectos en el estado fisico y sobrevivencia
de las generaciones. Asi, la revision de la neutralidad también permite soportar si
existio alguna expansion demografica en la poblacién estudiada debido al
desequilibrio entre mutacion y deriva genética. En este estudio se aplicaron tres
pruebas de neutralidad. Se empleé la prueba de Tajima, la cual emplea el estadistico
D (Tajima, 1989), que consiste en la cuantificacion de las diferencias entre el valor de
Theta basada en los sitios segregantes (8;) y la media de las divergencias pareadas
entre las secuencias (6,. También, se realizo la prueba de Fu (Fu, 1997), que
considera el estadistico Fs. Este estadistico usa como base el modelo de mutaciones
de sitios infinitos sin recombinacién, y evalla la probabilidad de observar una
muestra neutral azarosa con un numero de alelos igual o0 mas pequefio que el valor
observado dado el numero observado de diferencias pareadas; el valor de
significancia de ésta prueba es p < 0.02. Estos analisis fueron realizados en el
programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). Finalmente, se realiz6 la prueba R,
de Ramos-Onsins y Rozas (2002), que se basa en las diferencias entre el nimero de

mutaciones Unicas (singleton) y el nimero promedio de diferencias nucleotidicas.
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Knudsen y Miyamoto (2009) definen una mutacién “singlenton” como aquel sitio
polimérfico de una secuencia, el cual tiene una base Unica con respecto a aquel sitio
polimorfico comun de otra secuencia. Para calcular el 95% del intervalo de confianza
para el valor de Ry, se hizo la simulacion coalescente usando los sitios segregantes y
10,000 réplicas. La teoria coalescente hace énfasis en ver las poblaciones en
retrospectiva sobre el espacio usando la divergencia de dicha poblacién para estimar
el tiempo del ancestro comun mas reciente (Sigwart, 2009). Esta prueba fue

realizada en el programa DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009).

Para el célculo del tiempo en afios desde el momento de la expansion (T), primero se
necesita calcular el nimero de generaciones pasadas para llegar a la presente
generacion (t). Asi, t es igual a la tasa de mutacién desde el inicio de la expansion al
final, en escala de generaciones Tau (), entre el producto de la informacion genética
de la madre (2) y la probabilidad por generacién de una mutacion en cualquier parte
de la secuencia (u), es decir, t = 1/ 2*u. Después, T es igual al producto de ty el
tiempo promedio entre dos generaciones consecutivas en el linaje de una poblacién
(tiempo de generacion), es decir, T = t*Tiempo generacional. El parametro 6, es el
producto de la multiplicacién de la informacion genética de la madre (2), por el
namero de individuos al inicio (No) y la tasa de mutacion (u) (Roger y Harpending,
1992; Rogers, 1995), el cual infiere el tamafio de la poblacién al inicio de la
expansion. Para fines de calculo de T, se buscé el tiempo de generacion y el
porcentaje de divergencia por millones de afios de la especie mas cercana a la de
éste estudio, S. rectifraenum. El valor del tiempo de generacion usado en este
estudio es de 3 afos, estimado del tiempo aproximado para la maduracion sexual de
Chromis chromis y Chromis limbata (Mapstone y Wood, 1975; Dulcic y Kraljevic,
1995). Lo anterior debido a que las especies Chromis chromis y chromis limbata
pertenecen a la misma familia que Stegastes rectifraenum. Sin embargo,
considerando que estos supuestos pudieran no ser solidos, los valores estimados
deben tomarse con precaucion. El porcentaje de divergencia por millones de afios
usado en éste estudio, 4.96, para el célculo de la tasa de mutacion, proviene del

promedio entre 4.66 y 5.26, valores de porcentaje de divergencia estimados de la
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region control del ADN mitocondrial para las especies Chromis atrilobata y Chromis

multilineata por Domingues et al., 2005.
6.8.- Patron filogeografico

Para el analisis de la relacion entre la distancia geografica y los rasgos genotipicos
entre las poblaciones definidas por el Andlisis de las Varianzas Moleculares
(AMOVA) se uso el programa IBDWS v3.23 (Jensen et al., 2005).

Para estimar si las causas de la diferenciacidon genética estarian en funcion de la
distancia geogréafica, se realiz6 una prueba de Mantel (Mantel, 1967) en el programa
en linea de Isolation By Distance Web Service v3.23 (IBDWS). Esta prueba de
Mantel consiste en ver si existe una correlacion significativa (p<0.05) entre dos
matrices: la matriz de distancias genéticas y la matriz de distancias geogréficas
(Cushman et al., 2006). Para la distancia genética se emplearon los valores de ®sr
(Excoffier et al., 1992; Weir, 1999) encontrado para cada par de localidades. Para
reducir la varianza de los datos, los calculos fueron realizados con datos
transformados con logaritmo (log). Los estadisticos calculados para ambas matrices
son Z y el valor de correlacion r. Con base en Bohonak (2002), una vez obtenidos los
valores de Z, se analiza la significancia de la correlacion con la comparacion de los
valores de Z a una distribucién de resultados de Z obtenidos al azar de la
aleatorizacion de las columnas y filas de la matriz de distancias geograficas y
manteniendo la matriz de distancias genéticas constante. Esta prueba, se basé en
10,000 permutaciones, los valores de las matrices se convirtieron con log y el modelo
de sustitucion seleccionado fue el de Kimura 2-pardmetros (Kimura, 1980).

Finalmente, se construyé una red de haplotipos empleando el algoritmo Median
Joining (MJ) (Bandelt et al., 1999) usando el programa Network 4.6 (www.fluxus-

engineering.com). Este algoritmo, propuesto para construir redes principalmente con

ADN mitocondrial, identifica grupos cercanos para favorecer conexiones cortas
(algoritmo de Kruskal y algoritmo heuristico de maxima parsimonia de Farris) e

introduce un ancestro hipotético para unir los grupos y generar una red de
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parsimonia. El resultado es una red de haplotipos que muestra la relacién entre ellos,

la procedencia geogréfica y su frecuencia.
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Vil.- RESULTADOS
7.1.- Identificacion genética de Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus

Todos los organismos fueron identificados morfolégicamente empelando las claves
taxondmicas especializadas. Esta identificacion fue soportada mediante la revision
de las distancias genéticas encontradas en S. rectifraenum y en S. flavilatus, con
quien la especie de estudio fenotipicamente podria confundirse. Las distancias
genéticas de Kimura 2-P entre Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus
(representada por individuos de Ixtapa-Zihuatanejo) y dentro de cada una de ellas
basadas en la region control, se muestran en la Tabla 4. El total de secuencias
analizadas fue de 16 con 476 pares de bases (pb). Las distancias genéticas entre las
localidades para S. rectifraenum fueron similares y relativamente pequefios (0.017 £
0.003) comparados con los valores entre ambas especies (0.289 + 0.027). Las
distancias genéticas entre S. flavilatus y el resto de los sitios representaron al menos
unas 15 érdenes de magnitud.

Tabla 4. Distancias genéticas de Kimura 2 pardmetros (Kimura, 1980) y + error estandar de la region
control del ADN mitocondrial de Stegastes recifraenum y Stegastes flavilatus. Las muestras de Bahia

Concepcion, Bahia de los Angeles y Bahia Magdalena corresponden a la especie Stegastes
rectifraenum. Para el sitio Ixtapa-Zihuatanejo, las muestras corresponden a Stegastes flavilatus.

Sitios Bahia Bahia de Los Bahia Ixtapa-
Concepcién Angeles Magdalena Zihuatanejo
Bahia Concepcién
Bahia de Los 0.018 (+ 0.004)

Angeles

Ningun haplotipo fue compartido entre las dos especies y ambas fueron claramente
separadas en dos clados como se puede observar en el arbol mostrado en la Figura
3. Las secuencias se agruparon de acuerdo con la especie correspondiente:

Stegastes rectifraenum o Stegastes flavilatus. Los individuos de S. rectifraenum,
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provenientes de Bahia Concepcion, Bahia Magdalena y Bahia de Los Angeles, se
agruparon en el mismo clado, mientras que los provenientes de Ixtapa-Zihuatanejo,
correspondientes a la especie S. flavilatus fueron agrupadas en el otro clado. Los
valores encontrados en cada nodo indican el soporte de la rama correspondiente en
términos porcentuales. Como puede observarse el valor del soporte encontrado que
separa ambas especies fue del 100%, es decir en todos los 10,000 re-muestreos
generados se produjeron siempre dos clados integrados cada uno por los mismos

individuos

Similar a lo anterior, las distancias genéticas también fueron estimadas empleando el
COl. Para este analisis se emplearon 10 secuencias integradas por 526 pares de
bases. Como se puede observar en la Tabla 5, las distancias genéticas entre las
muestras de S. rectifraenum perteneciente a los sitios Bahia Concepcion, Bahia de
Los Angeles y Bahia Magdalena son similares y relativamente pequefias. Sin
embargo, se observa que las distancias genéticas entre los sitios con muestras de la
especie S. rectifraenum y el sitio Ixtapa-Zihuatanejo, conteniendo muestras de la
especie S. flavilatus son varias decenas de 6rdenes de magnitud mayores, 61 veces,
situacion que se puede corroborar con los 58 sitios diferentes de 526 entre las dos
especies (Anexo 1.).
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Figura 3. Fenograma inferido después de 10000 réplicas por el método de re-muestreo (Bootstrap)
entre las especies Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus creado con la regién control del ADN
mitocondrial. El arbol fue construido con el método Neighbor-Joining y usando las distancias genéticas
de Kimura 2 parametros. Las secuencias de Stegastes rectifraenum provienen de los sitios Bahia
Concepcion (BC), Bahia Magdalena (BM) y Bahia de Los Angeles (BLA), y las secuencias de
Stegastes flavilatus provienen de Ixtapa-Zihuatanejo (12).

Las distancias genéticas de Kimura 2-P entre ambas especies, y al interior de cada
especie (S. rectifraenum y S. flavilatus), fueron respectivamente 0.124 (£ 0.017),
0.001 (+ 0.001) y 0.002 (+ 0.002).
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Tabla 5. Distancias genéticas de Kimura 2 parametros (Kimura, 1980) y + error estandar de Citocromo
Oxidasa Subunidad | (COI) del ADN mitocondrial de Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus. Las
secuencias de Bahia Concepcion, Bahia de Los Angeles y Bahia Magdalena, corresponden a la
especie S. rectifraenum. Las secuencias de Ixtapa-Zihuatanejo corresponden a la especie S. flavilatus.

Bahia Bahia de Los Bahia Ixtapa-

Sitios Concepciodn Angeles Magdalena Zihuatanejo

Bahia Concepcion

Bahia de Los 0.001 (+ 0.001)
Angeles
Bahia Magdalena 0.002 (£ 0.001) 0.001 (+ 0.001)
Ixtapa-Zihuatanejo  0.125 (+ 0.017) 0.124 (+ 0.017) 0.123 (+ 0.017)

Con base en el COI se gener6 también un arbol para observar la agrupacion de las
secuencias de Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus. Como se puede
observar en la Figura 4, las secuencias se agruparon de acuerdo con la especie.
Para la especie S. rectifraenum, Bahia Concepcién, Bahia Magdalena y Bahia de
Los Angeles, se agruparon en el mismo clado. Por otra parte, las secuencias de
Ixtapa-Zihuatanejo pertenecientes a la especie S. flavilatus fueron agrupadas en otro
clado. El soporte del nodo que separa las dos especies es el maximo esperado
(100%).

Con base en los anteriores analisis, sustentados en las distancias genéticas entre las
dos especies obtenidas de la region control y del COI, y de los haplotipos que
caracterizan ambos taxa, los individuos empleados en el andlisis poblacional fueron
confirmados morfolégica y molecularmente pertenecientes a la especie S.

rectifraenum.
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Figura 4. Fenograma inferido después de 10000 réplicas por el método de re-muestreo (Bootstrap)
entre las especies Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus creado con el Citocromo Oxidasa
Subunidad | (COI) del ADN mitocondrial. El arbol fue construido con el método Neighbor-Joining y
usando las distancias genéticas de Kimura 2 parametros. Las secuencias de Stegastes rectifraenum
provienen de los sitios Bahia Concepcién (BC), Bahia de Los Angeles (BLA) y Bahia Magdalena (BM),
y las secuencias de Stegastes flavilatus provienen de Ixtapa-Zihuatanejo (12).

7.2.- Andlisis de poblacién
7.2.1.- Diversidad molecular

Se recolectaron 144 Individuos, pero en siete no fue posible obtener amplificaciones
exitosas de la region control, por tal motivo, el andlisis poblacional se bas6é en 137
secuencias, a partir de las cuales se encontraron 131 haplotipos y solo seis de ellos
fueron compartidos; es decir, se encontraron presentes cuando menos en dos
localidades (Anexo 2). EI nimero total de sitios polimdrficos entre los 131 haplotipos
fue de 240. Los valores de diversidad haplotipica fueron muy altos, lo cual se refleja
en gue en algunas localidades las diversidades alcanzaron el valor maximo (1.00) y
en otras fue muy cercano a este. Alcanzar el maximo valor representa que todas las
secuencias son distintas y por lo cual la probabilidad de escoger al azar dentro de la

misma poblacion dos haplotipos diferentes es 100%. El nimero total de secuencias,
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de haplotipos y los valores estimados de las diversidades para cada localidad se
puede observar en la Tabla 6.

El nimero de haplotipos y el nimero de sitios polimorficos variaron entre las
localidades; sin embargo la comparacion directa de ellos para inferir diferencias en la
diversidad genética debe ser considerada con precaucion debido a que ambos
pueden estar correlacionados significativamente con el tamafio de la muestra. En
este caso, las correlaciones encontradas fueron positivas (r=0.996, p= 0.000; r=
0.854, p=0.008). Los valores de diversidad nucleotidica no presentan correlacion con
el tamafio de la muestra (r= -0.024, p= 0.959) de esta manera este indice representa
una mejor medida de la variabilidad sin verse afectado por las diferencias en el

numero de individuos analizadas en cada localidad.

Por la naturaleza de la métrica de la diversidad nucleotidica, los valores
generalmente son pequeiios debido a que las variaciones estimadas son
estandarizadas por sitio nucleotidico. La menor diversidad nucleotidica fue
encontrada en Bahia de Los Angeles (0.012) y la mayor en Los Frailes (0.019) (Tabla
6). En general, los valores fueron relativamente similares, aunque con un ligero clinal
de incremento latitudinal de norte a sur dentro del Golfo de California, en donde
como previamente se indic6, Bahia de Los Angeles (la localidad mas nortefia)
presentd la menor diversidad y Los Frailes (la localidad mas surefia) la mayor. Es
importante mencionar, que aunque la poblacion de Bahia Magdalena se localiza en
la costa del Pacifico de la peninsula, la diversidad nucleotidica estimada fue de las
mas altas.

Tabla 6. Medidas de diversidad genética para cada sitio de muestreo en Stegastes rectifraenum
usando un fragmento de la region control del ADN mitocondrial. n= Numero total de secuencias, H=

Numero de haplotipos diferentes, S= NUumero de sitios segregantes o polimérficos, h= Diversidad
haplotipica y 1= Diversidad nucleotidica. S.D.= Desviacion Estandar.

Sitios N H S h +S.D. m+S.D.
BLA 23 23 34 1.000+0.013 0.012+0.007
BC 32 29 41 0.994+0.010 0.015+0.008
BM 29 27 52 0.995+0.011 0.017+0.009
1SJ 14 14 25 1.000+0.027 0.014+0.008
IES 9 9 20 1.000+0.052 0.015+0.009
EdM 13 13 31 1.000+0.030 0.016+0.009
LF 17 16 37 0.993+0.023 0.019+0.010

Total 137 131 240
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7.2.2.- Estructura poblacional

El modelo de sustitucion nucleotidica empleado para estimar las varianzas
moleculares fue el de Tamura-Nei mas el valor de Gamma (TrN+G), el cual fue de
0.0970 (Tamura y Nei, 1993).

Los resultados del AMOVA muestran diferencias genética significativas entre las
localidades en donde la varianza explica un 23.9% (¢sx =0.23944, p=
0.000+0.00<0.05, Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA). Va= Varianza del componente a, Vb= Varianza del

componente b. ¢s= Define el incremento de heterocigosidad haciendo permutaciones de los
haplotipos entre poblaciones. * Indica significancia (p<0.05).

Fuente de Grados de Sumade Varl?gsza de Porcentajes indice de
variacion libertad cuadrados de variacion fijacién
componentes
Entre
poblaciones 6 159.507 1.197 Va 23.94 0.23944 Qs -
Dentro de las
poblaciones 130 494,419 3.803 Vb 76.06
Total 136 653.927 5.000

Los resultados de las pruebas pareadas (Tabla 8), indicada por los valores de
probabilidades para la medida de diferenciacion poblacional ¢s para cuatro sitios
localizados en el Golfo de California, LF, EdM, 1SJ y IES no presentaron diferencias
significativas entre si (p > 0.05). Por otra parte, se observa que las dos poblaciones
localizadas al norte del Golfo de California, BLA y BC, y el sitio localizado en la costa
del Pacifico de la Peninsula de Baja California, BM, no presentaron diferencias
genéticas significativas (p > 0.05) entre ellas, pero si registraron diferencias con las
otras localidades (LF, EdM, ISJ y IES, p < 0.05). Con base en lo anterior, se observa
la presencia de dos grupos, uno conformado por LF, EdM, ISJ y IES y que sera
referido como Golfo de California y otro conformado por BLA, BC y BM y que sera

referido como Pacifico-Golfo.
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Tabla 8. Matriz de las medidas de diferenciacion poblacional (¢st) entre sitios de muestreo (abajo de
la diagonal) y los valores de probabilidad correspondientes (p + Desviacion Estandar), arriba de la
diagonal. Con un valor de significancia con la correcciéon de Bonferroni p<0.002. LF= Los Frailes,
EdM= Ensenada de Muertos, ISJ= Isla San José, IES= Isla Espiritu Santo, BC= Bahia Concepcion,
BLA= Bahia de Los Angeles y BM= Bahia Magdalena. Valores calculados con el modelo Tamura-
Nei+G (Tamura y Nei, 1993).

Sitios LF EdM ISJ IES BC BLA BM
LF - 0.87+0.00 0.20+0.00 0.73+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
EdM  -0.03 - 0.54+0.01 0.99+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
I1SJ 0.02 -0.01 - 0.17+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
IES -0.02 -0.06 0.03 - 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
BC 0.33 0.37 0.39 0.37 - 0.93+0.00 0.73+0.01
BLA 0.35 0.40 0.43 0.41 -0.02 - 0.69+0.01
BM 0.30 0.33 0.37 0.33 -0.01 -0.01 -

Una vez definidos los grupos, se realizd6 un analisis de las varianzas moleculares
(AMOVA) jerarquico como se puede observar en la Tabla 9. No se presentaron
diferencias genéticas significativas entre poblaciones dentro de cada grupo, Golfo de
California y Pacifico-Golfo, (Fsc= -0.00875, p= 0.865>0.05). De igual forma el valor
de la varianza (-0.033) y el porcentaje de variacion (-0.56) para el componente b
denotan que la variacion dentro de sus respectivos grupos, no es considerable. Sin
embargo, la diferenciacion genética entre el grupo Golfo de California y Pacifico-
Golfo es estadisticamente significativa (p<0.05) como lo denota la medida de
diferenciacion entre grupos (Fcr= 0.36435, p= 0.027). Igualmente, se nota un
porcentaje de variacion elevado (64.12) dentro de las poblaciones (BLA, BC, ISJ,
IES, EdM, LF y BM).
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Tabla 9. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA). Va= Varianza del componente a, Vb= Varianza del
componente b y Vc= Varianza del componente c. Fcr= Define el incremento de heterocigosidad
haciendo permutaciones de los haplotipos de las poblaciones entre grupos, Fsc= Define el incremento
de heterocigosidad haciendo permutaciones de los haplotipos de las poblaciones dentro de los grupos
y Fst= Define el incremento de heterocigosidad haciendo permutaciones de los haplotipos entre
poblaciones entre los grupos. * Indica significancia (p<0.05).

L Grados de Sumade Varianza de los Porcentajes Indices de

Fuente de variacién : L o
libertad cuadrados componentes de variacion fijacion
Entre grupos 1 143.613 2.161 Va 36.43 O'|3;64f5

CT

Entre poblaciones

dentro de los 5 15.894 10.033 Vb 0.56 020875

grupos sc
Dentro de las 130 494.419 3.803 V¢ 64.12 0.35879

poblaciones Fsr*

Total 136 653.927 5.931

7.2.3.- Demografia historica

Los resultados obtenidos de las distribuciones de las diferencias pareadas entre las
secuencias (missmatch distribution) mostraron una distribucion unimodal (Figura 5).
De acuerdo con la tendencia de la distribucion pareada entre los valores observados
y simulados se aprecia el ajuste entre ambas, lo cual soporta la expansion
poblacional de los sitios muestreados. Las tendencias que mas se ajustan son las de
los sitios Bahia de Los Angeles, Bahia Concepcion y Bahia Magdalena. Los sitios
restantes localizados al sur del Golfo de California presentan tendencias de los
valores observados con un poco de variacion respecto a los valores del modelo; sin
embargo, la forma de la distribucién de los valores observados sigue la distribucion
del modelo de expansién. Ademas, existe una frecuencia mayor de las diferencias
pareadas entre haplotipos para los sitios pertenecientes al grupo Pacifico-Golfo. Los
parametros de demografia histérica se pueden observar en la Tabla 10. Con base en
Suma de Desviaciones Cuadradas y el indice Raggedness de Harpending, para
todos los sitios no se encontraron diferencias significativos (p>0.05), es decir, los
datos se ajustan bien al modelo de expansién, por lo tanto, la hipétesis nula de

expansion poblacional no se rechaza.
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Las estimaciones obtenidas a partir de las pruebas de neutralidad indicaron que en
los tres casos revisados, los parametros empleados fueron en general
estadisticamente significativos. La prueba de neutralidad de Tajima (D) fue
significativa (p<0.05) para los sitios Bahia de Los Angeles, Bahia Concepcion,
Ensenada de Muertos y Bahia Magdalena. Para los individuos de Bahia de Los
Angeles el valor de Dt (-1.824) fue negativo, el cual podria evidenciar que el tamafio
de poblacion esta incrementando (expansion poblacional). Asimismo, los valores de
Dt para las poblaciones de los sitios Bahia Concepcion (-1.629), Ensenada de
Muertos (-1.642) y Bahia Magdalena (-1.981) muestran una posible expansién
poblacional. La prueba de Fs de Fu fue significativa (p<0.02) para todos los sitios. Los
valores de Fs en todas las localidades fueron negativos, lo cual sugiere que hay un
exceso en el numero de alelos debido a una reciente expansion poblacional. Al igual
que con la prueba de Fu, los valores del estadistico R, de Ramos-Onsins y Rozas
fueron significativos (p<0.05) para todos los sitios. Asi, los valores de R, sugieren
expansion poblacional de S. rectifraenum en todos los sitios.

Para la poblacién localizada en la costa del Pacifico peninsular, Bahia Magdalena, se
estimo el tiempo mas antiguo en el cual se dio la expansion poblacional (348,285
afos) con respecto a las otras localidades. Entre los sitios localizados en el Golfo de
California, Bahia Concepciéon y Bahia de Los Angeles, localizado cercano al Alto
Golfo y parte media del Golfo, respectivamente, tienen las fechas de expansion
poblacional mas antiguas 327,754 afios y 260,167 afios, respectivamente. Después,
el sitio muestreado mas al sur del Golfo, Los Frailes, tiene el cuarto valor (252,242
afos), seguido por Isla Espiritu Santo e Isla San José, con 186,543 afios y 154,803
afos, respectivamente. El periodo de expansién poblacional mas reciente ocurrido

fue en Ensenada de Muertos (138,255 afios).
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Tabla 10. Parametros de demografia histérica obtenidos a partir de un fragmento de la regién control
de ADN mitocondrial para cada sitio en donde se recolectaron especimenes de la especie Stegastes
rectifraenum. 1(Tau)= Tiempo de generaciones en afios, 8y(Theta)= Diversidad genética al tiempo de
inicio de la expansion, 6, (Theta)= Diversidad genética al tiempo final de la expansion SDC= Suma de
las Desviaciones Cuadradas, r= indice Raggedness de Harpending, D= Prueba de Tajima (1989), Fs=
Prueba de Fu (1997), R, = Prueba de Ramos-Onsins y Rozas (2002) y T= Tiempo en afios desde el
momento de la expansion. * Indica significancia (p<0.05) y para la prueba de Fu indica significancia a

p<0.02.
Sitios T o, ©, SDC r D, F. R, T
Bagl',]aggfeéos 6.336 0.009 99999 0.005 0.022 -1.824* -21.811* 0.048* 260,167
Bahia N . .
Concepoion 7982 0.007 99999 0.005 0013 -1620* -21.376* 0.054* 327,754
Isla San José 3.770 0.000 99999 0.030 0.021 -1.459 -10.193* 0.067* 154,803
'S'as';f]‘t’c')”t“ 4543 2114 99999 0.009 0028 -0.927 -4.050* 0.092* 186,543
E”:Ai’;?foide 3.367 2.891 99999 0.013 0.022 -1.642* -7.602* 0.066* 138,255
Los Frailes  6.143 3.612 86.875 0.006 0.011 -1.396 -7.636* 0.073* 252,242
Bahla 8.482 1.336 28.715 0.003 0.004 -1.981* -19.639* 0.046* 348,285
Magdalena
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Figura 5. Conjunto de graficas de la comparacion de las diferencias pareadas vs frecuencias de los
datos observados y simulados con el modelo de expansion repentina para todos los sitios
muestreados.
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7.3.- Aislamiento por distancia

Los resultados del analisis de aislamiento por distancia de todos los sitios de
recolecta se muestran en la Tabla 11. Para el andlisis se consideraron los dos tipos
de mutacién a nivel de secuencias de ADN, transicién y transversion. Para los dos
tipo de mutaciones, la correlacién de las matrices de distancias geografica y genética
fue negativa y significativamente (p<0.05) diferente de cero. Sin embargo, el
coeficiente de determinacion (R?) es bajo y el indice de correlacion (r) es moderado

para los dos tipos de mutaciones.

Tabla 11. Resultados de la prueba de Mantel para los analisis de correlacién entre las matrices de
distancias genéticas y geograficas de Stegastes rectifraenum empleando la regién control del ADN
mitocondrial. La prueba se hizo para los dos tipos de mutacion a nivel de secuencia de ADN,
transicion y transversion. Z= Estadistico Z, r= Estadistico de correlacién, R?= Coeficiente de
determinacion. * Indica significancia (p<0.05).

Mutacion
Transicion Transversion
4 29.00 28.98
R -0.48 -0.49
R? 0.23 0.24
Valor de probabilidad (p) 0.01* 0.01*

En la Figura 6 se puede observar la correlacién entre las distancias geograficas y
genéticas. Los valores fuera del circulo rojo corresponden a la similitud genética
entre los sitios dentro del grupo Golfo de California y aquellos dentro del circulo rojo
corresponden al grupo Pacifico-Golfo, grupos anteriormente definidos por los
resultados de los valores de probabilidad para la medida de diferenciacion

poblacional (Tabla 8).

La correlacion negativa entre las matrices de distancias geografica y genética explica
la disminucién de la similitud genética entre sitios conforme la distancia geografica

incrementa.
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Figura 6. Correlacién de las distancias geograficas vs distancias genéticas de Stegastes rectifraenum
empleando la region control del ADN mitocondrial. Los puntos fuera del circulo rojo muestran los
valores de las correlaciones con el mayor indice de similitud de Slatkin, LF-EdM, LF-1SJ, LF-IES, EdM-
ISJ, EAM-IES, ISJ-IES, BC-BLA, BC-BM y BLA-BM. El circulo en rojo muestra los valores de las
correlaciones con el menor indice de similitud de Slatkin M= ((1/®s7)-1)/4, LF-BC, LF-BLA, LF-BM,
EdM-BC, EdM-BLA, EdM-BM, ISJ-BC, ISJ-BLA, 1SJ-BM, IES-BC, IES-BLA y IES-BM.

La Tabla 12 muestra la prueba mantel solo con los sitios dentro del Golfo de
California sin incluir BM. Para los dos tipo de mutaciones (transicion y transversion),
la correlacion de las matrices de distancias geogréfica y genética fue negativa y
significativamente (p<0.05) diferentes de cero. A diferencia de los resultados
mostrados en la Tabla 11, el coeficiente de determinacién (R?) es mas alto y el indice
de correlacion (r) es también alto para los dos tipos de mutaciones. Lo anterior es
debido a que no se incluyeron a los individuos de Bahia Magdalena debido a que aun
encontrandose distribuidos en los sitios extremos, estos individuos tienen una alta

similitud genética con los encontrados en el norte del Golfo de California.
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Tabla 12. Resultados de la prueba de Mantel para los analisis de correlaciéon entre las matrices de
distancias genéticas y geogréaficas para Stegastes rectifraenum empleando la region control del ADN
mitocondrial de los seis sitios dentro del Golfo de California, Bahia de Los Angeles, Bahia Concepcion,
Isla San José, Isla Espiritu Santo, Ensenada de Muertos y Los Frailes. La prueba se hizo para los dos
tipos de mutacion a nivel de secuencia de ADN, transicién y transversion. Z= Estadistico Z, r=
Estadistico de correlacién, R’= Coeficiente de determinacién. * Indica significancia (p<0.05).

Mutacién
Transicion Transversion
Z 26.98 27.01
r -0.75 -0.75
R? 0.56 0.56
Valor de probabilidad (p) 0.02* 0.02*

7.4.- Red de linajes de la especie Stegastes rectifraenum

En la Figura 7 se puede observar la red de linajes para la especie S. rectifraenum.
Principalmente se aprecia la division de dos linajes. Uno conformado por individuos
de la parte superior de la red y representando las localidades de Bahia Concepcién
(BC), Bahia Magdalena (BM) y Bahia de Los Angeles (BLA). El otro conformado por
individuos de la parte inferior de la red de las localidades Isla San José (I1SJ), Isla
Espiritu Santo (IES), Ensenada de Muertos (EdM) y Los Frailes (LF). Los circulos
con mayor area y con colores diferentes denotan los haplotipos compartidos dentro
del grupo. Para el linaje conformado por los sitios BC, BM y BLA se comparten 8
haplotipos y para el linaje conformado por 1SJ, IES, EAM y LF comparte 6 haplotipos.
Ademas, se observan tres haplotipos del sitio Los Frailes mas emparentado al linaje

conformado por el grupo Pacifico-Golfo.
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Figura 7. Red de haplotipos para el andlisis filogeografico de la especie Stegastes rectifraenum.
Negro= Isla San Jose, Amarillo= Isla Espiritu Santo, Azul= Ensenada de Muertos, Verde= Los Frailes,
Lila= Bahia Magdalena, Naranja= Bahia Concepcion y Olivo= Bahia de Los Angeles.
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VIII.- DISCUSION

Identificacién genética de Stegastes rectifraenum

Los resultados encontrados en el presente estudio permitieron discriminar a
Stegastes rectifraenum de S. flavilatus. Esto resultdé relevante debido a su alta
similitud morfolégica y por compartir una distribucion geogréfica cercana, hace que
su identificacion en campo sea en ocasiones complicada, sobre todo si no se cuenta
con la experiencia necesaria (Anexo 3). Por esta razon, y para evitar errores de
identificacion y en consecuencia resultados espurios, se complementé el uso de la
revision morfolégica con datos genéticos, particularmente con el empleo de

secuencias de ADNmt (regién control y la Subunidad | del Citocromo Oxidasa, COl).

Los analisis taxondmicos basados en datos moleculares consideran la similitud
relativa de los miembros de un clado determinado respecto a la similitud existente
con otro clado y reciprocamente monofilético. De esta manera se puede reconocer la
fuente principal de la varianza genética. Nuestros resultados indican que la distancia
genética entre las dos especies fue considerablemente notoria respecto a la distancia
encontrada entre los individuos de cada una de ellas. Trabajos como el de Stelkens y
Seehausen (2009) recopilan distancias genéticas a partir del gen Citocromo b entre
especies de peces de la familia en Cyprinidae donde se observan distancias que van
de 0.0332 entre las especies Notemigonus crysoleucas y Scardinius
erythrophthalmus hasta 0.196 entre las especies Semotilus atromaculatus y
Rhinicthys atratulus. Por otra parte, Stelkens et al. (2009) también reportan valores
de distancias genéticas entre especies de la familia Cichlidae, de 0.0188 a 0.0553
empleando la region control del ADNmt. Los resultados obtenidos por Stelkens y
Seehausen (2009) no podrian ser empleados como referencia directa, debido a que
los autores usaron un gen distinto al que se reviso en el presente trabajo y las tasas
de mutacién pueden variar considerablemente entre ellos. Pero no asi para el trabajo
hecho por Stelkens et al. (2009).

Con la incorporaciéon de una gran cantidad de informacion relacionada con el

proyecto sobre cédigos de barra del ADN (Hajibabaei et al., 2007), muchos datos han

52



sido publicados sobre distancias genéticas basadas en el COI con fines taxondmicos
(Ward et al.,, 2005). En el trabajo de Toffoli et al. (2008) obtuvieron distancias
genéticas con el gen COI de especies de la familia Potamotrygonidae que fluctuaron
entre 0.00578 a 0.23937. Ellos hacen mencion de una especie en especifico,
Potamotrygon leopoldi, cuyos valores encontrados entre 0.00578 y 0.09963 no

permitieron discriminar ésta especie de las otras pertenecientes a la misma familia.

En el presente trabajo, el valor de la distancia genética de Kimura 2-P entre ambas
especies para la region control fue de 0.289 y para COI de 0.124. Estos valores son
congruentes con los encontrados en trabajos previos, pero ademas son
relativamente altos respecto a las distancias encontradas entre individuos de la
misma especie, indicando un espacio evolutivo suficientemente discreto como para
fortalecer que nuestra identificacion basada en datos genéticos es soportada de
manera robusta. Asi, se tiene la certeza de que los individuos recolectados en este
estudio para el analisis poblacional corresponden a organismos de Stegastes

rectifraenum.
Analisis poblacional de Stegastes rectifraenum

Los resultados encontrados sugieren que Stegastes rectifraenum no se encuentra
integrada por una poblacion homogénea. Nuestros datos indican diferencias
poblacionales que permiten suponer que el flujo genético entre las localidades
estudiadas es limitado. En este trabajo se encontré6 mediante secuencias de un
fragmento de la region control del ADN mitocondrial que las muestras estudiadas de
Stegastes rectifraenum conforman cuando menos dos poblaciones genéticamente
diferentes. Una integrada por individuos distribuidos en BLA, BC y BM, denominada
como grupo Pacifico-Golfo y la otra conformado por individuos de 1SJ, IES, EdM vy

LF, denominada como grupo Golfo de California.

Distinto a lo que podria esperarse sobre una mayor similitud genética en funcién de
su cercania geografica y el patron de corrientes, los datos obtenidos indican una
agrupacion que no es completamente congruente con ese planteamiento. La

posibilidad de que las caracteristicas bioldégicas de la especie antes mencionada
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como el cuidado parental, la presencia de huevos bentdnicos en nidos y el
comportamiento territorial (Petersen y Marchetti, 1989; Hoelzer, 1992), son los
factores que podrian propiciar la fragmentacion genética de esta especie. La
dispersion de la larva pelagica por accion de las corrientes se observa restringida, al
parecer la duracion de la larva pelagica para esta especie no es suficiente para
producir una poblacion panmictica. Lo anterior concordaria con lo encontrado en la
especie de Cottus pollux cuya duracion de la larva pelégica es entre 35 y 48 dias,
pero con una poblacion estructurada (Tsukagoshi et al., 2011). Sin embargo, la
explicacion de estos hallazgos resulta mas compleja que la simple explicacion de
aislamiento por distancia, corrientes y duracion de la larva pelégica, desde que los
individuos encontrados en los extremos del area de estudio fueron los que no
mostraron diferencias genéticas significativas. A continuacion se discuten algunas

ideas sobre las razones que podrian explicar estos resultados.

Hipotesis de las causas sobre la estructura poblacional dentro del Golfo de

California

La separaciéon de lo que hoy conocemos como la Peninsula de Baja California del
continente se llevé a cabo hace aproximadamente entre seis y diez millones de afios
debido a la extension de las placas de Norte América y Pacifico (Umhoefer, 2011).
Esto propicié una apertura que permitié la incursiébn de masas de agua provenientes
del Pacifico con un flujo de sur a norte y de igual forma se infiere que la fauna marina
fue poblando este nuevo habitat. Lo anterior podria darnos la idea de que las
especies que habitan el Golfo de California formaron en sus inicios poblaciones
panmicticas, es decir poblaciones homogéneas en este mar incipiente. Actualmente
hay ejemplos que sugieren que esta situacion aun prevalece, y hay otros que reflejan
especies estructuradas en poblaciones tal y como lo reportan Bernardi et al. (2003)
encontrando que para las especies Leuresthes tenuis, Girella nigricans, Chaenopsis
alepidota, Hypsoblennius jenkinsi y Paralabrax maculatofasciatus, existe divergencia
genética entre individuos provenientes de ambas zonas; pero para las especies
Halichoeres semicinctus, Semicossyphus pulcher, Hermosilla azurea y Sebastes

macdonaldi, no se encontro divergencia significativa. Los resultados encontrados en
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este estudio sustentan la idea de que Stegastes rectifraenum dentro del Golfo de
California presenta una estructura poblacional, la cual se caracteriza por la presencia
de una poblacién conformada por individuos de las localidades del norte (Bahia de
los Angeles y Bahia Concepcién) y otra integrada por individuos de las localidades
del sur (Isla San José, Isla Espiritu Santo, Ensenada de Muertos y la localidad de Los
Frailes).

Las causas de la estructura genética poblacional encontrada dentro del Golfo de
California podrian estar asociadas con la topografia del sustrato a lo largo de la costa
y al efecto de éste sobre el patron de corrientes marinas ademas de las condiciones
oceanogréficas, retencién de particulas en zonas del Golfo de California, grandes
profundidades y periodos de glaciacion. Wright et al. (1973) mencionan que la
variacion topografica del fondo es menos pronunciada en la costa peninsular del
Golfo de California que en la del Pacifico. Ademas, en la parte del Golfo la plataforma
continental tiene pendientes e inclinaciones subitas que generan cambios de
profundidad bruscos. A lo largo de la costa peninsular del Golfo de California existen
también diferentes tipos de habitats, desde los mas abundantes como camas de
algas, paredes submarinas, arenosos, rodolitos y rocas de granito, hasta los menos
abundantes como coral negro y montafias submarinas, ademas de los habitats mas
escasos tales como corales y pastos marinos. También, a lo largo de la Peninsula en
el Golfo de California la costa es principalmente rocosa, con excepcion de la parte
suroeste de la Bahia de La Paz (Sala et al., 2002). La especie Stegastes
rectifraenum habita principalmente zonas arrecifales rocosas y coralinas que
propician una superficie adecuada para su alimentacion y crianza a lo largo del afio
(Moreno-Sanchez et al.,, 2011). Considerando lo anterior y aun cuando la costa es
rocosa, la presencia de corales es escasa y principalmente localizada al sur del Golfo
de California, tal y como muestran Sala et al. (2002). Durante nuestra recolecta de
los individuos de S. rectifraenum se observdé que aparte de que habitan zonas
rocosas, también se observan en zonas con presencia de corales del género

Pocillopora.
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Con base en la Prueba de Mantel, se encontré para los individuos del Golfo de
California, que conforme la distancia geografica aumenta, la similitud genética entre
los individuos de S. rectifraenum disminuye. La distancia geografica entre los dos
sitios (BC e ISJ) que marcarian el borde entre las dos poblaciones es de unos 223
km. Aunado a otros factores, este espacio podria también ser importante para limitar
el flujo genético entre individuos de las dos areas y disminuir la conectividad entre
poblaciones de S. rectifraenum.

La idea general de una corriente ciclénica y anticiclonica como medio de transporte
larval a lo largo del Golfo de California no se puede considerar como un simple
proceso oceanografico debido a patrones de adveccién a lo largo de la costa,
procesos fisicos tales cdémo vientos, frentes, mareas, limites de capas en la
superficie y fondo y oleaje, los cuales modifican y actian de manera particular debido
a la batimetria de la zona, profundidad y presencia de promontorios; asi, los patrones
de corrientes son alterados a nivel microescala (Gaines et al., 2007). También, la
rugosidad del fondo marino reduce la velocidad y modifica la capacidad de arrastre
de las corrientes, ya que cuando éstas pasan sobre un sustrato muy rugoso, la
energia de la corriente se transforma de un flujo horizontal a un movimiento vertical
debido a los saltos que genera el choque de la corriente con objetos sobresaliendo
del suelo tales como rocas, formaciones coralinas, etc. (Grubisic et al., 1995). Tal
reduccion en la velocidad de la corriente y la magnitud del flujo vertical son menores
en aguas profundas que en aguas someras (Pineda et al., 2007). Debido a que
individuos de S. rectifraenum habitan principalmente aguas someras y arrecifales
(Aceves-Medina et al., 2003; Sanchez-Velasco et al., 2004; Alvarez-Filip et al., 2006;
Villegas-Sanchez et al., 2009;), podrian estar sujetos a una considerable disminucion
de su transporte larval entre las dos poblaciones a través de los 223 km, y a

permanecer cerca del sitio de eclosion.

Aunado al posible efecto que podria tener la topografia del fondo costero, la
retencion de particulas también es importante. Durante la mayor parte del afio en la
zona que comprende los sitios de Bahia de Los Angeles y Bahia Concepcion, asi

como en el area en donde se encuentra la Isla San José, la Isla Espiritu Santo,

56



Ensenada de Muertos y Los Frailes, existe un alta retencion de particulas (Peguero-
Icaza et al., 2008; Marinone, 2012). En el trabajo que realizaron Marinone et al.
(2008), mencionan que los patrones de conectividad se dan durante la corriente
ciclonica, que permite la llegada de larvas desde la costa continental a la costa de la
peninsula, lo cual soporta la ruta de norte a sur de particulas mencionado por
Peguero-Icaza et al. (2008). Con base en el presente estudio, estas corrientes no
parecen influir en la homogenizacion de larvas de S. rectifraenum en el Golfo de
California considerando la diferenciacion poblacional observada. Resultara
interesante realizar recolectas a lo largo del area comprendida entre Bahia
Concepcidn e Isla San José con la intencién de identificar en qué punto se genera el
distanciamiento genético para luego hacer estudios topograficos, batimétricos y
oceanograficos e identificar el factor que interrumpe el flujo genético entre ambas

poblaciones.

Por otro lado, a lo largo del Golfo de California existen cinco cuencas submarinas:
Delfin, Guaymas, Carmen, Farallon y Pescadero. De éstas, la cuenca Faralldn
muestra un perfil batimétrico que inicia a partir de la costa con una profundidad de
200 m aproximadamente (Rusnak et al., 1964). De acuerdo con la preferencia de
aguas someras menores a 30 m para la especie, dicha profundidad parece actuar
como una barrera no fisica entre las dos poblaciones, ademas de que los patrones
de corrientes debido a la profundidad en la zona de la cuenca Farallon podria estar
limitando o evitando el arrastre de larvas, por lo cual se genera la hipotesis que a la
altura de Isla Santa Cruz se observaria genéticamente la division entre las

poblaciones.
Hipotesis sobre la estructura poblacional Golfo de California- Pacifico

El Golfo de California se formé debido a la divergencia oblicua entre las placa de
Norte Ameérica y el Pacifico. Asi, desde hace 10-6 millones de afios a la fecha,
algunas especies marinas se han adaptado tanto dentro del Golfo de California como
en las costa peninsular del Pacifico y en algunas de ellas el intercambio genético
entre poblaciones del Pacifico y Golfo de California es limitado (Jacobs et al., 2004).

En este estudio no se encontraron diferencias genéticas significativas entre
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individuos de S. rectifraenum procedentes de Bahia Magdalena e individuos de
Bahia de Los Angeles y Bahia Concepcion, éstas Ultimas encontradas dentro del
Golfo de California, mas precisamente en la region media del Golfo. Existen varios
trabajos en los cuales se comparan especies con distribuciéon en ambas costas de la
Peninsula de Baja California, los cuales han mostrado que existe una cercania
genética entre individuos del norte del Golfo de California y del Pacifico (Jacobs et
al., 2004). Una de las hipotesis planteadas para explicar estos hallazgos se ha
centrado en el reconocimiento de la importancia que en el pasado tuvo la presencia
de paleocanales interpeninsulares para el intercambio de individuos entre el Pacifico
y Golfo de California. Los efectos de este evento no solo han sido asociados a
especies marinas, sino por diversas especies terrestres que durante la formacién de
estos canales vieron interrumpida su comunicacion a través de la peninsula (Upton y
Murphy, 1997; Dyer et al., 2010). Para el caso de éste trabajo, se retoma la idea de
la presencia del paleocanal interpeninsular que pudo haber tenido su localizacién en
la region central del Vizcaino, en el area de San Ignacio (Helenes y Carrefio, 1999),
hace menos de 1.6 millones de afios (Riddle et al., 2000). Dicho paleocanal pudo
haber sido la conexion més reciente entre la fauna marina del Pacifico con la parte

norte del Golfo de California.

Los altos valores de diversidad se han asociado a poblaciones viejas debido a que
un mayor tiempo evolutivo tuvo que haber ocurrido para generar un mayor ndmero
de variantes alélicas. Haciendo referencia a lo anterior, los valores de diversidad
nucleotidica podrian ayudar a definir las poblaciones mas viejas, tal y como
menciona Primmer et al. (2002). En el presente estudio en las localidades de Bahia
Magdalena y de Los Frailes se encontraron los valores mas altos de diversidad
nucleotidica (0.017 y 0.019, respectivamente); Los Frailes localizado en la parte mas
al sur de los sitios estudiados y Bahia Magdalena en la costa del Pacifico de la
peninsula. Por tal motivo, estas localidades (Bahia Magdalena y Los Frailes) de cada
uno de los dos grupos genéticos (Pacifico-Golfo y Golfo de California), podrian
representar las poblaciones mas viejas y las que dieron origen a las demas.
Considerando lo anterior, el ingreso de individuos de Stegastes rectefraenum al Golfo

de California pudo haber ocurrido a través de dos vias; por una parte, a través de la
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boca del Golfo (quiza la via mas antigua) y por otra, a través de la parte media de la
peninsula por los paleocanales interpeninsulares. De esta manera, las poblaciones
MAas recientes para cada grupo podrian ser aquellas encontradas hacia el norte del
Golfo de California. Asi, considerando los clinales de la frecuencia de las diferencias
pareadas, la distribucion actual de Stegastes recrtirfrenum también esta asociada a

eventos demogréficos histéricos relativamente recientes.

Considerando lo anterior, los cambios geoldgicos y climaticos ocurridos en el Océano
Pacifico pudieron impactar la distribucién de Stegastes rectifraenum principalmente
en dos momento historicos, uno asociado al movimiento interpeninsular y otro a
eventos de expansion mas locales. En general, en los periodos de glaciacion la fauna
marina se concentrd en zonas ecuatoriales, lo cual hizo de ésta un area muy diversa
y competitiva entre las especies. Al aumentar la temperatura, el hielo glaciar del norte
fue cediendo terreno, tanto latitudinal como longitudinalmente, y algunas especies
tropicales costeras empezaron a ampliar su distribucion mas al norte (Marko, 2004).
Es importante denotar que la especie S. rectifraenum pudo haber migrado mas al
norte sobre la costa peninsular del Pacifico y dentro del Golfo, lo cual también explica
la menor diversidad hacia el extremo norte de su area de distribucién después de
eventos de colonizacién. Asi, el cambio climético pudo haber incidido en la migracion
latitudinal y longitudinal de ésta especie. También, los cambios en el nivel del mar
fomentaron frecuentes eventos de aislamiento y conectividad entre las poblaciones
del sur y entre las poblaciones del norte de S. rectifraenum en el Golfo de California.
De igual manera, los cambios en el nivel del mar durante el Pleistoceno pudieron
haber permitido la migracion del Pacifico al norte del Golfo de California a través del
paleocanal interpeninsular llamado San Ignacio. Al mismo tiempo, tanto el cambio
climatico como el incremento del nivel del mar debido a los periodos de glaciacion de
los dltimos 800 000 afios (Imbrie et al., 1984), tienen un factor comun que es la
variacion de la temperatura ambiental, la cual cambio y las latitudes septentrionales
se volvieron habitables para permitir la migracion de especies de climas templados

mas al norte, tal y como mencionan Valentine y Jablonski (1991).
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Las distintas pruebas realizadas para abordar la estabilidad historica de la poblaciéon
sugieren que la especie paso por un evento de expansion repentino en un momento
historico, posterior al comentado previamente relacionado con los paleocanales
interpeninsulares. Los resultados significativos de la prueba de Fu (1997), el
estadistico R, (Ramos-Onsins y Rozas, 2002) y el ajuste significativo al modelo de
expansion poblacional mostrado con los graficos de diferencias pareadas
(Harpending, 1994), sugieren una especie con dos poblaciones que ha
experimentado un evento repentino de expansion poblacional. Este, parece haber
impactado principalmente a la poblacion del Golfo de California considerando que los
menores valores de diversidad de las localidades del norte que conforman este grupo
(ISJ, IES y EdM) y sus curvas de las diferencias pareadas que sugieren un clinal en
la distribucion de las diferencias, parecen indicar las poblaciones mas recientes de
todas las estudiadas en este trabajo. Una estimacion burda (considerando que la
tasa de mutacion empleada para la estimacion no es propia de la especie) del
momento de la expansion (T), podria fluctuar entre los 138,255 y 348,285 afios,
fechas en las cuales ocurrieron periodos de glaciacion e interglaciacion (Imbrie et al.,
1984).

El presente estudio se baso6 en el analisis de un fragmento de la region control del
ADNmt. La informacién que aporta este marcador depende de su elevada tasa de
mutacion y de la naturaleza de su modo de transmision uniparental. Los resultados
obtenidos de esta manera indicaron que S. rectifraenum presenta una estructura
poblacional compleja. Marcadores moleculares con caracteristicas distintas podrian
indicar o precisar un analisis mas profundo. Una explicacion complementaria deberia
ser obtenida de: 1) el andlisis con un marcador con mayor polimorfismo.
Posiblemente que el uso de un marcador mas variable tal como microsatelites podria
arrojar una diferenciacion genética entre los individuos de BM vy los individuos de los
sitios BLA y BC. 2) marcadores mas conservados como el COI que permitan reducir
el numero de haplotipos, revisar aquellos mas frecuentes y profundizar en los
aspectos filogeograficos. Adicional a los marcadores genéticos, un mayor nimero de

muestras y una recolecta geograficamente puntual (ej. Los Cabos, B.C.S.) y mas
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amplia (costa del macizo continental) aportaria un panorama mas claro de la

estructura genética poblacional de S. rectifraenum.

Sin embargo, trabajos como el de Hess et al. (2011) y Miller et al. (2011) demuestran
gue los marcadores mitocondriales pueden ser lo suficientemente variables para
probar diferenciacion genética en una poblacion al compararlo con microsatelites. De
lo anterior se podria decir que el uso de otro marcador mitocondrial tal como COI
saldria la misma diferenciacion genética entre individuos del grupo Pacifico-Golfo y

Golfo de California.
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IX.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.- Los analisis moleculares basados en las distancias genéticas y los sitios
nucleotidicos divergentes indican que Stegastes rectifraenum puede reconocerse de
Stegastes flavilatus. Estos resultados junto con los obtenidos de la identificacion
morfologica soportan que en este trabajo no se incluyeron individuos de Stegastes

flavilatus al momento del andlisis realizado para Stegastes rectifraenum.

2.- La especie Stegastes rectifraenum se encuentra estructurada en poblaciones.
Dentro del Golfo se pudo reconocer la presencia de dos poblaciones, una al norte
conformada por individuos provenientes de Bahia de Los Angeles y Bahia
Concepcion y otra al sur, integrada por individuos distribuidos en Isla San José, Isla
Espiritu Santo, Ensenada de Muertos y Los Frailes. La distancia geografica,

corrientes, profundidad y topografia podrian explicar esta estructura poblacional.

3. Las caracteristicas genéticas de los individuos provenientes de Bahia Magdalena
sugieren que ésta es una poblacion distinta a la representada por la del sur del Golfo

(Isla San José, Isla Espiritu Santo, Ensenada de Muertos y Los Frailes).

4. La poblacion de Bahia Magdalena no mostrd diferencias significativas con las
localidades del norte del Golfo de California (Bahia de Los Angeles y Bahia
Concepcion). Eventos historicos, relacionados con conexiones existentes entre el
Golfo de California y el Pacifico a través de la parte media de la peninsula, podria
explicar esta similitud considerando un elevado intercambio de individuos ocurridos
en ese tiempo. Marcadores moleculares mas polimérficos podria arrojar diferencias

entre ambos sitios.

5. Los valores de diversidad genética y las curvas de diferencias pareadas entre las
secuencias, indican que esta especie pas6 por un proceso repentino de expansion
poblacional. Nuestras estimaciones indican que las expansiones principalmente
podrian estar asociadas a periodos de glaciacion e interglaciacion ocurridos entre
138,255 y 348,285 afios.
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Se recomienda recolectar individuos de S. rectifraenum dentro del Golfo de California
para reducir el distanciamiento geografico entre sitios de muestreo y asi identificar
puntos de distanciamiento genético; por ejemplo, muestras colectadas entre Bahia
Concepcidn e Isla San José para determinar los sitios de division poblacional de ésta
especie. También es importante considerar muestras provenientes de la costa del
macizo continental y revillagigedo para tener una mejor comprension de cémo la
especie en toda su area de distribucidn se encuentra estructurada. Por ejemplo,
¢, Con quiénes tienen mayor similitud, con la poblacion del sur o con la del norte del
Golfo de California? Lo anterior deberd ser soportado con marcadores moleculares
con diferentes tasas de mutacion, de tal manera que permitan tener una idea mas
clara de las fechas de los eventos ocurridos y los factores que han originado la

estructura genética poblacional actual de esta especie.
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Anexo 1:

Diferencias nucleotidicas de COI entre las especies del género Stegastes, Stegastes

rectifraenum y Stegastes flavilatus.
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Diferencias nucleotidicas del ADN mitocondrial, Citocromo Oxidasa Subunidad |
(CQlI), entre las especie Stegastes rectifraenum y Stegastes flavilatus. Las muestras
de los sitios Bahia Concepcion (BC), Bahia de Los Angeles (BLA) y Bahia
Magdalena (BM) corresponden a la especie Stegastes rectifraenum. Las muestras
del sitio Ixtapa-Zihuatanejo (IZ) corresponden a la especie Stegastes flavilatus. 58

sitios diferentes de 526.

Posicién
11111111 11111222222 :2
2 2 3356 6 7 802 33 445¢6 6 777911245867
36 2535 8 4042 4 706 87 836 9 42 81210 2
AAGTGAGGCCCACTACAGTC CACCATTTCAA

Stegastes
rectifraenum

Stegastes G G AC A GAAATTCTCGAGTGTGTTCCCTGG
flavilatus G G ACAGA AATTCTCGAGTGTGTTCCCTGG

Posicién
2 2 3 3 3 3 3 3 33333 44 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 45
8 9012556 6 7 7 8 9 0122 3 445266 7789 9 1
4 6 8 43 36 2545 9 2132870351406 247 2
TTCCATCCCACCATACCTATGTCTAGCTT

Stegastes
rectifraenum

Stegastes C C T T GCTTTTTGGCTTTCCAACGCTAACTC
flavilatus CCTTGCTTTTTGGC CTTTCC CAACACTAATCSTC
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Anexo 2:

Frecuencias haplotipicas de la region control en Stegastes rectifraenum.
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Descripcién de los 113 haplotipos de Stegastes rectifraenum colectados en las 7
localidades, Los Frailes (LF), Ensenada de Muertos (EdM), Isla San José (1SJ), Isla
Espiritu Santo (IES), Bahia Concepcién (BC), Bahia de Los Angeles (BLA) y Bahia
Magdalena (BM).

Haplotipo  LF(17) EdM (13)  ISJ (14) IES (9) BC(32) BLA(23) BM (29)

Hap 1 2 1 0 0 0 0 0
hap 2 1 0 0 0 0 0 0
hap 3 1 0 0 0 0 0 0
Hap 4 1 1 1 0 0 0 0
Hap 5 1 0 0 0 0 0 0
Hap 6 1 0 0 0 0 0 0
Hap 7 1 0 0 0 0 0 0
Hap 8 1 0 0 0 0 0 0
Hap 9 1 0 1 0 0 0 0
Hap 10 1 0 0 0 0 0 0
Hap 11 1 0 0 0 0 0 0
Hap 12 1 0 0 0 0 0 0
Hap 13 1 0 0 0 0 0 0
Hap 14 1 0 0 0 0 0 0
Hap 15 1 0 0 1 0 0 0
Hap 16 1 0 0 0 0 0 0
Hap 17 0 1 0 0 0 0 0
Hap 18 0 1 0 0 0 0 0
Hap 19 0 1 0 0 0 0 0
Hap 20 0 1 0 0 0 0 0
Hap 21 0 1 1 1 0 0 0
Hap 22 0 1 0 0 0 0 0
Hap 23 0 1 1 0 0 0 0
Hap 24 0 1 0 0 0 0 0
Hap 25 0 1 0 0 0 0 0
Hap 26 0 1 0 0 0 0 0
Hap 27 0 1 0 0 0 0 0
Hap 28 0 0 1 0 0 0 0
Hap 29 0 0 1 0 0 0 0
Hap 30 0 0 1 0 0 0 0
Hap 31 0 0 1 0 0 0 0
Hap 32 0 0 1 0 0 0 0
Hap 33 0 0 1 0 0 0 0
Hap 34 0 0 1 0 0 0 0
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Anexo 3:

llustraciones de las especies del género Stegastes, Stegastes rectifraenum vy
Stegastes  flavilatus. Las fotos fueron obtenidas de la  pagina

http://biogeodb.stri.si.edu/sftep/taxon.php y el crédito de ellas es de Gerald Allen.

Mapa de la distribucion geografica de Stegastes flavilatus. Mapa tomado de
http://www.iucnredlist.org.
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