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Resumen

Pocillopora verrucosa es un coral hermatipico y hermafrodita simultaneo que habita
las costas peninsulares del Golfo de California. Esta especie es formadora de parches
arrecifales o verdaderos arrecifes, como en Cabo Pulmo en la region del Pacifico Oriental,
lo cual lo hace importante ecologica- y comercialmente para la region. No existen estudios
que detallen la dindmica poblacional de la especie en la region, la cual es importante para
poder conocer cuantas poblaciones existen, cuales son las zonas de mayor diversidad
genética/genotipica, de donde vienen los migrantes, y asi poder en un futuro contribuir al
manejo integral de estos recursos. Para lo anterior se determiné la estructura genética
poblacional empleando 6 loci microsatélite analizando cinco localidades a lo largo del
rango de distribucion de la especie (Loreto, el Portugués, Isla Espiritu Santo, Canal de San
Lorenzo y Cabo Pulmo). Se demostrd, empleando los genotipos tnicos (individuos de
origen sexual), que regionalmente existe una sola poblacion genética (metapoblacion) con
elevado flujo genético (Fs/= 0.0007; p=0.42), y que exceptuando Loreto en un locus
(Pd3200), se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) . Asi mismo, se observo
estructura genética poblacional empleando los genotipo totales (todos los individuos) con
un Fg= 0.108 (p< 0.001), debido a la presencia de clonas (reproduccion asexual) de
manera diferencial en todas las localidades, con desviaciones del EHW debido a déficits y
excesos de heterocigotos. Las subpoblaciones mantenidas por reproduccion sexual o
mayormente sexuales fueron Cabo Pulmo, el Portugués y Loreto promediando una
diversidad genotipica (Go,/G.) del 55% y una equidad genotipica (Go/Ng) del 72%. En
cambio las subpoblaciones del Canal de San Lorenzo y la Isla Espiritu Santo resultaron ser
muy asexuales reproduciéndose por medio de la fragmentacion, como parte de un programa
de repoblamiento y también ocasionada por efecto de huracanes, respectivamente. La
diversidad genotipica promedio de estas localidades fue muy baja (4.5%), con una equidad
genotipica del 40%. La frecuencia de los huracanes por sitio mostré6 una correlacion
negativa significativa con la diversidad genotipica (G,/G.; ’=0.95 p<0.01), la riqueza
genotipica (Ng/N; 1’=0.94 p<0.05) y la equidad genotipica (Go/Ng; ’=0.91 p<0.01) en las
poblaciones del Golfo de California, explicando casi el 90% de la variacion entre sitios
muy clonales y sexuales. Se obtuvo un aislamiento por distancia significativo entre todas
las poblaciones, mostrando como las subpoblaciones vecinas son genéticamente mas
similares a diferencia de las mas lejanas. El niumero total de migrantes por generacion
estimada para la region fue de 118.04 Nm. En donde no hubo diferencias significativas
entre las magnitudes totales de flujo en direccion norte en verano (Nm =70.12) y en
direccion sur en invierno (Nm =40.17); indicando que existen otros desoves de gametos
fuera del pico reproductivo en verano. Las localidades geograficamente mas alejadas
presentaron diferencias significativas en la contribucion de Nm a la region(P<0.05), siendo
Loreto la de menor (Nm =2.5) y el Canal la de mayor aporte (Nm =52). Las subpoblaciones
se comportaron en un arreglo metapoblacional, donde dependiendo de su localizacién y la



direccion de la corriente se comportaron como fuentes, sumidero o pseudo-sumidero. La
unica poblacion verdaderamente sumidero fue Loreto, evidenciado por su posicion en el
limite geografico de su distribucion y su minima contribucion de migrantes, siendo la mas
vulnerable a factores estocasticos demograficos y ambientales. En conclusion, el coral
Pocillopora verrucosa en el Golfo de California se comporta como una metapoblacion, con
elevado flujo genético por larvas sexuales y sin aparentes barreras oceanograficas. Sin
embargo, eventos estocasticos como huracanes, promueven la reproduccion asexual por
fragmentacion, resultando en una elevada proporcion de clonas en las localidades
impactadas. La composicion genética detectada en estos sitios deberia de ser evaluada
después de disturbios ambientales que producen grandes mortalidades (blanqueamiento)
seguidos por eventos de re-colonizacion, para determinar la persistencia o cambios en el
sistema de reproduccion y estructura genética.

Palabras Clave — Pocillopora verrucosa, Estructura genética, Microsatélite



Abstract

Pocillopora verrucosa is an hermatipic coral and simultaneous hermaphrodite
which inhabits the Peninsular coast of the Gulf of California (GC). This specie is one of the
dominant coral species of the Eastern Pacific region, forming reef patches or true coral
reefs, like the Cabo Pulmo Reef, making them ecologically and economically important to
the region. There are not previous studies that aboard in detailed the population dynamic of
the specie in the GC, which is important in order to know how many populations exists ,
which are the populations with the highest genetic/genotypic diversity, the localities which
function as source/sink populations, the origin of the migrants, etc., and finally contribute
to the integral management of the specie,. To achieve these objectives, we determined the
population structure using six microsatellite loci in five populations that covers the full
specie range in the peninsula (Loreto, El Portugués, Isla Espiritu Santo, Canal de San
Lorenzo y Cabo Pulmo). We found by using only sexual origin individuals (unique
genotypes) the existence of one genetic population (Metapopulation) in the region with
high genetic flow (Fs= 0.0007; p=0.42) and Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), and
only Loreto with heterozygote deficit in one locus (Pd3200). In the other scenario, using all
the individuals (including the clones) we found significant population structure (Fsr=
0.108; P<0.001) and deviations to HWE, proving the important clone effect in the region.
The sexual populations were Cabo Pulmo (CP), el Portugués (P) and Loreto (L), with a
mean genotypic diversity (Go/Ge) of 55% and a genotypic evenness (Go/Ng) of 72%. On
the other hand, the Canal de San Lorenzo (C) and the Isla Espiritu Santo (IS) were mostly
asexual with reproduction by fragmentation-clonation, this was explained because they
were part of a repopulation program and by cyclone effect respectively. The mean
genotypic diversity for these localities was very low (4.5%), and also with a low genotypic
evenness (40% ). The frequency of cyclones per site showed a negative significant
correlation with the genotypic diversity (G,/G.; r’=0.95 p<0.01), the genotypic richness
(N/N; 1"=0.94 p<0.05) and genotypic evenness (Go/Ng; 1’=0.91 p<0.01) explaining ~90%
of the variation among clonal and sexual sites. The test of isolation by distance showed a
significant correlation among sites, between genetic and geographical distances in the GC.
The total number of migrants per generations (Nm) for the region was 118, with a total
magnitude of 70 Nm for summer (current flow to north) and 40 in winter period (current
flow to south). The most geographical far away populations (L,CP and L,C) show
significant values in the contribution of Nm to the region (2.5 vs 27, and 2.5 vs 52 Nm
respectively). The populations display a metapopulation arrangement and depending the
location and current flow they will act as source or pseudo-sink. The only true sink
subpopulation was Loreto, proved by its marginal geographical position, very low
population density and minimum migrant contribution; being the most vulnerable to
demographic and environmental stochastic factors. In conclusion, the Pocillopora



verrucosa coral in the Gulf of California conforms a metapopulation, with high genetic
flow by sexual larvae and non-detected environmental barriers. However, stochastic events
as hurricanes, promote the asexual reproduction by fragmentation, resulting in a high
proportion of clones in the impacted localities. The genetic composition detected in these
sites should be evaluated after disturbance events (bleaching events) causing high
mortalities to the local population followed by re-colonization events, to determine the
persistence or changes in the reproduction system and genetic structure.

Key Words — Pocillopora verrucosa, Genetic structure
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GLOSARIO.

Alelo: Forma alternativa de un locus. En microsatélites, es una variante con diferente
numero de repeticiones de la secuencia motivo.

Alelo nulos: Alelos que no son amplificados en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) debido a que presentan mutaciones en la region flanqueante de la
secuencia por lo que no son visibles en el gel de electroforesis. La presencia de
alelos nulos en una poblacion puede originar desviacion del equilibrio de Hardy-
Weinberg hacia un déficit de heterocigotos.

Cadenas de Markov: Modelo que es ajustable para modelar una secuencia de variables
aleatorias, tales como secuencias de pares de bases de nucleétidos en una cadena
de ADN, en la cual la probabilidad que asume el valor de una variable depende
del valor de las variables mas recientes que la preceden.

Clon/Clona: es un grupo de individuos genéticamente idénticos por descendencia.

Coalescencia: Teoria que describe la genealogia de cromosomas o genes. Bajo diversos
escenarios de historias de vida (generaciones discretas, generaciones traslapables,
reproduccion no azarosa, etc.) tomando en cuenta ciertos limites, la distribucion
estadistica de la longitud de la rama en una genealogia sigue una forma simple y
la teoria de coalescencia describe dicha distribucion.

Correccion de Bonferroni: Procedimiento no paramétrico el cual es empleado para reducir
el error tipo I (rechazar una hipotesis nula verdadera) cuando se realizan
multiples pruebas o comparaciones.

Dememorisaciones (en inglés dememorisations): es el nimero de pasos que se deben de
realizar antes de comenzar a comparar las probabilidades de la tabla alternativa a

aquellas probabilidades observadas.

Desequilibrio de ligamiento: Cuando los alelos de diferentes loci se encuentran ligados no
existe una segregacion independiente de los mismos, lo cual trae consigo que a

nivel poblacional se observen genotipos comunes entre individuos. El caso



extremo de desequilibrio de ligamiento ocurre cuando los loci se encuentran en el
mismo cromosoma y muy cercanos por lo que la frecuencia de recombinacion es
muy baja. Sin embargo en poblaciones naturales adaptadas a un medio ambiente
se pueden dar asociaciones entre alelos de diferentes loci en diferentes
cromosomas debido a procesos de seleccion natural.

Diferenciacion genética: Grado de divergencia entre los indicadores de diversidad genética
(diversidad alélica, heterocigosidad, etc.) entre dos poblaciones o especies.

Diversidad genética: Es el grado de variacion genética en una poblacion o especie, medido
en heterocigosidad, diversidad alélica o heredabilidad.

Efecto Wahlund: Reduccion en la heterocigosidad en relacién a lo esperado segin el
equilibrio de Hardy-Weinberg, en una poblacion separada en varias sub
poblaciones parcialmente aisladas.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: Es el equilibrio alcanzando en las frecuencias alélicas en
una poblacion panmictica donde no hay perturbaciones por efecto de la
mutacién, migracioén, seleccion o deriva. Si dos alelos Al y A2 tienen
frecuencias p y q, las frecuencias en equilibrio de Hardy-Weinberg para los
genotipos A1A1, A1A2 y A2A2 seréan p°, 2pq y q, respectivamente.

Estructura genética poblacional: Ocurre cuando dos o mas sitios colectados presentan un
grado de diferenciacion genética tal que se consideran como sub poblaciones
diferentes.

Hermafrodita simultdneo - o sincronico: Es un organismo adulto que presenta gonadas
maduras tanto masculina como femenina.

Hermatipico — ¢ corales duros: Son corales formadores de arrecife, debido a la capacidad
de depositar aragonita en su estructura.

Heterocigoto: Individuo con dos alelos diferentes en un locus.

Heterocigotos, déficit o exceso de: Cuando la heterocigosidad observada (Ho) y la esperada
(He) bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg no coinciden, presentdndose un
déficit cuando la Ho es menor a la He, y un exceso en el caso contrario.

Heterocigosidad: Numero de individuos heterocigotos para un locus dividido entre el

nuamero total de individuos de la muestra.



Heterocigosidad esperada. Proporcion de organismos heterocigotos calculada a partir del
equilibrio de Hardy-Weinberg. Su calculo implica la obtencion de las frecuencias
genotipicas a partir de las frecuencias alélicas (A=p, B=q) siguiendo un binomio
al cuadrado (p + q)°, en donde p y q son las frecuencias alélicas; y p, 2pq y q°
corresponderan a las frecuencias de homocigotos AA, heterocigotos AB y
homocigotos AA.

Heterocigosidad observada. Proporcion de organismos heterocigotos calculada a partir de
los genotipos observados en una muestra poblacional.

Homocigoto: Individuo con dos copias del mismo alelo en un locus.

Indice de fijacién Fsr: Proporcion de la endogamia total en una poblacién como
consecuencia de la diferenciacion entre sub poblaciones.

Inferencia Bayesiana: Método estadistico en el cual no hay una distincion 16gica entre los
parametros del modelo y los datos, sino que ambos son variables aleatorias con
una distribucion de probabilidad conjunta, la cual es especificada por un modelo
probabilistico. La estadistica bayesiana involucra manipular estas distribuciones
para hacer inferencias sobre los parametros o el modelo de probabilidad dado por
los datos. El principal objetivo de la inferencia bayesiana es calcular la
distribucion posteriori de los parametros, la cual es la distribucion condicional de
los parametros dados por los datos.

Locus (plural: Loci): Segmento de ADN en un cromosoma. Este segmento puede

codificar para una proteina, tener una funcion regulatoria o ser una region de ADN
definida por un método molecular, P. ej: microsatélite.

Miéxima verosimilitud: Método estadistico empleado para ajustar un modelo estadistico a
los datos en donde se busca maximizar su probabilidad en base a ciertos
parametros, es decir, maximizar la verosimilitud en funcion de los parametros
para un set de datos fijos.

Microsatélite: Secuencias cortas (de 1 a 6 pares de bases) repetidas en tandem en un
numero de veces variables y que se encuentran en forma abundante y dispersa

dentro del genoma. Estos marcadores por lo general presentan polimorfismos y



heterocigosidades elevadas en una poblacion, por lo que son muy informativos
para determinar la variabilidad y estructura genética poblacional.

Numero de alelos efectivos (ne): Numero de alelos que en igual frecuencia resultarian en la
misma homocigosidad que el nimero de alelos observados. Se obtiene del
calculo: ne=1/Zpi 2, donde pi es la frecuencia del i-esimo alelo.

Periodo de Calentamiento — se emplea en los programas de andlisis genéticos para descartar
los primeros valores y arboles obtenidos por ser erroneos dando oportunidad a
que los valores resultantes sean los mas reales.

Poblacion: Grupo de organismos de la misma especie que habitan en un area geografica
restringida y que tienen la capacidad de reproducirse con cualquier otro miembro
de dicho grupo.

Poblacion panmictica: Es aquella en donde todos los individuos de la poblacion tienen la
misma probabilidad de reproducirse.

Polimorfismo: Presencia de diferentes variantes alélicas para un mismo locus en una
muestra poblacional. Se dice que un locus es polimorfico cuando presenta al
menos dos alelos, y especificamente para microsatélites un locus de moderado a
elevado polimorfismo puede presentar de 10 a 20 alelos.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Método utilizado para obtener copias de
segmentos especificos de ADN (amplificar). EI ADN es desnaturalizado por
temperaturas elevadas, se afiaden las regiones flanqueantes (primers u oligos) y
la secuencia es copiada por medio de una enzima polimerasa termoestable (Taq).
Este proceso se lleva a cabo en una serie de 30 a 40 ciclos en un termociclador.

30 ciclos produciran un factor de amplificacion de 100 millones de copias.
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1. Introduccion

1.1 Biologia de Pocillopora verrucosa

El coral hermatipico Pocillopora verrucosa Ellis y Solander, 1786 pertenece a la
familia Pocilloporidae Gray, 1842. Su morfologia se caracteriza por colonias ramificadas y
con protuberancias a manera de verrugas, formadas por ramas verticales claramente
distintas de las verrugas, las cuales son de tamafio irregular (Veron y Pichon, 1976).

Su distribucion mundial abarca desde el Mar Rojo y Africa Oriental hasta el este de
Hawaii; alrededor de Australia, incluyendo la Gran Barrera de Coral y el Mar de Coral al
este y al sur de Bahia Tiburdn en la costa oeste (Veron, 1986). En el Pacifico Oriental, se
distribuyen desde México, incluyendo el Golfo de California del lado peninsular y las
costas continentales de Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero y Oaxaca, abarcando
al sur las costas de Sudamérica en Costa Rica, Panamé, Colombia, Ecuador y las islas de
Clipperton y Revillagigedo (Reyes et al., 2005). Su distribucion vertical para el Pacifico
Oriental abarca las zonas someras (0-6m) [Reyes-Bonilla, 2000]. En general estos son
fragiles y tienden a desarrollarse en bahias o a lo largo de las costas protegidos de las
mareas (Glynn et al., 1997).

El coral P. verrucosa es un hermafrodita simultineo y presenta modos mixtos de
reproduccion (Highsmith, 1982; Glynn et al., 1997; Richmond, 1997). Para el modo sexual
presenta distintas estrategias dependiendo de su distribucion geografica, siendo un
anidador, o con fecundacion interna, y liberando las larvas planulas al medio marino en el
Atolon de Enewetak, en las Islas Marshall (Stimson ,1978); y emisor de gametos al medio

en el Mar Rojo (Fadlallah, 1985), Sudafrica (Ridway et a/, 2001; Ridgway et al., 2008) y



en el Pacifico Oriental (Glynn et al., 1991; Chavez-Romo y Reyes-Bonilla 2007). En el
Golfo de California (GC) estos eventos de desoves ocurren entre verano y otofio, donde
ocurre su pico de actividad reproductiva (Chavez-Romo y Reyes-Bonilla 2007), pudiendo
reproducirse mas de una vez al afio, como ocurre en otros sitios del Pacifico Oriental como
Costa Rica, Panama e Islas Galapagos (Glynn et al., 1991).

La reproduccion asexual es por fragmentacion (Highsmith 1982; Reyes-Bonilla,
2003), y se ha observado que los fragmentos de pocilopoéridos colonizan con facilidad
sustratos blandos (arenas y gravas) a partir del desprendimiento de sus ramas por factores

fisicos como huracanes (Reyes-Bonilla, 2003).

1.2 Los arrecifes del Golfo de California

Se pueden reconocer dentro del Golfo de California dos géneros principales
formadores de arrecifes los Pocillopora (5 especies) y los Porites (1 especie) [Cortes, 1997;
Glynn, 1997]. Estos arrecifes se caracterizan por: 1) su pequefio tamafio; 2) distribucion
discontinua, y 3) baja diversidad de especies (Glynn y Wellington 1983) en comparacion
con los arrecifes del Caribe y el Indo-Pacifico; y debido a su limitado desarrollo estructural
como arrecife, no son considerados como arrecifes coralinos verdaderos (Squires, 1959;
Brusca y Thomson, 1975).

Los arrecifes coralinos de la Peninsula de Baja California son denominados de
franja (Glynn, 1997) o simplemente parches coralinos, productos de acumulaciones de
colonias coralinas de distintos tamafios, comprendiendo extensiones grandes del género
Pocillopora (Perez-Vivar et al., 2006). El tnico ejemplo de arrecife coralino estructural

presente en el Golfo de California es Cabo Pulmo, abarcando un area de 450 ha (Perez-



Vivar et al., 2006), que ademas de ser el arrecife mas septentrional del Pacifico Oriental, en
¢l habitan 226 especies de peces y aproximadamente 200 de invertebrados (Villareal-
Cavazos, 1988; Arizpe et al., 1988) lo que lo hace importante para la region.

Los estresores mas importantes que enfrentan los parches coralinos en el Pacifico
Oriental, incluido el Golfo de California se clasifican en dos, naturales y antropogénicos;
dentro de los primeros se encuentran las tormentas y huracanes (Gonzéalez-Peldez et al.,
2001), y el blanqueamiento de sus colonias por fenomenos como el Nifio y la Nifia (Reyes-
Bonilla et al., 2002). De los inducidos por el hombre se encuentra la sedimentacion o
eutrofizacion del medio (Glynn 1997), destruccion debido a la técnica de pesca, la
extraccion de corales, el turismo y, destruccion por anclas, redes de pesca y encallamientos

de barcos (Glynn, 1997; Balart, 2001).

1.3 Dispersion larvaria y conectividad

La mayoria de los peces e invertebrados, incluyendo los corales, pasan desde dias
hasta semanas en sus estadios larvarios pelagicos (Hellberg et al., 2002). Durante ese
tiempo estos se dispersan y pasan por una metamorfosis para transformarse en adultos. Este
es el proceso que determinara principalmente la escala espacial de la estructura poblacional
y es tema central en la dinamica poblacional de especies con estadio pelagicos (Purcell et
al., 2006; Cohen y Sponaugle, 2009). La dispersion o conectividad entre poblaciones se
refiere al intercambio de individuos entre subpoblaciones geograficamente separadas que
forman una metapoblacion; puesto en el contexto de los corales, la conectividad involucra

la fase de dispersion, el proceso de asentamiento (Cohen y Sponaugle, 2009), hasta que el



individuo forma parte de la poblacion adulta y participa en la reproduccion (Baums et al.,
2006).

Las dispersiones en corales a largas distancias han sido asociadas con la produccion
de larvas generadas a partir de la reproduccion sexual de organismos no emparentados, lo
cual mantiene una homogeneidad genética entre las poblaciones locales (Ayre ef al., 1997).
En contraste, las dispersiones cortas o restringidas estan generalmente asociadas con la
endogamia, pérdida de diversidad genética y en un aumento en las tasas de divergencia
entre las subpoblaciones (Knowlton y Jackson, 1993). Especificamente en corales, el tipo
de dispersion esta asociado a la propia biologia de la larva, en donde el tamafio de los
gametos o larvas pudiera ser un buen estimador del periodo de precompetencia (estadio
planctonico). Las larvas recién paridas de corales anidadores son sustancialmente mas
grandes que los gametos, y tienen normalmente periodos de precompetencia menores, de 1
a 2 dias (Atoda, 1947) en comparaciéon con las larvas que fueron producto de una
fertilizacion externa (5-7 dias) [Baird, 1998]. La duraciéon de la fase planctonica también
difiere entre especies y es dependiente de los reservorios nutricios disponibles en la larva,
presencia de zooxantelas (Glynn et al., 1991), o la capacidad de alimentarse o absorber
nutrientes (Richmond, 1987). En pocilopdridos del Golfo de California, Chadvez-Romo y
Reyes-Bonilla (2007) demostraron que los ovocitos presentaban un tamaflo mayor en
comparacion a las especies de América Central y Galdpagos (Glynn ef al., 1991) debido al
reservorio de material nutritivo, y ademas encontraron zooxantelas en los ovocitos, todo lo
anterior confiriéndole a las larvas una mayor capacidad de duracion en la columna de agua

(Richmond, 1987). Lo anterior, permitiria mantener niveles apreciables de conectividad



entre las poblaciones del Golfo de California y quizas el resto del Pacifico Mexicano
(Chavez-Romo y Reyes-Bonilla, 2007).

Los rangos de dispersion de larvas planulas coralinas han sido inferidos por medio
de métodos directos e indirectos. Dentro de los primeros encontramos estudios
biogeograficos (Veron, 1995), modelos hidrodindmicos (Wolanski, 1994), rastreo aéreo y
muestreo plancténico de los desoves (Willis y Oliver, 1990), asi como estudios en
laboratorios abordando la fisiologia y competencia larvaria (Richmond, 1987; Mundy y
Babcock, 1998). Pero esta informacion en general ha sido limitada principalmente por el
problema de la dilucion y localizacion de las larvas en el océano. Dentro de los métodos
indirectos sobresalen los estudios genéticos, que evaltian la diferenciacion poblacional y las
medidas de flujo génico, generando una herramienta poderosa para investigar la dispersion.
Estos andlisis se basan en que los migrantes exitosos deberdan dejar un rastro genético de
sus movimientos, generando un modo para estimar la conectividad poblacional. Sin
embargo, debido a que los genes son recombinados y transferidos a través de multiples
generaciones, el genotipo tal cual de la larva obtenida no puede indicar directamente el
origen de la larva de la misma forma que una etiqueta fisica/quimica (Hedgecock, 1994) a
menos que la especie tuviera larvas asexuales como con el género Pocillopora (Stoddart,
1983). Pero en general, la interpretacion de la distribucion geografica de los marcadores
genéticos se fundamenta en el desarrollo y aplicacion de modelos genéticos poblacionales

(Waples, 1998).



1.4 Estructura y flujo genético entre las poblaciones

La grandes poblaciones estan agrupadas en menores subpoblaciones dentro de las
cuales ocurre la reproduccion. A esta agrupacion se le denomina estructura poblacional o
subdivision poblacional, y es cuando existe una diferenciacion genética entre las
subpoblaciones, lo que significa que las frecuencias alélicas entre estas se vuelven
diferentes (Hartl y Clark, 2007).

En la poblaciones marinas esto refleja la interaccion historica y contemporanea
entre un conjunto de complejos procesos ecologicos, demograficos, etologicos, genéticos,
oceanograficos, climaticos y tectonicos (Hedgecock, 1986). El efecto combinado de estos
mecanismos, actuando a través de un rango de escalas espaciales y temporales, determinan
las tasas y patrones de dispersion de gametos, cigotos, larvas y adultos. Son estos
movimientos, junto con la sobrevivencia y reproduccion exitosa de los migrantes, los que
controlan la escala y tasa en donde procesos aleatorios (p.e. deriva genética) o
deterministicos (p.e. seleccion natural) construyen o borran la estructura dentro y entre
grupos de individuos (Grosberg y Cunninham, 2001).

El flujo genético (Nm) entre poblaciones puede ser estimado empleando métodos
directos e indirectos. Los indirectos estiman Nm a partir de diferencias genéticas entre
poblaciones asumiendo que esas poblaciones han alcanzado un equilibrio (Slatkin, 1993).
Los directos se centran en la asignacion de individuos a sus poblaciones de origen (Manel
et al., 2005) o a sus progenitores (Jones et al., 2005) y, de esta manera son conceptualmente
similares a la evidencia obtenida de marcas fisicas o quimicas (Thorrold ez al., 2007). La

diferenciacion entre subpoblaciones ha sido medida tradicionalmente con los indices de



fijacion de Wright (Fs7), la cual es una varianza estandarizada en las frecuencias alélicas
entre poblaciones. Para los loci con dos alelos, el Fsr va desde 0, cuando las poblaciones
tienen frecuencias alélicas idénticas en todos los loci, hasta 1, cuando las poblaciones no
comparten alelos. En el modelo de Isla en equilibrio, el nimero absoluto de migrantes
intercambiados cada generacion puede ser estimado como Nm=(1-Fsr)/(4Fsr), donde N es
el tamafno efectivo poblacional de la poblacion y m es proporcional a los migrantes
entrando a esa poblacion cada generacion. Varios estudios en corales (Ridgway et al, 2001;
Ayre y Hughes, 2004; Miller y Ayre, 2004) han empleado esta ecuacion, pero ha sido
demostrado (Whitlock y McCauley, 1999) que se desvia del valor real varios 6rdenes de
magnitud debido a que no se cumplen la gran mayoria con los supuestos del modelo de isla
(Hedgecock et al., 2007), los cuales son panmixia, tamafios poblacionales constantes y
tasas de migracion simétricas. Nuevos métodos basados en modelos de coalescencia
superan algunas de estos problemas (Beerli y Felsenstein, 2001), pero tienen sus propias
desventajas, ya que son sensibles a poblaciones no muestreadas (Slatkin, 2005).

Los estimados directos de la conectividad mediante el asignamiento toman ventaja
de los marcadores moleculares variables (ver seccion 1.5) para calcular la probabilidad que
un individuo se haya originado de una poblacion fuente particular, como los basados en
genotipos multilocus (Paetkau et al., 1995); estos asumen que las poblaciones son
muestreadas aleatoriamente y estdn en equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Mas
recientemente, se han desarrollado aproximaciones bayesianas y de maxima-verosimilitud,

que incluyen menos supuestos y proveen de mayor exactitud en las estimaciones (Manel et



al., 2005) asi como también infieren tasas de migracion entre las poblaciones (Wilson y

Rannala, 2003).

1.5 Marcadores Moleculares para el estudio de Corales

Para que un marcador genético sea util para inferir si las poblaciones estan abiertas
o cerradas, el marcador debera de presentar polimorfismo intra-especifico y se debera de
conocer su tipo de herencia. Ya existen fuertes bases tedricas que facilitan la interpretacion
de marcadores nucleares codominantes, heredados por ambos padres, y de marcadores
mitocondriales (ADNy,), heredados de manera matrilineal. En los estudios genéticos con
corales, hay tres marcadores muy ampliamente usados: Alozimas, ADN;, y microsatélites.
El andlisis de las alozimas, que se refiere al polimorfismo de proteinas especificas, revelan
una limitada proporcion del total de la variacion total codificada en el ADN, ya que solo
detectan los polimorfismos en los aminoacidos con carga eléctrica que modifican su avance
por electroforesis, por lo que con esta técnica se detecta un bajo polimorfismo. Por otro
lado, las alozimas, estan sujetas a presion selectiva y su manejo es muy delicado, ya que las
muestras deben estar congeladas o extraidas inmediatamente en tejidos frescos para su
analisis (Hellberg et al., 2002).

El ADN,, es heredado en la gran mayoria de los casos por la madre, y este
generalmente no se recombina como el nuclear, por lo que es muy util para rastrear linajes
maternos. Se han utilizado en estudios de genética de poblaciones, pero son mas valiosos
para analizar filogenias, ya que permiten comprender mejor la historia evolutiva (Avise,
2000). Especificamente en corales, el ADN,, es invariable, siendo obsoleto para estudios

poblacionales (Shearer et al., 2002).



Dentro de los marcadores nucleares sobresale el uso de los microsatélites. Los
microsatélites son repeticiones en tandem de 2-10 pares de bases nucleotidicas. Estos son
altamente variables en base al nimero de repeticiones, por lo que el polimorfismo puede ser
analizado en base a los diferentes tamafios alélicos. Sus principales ventajas son su elevado
polimorfismo y segregacion independiente inter-loci, la cual debe de ser demostrada

(Hellberg et al., 2002).

2. Antecedentes

Pocillopora verrucosa en el Golfo de California es un coral hermafrodita
simultaneo que presenta modos mixtos de reproduccion, que son el sexual, con emision de
gametos (Glynn ef al., 1991; Chavez-Romo y Reyes-Bonilla, 2007) y asexual por
fragmentacion (Reyes-Bonilla et al., 2003). Existe un estudio realizado por Lirman (2000)
que aborda los factores que promueven la fragmentacion en el coral ramoso Acropora
palmata, el cual presenta una morfologia parecida a P. verrucosa y por tanto patrones
semejantes de fragmentacion. Las ventajas de la reproduccion por fragmentacion vs la
reproduccion por larvas, son: 1) Una mayor supervivencia y reclutamiento (Jackson, 1977);
2) colonizacion de areas no adecuadas como arenas o gravas (Highsmith, 1982); y 3) no
restriccion a una temporada en el ano. La mayor supervivencia de los fragmentos fue
cuando estos crecian sobre el coral vivo y la mayor mortalidad en fondos arenosos (71%), y
no hubo relacion entre tamafio y supervivencia. Del mismo modo, los fragmentos muertos
de disturbios previos serviran de sustrato para posteriores fragmentos, creando espacio

primario y expansion del arrecife.
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2.1 Reproduccién asexual

No hay informacion en P. verrucosa que aborde el tema de su reproduccion
asexual. Sin embargo si existen estudios genéticos en otras especies dentro de la familia
Pocilloporidae como Seriatopora hystrix y P.damicornis, con la consideracion que a
diferencia de P. verrucosa ambas especies son anidadoras, y ademas que P. damicornis,
cambia de estrategia reproductiva a emisora en el Pacifico Oriental (Glynn et al., 1991;
Chavez-Romo y Reyes Bonilla, 2007).

En corales, la mayoria de los trabajos que abordan la clonalidad estan interesados en
conocer qué tanto aporta cada tipo de reproduccion (sexual vs asexual) al mantenimiento de
las poblaciones y cudles son los factores que la provocan (Hunter, 1993; Coffroth y Lasker
1998; Lirman, 2000; Baums et al., 2006; Foster et al., 2007). Actualmente, no se ha
encontrado un patron definido por la gran variedad de habitats, estrategias reproductivas y
metodologias, tanto de campo como de analisis de los datos, que existen en los estudios.
La mayoria de estos estudios utilizan a las alozimas como marcadores moleculares; las
cuales no permiten una comparacion directa con los valores absolutos de diferenciacion
poblacional (Fsr) estimados a partir de microsatélites, debido al sesgo causado por el
diferente polimorfismo de cada marcador, siendo la tasa de mutacién, y por ende el
polimorfismo, mucho mayor en microsatélites (Ridway et al., 2001; Baums et al., 2005).

En estos estudios, generalmente citan y ponen a prueba la hipotesis de “La fresa y el
coral” (en inglés Strawberry-Coral model) propuesta por Williams (1975), en donde ambas
especies usan la reproduccion sexual para generar migrantes genotipicamente diversos o la

emplean como estrategia en ambientes variantes, seleccionandose los genotipos mas
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adecuados. En cambio, la dispersion limitada de los propagulos asexuales serd usada para
mantener a las poblaciones compuestas de clonas localmente adaptadas dentro de habitats
parentales relativamente estables. Hunter (1993), en P. compressa, encontr6 la mayor
diversidad genotipica en sitios con mayor disturbio (oleaje), la mayor clonalidad en sitios
protegidos, y en sitios intermedios encontrd niveles intermedios de diversidad genotipica.
Por otro lado, Coffroth y Lasker (1998) demostraron que el pico de reproduccion clonal por
fragmentacion es a niveles de perturbacion intermedia (grandes disturbios seguidos de
episodios de calma, como los huracanes), y en sitios con perturbaciones mayores, la
diversidad genotipica fue menor. Esta misma hipotesis de la “perturbacion intermedia”
también fue demostrada por Adjeroud y Tsuchiya (1999) debido a la alta incidencia de
tifones seguida de periodos de calma en Japon, apoyando también la hipdtesis de que la
reproduccion asexual tendrd mayor contribucion en el limite de la distribucion geografica
de la especie.

Existen trabajos con alozimas, donde encontraron que las poblaciones son
mantenidas principalmente por la reproduccion asexual; esto involucra niveles bajos de
diversidad genotipica (G,/G.) y desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), con
excesos y déficits de heterocigotos, causadas por el rompimiento y fragmentacion de las
colonias por distintos eventos ambientales como oleajes o ciclones (Ayre y Willis, 1988;
Hunter, 1993; Coffroth y Lasker, 1998; Adjeroud y Tsuchiya, 1999; Ayre y Hughes, 2000)
o por factores biologicos como la produccion de larvas planulas ameiodticas (Stoddart,
1984). Sin embargo, en estos estudios siempre hubo la presencia del reclutamiento sexual,

aunque a veces minimo, en forma de migrantes de otras localidades, como ocurrié en
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Pocillopora damicornis en la parte S-O de Australia (Stoddart, 1984); Pavona cactus en la
Gran Barrera de Coral (GBC), Australia (Ayre y Willis, 1988); Porites compressa., en
Hawaii (Hunter, 1993); en el gorgonido Plexaura kuna, en el Caribe (Coffroth y Lasker,
1998); y P. damicornis en Japon (Adjeroud y Tsuchiya, 1999). También se han observado
situaciones de clonalidad extrema en algunas poblaciones como el caso presentado por
Ayre y Willis (1988) donde encontraron solo dos genotipos en 60 individuos en el coral
Pavona clavus en la GBC, siendo una diversidad genotipica cercana a cero (G,/G.=0.02).
La especie hermana de P. verrucosa, P. damicornis, ha sido el centro de atencion
de muchos de los estudios clonales, la mayoria en distintos lugares de Australia y con
resultados contradictorios a lo esperado. Ayre y Miller (2004) demostraron que las
poblaciones “aisladas” de Isla Howard (Australia) no tuvieron inclinaciones a la
asexualidad (diversidad genotipica 6 G,/G.= 0.70) ni siquiera en sitios ecoldégicamente
estables. Miller y Ayre (2004) descubrieron que P. damicornis realiza un enorme gasto
energético produciendo larvas asexuales-ameioticas, pero sin detectar su aportaciéon o
huella en las poblaciones naturales. Lo anterior debido a que encontraron diversidades
genéticas del 75 al 100% que se esperarian en poblaciones principalmente sexuales.
Sherman et al. (2006) observaron patrones similares, en donde todas las larvas analizadas
fueron asexuales, pero el mantenimiento de las poblaciones fue principalmente sexual, con
14/17 sitios genotipicamente diversos (G,/G.=0.66 a 1). Solamente en tres sitos se
presentaron bajas diversidades genotipicas (G,/G.~0.35 a 0.53), dos de los cuales tuvieron
historial de blanqueamiento con mortalidades severas, y la recolonizacion de los sitios fue a

partir de larvas asexuales de los adultos sobrevivientes.
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Whitaker (2006) estudi6 los patrones de variacion genética entre poblaciones de P.
damicornis y la importancia relativa de los reclutas derivados de reproduccion sexual y
asexual en Australia Occidental. Este estudio es de los primeros que sugieren la
eliminacion de los genotipos repetidos o clones de los andlisis genéticos debido al sesgo de
sobrestimacion que causa al medir la diferenciacion poblacional o Fsr. Analizando
alozimas demostraron niveles considerables y variables de reproduccion asexual (G,/G.=
0.072 a 0.77), causadas por larvas asexuales ameioticas, y concluyen que la subdivision
genética significativa entre poblaciones (Fs7=0.360 “con todas las clonas” y Fs=0.175
“individuos de origen sexual”) reflejo que las poblaciones tienen un reclutamiento local y
los reclutas asexuales tienen efectos considerables en la abundancia local y estructura
poblacional.

En otros estudios con microsatélites, Baums et al. (2006) evaluaron la variacion de
la estructura clonal empleando a la especie ramificada Acropora palmata en todo el
Caribe, y demostraron que las poblaciones variaron desde un genotipo monoclonal (G,/G.=
0.05) hasta el 100% de diversidad esperada (G,/G.= 1). Alli la provincia occidental se
caracterizd por colonias empobrecidas genotipicamente y con bajas densidades, y el caso
contrario en la provincia oriental. EI reclutamiento asexual no tuvo correlaciéon con
huracanes o tamafio de colonias (fuentes potenciales de fragmentos) pero estuvo
negativamente correlacionada al tamafio de la plataforma continental. Por otro lado, Foster
et al. (2007) estudiaron al coral masivo caribeio Montastraea annularis y demostraron que

son capaces de tener dispersion asexual por medio de la generacion y dispersion de sus
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fragmentos causado por las tormentas o huracanes, pero siendo la estrategia sexual la

dominante.

2.2 Reproduccion sexual

Existen dos trabajos en Sudéfrica que utilizaron a P. verrucosa para conocer su
estructura poblacional. Ridgway et al. (2001) estudiaron dos complejos arrecifales
compuestos de un total de seis localidades, abarcando un rango geografico de 150 km.
Analizando seis loci alozimaticos, no detectaron diferencias significativas entre las
poblaciones, en donde cada sitio fue genotipicamente diverso (promedio G,/G.~0.64) con
una baja replicacion clonal y un elevado flujo genético entre poblaciones (Nm=44). Ridway
et al. (2008) expandieron su estudio anterior introduciendo a poblaciones mas nortefias,
situadas en Mozambique, abarcando una distancia total de 850 km. Para este estudio
emplearon cuatro loci microsatélites, y demostraron que todas las poblaciones tuvieron
reproduccion sexual (promedio N/N=0.88); difirieron del EHW por déficit de
heterocigotos; y encontraron una clina latitudinal en la diversidad genética. Por otro lado
encontraron diferencias significativas (Fs;7=0.054; P<0.05) entre las poblaciones del sur de
Africa y Mozambique, sugiriendo una conectividad débil entre localidades. Debido al
patron de corrientes direccion Norte-Sur, las poblaciones de Mozambique contribuyeron
con reclutas genéticamente diversos a las poblaciones surefias ajustandose al modelo de
“paso a paso” multi-generacional (en inglés stepping-stone).

Existen otros dos estudios que emplearon los mismos microsatélites de Ridway et
al. (2008). El primero fue en la especie P. meandrina (Magalon et al., 2005) realizado con

cuatro loci microsatélites en cuatro poblaciones del Archipi¢lago de la Sociedad (Pacifico
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Sur), abarcando una distancia de 200 km y a su vez fueron comparados con la Isla de
Tonga, a 2,000 m de distancia. Se reportaron déficits de heterocigotos para todas las
poblaciones, y encontraron diferencias poblacionales muy significativas entre Tonga y el
archipi¢lago de la Sociedad (Fsr= 0.104; P=0.001). Lo interesante es que dentro del
archipiélago hubo un sitio (Moorea 1) diferente a todos (Fs7= 0.024; P=0.001), y la prueba
de Fsr pareada entre poblaciones demostro que las diferencias fueron mayores a nivel local
(dentro del Archipiélago de la Sociedad) que a distancias de 2,000 km (Tonga). Lo anterior
se adjudicd a un evento de blanqueamiento seguido de una recolonizacién que pudo haber
tenido un efecto de cuello de botella, lo que explicaria el promedio de heterocigosidad alto
en Tonga y Moorea 1 (sitios no afectados), y bajo en los demas sitios del Archipiélago
(sitios afectados). Sin embargo, la poca diferenciacion genética entre islas del Archipiélago
evidencia la existencia de un gran flujo genético en esta escala espacial, y que la
reproduccion dominante es la sexual.

En el segundo estudio se emplearon seis loci microsatélite (Souter et al., 2009),
empleando la otra especie P. damicornis. Se colectaron 29 sitios en los paises africanos
de Kenia y Tanzania. Se evalu6 la conectividad a dos escalas espaciales, a nivel de cuatro
areas designadas o parques, y dentro de cada una con respecto a cuatro sitios arrecifales de
colecta. Las escalas grandes abarcaron entre 120 a 700 km; y a escalas locales o cortas la
longitud de los arrecifes por area fue entre 0.7 a 10 km. Se observé una division genética
global significativa (Fs7=0.023; P<0.001), pero solo el 34% de las comparaciones pareadas
de Fr fueron significativas, indicativo de areas muy conectadas (hasta 697 km) y aisladas

(arrecifes dentro de la misma area <10 km) dentro del mismo rango geografico. No se
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observd aislamiento por distancia en ninguna escala espacial, adjudicandolo a una
estructura genética global desordenada denominada “parcheo genético caodtico”, generada
por factores de seleccion pre- y post-asentamiento, y a diferentes origenes genéticos
larvarios. De manera interesante, logran separar del flujo genético historico, los patrones
contemporaneos de migracion, presentando rangos de 0 a 4 migrantes dentro de cada
poblacion y distancias de dispersion entre 5 y 500 km.

Baums et al. (2005) emplearon cinco microsatélites en la especie ramificada
Acropora palmata para analizar 11 sitios y 44 arrecifes del Caribe y las Bahamas, y al igual
que Whitaker (2006), solo tomaron en cuenta los genotipos multilocus tnicos para los
analisis genéticos (de n=1300 a n=709). Se demostr6 por medio de enfoques que involucran
el genotipo multilocus de los organismos, que se puede detectar tanto la migracion y el
aislamiento poblacional a escalas temporales mas contemporaneas. Usando un anélisis
Bayesiano, demostraron que los poblaciones del oeste y este del Caribe han tenido poco o
ningln reciente intercambio de migrantes (Fs/= 0.040; P<0.001), identificando a Puerto
Rico como un area de mezcla entre las dos subregiones. Como consecuencia de este
aislamiento, las poblaciones deberan tener el potencial de adaptarse localmente y por tanto
requeriran de estrategias de manejo especificas.

Underwood et al. (2006) estudiaron la conectividad del pociléporo Seriatopora
hystrix en las Islas Scott después del evento de blanqueo en 1998, abarcando escalas de 2 a
60 km. Los ocho loci microsatélite demostraron una estructura significativa en todos los
sitios (Fs7=0.095; P<0.001), debido al reclutamiento local de las larvas paridas. Del mismo

modo que Baums et al. (2005), emplearon analisis Bayesianos para determinar la
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conectividad entre arrecifes, relacionando la densidad coralina con el nimero de migrantes,
demostrando que €l sitio que no fue afectado por el blanqueamiento, sirvi6 de sitio fuente al
resto de las subpoblaciones, y el sitio que mas inmigrantes recibio fue el unico que pudo
recuperar su densidad coralina original.

Por otra parte Maier et al. (2009) estudiaron a Seriatopora hystrix en Dahab, dentro
del Mar Rojo. Se muestrearon dos sitios, y se analizaron cinco loci microsatélite,
observandose EHW, panmixia y reproduccion principalmente sexual y diferencias
significativas sutiles entre sitios (Fs7= 0.035; P<0.0001). Los analisis Bayesianos de
inmigracion demostraron que hay un alto reclutamiento de fuentes desconocidas hacia

ambas poblaciones.

2.3 Trabajos de estructura poblacional en el Golfo de California

Actualmente existen tres trabajos que abordan la estructura poblacional, por medio
de alozimas, de tres distintas especies de coral a lo largo del Pacifico Mexicano (PM)
incluyendo el Golfo de California (GC); Dos emplean a los corales masivos Porites
panamensis (Paz-Garcia et al., 2008) y Pavona gigantea (Saavedra-Sotelo, 2007). En
ambos casos hubo estructura significativa entre la region sur del GC vy el resto de las
poblaciones. El tercer estudio fue realizado por Chavez-Romo et al., (2008) empleando a P.
damicornis, en donde encontraron déficits de heterocigotos causados por reproduccion
clonal, endogamia o efecto Wahlund, y demostraron clinas de diversidad genética a lo largo
del PM, siendo el GC el méas empobrecido. Por otro lado, observaron que las poblaciones
dentro y en la entrada del GC posen diferencias sutiles, y muy significativas con el resto del

PM. Las diferencias fueron adjudicadas a varios factores (reclutamiento local, patrones de
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corrientes), incluyendo el modo de reproduccion dominante en las poblaciones. Se encontrd

ademas que la fragmentacion es muy comun en todo el PM.

3. Justificacion

Actualmente el calentamiento de los océanos y los efectos destructivos
antropogénicos en las costas estan causando que los ecosistemas coralinos se colapsen y
tengan dafios ecologicos irrevocables, asi como pérdidas millonarias a las economias de los
paises. Esto ha orillado el desarrollo, a veces brusco o acelerado, de planes de manejo o
conservacion sin las herramientas o estudios suficientes. Muchas veces la ignorancia de la
biologia de especies o la limitante de la tecnologia en estos estudios, evita que se desarrolle
un plan de manejo coherente para las demandas actuales de conservacién y manejo.

Especificamente en corales, el determinar cuantas poblaciones existen, su tamafo
efectivo, cuales son los sitios fuente, los sitios sumidero, los mas genéticamente diversos, y
sus patrones de dispersion larvaria con simples herramientas basicas (morfometrias,
taxonomia, monitoreo de larvas) no serian suficientes para contestar estas preguntas.
Ademas de ser cuestionamientos elementales, no solo para corales, sino para cualquier
especie marina de importancia ecologica o pesquera importante que se quiera conservar y/o
manejar. Por lo que se necesita de las herramientas genéticas para poder darle esa precision
al estudio, resaltando la importancia de proteger e identificar los arrecifes fuente y mas
genéticamente diversos, pudiendo inclusive estimar a escalas ecoldgicas contemporaneas
como estan conectadas las poblaciones, tema tan importante en materias de conservacion y

manejo.
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Actualmente se conoce poco sobre como es la estructura poblacional de P.
verrucosa, uno de los principales corales constructores de arrecifes coralinos en Cabo
Pulmo (tinico arrecife coralino verdadero en ¢l GC) y de los parches arrecifales en el resto
del Golfo de California. Se han inferido patrones a través de su biologia o empleando
marcadores moleculares de baja resolucion en uno o dos sitios dentro de la peninsula, pero
en ningun estudio se ha examinado que ocurre a todo lo largo de su rango de distribucion
(Los Cabos — Loreto). Lo anterior es de particular importancia debido a que Baja California
Sur esta siendo invadida por constructoras costeras, un turismo creciente y desmedido,
pesca furtiva que atenta la integridad del arrecife y un crecimiento poblacional producto de

la migracion de gente tanto nacional como internacional.
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4. Hipotesis

1. Debido a sus caracteristicas bioldgicas y capacidad de dispersion larvaria, las
poblaciones de Pocillopora verrucosa formaran una sola poblacion con elevado flujo
genético entre localidades mas cercanas. Apoyando lo anterior se espera que el modo de
reproduccion dominante sea el sexual y que los genotipos de cada individuo entre
localidades no se repitan en el Golfo de California.

2. Debido a la alta incidencia de huracanes, tormentas y recientes disturbios
antropogénicos como encallamientos de barcos reportadas dentro del Golfo de
California, se espera que la reproduccion asexual sea dominante en los sitios donde
hubiera mayor incidencia de estos factores, por efectos directos en la fragmentacion de
las ramas coralinas.

3. La diversidad genética y genotipica disminuird en un gradiente lineal hacia latitudes mas
altas, debido a que las poblaciones de corales hermatipicos no se encuentran en las
mejores condiciones ambientales (temperatura, luz, surgencias) y se empobrecen
genéticamente conforme aumenta la latitud.

4. Se espera que la mayor dispersion larvaria (Nm) sea en direccion Sur—Norte porque es
la condicion oceanografica dominante del verano que es cuando se presentan los picos
de desove reportados para la especie.

5. Se espera que ocurra un efecto de aislamiento por distancia debido a que la deriva
genética y factores estocasticos tendran mayor efecto que la migracion entre las

localidades mas alejadas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar si existe estructura genética en el coral hermatipico Pocillopora

verrucosa en las costas orientales de Baja California Sur.

5.2 Objetivos particulares

1.

Determinar la estructura genética regional del coral P. verrucosa bajo un esquema
sexual (considerando genotipos multilocus Unicos) y otro asexual.

Determinar los sitios genéticamente mas diversos en la peninsula.

Determinar el tipo de reproduccion dominante (sexual/asexual) que mantiene
localmente a cada subpoblacion

Determinar el efecto de los huracanes en la estructura genética intrapoblacional
regional.

Determinar si existe un efecto de aislamiento por distancia entre las poblaciones de
la region.

Estimar el nimero de migrantes y los patrones principales de dispersion larvaria en
la region.

Determinar zonas fuente y sumidero con base en tasas de inmigracion en escalas

ecologicas o contemporaneas.
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6. Material y Métodos

6.1 Area de estudio

Se recolectd un total de 217 ejemplares de Pocillopora verrucosa de cinco sitios de
la Peninsula de Baja California (Fig. 1) de febrero del 2008 a junio del 2009, abarcando
todo el rango de distribucion regional. Las localidades fueron, de norte a sur: 1) Loreto (L),
donde la densidad coralina fue muy baja (cabezas o colonias aisladas), obligando a tomar
ejemplares de varios sitios: Las Palmas, en la Isla Carmen (25°48'19.4" N, 111°12'10.3"
O); La Biznaga en la Isla Danzantes (25°48'55.3" N, 111°15'33.1" O); y un islote situado
mas al sur denominado El Candelero (25°44'40.9" N, 111°13'37.9" O).

En la Bahia de la Paz, se tomaron ejemplares en el sitio 2) El Portugués (P), en la
costa peninsular a unos 50 km al sur de San Juan de La costa (24°40'48.5" N, 110°40'49.8"
0); el sitio 3) Canal de San Lorenzo (C), ubicado entre el lado sur de la Isla Espiritu Santo
y la playa El Tecolote en el area peninsular (24° 23.208” N y 110°18.900°0); este sitio fue
impactado por el buque-tanque “Lazaro Cérdenas II” en septiembre del 2001, dejando un
area total impactada de aproximadamente 8km?; y posteriormente en el mismo mes fue
impactado indirectamente por el huracan Juliette (categoria 2). La colecta se realizd en un
area restaurada (4rea primaria de dafios, 847m?) en noviembre, en donde se “resembraron”
fragmentos de coral de los alrededores para su restauracion (Balart, 2001); y el sitio 4) Isla
Espiritu  Santo (IS), especificamente en Bahia San Gabriel (24°25'36.77"N vy

110°22'10.37"0).
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El sitio 5) fue el mas surefio, siendo el Parque Nacional Cabo Pulmo
(23°24"28.53"N y 109°25'32.24"0), caracterizado por ser el Unico arrecife de coral

verdadero del GC.
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Figura 1- Sitios de muestreo de P. verrucosa en la peninsula de Baja California, y tamafio

de la muestra colectada (N).
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6.2. Colecta de las muestras

Se colectaron 2 cm de un “dedo” o punta de cada colonia/individuo de P. verrucosa,
extrayendo alrededor de 50 muestras aleatorias por sitio. Loreto fue el unico sitio, donde
debido a su baja densidad poblacional, se colectaron inicamente 20 muestras.

Se realiz6 la identificacion y extraccion con equipo de buceo auténomo (SCUBA), a
una profundidad media de colecta menor a los 4m. Las colonias fueron identificadas de
acuerdo a Veron y Pichon (1976), Veron (1986) y Cortes y Guzman (1998). Al terminar el
muestreo, los fragmentos fueron preservados en etanol al 70% y trasladados hasta el
laboratorio de Genética Acuicola en el CIBNOR para su posterior procesamiento.

Se midieron las colonias coralinas de Loreto, el Canal y La Isla Espiritu Santo de
acuerdo al método de Solano et al. (1993) considerando el didmetro méximo horizontal y
maximo vertical. Se empleo la prueba de Krustal-Wallis y la prueba U de Mann-Whitney
para el analisis de las tallas por subpoblacion usando el programa STATISTICA v.8.0

(Statsoft, 2007).

6.3. Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue extraido a partir de la maceracion de una o dos verrugas de
cada punta colectada en tubos de 1.5 ml. Se uso un Kit comercial (DNeasy®Tissue-
QIAGEN), siguiendo las especificaciones del fabricante. La calidad del ADN fue verificada
mediante geles de agarosa (SIGMA) al 1% tefiidos con bromuro de etidio (SIGMA) en un
transiluminador de luz ultra violeta BioDoc-ItTM (UVP). En los mismos geles se cuantifico
el ADN, al comparar su intensidad con marcadores de ADN de peso molecular conocido

(lambda-INVITROGEN a diluciones con 100, 150 y 200 ng/ul).
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6.4. Amplificacion por PCR

Los marcadores fueron amplificados por el método de la reaccion en cadena de la
polimerasa (siglas en inglés PCR), utilizando seis loci microsatélite. En donde dos loci
(PV6 y PV7) fueron especificos para Pocillopora verrucosa (Magalon et al., 2004) y los
otros cuatro (Pd-3002, Pd-3005, Pd-2006 y Pd-3008) fueron especificos para la especie
hermana P. damicornis (Starger et al., 2008) (Tabla I). Ninguno amplifica el ADN de la
zooxantela, por lo que no se tuvo que removerlas del tejido.

La PCR se llevo a cabo en un termociclador iCYCLER (Applied Biosystems) en
reacciones con un volumen total de 12.5ul, con las siguientes concentraciones de reactivos:
Buffer 1x, MgCl2 1.5mM, dNTP’s 0.2mM, 0.5uM de cada primer y 0.625 U/ul de Taq

polimerasa.

Tabla I. Oligos usados para la amplificacion por PCR de los microsatélite empleados en el
estudio y sus caracteristicas principales.

Rango de No.
Secuencia de Oligo
Locus tamaiio (53 Acceso Tipo de repeticiones Autor
(pb) GenBank
PV6 195-219 F:CTTTCCCGACCAGTTTAGGG AY397781 GT), Magalon et al.,

R:AGCCGTTCAGCTACCTATGG 2004

F:GGAGATGGATGGAGACTGC Magalon et al.,

PV7 215-233 AY397782  (GT)s(CT),GT(CT);

R:GGTATCTCTGTGCTCAGTTCTTTG 2004
s san  SASSUROMOOMS boes i, SR
s s YOTSOOCHOT  poes aow, S
e i CACCHTONSON pger v S
F:AGTTGAGGTTGTTGAAACATG Starger etal.,

Pd-3008 153-162 EF120464 (CTG),

R: TCCATGCAGAACCCC 2008
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Los ciclos de amplificacion empleados para todos los oligos fueron los propuestos
por Magalon et al. (2004): 1x94°C (10 min), 30x (45s a 94°C, 45 s a 55°C, 30 s a 72°C), y
1x72°C (8 min).

Se presentaron en algunos loci (PV6 y Pd-2006) problemas en su lectura por
artificios en su amplificacion denominados en inglés “stutters”. Estos son errores
ocasionados por plegamientos de la hebra sencilla durante la polimerizacion con la Taq,
produciéndose fragmentos de menor tamafo al alelo real, dificultando la lectura de los
genotipos. Para disminuir lo mas posible este error de amplificacion, en estos loci se
empled el protocolo propuesto por Yoshida et al., (2005): 1x94°C (2 min), 5x(5s a 94°C,

60s a 56°C, 60s a 72°C), 20x(0s a 94°C, 60s a 56°C, 60s a 72°C) 1x72°C (60 min).

6.5. Electroforesis y visualizacion de los productos de PCR

Todos los productos de PCR se corrieron por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 5% y urea 7.5M, a 2500v, 100ma y 90wtts, por 2.5
horas aproximadamente. Los genotipos fueron visualizados mediante revelado con Sybr

gold y con la ayuda de un scanner FMBIO III Multi Viex (HITASHI).
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6.6. Analisis de datos

6.6.1 Diversidad Genotipica

Todos los individuos de las diferentes localidades fueron genotipificados mediante
el programa GIMLET (Valiére, 2002), el cual identifica y agrupa a los individuos con base
en los genotipos multilocus Unicos de cada sitio, detectando a los individuos que comparten
el mismo genotipo (clonas). También se calculd la probabilidad de identidad (Pip) que
estima la probabilidad de colectar dos individuos de la misma poblaciéon con un mismo
genotipo multilocus por azar y no por descendencia (Wait et al., 2001). Se emplearon dos

formulas, con sesgo (Paetkau Strobeck, 1994) y sin sesgo (Kendal y Stuart, 1977):

Con sesgo: Pp = Z;pf + Z; Ziz; 2P:0; (1)

_ n® (208 -2a; )~ (2n% (ag#2a,) J+n(9a, 42)-6
Sin sesgo: P = (2)

(n—1){n—2(n—3)

Donde p; y p,son las frecuencias del i-esimo y j-esimo alelo y a, = el

Se obtuvo la riqueza genotipica, normalizada al tamafio de muestra, calculada

segiin Coffroth y Lasker (1998):

Ng/N 3)
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Donde N; es el nimero de genotipos multilocus unicos por sitio 'y N el nimero de
colonias genotipificadas. La riqueza genotipica sera igual a 1 cuando todas las colonias en
una poblacion sean Unicas y sera 0 cuando todas las colonias sean dominadas por un solo
genotipo. De acuerdo a Ridgway et al. (2008) la riqueza genotipica sirve como un indice
para estimar los efectos de la reproduccion asexual en la diversidad genotipica, dando un

estimado maximo de la contribucién de la reproduccion asexual al reclutamiento local.

Se calcul6 la equidad genotipica segiin Coffroth y Lasker (1998):

Go/Ng “

Donde G, es la diversidad genotipica observada, calculada como:

G, =1/ g} (5)

Donde g; es la frecuencia del —iesimo genotipo en la poblacion (Stoddart y Taylor, 1988).
La equidad genotipica, representa el nimero de individuos por clon; esta tiene un maximo
de 1 cuando todos los genotipos estan distribuidos equitativamente entre las clonas y se
acerca a cero cuando un solo clon domina la poblacion.

Se evalud la diversidad genotipica la cual estima la importancia relativa de la

propagacion asexual en una poblacion segiin Stoddart y Taylor (1988):

G,/G, (6)
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En donde se compara la diversidad genotipica observada (G,) contra la diversidad esperada
(G.) en una estricta poblacion sexual; siendo Ge el nimero de genotipos totales por
localidad.

Con base en las combinaciones de diversidad genotipica (G,/G.) y equidad
genotipica (G,/Ny), las poblaciones fueron categorizadas en cuatro grupos de acuerdo a la
clasificacion realizada por Baums et al., (2006):

1. Sexual (G/G2>0.80 ;G,/Ng~>0.85),
2. Mayoria sexual (G,/G. entre 0.79 - 0.25; G,/N; 0.84 - 0.51)
3. Mayoria asexual (G,/G, entre 0.25 - 0.11 ;G,/N, entre 0.50 - 0.25)

4. Muy asexual  (G,/G.<0.10 ;G/N, <0.24).

6.6.1.1 Factores potenciales que influencian la estructura clonal

Para demostrar si existia una relacion entre el nivel de reproduccion asexual y
presencia de disturbios ambientales se analizé la ocurrencia de huracanes en la zona entre
1940 y 2006. Se crearon zonas estandarizadas de amortiguamiento o buffer definidas
(Baums et al., 2006), de acuerdo a la fuerza de la tormenta: 35km de zona buffer para
tormentas tropicales y huracanes categoria [ y Il (HS1 y HS2); 60 km para categorias 3 (HS
3); 100 km para categorias 4 y 5 (HS 4 y HS 5). Existen datos espacialmente explicitos para
la region oriental del Pacifico, y en particular el Golfo de California, disponibles en la

pagina WEB del Centro Nacional de Huracanes (NHC) de la NOAA (National Oceanic and
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Atmospheric Administration) (http://csc-s-maps-g.csc.noaa.gov/hurricanes/viewer.html).

Los datos empleados se encuentran en el Anexo C.

Se realizaron regresiones lineales tomando como variable independiente el nimero
de huracanes en la zona y como dependiente a los indices de riqueza genotipica (N,/N),
diversidad genotipica (G,/G,) y equidad genotipica (G,/Ng). Los andlisis se realizaron en el

programa STATISTICA v.8.0 (Statsoft, 2007)

6.6.2. Variabilidad genética

Para cada localidad se obtuvieron los niveles de variabilidad genética expresados en
términos de numero de alelos promedio (A), numerd de alelos efectivos (ne),
heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He); usando el programa ARLEQUIN v.3.11
(Excoffier et al, 2005), tanto para la totalidad de los individuos, como empleando
unicamente individuos con genotipos multilocus tnicos (Baums ef al., 2005).

Se revisaron los errores genotipicos (alelos nulos, “bandas fantasma” o stutters,
“allelic drop out” o la falta de amplificacion del alelo mas grande y errores tipograficos)
mediante el programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004).

Para probar el equilibrio de Hardy- Weinberg se siguid el procedimiento de Guo y
Thompson (1992) usando una prueba analoga a la prueba exacta de Fisher. Esta prueba
emplea un algoritmo aleatorio modificado de las cadenas de Markov empleando el
programa ARLEQUIN v.3.11 (Excoffier et al., 2005). De esta forma se usaron 1,000,000
pasos en las Cadenas de Markov y 100,000 ‘“dememorisaciones” (en inglés

dememorisations) locus por locus usando un valor de significancia de 0.05. Donde la
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hipdtesis nula establece que las poblaciones estdn en equilibrio, de Hardy-Weinberg. Por
ultimo se realizé una correccion de Bonferroni para ajustar el valor critico de significancia
(Rice, 1989).

Se determind el desequilibrio de ligamiento entre los pares de loci utilizando el
programa ARLEQUIN v.3.11 (Excoffier et al., 2005). Este se basa en el método de
Cadenas de Markov aplicando una prueba exacta de Fisher, utilizando 100,000 pasos en la
Cadena de Markov, con 100,000 “dememorisaciones”, y con un criterio de significacion
de 0.05. La hipotesis nula de dicha prueba establece que los genotipos de un locus son
independientes de los genotipos de otro locus. Por ultimo se realizd una correccion de

Bonferroni para ajustar el valor critico de significancia (Rice, 1989).

6.6.3. Determinacion de la estructura poblacional
Se emplearon dos analisis para determinar la estructura poblacional: Método
pareado de Fsr, y un analisis bayesiano por medio del programa STRUCTURE (Pritchard
et al., 2000). Para este tipo de andlisis se uso la base de datos con genotipos multilocus
unicos o sin clonas, denominados “individuos de posible origen sexual”, para asi eliminar
un sesgo hacia una sobrestimacion de las medidas de diferenciacion (Baums et al., 2006;
Whitaker, 2006). Con fines comparativos, se calcularon los valores pareados de Fisr
empleando la base de datos total (individuos de origen sexual y asexual).
El método pareado de Fsr es usado para medir las distancias genéticas a corto plazo
entre poblaciones con reproduccion sexual. Esta prueba tiene la hipdtesis nula de ausencia
de diferencias entre las poblaciones (un valor de Fst pareado no diferente de cero), y fue

analizado con el programa ARLEQUIN v.3.11 (Excoffier ef al., 2005), aplicando 10,000
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permutaciones con un nivel de significancia del 0.05. Se realizd6 una correccion de
Bonferroni para ajustar el valor critico de significancia en las pruebas multiples (Rice,
1989). El indice de fijacion se calculd de acuerdo a Weir y Hill (2002) donde el Fsr global
sera el promedio ponderado de los valores especificos de Fsr de cada poblacion, como:

For = (Zfa1nFsp)/ Ziaa 1y (7)
Donde n; es el nimero de copias de genes muestreados en la i-ésima poblacion, y proponen
usar como valor poblacional especifico para la i-€sima poblacion la cantidad de:

i isspuan - ssovey]

(8)

For =

= 5

Donde 7 es definido como:

)

Siendo N el niimero total de individuos; N, el nimero de individuos en la poblacion p; P el
numero total de poblaciones; SSD(4P) es la suma de desviaciones cuadradas entre las

poblaciones; SSD (WP) es la suma de desviaciones cuadradas dentro de las poblaciones; a7

es la varianza molecular total al cuadrado.

Se empled el programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al., 2000) para determinar
la estructura poblacional de la region basandose en el analisis de genotipos multilocus. Este
se basa en un método bayesiano de agrupamiento que toma una muestra de los genotipos
completos y determinando el niimero mas probable de poblaciones (K) que expliquen
mejor los datos. El programa asume los supuestos de equilibrio de Hardy-Weinberg y
equilibrio de ligamiento entre las subpoblaciones. Con fines comparativos, se emplearon

los parametros de corrida usados por Ridgway et al. (2008) con poblaciones de P.
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verrucosa en Sudafrica, donde el periodo de calentamiento fue de 100,000; con 250,000
Cadenas de Markov; “modelo ancestral de mezcla (admixture)”; frecuencias alélicas
correlacionadas™; y con 10 iteraciones.

Se realizd una prueba de Mantel para determinar si existia una correlacion entre
distancias geograficas con distancias genéticas, para lo cual se utilizé el programa en linea
ISOLDE el cual est4 incorporado en el programa GENEPOP en linea (Raymond y Rousset,
1995; http://genepop.curtin.edu.au/). En la prueba se consideraron las distancias
geograficas en kilometros y los valores de Fisr linearizados Fsr /(1- Fsr). Para determinar la
significancia estadistica de la regresion se utilizaron 100,000 permutaciones y una distancia
minima de 12 km entre localidades, contrastando la hipotesis nula de independencia entre

las matrices de distancia geografica y distancia genética.

6.6.4. Patrones de migracion y tamafios poblacionales relativos

Para inferir las tasas de migracion de Pocillopora verrucosa se empleo6 la base de
datos con los individuos de posible origen sexual, suponiendo que la migracion de un sitio
a otro solamente se puede dar por medio de larvas planulas producto de la reproduccion
sexual.

La tasa de migracion normalmente se obtiene a partir del Fisy de Wright (1965) para
inferir patrones de flujo genético. Sin embargo, asume que todas las subpoblaciones tienen
el mismo tamafio o que son infinitas, ademas de considerar tasas de migracion simétricas,
lo cual en las poblaciones naturales casi nunca sucede, por lo que el uso de este método

lleva a sobreestimaciones erroneas del flujo génico.
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Actualmente se puede estimar el tamafio poblacional y las tasas de migracion sin
asumir equidad en las poblaciones y simetria en sus migraciones mediante el programa
MIGRATE 3.0.3. (Beerli y Felsentein, 1999; Beerli y Felsentein, 2001). Estos estimados
son promedios sobre el tiempo evolutivo y revelan patrones a largo plazo de la migracion
(Beerli, 1998). Para lo anterior se empleo la maxima verosimilitud empleando el algoritmo
de Monte Carlo basado en las Cadenas de Markov (MCMC) y en la teoria de coalescencia
(para la parte teorica del modelo ver Beerli y Felsentein, 2001). El programa estima dos

parametros 6y M, el pardmetro del tamafio poblacional relativo @ lo obtiene a partir de:

6 =4Neu (10)

donde Ne es el tamafio efectivo poblacional y u= tasa de mutacion. Debido a que se
desconoce u, este se absorbe en los parametros 6 (formula 10) y M (féormula 11) como
constante (Beerli y Felsentein, 1999).

Los patrones de migracion se obtuvieron calculando el parametro M:

M=m/u (11)

donde m es la tasa de inmigracion, asumiendo una tasa de mutacion constantes entre todos

los loci.
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Finalmente se derivé el nimero de inmigrantes por generacion (Beerli y Felsentein,

1999), como:

M*6= 4N,m (12)

Se empleo el modelo alélico (modelo mutacional infinito de alelos), utilizando dos
corridas analiticas, una corrida inicial corta y otra mas larga. La primera fue realizada con
la estimacion del tamafio poblacional (f) y de migracion (M) obtenidos a partir de los
valores de los Fs7, empleando 10 cadenas cortas y 3 largas con 5,000 y 15,000 genealogias
guardadas respectivamente, eliminando las primeras 10,000 genealogias como periodo de
calentamiento. La segunda corrida, mas larga, se realizd introduciendo los valores
obtenidos de los parametros 8 y M de la corrida corta, empleando 10 cadenas cortas y 3
largas con 50,000 y 500,000 genealogias guardadas respectivamente, eliminando las
primeras 10,000 genealogias como periodo de calentamiento. Ademas, se empleo un
esquema de calentamiento adaptativo de cuatro cadenas con las temperaturas de 5.0, 2.5,
1.5 y 1, con un intervalo de cambio de 1. Este esquema permite muestrear en zonas con
mayores probabilidades, resultando en estimados mas exactos que los brindados por una
sola cadena larga (Beerli y Felsentein, 2001).

Al intentar estimar el valor del tamafio efectivo poblacional, N, = 6/4u, es evidente
que la tasa de mutacion tiene una gran influencia en el resultado, y estas pueden variar en
microsatélites entre 10~ hasta 10 por locus y por generacién (Weber y Wong, 1993).

Consecuentemente cualquier estimado de N, esta propenso a una gran variacion (varios
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ordenes de magnitud) dependientes de la tasa de mutacion empleada. Po lo tanto seguimos
la recomendacién de DeWoody y Avise (2000) en usar los valores relativos de 6 en vez de
estimados absolutos de N..

Se aplicaron pruebas estadisticas no paramétricas (Kruskall-Wallis, Mann-Whitney)
empleando el programa STATISTICA v.8.0 (Statsoft, 2007) para observar si existian

diferencias significativas entre las magnitudes de flujo genético (Nm).
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7. Resultados

De las tres localidades, en donde se tomaron datos morfométricos, en el Canal se
presentaron las mayores tallas promedio (0.36m?), seguida por la Isla Espiritu Santo (0.09
m?), y Loreto (0.046 m?). Las tres poblaciones fueron estadisticamente diferentes entre

cadauna [H (2, N=120)=54.75272 p =0.0000], los datos se encuentran en el anexo D.

7.1. Diversidad Genotipica

Los 217 ejemplares colectados de las cinco localidades estudiadas fueron
exitosamente genotipificados. La probabilidad de Identidad (P;p), que es la probabilidad
que dos individuos compartan el mismo genotipo multilocus por azar y no por
descendencia, fue con sesgo de P;p=2.94x10" y sin sesgo P;p= 8.48x10™’. Esto resulta en
una probabilidad muy baja de que los individuos con genotipos multilocus idénticos no
sean clonas. Del total de individuos genotipificados (217), solo 99 fueron genotipos
multilocus Unicos y ninguno se repitié entre localidades. Esto representa menos de la mitad
del tamafio de muestra (45%), indicando una alta clonalidad en el 4rea.

Se encontraron clonas en todos los sitios y su frecuencia varié por localidad, con
rangos entre 0.30 (Loreto) a 0.96 (El Canal) [Fig.2]. Los sitios que presentaron la mayor
clonalidad fueron el Canal y la Isla Espiritu Santo, con frecuencias superiores a 0.90. En
cuanto a la frecuencia de individuos con genotipos multilocus nicos por sitio, Loreto fue el
que mayor frecuencia presentd (0.7) seguida de Cabo Pulmo (0.62) y el Portugués (0.6)

[Fig.2]. La Isla y el Canal presentaron frecuencias de genotipos multilocus Unicos muy
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bajas (0.06 y 0.04, respectivamente), corroborandose la importante contribucién de clonas
en estas poblaciones.

En la figura 3 (y méas ampliamente en el anexo B) se presenta la frecuencia de los
individuos con genotipos dominantes en cada localidad. Se observa como el Canal fue
dominado por un genotipo multilocus presente en 33/50 individuos (66 %), y la Isla
dominada por dos genotipos multilocus en 24/50 y 23/50 individuos, 48 y 46 %
respectivamente, siendo un dominio casi total de clonas en estos sitios. En cuanto a los
demas sitios, ningun genotipo multilocus domind en la poblacién, teniendo un maximo de
5/50 individuos con el mismo genotipo para Cabo Pulmo (10 %), 5/47 para el Portugués

(11 %) y 4/20 individuos compartiendo un genotipo para Loreto (20 %).
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L: Loreto, P: Portugués, IS: Isla Espiritu Santo, C: Canal; CP: Cabo Pulmo

Figura 2 — Frecuencia de individuos con genotipos multilocus tnicos (GU) y la frecuencia
de las clonas en cada localidad.
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Figura 3 — Frecuencia de los individuos con los dos principales genotipos dominantes
(GD1/GD2) en cada localidad.

Cabo Pulmo present6d los valores mas elevados de genotipos multilocus Unicos
(Ng=37), seguido del Portugués (35). Los sitios con menor N, fueron Loreto (16), el Canal
(6) y laIsla (5) [Tabla IIJ.

La proporcion de riqueza genotipica (N,/N) fue mayor en las poblaciones de Loreto
(0.80), Portugués y Cabo Pulmo (0.74 ambas), pero existe un efecto por tamaio de muestra
que puede sobrestimar a Loreto (N=20 contra N=50) sobre el resto. Por ello la riqueza
genotipica observada (G,) muestra mejor como Cabo Pulmo (G,=26) tiene las mayores
diversidades genéticas, seguida de el Portugués (25), Loreto (11), La Isla (2.26) y el Canal

(2.12). Este dominio de genotipos diversos indica que el reclutamiento es favorecido por la
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reproduccion sexual en estas localidades. En contraste, los sitios del Canal y la Isla
presentaron una proporcion muy inferior (Ng/N <0.12; G,<3) de riqueza genotipica y
genotipos observados (Tabla II).

La diversidad genotipica observada (G,) fue menor a la esperada (G,) en todas las
localidades; al comparar estos indices se observa que la contribucion sexual o diversidad
genotipica (G,/G,.) fue mayor en las poblaciones de Loreto, Portugués y Cabo Pulmo, por
encima del 50% en cada localidad, y fue dominada por la reproduccion asexual con menos
del 0.05% de G,/G. en las localidades del Canal y la Isla. La equidad genotipica (G,/Ny)
[Tabla II], fue mayor en las poblaciones donde no hubo dominio de un solo genotipo en la
poblacion, sino que fue equitativo, como fue Loreto (0.74), Portugués (0.73) y Cabo Pulmo
(0.70). En cambio las poblaciones de la Isla (0.45) y mas aun en el Canal (0.35) se observa
como fueron dominadas por uno o dos genotipos presentes en la gran mayoria de los
individuos (Fig.3). El promedio de diversidad genotipica (G,/G.~0.55) y equidad
genotipica (G,/N,=0.72) de las poblaciones con mayor contribucion sexual (Loreto, Cabo
Pulmo y Portugués) indica que son poblaciones mayormente sexuales; en cambio el
promedio de la Isla y el Canal, G,/G.~0.045 y G,/N,=0.4, indican poblaciones muy

asexuales (Baums et al., 20006).
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Tabla II — Diversidad genotipica en P. verrucosa para los cinco sitios de muestreo.

Poblacion N Ng Ng/N Go Go/Ng G./Ge
Loreto 20 16 0.80 11.76 0.74 0.59
Portugués 47 35 0.74 25.39 0.73 0.54
IslaE.S. 50 5 0.10 2.26 0.45 0.05
Canal 50 6 0.12 2.12 0.35 0.04
Cabo Pulmo 50 37 0.74 26.04 0.70 0.52
promedio 43.40 19.80 0.50 13.51 0.68 0.31

N, nimero de colonias genotipificadas; N,, nimero de genotipos Unico; N,/N, riqueza genotipica; G,, riqueza
genotipica observada; G,/N,, equidad genotipica (ponderado con genotipos multilocus nicos); G,/G,,

diversidad genotipica (ponderado con el total de genotipos esperados).

7.1.1 Factores que influencian la estructura clonal

Las localidades més nortefias (Loreto y Portugués) tuvieron la menor frecuencia (3
huracanes) y categoria de huracan (1), seguida de Cabo Pulmo (5) donde alcanzé categorias
del 1 al 4, y finalmente el Canal y la Isla tuvieron la maxima frecuencia (10) con categorias
1 y 4 (Tabla III).

Para la region sur de la peninsula de Baja California la diversidad, riqueza y la
equidad genotipica estuvieron negativamente correlacionados al nimero de huracanes en
cada sitio (Fig.4). Esto significa que en los sitios donde hubo mayor cantidad de huracanes,
como el Canal y La Isla, se presentaron los indices mas bajos reflejando un dominio de la

reproduccion asexual, y menor equidad genotipica. Por otro lado, los sitios donde hubo



43

menores incidencias (Loreto, Portugués y Cabo Pulmo) se presentd un dominio de la
reproduccion sexual sobre la asexual.

Tabla III — Incidencia de huracanes en cada localidad entre 1940 y 2006.

No. De Huracanes en la Zona Categoria
Loreto 3 1
Portugues 3 1
Cabo Pulmo 5 1,2,3,4
Isla Espiritu Santo 10 1,4
Canal 10 1.4
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Figura 4 — Relacion entre la incidencia de huracanes por sitio y (A) la diversidad genotipica
(G/G.), (B) riqueza genotipica (Ng/N) y (C) equidad genotipica (G,/Ng) en P. verrucosa en
la peninsula de Baja California. La mayor incidencia de huracanes de asocia a una mayor
reproduccion asexual y menor equidad genotipica.
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7.2 Diversidad Genética

Los seis loci fueron polimorficos al criterio del 99%. Las poblaciones de
Pocillopora verrucosa presentaron una diversidad alélica de 4 a 10 alelos, con un promedio
general de 5.03 (EE+0.7) alelos (Tabla IV). Las poblaciones de mayor a menor
variabilidad alélica fueron Cabo Pulmo (6.33; EE£1.1), el Portugués (6.17; EE+£1), Loreto
(4.67; EE£0.33), la Isla (4.17; EE+0.44) y el Canal (4.0; EE£0.44). En el caso de los alelos
efectivos (ne) las localidades de mayor a menor variabilidad fueron: Portugués (3.21;
ES#0.80), Cabo Pulmo (3.11; EE£0.69), Isla (3.02; EE£0.36), Loreto (2.99; EE+0.40) y el

Canal (2.44; EE+0.20) [Fig.5].
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Figura 5 — Promedio de alelos totales (prom A), y nimero de alelos efectivos (ne) para cada
localidad de P. verrucosa.
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Tabla IV - Diversidad genética en los seis loci para las cinco localidades de P. verrucosa.

Locus L P IS C CP
N 16 35 5 6 37
PV6 A 5 10 6 5 10
ne 3.90 6.85 3.13 4.17 6.43
PV7 A 6 8 5 5 8
ne 3.77 3.23 2.57 3.85 3.03
Pd3005 A 5 5 4 4 7
ne 2.18 1.87 2.06 2.38 1.79
Pd3002 A 4 5 4 3 6
ne 3.65 2.23 1.94 2.94 2.77
Pd3008 A 4 4 3 4 4
ne 1.47 1.49 2.06 1.85 1.94
Pd2006 A 4 5 3 3 3
ne 2.93 2.95 2.88 2.94 3.27
Prom A (+EE) 4.67+0.33 6.17+1 4.17+0.44 4+0.44 6.33+1.14
Prom ne (£EE) 2.99+0.4 3.2140.69  3.02+0.36  2.44+0.20  3.11+0.8

Numero de organismos analizados (N); nimero total de alelos por locus (A); nimero de alelos efectivos (ne);

Error Estandar (EE)

Las frecuencias alélicas para todos los loci se muestran en el anexo A, donde se
comparan las frecuencias obtenidas de todos los individuos o los genotipos totales (GT)
contra las frecuencias considerando solamente a los genotipos multilocus unicos (GU). En
donde las poblaciones que mostraron mayor variacion en sus frecuencias al pasar de GT a
GU fueron la Isla (IS) y el Canal (C), siguiendo en menor grado Cabo Pulmo (CP), el
Portugués (P) y Loreto (L). De manera general en ambas bases de datos, las poblaciones
que presentaron mayor grado de similitud por locus entre sus frecuencias fueron P, L y CP.
Por otro lado se puede observar la existencia de alelos privados dentro de algunas

poblaciones, como es el caso de los alelos, 230(CP) y 244(C) en el locus PV7; el alelo

202(CP) en el locus Pd3005; el alelo 188 (CP) en el locus Pd3002; y el alelo 202 (P) en el
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locus Pd2006. De aqui, que la poblacién con mds alelos privados fue Cabo Pulmo (3),
seguido por el Portugués (1) y el Canal (1).

La heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He) tanto para genotipos totales
(GT) como tunicos (GU) se presenta en la tabla V. En general se observa como las
localidades mas nortenas (L y P) presentaron déficits de heterocigotos y las surefias (IS, C
y CP) presentaron excesos en ambas bases de datos (Fig.6).

Para el caso de los genotipos totales (GT) el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
se cumplié tnicamente en Cabo Pulmo para los seis loci probados (6/6 loci; p=0.0083),
seguido de Loreto (5/6 loci, p=0.01), el Portugués (3/6 loci, p=0.016), el Canal (1/6 loci,
p=0.05) y en ningun locus en la Isla Espiritu Santo. Ademas, en los seis loci de cada
localidad ocurrieron tanto déficits como excesos de heterocigotos (Tabla V), exceptuando
Loreto que solo ocurrio un exceso significativo (p=0.01).

Para evaluar si la muestras de supuesto origen sexual (empleando unicamente
individuos con genotipos multilocus unicos) se ajustaban al modelo de EHW, se
removieron los genotipos replicados de la base de datos de los genotipo totales y las
proporciones genotipicas fueron re-analizadas. De manera congruente, el andlisis de EHW
con los genotipos multilocus tnicos (GU), cumplio con las expectativas del EHW en todos
los locus (Tabla V) menos en el locus Pd3002 para la poblacion de Loreto (p=0.01), donde

se presentd un déficit de heterocigotos muy marcado (Tabla V).
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Figura 6 — Heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) por localidad, tomando en
cuenta todas las muestras o genotipos totales (GT) y con solo individuos de origen sexual o
genotipos multilocus tnicos (GU). Notese el déficit de heterocigotos en las localidades de
la IS y C analizando todas las muestras (GT) y como retorna al EHW analizando solamente

con GU.
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Tabla V —Heterocigosidad observada (Ho), esperada (He), y coeficiente de endogamia (Fis)
para el total de individuos o genotipos totales (GT); y sin tomar en cuenta las clonas o solo
genotipos multilocus tnicos (GU) en las localidades de muestreo en P. verrucosa.

Total de Individuos (GT)

Sin Clonas (GU)

Locus L P IS C CP | Locus L P IS C CP
20 47 50 50 50 16 35 5 6 37

PV6 Ho 09 07 1 o032 094| PV6 HoO 088 077 1 o067 092
He 077 083 054 039 086 He 077 o086 084 074 087

FIS' 015 .01 019 -09 -0.2 Fis' 01 01 -021 011 -0.06

PV7 Ho 97 077 1 09 o8 Ho 069 071 1 o067 073
He 072 073 o065 059 069| PY/ He 076 068 082 067 07

Fis' 01 02 05 -05 012 Fis 01 .005 -025 0 -0.04

Pd3005  Ho (55 049 05 o088 042|PU3005  HO 469 043 06 05 o051
He 048 047 063 059 04 He 056 045 064 056 047

Fis 0 01 -05 021 -02 Fis 02 004 008 012 -0.09

Pd3002  Ho (55 051 052 026 054 |Pd3002  HO 31 649 08 067 051
He 072 066 041 024 055 He 075 065 073 053 056

Fis' 022 002 -01 -03 066 Fis 050 025 -01 -03 009

Pd3008  HO 4 043 004 03 o028|Pd3008  HO a1 045 04 05 032
He 038 047 006 033 029 He 033 049 051 o056 033

FIS' 01 002 009 033 -0.1 FIs' 006 007 024 012 003

Pd2006  Ho 75 072 098 1 o7 |Pd2006  Ho 45 074 08 1 o7
He 068 068 064 06 067 He o068 07 073 071 067

Fis' 01 0 07 -05 -01 Fis 01 006 -01 -046 -0.05

Prom Ho 059 0.6 067 061 061 Prom Ho 061 06 077 067 062
Prom He 0.63 0.64 0.49 0.46 0.58 Prom He 064 064 071 063 06
Prom Fis 006 -0.1 -03 -04 0.7 Prom Fis 0.06 0.06 -0.08 -0.07 -0.03

Negrillas-italicas: diferencias significativas con respecto al Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) después de

correccion a Bonferroni (P<0.05).



49

Analizando los genotipos totales (GT), la prueba de desequilibrio de ligamiento
entre los distintos loci (Anexo E), resultdé en 35 de 75 comparaciones significativas
(p<0.05, con correccion de Bonferroni) indicando que en todas las localidades los loci no
se segregaron de manera independiente observandose alelos de diferentes loci ligados entre
si denotando la presencia de los genotipos repetidos de las clonas (Seccion 7.1).

Por otro lado, analizando los genotipos multilocus unicos (eliminando el efecto de
las clonas-reproduccion asexual) no se presentd desequilibrio de ligamiento en ningln caso
(p=0.0033 con correccion de Bonferroni).

El programa MICRO-CHECKER sugiri6 la presencia de alelos nulos solamente en
el locus Pd3002 (p<0.001) para la poblacion de Loreto y el Portugués, como resultado de

un exceso de homocigotos para la mayoria de las clases de tamaio alélicas.

7.3. Estructura Genética

Cuando se incluyeron a todos los individuos (GT) en el andlisis pareado de Fisr, se
observo una estructura poblacional muy significativa, obteniendo un valor global Fsr de
0.108 (p< 0.001).

Todos los valores pareados de Fsr fueron estadisticamente significativos (Tabla VI)
aun después de la prueba secuencial de Bonferroni, observandose las menores diferencias
genéticas entre Portugués y Loreto (Fsr = 0.01318) y las mayores entre Canal de San
Lorenzo e Isla Espiritu Santo (Fsr = 0.21889). Lo anterior indica que las frecuencias
alélicas entre las localidades son muy distintas, pudiendo deberse a una dispersion muy

local (poco flujo genético) o diferencias en los modos de reproduccion de cada sitio.



50

Tabla VI - Comparaciones pareadas de los valores de Fsren las cinco localidades tomando
en cuenta al total de individuos (GT).

L P IS C Cp

0.03752* 0* 0.0001* 0.01297*

P 0.01318 0* 0* 0.00634*
IS 0.13044 0.12104 0* 0*

C 0.08534 0.13824 0.21889 0*
CP 0.01914 0.01308 0.12745 0.10436

La diagonal inferior izquierda muestra los valores de Fsrsignificativos en negritas y en la diagonal superior
los valores de significancia (p). *p =0.05; después de la correccion de Bonferroni

En el andlisis considerando unicamente a los individuos de origen sexual o
genotipos multilocus Unicos por sitio (GU), se obtuvo un resultado muy contrastante, con
un valor global Fgr de 0.0007 (p=0.42) el cual no es significativo e indica que la
subpoblaciones de P. verrucosa en la region estan altamente conectadas entre si (panmixia),
compartiendo migrantes. Los valores pareados de Fsr no fueron estadisticamente
significativos (Tabla VII), después de aplicar una prueba secuencial de Bonferroni
(p<0.005), demostrandose una elevada similitud y flujo genético entre las localidades. Las
localidades con menor similitud genética fueron las mas alejadas geograficamente, siendo
Loreto y Cabo Pulmo (Fsr = 0.021). Por tanto, la estructura genética detectada al
considerar todos los genotipos, se debio principalmente a la elevada presencia local de
“clonas” originadas por reproduccion asexual.

La variacion genética generada por los individuos de posible origen sexual (Fs;=
0.0007) con respecto al total (Fsr= 0.108) de las muestras fue obtenida dividiendo: (Fsr=

0.0007 / Fsr 0.108)*100, resultando ser el 0.65%, dejando ver la importancia de la
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reproduccion  asexual (99.35%) como agente de variacion genética entre las
subpoblaciones.

Tabla VII - Comparaciones pareadas de los valores de Fsren las cinco localidades tomando
en cuenta unicamente individuos de posible origen sexual (GU).

L P IS C Cp

0.09682 0.74993 0.64994 0.01762

P 0.01054 0.96119 0.77279 0.39036
IS -0.01668 -0.029 0.80566 0.70122
C -0.0101 -0.01317 -0.02814 0.84645
CP 0.02113 0.00057 -0.01242 -0.01707

La diagonal inferior izquierda muestra los valores de Fr, que para esta prueba ninguno fue significativo, y en
la diagonal superior los valores de significancia (p). *p <0.005 después de la correccion de Bonferroni.

La prueba de Mantel demostré en una escala de 12 a 344km que si existe una
correlacion significativa (p=0.006) entre las matrices de las distancias genéticas y
geograficas (Fig. 7), con un coeficiente de determinacion (R*) de 0.628. Un analisis
eliminando la localidad de Loreto demostrd que se mantiene significativa la correlacion del

aislamiento por distancia (R*=0.708, p= 0.0465).
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Figura 7 — Aislamiento por distancia para P. verrucosa entre las localidades (Prueba de
Mantel) en la peninsula de Baja California, donde 0 km representa Cabo Pulmo y =344 km

representa Loreto, siendo significativa la correlacion de distancias genéticas y geograficas
entre localidades (p=0.006).

El programa STRUCTURE coincidi6é con los resultados del andlisis de estructura
poblacional inferida por genotipos multilocus tinicos, dando la mayor probabilidad de que

todos los individuos pertenezcan a una sola poblacion panmictica (K=1) [Fig. §].
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Figura 8 — Numero de posibles poblaciones (K) de P. verrucosa inferidas por el calculo de
Ln P(D) por el programa STRUCTURE en las localidades muestreadas.
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7.4 Patrones de migracion y tamafos efectivos poblacionales relativos

El valor maximo del tamafio efectivo poblacional relativo estimado (0) fue para
Cabo Pulmo (2.39), seguido del Portugués (1.77), Loreto (1.49), el Canal (0.089) y la Isla
(0.752) [Tabla IX].

Los estimados del nimero de inmigrantes por generacion calculados por MIGRATE
3.0.3 (figura 9) revelaron que la principal poblacion fuente de inmigrantes fue el Canal de
San Lorenzo (Nm=52.09), seguido de Cabo Pulmo (27.26), el Portugués (20.98), La isla
Espiritu Santo (15.18) y por ultimo Loreto (2.55). Las localidades que recibieron mas
inmigrantes fueron el Portugués (Nm=39.71), Cabo Pulmo (35.95), Loreto (29.42), La Isla
Espiritu Santo (8.57) y por ultimo el Canal (4.41).

En cuanto a la direccion del flujo de inmigrantes, se observd migracion tanto
direccion Norte—Sur, como Sur—Norte (Fig.9), y la cual fue asimétrica entre todas las
poblaciones. Se presentd una tendencia de magnitud de inmigrantes donde hubo mayor
numero en direccion Norte, época de verano, (Nm= 78.12) comparandolo con la direccion
sur, época de invierno (Nm=40.17); pero no se presentaron diferencias estadisticas
(p=0.1779). Se presentaron diferencias significativas entre el flujo total de inmigrantes
producido por sitio [Kruskal Wallis: H (4, N= 20)= 9.514286 p=0.0495] donde tinicamente
fueron diferentes L, C (p= 0.0209) y L, CP (p= 0.0209) las poblaciones mas alejadas

geograficamente.
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Nm=flujo de inmigrantes por generacion se calculo como Nm=M®E/4; L=Loreto; C=Canal
de San Lorenzo; IS=Isla Espiritu Santo; P= Portugués; CP= Cabo Pulmo.

Figura 9 - Estimado del flujo de inmigrantes por MIGRATE 3.0.3. de acuerdo con el
patréon de corrientes dominante en la temporada de verano (A), con Nm= 78 y de invierno
(B) con Nm=40.17. Las flechas gruesas representan un Nm>10 migrantes por generacion.
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8. Discusion

8.1. Tipo de reproduccion asexual vs sexual (diversidad genotipica)

Los resultados indican que las poblaciones de Pocillopora verrucosa en las
localidades de muestreo de la peninsula de Baja California tienen un modo mixto de
reproduccion (sexual y asexual), pero existe variacion en las contribuciones relativas en
cada una de las localidades muestreadas. De los 217 organismos estudiados, solo el 45%
(99 organismos) fueron de origen sexual, siendo los sitios con mayor reclutamiento por
reproduccion sexual Loreto (70%), Cabo Pulmo (68%) y el Portugués (60%) [Fig.2]. Estas
localidades son consideradas en la escala que emplea Baums et al. (2006) como
“poblaciones mayormente sexuales”, promediando G,/G.~0.55 y G,/N,~0.72, y ademas
con una riqueza genotipica (Ng/N) de 0.76, lo que apoya un mayor reclutamiento sexual.
Sin embargo en estas tres localidades, siempre estuvieron presentes genotipos multilocus
replicados, compartidos entre 2-5 individuos dentro de cada poblaciéon lo que indica una
contribucion asexual clonal en las mismas. Los resultados de riqueza genotipica
presentados en €l estudio fueron ligeramente menores en comparacion de las poblaciones
africanas de P.verrucosa, donde el rango de Ny/N en todos los sitios fue entre 0.83 y 0.94,
donde ninglin genotipo fue representado por mas de dos colonias (Ridgway et al., 2008).
Esto indica que las condiciones ambientales que imperan en cada estudio son diferentes,
favoreciendo la clonalidad en el GC por factores como huracanes.

El mayor reclutamiento asexual fue en las localidades de el Canal de San Lorenzo
(96%) y la Isla Espiritu Santo (94%), ya que estas fueron dominadas por uno o dos

genotipos multilocus, con niveles de diversidad y equidad genotipica muy bajos,
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promediando G,/Go~ 0.045 y G,/N,~0.4, las cuales resultaron ser poblaciones “muy
asexuales” en base a la clasificacion de Baum et al. (2006) y, ademés apoyado por una
riqueza genotipica promedio de 0.11. Estos valores de diversidad genotipica se pueden
comparar con los de otras especies muy clonales, presuntamente producto de la
fragmentacion, como es Pavona cactus (G,/G~=0.02 — 0.14; Ayre y Willis, 1988); en
especies ramificadas desovadoras propensas a la fragmentacion como son Acropora valida
(G/G~0.20; Ayre y Hughes, 2000), A. millepora (G,/G. =0.17; Ayre y Hughes, 2000) y
A. palmata (las poblaciones mas asexuales con G,/G~0.03 - 0.14 y G,/N,=0.48 - 0.53;
Baums et al., 2006). Nuestros valores de diversidad fueron aun mas bajos que los
previamente reportados en la especie hermana anidadora P. damicornis (G,/G. =0.30)
derivados de la fragmentacion por accion de tormentas (Adjeroud y Tsuchiya, 1999).
Ademas, también fueron inferiores comparados con las poblaciones australianas de P.
damicornis formadoras de larvas planulas clonales o ameioticas (G,/G:=0.72, G,/Ng=0.825;
Ayre y Miller, 2004) e inclusive con poblaciones que habitan en el extremo de su
distribucion, como en la aislada Isla Lord Howe (G,/G.=0.55, G,/N;=0.68; Miller y Ayre,
2004). Unicamente en Australia Occidental se presentaron valores en dos sitios de un total
de ocho analizados, por debajo del nuestro (G,/G, =0.07, G,/Ng=0.17; Whitaker, 2006),
derivados de una combinacién de fragmentos y mayormente larvas planulas ameioticas.
Ninglin genotipo se compartié entre localidades, por lo que cada sitio tiene sus
genotipos multilocus unicos. Este es el primer indicio que los reclutas asexuales no son
producto de larvas planulas asexuales (ameioticas) de otras localidades (Stoddart, 1983;

Ayre y Miller, 2004). Mas aun, en un estudio por Glynn et al. (1991) en Costa Rica,
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Panama y las Islas Galapagos, y por Chavez-Romo y Reyes-Bonilla (2007) dentro del
Golfo de California, observaron que las poblaciones de pociloporidos son hermafroditas
con desarrollo simultineo de gametos femeninos y masculinos, sin sefiales de produccion
interna de larvas. Entonces nuestros resultados indican que los genotipos multilocus unicos
son producto del reclutamiento sexual via liberacion de gametos al medio, y los individuos
clones producto de la fragmentacion. Por otro lado, en especies de escleractinios, con
reproduccion asexual via fragmentos, el impacto a la diversidad genotipica (G,/G,.) es
mucho mayor en las poblaciones locales, con valores tan bajos como 0.02 y 0.20 (Ayre y
Willis 1988; Ayre y Hughes, 2000; Baums et al., 2006), y afectando también a otras
especies como las poblaciones de corales blandos como Plexaura kuna (G,/G~0.03;
Coffroth y Lasker, 1998). Por tanto los valores que observamos para P. verrucosa en el
Canal (0.04) y en la Isla Espiritu Santo (0.05) se ajustan a una reproduccion asexual por
fragmentacion.

La propagacion clonal es mediada generalmente por la interaccion entre el modo de
reproduccion y el ambiente. Los factores que pueden influenciar estos patrones se atribuyen
mayormente a disturbios (Hunter, 1993; Coffroth y Lasker 1998; Lirman, 2000; Baums et
al., 2006; Foster et al., 2007). Entre estos, los mas importantes que se mencionan son la
energia del oleaje producido por tormentas y los huracanes, ambos impactando en el Golfo
de California. La temporada oficial de huracanes inicia el 15 de mayo y termina el 30 de
noviembre. De acuerdo al registro de la NOAA (http://hurricane.csc.noaa.gov/hurricanes/),
los lugares del estudio donde han sido mas frecuentes los huracanes son la Bahia de la Paz

a nivel del Canal de San Lorenzo y la Isla Espiritu Santo, seguido de Cabo Pulmo, el
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Portugués y por ultimo Loreto. Los resultados indican que existe una relacion negativa
entre la frecuencia de huracanes con la riqueza, diversidad y equidad genotipica de los
sitios, donde las mas impactadas son las que mayor clonalidad (menor diversidad y
riqueza) presentaron (Fig.4 A, B y C). La equidad genotipica también disminuyd, pero en
menor grado a lo observado en los otros dos indices; esto quiza se relacione con las altas
mortalidades de fragmentos reportadas por Lirman (2000), donde no todos seran reclutados
a la poblacion; y con €l amortiguamiento que proporcionan los mayores tamafios de las
colonias a disturbios fuertes, como lo sefiala Coffroth y Lasker (1998). Nuestros datos
apoyan la hipotesis de Coffroth y Lasker (1998), respecto a que los lugares con niveles
intermedios de disturbio presentan los mayores picos de propagacion asexual (en este caso
fragmentacion) en especies ramificadas. Con esto se refiere a un episodio de disturbio
fuerte, como podrian ser los huracanes, que parten y fragmentan a las colonias de P.
verrucosa, seguido de un periodo de calma, permitiendo a los fragmentos adherirse al
sustrato y aumentar su sobrevivencia. Ademas, al aumentar la energia de los disturbios
(p.e. huracan=muy alta energia) la tasa de mortalidad de los reclutas sexuales es mayor
(Coffroth y Lasker, 1998), reflejada en bajas diversidades genotipicas locales, quedando
solo las colonias més grandes y longevas (o mayor equidad Go/N,) que pueden soportar el
disturbio y a su vez son fragmentadas, esta combinacion conlleva a una baja diversidad
genotipica con colonias clones longevas y de gran tamano. Esto podria concordar con los
sitios del Canal de San Lorenzo y la Isla Espiritu Santo, donde genéticamente las colonias
representaban uno o dos individuos dominantes y sus tamafios en general fueron de

colonias grandes-adultas, sobre todo en al Canal (talla promedio= 0.35m?). Por otro lado,
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en lugares con disturbios menores se esperan altas sobrevivencias de fragmentos o clones
asi como de reclutas sexuales, conllevando una acumulacion de genotipos y aumentando su
riqueza (Coffroth y Lasker, 1998). Esto se pudo reflejar en los sitios con dominio sexual de
Cabo Pulmo, Portugués y Loreto.

Como se mencioné anteriormente, €l Canal de San Lorenzo sufrié una destruccion
masiva de corales por parte del buque petrolero “Lazaro Cardenas II”. La restauracion
consistio en el cementado de fragmentos de coral cuyo origen genético se desconocia, por
lo que cabria la posibilidad de cementar ¢l mismo individuo varias veces, restaurando a
partir de muy pocos individuos. Esto causaria un cuello de botella demografico/genético y
el resultado seria una pérdida en la variabilidad genética de la subpoblacion (Nei et al.,
1975). Precisamente, el Canal fue el sitio con menor variabilidad alélica y genotipica del
estudio, sugiriendo sefiales del efecto de cuello de botella. Pero al comparar este sitio con la
Isla Espiritu Santo (G,/G.= 0.04 Canal vs 0.05 Isla respectivamente), lugar donde no hay
ningin disturbio antropogénico reportado, se observo que estas altas frecuencias de
clonalidad suceden de manera natural en las subpoblaciones, hecho que podria estar
ocurriendo de igual manera en el Canal de San Lorenzo. Por lo que los fragmentos
cementados podrian venir de un solo genotipo, debido a esta clonalidad natural del area, y
el esfuerzo de restauracion del area no afectara negativamente a la subpoblacion. Ademas,
la zona del Canal presenta una pendiente somera lo que permite una mayor retencion de los
fragmentos y sobrevivencia, aumentando asi la clonalidad y disminuyendo la diversidad
genotipica. Por otro lado, el transporte de los fragmentos fuera del parche de corales por

fuerzas como tormentas o huracanes puede ser un mecanismo para crear espacio primario y
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lograr la expansion del arrecife (Highsmith, 1982; Lirmann, 2000), esto significa que los
escombros producidos por el buque petrolero servirdn de sustrato para aumentar la
sobrevivencia de fragmentos en huracanes subsecuentes.

Otro disturbio importante registrado en la zona es el blanqueamiento y su efecto en
la muerte de las colonias. En la peninsula se han registrado episodios cada vez mads
frecuente de blanqueamiento de coral, reportdndose mortalidades del 10% de la cobertura
en pocilopdridos localizados en Cabo Pulmo durante el Nifio de 1987 (Reyes-Bonilla,
1993); mortalidades del 18% durante los afios 1997-1999, incluyendo eventos de Nifio y
anti-El Nifo, siendo los pocilopéridos los mas afectados (Reyes-Bonilla, 2001; Reyes-
Bonilla et al., 2002); mortalidades del 30% en el GC después del Nifio de 1997-1998 en
pociloporidos (Iglesias-Prieto et al., 2003), y también reportes de blanqueamientos sin
mortalidades registradas en el 2006 dentro del GC en épocas de primavera (LaJeunesse et
al., 2007). El efecto del blanqueamiento del coral no fue cuantificado sobre la estructura
genética de las poblaciones en el presente estudio, pero se sabe por otros estudios que la
puede afectar a dos niveles (Coffroth y Lasker, 1998; Edmunds et al., 2003 Sherman et al.,
2006 ; Underwood et al., 2007). El primero a nivel evolutivo, demostrado por Edmunds et
al. (2003) donde observo en el escleractinio Montastraea franksi una susceptibilidad
diferencial al blanqueamiento, seleccionando solo aquellos genotipos capaces de soportar el
cambio climatico. El segundo es el cambio a nivel ecoldgico al recuperarse la poblacion del
blanqueamiento, y que puede detectarse como un cambio inmediato en las frecuencias
alélicas/genotipicas de la subpoblacion. Sherman et al. (2006) analizaron poblaciones de P.

damicornis por medio de alozimas en localidades de la Gran Barrera de Coral Australiana
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después del blanqueamiento de 1998, y compararon la variabilidad genética en un estudio
realizado previamente en el mismo sitio (Benzie et al., 1995), observando una
disminucion en la diversidad y riqueza genotipica, mencionando que la poblacion post-
blanqueamiento fue producto de la recolonizacion de las larvas planulas asexuales, y un
subsecuente reclutamiento de larvas de otros sitios que permitio incrementar la diversidad
genotipica. En la region del Golfo de California, especificamente en pociloporidos no hay
indicios de la produccion de larvas asexuales ameioticas (Chavez-Romo et al., 1997;
Glynn et al., 1991), sino puramente sexuales. Entonces lo que se esperaria en esta region es
que las zonas que presentaran altas mortalidades de manera local por el blanqueamiento
fueran recuperadas por larvas sexuales de zonas vecinas. Loreto fue un ejemplo de lo
anterior, ya que se encontraron grandes cabezas de coral blanqueado y epifitado en algunas
zonas (Observacion personal, 2009), junto con colonias aisladas y de tamafios muy
reducidos (tallas promedio de 0.046 m?), lo que probablemente no fomente la reproduccion
por fragmentacion, y sean en su mayoria producto del reclutamiento sexual. Esto explicaria
por qué Loreto resultd tener una alta diversidad genética alin con tamafios de muestras
bajos (N=20) y colonias de tamafos reducidos, resultado de la alta conectividad regional
que se observd en el presente estudio (ver seccion 7.3.). Lo anterior fue similar a lo
observado en el pocilopérido Seriatopora hystrix por Underwood et al. (2007), donde
demostraron que después de un evento de blanqueamiento con muy altas tasas de
mortalidad, el sitio que no fue afectado produjo la mayor cantidad de migrantes hacia los
sitios afectados, patron que muy seguramente se repita para las poblaciones del Golfo de

California.
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8.2 Diversidad genética

La diversidad genética que se presentd6 en la region de la peninsula de Baja
California para P. verrucosa fue de 5.07 alelos (A) promedio y una heterocigosidad
esperada (He) promedio de 0.644, siendo similar a la encontrada para la misma especie y
por el mismo tipo de marcadores moleculares en Sudafrica Nororiental (A = 5, He =
0.492; Ridgway et al., 2008). De hecho, la He fue superior en Baja California debido a un
mayor déficit de heterocigotos en las poblaciones africanas. Lo interesante es que ambas
zonas se localizan en el limite de distribuciéon de P. verrucosa para cada hemisferio,
situandose ambas en altas latitudes, siendo los arrecifes mas meridionales de Africa
(Ridgway et al., 2008) y de los mas septentrionales del Pacifico Oriental (Brusca y
Thomson, 1975), por lo que se espera que estos arrecifes estén empobrecidos
genéticamente y aislados del resto de las poblaciones (Ayre y Hughes, 2004). En el
Pacifico Mexicano (PM) usando alozimas, se ha demostrado que las poblaciones en el
Golfo de California de Pocillopora damicornis (Chavez-Romo et al., 2008), Porites
panamensis (Paz-Garcia et al., 2009) y Pavona gigantea (Saavedra-Sotelo et al., 2007), se
encuentran genéticamente aisladas del resto, y con una diversidad genética menor
comparada a las poblaciones mas surefas del PM. Para este estudio no se encontr6 un
patréon claro de gradiente genético latitudinal, pero si se puede mencionar que la
subpoblacion maés surefia (CP) fue la que mayor diversidad alélica (Fig. 5), nimero de
genotipos multilocus unicos observados y mayor diversidad genotipica (Tabla II) por sitio

presento.
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En otros estudios con especies desovadoras en regiones mas tropicales como la
Polinesia, empleando los mismos microsatélites en la especie P. meandrina (Magalon et
al., 2005), se encontraron diversidades genéticas mayores (A = 10.5, He = 0.7322) a
comparacion de los estudios en zonas templadas (este estudio en GC y en Sudafrica,
Ridgway et al., 2008). También se observa la misma tendencia en especies del Caribe en la
especie Acropora palmata (A = 12.93, He = 0.503) [Baums et al., 2005]. Inclusive en las
especies anidadoras tropicales se presentd6 una mayor diversidad genética, donde P.
damicornis (Souter et al., 2009), especie anidadora en las costas de Kenya y Tanzania,
presentd mayor diversidad genética (A = 7.5, He = 0.69); por otro lado la especie
Seriatopora hystrix, otro pociléporo tropical anidador ubicado en los Arrecifes Scott,
Australia, presentd ligeramente mayor diversidad alélica (A = 5.79) semejantes a las
poblaciones de altas latitudes como P. verrucosa (A = 5.07 en este estudio), pero con
heterocigosidades menores (He = 0.421) [Underwood et al., 2006]. Estas diversidades no
tan altas en especies anidadoras se deben a que el reclutamiento de sus larvas es mas local
por el tiempo tan corto que transcurren en la columna de agua (Harrison y Wallace 1990).
Esto genera una baja variabilidad genética adjudicado a una elevada endogamia (Ayre y
Hughes, 2000; Underwood et al., 2007; Souter et al., 2009).

Cuando se tomaron en cuenta a todos los individuos (genotipos totales) en el
analisis de variabilidad genética, se presentaron déficits y excesos de heterocigotos en todos
los loci (p<0.05) y en casi todas las localidades, con excepcion de Cabo Pulmo, que
mantuvo el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) en todos los loci. En contraste, al

considerar para el andlisis Unicamente a los individuos con posible origen sexual
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(Genotipos multilocus unicos), solamente el locus Pd 3002 en la localidad de Loreto se
desvié significativamente del EHW presentando un marcado déficit de heterocigotos
(p<0.01; Tabla V) lo cual se discute mas adelante.

El mayor ajuste al EHW se debe principalmente al eliminar el efecto de la
reproduccion asexual, la cual no es asumida por el modelo. Previamente, se ha observado
en corales que la reproduccion por fragmentacion es responsable de que en determinadas
localidades se presenten excesos o déficits de heterocigotos (Ayre y Willis, 1988; Adjeroud
y Tsuchiya, 1999; Ayre y Hughes, 2000; Whitaker et al., 2006; Miller y Ayre, 2004). En el
presente estudio, los casos mdas extremos fueron en el Canal de San Lorenzo y la Isla
Espiritu Santo, las cuales fueron poblaciones mantenidas en su mayoria por reproduccion
asexual.

Los déficits en los heterocigotos son una caracteristica comun de las
poblaciones coralinas (Ayre y Willis, 1988; Adjeroud y Tsuchiya, 1999; Ayre y Hughes,
2000; Whitaker et al., 2006; Miller y Ayre, 2004; Baums et al., 2006; Underwood et al.,
2006; Chavez-Romo et al., 2008; Paz-Garcia et al., 2008; Ridgway et al., 2008; Souter et
al., 2009) como lo fue en Loreto para nuestro estudio, pero no siempre se puede saber con
claridad los mecanismos que los conllevan (Ridway et al., 2008). Ademas de la
reproduccion asexual, existen otras posibles explicaciones para el déficit de heterocigotos.
Por un efecto fundador cuya principal consecuencia de su reducido tamafo poblacional es
la endogamia (Templeton, 1980), lo cual explicaria el tnico déficit de heterocigotos en el
estudio (ver Tabla V). Otra explicacion apoyada por Souter et al. (2009) es el efecto de la

variabilidad en las tasas y fuentes reclutamiento o efecto Wahlund en la subpoblacion
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(Johnson y Black, 1984); en donde distintos eventos fundadores provenientes de distintas
poblaciones surefias tendran sobrevivencias diferenciales causando un déficit de
heterocigotos en los loci de la subpoblacion (Nei et al., 1975; Allendorf, 1986; Lesica y
Allendorf, 1995). Otra posibilidad es un efecto de cuello de botella, donde la poblacion
residente en Loreto historicamente sufrid0 grandes mortalidades por efecto del
blanqueamiento (Observacion personal, 2009), disminuyendo el tamafio efectivo
poblacional, subsecuente pérdida de variabilidad por deriva genética, reflejando el déficit
tan marcado de heterocigotos (Sherman et al., 2006); que la seleccion en contra de los
migrantes puede limitar el flujo genético, aun cuando la dispersion sea alta (Schmidt y
Rand, 2001). Por ultimo, es importante mencionar que también podria haber un efecto de
alelos nulos en la poblacion de Loreto. Este efecto es posible debido a mutaciones en la
zona de empalme del ADN con el oligo del microsatélite, creando homocigotos falsos
(Shaw et al., 1999). Su efecto fue nulo para el Portugués debido a que cuando se quit6 el

efecto de la clonacion este alcanzo el EHW.

8.3. Estructura genética

La mayoria de los estudios en corales que analizan la estructura poblacional en
especies clonales no remueven los genotipos multilocus replicados de sus bases de datos
(Ayre y Willis, 1988; Adjeroud y Tsuchiya, 1999; Ayre y Miller, 2004; Ridgway et al.,
2001; Chavez-Romo et al., 2008; Paz-Garcia et al., 2008; Souter et al., 2009). Esto
conlleva a sesgos en la sobreestimacion de las medidas de diferenciacion genética en base

a estimadores tipo Fsr (Baums et al., 2005; Whitaker et al., 2006). Por tanto, como se



67

observoé en el presente estudio, si no se interpretan estos analisis con cautela pueden indicar
resultados muy contradictorios al no considerar el tipo de reproduccion imperante y no
hacer distincion entre las distintas bases de datos. El analisis de las dos bases datos
(genotipos totales y genotipos unicos) permitié vislumbrar la importancia intra e inter-
poblacional de las distintas estrategias de reproduccion que presenta P. verrucosa en la
region, como es la reproduccion sexual mediante la liberacion de gametos (Glynn et al.,
1991) y la asexual por fragmentacion (Reyes-Bonilla, 2003).

Al analizar todos los individuos resulté que la estructura poblacional fue muy
significativa entre todas las poblaciones (Fs/= 0.108; p=0.0000), y ademas ninglin genotipo
se comparti6é entre las localidades. Este resultado per se indicaria que se tienen cinco
poblaciones genéticamente divergentes, pudiendo deberse a un flujo genético muy limitado
entre las mismas e indicando un reclutamiento muy local, generando endogamia y fijacion
de alelos; y/o a diferentes tipos de estrategias reproductivas dominantes en las poblaciones
(Chavez-Romo y Reyes-Bonilla, 2007; Chavez-Romo et al., 2009). La mayoria de las
poblaciones presentaron desviaciones del EHW, esto deja una huella genética en donde se
obtienen tanto déficits como excesos de heterocigotos (Willis y Ayre, 1985). Por otro lado,
Cabo Pulmo fue la tnica poblacién con los genotipos totales en EHW, indicando que en
este sitio la reproduccién es principalmente sexual, y se encuentra en panmixia,
explicandose ademads porque se observé la mayor riqueza genotipica (Ng=37) y alélica (A
=6.33).

Al remover las clonas del analisis ocurrié un resultado inverso, dejo de existir

estructura poblacional (Fs;=0.0007; p=0.42), lo cual indica que existe una sola poblacion
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genética de P. verrucosa para la region del Golfo de California (GC). Esta inversion en los
resultados no fue encontrada en otros estudios que también removieron los genotipos
multilocus repetidos del analisis (Whitaker et al., 2006; Baums et al., 2005; Ridgway et al.,
2008), lo que indica que existen grandes diferencias en las contribuciones de la
reproduccion sexual/asexual en cada subpoblacion, pero todos los sitios estan conectados
genéticamente por la dispersion de larvas producidas por reproduccion sexual. Este
resultado también es apoyado por el hecho que ningun genotipo multilocus tnico fue
repetido entre sitios y que solo el 0.06% de la diferencia genética total (ver seccion 7.3) es
adjudicada a individuos de origen sexual, el resto es debido a la reproduccion asexual y a
las frecuencias alélicas que genera. Existen casos donde la variacion causada por
organismos de origen sexual puede ser mayor, Whitaker (2006) empleando alozimas

encontrd en Australia para P. damicornis que el 50%

(Fop = UIEéDGVD,l?EW = 0.48 ¥ 509) de la variacion total Fgr (GT) fue debido a

diferencias entre individuos de origen sexual (GU), observando una fuerte estructura
genética a escalas de aproximadamente 800km. Para el caso de la region del Golfo de
California, P.verrucosa aun con elevada reproduccion asexual en ciertas localidades, tuvo
mayor grado de conectividad genética a escalas menores (350km).

La falta de estructura propuesta por los estadisticos F' (Fsr de 0.0007; p=0.42) fue
confirmada por el programa STRUCTURE, el cual mediante el asignamiento de los
genotipos multilocus por métodos bayesianos a k poblaciones, indico una sola poblacion
(K=1, Pritchard et al., 2000). Esta misma estructura fue encontrada para seis poblaciones

de P. verrucosa (=<140km) en Sudafrica empleando alozimas (Ridgway et al., 2001) pero
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sin hacer diferencia entre genotipos totales y unicos debido a que no encontraron sitios
dominados por reproduccion asexual (clonas), y sus déficits de heterocigotos reflejaron
endogamia. Por otra parte, Ridgway et al. (2008) empleando microsatélites, en la misma
especie y ampliando la region a 850km, encontraron diferencias significativas entre los
arrecifes de Sudafrica y Mozambique Fsr= 0.054 (p<0.05). De igual manera compararon
los resultados obtenidos entre su base con genotipos totales (n=115) y sin clonas (n=101),
sin tener diferencias significativas. Esto indica que las subpoblaciones de P.verrucosa en la
region del GC tienen mas inclinacion a la reproduccion asexual por clonacidn, por estar
sujetos a factores como huracanes y tormentas tropicales (ver seccion 8.2).

Por otra parte, ambos valores (Fs/= 0.022 y 0.054) reportados en arrecifes
sudafricanos fueron muy superiores al nuestro (Fs;7= 0.0007), y es explicado porque las
poblaciones del GC se encuentran en panmixia. En cambio las poblaciones sudafricanas si
presentaron mayor divergencia en sus frecuencias causadas por fuertes desviaciones del
EHW en sus subpoblaciones (24 de 28 comparaciones), presentando unicamente déficits
de heterocigotos, siendo consecuencia de la endogamia ya sea por autogamia o por
dispersion restringida de gametos o larvas dentro de las poblaciones, o también por un
efecto Wahlund.

El modelo de aislamiento por distancia demostré que mientras mas geograficamente
alejada esté la poblacion ocurrird una mayor divergencia genética. Por medio de la distancia
se pudo explicar el 62% (1°=0.628; p<0.05) de la variancia de los estimados del flujo
genético entre las poblaciones (con un rango de 12 a 344km) a partir de las comparaciones

pareadas de los Fsr (Fig.7), donde el nivel de flujo genético sera inversamente proporcional
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a los indices de fijacion (Fsr) [Bohonak, 1999]. Este patron es usualmente modelado como
un patrén “paso a paso” en inglés denominado stepping-stone (Hellberg, 1995; Ayre y
Hughes, 2000; Baums et al., 2005; Magalon et al., 2005; Rose et al., 2006), en donde la
migracion ocurre solo entre subpoblaciones vecinas (Kimura y Weiss, 1964). Este no fue el
caso de un verdadero modelo “paso a paso” debido a que la pendiente de la regresion debe
obtener valores especificos que demuestren mayor flujo entre poblaciones vecinas
(pendiente = -1 o 1 para modelos “paso a paso” de una dimension o lineares, 6 de 0.5 para
modelos de dos dimensiones; Hellberg, 1995), el nuestro fue de 0.0001 (Fig.7). Esto puede
significar que la dispersion entre localidades vecinas no es tan restringida y, a escalas de 12
a 344km, existe un flujo genético entre la mayoria de las localidades, efecto también
observado en el coral Balanophylla elegans en Hellberg (1994). En el GC, este efecto
podria ser ademas potenciado por la temporalidad de las corrientes, donde en verano llevan
migrantes direccion S — N y en invierno N—S (Hammann ef al., 1988; Jimenez-Illescas et
al., 1997), conectando a las subpoblaciones como se explica en la seccion 8.4 o en la figura
9, disminuyendo el patron al modelo “paso a paso”.

El periodo de desove es muy importante en especies con liberacion de gametos al
medio, debido a que el patron hidrodindmico serd de los principales factores responsables
de la distribucion larvaria. Se ha observado en la region del GC que los desoves masivos en
pociloporidos son principalmente en verano (Glynn et al., 1991; Chaves-Romo y Reyes-
Bonilla, 2007) explicando la alta conectividad regional y como cambian sutilmente las
frecuencias alélicas en las poblaciones mas extremas. Por otro lado, el tiempo planctonico

de las larvas es muy variable en corales (Fadlallah, 1983) y en pociloporidos, como P.
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damicornis, se han reportado hasta 100 dias (Richmond 1981); este tiempo es suficiente
para brindar un potencial de dispersion muy grande a la especie, explicando la ausencia de

estructura genética en la peninsula.

8.4 Patrones de migracion y tamafos poblacionales

Los valores mas altos de © reportados (tabla IX) indican que los tamafios efectivos
poblaciones mas grandes son para Cabo Pulmo (@ =2.3) y para el Portugués (6=1.776).
Esto va acorde con las poblaciones que mayor numero de alelos promedio (A) reportaron
(Fig.5) y mayor numero de genotipos multilocus tinicos (Tabla II), lo que es indicativo de
poblaciones con una estrategia reproductiva sexual. A diferencia de las poblaciones
dominadas por clonas, donde sus tamafios efectivos resultaron disminuidos como fue el
caso del Canal (6= 0.895) y la Isla (©=0.752), donde se reportaron los valores minimos de
Ay menor numero de genotipos multilocus Unicos. Para el caso de Loreto, el valor de @
fue intermedio (1.493), relacionado también a su nimero de A y genotipos multilocus
unicos, intermedios comparando con todas las subpoblaciones. Esto pudo ser efecto del
esfuerzo en la colecta por obligar a ampliar el rango normal de busqueda de individuos, los
cuales estuvieron separados desde metros hasta varios kildmetros (muy bajas densidades),
por lo que los individuos tenian poca probabilidad de ser clonas, lo que sobrestima el valor
de diversidad genética en este sitio.

El flujo de inmigrantes por generacion (Nm=118.04) fue alto en toda la peninsula
(Fig.9; Tabla IX), reafirmado por los valores no significativos del Fsr global (0.0007; p=
0.42). El flujo en ambas direcciones fue estadisticamente similar (p= 0.1779), aun cuando

el valor de verano fue el doble (Nm~=78) sobre el de invierno (Nm=40), lo que confirma que
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ocurren desoves fuera de los picos reproductivos en verano reportados para la especie
(Glynn, 1991; Chavez-Romo y Reyes Bonilla, 2007). Por otro lado, a nivel subpoblaciones,
hubo diferencias de aporte de migrantes entre las poblaciones mas extremas, Loreto, Canal
y Loreto, Cabo Pulmo (P<0.05), esto apoya lo observado en la prueba de aislamiento por
distancia, donde Loreto al ser la poblacion mas pequena, aportara la menor cantidad de
inmigrantes al flujo total (Nm=2.5). En teoria pequefas tasas de migracion
(aproximadamente un individuo por generacion) mantendran la presencia de los mismos
alelos en las subpoblaciones (Kimura y Ohta, 1971). Sin embargo, puede ocurrir
divergencia alélica ain con la presencia de migracion, como lo demostré Allendorf y
Phelps (1981) usando alozimas en distintas poblaciones de peces, donde presencio
divergencia significativa entre 20 subpoblaciones con un Nm=10. Por tanto bajas
cantidades de migrantes mantendran la similaridad “cualitativa” entre subpoblaciones y
grandes cantidades de intercambio mantendrdn una similaridad “cuantitativa” entre
subpoblaciones (Allendorf, 1983).

Roberts (1997) describe un escenario para el Caribe, en el que las subpoblaciones
estan arregladas de una manera lineal metapoblacional, donde algunas localidades son
netamente fuente de larvas para poblaciones rio abajo, y otros arrecifes seran netamente
sumidero de larvas en las poblaciones rio arriba; sin embargo para esta region la direccion
de las corrientes marinas es constante todo el afio, a diferencia de la zona templada del GC,
donde en verano la corriente va en una direccion y en inverno se invierte. De esta manera
en el GC cuando las corrientes se dirigen al norte, las poblaciones del sur serviran de

poblaciones fuentes de larvas planulas a las subpoblaciones vecinas mas nortefias,
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fungiendo Cabo Pulmo como poblacion fuente a las poblaciones del Canal (Nm= 1.85) ,
Isla (3.58) y Portugués (13.6 migrantes) y a Loreto (8 migrantes); y a su vez las
poblaciones dentro de la Bahia de la Paz también serviran de fuente larvaria a Loreto con
con una magnitud de 21 migrantes, de este modo la Unica poblacién netamente sumidero en
verano fue Loreto. Por otro lado, en invierno las corrientes invierten su curso y desplazan
las larvas al sur, donde Loreto envia 2.5 migrantes totales repartidos entre el Portugués
(1.17 migrantes) y Cabo Pulmo (1.14 migrantes), las subpoblaciones centrales envian a
Cabo Pulmo 34 migrantes, donde ahora la poblaciones centrales fungen como poblacion
fuente y Cabo Pulmo como sumidero. Watkinson y Sutherland (1995) acufian el término de
“seudo-sumidero” a las poblaciones viables que aparecen como sumideros, como resultado
de la dispersion de inmigrantes hacia ellos. Bajo este esquema todas las poblaciones
resultan ser seudo-sumideros exceptuando Loreto, que se presenta como un verdadero
sumidero. Por otra parte, hay que resaltar que no todas las poblaciones fueron muestreadas,
y existen mas poblaciones al sur de Cabo Pulmo que pudieran servir como fuentes y
sumideros de esta.

Las poblaciones mayormente clonales, tuvieron diferentes aportes de larvas a la
region, donde el Canal fue la subpoblacion que mayor larvas aport6 en el estudio (Nm=52),
y la Isla fue la segunda subpoblacion que menos larvas aporté (Nm= 15). Estas diferencias
tal vez se deban a la zona donde cada una esta establecida, ya que el Canal se encuentra en
la boca secundaria de la Bahia de la Paz, donde las corrientes pasan directamente sobre las
cabezas de coral, pudiendo llevarse los gametos a los demas sitios; en cambio el sitio de la

Isla Espiritu Santo se encuentra dentro de la bahia de San Gabriel, la cual estd protegida
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directamente de las corrientes. Por otro lado, ambas fueron las que menos larvas
importaron, el Canal con 4 inmigrantes y la isla con 8 inmigrantes. Esto tal vez sea un
reflejo directo de la gran densidad de colonias de coral presentes en estos sitios, la mayoria
producto de clonas por fragmentacion, las cuales limitaran el espacio para el asentamiento
de nuevos reclutas sexuales (larvas planulas) [Coffroth y Lasker, 1998].

Loreto fue un sumidero verdadero, posiblemente porque se localiza en donde las
condiciones ambientales no son favorables, dependiendo unicamente de la inmigracién de
poblaciones fuente del sur para subsistir (Hanski y Gilpin, 1991). Estas condiciones
ambientales adversas juegan un papel importante al mantener a los individuos con las tallas
minimas observadas y densidades muy bajas (anexo D), esto afecta directamente la tasa
reproductiva de la subpoblacion, produciendo menos propagulos y reduciendo la
probabilidad de migracién larvaria entre subpoblaciones, resultando en el flujo genético
mas bajo del estudio (Nm=2.5). Sin embargo, al reportarse migrantes provenientes de esta
localidad se pone de manifiesto que si ocurre reproduccion y no se trata de una

“pseudopoblacion”, o poblacion estéril (Richmond, 1987).
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9. Conclusiones

1.

2.

3.

4.

Se demostré empleando los genotipos multilocus unicos (individuos de origen
sexual) la existencia de una sola poblacion genética (Fs/= 0.0007, p=0.42) de la
especie Pocillopora verrucosa en el Golfo de California, cuyas subpoblaciones se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW); asi mismo empleando los
genotipo totales (todos los individuos) se observd una estructura genética local
(Fs7= 0.108, p< 0.001) debida a la presencia de clonas en todos los sitios, con
desviaciones al EHW (déficits y excesos de heterocigotos).

Los sitios genéticamente mas diversos fueron en primer lugar Cabo Pulmo con un
promedio de alelos (A) 6.33 y una diversidad genotipica (G,/G.) del 70%, y el
Portugués con 6.17 Ay G,/G.= 73%.

Las subpoblaciones mantenidas por reproduccion sexual o mayormente sexuales
fueron Cabo Pulmo, el Portugués y Loreto, promediando una diversidad genotipica
(G/Ge) del 55% y una equidad genotipica (Go/N,) del 72%. En cambio las
subpoblaciones del Canal de San Lorenzo y la Isla Espiritu Santo resultaron ser muy
asexuales por medio de fragmentacion, promediando una diversidad genotipica del
4.5% y una equidad genotipica del 40%.

La frecuencia de los huracanes por sitio mostr6 una correlacion negativa
significativa con la diversidad genotipica la riqueza genotipica y la equidad
genotipica en las poblaciones del Golfo de California, explicando casi el 90% de la

variacion entre sitios muy clonales y sexuales.
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6.

7.
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Se obtuvo un aislamiento por distancia significativo entre todas las poblaciones
(R>=0.62; p<0.05), mostrando como las subpoblaciones vecinas son mas
genéticamente similares a diferencia de las mas lejanas.

El numero total de inmigrantes por generacion (Nm) estimado para la region fue de
118.04. En donde no hubo diferencias significativas entre las magnitudes totales de
flujo en direccion norte (Nm =78.12) y en direccion sur (Nm =40.15); indicando que
existen otros desoves de gametos fuera del pico reproductivo de verano. Pero si se
presentaron diferencias significativas en el aporte de migrantes de las localidades
geograficamente mds alejadas (p<0.05): Loreto (Nm =2.5) y Cabo Pulmo (Nm =27).
Las subpoblaciones se comportaron como una unidad metapoblacional, la cual
presenta tasas de inmigraciéon y tamanos efectivos poblacionales relativos
diferenciales, donde dependiendo de su localizacion y la direccion de la corriente se
comportaron como fuente, pseudo-sumidero o sumidero. La unica poblacion
verdaderamente sumidero fue Loreto, evidenciado por su posicion geografica y su

minima contribucion de migrantes (Nm= 2.5).
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10. Recomendaciones

1))

2)

3)

4)

Se recomienda para futuros analisis en poblaciones de pociloporos emplear tamafios
de colecta de mas individuos (N=80-100), debido a que la alta tasa de clonalidad
reportada podria sesgar la diversidad genética del sitio.

Se recomienda para futuros trabajos de repoblamiento coralino hacer un estudio
genético previo, donde se pueda tener un control de la diversidad genética de las
colonias o fragmentos empleados para evitar la siembra de clonas y/o colonias con
baja diversidad alélica.

Se recomienda aumentar los sitios de colecta con los fines de:

a. Analizar la participacion de otros sitios con densidades importantes de coral
para determinar su participacion como sitios fuentes o sumidero dentro de la
region.

b. Ampliar la zonas de colectas mas al Norte y buscar el verdadero limite de
distribucion de la especie, la cual deberia estar conformada por especies
estériles (pseudopoblaciones).

El presente estudio es una herramienta para plantear el manejo y conservacion de la
especie, incluyendo la base genética. La alta conectividad larvaria observada en la
region, nos indica que todos los sitios con densidades coralinas son importantes para
el mantenimiento de las demas subpoblaciones. Lo anterior se apoya y demuestra

por una dispersion larvaria tanto en direccion S—N como N—S; teniendo el caso
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extremo de la subpoblacion de Loreto la cual depende en gran medida de la
migracion de las larvas mas surefias para mantener sus densidades poblacionales.

5) Otro enfoque que brinda el trabajo es abrir la posibilidad de usar como otra
herramienta de conservacion en estas poblaciones, el trasplante de colonias ya sea
en sitios donde ocurri6 una mortalidad muy alta o como medida para desplazar
poblaciones enteras de un sitio a otro que serd afectado por actividades
antropogénicas.

6) Con el alza continua de las temperaturas de los mares (calentamiento climatico) en
el Golfo de California se proyecta que las poblaciones de P. verrucosa migren mas
al Norte. Se recomienda establecer un programa de seguimiento en cuanto a las
tasas de reclutamiento de las larvas colonizadoras y establecer genéticamente sus
origenes de tal modo que ayude a conservar los sitios fuente mas importantes y
proteger a los nuevos reclutas a estas “nuevas” subpoblaciones. Asi, se ayudaria a
conservar poblaciones coralinas saludables y genéticamente diversas que puedan
soportar y adecuarse a los nuevos regimenes ambientales venideros.

7) La composicion genética detectada en los sitios con elevada clonalidad deberia de
ser evaluada después de eventos de re-colonizacion posteriores a disturbios
ambientales con grandes mortalidades (blanqueamiento), para determinar la

persistencia o cambios en el sistema de reproduccion y estructura genética.
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12. ANEXOS

ANEXO A.
Figuras con las frecuencias alélicas de cada microsatélite tomando en cuenta los genotipos

totales (GT) vs los genotipos unicos (GU).
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ANEXO B.
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Figuras con numero de clones y niimero de colonias por clon por cada localidad a) Loreto,

b) Portugués, c) Isla, d) Canal y ) Cabo Pulmo.
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ANEXO C.

Tabla de datos de los huracanes empleados para el estudio por cada sitio de 1958 al 2007.

Sitio Ao Mes Nombre Viento Catergoria
(nudos)
Cabo Pulmo 1976 9 LIZA 120 H4
1982 9 PAUL 95 H2
1989 8 KIKO 100 H3
1998 9 ISIS 65 Hl
2006 9 JOHN 85 H2
El Canal de San 1958 10 Sin Nombre 75 Hl
Lorenzo 1959 9 Sin Nombre 75 HI
y 1960 8 DIANA 75 H1
La Isla Espiritu 1973 9 IRAH 65 H1
Santo 1976 10 LIZA 120 H4
1986 9 NEWTON 65 H1
1996 9 FAUSTO 70 Hl
2003 8 IGNACIO 70 H1
2003 9 MARTY 80 H1
2007 9 HENRIETTE 65 H1
El Portugués 1959 9 Sin Nombre 75 HI
2003 9 MARTY 80 H1
2003 8 IGNACIO 70 H1
Loreto 1967 9 KATRINA 75 H1
1967 10 OLIVIA 75 H1
2003 9 MARTY 80 Hl
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ANEXO D.

Tablas de tallas de los individuos colectados en el Canal, la Isla, y Loreto.

Canal de San Lorenzo
Individuo D1 D2 m’ Individuo D1 D2 m’
1 0.25 0.2 0.05 26 0.5 04 0.2
2 03 0.2 0.06 27 0.6 0.35 0.21
3 03 0.2 0.06 28 0.6 0.35 0.21
4 0.35 0.2 0.07 29 0.6 0.35 0.21
5 0.3 0.25 0.075 30 0.6 0.4 0.24
6 0.3 0.25 0.075 31 0.6 0.4 0.24
7 03 0.3 0.09 32 0.6 04 0.24
8 0.4 0.25 0.1 33 0.7 04 0.28
9 04 0.25 0.1 34 0.6 0.5 0.3
10 0.4 03 0.12 35 0.6 0.5 03
11 04 0.3 0.12 36 0.6 0.5 0.3
12 0.4 0.3 0.12 37 0.65 0.5 0.325
13 04 0.3 0.12 38 0.7 0.5 0.35
14 04 0.3 0.12 39 0.7 0.5 0.35
15 0.45 03 0.135 40 0.8 0.5 0.4
16 0.45 0.3 0.135 41 0.7 0.6 0.42
17 0.4 0.35 0.14 42 0.8 0.6 0.48
18 0.45 0.35 0.1575 43 0.85 0.7 0.595
19 0.4 0.4 0.16 44 1 0.6 0.6
20 0.5 0.35 0.175 45 1.1 0.6 0.66
21 0.5 0.35 0.175 46 1 0.7 0.7
22 0.6 0.3 0.18 47 1.3 1.2 1.56
23 0.65 03 0.195 48 1.3 1.2 1.56
24 0.65 03 0.195 49 1.5 1.2 1.8
25 0.5 04 0.2 50 1.8 1.2 2.16
Promedio total 0.36
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Isla Espiritu Santo

2

Individuo D1 D2 m Individuo D1 D2 m

1 0.21 0.12 0.03 26 0.3 0.28 0.08
2 0.19 0.14 0.03 27 04 0.22 0.09
3 0.2 0.14 0.03 28 0.37 0.24 0.09
4 0.19 0.16 0.03 29 0.33 0.27 0.09
5 0.19 0.17 0.03 30 0.34 0.27 0.09
6 0.2 0.19 0.04 31 0.37 0.28 0.10
7 0.23 0.17 0.04 32 04 0.26 0.10
8 0.23 0.17 0.04 33 0.38 0.28 0.11
9 0.24 0.17 0.04 34 0.34 0.32 0.11
10 0.23 0.19 0.04 35 0.37 0.3 0.11
11 0.21 0.21 0.04 36 0.34 0.34 0.12
12 0.22 0.21 0.05 37 0.35 0.35 0.12
13 0.29 0.17 0.05 38 04 0.31 0.12
14 0.25 0.2 0.05 39 0.38 0.33 0.13
15 0.28 0.18 0.05 40 0.37 0.36 0.13
16 0.26 0.2 0.05 41 0.38 0.36 0.14
17 0.24 0.22 0.05 42 0.42 0.33 0.14
18 0.28 0.2 0.06 43 0.5 0.28 0.14
19 0.25 0.23 0.06 44 0.44 0.33 0.15
20 0.33 0.2 0.07 45 0.47 0.35 0.16
21 0.34 0.2 0.07 46 0.55 0.34 0.19
22 0.3 0.24 0.07 47 0.51 0.4 0.20
23 0.28 0.28 0.08 48 0.47 0.44 0.21
24 0.3 0.27 0.08 49 0.57 0.38 0.22
25 0.31 0.27 0.08 50 0.52 0.45 0.23

Promedio total 0.09




104

Loreto
Individuo D1 D2 m’
1 0.02 0.02 0.0004
2 0.07 0.06 0.0042
3 0.08 0.06 0.0048
4 0.07 0.1 0.007
5 0.13 0.07 0.0091
6 0.12 0.1 0.012
7 0.13 0.11 0.0143
8 0.18 0.1 0.018
9 0.16 0.12 0.0192
10 0.15 0.13 0.0195
11 0.16 0.13 0.0208
12 0.21 0.1 0.021
13 0.2 0.13 0.026
14 0.24 0.2 0.048
15 0.26 0.19 0.0494
16 0.21 0.25 0.0525
17 04 0.3 0.12
18 0.4 0.35 0.14
19 0.45 0.35 0.1575
20 0.41 0.43 0.1763
Promedio total 0.046




ANEXO E.
Tabla con las pruebas de Bonferroni para pruebas de desequilibrio de ligamiento.
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Portugués Cabo Pulmo
p k a/k S /NS p k a/k S/NS
0.00718764 15 0.00333333 NS 0.00353392 15 0.00333333 NS
0.067194 14 0.00357143 NS 0.01287785 14 0.00357143 NS
0.106337 13 0.00384615 NS 0.1000579 13 0.00384615 NS
0.12802 12 0.00416667 NS 0.1053488 12 0.00416667 NS
0.214012 11 0.00454545 NS 0.12094198 11 0.00454545 NS
0.219542 10 0.005 NS 0.22917582 10 0.005 NS
0.255231 9 0.00555556 NS 0.25417282 9 0.00555556 NS
0.256698 8 0.00625 NS 0.257557 8 0.00625 NS
0.280937 7 0.00714286 NS 0.29798746 7 0.00714286 NS
0.289083 6 0.00833333 NS 0.34489678 6 0.00833333 NS
0.299355 5 0.01 NS 0.40257757 5 0.01 NS
0.444226 4 0.0125 NS 0.80271932 4 0.0125 NS
0.462844 3 0.01666667 NS 0.81492832 3 0.01666667 NS
0.500908 2 0.025 NS 0.8173841 2 0.025 NS
0.882612 1 0.05 NS 0.85160524 1 0.05 NS
Canal Isla Espiritu Santo

0.02531646 15 0.00333333 NS 0.03794474 15 0.00333333 NS
0.03692649 14 0.00357143 NS 0.16618416 14 0.00357143 NS
0.03961187 13 0.00384615 NS 0.25301481 13 0.00384615 NS
0.14228527 12 0.00416667 NS 0.27426826 12 0.00416667 NS
0.21299365 11 0.00454545 NS 0.31912111 11 0.00454545 NS
0.50007986 10 0.005 NS 0.37942738 10 0.005 NS
0.51406581 9 0.00555556 NS 0.48557481 9 0.00555556 NS
0.54869624 8 0.00625 NS 0.52158288 8 0.00625 NS
0.58318692 7 0.00714286 NS 0.69245897 7 0.00714286 NS
0.58635148 6 0.00833333 NS 0.72607116 6 0.00833333 NS
0.68804656 5 0.01 NS 0.81317135 5 0.01 NS
0.76700076 4 0.0125 NS 0.86463283 4 0.0125 NS
0.78544903 3 0.01666667 NS 0.97393483 3 0.01666667 NS
0.90250769 2 0.025 NS 1 2 0.025 NS
1 1 0.05 NS 1 1 0.05 NS




Loreto
p k a/k S/NS
0.02574572 15 0.00333333 NS
0.03841393 14 0.00357143 NS
0.18692848 13 0.00384615 NS
0.28111648 12 0.00416667 NS
0.41671325 11 0.00454545 NS
0.43763726 10 0.005 NS
0.58822825 9 0.00555556 NS
0.60759494 8 0.00625 NS
0.69305794 7 0.00714286 NS
0.73279958 6 0.00833333 NS
0.74002715 5 0.01 NS
0.74814319 4 0.0125 NS
0.8437787 3 0.01666667 NS
0.84664377 2 0.025 NS
0.96925289 1 0.05 NS

*75 /75 comparaciones resultaron no significativas

106

p: valor de significancia; k= pruebas; a/k= nivel de significancia de la prueba de Bonferroni; S= Significativo;

NS= No significativo



B) Todos los individuos del estudio o Genotipos totales (GT)
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Portugués Cabo Pulmo
p k alfa/k NS/S p k alfa/k NS/S
0 15 0.003333333 S 0 15 0.003333 S
0.00059405 14 0.003571429 S 0 14 0.003571 S
0.00485149 13 0.003846154 S 0 13 0.003846 S
0.00485149 12 0.004166667 S 0.00297 12 0.004167 NS
0.00564356 11 0.004545455 NS 0.02079 11 0.004545 NS
0.00891089 10 0.005 NS 0.02446 10 0.005 NS
0.0142574 9 0.005555556 NS 0.03525 9 0.005556 NS
0.029703 8 0.00625 NS 0.05069 8 0.00625 NS
0.0314851 7 0.007142857 NS 0.08614 7 0.007143 NS
0.0335644 6 0.008333333 NS 0.08634 6 0.008333 NS
0.069802 5 0.01 NS 0.10822 5 0.01 NS
0.0756436 4 0.0125 NS 0.17188 4 0.0125 NS
0.0779208 3 0.016666667 NS 0.27248 3 0.016667 NS
0.199901 2 0.025 NS 0.57564 2 0.025 NS
0.500891 1 0.05 NS 0.72168 1 0.05 NS
Canal Isla Espiritu Santo
p k alfa/k NS/S P k alfa/k NS/S
0 15 0.003333333 S 0 15 0.003333 S
0 14 0.003571429 S 0 14 0.003571 S
0 13 0.003846154 S 0 13 0.003846 S
0 12 0.004166667 S 0 12 0.004167 S
0 11 0.004545455 S 0 11 0.004545 S
0 10 0.005 S 0 10 0.005 S
0 9 0.005555556 S 0 9 0.005556 S
0 8 0.00625 S 0 8 0.00625 S
0 7 0.007142857 S 0 7 0.007143 S
0 6 0.008333333 S 0 6 0.008333 S
0 5 0.01 S 0.00158 5 0.01 S
0.00554 4 0.0125 S 0.00198 4 0.0125 S
0.00921 3 0.016666667 S 0.02921 3 0.016667 NS
0.02099 2 0.025 S 0.06297 2 0.025 NS
0.27772 1 0.05 NS 0.09683 1 0.05 NS




Loreto

P k alfa/k NS/S

0 15 0.003333333 S
0.0005 14 0.003571429 S
0.08396 13 0.003846154 NS
0.09307 12 0.004166667 NS
0.15416 11 0.004545455 NS
0.18079 10 0.005 NS
0.19901 9 0.005555556 NS
0.22772 8 0.00625 NS
0.31406 7 0.007142857 NS
0.44782 6  0.008333333 NS
0.48901 5 0.01 NS
0.51446 4 0.0125 NS
0.58604 3 0.016666667 NS
0.65337 2 0.025 NS
0.73198 1 0.05 NS

* 35 /75 comparaciones totales resultaron significativas
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p: valor de significancia; k= pruebas; a/k= nivel de significancia de la prueba de Bonferroni; S= Significativo;

NS= No significativo



