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Resumen

En este estudio mostramos los resultados sobre la filogeografia de H. inornata, se
recolectaron muestras tratando de abarcar todo el ambito de distribucion, desde
México (Mazatlan) hasta el norte de Peru. Los resultados con base en secuencias
del gen COI muestran alta diversidad de haplotipos (Hd=0.979) y moderada
diversidad nucleotidica (11=0.017), caracteristico en poblaciones grandes. Ademas,
se detectaron 118 haplotipos en 223 individuos y las diferencias entre dichos
haplotipos fueron debidas a 97 sitios variables (21.41%) en los 453 pb
secuenciados. Los andlisis de diferenciacion genética entre las localidades
muestreadas, fueron determinados por los valores de Fst, el test exacto de
diferenciacion poblacional y los andlisis de varianza molecular (AMOVA). Estos
analisis nos sugieren que las localidades muestreadas pertenecen a dos
poblaciones, las del norte (Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca) y las
del sur (Chiapas, El Salvador, Panama y Perl). La separacion entre estas dos
poblaciones podria deberse al Istmo de Tehuantepec, el cual esta constituido por
una serie de eventos tectonicos e hidrolégicos que lo convierten en un area
compleja que constituye una barrera para el asentamiento de H. inornata, pues
estos organismos viven en fondos rocosos cubiertos con una delgada capa de
arena. La discontinuidad a lo largo de su distribucion podria estar determinada por
la discontinuidad en el habitat. Es probable que la poblacion original se haya
extendido inicialmente en el sur y luego por la corriente costanera de Costa Rica,
hacia el norte.



Capitulo 1 Introduccion



1.1 Filogeografia

La filogeografia parte de la idea de que la gran mayoria de las especies en la
naturaleza exhiben cierto grado de estructura genética asociada con la geografia
(Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez 2009). Se define, como el campo
de estudio relacionado con los principios y procesos que gobiernan la distribucion
geografica de los linajes genealdgicos (Avise et al. 1987, Avise 2000).

La filogeografia est4 directamente relacionada con el desarrollo de la teoria de la
coalescencia, que es un modelo de separacion de linajes y deriva génica que se
retrotrae en el tiempo, hasta un ancestro comun (Harding 1996).

Estudios en este campo implican conocer los aspectos histéricos que conllevaron
a la actual distribucion de los linajes genealégicos mediante el analisis de
genealogias genéticas. Asi como inferir procesos de flujo génico, aislamiento por
distancia, cuellos de botella, extincién de linajes génicos e identificar unidades de
conservacion (Avise et al. 1987, Avise 2000, 2008, Vazquez-Dominguez 2002,
2007, Freeland 2005).

La reconstruccion de las relaciones filogenéticas se basa principalmente en el
analisis de secuencias de ADNmt, dado que el ADNmt no recombina, tiene una
tasa de mutacion alta y es de herencia casi exclusivamente materna (Lanteri y
Confalonieri 2003). La metodologia implica la obtencion de las secuencias de
ADNmt, y el estudio filogeogréfico el cual se puede abordar con un analisis basado
en los principios de coalescencia, por medio del analisis de clados anidados (NCA
0 nested clade analysis). Mediante este analisis se pueden reconstruir redes de
haplotipos que se unen en clados anidados con el programa TSC (phylogenetic
network estimation using statistical parsimony) y que permite obtener informacién
de procesos histéricos, como estimaciones de flujo génico, deriva génica o
expansion, ademas de ayudar a estimar parametros complejos y modelos reales
de estructura poblacional en un contexto geogréfico (Fig. 1.1).

Una limitante de este andlisis es que los patrones encontrados en las redes
pueden ser explicados por diferentes historias poblacionales (Templeton et al.



1995, Templeton 1998, Hare 2001, Scataglini et al. 2001, Lanteri y Confalonieri
2003).
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Fig. 1.1 Filograma hipotético de una especie.
En la figura 1.1 los haplotipos estan representados por circulos. Los circulos negros
representan los haplotipos mas comunes de cada filogrupo. Se pueden observar dos
filogrupos separados por ocho pasos mutacionales. La separacion puede deberse a la
distancia geogréfica o algun tipo de aislamiento (ecoldgico o etoldgico) de largo plazo.
Dentro de cada filogrupo, los haplotipos se separan generalmente por un solo paso
mutacional y la presencia de varios haplotipos en un mismo filogrupo, evidencia mayor

variabilidad genética y mayor tiempo de divergencia.

Por otro lado, modelos matematicos como los estimadores de indices de Fst para
medir la variacion de las frecuencias alélicas entre poblaciones, los analisis de
varianza molecular (AMOVA), la distribucion de las diferencias por parejas
(Mismatch distribution) para medir el nimero de diferencias entre cada par de
secuencias en una poblacion, la D de Tajima que utiliza la frecuencia de las
mutaciones en la muestra y la Fs de Fu que fue desarrollada con la misma légica
gue la prueba de Tajima para medir cambios en el tamafio de la poblacion; son
comunmente utilizados en estudios filogeograficos (Tajima 1989, Rogers 2002, Fu
1997).



El estadistico F de Wright por medio del indice Fst indica la reduccion de la
heterocigosis debido a la subdivisiébn poblacional; el nivel de diferenciacién
genética puede aumentar con la deriva genética y las mutaciones, y disminuir con
la migracion. El indice de Fst oscila desde 0, cuando todas las poblaciones tienen
los mismos haplotipos, hasta 1, cuando las poblaciones tienen diferentes
frecuencias haplotipicas e indican maxima diferenciacién genética.

Wright (1978) present6 una guia cuantitativa para la interpretacion de los Fst:

Poca diferenciacion genética: 0<Fst<0.05
Diferenciacion genética moderada: 0.05<Fst<0.15
Gran diferenciacion genética: 0.15<Fst<0.25
Diferenciacion genética muy grande: 0.25<Fst

1.2 Genética de la conservacion

La preocupacion por el mantenimiento de la diversidad genética de especies
explotadas dio inicio a la disciplina de la genética de la conservacion.
Posteriormente, esta preocupacion se trasladé a la conservacion de otras
especies y de sus poblaciones. Los objetivos de esta nueva disciplina son evaluar
el estado genético de las poblaciones y proponer medidas para preservar la
diversidad genética y prevenir los riesgos de naturaleza genética para la
persistencia de las poblaciones. Los marcadores moleculares y las diferentes
teorias y andlisis genéticos contribuyen para tener el conocimiento de los procesos
de las poblaciones, lo cual es fundamental para la delimitaciéon de unidades de
conservacion, evaluacion de riesgos y disefio de estrategias de conservacion
(Godoy 2009).

Sin embargo, hay que ser cuidadosos con la interpretacion biolégica de los datos
obtenidos por medio de los andlisis, ya que pueden suponerse estructura con
significancia estadistica pero no bioldgica. Y, por otra parte, podria suponerse
ausencia de estructura con marcadores neutrales, lo cual no descarta la existencia
de divergencia. Segun lo anterior, la interpretacion de los datos debe hacerse con
cuidado, considerando siempre la informacion ecolégica y demografica (Hedrick
1999, Lenormand 2002).



1.3 Caracteristicas de los marcadores genéticos utilizados en

estudios filogeograficos

Los primeros trabajos en filogeografia se realizaron con base en informacion
proveniente de los fragmentos de restriccion, por medio de la técnica de RFLP
(polimorfismos para la longitud de fragmentos de restriccion) sobre ADNmt total
(Confalonieri et al. 1998). Hoy en dia, un requisito fundamental es el uso de
marcadores genéticos o secuencias de ADN que no recombinen. Con base en lo
anterior, la mayoria de trabajos filogeograficos utilizan marcadores como el ADNmt
0 marcadores nucleares en donde se haya constatado que existe poca 0 ninguna
recombinacion genética (Thorpe et al. 1993, Confalonieri et al. 1998).

1.4 Genoma mitocondrial

El ADN de la mitocondria esta implicado principalmente en la respiracion celular,
es circular, de doble cadena y con un tamafo de +16.000 pb en todas las especies
animales estudiadas. Estudiar el ADNmt es facil por su pequefio tamafio y porque
la estructura global, tamafio y disposicion de los genes estan relativamente
conservados (Zardoya 1994, Galtier et al. 2009). Ademas, el ADNmt de los
animales tiene una alta tasa de mutacién, esto significa que los niveles de
polimorfismo son altos y, por lo tanto, revelan a menudo multiples linajes genéticos
dentro y entre las poblaciones (Avise et al. 1987). Asi mismo, no recombina, lo que
significa que la descendencia tendra generalmente (salvo mutacién) exactamente
el mismo genoma mitocondrial como la madre, es decir, el ADNmt es un dnico
haplotipo que se transmite de las madres a su descendencia (excepto en algunas
especies donde la transmisién es a través del esperma) y esto permite que
puedan ser rastreados a través del tiempo y el espacio, lo que hace de esta
molécula un marcador util en filogeografia a escala microevolutiva (Avise et al.
1987, Wolfe et al. 1987, Anderson et al. 1995, Freeland 2005). Sin embargo, hay
limitaciones, pues se ha encontrado transmision de mitocondrias de padres a hijos
en ratones, aves, humanos y algunas especies de bivalvos, encontrando que las
hembras generalmente heredan sus mitocondrias de la madre, pero los machos
de ambos (heteroplasmia). De esta manera, una de las limitaciones del ADNmt es
la heteroplasmia (Freeland 2005).



El ADNmt codifica para 13 subunidades: tres de la proteina citocromo ¢ oxidasa
(COl, COll y COlll), siete subunidades de la NADH deshidrogenasa (ND1 a ND6 y
NDA4L), el citocromo b de la citocromo c reductasa (cit-b) y las subunidades 6 y 8
del componente Fo de la ATP sintetasa (ATPasa 6 y 8). Ademas, contiene la
informacion necesaria para la sintesis de 22 tRNAs y 2 rRNAs (12S y 16S)
implicados en la traduccién de los mensajeros expresados por el genoma
mitocondrial. El resto de las proteinas presentes en la mitocondria son codificadas
por el genoma nuclear, excepto la regiéon control (RC o D-loop), que contiene el
denominado bucle de desplazamiento, y ha sido util en estudios filogeograficos
con escalas de tiempo evolutivos de miles o cientos de miles de afios (Anderson et
al. 1981, Bibb et al. 1981, Chomyn et al. 1985, Lunt et al. 1998, Martinazzo 2011).

1.4.1 Particularidades del genoma mitocondrial del género Holothuria

Dentro de los equinodermos se sabe que los pepinos de mar del género
Holothuria tienen un numero diploide de cromosomas (40 a 44). Ademas, se
conoce el genoma completo de 21 especies pertenecientes a las cinco clases
(Scouras et al. 2004, Persekec et al. 2008). Para el orden Aspidochirotida de la
clase Holothuroidea se ha descrito el genoma mitocondrial de Apostichopus
japonicus (Selenka, 1867) y Stichopus horrens Selenka, 1867 con 16,109 pb
aproximadamente (SiGang et al. 2001, Shen et al. 2009) (Fig. 1.2). Esta
informacion permite saber que en el genoma mitocondrial de los equinodermos
han ocurrido dos inversiones, tres transposiciones y tres duplicaciones en tAndem
seguidas de pérdidas aleatorias (TDRL, tandem-duplication-random-loss) desde
hace aproximadamente 500 m.a. (Zamora et al. 2012).



Fig. 1.2 Mapa del genoma mitocondrial de A. japonicus y S. horrens.

1.4.2 El gen Citocromo Oxidasa 1

Este gen también es conocido como la subunidad | del complejo IV que forma
parte de la cadena de transporte de electrones, tiene 1500 pb aproximadamente y
codifica para la proteina citocromo oxidasa 1. El sistema de codigos de barras de
ADN para la vida animal se basa en la diversidad de secuencias de este gen
utilizando una fraccién de 658 pb aproximadamente (Hebert et al. 2003).

Citocromo oxidasa uno (COI) ha sido elegido como la herramienta estandar para
la taxonomia molecular e identificacion, pues posee un mayor rango de sefal
filogenética que cualquier otro gen mitocondrial (Folmer et al. 1994). Posee una
tasa de evoluciébn molecular alta, aproximadamente tres veces mayor que la de
12S y 16S, esto permite la discriminacion de especies cercanas y de grupos
filogeograficos en una sola especie (Knowlton y Weigt 1998, Wares y Cunningham
2001). Ademas, los cambios en su secuencia de aminoacidos en este gen, son

mas lentos que las de cualquier otro gen mitocondrial (Lynch y Jarrell 1993).



1.5 El objeto de estudio, Holothuria (Halodeima) inornata Semper,
1868

1.5.1 Generalidades de la familia Holothuriidae

La familia Holothuriidae pertenece al orden Aspidochirotida y a la clase
Holothuroidea, la cual comprende alrededor de 1400 especies vivientes (Hendler
et al. 1995, Pawson 2007). Ademas, es una de las familias mas diversas dentro
de la clase, comprende cinco géneros con unas -185 especies (13% de la
diversidad de holoturoideos vivos), el mayor de los cuales es el género Holothuria,
con alrededor de 150 especies (Smiley 1994, Kerr et al. 2005, Samyn et al. 2005).
Esta familia es cosmopolita y predomina en aguas tropicales a menos de 50 m de
profundidad (O Loughlin et al. 2007). Este grupo también incluye muchas especies

de importancia comercial que son comercializadas en el mundo (Conand 2004).

Se caracterizan porque su cuerpo presenta forma cilindrica y alargada, con la
boca en un extremo, rodeada de tentaculos, y el ano en el otro; los individuos de
esta familia puede llegar a medir mas de 40 cm de longitud, con 20 tentaculos en
forma de escudo y pies ambulacrales dispuestos irregularmente y mas abundantes
en la region ventral del cuerpo (Deichmann 1958).

Por tanto y de manera general, los caracteres utilizados para la clasificacion
taxondmica son: la forma del cuerpo, el arreglo de los pies ambulacrales, el
namero y la forma de los tentaculos, del anillo calcareo y por la forma y
combinacién de las espiculas (Pawson 1982). Las espiculas son unas placas
calcareas que presentan un arreglo no articulado y conforman el endoesqueleto;
se les conoce desde el Mesozoico, sugiriendo una antigiedad de
aproximadamente 241 m.a. para varios géneros dentro de esta familia (Gilliland
1993, Reich 2004).

1.5.2 El género Holothuria Linnaeus, 1767

El género Holothuria es el mas diverso dentro de la familia Holothuriidae, esta

formado por unas 150 especies repartidas en 18 subgéneros: Acanthotrapeza,

Cystipus, Halodeima, Holothuria, Lessonothuria, Mertensiothuria, Metriatyla,
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Microthele, Panningothuria, Platyperona, Rowethuria, Selenkothuria,
Semperothuria, Stauropora, Stichothuria, Theelothuria, Thymiosycia, Vaneyothuria
(Rowe 1969, Samyn et al. 2005, O"Loughlin et al. 2007).

La mayor parte de la diversidad de este género se distribuye en aguas a menos de
50 m de profundidad; tropicales, subtropicales y templadas en todo el mundo
(O’Loughlin et al. 2007). Ademas, la mayoria de las especies explotadas
comercialmente pertenecen al género Holothuria, pues de las 60 especies
comercializadas 23 pertenecen a este género (Purcell et al. 2012).

1.5.3 El subgénero Halodeima Pearson, 1914

Halodeima es un subgénero del genero Holothuria. Samyn et al. (2005) sugirieron
gue Halodeima sea elevado a género, pero afiadieron que “la revision de
Holothuriidae depender& de futuros estudios taxonémicos comparativos, asi como
analisis filogenéticos mas detallados antes de que los cambios propuestos se
puedan solidificar en una nueva clasificacion” (Samyn et al. 2005, O Loughlin et al.
2007).

La especie tipo de Halodeima es Holothuria atra Jager, 1833. Actualmente, se
reconocen 13 especies en este subgénero. Rowe (1969) considera que las
siguientes especies constituyen el subgénero: H. chilensis Semper, 1868; H. edulis
Lesson, 1830; H. floridana Pourtalés, 1851; H. grisea Selenka, 1867; H. kefersteinii
(Selenka, 1867); H. mexicana Ludwig, 1875 y H. pulla Selenka, 1867. Pawson
(1978) agrega H. manningi Pawson, 1978. Paulay (1989, 2003), Pawson (1995) y
Samyn (2003) también listan a H. signata Ludwig, 1875 (O Loughlin et al. 2007). A
esta lista hay que agregarle H. enalia Lampert, 1885 (tomado de: WorldRegister of
Marine Species. http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=241831
el 2013-11-27); H. inornata Semper, 1868 (Honey-Escand6n, com. pers.);
Holothuria atra Jager, 1833 y H. nigralutea O'Loughlin in O'Loughlin, Paulay,
Vanden Spiegel & Samyn, 2007 (O Loughlin et al. 2007).


http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=529061
http://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=529061

1.5.4 Caracteres morfoldgicos utilizados en la diagnosis de H. inornata

Para la identificacion a nivel de orden los caracteres utilizados son la forma del
cuerpo, numero y forma de los tentaculos, posicién de la boca y ano, disposicion y
forma de los pies ambulacrales. A nivel familia y género se toman en cuenta
caracteres internos como la forma del anillo calcareo, numero y forma de los
canales pétreos, forma y nUmero de madreporitas, nimero y longitud de vesiculas
de Poli, disposicion de las gbnadas, musculos retractores, forma y disposicion de
los arboles respiratorios, forma de los muasculos longitudinales y disposicion y
trayectoria de los intestinos (Fig. 1.3). La identificacién a nivel especifico esta
basada principalmente en la combinaciéon y forma de las espiculas, que se
encuentran embebidas en la piel y tentaculos (Fig. 1.4) (Solis-Marin et al. 2009),
y/lo en algunos dérganos internos, muasculos longitudinales, transversales y

retractores de la cloaca, asi como en la cloaca (Samyn y Massin 2003).

Madreporita

Canal petreo

Musculo retractor

Anillo calcireo

Vesicula de Poli

Pies ambulacrales

Arbol respiratorio

Figura: Laura Pabst

Fig. 1.3 Anatomia de un pepino de mar (Tomado de Kerr 2000)
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1.5.5 Estatus taxondmico
Holothuria inornata es una especie de pepino de mar que se encuentra clasificada

taxondmicamente de la siguiente manera, siguiendo los criterios de Pawson y Fell
(1965) y Rowe (1969):

Phylum Echinodermata
Clase HolothuroideaBlainville, 1834
Orden AspidochirotidaGrube, 1840
Familia Holothuriidae Ludwig, 1894
Género Holothuria Linnaeus, 1767

Subgénero Halodeima Pearson, 1914
Especie Holothuria inornata Semper, 1868

Se necesita un trabajo morfolégico y genético para resolver si Halodeima es
monofiletico (O Loughlin et al. 2007).

Diagnosis (Tomada de Solis-Marin et al. 2009).

Veinte tentaculos en forma de escudo, superficie dorsal generalmente con cuatro a
seis filas de papilas y pies ambulacrales dispersos entre ellas, superficie ventral
con pies ambulacrales no contraidos. Canales pétreos numerosos con
madreporita. De tres a cuatro vesiculas de Poli. El color de los individuos
preservados es marrén. El color del cuerpo de los organismos no preservados es
marrén con las papilas y pies ambulacrales més claros; los tentaculos pueden ser

marrén mas claro u oscuro que el cuerpo.

Holothuria inornata presenta varias formas de espiculas, sin embargo los

siguientes tipos son utilizadas como caracteres de importancia taxonémica:

Tablas o mesas

Las tablas son tipicas de la familia Holothuriidae. Son estructuras tridimensionales
conformadas por un disco perforado del que salen un nimero variable de pilares

verticales, que pueden estar conectados por una o varias barras cruzadas y que
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forman la espira, la terminacion de la espira presenta una agrupacion de espinas

(Fig. 1.4). Se encuentran solamente en la pared corporal.

Barrotes o bastones

Son estructuras alargadas de diferentes tamafios que se encuentran en los

tentaculos y que pueden ser de forma variada, los extremos pueden estar

ramificados o perforados y su superficie puede ser lisa o rugosa (Fig. 1.4).

Fig. 1.4 Fotografia al microscopio electronico de barrido de espiculas de H. inornata

Vista lateral de una tabla (A), Vista superior de una tabla (B), Barrote (C). (Foto: Elba
Prieto).

1.5.6 Distribucion de Holothuria inornata

Holothuria inornata ha sido registrada, desde la zona intermareal hasta 18 m de
profundidad, en México, en el Golfo de California: Sonora, Sinaloa y La Paz. En el
Pacifico mexicano: Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Islas
Clarion y Socorro; en Costa Rica: Isla del Coco; en Panam@; en Ecuador: Islas
Galapagos y en Peru: Zorritos, Punta Sal, Isla Foca e Islas Lobos de Afuera (Solis-
Marin et al. 2009). La localidad tipo de H. inornata es Mazatlan, Sinaloa
(Deichmann 1938).

1.5.7 Ecologia de Holothuria inornata

Los pepinos de mar son muy importantes en los ecosistemas debido a que
dominan la megafauna de invertebrados de los fondos de aguas profundas, tanto
en numero como en biomasa, llegando a representar hasta el 90% de la biomasa
de megafauna del ecosistema. Debido a que el agua del mar cubre mas del 70%
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de la superficie de la tierra, las holoturias son algunos de los organismos
dominantes en nuestro planeta (Billett 1991, Hendler et al. 1995, Sibuet 1999).

Holothuria inornata ha sido encontrada hasta 18 m de profundidad cubiertos por
una capa de arena, sobre fondos rocosos (Fig. 1.5). Estos organismos son dioicos,
sin dimorfismo sexual, presentan una génada ramificada, ambos sexos alcanzan
la madurez en junio (verano), y desovan en julio (solo hay estudios de su desove
para el estado de Michoacan, México); su fecundaciéon es externa, se desarrolla
primero una larva auricularia y posteriormente una larva doliolaria, finalmente se
establecen en el fondo del mar y pasan ahi su vida como adultos; se estima que
algunas especies de pepinos de mar viven hasta 10 afios (Uthicke y Benzie 2000,
Ramos-Ramirez 2013). Ramofafia et al. (1995) mencionan que el tiempo
necesario para alcanzar la etapa de larva doliolaria en H. atra es de 20 dias,
mientras que Asha y Muthiah (2002) estiman 13-15 dias para H. spinifera, con una
tasa de supervivencia del cuarto al sexto dia de 76.9% y luego decrece a 34.6% al
undécimo dia. La mortalidad maxima se observa en el noveno dia cuando se da la
transicion de larva doliolaria a adulto. El asentamiento de las larvas y el
crecimiento se ven afectados en gran medida por el pastoreo de los depredadores
(Asha y Muthiah 2002).

1.6 Importancia econémica de los pepinos de mar

Por lo menos 60 especies son capturadas en mas de 40 paises y comercializadas
principalmente, en los mercados de Asia. Los precios de venta oscilan entre 300 y
500 USD por kg (seco), convirtiendo a los pepinos de mar en un recurso
importante para los pueblos costeros. Actualmente, la explotacion indiscriminada y
excesiva en varios lugares ha provocado la extincion local de algunas especies de
alto valor comercial, lo cual es perjudicial para los ecosistemas, pues los pepinos
de mar son importantes ecolégicamente porque filtran el sedimento de los fondos
oceanicos devolviéndolo a través de paquetes fecales a los procesos de la red
alimentaria, ademas remueven las capas superficiales de sedimento facilitando

con ello la oxigenacién del fondo marino (Purcell et al. 2010, Tuz y Aguilar 2011).
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Fig. 1.5 Ejemplar de Holothuria inornata.
En la parte superior se muestra un ejemplar de H. inornata en su hébitat natural (Foto de
Carlos Sanchez Ortiz). En la parte inferior se muestra un ejemplar de H. inornata
capturado; vista dorsal (A), vista ventral (B). (Foto de Francisco Benites Villalobos).

La mayoria de especies objeto de pesca intensiva se encuentran ampliamente
distribuidas en el Océano Pacifico e indico (Uthicke y Benzie 2003). En México, la
captura de pepino de mar se inicid a finales de los afios ochenta del pasado siglo,
extrayéndose principalmente dos especies: Parastichopus parvimensis en la costa
occidental de la peninsula de Baja California y, la mas importante, Isostichopus

fuscus, en el Golfo de California (Herrero-Pérezrul y Chavez-Ortiz 2003). Asi
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mismo, en los estados de Yucatdn y Campeche las especies lIsostichopus
badionotus, Astichopus multifidus y Holothuria floridana son explotadas para su
comercio (Tuz y Aguilar 2011).

1.7 Antecedentes en el estudio y la conservacion de los pepinos

de mar

En razén a su gran demanda en las pesquerias asiaticas, algunas poblaciones de
pepinos de mar fueron puestas en peligro de extincion, lo que condujo a una
disminucién de su captura y a la blusqueda de nuevas especies susceptibles de
pesca en otros paises. De esta manera la demanda de pepinos de mar por los
paises orientales ha promovido la captura legal e ilegal de otras especies como
Holothuria inornata, de la que solo se tienen registros de su captura en Ecuador y
de la cual no existe informacion biologica ni ecolégica (Toral-Granda 2008).

En México no se tiene una cultura para el consumo de pepino de mar; sin
embargo, su explotacion como recurso pesquero en Yucatan se inicié en 2001, por
lo que en 2006 la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), a través de la Comisidon Nacional de Pesca y
Acuacultura (CONAPESCA), expidié seis permisos de pesca de fomento para el
pepino café (l. badionotus), el blanco (A. multifidus) y el negro (H. floridana) (Tuz y
Aguilar 2011).

Por otra parte, la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y
la Alimentacion) y la CITES (Convencién sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres) han desarrollado reuniones
internacionales determinando la necesidad urgente de mejorar la capacidad de los
paises, para la gestion de esta industria (Lovatelli 2004, Toral Granda
2008).Consecuentemente, se hizo necesario conocer la biologia y ecologia de los
pepinos de mar de importancia econdémica, asi como los tipos de pesqueria y
estado global de las poblaciones (p. ej. tamafio poblacional y abundancia) para
tomar medidas reguladoras y acciones de manejo sostenibles (p. ej. vedas) segun
el escenario. Muchas pesquerias de pepino de mar difieren grandemente en la
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escala de las actividades pesqueras, el estado de las poblaciones y la capacidad
de la agencia de manejo (Purcell et al. 2010).

Desde los informes del ‘Challenger’ (Expedicion cientifica britanica que realizo la
primera gran campafia oceanografica mundial entre diciembre de 1872 y mayo de
1876) muchos trabajos sobre taxonomia basados en caracteres morfoldgicos han
sido realizados en equinodermos, sin embargo la literatura al respecto era
particularmente confusa hasta finales del siglo pasado (Clark y Rowe 1971). Sin
embargo, en el dltimo par de décadas, los analisis moleculares han ofrecido
herramientas de gran alcance para detectar la diferenciacion taxonémica, en
combinacién con analisis morfoldgicos que, sumados a la filogeografia, pueden
esclarecer patrones historicos y evolutivos entre poblaciones de una misma

especie (Pawson 2007, Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez 2009).

En México se han realizado trabajos sobre reproduccion, crecimiento, biologia
poblacional y pesquerias de especies de importancia comercial, principalmente
Isostichopus fuscus en el sur del Golfo de California, y en la costa del estado de
Yucatan; estos trabajos unidos con la informacién filogeografica, podrian ayudar a
una mejor toma de decisiones para la conservaciéon de las poblaciones (Fajardo-
Ledn et al. 1995, Herrero-Pérezrul et al. 1999, Rodriguez-Gil 2007, Reyes-Bonilla
et al. 2008, Salgado-Rogel et al. 2009).

1.7.1 Antecedentes moleculares

Arndt et al. (1996) llevaron a cabo un analisis filogenético con datos moleculares
de algunos holoturidos, utilizando secuencias de ADNmt (CO1) a fin de aclarar su
sistematica y taxonomia; encontrando que Cucumaria lubrica y Cucumaria fisheri
astigmata tienen 99.8% de similitud de nucledtidos. Por otra parte, los analisis
morfoldgicos en C. lubrica y C. fisheri astigmata mostraron que el tipo de espiculas
encontradas en las dos especies era el mismo; es asi, que tanto las caracteristicas
del ADNmt y la morfologia proporcionan evidencia de que ambos taxones son
sinbnimos. Uthicke et al. (1998) analizaron la estructura genética de poblaciones
fisiparas de Holothuria (Halodeima) atra en la Gran Barrera de Arrecife utilizando
aloenzimas; estudiaron 311 individuos de ocho localidades y observaron
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diferencias significativas en los valores de Fst entre localidades, indicando una
subdivision de la poblacion. Ademés, Arndt y Smith (1998) examinaron, a lo largo
de la costa oeste de Norte América, la estructura poblacional de dos especies de
pepinos de mar analizando secuencias de ADNmt (ARNsr) amplificado con
primers diseiflados a partir de secuencias de ADNmt de erizos de mar. Detectaron
72 sitios variables y 60 haplotipos en las secuencias de 222 especimenes de
Cucumaria pseudocurata; mientras que en C. miniata se detectd un total de 63
sitios variables y 68 haplotipos entre las 84 muestras secuenciadas. Ademas, se
menciona que la estructura poblacional podria deberse al aislamiento por distancia
y a los parches de arena que a lo largo de la costa forman barreras para la
dispersion.

Uthicke y Benzie (2000) estudiaron la variacion genética, utilizando aloenzimas, en
15 poblaciones de Holothuria nobilis en una barrera de coral; encontraron que
aunque las poblaciones estaban separadas por distancias de hasta 1300 km, no
habia restricciones aparentes con el flujo de genes, pues los valores de Fst no
fueron significativamente diferentes de cero; es decir, las poblaciones estaban en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Por otra parte Kerr (2000), en su tesis ‘Evoluciéon y
Sistemética de Holothuroidea’, trabajé con secuencias de ADNr (18S). Los
resultados postulan que en holoturoideos esa secuencia esta sujeta a una alta
tasa de evolucion comparada con las otras clases de equinodermos. Asi mismo,
menciond que la velocidad con las que se fijan las mutaciones de un gen puede

variar ampliamente entre las especies.

Uthicke y Benzie (2003) hicieron analisis para conocer el flujo de genes y la
historia de las poblaciones de Holothuria nobilis usando el ADNmt; los andlisis de
AMOVA, Fst y el test exacto mostraron que las poblaciones de H. nobilis estan
conectados por alto flujo de genes, con un poco de estructura observada entre
poblaciones separadas por grandes distancias. NCA sugirié que el flujo de genes
en los dltimos afios sigue un patrén consistente con el aislamiento por distancia.
Ademas, se pudo inferir que la expansidbn de poblaciones de H. nobilis
corresponde al Pleistoceno tardio (hace 88 000 a 193 000 afios). Benzie y Uthicke
(2003) utilizaron como marcadores aloenzimas y ADN mitocondrial para conocer
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los patrones de variacion genética que sumada a la informacion basica ayudaria a
la industria del pepino de mar. Los analisis con aloenzimas no mostraron
diferencias significativas entre las poblaciones; mientras que las secuencias de
CO1 de H. nobilis mostraron alta diversidad de haplotipos, pero baja diversidad
nucleotidica. Concluyeron que ambos marcadores no sugirieron restricciones para
el flujo de genes, dispersion y reclutamiento, y que la pesqueria de pepino de mar

seria viable.

Solis-Marin (2003) se basé en secuencias de ADNmt (16S), genes de Citocromo
Oxidasa | (CO1) y caracteres morfoldégicos en su tesis doctoral “Sistematica y
Filogenia de los Holothuroidea de la Familia Synallactidae”. La mayoria de las
muestras fueron recolectadas del atlantico noreste. Se utilizaron aproximadamente
870 nucleotidos del COI y 350 nucleotidos de 16S. La gran diversidad morfoldgica
de la familia Synallactidae hace dificil el uso de criterios morfoldgicos para validar
la monofilia de la familia; y desde el punto de vista molecular es un grupo
parafiletico. La distancia nucleotidica con el gen COI fue de 39%. El Resultado fue
gue algunas especies no tienen relaciéon morfolégica, pero su ADN mitocondrial
revela una relacion criptica y que a pesar que el andlisis morfolégico apoya el
reconocimiento de algunos taxones, por el momento no hay suficiente informacién

taxondmica (morfoldgica y/o molecular) para entender la naturaleza de este grupo.

Lacey et al. (2005), a partir de secuencias de genes ARNr (18S), infirieron
relaciones filogenéticas dentro de la clase Holothuroidea. Las filogenias
producidas no coinciden con otras basadas en la morfologia y ampliamente
aceptadas. En resumen, este constituyé un estudio a gran escala de diferenciacion
filogenética, que demostrd la utilidad del andlisis molecular. Chang et al. (2009)
analizaron la variabilidad genética de cinco poblaciones de pepinos de mar usando
microsatélites. Los cuatro sitios de muestreo cubren la mayor parte de su ambito
de distribucién (costas de Aomori, Japén, Yosu, Corea del Sur, Dalian, China,
Vladivostok y Rusia). Encontraron que la diversidad genética (intrapoblacional) en
las cinco poblaciones es similar; sin embargo, los valores de Fst mostraron una
moderada diferenciacion genética entre las poblaciones, lo que indica que estas

son territorialmente independientes. Asi mismo, mencionaron que una gran
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distancia podria explicar el pobre intercambio de genes entre poblaciones
(distancia genética entre 0.497 y 1.029). Curiosamente, obtuvieron una gran
distancia genética entre dos poblaciones recogidas en el mismo sitio, por lo que
sugieren que la especiacion no podria haber ocurrido a nivel local; sin embargo,
un cambio geografico del mar de Japdn ocurrié en el dltimo periodo glacial, estos
cambios proporcionaron la posibilidad de una inmigracion y la especiacién. Por
otra parte, observaron que la poblacion del extremo oriente ruso y la poblacion de
pepino rojo japonés muestran una relacion genética estrecha a pesar de tener
fenotipos diferentes y de su distribucion geografica, lo que no se puede explicar
porque la ecologia, evolucion y antecedentes genéticos de Stichopus japonicus
son en gran parte desconocidos, pues es demasiado simplista relacionar la
evolucion de los pepinos de mar a los cambios geograficos en el Ultimo periodo
glacial, o incluso establecer este vinculo cuando falta datos sobre la paleo-
oceanografia y paleontologia de los pepinos de mar.

Uthicke et al. (2009) analizaron la informacion genética disponible en GenBank y
secuencias (obtenidas de muestras del Atlantico, Pacifico e Indico) recién
generadas para determinar COI puede ser utilizado para identificar especies de
pepinos de mar mediante el sistema de cddigo de barras genético, los resultados
sugirieron que asi es. El analisis de divergencia conespecifico indicé que la
variacion promedio de la secuencia es de 1.3% y que la divergencia genética
congenérica es de 16.9%. Ademéas, mencionan que en holoturias COl es un
marcador ideal para estudiar la genética de poblaciones intraespecifica y para el
trabajo de filogenética y taxonomia por debajo del nivel de género; mientras que
para el trabajo filogenético entre géneros y a nivel de familia, el 16S es un

marcador mas adecuado dado que evoluciona mas lentamente.

Byrne et al. (2010) realizaron un trabajo de taxonomia molecular, filogenia y
evolucion basado en ADNmt (COIl y 16S). En conclusion, los analisis de dos
marcadores genéticos mitocondriales apoyaron en gran medida la taxonomia de la
familia Stichopodidae; sin embargo, se demostré la necesidad de una nueva
evaluacion de los caracteres morfologicos de diagndéstico. Ademas, se destacaron

los grupos que pueden albergar especies cripticas y aclaro la situacion de varias
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especies comerciales. Borrero-Pérez et al. (2010) analizaron la sistematica del
género Holothuria en el mar Mediterrdneo y Atlantico noreste, también
establecieron que los linajes basales en la familia Holothuriidae surgieron desde la
mitad hasta finales del Triasico superior. Se identificaron al menos cuatro linajes y
por lo menos tres especies con una aparente historia evolutiva larga. Borrero-
Pérez et al. (2011) evaluaron la estructura genética de poblaciones de Holothuria
(Holothuria) mammata e investigaron los efectos de las barreras marinas y
procesos histéricos por medio de los genes mitocondriales 16S y CO1;
encontraron que este Ultimo es mas variable y por tanto mas util para la deteccion

de la estructura de la poblacion.

SiGan et al. (2011) caracterizaron el genoma mitocondrial de Stichopus horrens, el
cual es una molécula circular de 16257 pb compuesto por 13 genes codificadores
de proteinas, dos genes ARNr y 22 ARNt. Skillings et al. (2011) y examinaron la
estructura genética de la poblacién de Holothuria atra basados en CO1 para
determinar la escala apropiada para el manejo de los arrecifes de coral; los
analisis de diversidad y las redes de haplotipos sugieren que Hawai y el arrecife
Kingman son centros importantes de la diversidad genética. Honey-Escandon et
al. (2011), en el estudio: “Molecular phylogeny of the subgenus Holothuria
(Selenkothuria) Deichmann, 1958 (Holthuroidea: Aspidochirotida)” por medio de
CO1 y 16S, encontraron que el esquema actual de subgéneros del género
Holothuria no es compatible con la clasificaciéon actual, por lo que sugieren una
nueva clasificacion. Wangensteen (2013) analizd 635 pb del gen mitocondrial CO1
de 604 individuos de Arbacia lixula de 24 localidades de Brasil, Atlantico Oriental y
Mediterraneo. Encontr6 135 sitios polimorficos con un total de 144 mutaciones. La
diversidad haplotipica (Hd) y la diversidad nucleotidica (17), calculada para toda el
area de distribucion geografica, fue de 0.912 (+0.007 SD) y 0.00658 (+0.00026
SD) respectivamente. Ademas, sugiere que las poblaciones han sufrido
expansiones demogréaficas muy recientes, entre 94000 y 205000 afios en el
Mediterraneo, y entre 31000 y 67000 afios en el Atlantico Oriental.
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1.8 Problematica, hipétesis y objetivos

1.8.1 Problematica

Los holoturoideos, un grupo del que se conocen a nivel mundial mas de 1400
especies, tiene por lo menos 60 que son comercializadas, principalmente en los
mercados de Asia (Pawson 2007, Purcell et al. 2010). La pesca indiscriminada y
excesiva de especies de alto valor comercial ha dado lugar a la extincién de
algunas de ellas y ha generado la necesidad de comprender la biologia, ecologia y
los principios y procesos que gobiernan la estructura y evolucién de las
poblaciones. Toda esta informacidén contribuira al manejo de este recurso de

manera sostenible.

1.8.2 Hipotesis

Ho. No existe estructura genética en Holothuria inornata a lo largo de su ambito de
distribucion en el Pacifico oriental tropical entre México y Peru; es decir, la
capacidad de dispersion de la especie, las caracteristicas oceanograficas como el
patron de corrientes, las surgencias y los gradientes térmicos de esta region no

generan una estructura genética en la especie.

Ha. Si existe estructura genética a lo largo de la distribucién de la especie, esta
estructura puede estar asociada a su capacidad de dispersion y caracteristicas
oceanogréaficas como el patron de corrientes, las surgencias y los gradientes
térmicos de esta region.
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1.8.3 Objetivos

Obijetivo general

Investigar la filogeografia de Holothuria inornata en el Pacifico oriental tropical
para generar informacién que permita a futuro tomar decisiones orientadas a su

conservacion y aprovechamiento como recurso pesquero.

Objetivos especificos

e Calcular la diversidad genética, el grado de diferenciacién o similitud de las
poblaciones de H. inornata y su historia demografica.

e Relacionar el efecto de las caracteristicas oceanograficas de la region y los
eventos historicos sobre las caracteristicas genéticas de H. inornata,
determinando posibles barreras al flujo génico.
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Capitulo 2 Materiales y métodos
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2.1 Area de estudio

El area de estudio corresponde a la region del Pacifico Oriental Tropical (POT). La
region del POT (Fig. 2.1) esta marcada por gradientes térmicos de norte a sur, por
una amplia extensiéon de océano abierto hacia el oeste y por parte de la masa
terrestre de Ameérica hacia el este. Abarca la linea costera continental desde la
parte sur de Bahia de Magdalena, continuando por el Golfo de California y bajando
hacia el sur hasta el norte de Pera. Esta region incluye cinco islas oceanicas y
grupos de islas: Islas Revillagigedos, Isla Clipperton, Isla del Coco, Isla Malpelo e

Islas Galapagos.

Briggs (1974) dividio el territorio continental en regiones biogeogréficas que, a su
vez, contenian provincias mas pequefias. Las provincias se definieron con base en
el endemismo de la biota, principalmente de los peces, un valor del 10% de
endemismo fue elegido para calificar un &rea como una provincia distinta. Hastings
(2000), con base en la distribucion de peces costeros e invertebrados marinos,
reconoce cuatro provincias: Entre la provincia de Cortez y la Mexicana y la
provincia Mexicana y la Panamica hay dos tramos de costa que denomind
“Sinaloan Gap”y “Central American Gap”, respectivamente, donde predominan los
fondos blandos y no hay afloramientos rocosos importantes. La provincia
Mexicana incluye la costa de México desde Mazatlan hasta el Istmo de
Tehuantepec. “Central American Gap” es el comprendido entre el Istmo de
Tehuantepec y el Golfo de Fonseca. La provincia Panamica se extiende desde el
Golfo de Fonseca (Nicaragua) hasta el norte de Peru (Fig. 2.2). Landini et al.
(2002), con base en la distribucién de peces e invertebrados fosiles (Formacion
Canoa) y actuales, reconoce en la region del Pacifico oeste, la provincia Panamica
con dos diferentes unidades: Mexicana y Panamica sensu estricto, las cuales se
ubican desde Mazatlan hasta el norte de Peru (Fig. 2.3).

24



LI
. eSi
o)
-20¢
iow
|
-
-
-
.
-
-
.
=1q0° ‘edw
.
....
-
—0-
| Localidad Abcwviatura
Pais
L1 =
2 | Sonr 3
=111 | 3 Snalos $
o Misioo | a
MAORTIn M
gl Goerrers |
| 2] Canaca <]
8 Creacas C
Los Cobancs | 5 *Islasy
SinCeries | Pa grupos de islas
15 Foca e

(- 1op A

Fig. 2.1 Region del Pacifico Oriental Tropical.

Area que abarca la mayor parte de la costa de México, Centro América, Colombia,
Ecuador y norte de Perq, sus islas y grupos de islas. Las localidades donde se

recolectaron las muestras se indican con puntos negros.
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Fig. 2.2 Region biogeogréfica del Pacifico Oriental Tropical (Hastings, 2000).
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Fig. 2.3 Provincias biogeogréficas del Pacifico oriental (Modificada de Landini et al. 2002).
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2.1.1 Caracteristicas geoldgicas del area de estudio

El océano Pacifico es un resto de la Panthalassea (océano que rodeaba al
supercontinente Pangea) y su origen esta asociado con la formacién de los
continentes actuales que surgieron a partir del desprendimiento de corteza
terrestre de la Pangea; los restos mas antiguos encontrados en el océano Pacifico
datan de hace aproximadamente 200 m.a. (Wegener 1966). La formacion de la
costa occidental de Norteamérica se dio en el Mesozoico (~200m.a.) con la
separacién de los dos Supercontinentes, Laurasia y Gondwana. En esa era, el sur
de México y Ameérica Central no se habian formado como actualmente se
conocen, y entre el sur de México y América del Sur comenz6 a activarse un
sistema de distension, creando un arco insular primitivo que prosiguié su

desarrollo en el Cenozoico (de la Lanza 1991).

En el Eoceno Medio (~45 m.a.), el movimiento de las placas tectonicas inicié la
emersion de este arco de islas volcanicas que iba desde el norte de Costa Rica
hasta el noroeste de Colombia. Parte de este arco de islas formaria el Istmo de
Panama; hasta el Mioceno temprano (~20m.a.) Centroamérica y Suramérica aun
estaban separadas. A finales del Mioceno (-10m.a.) el arco de Panama colision6
con Suramérica, produciendo eventos como el levantamiento progresivo de tierra
firme que empezd alrededor de 5 m.a. atrds hasta que, finalmente, se cerro el
paso que comunicaba el Pacifico Tropical con el Caribe hace 2.8 m.a.,
condicionando el clima de aquella época y completando asi la configuracion de la
cuenca (Recchi y Metti 1973, de la Lanza 1991, Coates et al. 2005, O'Dea et al.
2007). Asi mismo, la evolucién del sistema Andino, desde Colombia hasta la
Patagonia en el sur de Chile, empez6 al comienzo del Cenozoico (Cahill y Isacks
1992). Por otro lado, en el Nedgeno, se inicio la separacion de la Peninsula de la
Baja California de la parte continental de México originando el Golfo de California
(Wegener 1929).

2.1.2 Oceanografia del Pacifico Oriental Tropical

El Pacifico es el mas antiguo, grande y profundo de los océanos; su plataforma

continental, hacia el sur del paralelo 22° (Nayarit, México) tiene una amplitud de 10
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a 15 km que se mantiene mas o menos constante a lo largo de toda la margen
continental, aunque se producen ampliaciones de algunos kilbmetros. La menor
amplitud de la plataforma se observa frente a las costas de Oaxaca, reduciéndose
a unos 4-6 km, ampliandose bruscamente hasta 50 km en el Golfo de
Tehuantepec. Frente a las costas de Chiapas y Guatemala la plataforma es
considerablemente amplia y uniforme con entre 50 y 80 km (Menard y Smith 1966,
Lugo 1986).

La regién del POT tiene caracteristicas oceanograficas complejas debido, en
parte, a la convergencia de las corrientes marinas presentes (Corriente de
California, Corriente Costera de Costa Rica, Corriente Ecuatorial y Corriente de
Humboldt) y también por el ciclo climatico de El Nifio-La Nifia (Allauca 1990,
Kessler 2006). Las corrientes facilitan la dispersion de larvas y la distribucion de
especies por tanto, cambios producidos en ellas se reflejan directamente en la
disponibilidad de recursos pesqueros (Lucero y Mindiola 2007, Ruiz 2013).
Ademas, las aguas del Pacifico tropical estan sujetas a calentamiento superficial y
excesiva evaporacion, que promueven la conveccion y consecuentemente un
proceso de mezcla constante en la vertical que enriquece el lugar (de la Lanza
1991). La Corriente de California, que transcurre de norte a sur, es estacional,
transporta aguas de tipo subartico, que afectan solo las capas superficiales; su
flujo puede alcanzar hasta los 15°N (Chiapas) (Fig. 2.4) (Wyrtki 1965, Ruiz 2013).

A uno y otro lado de la zona ecuatorial estan las corrientes denominadas
Norecuatorial y Surecuatorial, que transportan agua superficial (Kessler 2006). La
Corriente Norecuatorial es estacional y abastecida por la Corriente de California
(de la Lanza 1991, Kessler 2006). Por otro lado, la Contracorriente Ecuatorial o de
Cromwell se bifurca y una parte fluye hacia el norte y el noroeste alrededor del
Domo de Costa Rica, acarreando aguas a lo largo de la costa de Centroamérica y
sur de México, y otra parte se dirige hacia el sur y al oeste, ingresando en el
sistema de la corriente Surecuatorial (Hastenrath 1985, Guillén, en prep). La
Corriente Costanera de Costa Rica proviene de la regién de isla del Coco, es la
rama mas pronunciada de la circulacion frente a Centroamérica y pasa

directamente a introducirse en la corriente Norecuatorial, se mueve hacia el
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Noroeste y el Oeste desde 9 a 12°N llegando, una rama de la corriente, a ingresar
en el Golfo de Tehuantepec, continuando hasta Cabo Corrientes (México) (de la
Lanza 1991, Quesada-Alpizar y Cortés 2006).

La circulacion frente a la costa de Perl se destaca por la Corriente Peruana o
Corriente de Humboldt que fluye hacia el noroeste y contribuye con sus aguas a la
Corriente Surecuatorial como parte de la circulacion. En sentido contrario fluye la
Corriente Subsuperficial Peruano-Chilena, que comienza frente a Talara (4°35°S) y
transporta agua, proveniente de una rama de la Corriente de Cromwell, hacia el
sur (Allauca 1990, Moron 2000).
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Fig. 2.4 Mapa de corrientes del Pacifico Oriental Tropical (modificado de Landini et al.
2002).

Sistema general de corrientes. CC=Corriente de California; CNE=Corriente Norte
Ecuatorial; CCE=Contra Corriente Ecuatorial; ZCIT=Zona de Convergencia Inter
Tropical; CPE=Corriente Profunda Ecuatorial; CSE= Corriente Sur Ecuatorial;
CCCR=Corriente Costanera de Costa Rica; CSSPC=Corriente Sub Superficial
Peruano Chilena; CP=Corriente Peruana.
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2.2 Técnica de recoleccion y conservacion del material

2.2.1 Técnica de muestreo

La captura de los holoturoideos se realiz6 manualmente, en el intermareal, y con
buceo SCUBA hasta 10 m de profundidad, tomando los datos del lugar. Algunos
ejemplares fueron preservados en etanol al 70% y otros retornaron al lugar de
donde se les recolectd, previa extraccion de un pedazo de tejido (pies
ambulacrales), guardado en etanol absoluto para analisis molecular. Los
ejemplares preservados se depositaron en la Coleccion Nacional de
Equinodermos “Dra. Ma. E. Caso Muioz” del ICML, UNAM.

2.3 Material estudiado

Se analizaron muestras de tejido de 223 ejemplares de H. inornata, recolectados
en once localidades (Fig. 2.1; tabla 2.1) tratando de abarcar de manera completa
su area de distribucidén geografica. Todas las localidades hacen parte de la region
del POT, excepto por isla Foca en Perl. Isla Foca se encuentra ubicada a
05°12°S, norte de Perq, en el area de convergencia de las corrientes de Humboldt

y Surecuatorial.

En su mayoria estas muestras han sido obtenidas por colaboracion de diversos
investigadores. Las muestras de Oaxaca, por el doctor Francisco Benitez
Villalobos de la Universidad del Mar, Oaxaca, las de Chiapas, por la estudiante
Heleni Eunice Cansino Guzman; las de El Salvador, por el doctor José Enrique
Barraza del Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales de El Salvador y
las de Panam4, por la Ingeniera Zedna lIbis Guerra del Laboratorio de Moluscos
Bivalvos, Estaciéon de Maricultura del Pacifico, Direccién de Investigacion y
Desarrollo, Panama, con colaboracién del ingeniero Gustavo N. Collado, del sefior
Fabidn Valdés y del doctor José Manuel Mazén Suéstegui del CIBNOR, México.

Ademas, se realizaron salidas de campo para obtener muestras de Guerrero y
Peru. De la misma manera, las muestras del resto de localidades han sido
obtenidas mediante salidas de campo organizadas por el Laboratorio de
Sistemética y Ecologia de Equinodermos-LSEE del Instituto de Ciencias del Mar y
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Limnologia (ICML), UNAM, y de ejemplares que forman parte de la Coleccién
Nacional de Equinodermos del ICML, UNAM y de la Coleccién Cientifica del
Instituto del Mar Del Peru-IMARPE. Por otro lado, algunas muestras de Pera y
Chiapas fueron donadas por el Bidlogo Yuri Hooker y por el estudiante Marco A.
Rodas Castillo, respectivamente. Se realizaron muestreos en las localidades de La
Paz, con colaboracion de la doctora Dinorah Herrero Pérezrul del Instituto
Politécnico Nacional; en Costa Rica, con colaboracién del bidlogo Tito Sancho M.,
y en Guaymas, Sonora, sin obtener muestras de la especie en estudio.

Tabla 2-1 Numero de muestras por localidad

En la columna “origen del material” el nimero entre paréntesis indica la cantidad
de muestras.

Localidad Abreviatura N de muestras Origen del material

La Paz LP 2 Salida de campo del LSEE
Sonora So 1 Salida de campo del LSEE
Sinaloa Si 6 Coleccion Nacional de

Equinodermos del ICML-UNAM (5),
Marco A. Rodas Castillo (1).
Jalisco J 17 Coleccion Nacional de
Equinodermos del ICML-UNAM
(16), salida de campo del LSEE (1)

Michoacan M 21 Salida de campo del LSEE

Guerrero G 30 Salida de campo del LSEE (4),
Elba Prieto Rios (26)

Oaxaca o 29 Dr. Francisco Benitez Villalobos
(27), salida de campo del LSEE (2)

Chiapas C 30 Heleni Eunice Cansino Guzman
(19) y Marco A. Rodas Castillo (11)

El Salvador ES 32 Dr. José Enrique Barraza

Panama Pa 28 Ing. Zedna Ibis Guerra

Peru Pe 27 IMARPE (4), Yuri Hooker (2), Elba
Prieto Rios (21)

Total 223

2.3.1 Determinacion taxonémica de los individuos

Se realizé la determinacién preliminar de los ejemplares con base en las
caracteristicas morfologicas externas descritas por diferentes autores, entre ellas
los siguientes caracteres: papilas dispersas en la superficie dorsal, pies
ambulacrales pequefios en relacion con las papilas y coloracién de los individuos

de rojizo a gris con tentaculos negros (Semper 1868, Deichmann 1938, Solis-
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Marin et al. 2009). La determinacion taxondmica de los ejemplares se realiz6 in
situ, usando la clave de Solis-Marin et al. (2009).

2.4 Estudio molecular

2.4.1 Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue extraido segun el procedimiento de Honey-Escandon et al.
(2012) (Anexo 1).

2.4.2 Cuantificacion de ADN vy electroforesis

La concentracion de acidos nucleicos se determin6é midiendo la absorbencia a 260
nm y multiplicando por el factor de concentracion (50 ug/ml). Por otro lado, las
proteinas absorben a 280 nm y el cociente Azso/A20 S€ emplea para calcular la
pureza de los acidos nucleicos. El cociente para ADN puro debe ser de 1.7 a 2.0.
Una absorcion a 230 nm significa que la muestra esta contaminada con hidratos
de carbono, péptidos, fenoles, compuestos aromaticos u otras sustancias. El
cociente Azso/A230 de las muestras puras debera ser de 2.2 aproximadamente. En
la tabla 2.2 el cociente Azeso/Azs0 Y Aze0/A230 muestra el grado de impureza del ADN.

Tabla 2-2 Tabla de pureza del ADN

ACld .Nucl.Conc. A260 A280 A260/A280 A260/A230

(ug/ml)

Sil 48.6 0.97 0.77 1.27 0.1
o7 -625.1 -125 -9.7 1.38 47.04
C2 40 0.8 0.68 1.18 0.23
ES2 7.1 0.143 0.082 1.74 1.29
ES33 299.8 6 4.3 1.39 0.19
Pal 6.8 0.14 0.08 1.63 0.17
Pa2 147 0.29 0.19 1.59 0.17
Pa3 215 0.43 038 1.14 0.09
Pad 194 0.39 0.22 1.76 0.03
Pa26 62.8 126 074 1.69 0.5
Pel4 70 14 0.98 1.42 0.2
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De acuerdo con los analisis de cuantificacion de ADN mediante espectrofotometria
(tabla 2.2), mas del 50% del ADN obtenido podria tener impurezas (el cociente
Azs0/Azso para ADN puro debe ser de 1.7 a 2.0), razdn por la que no se obtuvieron
resultados positivos en todas las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR
Polimerase Chain Reaction). Para solucionar esto, se aplic6 un protocolo de
limpieza de ADN utilizando PCR Purification Kit, QUIAquick, que se explicard mas
adelante (Anexo 2).

Los resultados de la extraccion de ADN y los PCRs se corroboraron por medio de
la electroforesis de gel de agarosa, método empleado para separar
macromoléculas en funcién del tamafo, la carga eléctrica y otras propiedades
fisicas.

Se realizaron las siguientes preparaciones para la electroforesis:

Preparaciéon de Buffer TBE 10X (pH=8.3) Solucion stock 1x, se hizo una sola

disolucion con una concentracion % m/v de las siguientes solutos: 10.8 % m/v de
Tris base; 5.5 % m/v de acido bdrico; 0.93 % m/v de NaEDTA. Para la
preparacion solucion estandar 10x hacer una solucion al 10 % v/v a partir de la
solucion stock 1x.

Preparacién de los geles de agarosa Se prepar6 una disolucion al 1 % m/v de

agarosa con buffer TBE 1X. A la disolucién anterior se le adiciono 0.0005 % v/v de
Red Gel.

Para estimar el tamafio de las moléculas de ADN obtenidas en el PCR se us6 una
escalera “Ladder” de peso molecular, la cual contiene fragmentos de ADN de
varios tamanos (Fig. 2.5).

Lader

Banda de PCR

Banda de ADN

Fig. 2.5 Productos de la extraccion de ADN genomico (A). Productos de PCR (B).

33



Panel A, productos de ADN de once organismos separados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% de la localidad de Panama. Panel B,
amplificacion del ADN mediante las PCRs (540 pb) usando los primers CO1F
5 ATGGCTTTTCCCCGAATGAA3 CO1R 5’ ACACCATTCCTAGATACCCGAZ

2.4.3 Purificacion de ADN

Para la limpieza de ADN se utiliz6 el “PCR Purification Kit”, QUIAquick y se sigui6
el protocol6 detallado en el Anexo 2.

2.4.4 Amplificacion y secuenciacion del ADN

Se amplificaron aproximadamente 540 pb del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
1 (CO1) utilizando iniciadores especificos disefiados para este estudio a partir de
una secuencia de H. inornata de la pagina del GenBank, los iniciadores utilizados
son: COl1 Forward 5 ATGGCTTTTCCCCGAATGAA3" y COl1 Reverse
5"ACACCATTCCTAGATACCCGAZ3'. Las PCRs fueron realizadas siguiendo un
ciclo de desnaturalizacion de 30 segundos a 95°C; y 40 ciclos con los siguientes
pasos: 95°C por 30segundos, 42°C por 30 segundos y 72°C por 1minuto.
Extension final de 4 minutos a 72°C y finalmente a 4°C (Honey-Escandén et al.
(2012).

Los detalles del protocolo de PCRs se mencionan en el anexo 3. EIl ADN
amplificado mediante las PCRs fue secuenciado, con un oligonucleotido, en el
High Throughput Genomics Center, en la University of Washington, Department of
Genome Sciences, EE.UU.

2.4.5 Alineacion de las secuencias

Las secuencias obtenidas tuvieron casi la misma longitud (aproximadamente 540
pb) y siguieron un patrén de tripletes por lo que las homologias entre los diferentes
nucledtidos se pudieron establecer de forma inequivoca. Las alineaciones se
llevaron a cabo de forma manual y automatica. Inicialmente se trabaj6é de forma
manual, para lo cual se obtuvo una secuencia consenso sobre la cual se
trabajaron las otras y se corrobor6 cada base nitrogenada de las secuencias con
los electroferogramas, luego se cortaron 87 pb entre ambos extremos debido a
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que los inicios y finales de las secuencias eran confusos. Finalmente las
secuencias se editaron con el programa BioEdit (Biological Sequence Alignment
Editor) ver. 7.0.9.0 y para su alineamiento se empleé la opcién Clustal W
Multiplealignment disponible en este mismo programa; este programa utiliza
algoritmos matematicos que tiene en cuenta parametros, como por ejemplo el
costo de introducir un espacio, entre otros, seleccionando la opcion que optimice
el criterio establecido.

2.5 Analisis filogeografico

2.5.1 Diversidad genética

Los andlisis de variacion genética se realizaron (a) a nivel de nucleétidos, para H.
inornata y (b) para cada localidad, usando parametros de diversidad genética,
namero de sitios polimoérficos, nimero promedio de diferencias por pares y

diversidad nucleotidica por medio del programa ARLEQUIN 3.1.

2.5.2 Estructura genética

Para entender la diferenciacion o similitud de las poblaciones se utilizaron
estadisticos F de Wright (Wright 1951) y el analisis de varianza molecular
(AMOVA), asi como el test exacto de diferenciacion poblacional (Raymond y
Rousset 1995) y el test de Mantel (Mantel 1967).

Estadistico Fst de Wright

Los valores de Fst por pares entre las localidades en este estudio fueron
estimados utilizando el programa ARLEQUIN 3.1. La distribucion de los valores de
Fst se obtuvo efectuando 10100 permutaciones a partir de la matriz de haplotipos,
estos valores se compararon con el valor de p, considerando p = 0.05 como
significante. Estos analisis se realizaron sobre la base de datos de frecuencia
haplotipica sin tomar en cuenta distancias genéticas entre haplotipos.

Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)
AMOVA se utiliz6 para estimar la diferenciacién poblacional, a partir de las

secuencias obtenidas, y probar hip6tesis acerca de su estructura entre
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poblaciones, dentro de grupos y dentro de poblaciones (Excoffier et al. 1992). Se
realizaron varios Analisis de varianza molecular (AMOVA) considerando diferentes
agrupaciones de acuerdo con propuestas de provincias del POT presentadas por
varios autores, las cuales se consideran como hipétesis que pueden explicar la
estructura genética de las poblaciones. Las agrupaciones consideradas son las

siguientes:

® Si-O: Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca; C-ES: Chiapas, El
Salvador; Pa-Pe: Panam4, Peru;

(i) Si-O: Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca; C-Pe: Chiapas, El
Salvador, Panama, Per;

(i)  Si-ES: Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, El

Salvador; Pa-Pe: Panama, Peru.

A continuacion se muestra el modelo de tabla con los datos que se obtendran de
los AMOVA (Tabla 2-3).

Tabla 2-3 Tabla de AMOVA

Fuente de variacion Varianza total (%) Indices de Valores-p
fijacion

Entre grupos FCT

Entre poblaciones, dentro de grupos FSC

Dentro de poblaciones FST

Test exacto de diferenciacién poblacional

Este test consiste en probar la hipétesis nula de una distribucién aleatoria de k
diferentes haplotipos entre r poblaciones siguiendo el procedimiento descrito por
Raymond y Rousset (1995) implementado en ARLEQUIN. El software ARLEQUIN
genera un valor de Fst corregido (valor de Fst cercano a lo que ocurre en
poblaciones naturales) empleando el algoritmo matematico de las Cadenas de
Markov. El resultado obtenido del valor de p, si no es significativo, se acepta la

hipétesis nula.

Test de Mantel
Este test se utiliza para determinar el grado de correlacion entre las distancias

genéticas y las distancias geograficas entre pares de poblaciones, para lo cual se
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realizan pruebas de asociaciéon de matrices de distancia genética (Fst) y de
distancia geografica. La hipétesis nula es que las matrices no estan
correlacionadas linealmente. El riesgo de rechazar la hipétesis nula cuando es
verdadera es < 0.15%. Cuando el p-valor computado es menor que el nivel de
significacion alfa, se debe rechazar la hipétesis nula. El nivel de significacion alfa
es de 5%. Se calcula el p-valor utilizando la distribucion de r(AB) estimada a partir
de 10000 permutaciones. A continuacién se muestra un modelo de la matriz que
se utilizo (Tabla 2-4):

Tabla 2-4 Modelo de matriz con valores de Fst y distancia geogréfica

Fst o Dist.
Geogréfica
Sinaloa
Jalisco
Michoacan
Guerrero
Oaxaca
Chiapas

El Salvador
Panama
Pert

J M G @] C ES Pa Pe

2.5.3 Redes de haplotipos

Se utiliz6 el programa TCS version 1.21 (Clement et al. 2000) que hace
aproximaciones tipo redes con el método de parsimonia estadistica con una
confianza de 95%. La edicion de la red de haplotipos se hizo manualmente en el
programa Microsoft Excel 2010.

2.5.4 Demografia historica

Para inferir procesos demograficos pueden utilizarse:

Indicadores de diversidad haplotipica y nucleotidica

Grant y Bowen (1998) sugieren que los indices de diversidad haplotipica y
nucleotidica, ademéas de medir la diversidad genética, pueden ser utilizados para
determinar procesos demograficos, es asi que segun la combinacion de diversidad
haplotipica y nucleotidica se podrian clasificar en cuatro grupos (Fig. 2.6).
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H Cuello de botella seguido de un | Poblacién grande y estable con una
crecimiento poblacional rapido historia evolutiva larga

0.5 | Cuello de botella o efecto | Divergencia entre poblaciones

fundador reciente subdivididas geogréaficamente

0.5 Pi

Fig. 2.6 Clasificacion de procesos demograficos de acuerdo con los indices de diversidad
haplotipica y nucleotidica segun Grant y Bowen 1998

Distribucién de las diferencias por parejas (Mismatchdistribution)

Los episodios de crecimiento, cuello de botella, tiempo desde que sucedid el
evento y tamafio inicial en una poblacion se pueden estimar por medio de la
distribucion de mismatch, la cual cuenta el nimero de diferencias entre cada par
de secuencias en una poblacion (Rogers 2002) y el resultado permite construir un
histograma. Los datos de este histograma se comparan con el modelo de una
poblacion en expansidbn repentina. Con una prueba de x-cuadrada
estadisticamente significativa se acepta que la diferencia entre ambas no es
debida al azar, y se observa en la estructura de la grafica si las poblaciones
experimentaron recientemente un crecimiento exponencial (Zink y Blackwell-Rago
2000). Este modelo tiene una distribucion unimodal cuando las poblaciones han
sufrido expansiones demogréficas recientes y multimodal cuando las poblaciones
estan en equilibrio demografico. Se obtendra una grafica (Fig. 2.7) con la
distribucion de las diferencias observadas y esperadas.
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Fig. 2.7 Gréfica de distribucion por Mismatch

Pruebas de neutralidad

D de Tajima
En esta prueba, en caso de expansion poblacional, debido al exceso de singletons

y variantes de baja frecuencia, los valores de D seran negativos. Mientras que en
una poblacién subestructurada D es positiva. Por otra parte, los valores
significativos pueden ser debido a cuellos de botella, expansiones poblacionales o
tasas de mutacion heterogénea. La significacion estadistica se obtiene generando
muestras aleatorias bajo la hipétesis nula de neutralidad selectiva y equilibrio
poblacional usando algoritmos implementados en ARLEQUIN (Tajima 1989).

Fs de Fu

Esta prueba es eficiente para detectar expansion poblacional, indicando que si hay
un exceso de mutaciones con baja frecuencia los valores de Fs seran negativos.
La significacién estadistica se obtiene generando muestras aleatorias bajo la
hipétesis nula de neutralidad selectiva y equilibrio poblacional usando algoritmos
implementados en ARLEQUIN. La significacién estadistica es la misma que la de
D de Tajima (Fu 1997).
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Capitulo 3 Resultados
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3.1 Amplificacion

Se obtuvieron los siguientes electroferogramas (Fig. 3.1)
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Fig. 3.1 Muestra de los Electroferogrdmas del fragmento COI amplificados.

En este caso la muestra fue obtenida de Jalisco. A, vista reducida. B, vista
ampliada en la parte inicial de la secuencia. C, vista ampliada en la parte media de
la secuencia. D, vista ampliada en la parte final de la secuencia.
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3.2 Diversidad genética

Los estimadores genéticos para la especie H. inornata se calcularon con base en
el gen CO1, considerando todas las secuencias disponibles incluyendo las
localidades de La Paz y Sonora (Tabla 3-1).

Tabla 3-1 Estimadores de diversidad genética para Holothuria inornata

Estimadores de diversidad genética con base en CO1 H. inornata

Numero de individuos (N) 223
NuUmero de sitios (pares de bases) 453
Numero de haplotipos (h) 118
NuUmero de sitios segregantes (S) 97
Polimorfismo (%) 21.41
Numero promedio de diferencias nucleotidicas (k) (%) 7.534
Diversidad de haplotipos (Hd) 0.979
Diversidad nucleotidica (17) 0.017

Para los analisis por localidades no se incluyeron las localidades de La Paz y
Sonora debido a que tienen dos y un individuo, respectivamente (Tabla 3-2).

Tabla 3-2 Estimadores de diversidad genética para cada localidad

CoO1

Region Localidad Caddigo

Hd pi

Panamica Chiapas C 30 0.977 0.016
Panamica El Salvador ES 32 0.978 0.015
Panamica Panaméa Pa 28 0.968 0.015
Panadmica Peru Pe 27 0969 0.014

Se detectaron 118 haplotipos en 223 individuos y las diferencias entre dichos
haplotipos fueron debidas a 97 sitios variables en los 453 pb secuenciados

(21.41%). La diversidad haplotipica, expresada como la probabilidad de encontrar
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dos haplotipos diferentes en la muestra de 223 individuos, fue de 0.979. La
diversidad nucleotidica, la cual expresa la probabilidad de encontrar sitios
nucleotidicos diferentes entre secuencias de la misma poblacion, es de m=0.017
(Tabla 3-1).

En los analisis por localidades, la diversidad haplotipica, estuvo entre 0.8 en
Sinaloa y 0.978 en El Salvador. Las mayores diversidades nucleotidicas se
encontraron en diferentes localidades, Michoacan (11=0.012), Chiapas (11=0.016),
El Salvador (1m=0.015), Panama (11=0.015) y Peru (1=0.014). Sin embargo, las
menores diversidades nucleotidicas fueron registradas en Sinaloa (1=0.008),
Jalisco (11=0.007), Guerrero (0.009) y Oaxaca (0.009) (Tabla 3-2).

Resulta claro que los valores de Fst son altos y significativos al comparar entre
poblaciones de las provincias Mexicana y Panamica, observandose nula
diferenciaciéon dentro de estos dos grupos. El valor de Fst, el cual expresa el flujo
de genes, se incrementa a medida que aumenta la distancia geografica. Es decir,
el flujo de genes entre Chiapas/El Salvador/Peru vs. Sinaloa va disminuyendo
(Fst=0.341, 0.359, 0.434 respectivamente). De la misma manera sucede entre
Chiapas/El Salvador/Pera vs. Jalisco, Guerrero y Oaxaca, respectivamente.
Algunas de estas comparaciones no siguieron el patron, pues Sinaloa vs. Panama,
tiene el mismo valor de Fst (0.359) que Sinaloa vs. El Salvador, y lo que se
esperaria seria que el valor de Fst sea mayor. Por otra parte,
Jalisco/Michoacan/Guerrero vs. Panama arrojo valores de Fst menores (0.414,
0.350, 0.418) que Jalisco/Michoacan/Guerrero vs. El Salvador (0.416, 0.356,
0.419), y lo esperado es un valor mayor como en el caso de Oaxaca vs. El
Salvador (0.394) con respecto a Oaxaca vs. Panama (0.395) (Tabla 3-3).

El Test Exacto indica que hay diferenciacion entre los grupos, pues en la mayoria
de los casos corrobora lo encontrado en los estadisticos Fst; excepto entre El
Salvador/Panama/Pera vs Sinaloa, entre estas localidades el test no marco
diferencias significativas (p< 0.05) (Tabla 3-3).
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3.3 Estructura genética

3.3.1 Estadistico Fst de Wright y Test exacto de diferenciacion poblacional

Se muestran en la tabla 3-3, para las nueve localidades con base en el gen CO1l, los valores de Fst en la parte inferior

diagonal. Los valores de p significativos se indican con (*) = p< 0.05. Los valores del test exacto de diferenciaciéon poblacional

se muestran en la parte diagonal superior. Longitud de la cadena de Markov: 100000 pasos. p< 0.05. Los valores de p

significativos se indican con (*) (Tabla 3-3).

Tabla 3-3 Tabla de Fst y Test exacto de diferenciacion poblacional de H. inornata con base en el gen CO1

0
0
0

0
C(6) 0.341*
ES(7) 0.359*
Pa(8) 0.359*
Pe(9) 0.434*

0.500+0.007 0.150+0.011 0.437+0.015

0.406+0.011 0.784+0.010

0.336*
0.356*
0.350*
0.416*

0.420+0.012

0.401*
0.419*
0.418*
0.481*

0.458+0.015
0.707+0.009
0.729+0.012
0.961+0.002

0.378*
0.394*
0.395*
0.458*

Chiapas

El Salvador

Panama

Peru

0.035+0.003*
0.012+0.002*
0.019+0.003*
0.005+0.003*
0.003+0.001*

0.135+0.014
0.004+0.001*
0.003+0.001*
0.000+0.000*
0.004+0.001*
0.122+0.011

0.064+0.005
0.002+0.001*
0.001+0.001*
0.000+0.000*
0.000+0.000*
0.147+0.014
0.900+0.009

0.108+0.010
0.003+0.001*
0.002+0.001*
0.000+0.000*
0.000+0.000*
0.208+0.008
0.964+0.004
0.899+0.006
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3.3.2 Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA)

Tabla 3-4 Resultados del andlisis de varianza molecular (AMOVA) para diferentes
agrupaciones. Si: Sinaloa, O: Oaxaca, C: Chiapas, ES: El Salvador, Pa: Panam4, Pe:

Pera.
Grupos _ o
o Varianza Indices de Valores-
(con base en el gen Fuente de variacion L
total (%) fijacion p
CO1)
Entre grupos 36.09 FCT=0.361 0.01*
(i) Si-O vs C-ES _
Entre poblaciones, dentro de
vs Pa-Pe 0 FSC=0 0.98
_ grupos
(Hasting 2000)
Dentro de poblaciones 65.12 FST=0.349 O0O*
Entre grupos 41.95 FCT=0.420 O*
Entre poblaciones, dentro de FSC=-
(if) Si-O vs C-Pe 0 0.99
- grupos 0.018
(Landini et al. 2001) _
Dentro de poblaciones 59.10 FST=0.409 O*
Entre grupos 13.71 FCT=0.137 0.13
(iii) Si-ES vs Pa-Pe Entre poblaciones, dentro de
_ 19.76 FSC=0.229 O*
(Briggs 1974) grupos
Dentro de poblaciones 66.53 FST=0.335 O*

Los resultados del andlisis de varianza molecular arrojaron que la mayor varianza

era explicada significativamente por la diferencia entre los grupos de las

provincias Mexicana y Panamica (Si-O vs. C-Pe), con 41.95% aproximadamente

de varianza total. Esto corrobora lo encontrado en los anélisis de estructura

genética (estadistico Fst y test exacto). Sin embargo aunque la mayor fue

encontrada entre los grupos de la provincia Mexicana y Panamica, también se

detect6 una varianza significativa (36.09%) entre las agrupaciones de las
localidades Si-O vs. C-ES vs Pa-Pe (Tabla 3-4).
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3.3.3 Test de Mantel

Para realizar el test de Mantel se correlacionaron dos matrices, la primera con los

valores de Fst de la Tabla 3-3 y la segunda matriz con las distancias geograficas.

Las distancias geogréficas se obtuvieron utilizando el software Google Earth y se

elaboré la matriz de la Tabla 3-5.

Tabla 3-5 Matriz de distancias geograficas en kilometros

Dist. Geograf.  Si J M G o C ES Pa Pe
Sinaloa 0 520 845 1345 1589 2100 2426 4108 6080
Jalisco 520 0 325 825 1069 1580 1906 3588 5560
Michoacan 845 325 0 500 744 1255 1581 3263 5235
Guerrero 1345 825 500 0 244 755 1081 2763 4735
Oaxaca 1589 1069 744 244 0 511 837 2519 4491
Chiapas 2100 1580 1255 755 511 0 326 2008 3980
El Salvador 2426 1906 1581 1081 837 326 0 1682 3654
Panama 4108 3588 3263 2763 2519 2008 1682 0 1972
Pert 6080 5560 5235 4735 4491 3980 3654 1972 0
0.6
0.5
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Fig. 3.2 Gréfica de distancias geograficas vs. distancias genéticas
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Fig. 3.3 Histograma obtenido de la correlacion entre los valores de Fst y las distancias
geograficas.

Frecuencia

En r (AB), A = valores de Fst, B= valores de las distancias geogréficas.

Al observar el grafico de la correlacion entre las distancias genéticas y geograficas
(Fig. 3.2), puede parecer que, no existe correlacion. Por otra parte, la significancia
(p=0.002) de la prueba de Mantel se obtuvo a partir de 10000 permutaciones, por
lo que los resultados arrojan que existe una correlacidon positiva entre la distancia
genética y la distancia geografica lineal (Fig. 3.2). Sin embargo, esta correlacion
no es muy alta (r(AB)=0.508), pues un valor alto deberia ser mayor a 0.8.
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3.4 Redes de haplotipos
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Fig. 3.4 Red de haplotipos.

Los circulos a lo largo del mapa indican el color de cada localidad. En la esquina superior
derecha se muestra la misma red de haplotipos coloreada por provincia. En la esquina
inferior izquierda H. inornata (Foto: Carlos Sanchez). Los haplotipos que solo estan en un
individuo no tienen nimero. Cada linea de la red de haplotipos representa un solo cambio
mutacional. Los puntos pequefios de color negro indican haplotipos perdidos,
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probablemente no muestreados o extintos. El tamafio de los circulos es proporcional al
namero de individuos que presentan cada haplotipo y las divisiones dentro de cada circulo

representan la proporcién de individuos de cada localidad.

Los haplotipos compartidos aparecen enumerados, en orden desde el mas
frecuente, el haplotipo con el cuadrado y el nimero 1 es el que por el método se

deduce ser el ancestral y el mas comun.

Se observa que las redes de abajo a arriba, como hasta la mitad, incluyen la
mayoria de los haplotipos de Perl, Panama, El Salvador y Chiapas (provincia
Panamica); y a medida que se va hacia arriba empiezan a aparecer los haplotipos
de las otras localidades hacia el norte (Fig. 3.4). Los haplotipos que no se ajustan
a este patron son CO1-2, CO1-3, CO1-4, CO1-6 y CO1-9 (Fig. 3.4) (Tabla 3-6). En
la parte superior estan los haplotipos de los individuos de La Paz y Sonora, que si

se incluyen en esta red.

La red derivada de los datos del gen CO1 mostr6 una genealogia en forma de
estrella. Los haplotipos mas frecuentes: CO1-1, CO1-2, CO1-3 y CO1-4, se
encontraron en 7.6%, 7.2%, 6.3% y 5.8% de los individuos, respectivamente. El
haplotipo principal es el ancestral y mas comun (CO1-1), fue detectado en todas
las localidades muestreadas en la provincia Panamica. El segundo haplotipo mas
comun fue detectado en Chiapas y en todas las localidades de la provincia
Mexicana, excepto en Sinaloa. El tercer haplotipo compartido (CO1-3) esta
ampliamente distribuido en todas las localidades de las dos provincias, excepto en
Chiapas y Sinaloa.
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Tabla 3-6 Tabla de haplotipos (118) con el nimero de individuos (223) por localidad (11)
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Las columnas en gris indican el nombre del haplotipo. Las columnas en azul indican las localidades de la provincia Panamica y
en verde de la Mexicana. La columna en blanco muestra cuantos individuos tienen algun haplotipo. Se encontré que apenas el

6% de los haplotipos son compartidos por individuos de las provincias Mexicana y Panamica (color naranja en la Tabla 3-6).
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3.5 Demografia historica

3.4.1 Distribucion de las diferencias por parejas (Mismatch distribution)
Dada la diferenciacibn encontrada entre las poblaciones de las provincias
Mexicana y Panamica, se llevd a cabo el andlisis demografico considerando el
grupo de poblaciones en cada provincia como una unidad panmictica e
independiente (Fig. 3.5; Fig. 3.6).
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Fig. 3.5 Gréfica de Mismatch para las poblaciones de la provincia Mexicana

700 -

600 -

500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

0

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

—e—Observado —C—Esperado

Fig. 3.6 Grafica de Mismatch para las poblaciones de la provincia Panamica
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Tabla 3-7 Parametros de expansion poblacional y pruebas de neutralidad con base en el
gen COL1 para las provincias Mexicana y Panamica.

Parametros Provincia Mexicana Provincia Panamica
T 4.646 5.934

(O} 0.023 2.995

(ON 20.088 16.533
Tiempo de expansion (1.5%/m.a.) 3,418,690.213 4,366,445.916
Ajuste de la prueba

SSD 0.003 0.003

p 0.526 0.822

D de Tajima -1.894 -1.769

p 0.006* 0.01*

Fs de Fu -25.756 -24.96

p 0.000* 0.000*

La distribucién de las diferencias de sitios nucleotidicos entre pares de haplotipos,
mostré una distribucion bimodal en las poblaciones de la provincia Mexicana (Fig.
3.5) y multimodal en las poblaciones de la provincia Panamica (Fig. 3.6), por lo
gue se podria sugerir que las poblaciones se encuentran en equilibrio
demografico. Sin embargo, los parametros de expansion poblacional y las
pruebas de neutralidad detectaron que no hay diferencias entre lo observado y lo
esperado en las provincias Mexicana y Panamica; es decir, los datos se ajustan a
un modelo de expansién poblacional subita, rechazando la hipétesis nula de
neutralidad (Tabla 3-7).

Para estimar el tiempo aproximado de expansion de las poblaciones de H.
inornata, se utilizo la formula t = 1T / 2uk. Se considerd una tasa de mutacion de
1.5 % / m.a. para el gen CO1 estimado para equinoideos (Lessios et al. 2001). El
tiempo de expansion calculado para la poblacibn mexicana es de
aproximadamente 3.4 m.a. y para la Pandmica 4.3 m.a. (Tabla 3-7).
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Capitulo 4 Discusion y conclusiones
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4.1 Discusion

Los marcadores mitocondriales son una herramienta Gtil para estudiar las
genealogias de especies de distintos grupos, entre ellas de equinodermos. Sin
embargo, como estos analisis se basan en un solo locus mitocondrial (CO1), estos
resultados deben tomarse con cautela, pues es deseable realizar mas analisis e

incluso utilizar otros marcadores.

Holothuria inornata muestra alta diversidad de haplotipos (Hd=0.979) e intermedia
diversidad nucleotidica (11=0.017) (Tabla 3-1). En Holothuria atra, otra especie de
la clase holothuroidea, a partir de 385 individuos recolectados en cinco
archipiélagos (islas de Hawai, de la Linea, Marshal, Bonin y Ryukyu), usando CO1
y amplificando un fragmento de 423 pb encontraron 55 haplotipos, diversidad
haplotipica de 0.92 y nucleotidica de 0.009 (Skillings et al. 2011). Por otra parte,
Borrero-Pérez (2010) recolecté individuos de Holothuria mammata en ocho
localidades, cuatro muestreadas en el océano Atlantico y cuatro en el mar
Mediterraneo. Se detectaron 58 haplotipos en los 147 individuos, las diferencias
entre dichos haplotipos fueron debidas a 57 sitios variables en los 502 pb
amplificados usando CO1. Asi mismo, la diversidad haplotipica fue 0.92 y la
nucleotidica 0.007. Uthicke y Benzie (2003), en 360 muestras de Holothuria nobilis
recolectadas en Australia e isla La Reunién, detecto 106 haplotipos en los 559 pb
secuenciados usando COl, alta diversidad haplotipica (0.942) y baja diversidad
nucleotidica (0.0075). En Arbacia lixula, otra especie de equinodermo,
Wangensteen (2013) encontr6, usando CO1, 161 haplotipos en los 604 individuos
recolectados, diversidad haplotipica de 0.912 y nucleotidica de 0.0075.

En otro invertebrado marino con ambito de distribucion en todo el archipiélago
Indo-Australiano, también analizado con CO1, amplificaron 658 pb y detectaron un
total de 355 haplotipos en los 529 individuos del caracol marino, Nerita albicilla.
Detectaron una diversidad haplotipica de 0.989 y nucleotidica de 0.021 (Crandall
et al. 2008). Por otra parte, Cassone y Boulding (2006) recolectaron muestras de
346 individuos de Pachygrapsus crassipes, a lo largo de la costa del Pacifico
nororiental y Corea. Analisis de las secuencias de ADN de 613 pb del gen CO1
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mostré 154 haplotipos, alta diversidad haplotipica (0.923) y baja diversidad
nucleotidica (0.009).

Por lo tanto, los resultados aqui obtenidos para la diversidad de haplotipos indican
gue dentro de la region de Pacifico Oriental Tropical (POT), los valores son
similares a los observados para otras especies dentro de otras regiones
(Occidental, Atlantico, Mediterraneo e indico), lo cual indica que estas cifras de
diversidad son tipicos de invertebrados marinos que tienen tamafos poblacionales
grandes (Avise et al. 1984, Watterson 1984). Por otra parte, aunque el nimero de
individuos no es el mismo en todas las localidades, los valores de diversidad
nucleotidica calculados son bajos (0.007-0.009) e intermedios (0.012-0.016), con
respecto a los valores de los trabajos mencionados; las cifras estan entre 0.007 y
0.016 (Tabla 3-2) y se encuentra en el intervalo de 0.0005 — 0.020 propuesto por
Stephan y Langley (1992), quienes mencionaron que dependiendo de los loci y de
las especies estudiadas, la diversidad nucleotidica, en una poblacion tipica, se

encuentra en ese intervalo.

El ambito de distribucion de H. inornata comprende la region del POT (Fig. 2.1).
Dentro de la region del POT se han reconocido varias provincias y subprovincias
con base en la distribucion de peces costeros e invertebrados marinos (Fig. 2.2)
(Hastings 2000); en la distribucion de peces e invertebrados marinos fésiles de la
Formacion Canoa y actuales (Fig. 2.3) (Landini et al. 2002); asi como en el
porcentaje de endemismo de algunas especies de peces e invertebrados (Briggs
1974). Estas especies de peces e invertebrados marinos viven en la region del
POT por las caracteristicas oceanogréficas, geogréaficas y ecologicas que se
formaron despues del surgimiento del istmo de Panama. De la misma manera, es

de suponerse que H. inornata sea afin con las caracteristicas de esta region.

Los andlisis de diferenciacion genética entre las poblaciones muestreadas, que
ademds estan ubicadas dentro de la regiéon del POT, fueron determinados por los
valores de Fst, el test exacto de diferenciacion poblacional (Tabla 3-3) y los
analisis de varianza molecular (AMOVA) (Tabla 3-4). Estos analisis sugieren que
las localidades muestreadas podrian dividirse en dos poblaciones, las del norte
(Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca) que se ubican dentro de la
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provincia Mexicana y las del sur (Chiapas, El Salvador, Panama y Perl) que se
ubican dentro de la provincia Panamica o en aguas meridionales adyacentes. Los
valores calculados de los andlisis de Fst mas significativos son los del grupo
panamico con respecto a las del mexicano, sugiriendo dos poblaciones; de la
misma manera el test exacto de diferenciacion poblacional corrobora en la

mayoria de los casos lo encontrado en los analisis de Fst.

Ademas, con base en lo propuesto por Briggs (1974), Hastings (2000) y Landini et
al. (2002), quienes consideran aspectos geoldgicos y oceanograficos (orientacion
de las corrientes marinas, tipo de fondo) para la regionalizacion marina, y los
resultados del Fst y test exacto, se hicieron diferentes agrupaciones para los
Analisis de Varianza Molecular (AMOVA). Con base en lo propuesto por Hastings
(2000), las muestras de las localidades de Chiapas y ElI Salvador no
pertenecerian a ninguna provincia, pues ambas localidades estan ubicadas en una
tramo de costa, entre la provincia mexicana y panamica denominado “Central
American Gap” (Fig. 2.2), con fondos blandos carentes de afloramientos rocosos
importantes continuos. De acuerdo con lo anterior, se calcularon los AMOVA para
tres grupos, grupo uno: las localidades de Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero y
Oaxaca; grupo dos: Chiapas y El Salvador; grupo tres: Panama y Peru. El
resultado para esta estructura fue de 36%. Es importante mencionar que las
muestras obtenidas de H. inornata dentro del “Central American Gap”, se
encontraban en fondos rocosos, pues esta especie solo vive sobre fondos rocosos

y se cubre de una delgada capa de arena.

El mayor porcentaje de varianza fue de 41.95% para las agrupaciones realizadas
con base en lo propuesto por Landini et al. (2002) (Fig. 4.1), quienes reconocen
dos subprovincias desde Mazatlan hasta el norte de Perd: la mexicana (m) que
contiene las localidades de Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca, y la
panamica sensu estricto (p) que contiene las localidades de Chiapas, El Salvador;
Panama y Peru. Los resultados de esta AMOVA corroboran la estructura que se
encontro en los estadisticos Fst y en el test exacto de diferenciacion poblacional.
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Fig. 4.1 Mapa unificado del sistema de circulacion y las provincias biogeograficas del
Pacifico Oriental (modificado de Landini et al. 2002).

Los valores de Fst aqui obtenidos estan entre 0.336 — 0.48. En otras especies de
equinodermos, los cuales se calcularon usando CO1, son: ¢st= 0.084 - 0.889 en
Holothuria atra (Skillings et al. 2011); Fst = 0.049 - 0.327 en Holothuria mammata
(Borrero-Pérez 2010); Fst = 0.198 en Holothuria nobilis (Uthicke y Benzie 2003) y
Fst = 0.074 - 0.876 en Arbacia lixula (Wangensteen 2013). Esto significa que la
diferenciaciéon genética entre la poblacion mexicana y la panamica es muy grande
y que los individuos de estas dos regiones dificilmente se estan reproduciendo
entre si. Por otra parte, es de esperarse que debido a la cercania entre Oaxaca y
Chiapas, el valor de Fst entre estos grupos sea menor, sin embargo, no es asi.

Esto podria explicarse porque entre estas dos localidades se halla el Istmo de
Tehuantepec. El istmo esta constituido por una serie de eventos tecténicos e
hidrolégicos que lo convierten en un area compleja. El principal rio que
desemboca en el golfo de Tehuantepec es el Tehuantepec; junto con los rios Los
Perros, Espiritu Santo y Ostuta. Todas estas aguas forman deltas y cordones de
arena que podrian constituir una barrera para el asentamiento de H. inornata, pues
estos organismos han sido encontrados solo en fondos rocosos poco profundos
(18 m). Por otra parte, aunque las surgencias hagan de esta region un centro de
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actividad biolégica, los dafios por la contaminacion derivada de actividades
humanas (basureros marinos, actividades pesqueras y petroleras), podrian haber
constituido una barrera para el asentamiento y la migracién de las larvas. Asi
mismo su biologia podria haber contribuido a la diferenciacion entre estos dos
grupos, pues se conoce que las larvas en la especie Holothuria atra alcanzan la
etapa de larva doliolaria en 20 dias y la mortalidad maxima se observa durante la

metamorfosis.

La presencia de esta especie es mas abundante en Chiapas, El Salvador y
Panama y disminuye hacia el norte y sur (observacién personal) (Tabla 4-1). Es
posible que algunas larvas de H. inornata, por medio de la Corriente Costanera de
Costa Rica en verano, hayan podido establecerse en Oaxaca y luego hayan
llegado a La Paz y Sonora, pues se sabe que H. inornata desova en verano (julio)
en Michoacan. Asi mismo, los valores de Fst son muy bajos entre los individuos
de Sinaloa (Mazatlan), Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca (Puerto Angel)
(provincia mexicana). Podria sugerirse que los individuos de estas localidades no
tienen barreras que les impidan reproducirse y el transporte de sus larvas podria
realizarze por medio de la Corriente de California y la contracorriente hacia el
norte en verano. La poca presencia de H. inornata en La Paz y Sonora podria
explicarse debido a que la entrada del golfo de California es una zona compleja
gue se caracteriza por una estructura termohalina complicada con frentes y
remolinos vinculados a la confluencia de corrientes distintas que se podria sugerir
gue dificultan el paso de las larvas y su asentamiento en el interior del golfo. De la
misma manera que para los individuos de la provincia Mexicana, los valores de Fst
son muy bajos entre los de Chiapas, El Salvador, Panama y Peru (provincia
Panamica). Podria sugerirse que los individuos de estas localidades no tienen
barreras que les impidan reproducirse y el transporte de sus larvas podria
realizarze por medio dela Contracorriente Ecuatorial, la cual dispersa las larvas de
Panama hasta el norte de Perl y hacia el norte de Panama con la Corriente
Costanera de Costa Rica. Segun la red de haplotipos el haplotipo ancestral y mas

comun se encuentra en algunos individuos de la provincia Panamica.
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Todas estas caracteristicas oceanograficas ayudan a sugerir mecanismos de
dispersion de H. inornata y como las caracteristicas fisiografias y oceanogréficas
del Istmo de Tehuantepec podria constituir una barrera para la conectividad de las
poblaciones al norte y sur de esa region. Otra caracteristica oceanogréfica
importante que pudiera haber influido en la capacidad de dispersion es el
gradiente térmico, pues la especie solo llega hasta el norte de Perd, un area de
convergencia de las Corriente Peruana y Sur Ecuatorial (de aguas frias).

Los calculos con el test de Mantel (Fig. 3.3) muestran que las distancias geneticas
si estdn correlacionadas con las distancias geograficas. Sin embargo, esta
correlacion no es alta (0.50). Lo que se espera en un modelo de aislamiento por
distancia es que los individuos mas cercanos geograficamente sean mas
parecidos genéticamente, como sucede entre los individuos de la provincia
Mexicana y entre los de la Panamica, pues, el valor de Fst se incrementa a
medida que la distancia geografica aumenta, por lo que es posible que si se
realiza el calculo del test de Mantel a cada provincia el aislamiento por distancia
probablemente seria mas alto.

En la red de haplotipos hay algunos que son compartidos por ambas poblaciones
(6%) (Tabla 3-6). Esta similitud de haplotipos en las dos poblaciones puede ser el
resultado del intercambio de larvas favorecido por el sistema de corrientes de la
region del POT, la de California, con direccion norte-sur que puede llegar hasta
Chiapas, y la corriente costanera de Costa Rica, con direccion sur-norte que
puede llegar incluso hasta Cabo Corrientes. Sin embargo, como los valores de Fst
son altos, esta conectividad es escasa.

El haplotipo ancestral, “haplotipo 17, se encuentra en algunos individuos de la
poblacion del sur y esta ausente en los del norte. Por otra parte, la mayor
diversidad de haplotipos, entre todas las localidades, se encontrdé en El Salvador
(ES) (tabla 4-1) y entre las dos provincias, en la provincia Panadmica (Tabla 3-6).
Sin embargo, ambas provincias contienen una diversidad de haplotipos Unica,

pues solo el 6% de estos se comparten entre ambas provincias.
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Tabla 4-1 Numero de haplotipos respecto al nimero de individuos

Localidades NuUmero de haplotipos Numero de individuos
La Paz LP 2 2
Sonora So 1 1
Sinaloa Si 4 6
Jalisco J 11 17
Michoacan M 16 21
Guerrero G 19 30
Oaxaca O 20 29
Chiapas c 22 30
El Salvador ES 27 32
Panama Pa 22 28
Peru Pe 21 27

El andlisis demografico, considerando a cada poblacibn como una unidad
panmictica, indica que los datos no se ajustan a un modelo de expansion subita
(Fig. 3.5, Fig. 3.6) para ambas poblaciones. Sin embargo, las pruebas D de Tajima
y Fs de Fu (Tabla 3-7) muestran lo contrario. Con lo anterior y con el calculo del
tiempo aproximado de expansion podria plantearse la hipotesis de que H. inornata
se expandio en la provincia Pandmica hace aproximadamente 4 m.a. (Tabla 3-7),
ademds es ahi donde se encuentran los haplotipos ancestrales, y que durante el
cierre que comunicaba el Pacifico Tropical con el Caribe hace 2.8 m.a., se
expandia en la provincia Mexicana, la cual segun el calculo fue hace

aproximadamente 3 m.a.

La comprension de la genética, de H. inornata, tanto a nivel molecular como de las
poblaciones es un factor que contribuye al uso sustentable como recurso
pesquero. Dado que la pesca ejerce una presion sobre las poblaciones eliminando
individuos y con ellos sus genes, para establecer politicas en materia de
ordenacion de las poblaciones de H. inornata es fundamental disponer de una
base cientifica solida con informacion sobre la composicion genética, pues la
diversidad genética es determinante para la adaptacion ante las variaciones del
ambiente, asi como la base de sus procesos evolutivos. De acuerdo a lo anterior,
el estudio de la genética de las poblaciones de H. inornata revela aspectos como
la historia evolutiva, informacion acerca de sus relaciones geograficas y la
conectividad entre poblaciones. Estos aspectos son Utiles para la sustentabilidad
asi como para la conservacion y restauraciéon de las poblaciones.
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4.2 Conclusiones

Si existe estructura genética a lo largo de la distribucion de la especie, y esta
estructura esta asociada a la combinacion de su capacidad de dispersiéon y los
patrones regionales de corrientes oceanicas. Ademas, su tipo de habitat es un
factor determinante para el asentamiento, pues estas poblaciones viven en fondos
rocosos. Asi mismo, la distribucion de la especie esta asociada a los gradientes
térmicos, pues solo ha sido registrada en el POT. Su limite mas austral es en el
norte de Peru, donde confluyen en las Corriente Peruana y la Sur Ecuatorial. Su
l[imite mas septentrional es Sonora (Guaymas), donde las aguas son relativamente

templadas.

Podria sugerirse que la especie ancestral de H. inornata se originé en Chiapas; la
discontinuidad a lo largo de su distribucién se debe a la discontinuidad en el
habitat. Es probable que la discontinuidad del habitat rocoso en el Istmo de
Tehuantepec, entre Oaxaca y Chiapas, y la presencia de otros factores como la
desembocadura de rios, alta actividad biolégica por las surgencias y la
direccionalidad hacia el este de la Contra Corriente Ecuatorial en esta zona, haya
constituido una barrera impidiendo el asentamiento larvario, disminuido su
supervivencia y favorecido la diferenciacion genética entre la poblacion Mexicana

y Panamica.

Los organismos de cada poblacion estan reproduciéndose entre ellos, pero
escasamente con los organismos de la otra poblacién, pues solo un 6% de
haplotipos son compartidos por ambas poblaciones, lo que sugiere que el istmo de
Tehuantepec seria la principal barrera al flujo génico. Sin embargo, para confirmar
este resultado es necesario conseguir mas muestras de H. inornata en distintas
localidades de la provincia Mexicana y Panamica para continuar con el estudio de
estas poblaciones.

Estudios con base en microsatélites para estudiar poblaciones podrian revelar
estructura genética en especies que no la mostraban usando marcadores
genéticos como el ADN mitocondrial. De acuerdo con lo anterior, podria ser (til
continuar con este estudio utilizando marcadores como los microsatélites, 16S y

aumentar el numero de muestras por igual para todas las localidades.
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Anexo 1

Protocolo de extraccidon sequnHoney-Escandén et al. (2012)

Reactivos utilizados

1.

2.

3.

4.

5.

DNAzol (20 mg/ml)
Proteinasa K (20 mg/ml)
Etanol 100% (-10 -C)
Etanol 95% (-10 -C)

Tampén TRIS-EDTA (solucion pH 8.0)

Procedimiento

Extraer aproximadamente 5mm? de tejido (pies ambulacrales).

En un cuadrado de parafilm y con la ayuda de bisturi y pinzas cortar en
partes mas pequefias y dejar evaporar el alcohol del tejido.

En un tubo Eppendorf colocar el tejido cortado y agregar 750ul de DNAzol,
dejar reposar 10 minutos.

Luego, agregar 10ul de proteinasa K (si no se disolvio el tejido agregar 5ul
mas) y utilizar un pistilo para macerar el tejido dentro del tubo por dos o tres
minutos.

Dejar actuar la soluciéon en el agitador durante 24 horas.

6. Posteriormente centrifugar las muestras a 12 mil rev/min durante 15

minutos.

7. Retirar el sobrenadante del tubo y colocarlo en un tubo nuevo.

Desechar el tubo viejo con el pellet.

9. Agregar 400ul de etanol al 100% y almacenar en el congelador por una

hora.

10. Centrifugar nuevamente a 12mil rev/min durante cinco minutos.

11.Desechar el sobrenadante y agregar 600ul de etanol al 95%.

12.Centrifugar las muestras a 12mil rev/min durante cinco minutos; este ultimo

paso se repetira una vez mas.

13.Desechar el sobrenadante, agregar 50ul de tampon TRIS-EDTA (solucion

pH 8.0) y agitar el tubo.
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Anexo 2

Protocolo de limpieza de ADN

Reactivos utilizados

1. PCR Purification Kit, QUIAquick
2. Tampo6n TRIS-EDTA (solucién pH 8.0)

Procedimiento
1. Mezclar pipeteando 250 ul de buffer PB méas 50ul de ADN
2. Transferir a la columna y centrifugar 60seg a 13000RPM
3. Descartar el liquido del tubo y colocar la columna nuevamente en el tubo

4. Agregar 750ulde buffer PE y centrifugar 60seg por 13000RPM, descartar el
liquido (repetir de una a tres veces dependiendo de la impureza de la

muestra)

5. Después de la ultima adicién, centrifugar y descartar el liquido, retornar los
tubos a la centrifuga y centrifugar una vez mas a 13000RPM por 60seg,
para quitar todo el buffer.

6. Transferir las columnas a otro tubo Eppendorf y agregar 50ul de tampdn
TRIS-EDTA (solucion pH 8.0), agitar el tubo y esperar 1minuto.

7. Centrifugar 60seg a 6000RPM y descartar las columnas.

79



Anexo 3

Protocolo de PCR

Reactivos utilizados

5.

6.

PCR Buffer 10x sin MgCI2 (1x)

dNTPs (2.5 mM)

MgCI2 (1.5 mM)

Albumina de suero bovino (2.5 ug/ul)

Taq DNA polymerase (0.05 units/Ul)

Agua libre de nucleasas,

Procedimiento de mezcla (15ul)

© © N o g M wDdPE

H.O
10X
dNTPs
MgCl,
BSA
COleF
COleR
Taq
ADN

10. Total

6.84ul

1.5l

1.5l

1.5l

2.4l (2.5 ugl/ul)

0.3ul (10 mM)

0.3ul (10 mM)

0.06ul

0.6pul (50 ng/ul de adn).
15.0pl
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