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No solo de pan vive el hombre, sino también entre otras cosas, de esplendor del firmamento
en una noche clara y estrellada, del poema de esperanza que nos ofrece cada amanecer, de
los fantasticos colores del atardecer cuando el sol se oculta, de la belleza de los arboles
floridos, de la fragancia de las flores, de la hermosura y majestad del mar que rompe en los
pefiascos, de la serena belleza de las montafias...y fundamentalmente del carifio, afecto y
ternura que le ofrezcan sus semejantes.

Feopalam

Si un hombre es perseverante, aunque sea duro de entendimiento se haré inteligente; y
aunque sea débil se transformara en fuerte.

Leonardo Da Vinci
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RESUMEN de la tesis de Sarita Claudia Frontana Uribe, presentada como requisito parcial
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Ensenada, Baja California, México. Abril de 2005.

FILOGEOGRAFIA DE Pisaster ochraceus Brandt, 1835 (ECHINODERMATA:
ASTEROIDEA) A LO LARGO DE SU DISTRIBUCION.

Resumen aprobado por: /u/d (Ww{
[ a. LygiaB.

Dr. Jorge de la Rosa Vélez
Codirector
Resumen

La posible diferenciacion genética en las poblaciones de aquellas especies con amplios
intervalos de distribucion geografica y cuyas poblaciones traspasan alguna frontera
biogeografica bien conocida, como es el caso de Punta Concepcion, California, ha sido poco
evaluada, en especial en los sistemas marinos. La estrella de mar Pisaster ochraceus se
distribuye desde la costa de Alaska, EUA hasta Baja California, México, formando parte de
tanto de la Provincia Oregoniana como de la Californiania, se caracteriza al igual que otros
invertebrados por poseer una larva planctotrofica que puede permanecer en la columna de agua
desde unos cuantos dias a varios meses antes de su asentamiento, Genéticamente, hasta la fecha
solo se ha estimado su estructura en aguas de Alaska. El objetivo principal de éste trabajo, fue
establecer si hay continuidad genética de ésta estrella de mar a lo largo de su distribucion,
evaluando asi la hipotética concordancia entre los limites biogeograficos y filogeograficos en
Punta Concepcion para la especie. Para ello se utilizaron los genes citocromo oxidasa [ y
citocromo oxidasa III del ADN mitocondrial. Se empleo la técnica de polimorfismo de la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), en combinacién con la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR); un vez determinados los haplotipos encontrados se realizé un analisis de
inferencia filogenética utilizando los métodos de la Red de la Expansion Minima, Parsimonia
de Dollo y Union al vecino. Los resultados obtenidos muestran bajos valores en los indices de
diferenciacion genética Fsr (0.011, p= 0.217) y ®gsr (0.021, p= 0.132) entre el grupo de
localidades al norte y al sur de Pta. Concepcion, mostrando que para esta especie que no hay
concordancia entre los limites biogeograficos y filogeograficos, ademas la presencia de dos
haplotipos comunes en todas las localidades apoyar la existencia de una homogenizacion
genética de esta estrella a lo largo de su distribucién. Dicha homogeneidad puede ser favorecida
por la extensa dispersion larval en la época de desove a través del Sistema de la Corriente de
California. Ninguno de los métodos de inferencia filogenética utilizados representaron una
marcada diferenciacion geografica de los haplotipos compuestos en esta especie. Finalmente, la
falta de diferenciacion genética de las poblaciones analizadas al norte y al sur de Punta
Concepcidn, apoyan el status taxondmico de especie para P. ochraceus como lo proponen
Lambert (1981; 2000) y Stickle et al. (1992).

Palabras clave: Estrella de mar, Pisaster ochraceus, RFLP’s, ADNmt, genética.
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PHYLOGEOGRAPHY OF Pisaster ochraceus Brandt, 1835 (ECHINODERMATA:
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Genetic differentiation in species with wide geographic distributions whose populations
cross over some biogeographic boundary such as Point Conception, California, is
understudied, particularly in marine systems. The starfish Pisaster ochraceus is found from
the Alaskan coast, USA to Baja California, Mexico, existing in both the Oregonian and
Californian biogeographic provinces, spanning the proposed biogeographic boundary at
Point Conception. This invertebrate has a planktotrophic larvae that can remain in the water
from days to several months before settlement . Genetically, the population structure of this
species has been studied only in Alaskan waters. The main goal of this thesis was to
determine if there 1s genetic continuity of this starfish along its distribution, evaluating the
hypothetical concordance between the biogeographic and phylogeographic limits at Point
Conception using the cytochrome oxidase I y cytochrome oxidase III genes of the
mitochondrial DNA and Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), in
combination with the Polymerase Chain Reaction (PCR). Once the haplotypes were
determined, phylogenetic inference was established using Minimum Spanning Network,
Parsimony of Dollo, and Neighbor-Joining techniques. The results show low values in the
index of differentiation genetic Fsr (0.011, p= 0.217) and Fgr (0.021, p= 0.132) comparing
the regions to the north and the south of Point Conception, showing that for this species
there is no concordance between the biogeographic and phylogeographic limits. The
presence of two common haplotypes in all the populations studied support genetic
homogeneity of this starfish along its distribution: This homogeneity is most probably
caused by the extensive larval dispersion influenced by the California Current. None of the
methods of phylogenetic inference used showed a strong geographic difference of the
compound haplotypes in this species. Finally, the lack of genetic differentiation in the
population analyzed to the north and the south of Point Conception supports the taxonomic
status of species for P. ochraceus proposed by Lambert (1981; 2000) and Stickle et al.
(1992). :

Key words: Starfish, Pisaster ochraceus, RFLP’s, mtDNA, genetics.
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I INTRODUCCION

La estrella de mar Pisaster ochraceus (Brandt, 1835) se distribuye ampliamente a lo largo
la costa del Pacifico Nororiental encontrandose representada tanto en la Provincia
Oregoniana como en la Californiania, su limite norte reportado es el area de Prince William
Sound (Alaska, EUA) y el limite sur es Isla Cedros (Baja California, México) (Lambert,
1981; 2000). Comunmente, se encuentra en la zona intermareal y submareal rocosa, donde
se alimenta principalmente de moluscos, crustdceos y algas. Ecolégicamente juega un papel
crucial en la dindmica comunitaria dada la influencia que ejerce sobre la estructura y
diversidad de las comunidades intermareales a través de su predacion preferencial sobre el
mejillon Mytilus californianus (Ricketts y Calvin, 1952; Paine, 1966; 1969; 1974; 1976;

Mauzey, 1966; Mauzey et al. 1968).

P. ochraceus posee fertilizacion externa (liberacion de huevos y espermatozoides a la
columna de agua); después de aproximadamente seis dias produce una larva plantotrofica
denominada bipinnaria, la cual puede sobrevivir entre 76 y 228 dias (Strathmann, 1978)
como parte del plancton alimentandose de pequenas algas y, posteriormente, se desarrolla
una larva denominada braquiolaria, la cual se transformard finalmente en una estrella
juvenil (Carefoot, 1977) (ver Figura 1). En el estadio de larva bipinnaria, la reproduccion
de tipo asexual ha sido observada por Vickery y McClintock (2000), quienes encontraron
clonacion por brote o fision (ver Figura 2) cuando en su medio se suministraba comida en
abundancia y de alta calidad, asi como temperatura adecuada (aproximadamente de 12 a

15°C).
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Figura 1. Ciclo reproductivo de Pisaster ochraceus
(Tomada de Carefoot, 1977).

Se ha observado un marcado ciclo reproductivo en poblaciones de la costa de California
(Bahia de Monterrey, Pacific Grove y Santa Cruz), el cual comienza con el desove en los
meses de marzo a mayo, por lo que el indice gonadal es mayor en esta temporada. En los
meses siguientes, los valores gonadosomaticos son los mds bajos y es hasta el mes de
octubre que las gonadas empiezan a crecer (Feder, 1956; Farmanfarmaian et al., 1958;

Greenfield, 1959; Boolotian, 1966; Pearse y Eernisee, 1982).

Figura 2. Fotomicrografias de luz de una larva bipinnaria
de Pisaster ochraceus A) en proceso de brote (ver
flecha) y B) en proceso de autotomizacion por fision
(Tomadas de Vickery y McClintock, 2000).



Sus poblaciones, al igual que otras especies de estrellas, son explotadas con fines de ornato
y para ello son secadas y después vendidas. En la costa occidental de Baja California, la
pesqueria de P. ochraceus constituye una actividad econdmica alternativa muy importante
que se desarroll6 paralela a la del erizo y pepino de mar a partir de la década de 1970 (Carta

Nacional Pesquera, 2000).

Taxondmicamente, segun la clasificacion de Clark (1996) sobre el género Pisaster, se
reconoce a las subespecies Pisaster ochraceus ochraceus y Pisaster ochraceus segnis,
ambas con diferentes areas de distribucion. La primera se reporta desde aguas de Alaska
(EUA) hasta Punta Concepcion, California (EUA), mientras que Pisaster ochraceus segnis,

se encuentra desde el norte de la peninsula de Baja California (México) a la mitad de ésta.

Biogeograficamente, el area de Punta Concepcion en California, EUA (34.5°N) ha sido
considerada como una zona que demarca el limite sur de algunas especies pertenecientes a
la provincia Oregoniana y el limite norte de algunas otras de la provincia Californiana
(Briggs, 1974; Doyle, 1985; Gobalet, 2000). Sin embargo, existen otras especies cuyas
areas de distribucion van mas alla del norte o sur de Punta Concepcion, formando asi parte
de ambas provincias (Newell, 1948; Briggs, 1974, Hayden y Dolan, 1976; Horn y Allen,
1978; Newman, 1979). Por consiguiente, el limite biogeografico entre estas provincias es
establecido por otros autores como una zona de transicion, dada la existencia de reemplazo
de las faunas Oregonianas y Californianas, mas que un marcado limite donde una fauna

acaba y otra empieza (Newell, 1948; Newman, 1979; Seapy y Littler, 1980).



Por otra parte, Avise (1992; 1994) sugiri6 la posible diferenciacion genética de las
poblaciones de aquellas especies con amplios intervalos de distribucion geografica y cuyas
poblaciones traspasan alguna frontera biogeografica bien conocida, como es el caso de
Punta Concepcion. De acuerdo con Burton (1998), son pocos los trabajos que se han
enfocado a esclarecer la posible concordancia hipotética de los limites biogeograficos y
filogeograficos en los sistemas marinos propuesta por Avise (1992; 1994), ya que para ello
es necesario realizar extensas pruebas de correlacion requiriéndose andlisis poblacionales
tanto ecoldgicos como genéticos de especies con las caracteristicas previamente
mencionadas. Sin olvidar que en los ambientes marinos la distribucion de las especies
puede estar limitada por barreras y parametros fisicos y/o bioldgicos del medio ambiente,
favoreciendo la formacion de regiones particulares, y asi mismo la existencia de esos
parametros, junto con eventos oceanograficos tanto regionales como locales, pueden
favorecer la dispersion y el reclutamiento de las especies con estadios larvales pelagicos
(planctonicos), como es el caso de varios invertebrados marinos.

En el presente trabajo se evaluo la posible concordancia entre los limites biogeograficos y
filogeograficos en Punta Concepcion, analizando poblaciones de la estrella de mar Pisaster
ochraceus pertenecientes a las provincias Oregonianas y Californianas. Para ello se
utilizaron los genes COI y COIII del ADN mitocondrial como marcador molecular. Se
empleo la técnica de polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP
por sus siglas en inglés), en combinacion con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés). Los resultados obtenidos sugieren la falta de diferenciacion
genética de las poblaciones analizadas y por lo tanto se apoya el status taxonomico de

especie para P. ochraceus como lo proponen Lambert (1981; 2000) y Stickle et al. (1992).



II ANTECEDENTES

I1.1 Aspectos biogeograficos y filogeograficos

De acuerdo con Briggs (1974), el area de Punta Concepcion no fue reconocida como una
frontera biogeografica hasta que Garth, en 1955, publico los resultados obtenidos de su
analisis de distribucion geografica en varias especies de crusticeos braquiuros
caracteristicos de aguas calidas. Este autor encontré6 que algunos de ellos tenian como
limite norte de distribucion dicha frontera. Lo anterior se confirmé con el estudio de otros
organismos en los trabajos de Bartsh (1912); Newell (1948); Cox (1962) y Valentine
(1967) para moluscos; Hubbs (1960) en ciertas especies de vertebrados, y mas
recientemente Doyle (1985) analiz6 varios grupos de invertebrados y algas intermareales y
encontrd que so6lo algunas especies analizadas de moluscos y algas poseian limites tanto

nortefios como surefios en Punta Concepcion.

Sin embargo, dada la existencia de un gran nimero de organismos cuya distribucion abarca
ambas provincias biogeograficas, recientemente se han desarrollado algunos estudios en los
cuales se ha analizado la posible concordancia entre los limites biogeograficos y
filogeograficos a lo largo de Punta Concepcion. Dawson (2001) hace una de las mayores
recopilaciones acerca de los estudios filogeograficos realizados en especies de
invertebrados (ver Apéndice I), peces y mamiferos para la costa de California y compara
los resultados encontrados por varios autores desde el afo de 1978 con diferentes

marcadores genéticos. Concluye que los patrones genéticos encontrados en todos los taxa



analizados son muy variables; que aquellas especies con gran capacidad de dispersion
larval generalmente tienen menor estructura filogeografica y aquellos taxa con una
capacidad de dispersion menor muestran rompimientos filogeograficos dentro de la zona de
transicion Californiania (no especificamente siempre en Punta Concepcion). También
menciona que los factores que afectan la habilidad de dispersion y la estructura genética en
varias de las especies son principalmente el tiempo de duracion de la larva plantotrofica, el
habitat donde se desarrollan, la tasa de fecundidad de los organismos adultos, asi como el

cambio climatico y la estacionalidad del sistema de corrientes oceanograficas.

Burton y Lee (1994), en sus estudios de genética poblacional con el copépodo Tigriopus
californicus, encontraron una marcada diferenciacion genética entre poblaciones al norte y
sur de Punta Concepcion, al analizar siete loci alozimicos y secuencias de ADN
mitocondrial y nuclear. Posteriormente, Burton (1998) analizd6 poblaciones de T.
californicus de las Channel Islands y aument6 poblaciones al sur de Punta Concepcion.
Encontr6é que no se presentaba un solo rompimiento filogeografico sino varios a lo largo de

la costa de California al utilizar los mismos marcadores que Burton y Lee (1994).

Wares et al. (2001), comparan datos genéticos de cuatro especies de invertebrados marinos
(Balanus glandula, Chthamalus fissus, Strongylocentrotus purpuratus, y Nucella
emarginata) que se distribuyen entre las provincias Oregoniana y Californiana, con el
objetivo de establecer si el constante flujo hacia el sur de las corrientes a lo largo del afio en
el area de estudio ha permitido la formacion de una estructura genética caracteristica en

aquellas especies que poseen dispersion larval pelagica y cuyos intervalos de distribucion



van mas alla de Punta Concepcion. Estos autores senalan que las tres especies que poseen
una dispersion larval pelagica se caracterizaron por tener eventos de migracion
principalmente con direccion hacia el sur, mientras que en el gasteropodo Nucella
emarginata, con larvas bénticas, la direccién de los eventos de migracion fueron hacia el
norte. Ademas, los valores de diversidad genética encontrados para tres especies de su
analisis fueron mayores en las poblaciones que se encontraban al sur de Punta Concepcion
y sugieren que estos valores de diversidad pueden ser debidos al constante flujo genético
hacia el sur al que esas especies han sido sometidas por el efecto de las corrientes
oceanicas. La subdivision geografica encontrada por medio del uso de AMOVA entre las
poblaciones de las especies analizadas fue variable. Hohenlohe (2004) hace uso de modelos
de simulacién para analizar el proceso de flujo génico en dos especies de gasteropodos
intermareales (Littorina scutulata y Littorina plena) con larvas planctotroficas y cuyos
intervalos de distribucion se traslapan a lo largo de Punta Concepcion. Este autor encuentra,
al igual que en los trabajos mencionados previamente, que los factores que principalmente
influencian dicho flujo son: las corrientes ocednicas, el periodo planctoénico de la larva y la

época de desove de la especie.

Por otra parte, el tnico trabajo enfocado hasta la fecha al estudio de la estructura genética
de Pisaster ochraceus y a la validez taxondémica de sus subespecies por medio del uso de
caracteres genéticos, es el de Stickle et al. (1992), donde ademas de estudiar poblaciones de
esta estrella, incluyen otras cuatro especies de estrellas de mar pertenecientes a la familia
Asteriidae para las aguas de Alaska. Para ello, estos autores utilizaron alozimas como

marcador y concluyeron que no existe heterogeneidad genética en las poblaciones de P.



ochraceus analizadas. Por lo tanto, apoyan la clasificacion taxonémica morfolégica hecha

por Lambert (1981; 2000) donde las categorias de subespecies son descartadas.

En la mayoria de los trabajos mencionados anteriormente el marcador genético utilizado ha
sido el ADNm, ya que éste se caracteriza por ser una molécula de doble cadena, circular y
relativamente pequefia (de 15-20 kb), haploide, con numerosas copias por célula, con
herencia por via materna, sin recombinacidon aparente y presenta tanto regiones
hipervariables como conservadas (Randi, 2000). Su funciéon es codificar proteinas
enzimaticas involucradas en el transporte de electrones que participan en la cadena
respiratoria o en el proceso de fosforilacion oxidativa en la membrana interna de la célula
(Jacobs, 2002). Ademas, el ADNm posee una tasa de evolucion rapida (unas 10 veces
mayor que el genoma nuclear) y acumula variabilidad genética dentro y entre poblaciones
en periodos cortos de tiempo evolutivo; es decir es util para estudios intraespecificos y para
especies hermanas con tiempos de divergencia menores a entre 8 y 10 millones de afios
(Avise, 1994). Estas propiedades llevan a que necesariamente las relaciones entre alelos
muestreados en una poblacion sean estrictamente jerarquicas (con los alelos en los puntos
terminales de la filogenia, y unidos por una trama filogenética subyacente), por lo que su

uso es adecuado para los analisis de tipo filogeografico (Avise, 2000).

El término filogeografia fue introducido por Avise et al. (1987) para describir el estudio de
la variacion geografica intraespecifica, abordada como una filogenia de alelos superpuesta
en el espacio (geografia). Es una herramienta importante ya que se relaciona con el analisis

filogenético (aplicado al problema particular de los alelos), con la biogeografia (el estudio



de los patrones de distribucion geografica de las especies), asi como con la genética de
poblaciones, por lo que su desarrollo estd ligado al uso de secuencias o andlisis con

enzimas de restriccion del ADNm (Avise, 2000).

Una de las técnicas moleculares mas ampliamente usada en trabajos de genética
poblacional, ha sido el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP), en la cual el ADN que se desea analizar es digerido con enzimas de restriccion que
reconocen un sitio especifico en la cadena de ADN y se generan asi patrones de corte
especificos (Karl y Avise, 1993; Skibinski, 1994). Cuando esta técnica se combina con la
amplificacion de un fragmento particular del genoma (nuclear o mitocondrial) por medio de
la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988) su aplicacion se
simplifica, para lo que utilizan dos cebadores especificos que amplifican una regién de
ADN flanqueada por los mismos y finalmente, los resultados pueden ser analizados por
electroforesis en geles de agarosa o de acrilamida. La presencia o ausencia de patrones de
corte de las enzimas de restriccion en una region de ADN especifico constituyen haplotipos
que pueden utilizarse para estimar los niveles totales de variacion del gen de una manera

similar a la técnica de alozimas (Dowling et al., 1996).

El andlisis de RFLP no es una técnica compleja ni costosa (comparada con la
secuenciacion), ya que una vez que se cuenta con el fragmento de ADN especifico, el
esfuerzo requerido consiste en la utilizacion de un amplio numero de diferentes enzimas de
restriccion para establecer cuales de ellas muestran sefial de polimorfismos en el ADN

analizado (Dowling et al., 1996) y, por ultimo, se trabaja solamente con aquellas enzimas



que muestren ese patron. Las complicaciones técnicas son pocas dado que los protocolos
son simples y el analisis del polimorfismo depende de la presencia o ausencia del patron de
corte de la enzima de restriccion. Cuando se combinan diferentes patrones de corte y mayor
nimero de enzimas la posibilidad de descubrir variaciéon puede aumentarse grandemente,

dando asi mayor robustez al andlisis (Beynon y Skibinski, 1996).

I1.2 Aspectos taxonomicos

Actualmente, todos los seres vivientes son divididos en grupos homogéneos por medio de
categorias jerarquicas bien establecidas denominadas Reino, Phylum, Clase, Orden,
Familia, Género y Especie, propuestas por Linneo en 1758; ademas, para nombrar a una
especie se coloca primero el nombre del género y a continuacidon se coloca el epiteto
especifico, ambos en latin (nomenclatura binomial). De este modo los cientificos que
hablan y escriben en diferentes idiomas pueden comunicarse claramente al referirse a una o
varias especies en particular (Winston, 1999). Sin embargo, existe un tercer nombre
(nomenclatura trinomial) que se le asigna a una subespecie o raza geografica, y ésta es
definida como un agregado de poblaciones locales de una especie que habitan en una
subdivision geografica del intervalo de distribucion de la especie y que, a su vez, difiere
taxondmicamente de otras poblaciones de ésta (Mayr y Ashlock, 1991). Aunque muchos de
los trabajos recientes de biologia evolutiva (Grant, 1981; Otte y Endler, 1989; Avise, 1994)
no mencionan el término de subespecie, éste término contintia siendo utilizado en la
literatura taxondmica, como es el caso de ciertos grupos de invertebrados marinos donde se
continua dando nombres a subespecies en grupos donde aun se tiene poca idea de los

limites reales de las especies (Winston, 1999). Su uso es real y por lo tanto es validado en

10



el Codigo Internacional de Nomenclatura Zoologica donde se mencionan los casos en los
cuales se considera a un grupo de organismos como subespecies y como es que deben

nombrarse (CINZ, 2000).

Taxondmicamente, la especie Pisaster ochraceus (Brandt, 1835) y las subespecies
reconocidas (Pisaster ochraceus ochraceus (Brandt, 1835) y Pisaster ochraceus segnis
(Fisher, 1926)) pertenecen al género Pisaster Miieller y Troshel, 1840, a la familia
Asteriidae Gray, 1840, al orden Forcipulatida H. E. S. Clark, 1963, a la Clase Asteroidea de

Blainville, 1830 y al Phylum Echinodermata Klein, 1734.

Fisher (1930), en su monografia sobre las estrellas de mar distribuidas en las aguas del
Pacifico Norte, menciona que los taxa (especies, subespecies, formas y/o variedades) del
género Pisaster muestran una considerable variacion morfolégica dentro y entre sus
poblaciones. Para entonces se dan a conocer ocho taxa validados por el autor, de los cuales
cuatro de ellos son parte del complejo de Pisaster ochraceus. Para ello, en su revision
taxonémica propuso como sinénimos algunos de los taxa previamente reconocidos por
Verrill (1914). Este tltimo reconocia para entonces 13 taxa pertenecientes al género, de los

cuales cuatros de ellos se sinonimizaron mas adelante a P. ochraceus y sus subespecies.

Anos mas tarde, Clark (1996) reconoce sdlo tres especies en el género y cuatro subespecies
(siete taxa). Diferencia, como se dijo anteriormente, a las subespecies de P. ochraceus
principalmente por el area de distribucion de cada una, es decir Pisaster ochraceus

ochraceus para las aguas de Alaska a Punta Concepcion, California y Pisaster ochraceus
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segnis desde el norte de la peninsula de Baja California a la mitad de ésta, sefialando a esta

ultima como la forma surefia de P. ochraceus (Tabla I).

Sin embargo, Lambert (1981; 2000) en su trabajo sobre las estrellas de la Columbia

Britanica en Canadd, del Sureste de Alaska y de las aguas de Puget Sound, Washington,

EUA, reconoce sOlo a la especie Pisaster ochraceus, sin la division de subespecies,

mencionando que su area de distribucion va de la sonda Prince William, Alaska a Isla

Cedros, Baja California; abarcando el area de las dos subespecies reconocidas por Clark

(1996).

Tabla I. Clasificacion del Género Pisaster Miiller y Troshel, 1840 de acuerdo a diferentes
autores. Las sinonimias se encuentran sefialadas con el mismo simbolo.

Verrill, 1914

Fisher, 1926; 1930

Clark, 1996

Pisaster ochraceus

Pisaster ochraceus+

Pisaster ochraceus forma ochraceus+

Pisaster ochraceus ochraceus+*~

Pisaster fissispinus+

Pisaster ochraceus var. nodiferus*

Pisaster ochraceus forma nodiferus*

Pisaster confertus~

Pisaster ochraceus forma confertus~

Pisaster ochraceus+

Pisaster ochraceus segnis

Pisaster ochraceus segnis

Pisaster brevispinus

Pisaster brevispinus forma brevispinus

Pisaster brevispinus

Pisaster papulosus

Pisaster brevispinus forma paucispinus

Pisaster paucispinus

Pisaster giganteus

Pisaster giganteus

Pisaster liitkenii

Pisaster liitkenii var. australis

Pisaster giganteus

Pisaster giganteus giganteus

Pisaster capitatus

Pisaster giganteus capitatus

Pisaster giganteus capitatus

Pisaster grayi
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En los trabajos taxondmicos previamente citados solamente fueron utilizados caracteres
morfolégicos para la clasificacion de los taxa. No obstante, como se dijo anteriormente,
Stickle et al. (1992) han hecho uso de caracteres genéticos para esclarecer el status
taxonémico de diversas especies pertenecientes a la Familia Asteriidae en las aguas de
Alaska, entre las que se encuentra P. ochraceus. Estos autores concluyen que no existe
heterogeneidad genética en las poblaciones de P. ochraceus analizadas, por lo tanto,
apoyan la clasificacién taxonéomica hecha por Lambert (1981; 2000), donde las categorias

de subespecies son descartadas.

Morfolégicamente, P. ochraceus se caracteriza por presentar una coloracion variable (de
morado a naranja o amarillo), simetria pentagonal con cinco brazos (o radios) que irradian
simétricamente de un disco central (ver Figura 3A). La boca (o actinosoma) esta situada en
la region ventral del disco, junto a la superficie inferior de los brazos, y posee sobre sus
placas dos robustas espinas marginales. Desde ésta, parte radialmente un surco (surcos
ambulacrales) hacia cada uno de los brazos en los cuales se encuentran cuatro filas de
apéndices tubulares, denominados pies ambulacrales o podios (ver Figura 3C). La
superficie dorsal (o abactinal) es concava, reticular irregularmente y con pequefias espinas
gruesas y papulas, entre las cuales hay pequeiios pedicelarios furcados (ver Figura 3D),
cruzados y lanceolados. Ademas, se puede diferenciar el ano situado en el centro del disco;
por la periferia se puede observar una madreporita (ver Figura 3A). Los brazos, asi como el
disco, estan bordeados por unas placas gruesas denominadas placas supero e
inferomarginales (ver Figuras 3A y 3C). Entre el canal intermarginal y el adambulacral hay

de cinco a ocho hileras de espinas; cada espina tiene un penacho de pedicelarios
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distalmente. Sobre la region adambulacral hay una hilera de finas espinas por placa y
pequeios pedicelarios lanceolados adheridos a la placa, no a la espina (ver Figuras 3B y
3C) (Lambert, 1981; 2000). En el trabajo de Fisher (1930) se menciona que P. ochraceus
segnis se diferencia morfolégicamente de P. ochraceus ochraceus, en la presencia de pocos
pedicelarios furcados y pedicelarios cruzados conspicuamente largos, ademas de
mencionar, al igual que Clark (1996), que esta subespecie es el representante surefio de P.

ochraceus.

A REGION DORSAL O ABACTINAL B CORTE TRASVERAL DELBRAZOQ
Placa omalar

—

lan Placa carimal
C REGION VENTRAL O ACTINAL _',.:.-él o,
Pl sup il = Placa dorsolateral
Placa
Placa auperoamblaoal irferomarzinal
FPies ambnalacales

~Boca o actihosora

1lon

Figura 3. Estructuras internas y externas de las estrellas de mar A) Regiéon dorsal, B)
Corte transversal del brazo C) Region ventral D) Pedicelario furcado y E) Detalle de
la distribucién de las espinas de la region dorsal. (Figuras A y C fotografias de
Frontana-Uribe; B modificada de Downey, 1973; D y E tomadas de Lambert, 2000).
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En este trabajo se mantiene para el analisis, la clasificacion de Clark (1996) dado que los
trabajos de Lambert (1981; 2000) y Stickle et al., (1992) sélo abarcan el estudio de las
poblaciones que se encuentran al norte de la distribucion de P. ochraceus, lo que
representaria a la subespecie P. ochraceus ochraceus, mientras que la subespecie surefia P.

ochraceus segnis no estaria representada.
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III HIPOTESIS DE TRABAJO

Conforme a lo mencionado anteriormente, la hipdtesis planteada en este trabajo es la

siguiente:

A través del area de distribucion de la especie Pisaster ochraceus y sus subespecies, existen
corrientes marinas y otros procesos fisicos como giros y surgencias que junto con la
historia de vida caracteristica de esta especie, permiten el flujo génico a lo largo de sus
poblaciones por medio de larvas planctotroficas, evitdindose asi la diferenciacion genética,
aun en fronteras biogeograficas bien establecidas para otros organismos, como es el caso de

Punta Concepcion, California.
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IV OBJETIVOS

General

Establecer si hay continuidad genética de la especie P. ochraceus a lo largo de su

distribucidén en el Pacifico Nororiental.

Particulares

a) Evaluar el polimorfismo de los genes de citocromo oxidasa I y III del ADNm.

b) Determinar la distribucion de frecuencias de haplotipos y la organizacioén genética de la
poblacion de P. ochraceus.

c¢) Cuantificar la diversidad genética.

d) Elaborar un analisis filogenético de los haplotipos encontrados.

e) Identificar los elementos ecoldgicos, oceanograficos y geograficos que podrian ser

responsables de los resultados obtenidos.
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V AREA DE ESTUDIO

La zona de estudio comprendié una distancia de 2276.12 km desde Vancouver, Columbia

Britanica (Canadd) hasta Punta San Carlos, Baja California (México), abarcandose asi mas

de la mitad del area de distribucidon de P. ochraceus sobre la costa Noriental del Océano

Pacifico (ver Tabla Il y Figura 4).

Al norte de Punta Concepcion, California (EUA) se analizaron muestras de siete

localidades (Parque Cates [VAN] y Victoria [VIC] en Canadd; norte de la Bahia Tillamook

[NBT], Cabo Ferrelo [CFO], Cayucos [cSL], Diablo Canyon [DSL] y Jalama [JsB] en EUA) y al

sur de esta frontera biogeografica fueron diez las localidades de las que se obtuvieron

muestras (Coal Oil Point [copP], San Pedro [ssp], Isla San Nicolas [1SN], Playa Westward [PDM

] en EUA y San Miguel [sME], Campo Kennedy [CKE ], Eréndira [EBC], La Chorera [LCH],

Punta Baja [PBA] y Punta San Carlos [PSC] en Baja California, México (ver Apéndice II).

|| van

Tabla II. Distancias en kildémetros entre las localidades analizadas.

CSL | DSL - CIs

SME EBC | LCH | PBA | PSC

VIC | NTB | CFC | spP | PDM |

0.00

99.31 | 0.00

420.13 | 321.60 [ 0.00

807.58 | 709.60 | 388.28 [ 0.00

1548.85[1458.55(1155.08] 796.45 | 0.00

1575.66[1485.41[1181.96] 822.88 | 26.89 | 0.00

1657.58[1567.97[1266.07| 908.40 | 111.97| 85.59 | 0.00

1674.73[1586.62(1289.12] 938.90 |148.94/126.16{ 57.17 | 0.00

1774.12[1689.80(1403.431070.26|305.61|286.07(218.63| 163.31] 0.00
1733.44[1647.94]1358.15]1020.06|249.25[229.53[163.60| 107.42| 56.55 | 0.00
1811.17[1723.56]1426.95(1076.02|281.50|256.15[171.69]137.92| 119.75[106.59| 0.00
2002.79|1921.44[1642.95[1318.14{552.08|530.43 | 453.82[404.37(250.33|304.66 | 294.47( 0.00
2021.01]1939.54[1660.57[1334.71{566.05|544.03 | 466.44[417.89|265.88|319.58304.69 18.62 | 0.00
2077.41/1996.50{1718.98[1394.45]625.39|603.12| 524.73[476.97|325.85|379.44|360.58 | 76.39 | 59.97 | 0.00
2171.93|2091.27[1814.04(1488.54|714.81]691.81|611.48[565.93|418.85|471.36 | 443.48[171.23154.03| 95.07 | 0.00
2233.582153.12[1876.23[1550.39|774.59| 751.26 | 670.11[625.65|480.43 | 532.47[500.80{233.43|216.16| 157.25[ 62.21 | 0.00
2276.12|2196.25[1920.95[1596.94{822.43|799.17| 718.10{673.50|527.37] 579.78 | 548.80{279.09| 262.25| 202.71[ 108.51{48.01| 0.00
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Figura 4. Area de estudio. A) Localidades analizadas en Canadéd y en Estados Unidos.
B) Localidades analizadas en México.
Las condiciones hidrograficas de esta area estan influenciadas por el Sistema de la
Corriente de California (SCC), la precipitacion, y el escurrimiento de los rios. EI SCC se
encuentra delimitado al norte por la Corriente Subartica y al sur por la Corriente
Norecuatorial (Parés et al., 1997). Este sistema posee una variacion estacional anual (ver
Figura 7) y estd comprendido por cuatro corrientes: La Corriente Submarina, la
Contracorriente Superficial o de Davidson, la Contracorriente de California Meridional y

la Corriente de California (Zarate, 1991; ver Figura 5).
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Figura 5. Distribucion geografica de P. ochraceus a lo largo de la costa del Pacifico
Nororiental (en negro), con flechas se esquematiza el patrén de corrientes
oceanograficas del SCC y con numeros romanos (I, II, III, IV) se sefala su
division regional de acuerdo con GLOBEC (1994) donde sus fronteras son
solo aproximaciones y éstas pueden variar a lo largo del tiempo. La linea
punteada sefala la frontera sur de la Provincia Oregoniana y la norte de la
Provincia Californiana.
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La Corriente Submarina es una corriente de chorro dirigida hacia el noroeste sobre el Talud
Continental frente a Washington a una profundidad de 200 metros, presentandose

principalmente en invierno (Hickey, 1979).

La Contracorriente Superficial o de Davidson es un flujo con direccion hacia el norte que
se presenta mas intensamente en los meses de las estaciones de otofio e invierno. Se
encuentra dividido en dos regiones, en las cuales las fuerzas son dinamicamente diferentes;
una es hacia el mar a partir del talud continental frente a Washington y Oregon (EUA),
donde esté relacionada con los vientos que van hacia el norte, y la otra se dirige hacia el
noroeste entre Cabo Mendocino y Punta Concepcion. De acuerdo con Schwartzlose y Reid
(1972), esta corriente tiene entre 40 y 50 millas de ancho, y se estrecha en su extremo sur

en Punta Concepcion.

La Contracorriente de California Meridional es consecuencia del efecto del viento y
procesos de circulacion atmosférica (Munk, 1950); al igual que la Contracorriente
Superficial se dirige hacia el norte y se encuentra confinada a la plataforma continental y al
talud. Ahi es frecuentemente observada como una corriente profunda (Christensen y

Rodriguez, 1979).

La Corriente de California es una corriente de naturaleza geostréfica que nace arriba de los
40° N y representa la extension de la Corriente de las Aleutianas (Sverdrup et al., 1942), su
flujo va de norte a sur con aproximadamente 1000 kilémetros de ancho y 500 metros de
profundidad, la velocidad puede variar de 12.5 a 25 cm/seg aproximadamente (por periodos

cortos de tiempo se ha registrado que ésta es de 50 cm/seg). Generalmente, los remolinos
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en ésta tienen un sentido general hacia el sureste con velocidades de 12.5 cm/seg
(Schwatzlose y Reid, 1972). La masa de agua que la caracteriza en esa zona es del tipo
subartico; sin embargo, en su desplazamiento hacia el sur, cruza por regiones con
caracteristicas topograficas y de insolacion muy diferentes a las de su origen. De esta
manera, por la mezcla con otras aguas, por calentamiento y evaporacion, poco a poco su
identidad subartica se pierde y el porcentaje de agua subtropical se incrementa

progresivamente hacia el sur y hacia el oeste (Reid et al. 1958) (ver Figura 6).
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Figura 6. Patron de corrientes oceanograficas en el area de la cuenca de las
California, area en la cual convergen las aguas subdrticas con las ecuatoriales
y se favorece la formacion del giro ciclonico del Sur de California.
De acuerdo con Vélez-Muioz (1981) y Gomez y Vélez (1982), la corriente de California se
puede dividir en tres zonas: la zona de dominio de la masa de agua subartica, la zona de

transicion y la zona de domino de agua ecuatorial. La zona de transicion se encuentra

frente a la costa norte de Baja California y sur de California (entre los 30 y 35° N); la zona
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de influencia ecuatorial, frente a Baja California Sur, desde Punta Eugenia hasta Cabo San

Lucas, y la zona de influencia Subartica, de San Francisco a Cabo Medocino (ver Figura 6).

Las inestabilidades baroclinicas y barotropicas de la corriente superficial hacia el ecuador y
la corriente subsuperficial, generan meandros cerca de la costa y conforme estos meandros
se intensifican, se desarrollan filamentos frios a lo largo de ésta extendiéndose después
hacia el mar. Los meandros pueden causar giros ciclonicos (generalmente en la vecindad de
los cabos, intensificando las surgencias), y anticiclonicos estacionales o cuasi-permanentes.
Estos ultimos modifican las corrientes costeras, las surgencias y los filamentos, generando
una gran variabilidad espacio-temporal en el Sistema de la Corriente de California, en la
cual existen marcadamente tres zonas de surgencias en: la costa de Oregon, la costa de

California y la costa de Baja California (Monreal et al., 1999).

Sobre la costa de Oregon la surgencia se presenta en los meses de abril a septiembre, con
vientos paralelos a la costa superiores a 8§ m/s, los cuales ocurren intermitentemente con
duracién de 3 a 7 dias, provocando ciclos de eventos intensos seguidos de periodos de
relajamiento (Federiuk y Allen, 1995). Esto se traduce en eventos de afloramiento-
hundimiento. En el norte de California (37 a 39 °C) la surgencia ocurre en los meses de
febrero a junio, asociada con fuertes vientos hacia el sureste de aproximadamente 15 m/s,
asi como corrientes superficiales con la misma direccién que los vientos. La surgencia en la
costa de Baja California, al igual que en las mencionadas anteriormente, es generada por los
vientos del noroeste. Los afloramientos ocurren principalmente frente a Ensenada y Punta

Colonet en Baja California, en los meses de marzo a junio (Monreal et al., 1999).
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Figura 7. Esquema conceptual de la evolucion estacional de la circulacion del
Sistema de la Corriente de California (Tomado de Strub y James, 2000).

En afios recientes (GLOBEC, 1994) se ha propuesto la division del Sistema de la Corriente
de California, en cuatro regiones (I, II, III y IV) ampliamente definidas de norte a sur,
debido a la dinamica fisica como bioldgica que se presenta en cada region (ver Tabla 111 y

Figura 5).
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Tabla III. Variaciones regionales agrupadas principalmente con base en los procesos fisicos
y biologicos que las caracteriza dentro del Sistema de la Corriente de California (Tomado
de GLOBEC, 1994).

Region 1
De isla de Vancouver, BC.
Canada (50°N) a Cabo Blanco,
Oregon, EUA. (43°N)

Region I1
De Cabo Blanco, Oregon, EUA. (43°N) a
Pta Concepcién, California, EUA (35°N)

Region 111
De Pta Concepcién,
California, EUA
(35°N) a Pta. Baja,
BC. México (30°N)

Region IV
De Pta. Baja, BC. México
(30°N) a Cabo San Lucas,
BCS. México (23°N)

Empiezan en otoflo y son Moderadas tormentas de invierno Pocas tormentas de | Tormentas tropicales
Tormentas frecuentes y fuertes en invierno poco frecuentes
invierno
Vientos costeros relativamente | Su fuerza varia estacionalmente y su Débiles a lo largo de | Vientos moderados y
fuertes, que se invierten promedio anual posee direccion la costa persistentes a lo largo de
estacionalmente, provenientes | ecuatorial la costa
Vientos (en su mayoria) del norte
debido a las tormentas de
invierno, causando una mezcla
intensa
Estacionales, moderadas Estacionales, fuertes y se dan Débiles Moderadas alrededor del
aumentan en primavera y principalmente en primavera y verano afio
verano donde la isopicna cerca
Surgencias de la costa favorece un frente
de densidad y un chorro hacia
el ecuador sobre la plataforma
continental.
Aportes de Significativos Moderado Insignificante Insignificante
agua dulce
Uniforme y con una Principales promontorios costeros por | La presencia de Varios promontorios
Relieve plataforma reducida lo que la topografia afecta la direccion | cordilleras marinas e | principalmente
costero e intensidad de los vientos sobre la islas, causan una
costa. considerable
recirculacion en el
patron de corrientes
Refugios y Los estuarios existentes Pocas bahias principales y estuarios Amplias areas de Varias bahias protegidas
areas de permiten la existencia de areas crianza
crianza de crianza
En respuesta a los fuertes En primavera y verano hay periodos | Durante los meses de | A partir de la primavera
vientos con direccion hacia el | de relajacion de los vientos con otoflo e invierno, se | se presenta una
sur en primavera el frente de | direccion hacia el sur (de una a tres juntan aguas del corriente bastante
densidad y el chorro dirigido | semanas) por lo que en esa época las provenientes del fuerte con direccion
hacia el ecuador se mueven corrientes sobre la plataforma y cerca norte con la ecuatorial la cual se
lejos de la costa regresando a | de la costa se dirigen al norte. Una vez | contracorriente del tuerce en verano y en la
ella cuando los vientos se que se presentan los vientos hacia el sur y en lo meses de | €época de otofio e invierno
relajan. En verano la corriente | sur, las medidas realizadas sobre la verano se alimenta ésta se tuerce alin mas
. L que va al sur se desplaza fuera | plataforma sugieren la formacion de un giro ciclonico. En | conservandose la
Circulacion , . ; . . . . . .
de la costa (mas de 100 km) y | una corriente de chorro con direccion primavera direccionalidad hacia el
cerca de la costa es comiin ecuatorial y que se mueve rapidamente | predominan los ecuador.
encontrar una contracorriente. | fuera de la costa. vientos a lo largo de
En invierno son encontrados Una corriente submarina con direccion | la costa y favorecen
giros fuera de la costa y la al norte es encontrada en donde termina | la circulacion hacia
Corriente de Davidson se la plataforma continental. el sur.
desplaza por la plataforma y el | A finales de verano existe un flujo
talud. hacia el norte cerca de la costa. A
finales de otoflo e invierno se desarrolla
la Corriente de Davidson.
Productividad | Fuertemente estacional Fuertemente estacional Levemente Moderadamente
primaria estacional estacional
Biomasa de Fuertemente estacional Estacional Moderadamente Levemente estacional
Zooplancton estacional
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VI MATERIALES Y METODOS

La obtencion del tejido de pies ambulacrales de las estrellas, se realizd de dos maneras: un

trabajo de campo y a través de donaciones de museo.

VI.1. Trabajo de Campo

A lo largo de la costa Nororiental del Océano Pacifico, se recolect6 tejido de P.ochraceus

en 10 localidades, y las muestras de las siete localidades restantes fueron donaciones de

tejido de 17 especimenes conservados en alcohol al 70% pertenecientes a la coleccion de

equinodermos del Museo de Historia Natural de los Angeles (ver Tabla IV, Figura 4 y

Apéndice II).

Tabla I'V. Localidades de recolectaron de tejido de P. ochraceus. Con asterisco * se sefialan
las localidades de los ejemplares donados y en paréntesis el nimero de ejemplares

pertenecientes a P. giganteus.

- Abreviatura y Nombre de la Localidad Condado y /o Estado m

VAN= Parque Cates [Vancouver, Columbia Britanica Canada
-VICf Victoria [sla de Vancouver, Columbia Britdnica |Canada 3
NBT= Norte de la Bahia Tillamook * Condado de Tillamook, Oregon EUA 4
nCF O= Cabo Ferrelo* Condado de Curry, Oregon EUA 2
CSL= Cayucos, norte de la Bahia Morro* Condado de San Luis Obispo, California | EUA 6
DSL= Diablo Canyon* Condado de San Luis Obispo, California [ EUA 2
J SB= Jalama Condado de Santa Barbara, California EUA 11
nCOP= Coal Oil Point Condado de Santa Barbara, California EUA 11
nSPP= San Pedro, Palos Verdes, Peninsula* Condado de Los Angeles, Califonia EUA (2)
J{LJ ISN= Isla San Nicolas, Channel Islands Condado de Santa Barbara, California EUA 2
8 PDM= Playa Westward, Punta Dume, Malibu*|Condado de Los Angeles, Califonia EUA 1
| P SME= San Miguel Ensenada, Baja California México 12 (1)
JRJ CKE= Campo Kennedy Ensenada, Baja California México 13 (3)
MEBC= Eréndira Ensenada, Baja California México 4
KRR LCH= La Chorera Ensenada, Baja California México 10
PBA: Punta Baja Ensenada, Baja California México 16
Wl PSC= Punta San Carlos Ensenada, Baja California México 13
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Se obtuvieron muestras del tejido de los especimenes de P. ochraceus y P. giganteus
durante los periodos de marea baja a partir del mes de agosto del 2003 hasta el mes de
mayo del 2004. En el area intermareal las estrellas fueron recolectadas a mano y limpiadas
con agua de mar en la superficie ventral. Para la toma del tejido (pies ambulacrales),
individualmente se utilizaron tijeras esterilizadas y se almacen6 dentro de tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml previamente rotulados y con una solucién de alcohol al 70% para
su preservacion, posteriormente se mantuvieron por separado a baja temperatura hasta

llegar al laboratorio donde se congelaron a —70°C.

VI.2. Trabajo en Colecciones Cientificas

Se visitd la coleccion de equinodermos del Museo de Historia Natural de los Angeles,
California en EUA y el Museo Real de la Columbia Britanica en Canadd, en donde se
obtuvieron donaciones de tejido de pies ambulacrales de especimenes de P. ochraceus de
seis localidades (ver tabla IV) y de otras especies pertenecientes al mismo género (P.

giganteus 'y P. brevispinus) para usarse como posible grupo externo.

VI1.3. Trabajo de Laboratorio

El trabajo de laboratorio, se llevo a cabo en el Laboratorio de Ecologia Molecular de la
Universidad Autonoma de Baja California, Campus Ensenada. Consistié de principalmente
de cuatro fases: la de extraccion de ADN gendmico, el disefio de cebadores, la
amplificacion por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la digestion de

los productos de PCR con enzimas de restriccion.
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VI1.3.1. Extraccion de ADN gendémico

Existen diferentes métodos para la obtenciéon de ADN mitocondrial, los que requieren de
gradientes de densidad con ultracentrifugacion, los de gradientes de sacarosa, el de fenol-
sodio dodecil sulfato (SDS) y el de aislamiento del ADN mitocondrial por medio de la
amplificacion in vitro de genes especificos de la molécula utilizando cebadores especificos
y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (White y Densmore, 1992); en este
trabajo se utilizd el ultimo método mencionado previamente, el cual requiere de la

anticipada obtencion del ADN gendmico.

Antes de la extraccion de ADN genomico, se pesaron en una balanza ACCULAB serie LA-
60, entre 50 y 100 mg de tejido de pies ambulacrales y se hidrataron con agua destilada,
desionizada, filtrada y estéril (H,O ddfe) por un periodo de aproximadamente 12 horas para
cada individuo. La extraccion se realizd6 mediante el protocolo de extraccion con sales
(Miller et al., 1988; Milligan, 1998) con modificaciones (ver Apéndice III). EI ADN
obtenido se conservo en solucion amortiguadora TE [0.1mM] pH 8.0 (el volumen de esta
solucion vari6 entre 30 y 50 pl, segtn el tamafio del boton de ADN obtenido) y se congelo
a —70°C. Para observar la calidad y la cantidad del ADN extraido se efectuaron
electroforesis a 80 volts por 45 min en geles de agarosa al 1.0% tefiidos con bromuro de
etidio, de acuerdo con el método descrito por Sambrook ef al. (1989) (ver Apéndice IV).
Todos los geles obtenidos en esta fase fueron fotografiados utilizando el transluminador de
UV Modelo T1202 marca SIGMA junto con el sistema de fotografia digital KODAK

DC290.
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VI1.3.2. Diseiio de cebadores para los genes de Citocromo oxidasa I (COI) y
Citocromo oxidasa III (COIII) del ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial de Pisaster ochraceus (al igual que en otros organismos) se compone
de 37 genes, que por sus productos se pueden agrupar en: 22 genes que codifican para los
RNAs de transferencia (tRNAs), 2 genes que codifican para dos RNAs ribosomicos
(rRNAs) y 13 genes que codifican para RNAs mensajeros, y por lo tanto para 13 proteinas,
en esta ultima agrupacion se encuentran tanto el gen de citocromo oxidasa I como el de

citocromo oxidasa III (Smith ez al. 1989; 1990; ver Figura 8).

Con las secuencias nucleotidicas registradas en la base de datos del GenBank (niimero de
acceso NC004610 reportada por Smith et al., 1990; ver Apéndice V) para P. ochraceus se
disenaron los pares de cebadores para cada gen por medio del uso del programa Fast PCR
Version 3.1.32 beta (Kalendar, 2004). Y mediante el uso del buscador BLAST en el
GenBank se verifico su especificidad (ver Tabla V). Finalmente, se prepard una solucion

stock 100 uM en TE 0.1X pH de 8.0 y alicuotas de trabajo a 10 uM, con H,O ddfe.

tRHA-Fhe
Acotaciones: EH’V D2
Bl - CIS5 +hebra HDE v
B - CTS - hebra .\
B - RHA +hebra \ M%RNH'I le
I - RHA - hebra . s
12.5K s -

HRHA- SE ﬂm‘tRHH Gy

Citocromeo oxidasa I
tRMHA- SEF‘

E!III]]I E:IJII
Fl Fzs
_ RHA-AFrg

ATF
Citocromo oxidasa ITT SRHA- —Lvs

Figura 8. Mapa del ADN mitocondrial de la estrella de mar Pisaster ochraceus.
Tomado de GenBank (No. de acceso NC004610; Smith et al., 1990).
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Tabla V. Principales criterios para el disefio de cebadores especificos
de acuerdo con McPherson y Moller, 2000.

Caracteristicas Descripcion

Tamano

Tamaio ideal: 20-25 nucle6tidos de longitud
generalmente: 18-30 nucle6tidos de longitud

Base en el extremo 3'

Debe ser una Guanina (G) o una Citosina (C)

Temperaturas de fusion (Tm)

Entre 50-65 grados centigrados

Contenido Guaninas y
Citosinas

De 40-60%

Auto-complementariedad

Debe ser evitada para minimizar la formacion de estructuras
secundarias y los dimeros de cebador

Similitud

Debe tener un 100% de apareamiento con el molde

V1.3.3. Amplificacion de los genes COI y COIII del ADNm por medio de la PCR

Para las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), se utilizo una

mezcla maestra que contiene una solucion amortiguadora universal (ver Tabla VI), el par de

cebadores para cada gen, la enzima Taq polimerasa y ADN diluido en H,O ddfe a partir del

stock obtenido. En cada amplificacion se utilizé un control negativo que posee todos los

reactivos de la mezcla maestra (ver Tabla VII) pero sin ADN. La PCR se efectu6é en un

termociclador iCycler 3.021 marca BIORAD siguiendo el perfil de la Tabla VIII.

Tabla VI. Reactivos utilizados para la preparacion de la solucion amortiguadora universal.

Reactivos utilizados Concentracion | Volumen (ul) Concentracion
solucion stock solucion de trabajo

Soluciéon amortiguadora para PCR 10 X

con Tris-HCI (pH 8.4) y 200 uM .0 22 mM

Cloruro de potasio (KCl) 500 mM 55 mM

Mezcla de nucleotidos (ANTPs) 2.5 mM 8.8 220 uM
Cloruro de magnesio (MgCl,) 50 mM 3.1 1.55 mM
H,0 ddef 77.1

Volumen final 100
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Tabla VII. Reactivos utilizados para la preparacion de la mezcla maestra.

Reactivos utilizados Concentracion | Volumen (ul) Concentracion
solucion stock solucion de trabajo

Solucion amortiguadora Universal 23.50

ADN ~15 ng/uL 1

Cebador F 100 uM 0.75 10 uM
Cebador R 100 uM 0.75 10 uM
Enzima Taq polimerasa 0.21 vw/uL 2

Tabla VIII. Perfil empleado en el termociclador para la reaccion de la PCR

Primero | Desnaturalizacion inicial

Desnaturalizacion 1 94 0.45
Segundo | Alineamiento 2 35 59 0.45
Extension 3 71 1:30
Tercero | Extension final 1 1 72 7
Cuarto | Terminacién 1 1 4 o

Los resultados de la reaccion de PCR para cada gen se evaluaron en geles de agarosa al
1.0%, y se utilizé un marcador molecular de 50 pb para estimar el tamano del producto de
amplificacion. Los geles obtenidos en esta fase fueron fotografiados utilizando el
transluminador de UV Modelo T1202 marca SIGMA junto con el sistema de fotografia

digital KODAK DC290.
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V.3.4. Seleccion de las enzimas de restriccion a utilizar en los genes COI y COIII

del ADN mitocondrial

A través del programa DNASIS (Version 2.6 demo) se hizo un analisis tedrico de corte por
medio de enzimas de restriccion, utilizando las secuencias nucleotidicas (flanqueadas por
los cebadores disenados) reportadas en la base de datos del GenBank (numero de acceso
NC004610; Smith ef al., 1990) de los genes CO 1y CO III del ADNm de P. ochraceus (ver

Apéndice VI).

De esta manera, se conocio previamente qué enzimas cortan sobre las secuencias de ambos
genes, asi como el numero y tamaio (en pares de bases) de los cortes de cada una respecto
fragmentos generados; a continuacidén se eliminaron los isoesquizomeros (enzimas que
cortan en el mismo sitio del ADN) y se seleccionaron las enzimas Hinf I, Mbo I, Hae III,
Mse I, Alu I, Bfa I, Nci [, Mnl I, Sec I, Nla III, Tsp509 I y Rsal para Citocromo oxidasa I y
Alu I,, Hinf I, Mnl I, Nla III y Tsp509 I para Citocromo oxidasa III, para probar asi la

existencia de cortes polimoérficos en algunos de los especimenes de cada localidad.

Sin embargo, las Uinicas enzimas que detectaron sitios polimorficos por la naturaleza de su
sitio de reconocimiento fueron Mbo I, Bfa I, Nci I, Mnl I (en COI) y Nla III, Tsp509 I (en
COIII), de tal manera que éstas se utilizaron para llevar a cabo las digestiones sobre los

especimenes de todas las localidades (ver Figuras 9a y 9b).

32



= Restriction Search[NCO0D46™1.5EQ]

File Edit Sequence Function Besult Window Help

o File: NCOO46-1.3E(Q
= Mode: Normal i = 1386
E|?—T| Tahle: Pisaster &tyle: Linear Indication Mode: 5'Terminal of the Site
E| Enzima Secuencia donde corta Cortes Sitiog donde corta y fragmentos generados
Efal C! Tl 5 354 4352 645 100z 11159
MhoI I GATC k 1 77 go9 1026 1322
%@ MnlT | BN GA G 7 140 440 Q7o Q52 955
lo0gl 11949
Ncil CC!AGE 4 710 935 1171 1325

Figura 9a. Mapa de cortes de restriccion teoricos generados por el programa DNASIS con
las enzimas que mostraron polimorfismo en el gen de COI.

= Restriction Search[NCO0D46™1.5EQ]

File Edit Sequence

Function Result Yindow Help

Ll
Figura 9b. Mapa de cortes de restriccion teoricos generados por el programa DNASIS con
las enzimas que mostraron polimorfismo en el gen de COIIL.

File: NCOO046-1.3EQ
Mode: Normal 1 = 739
Tahle: Pisaster 2 Style: Linear Indication Mode: 5'Terminal of the 3ite
Enzima Secuencia donde corta Cortes Sitiog donde corta ¥ fragmentos generados
N1aIII CATG! 3 128 137 403
Tzp505T 'AATT £ T 225 297 564 581
654

Las reacciones de digestion del producto del PCR para cada gen se hicieron en un volumen

final de 10 pl por muestra y consistieron en la mezcla de la enzima, una solucion

amortiguadora 10X, albiimina sérica de bovina (BSA) (en caso de ser necesaria, ya que esto

vari6 segun la enzima que se utilizaba), el producto de PCR y H,O ddfe (ver Tabla IX). La

temperatura a la cual se llevo a cabo la reaccion, asi como para la inactivacion, fue la que el

fabricante recomienda en el protocolo (ver Tabla X).
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Tabla IX. Reactivos utilizados y sus volumenes para la preparacion

de la mezcla de reaccion de las enzimas.

Concentracion Volum
Reactivos solucion stock

en (ul) Concentracion
solucion de trabajo
7.4

H,O ddfe

Solucién amortiguadora 10X 1 1X

Albumina sérica bovina (BSA)* 100X 0.1 100 pg/ml

ADN 1

Enzima de restriccion * 0.5 *
Volumen final 10

* Vari6 segun la enzima de restriccion, ver tabla X

Tabla X. Caracteristicas de las enzimas de restriccion utilizadas

Fragmentos Solucion Tamafio Temperatura Temperatura de y

Enzima | Gen | generados | amortiguadora | Con [Unidades| Concentracion | de reaccion [Horas de tiempo de
Mbol [ COI 5 10XNE Buffer 3| NO [ 2500 5000 U/ml 37 4 65° x 20min
Mnll [ COI 7 10XNE Buffer 2 SI 500 5000 U/ml 37 4 65° x 20min
Bfal | COI 5 10XNE Buffer 4| NO 500 5000 U/ml 37 1 80° x 20min
Neil | COI 4 10XNE Buffer 4f NO | 2000 20 000 U/ml 37 1 NINGUNA
Nla III |COIII 7 10XNE Buffer 4| SI 500 10 000 U/ml 37 4 65° x 20min
Tsp 509 1|COIII 8 10XNE Buffer 4| NO 1000 10 000 U/ml 65 4 NINGUNA

Los resultados de la reaccion enzimatica sobre los productos de PCR se corrieron en

electroforesis a 80 volts con geles de acrilamida al 10%, cuya preparacion consistio de 3.46

ml del mondmero de acrilamida, 3.46 ml del amortiguador de separacion, 3.08 ml de H,O

ddfe, 100 pl de persulfato de amonio y 8 pl de TEMED (Tretrametiletilendramina) (ver

Apéndice VII), para un volumen final de 10 ml. En el primer pozo del gel se agregd 1 ul de

un marcador molecular de 50 pb. Posteriormente, los geles fueron tefiidos por medio del

protocolo de nitrato de plata (Creste ef al., 2001; ver Apéndice VIII). Cada un de los geles

se conservaron en bolsas de plastico y se rotularon con los datos correspondientes. Se

almacenaron y archivaron en carpetas para su posterior analisis.
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VI1.4. Analisis de datos moleculares

VI1.4.1. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)
Una vez identificados los haplotipos compuestos para ambos genes del ADNm se elabord
una tabla con el niimero total de sitos de restriccion de las seis enzimas y se representaron
éstos con caracteres binarios. Se considerd 1 como presente y 0 como ausente; de esta
manera el patron de restriccion del haplotipo compuesto se codifico para su andlisis por los

algoritmos correspondientes.

V1.4.2. Distribucion de frecuencias de haplotipos
Para determinar la frecuencia de cada haplotipo se aplicé la ecuacion pi = x;/n. Donde, pi =
la frecuencia haplotipica, x; = numero de organismos que presentan dicho haplotipo y n =
numero total de organismos por localidad. Una vez conocidas las frecuencias de cada
haplotipo y su distribucion por localidad, se representaron porcentualmente en graficas, con
un color especifico, con el fin de reconocer los haplotipos mas frecuentes o raros, asi como

sus frecuencias.

VI1.4.3. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)
Con el fin de estimar la posible subdivision o diferenciacion genética de P.ochraceus al
norte y al sur de Punta Concepcion, se realizO un Analisis Molecular de Varianza
(AMOVA) jerarquico, utilizando el programa Arlequin ver. 2.0 (Schneider et al., 2000). El
analisis calcula el indice de fijacion de Wright 6 Fsr (Wright, 1965; Weir y Cockerham,

1984) y su equivalente @y estadistico (Excoffier et al. 1992). El indice Fsr considera la
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frecuencia de los haplotipos y ®sr ademads de las frecuencias, toma en cuenta la distancia

genética entre los haplotipos (es decir, el nimero de sitios variables o mutaciones).

La significancia de los indices de fijacion fue calculada por el programa a través de 1000
permutaciones no-paramétricas, a partir de matrices de distancias calculadas por el mismo
programa, con un nivel de significancia del 95% (0=0.05), bajo la hipotesis nula de

panmixia (no diferencia). Cuando P < 0.05 se considera que la poblacion esta diferenciada.

El AMOVA jerarquico, considera tres niveles de diferenciacion genética: entre grupos,
entre poblaciones dentro de grupos y dentro de poblaciones, y su céalculo por medio de

Arlequin ver. 2.0, fue como sigue

Fuente de variacion Grados de Suma de cuadrados || Componentes de la
llbertad (SSD) Varlanza

Entre grupos SSD (AG) n'c’ +n o} + G’
Entre poblaciones P-G SSD (AP/WGQG) no? » T o—c
dentro de grupos

Dentro de poblaciones N-P SSD (WP) ol

Total N-1 SSD (T) o;

donde G es el numero de grupos en la estructura, P es el nimero total de poblaciones, N es
el nimero total de copias de haplotipos, SSD es la desviacion de la suma de cuadrados de
las frecuencias, AG es entre grupos de poblaciones, AP/WG es entre poblaciones dentro de
grupos, WP es dentro de las poblaciones y SSD (T) es el total de las desviaciones de la

suma de cuadrados.
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Las n’s y los indices Fsr y ®g7 se definen como

N N?
s -5 r N-S ¢
S _ZZN; _N"SG nl ¢ ; N " ,?,EZG N (1)
G — s - 5 = , =
geregNg P_G G—l G—]

donde, G es el nimero de grupos en la estructura, P es el nimero total de poblaciones, N es
el numero total de copias de haplotipos, Np es el nimero de copias de haplotipos en la
poblacion p, Ng es el nimero de copias de haplotipos en el grupo g.

o, o, cl+o)
(@er) 6 Fop = 52 (D) 6 Foo =—2—, (D) 6 Fyp =—4—L (2

2 2

2
Fsr, Osry O ¢ se calcularon por medio de la permutacion de haplotipos poblaciones entre

2
grupos; Fsc, Osc y O por la permutacion de haplotipos entre poblaciones dentro de

2
grupos y finalmente Fcr, ®cry @a a partir de la permutacion de poblaciones entre grupos.

V1.4.4. Diversidad haplotipica

La diversidad haplotipica (H) es definida como la probabilidad de que dos haplotipos
homoélogos elegidos al azar sean diferentes en una muestra. Esta se calculé con el programa

Arlequin ver. 2.0 (Schneider ef al., 2000) de acuerdo a Nei (1987), utilizdndose la formula:
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pe (13 0) o
S LR B

donde, n es el numero de copias de haplotipos en la muestra, k es el nimero de haplotipos

diferentes y p; es la frecuencia del haplotipo i.

VI1.4.5. Analisis filogenético

VI1.4.5.1. Construccion de la Red de la Expansion Minima

Con la finalidad de conocer las relaciones intraespecifcas de P. ochraceus, se realizdé un
diagrama de la Red de Expansion Minima (o MSN por sus siglas en ingles Minimum
Spanning Network), con la ayuda del programa Arlequin ver. 2.0 (Schneider et al., 2000).
Para ello se utilizaron los diferentes haplotipos compuestos obtenidos, donde el programa
considera a cada uno como una Unidad Taxonoémica Operacional (OTU), para representar
los eventos mutacionales entre cada haplotipo, asi como sus frecuencias. Los resultados
arrojados por el programa, se esquematizaron a través de un diagrama donde se representa a
cada haplotipo con un circulo coloreado y éste tamafo es proporcional a su frecuencia. La
cercania de los haplotipos se ubica de acuerdo a la relacion que exista entre cada uno de
ellos y la distancia entre cada circulo representa los cambios que existen entre ellos. En este
analisis se utilizd como grupo externo a los haplotipos compuestos de seis especimenes de

la especie P. giganteus.
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VI1.4.5.2. Construccion de arboles filogenéticos

En la reconstruccion del las relaciones filogenéticas entre los haplotipos, se utilizaron dos
diferentes métodos: Maxima Parsimonia y Unién al Vecino (Neighbor-Joining), todos los
analisis fueron realizados utilizando el paquete Phylip (Phylogeny Inference Package)
version 3.6 (Felsenstein, 2004). En ambos analisis, los arboles fueron enraizados utilizando

como grupo externo tres haplotipos de la especie Pisaster giganteus.

VI1.4.5.2.1. Maxima Parsimonia

Para la obtencion del arbol filogenético con el método de Maxima Parsimonia, se utilizo
previamente la subrutina SEQBOOT del programa Phylip, para obtener 100 submuestras
con la técnica de remuestreo aleatorio “bootstrap”, la cual involucra la generacién de
remuestreos con reemplazo a partir de la matriz de datos original para crear nuevos grupos
de datos y del mismo tamano que ésta, con el fin de evaluar el efecto del incremento del
tamafio de la muestra mediante la generacion de un intervalo de confianza que permite
evaluar la cantidad de sesgo atribuible al azar con el propdsito de estimar la confiabilidad

de la filogenia (Felsenstein, 1985).

Una vez obtenidas las submuestras, éstas fueron utilizadas en la subrutina DOLLOP donde
se generaron 100 arboles igualmente parsimoniosos a través del método de parsimonia de
Dollo, cuyas suposiciones son: (1) se conoce que estado es el ancestral (estado 0), (2) los
caracteres evolucionan independientemente, (3) diferentes linajes evolucionan

independientemente, (4) la probabilidad de un cambio adquirido (0 a 1) es pequena
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tratandose de tiempos evolutivos, (5) la probabilidad de una reversion (1 a 0) es también
pequena, pero considerablemente mas alta que el cambio adquirido (0 a 1), (6) la retencion
de polimorfismo para ambos estados (0 y 1) es altamente improbable y (7) las longitudes
de los segmentos del verdadero arbol no son tan desiguales que dos cambios en un

segmento largo son tan probables como uno en un segmento corto.

El criterio de parsimonia de Dollo difiere de la parsimonia de Wagner y Fitch en que la
polaridad (determinacion del estado plesiomorfico y apomorfico, donde normalmente O es
plesiomorfico y 1 apomorfico) de los caracteres tiene que ser previamente especificada. Al
igual que en los demas métodos de parsimonia, el arbol 6ptimo es el que requiere menos
pasos; tiene la restriccion adicional de que cada caracter sélo puede derivar del estado
primitivo una vez, por eso toda la homoplasia debe ser considerada como reversiones a una
condicidon mas primitiva y una vez que se ha producido la reversion, no puede reaparecer,
ademas el origen multiple de un estado (convergencia o paralelismo) no esta permitido

(Wiley et al., 1991).

Los resultados obtenidos con la subrutina DOLLOP, se utilizaron para la obtencion del
arbol consenso de los haplotipos encontrados en Pisaster ochraceus. Para ello se utiliz6 la
subrutina CONSENSE vy el criterio utilizado fue el de la regla de mayoria al 50% con
extension. Este incluye grupos que se presentan en frecuencias menores al 50% de los
casos hasta que termina de resolver el arbol, sin contradecir los grupos mas frecuentes

(Felsenstein, 2004).
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VI1.4.5.2.2. Union al vecino (Neighbor-Joining)

Este método fue originalmente propuesto por Saitou y Nei (1987) y tiene como
fundamento principal que los organismos mas parecidos deben de ser los mas
emparentados. De manera general, se calcula un indice de distancia entre pares de taxa
tomando en cuenta los caracteres que comparten. Es decir, reducen todos los caracteres que
comparten a un solo niimero (distancia evolutiva) entre un par de taxa (Eguiarte et al.,

1997).

Conceptualmente este método estd relacionado con el andlisis de agrupamiento, sin
embargo, su algoritmo no supone que la tasa evolutiva sea la misma en todos los linajes.
Es aditivo y agrupa a los taxa de manera secuencial de acuerdo a su similitud, en relacion a
las demds, para estimar la filogenia y encontrar pares de unidades taxondmicas
operacionales (OTUs=neighbors) que minimizan el largo total del arbol. A diferencia del
método de parsimonia, el método de union al vecino es un método de distancia, por lo que
para la elaboracion del arbol filogenético a través de este método, se utilizaron las mismas
submuestras obtenidas en la subrutina SEQBOQOT, con la técnica de remuestreo aleatorio
(bootstrap), y partir de éstas, con la subrutina RESDIST, se calcularon las matrices de
distancias para cada submuestra. El modelo de distancia utilizado fue el propuesto por Nei
y Li (1979) para los fragmentos de restriccion. Una vez que se obtuvieron las matrices de
distancia se utilizo nuevamente la subrutina CONSENSE con el criterio de la regla de
mayoria al 50% con extension, y asi obtener el (los) arbol (es) consenso de los haplotipos

encontrados en Pisaster ochraceus por medio del método del vecino mas cercano.
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VII RESULTADOS

VIIL.1. Extraccion de ADN gendmico
La calidad del ADN extraido fue variable en funcion de la conservacion de las muestras en
los 132 especimenes estudiados (126 de P. ochraceus y 6 de P. giganteus). Por ejemplo, en
la Figura 10 las muestras uno, dos y ocho presentaron un ADN sin degradacion o
ligeramente degradado, mientras que las demds muestras si presentaron mayor grado de
degradacion observandose en estas un barrido a lo largo del carril donde se corrio la

electroforesis.

) T2 ] S e SRR oaen /e 185 19520

Figura 10. Muestra del tipo de extracciones de ADN obtenidas del tejido de
pies ambulacrales de P. ochraceus.

VII.2. Disefio de cebadores para los genes de COI y COIII del ADN mitocondrial

Las secuencias y las caracteristicas especificas de los cebadores disefiados, para los genes
de COI y COIIl, como son el tamafio del producto de amplificacion esperado, la
temperatura de fusion, el porcentaje de guaninas (G) y citosinas (C) en las secuencias de los

cebadores, se muestran en la tabla XI.
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Tabla XI. Caracteristicas de los cebadores utilizados.

Nombre | Tamaiio(pb) | Regién
de los Producto blanco Calldad %CG | Tm°C | Secuenciay sentido de los cebadores
cebadores PCR
Par 1 Citocromo 57.1 59.2 | F 5'-tgagctggcatgataggcacc (pb=21)
POCCO1 1387 oxidasa | 57.1 58.2 |R 5'-ttcagggtggataggggttcg (pb=21)
Par 2 Citocromo 89 52.4 56 | F 5'-accaacatccataccacctgg (pb=21)
POCCO3 740 oxidasa III 77 44 55.7 | R 5'-agtcagacaacatctacgaagtgtc (pb=25)

* Este parametro es calculado con por el programa Fast PCR Version 3.1.32 beta
(Kalendar, 2004) y sefala el grado de auto-complementariedad; a mayores valores de
calidad hay menor auto-complementariedad y viceversa.

VIL.3. Amplificacion de los genes COI y COIII del ADN mitocondrial por medio
de la reaccion de PCR.

Se realizaron 37 reacciones de PCR para amplificar un total de 264 muestras, de las cuales
132 correspondieron al gen COI, con un producto de tamafo de 1386 pb, y las restantes
amplificaron un fragmento del gen COIIl, con un tamafio de 739 pb. En todas las
reacciones, la calidad del producto de amplificacion fue bueno debido a que en ambos
genes la cantidad de ADN obtenido fue similar, como se puede ver en la Figura 11, donde
las muestras de uno a siete representan el tipo de amplificaciones obtenidas para le gen COI

y las muestras de nueve a quince para el gen COIII.

Col COIII
(1386 pb) (739 ph)

Figura 11. Muestra de la calidad de amplificaciones obtenidas para ambos genes.
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VI1.4. Analisis de datos moleculares

VIIL.4.1. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)
Se procesaron 792 digestiones (132 por cada enzima) con las enzimas Mbo I, Mnl [, Bfaly
Neci I para el gen de COI, y Nla IIT y Tsp509 I para COIII. Los patrones de corte de cada
enzima se pueden visualizar en la figura 12. Todas las enzimas presentaron dos haplotipos
denominados A y B para P. ochraceus y para P. giganteus todas las enzimas, excepto Mnl [

(la cual present6 un haplotipo mas denominado D),presentaron un haplotipo denominado C.

Mbo | Mnl1 Bfal Nci | Nla III TspS09 T

MA B C* M AB C*D* MAB C* M AB C* M A B C* M_A_B _C*

Figura 12. Haplotipos o patrones de bandeo de cada una de las enzimas de restriccién
utilizadas en el fragmento de COI y COIII del ADNm de P. ochraceus. Las columnas con
una M representan un marcador molecular de 50 pb. En la parte superior se menciona la
enzima que se estad representando. Los haplotipos C* y D* pertenecen a P. giganteus.

La digestion de los genes CO I y COIIlI del ADNm con las seis enzimas de restriccion

previamente mencionadas, muestra la existencia de 8 haplotipos distintos distribuidos en

126 organismos de P. ochraceus y 3 haplotipos distintos en los 6 organismos de P.

giganteus. El numero de sitios de las seis enzimas de restriccion en total representaron 52

caracteres binarios, que se pueden considerar como presente (1) o ausente (0) (Tabla XII).
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Tabla XII. Total de haplotipos registrados para ambos genes mitocondriales. En la columna del
extremo izquierdo se numeran cada uno de los haplotipos tanto para P. ochraceus (Po) como
para P. giganteus (Pg) y en la columna del extremo derecho muestra el ntimero total de
individuos que presentaron dicho haplotipo. En la region central se muestran los haplotipos de
cada enzima, asi como el haplotipo compuesto, cada uno con su respectiva conversion binaria.

Nombre
Haplotipo
A A A A A A

Po 1 AAAAAA 94
011001011{101000110010{011101011]010111] 101010 [ 0111111001 [011001011 101000110010 011101011 010111 101010 0111111001
Po 2 A A A B A B AAABAB 4

011001011{101000110010{011101011{011101 101010 0111101111 |011001011 101000110010 011101011 011101 101010 0111101111

Total especimenes de Pisaster ochraceus:[126

Pg1 C C A C C C CCACCC 1
100101101]000100111101[011101011[100000{ 110001 | 1101100000 [100101101 000100111101 011101011 100000 110001 1101100000

Pg 2 C C C C C C CCCcccC 4
100101101{000100111101[100110100]100000{ 110001 | 1101100000 [100101101 000100111101 100110100 100000 110001 1101100000

Pg3 C D C C C C CDCCCC 1
100101101]010101011101]100110100{100000] 110001 | 1101100000 [100101101 010101011101 100110100 100000 110001 1101100000

Total especimenes de Pisaster giganteus:| 6

VI1.4.2. Distribucion de frecuencias de haplotipos
Como se observa en la tabla XIII y las figuras 13a y 13b, la distribucion de frecuencias de
haplotipos compuestos estd conformada por la predominancia de dos haplotipos
principales que son el Pol y Po5. El primero se encuentra presente en todas las
localidades, y el segundo so6lo esta ausente en Campo Kennedy. Ademas, ambos haplotipos
poseen las mayores frecuencias haplotipicas en las localidades donde se presentan. A
continuacion, tenemos a los haplotipos Po2 y PoS8, los cuales se presentan al menos en tres

de las regiones analizadas. Los deméas haplotipos Po3, Po4, Po6 y Po7 son privados para
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las localidades donde se encuentran y a diferencia de los haplotipos Pol y Po5, éstos

poseen las frecuencias haplotipicas mas bajas en las localidades donde se presentan. San

Miguel es la localidad que posee el mayor nimero de haplotipos, ya que tiene cinco (Pol,

Po2, Po5, Po7 y Po8) de los ocho haplotipos encontrados para P. ochraceus. El haplotipo

Po7 es privado en esta localidad.

Tabla XIII. Frecuencias (x 100) de los haplotipos compuestos
encontrados por localidad.

= = 5 S
— — 172) g a — O < o
[5) Z () s ol
8 2 2 = g 3 5 g g & ©
S 3 2 le) é p M £ <= s <
SE 5 3 3|z 3 L I -
> > o gl S| & € 3 & £
5 O S =
n O ~
Pol| 89 50 50 82 82 33 50 92 75 80 75 77
Po2| O 17 0 0 9 0 8 0 0 0 6 0
Pod| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
N=| 19 6 8 11 11 3 12 13 4 10 16 13
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Figura 13a. Distribucion de frecuencias de los haplotipos compuestos a lo largo de areas
analizadas en Canada y en Estados Unidos. En los graficos se representan con
colores los haplotipos presentes en cada localidad y sus frecuencias en
porcentajes como se sefiala en la tabla XIII, N es el numero de individuos
analizados.
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Figura 13b. Distribucion de frecuencias de los haplotipos compuestos a lo largo de areas
analizadas en Baja California, México. En los gréaficos se representan con
colores a los haplotipos presentes en cada localidad y sus frecuencias en
porcentajes como se sefala en la tabla XIII, N es el nimero de individuos
analizados.
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VIL. 4. 3. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA)

En la tablas XIV y XV se muestran los resultados del AMOVA jerarquico; se aprecia que
una muy alta proporcion del total de la varianza molecular (98.86% segln el estimador Fgr
y 97.87% segun dgr) se explica dentro de las poblaciones y no dentro de las agrupaciones,
como hubiera sido si existieran diferencias genéticas entre las poblaciones analizadas al
norte (grupo I) y al sur (grupo II) de Punta Concepcidn; los porcentajes de las frecuencias

haplotipicas de cada agrupacion se muestran en la figura 14.
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Figura 14. Distribucion de frecuencias de los haplotipos compuestos
en los dos grupos establecidos para el AMOVA. En los
graficos se representan con colores a los haplotipos
presentes en cada grupo y sus frecuencias en porcentajes, N
es el nimero de individuos analizados.
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Asi mismo, tanto el valor encontrado en el indice de diferenciacion genética Fgr (0.01137,
p= 0.21701) como @gr (0.02126, p= 0.13294) son bajos y estadisticamente no
significativos, por lo que se reitera con estos la falta de diferenciacion genética entre los

grupos.

Tabla XIV. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) jerarquico entre dos grupos
(poblaciones al norte y poblaciones al sur de Punta Concepcion), por medio del indice de
fijacion de Wright Fg7 El valor p se calculo a partir de 1023 permutaciones al azar.

Fuente de Grados de | Suma de Componentes de la Porcentaje de
variacion leertad cuadrados varianza variacion

Entre grupos 0.361 -0.00731 -1.21
Entre poblaciones 10 7.411 0.01419 2.35
dentro de grupos

Dentro de 114 68.181 0.59808 98.86
poblaciones

Total 125 75.952 0.60495

Indices de fijacion

Fgr =0.01137 p=0.21701

Fsc=0.02318 p=0.17889

Fer=-0.01209 p=0.78104

Tabla XV. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) jerarquico entre dos grupos
(poblaciones al norte y poblaciones al sur de Punta Concepcion), por medio del indice de
fijacion de Wright @gr. El valor p se calculd a partir de 1023 permutaciones al azar.

Fuente de Grados de | Suma de Componentes de la Porcentaje de
variacion leertad cuadrados varianza variacion

Entre grupos 0.038 -0.00499 -2.40
Entre poblaciones 10 2.982 0.00941 4.53

dentro de grupos

Dentro de 114 23.186 0.20339 97.87
poblaciones

Total 125 26.206 0.20781

Indices de fijacion

Ogr=0.02126 p=0.13294

Dsc = 0.04423 p=0.11241

®cp=-0.02403 p=0.95601
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VII1.4.4. Diversidad haplotipica
En la tabla XVI se muestran los valores de diversidad haplotipica para cada area analizada.
La localidad que presentd el mayor valor fue San Miguel, Baja California, México;
mientras que su contraparte es la localidad de Campo Kennedy, la cual se encuentra muy
cercana geograficamente a San Miguel. Por otra parte, cabe mencionar que este valor no
solo toma en cuenta el numero de haplotipos de cada localidad, si no que se basa en la
probabilidad de que dos haplotipos semejantes escogidos al azar sean diferentes en la
muestra, es decir en la misma localidad. Por lo anterior, los valores son variables ya que

dependen del numero de haplotipos y del numero de organismos.

Tabla XVI. Diversidades haplotipicas del fragmento de citocromo oxidasa I y citocromo
oxidasa III del ADNm para cada area analizada.

Nimero de Nuimero de
haplotipos organismos

Diversidad
haplotipica

Abreviatura y Nombre de la

Localidad

WV ancouver 3 19 0.2047 +/- 0.1191
pJM Orcoon 3 6 0.7333 +/- 0.1552
kIlISan Luis Obispo 3 8 0.6786 +/- 0.1220
YWl alama 2 11 0.3273 +/- 0.1533

BER Coal Oil Point 3 11 0.3455 +/- 0.1722
[JlLos Angeles 2 3 0.6667 +/- 0.3143
(San Miguel 5 12 0.7424 +/- 0.1158
A Campo Kennedy 2 13 0.1538 +/- 0.1261
"M Erendira 2 4 0.5000 +/- 0.2652
iUM1La Chorera 3 10 0.3778 +/- 0.1813
il Punta Baja 3 16 0.4250 +/- 0.1326

VA Punta San Carlos 3 13 0.4103 +/- 0.1539

VIL.4.5. Analisis filogenético

VI1.4.5.1. Red de la Expansion Minima

En la figura 15 se muestra el diagrama de red de la expansion minima, donde podemos

observar en la parte central los haplotipos de mayor frecuencia (Pol y Po5) y a sus

extremos estan aquellos haplotipos de menor frecuencia. Los haplotipos Pol y Po3, al

encontrarse en una posicion central y ser los de mayor frecuencia, son considerados como
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los haplotipos ancestrales. Los haplotipos que se encuentran en sus extremos y cuyas
frecuencias son menores, son considerados como haplotipos recientes. El ntimero de
cambios encontrados entre los diferentes haplotipos de esta especie varia de uno hasta

cuatro, mientras que interespecificamente hay 27 cambios.

5 —t—0 ———+ - 2
Haplotipo compuesio
Pol [l AAAAAA
Po2 21 AAABAB
Po3 3 AABAAA
Pod [ AABABA
Po5 51 ABAAAA
Pob & ABABAA
Po7 [Tl BABAAA
8 Po8 [8] BABABA
Pel B CcCACCC
Pg2 ] ccccee
Pg3 [f] cbccce
—I— Equivale a un evento mutacional

Figura 15. Red de Expansion Minima de los haplotipos compuestos resultantes sefialados
previamente en la tabla XII. Los haplotipos del uno al ocho pertenecen a P.
ochraceus y del nueve al once a P. giganteus. El tamafio de los circulos representa
proporcionalmente las frecuencias de cada uno de los haplotipos y la distancia
entre ellos representa el nimero de eventos mutacionales que los separa.

Un esquema la red de expansion minima de los haplotipos compuestos presentes en cada
localidad analizada se muestra en las figuras 16a y 16b, observandose la falta de un patrén
filogeografico claro, ya que los haplotipos Pol y Po5 estan presentes en todas las areas
(excepto Po5 en Campo Kennedy). En las localidades encontradas al sur de Punta
Concepcion se observa la presencia de siete (Pol, Po2, Po3, Po4, Po5, Po7 y Po8) de los
ocho haplotipos encontrados para P. ochraceus, mientras que en la parte norte solo se

encuentran cinco de ellos (Pol, Po2, Po5, Po6y Po8).
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Figura 16a. Red de Expansion Minima de los haplotipos compuestos en cada localidad
analizada en Canadé y en Estados Unidos. Con color se indican los haplotipos de
P. ochraceus presentes en cada localidad y los haplotipos pertenecientes a P.

giganteus son los de color negro.
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Figura 16b. Red de Expansiéon Minima de los haplotipos compuestos en cada localidad
analizada en M¢éxico. Con color se indican los haplotipos de P. ochraceus

presentes en cada localidad y los haplotipos pertenecientes a P. giganteus son
los de color negro.
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VIIL.4.5.2. Arboles filogenéticos

Existe congruencia en la relacién de los haplotipos entre el arbol consenso obtenido por
medio de Parsimonia de Dollo (ver Figura 17) con respecto a la union al vecino (Neighbor-
Joining) (ver Figura 18). A su vez, estas relaciones se mantienen en las ramas

esquematizadas en la de red de la expansion minima (ver Figura 15).

Tanto en el cladograma de parsimonia de Dollo como en el de union al vecino se observa
que la relacion entre los haplotipos Po 2 'y Po 6 se encuentran ligeramente sustentados por
los valores de bootstrap presentados (58 y 62) lo mismo sucede con la relacion de éstos
con los haplotipos Po 5y Po 1, debido a que el valor que los sustenta es de 62 en ambos
cladogramas (ver Figuras 17 y 18). Esta relacién, como se dijo previamente, se mantiene
en el esquema de red de la expansion minima (ver Figura 15) en el cual estos cuatro
haplotipos forman una rama donde el haplotipo mas diferente es el Po 2 al estar separado

del haplotipo Po 6 por cuatro eventos mutacionales.

Asi mismo, en ambos cladogramas la relacion entre los haplotipos Po 8 y Po 4 se
encuentra ligeramente apoyada por un valor de bootstrap de 50 (ver Figuras 17 y 18), lo
cual se confirma nuevamente en el esquema de red de la expansion minima (ver Figura 15)
donde estos haplotipos se separan del haplotipo Po 3 por tres eventos mutacionales. La
relacion existente entre los haplotipos Po 3y Po 7y la de éstos con los demas haplotipos
presentan los valores mas bajos (de 29 a 44) de bootstrap en ambos cladogramas (ver

Figuras 17 y 18), por lo que éstas ramas no estan bien sustentadas.
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Finalmente, ninguno de los dos métodos de inferencia filogenética (parsimonia de Dollo y

unidn al vecino) representan una marcada diferenciacion geografica de los ocho haplotipos

compuestos de Pisaster ochraceus.

| Pg 1
100 — Pg 2 Fisaster giganteus
I— 100 {grupo extemmo)
L Pg3
Vancouver+, San Miguel* y
r Campo Kennedy™*
50
| I Pta San Carlos *
— San Mignel*
44 La Chorera*
e 20 Fo 1 Todas las localidades +*
I Todas las localidades +*
ﬁzl [ excepto Campo Kennedy™

51 San Luis Obispo+
L
58 Oregont, Coal Oil Point+,

L P02 sun Miguer* y Punta Baja*

Figura 17. Cladograma consenso elaborado por medio del método de Parsimonia de Dollo.
El nimero dentro de las ramas (nodos), representa el numero de veces que se repite ese
arreglo para esa (s) rama (s) como resultado de 100 réplicas. Al final de las ramas se
muestra el numero de haplotipo correspondiente y la (s) localidad (es) donde se
presentaron. El simbolo * representa a las localidades al sur de Punta Concepcion y con + a
las del norte. Los haplotipos Pg 1 a Pg 3 pertenecen al grupo externo (Pisaster giganteus).
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Pg 1

100 Po 3 5 Pisaster giganteus
ll]lﬂ {(grupo externa)

L Po2

Pta San Carlos *

Fancouver+, San Miguel* y

=100 Campo Kennedy*

S San Miguel*

44 La Chorera*

— Po 1 Todas las localidades +*

I I Todas las localidades +*

I | excepto Campo Kennedy™
42 San Luis Obispo+

Oregorn+, Coal Oil Point+,

¥
L——Po2 San Miguel* y Punta Baja*

Figura 18. Cladograma consenso elaborado por medio del método de Unidn al vecino. El
nimero dentro de las ramas (nodos), representa el nimero de veces que se repite ese
arreglo para esa (s) rama (s) como resultado de 100 réplicas. Al final de las ramas se
muestra el numero de haplotipo correspondiente y la (s) localidad (es) donde se
presentaron. El simbolo * representa a las localidades al sur de Punta Concepcion y con + a
las del norte. Los haplotipos Pg 1 a Pg 3 pertenecen al grupo externo (Pisaster giganteus).
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VIII DISCUSION

Los resultados del presente trabajo muestran que dos (Po 1 y Po 5) de los ocho haplotipos
encontrados en la estrella de mar P. ochraceus son los més frecuentes y comunes en las 12
localidades analizadas (excepto Po 5 para Campo Kennedy), estableciéndose de esta
manera una homogenizacién genética de la especie a lo largo de su distribucion en las
costas del Pacifico Nororiental (ver Tabla XIII, Figuras 13a y 13b) y apoyando asi los
resultados encontrados por Stickle ef al., (1992) en poblaciones de P. ochraceus de la costa
de Alaska, EUA, con el marcador molecular alozimas. En trabajos previos, la presencia de
ciertos haplotipos comunes y de altas frecuencias, generalmente caracterizan la existencia

de homogeneidad genética en las especies.

Un ejemplo de ello es lo encontrado en el erizo morado Strongylocentrotus purpuratus,
donde son tres los haplotipos comunes y con altas frecuencias, conformandose de esta
manera una homogeneidad genética de la poblacion (Flowers et al., 2002; Olivares, 2004).
Lo anterior, puede ser resultado del constante flujo genético existente entre las areas de
distribucion de estas especies como consecuencia de la capacidad de dispersion de las
larvas planctotroficas que las caracterizan, favoreciéndose asi que los haplotipos mas
comunes sean entonces los que tengan una mayor probabilidad de asentamiento y posterior

reclutamiento en otras areas, ademas de las de su area de origen.
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Sin embargo, cabe mencionar que el tipo de larva en una especie no es el Unico factor que
favorece el flujo genético entre las areas donde se distribuye, ya que se ha evaluado que el
tiempo de duracion de la larva plantotréfica en la columna de agua antes de su
asentamiento, la tasa de fecundidad de los organismos adultos, la época de desove, asi
como el area donde ésta se lleve a cabo, en conjunto con factores fisicos como corrientes
ocednicas, surgencias y giros tanto a nivel local, como regionales juegan un papel muy
importante en la dispersion larval y en su potencial asentamiento (Dawson, 2001; Wares et

al., 2001; Cowen et al., 2002; Hohenlohe, 2004)

Como se menciond anteriormente, la dispersion de ciertos haplotipos comunes y frecuentes,
como son Po 1y Po 5, entre las localidades estudiadas en este trabajo, puede favorecerse
por el ciclo de vida que caracteriza a P. ochraceus, ya que la temporada de desove para ésta
se ha registrado en los meses de marzo a mayo (Feder, 1956; Farmanfarmaian ef al., 1958;
Greenfiel, 1959; Boolotian, 1966; Pearse y Eernisee, 1982), donde se liberan millones de
huevecillos a la columna de agua dado que la fecundacion es externa (Lambert, 2000), y es
entonces donde se produce una gran cantidad de larvas plantotréficas con un tiempo de
duraciéon en la columna de agua de dos hasta seis meses antes de su asentamiento
(Strathmann, 1978). Ademas, se ha observado que éstas pueden demorar sus tiempos de
metamorfosis si las condiciones ambientales y/o de alimento no son adecuadas, o activarlo
en caso de que las condiciones sean lo contrario (George, 1999; Crawford y Jackon, 2002).
Por tanto, es muy posible que las larvas (y sus correspondientes haplotipos) de esta estrella
de mar puedan dispersarse desde una distancia de unos cuantos metros hasta varios

kilometros a lo largo de su area de distribucion si las condiciones oceanograficas y
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ambientales lo favorecen. Por otra parte, dado que la mayoria de las areas donde se
distribuye esta estrella de mar se encuentran influenciadas por el Sistema de la Corriente de
California y, como se mencion6 previamente, la época de desove reportada (en la costa de
California) concuerda con la estacion de primavera (marzo a junio) en la cual dicho sistema
corrientes tiene una direcciéon marcada hacia el sur. Esto hace posible el transporte larval, y
homogeniza asi la composicion genética entre las areas de distribucion de esta estrella de
mar a lo largo de la provincia Oregoniana y la Californiania (ver Figura 7, 13a 'y 13b, y
Tabla III). Lo anterior favorece que las larvas con los haplotipos mas frecuentes (Po 1y Po

5) tengan la mayor probabilidad de reclutamiento en localidades mas lejanas.

Lo contrario sucede con los haplotipos como Po3, Po4, Po6 y Po7, ya que éstos al ser
privados para las localidades donde se encuentran y dado que sus frecuencias haplotipicas
en esas areas no son mayores a 13%, la probabilidad de que las larvas con esos haplotipos
puedan dispersarse a largas distancias y tener éxito en el reclutamiento es muy baja.
También, la probabilidad de dispersion por parte de los haplotipos menos frecuentes, se ve
aun mas reducida debido a la dispersion larval, depende en gran parte de las condiciones
ambientales y oceanograficas que estén presentes en las areas de desove y de los meses en
que esto ocurra. Ademas de que el reclutamiento en especies con larvas de largos periodos
plancténicos, como P. ochraceus, es altamente variables, ya que presenta maximos y
minimos azarosamente (Eckert, 2003), cambiando las abundancias de las poblaciones
temporalmente. Esto se ha observado en algunas localidades de las Channel Islands
(Blanchette, ef al, en prensa) y en una bahia semi-cerrada en la costa de Vancouver (Sewell

y Watson, 1993) para las poblaciones de esta estrella de mar.
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Por otra parte, la presencia de un mayor numero de haplotipos privados de P. ochraceus en
las localidades de San Miguel, La Chorera y Punta San Carlos, Baja California, México
(ver Tabla XIII y Figuras 13a y 13b) concuerda con lo reportado por Olivares (2004) para
el erizo morado Strongylocentrotus purpuratus donde La Chorera es una de las localidades
donde se encontrd haplotipos privados para esa especie. Lo anterior, pudiera ser causa de
posibles reclutamientos larvales locales favorecidos por eventos oceanograficos, como
giros y surgencias costeras, asi como por la presencia de un relieve costero irregular (Parés
et al., 1997; Durazo y Baumgartner, 2002; Lavaniegos et al., 2002). Sin embargo, como en
el presente trabajo no se realiz6 ningun estudio de asentamiento larval y/o de reclutamiento,
no se puede tener una conexién precisa entre los eventos de asentamiento y los eventos

hidrograficos por area.

Aunque la presencia de haplotipos frecuentes y comunes nos permiten hablar de una
homogenizacion genética de P. ochraceus, esto no fue suficiente para determinar si existe o
no una estructura genética entre las poblaciones que se encuentran al norte y al sur de Punta
Concepcion, California. Por ello se realiz6 un Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) y
cuyos resultados muestran que el 98% del total de la varianza molecular se explica dentro
de las poblaciones y no dentro de las agrupaciones realizadas; esto junto con los bajos
valores obtenidos en los indices de diferenciacion genética Fsr (0.011, p= 0.217) y su
equivalente estadistico @gr(0.026, p= 0.132), asi como a la falta de significancia estadistica
(p) de los mismos, sustentan la falta de diferenciacién genética entre las localidades
analizadas al norte y al sur de Punta Concepcion, California, para ésta estrella de mar con

en el analisis de RFLP sobre los genes de citocromo oxidasa I y III del ADN mitocondrial.
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Dicho lo anterior, se ratifica la falta de concordancia entre el limite biogeografico y
filogeografico en varios taxa de invertebrados que se distribuyen en dicha area como lo
menciona Dawson (2001) en su recopilacion acerca de los estudios filogeograficos
realizados a lo largo de la costa de California y de manera general en aquellas especies con
largos tiempos (de 4 semanas a mas) de duracion en el plancton y con altas tasas de

fecundidad, como es el caso de P. ochraceus.

Con lo anterior, no se pretende generalizar la falta de concordancia entre un limite
biogeografico bien establecido con la filogeografia intraespecifica como propone Avise
(1992;1994); ya que esta concordancia ha sido corroborada en ciertos taxa marinos en
aguas del Indo Pacifico y del sureste de Norte América. Sin embargo, en la costa suroeste
de Norte América, Dawson (2001) propone que aunque en Punta Concepcidén no se de
dicha concordancia, ésta se muestra en ciertos taxa para las areas de Monterrey y los
Angeles, California, EUA, aunque éstas ultimas areas no han sido considerados en la

literatura como grandes limites biogeograficos, en comparacion con Punta Concepcion.

Los bajos valores en el indice de diferenciacion genética Fgr encontrados en éste trabajo
coinciden con lo reportado por Stickle et al., (1992) en tres poblaciones (n=332) de P.
ochraceus de Alaska con el marcador molecular alozimas y donde dicho valor fue de 0.006.
A su vez, estos bajos valores en los indices de fijacion (Fsr), la consiguiente
homogenizacion genética de las poblaciones y, como resultado, la falta de estructura
filogeografica, son consistentes con los resultados encontrados en otros invertebrados
marinos con larvas planctotroficas, como es el caso de las lapas Colisella digitalis y

Colisella austrodigitalis (Murphy, 1978), el mejillon Mytilus californianus (Levinton y
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Suchanek, 1978), la estrella de mar Evasterias troschelii (Stickle et al.,1992), el coral
Paracyathus stearsii (Hellberg, 1996; Beauchamp y Powers, 1996). Contrariamente, de
manera general, estos bajos valores en los indices de fijacion no se ha encontrado en otras
especies de invertebrados que poseen larvas que son incubadas por los adultos o que no
pueden dispersarse a grandes distancias como es el caso de las estrellas Leptasterias
hexactis (Kwast et al., 1990), Leptasterias epichlora (Stickle et al.,1992) y el gasteropodo

Nucella emarginata (Wares et al., 2001).

En lo que se refiere a los valores de diversidad haplotipica intrapoblacional en P.
ochraceus, estos fueron variables latitudinalmente, ya que las areas de San Miguel (0.74),
Oregon (0.73), San Luis Obispo (0.67), los Angeles (0.66) y Erendira (0.5) son los que
presentaron los valores mas altos, mientras que Vancouver (0.20) y Campo Kennedy (0.15)
presentaron los valores mas bajos (ver Tabla XIV). Sin embargo, aunque entre las
localidades de San Miguel, Baja California, México (0.74) y Oregon, EUA (0.73),
presentaron valores muy similares de diversidad haplotipica, es San Miguel la que posee el
mayor nimero de haplotipos al estar representada por cinco de los ocho encontrados para
Pisaster ochraceus, mientras que las demas localidades so6lo estan representadas por dos o
tres haplotipos. Esto pudiera estar relacionado con el nimero de muestras analizadas en la
localidades mas cercanas a San Miguel y que sin duda podria estar subestimando la
presencia de otros haplotipos. Tal es el caso del 4drea de Los Angeles (N=3) ya que ésta
posee un alto valor (0.66) de diversidad haplotipica, y si se aumentara la muestra seria
posible detectar otros haplotipos que no fueron encontrados en este trabajo debido al

limitado niimero de organismos analizados.
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Los resultados de los analisis filogenéticos (ver Figuras 17 y 18) confirman la ausencia de
estructura filogenética en los haplotipos mitocondriales. De acuerdo con Hellberg et al.,
(2002) un rompimiento filogenético indica un cambio abrupto entre similitudes genéticas, y
este cambio coincide con la existencia de una barrera biogeografica pasada o presente. Sin
embargo, este rompimiento no parece ser evidente en las poblaciones de Pisaster

ochraceus.

Desde el punto de vista de la interpretacion filogeografica, se puede considerar que los
haplotipos con frecuencias altas (como es el caso de Po I y Po 5) puedan ser los mas
antiguos en la poblacion, porque han tenido tiempo suficiente para acumular mas copias
(Donnelly y Tavaré, 1986; Excoffier y Langaney, 1989; Crandall y Templeton, 1993;
Excoffier y Smouse, 1994), mientras que los nuevos haplotipos derivan de los haplotipos
con altas frecuencias. Esto puede observarse esquematicamente, en la Red de la Expansion
Minima (ver Figura 15) obtenida a partir de los ocho haplotipos encontrados para P.
ochraceus, donde se muestran dos ramas conectadas por los haplotipos Po 1 y Po 5 los
cuales dados sus altas frecuencias son considerados en este estudio como los méas antiguos,
a su vez el haplotipo Po I se considera como el mas ancestral dado que posee el mayor
nimero de uniones (Donnelly y Tavaré, 1986; Excoffier y Langaney, 1989; Crandall y
Templeton, 1993; Excoffier y Smouse, 1994) y por ser él que se encuentra asociado

directamente al grupo externo.
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La topologia mostrada en la rama interna en los arboles de parsimonia de Dollo y de unién
al vecino concuerdan con las relaciones haplotipicas de la red de la expansion minima. Sin
embargo la relacion del haplotipos Po I'y Po 5 considerados como los mas antiguos por la
red de la expansion minima, no es la misma en los otros dos métodos. Esto puede deberse
al grupo externo utilizado, ya que éste so6lo fue uno. No obstante, dado que el andlisis de
relacion de los haplotipos por medio de la red de la expansion minima utiliza a los
haplotipos como nodos y puntas en las ramas , en lugar de inicamente puntas en las ramas.
Este ultimo explica mejor la conexién entre los haplotipos en especial a nivel

intraespecifico (Excoffier y Smouse, 1994).

El hecho de encontrar una topologia poco robusta (valores de remuestreo o bootstrap bajos)
y una ausencia de resolucion (pocos sitios filogenéticamente utiles para mdaxima
parsimonia), marca lo cercano y conservado que estdn las secuencias mitocondriales. Si
bien las barreras biogeograficas de la region, como es el caso de Punta Concepcion, pueden
afectar a otras especies, en el caso de esta estrella de mar pudiera ser que el marcador y las
pruebas realizadas no presentan la resolucion adecuada para mostrar las diferencias o que
las barreras biogeograficas reportadas no afectan a la dispersion larvaria de la especie,
presentando una panmixia entre poblaciones. Sin embargo, por lo que se ha mencionado
anteriormente acerca de la historia de vida de Pisaster ochraceus es muy posible que la

segunda opcion sea la que se presente en esta especie.
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Finalmente, aunque a lo largo de este trabajo se mantuvo en cuenta para el andlisis la
clasificacion taxondémica de Clark (1996) sobre el género Pisaster, donde reconoce a la
subespecie Pisaster ochraceus ochraceus, para las aguas de Alaska (EUA) hasta Punta
Concepcion, California, EUA y a Pisaster ochraceus segnis, para el norte de la peninsula
de Baja California, México a la mitad de ésta, los resultados de este trabajo apoyan el status
taxonémico de especie para P. ochraceus como lo proponen Lambert (1981; 2000) y
Stickle et al. (1992), al mantenerse una continuidad genética a lo largo de las areas de

distribucion de las supuestas subespecies.
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IX CONCLUSIONES

No existe diferenciacion genética entre las localidades de Pisaster ochraceus analizadas al
norte y al sur de Punta Concepcion, California, mediante el analisis de RFLP de los genes
de citocromo oxidasa I y III del ADN mitocondrial, confirmédndose asi la falta de

concordancia entre el limite biogeografico y filogeografico en esta especie.

Se corrobora, la falta de heterogeneidad genética en P. ochraceus al coincidir con lo
reportado para las aguas de Alaska por Stickle ef al. (1992) con el marcador molecular

alozimas.

Al mantenerse una continuidad genética a lo largo de las areas de distribucion de las
subespecies Pisaster ochraceus ochraceus y Pisaster ochraceus segnis se propone su
desuso y se apoyan el status taxondmico de especie para P. ochraceus como lo proponen

Lambert (1981; 2000) y Stickle ef al. (1992).
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X RECOMENDACIONES

Se apoya la realizacion de estudios ecologicos como es el asentamiento y el reclutamiento
larval de P. ochraceus en el area de Baja California donde no se cuenta con este tipo de
informacion, a diferencia de los trabajos realizados en las poblaciones de esta estrella en las
aguas EUA y en Canad4. De esta manera, se pudiera relacionar mas precisamente la
interaccion entre los datos genéticos, ecologicos e hidrograficos dentro y entre las areas de

analisis en trabajos futuros.
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APENDICE IIT
Protocolo de sales utilizado para la extraccion del ADN genémico.
Material utilizado

Balanza

Centrifuga

Guantes

Tijeras estériles

Tejido (entre 50 a 100 microgramos)

Micropipetas de 1000 y 200 microlitros

Puntas para micropipeta de 1000 y 200 microlitros estériles
Tubos eppendorf (EPP) de microcentrifuga de 1.5 ml estériles

Reactivos utilizados
Amortiguador de extraccion
Para la preparacion de este amortiguador se necesita:

Tris-HC1 pH 7.4 [200 mM]
Cloruro de sodio (NaCl) [250 mM]
EDTA pH 8.0 [25 mM]

SDS al 0.5%

La mezcla anterior se afora a 100 mL.
Amortiguador CTAB

Tris-HCI pH 8.0 [100 mM ]

EDTA pH 8.0 [20 mM]

CTAB al 2.0%

PVPP al 0.1%

SDS al 0.1%

Mercaptoetanol al 0.2% (agregarlo justo antes de agregar el amortiguador)

Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1
Isopropanol al 99% y al 30%
Cloruro de Litio (LiCl) 5SM
Amortiguador de almacenaje (TE)



APENDICE III (continuacion)

Procedimiento

1.- Rotular los tubos eppendorf que se van a utilizar y pesarlos.

2.- Cortar el tejido (no mas de 100 mg. = 0.1 g) y pesarlo una vez tarados los tubos donde
se van a trabajar.

3.- Poner el tejido en los tubos.

4.- Agregar 400 microlitros del amortiguador de extraccion de sales, homogenizar con
pistilo el tejido por aproximadamente 3 minutos o el tiempo necesario para romper el tejido
5.- Dejar las muestras a temperatura ambiente con agitacion moderada por 15-30 minutos
6.- En caso se tener restos de carbonato de calcio del brazo de la estrella de mar, se sugiere
centrifugar las muestras y traspasar el sobrenadante a otro tubo.

7.-. Agregar 250 microlitros de amortiguador CTAB (el cual previamente es calentado) y
colocar en el horno de microhibridacion a 65°C por 10 minutos.

8.- Agregar 650 microlitros de LiCl 5M ( o un volumen igual al de la suma de los dos
reactivos previamente utilizados), agitar vigorosamente y esperar 5 minutos a temperatura
ambiente.

9.- Centrifugar a 12,000xg por 5 min.

10.- Tomar aproximadamente 750 microlitros del sobrenadante y vaciarlo en un nuevo tubo
eppendorf.

11.- Agregar 750 microlitros (o un volumen igual al que se recuper6 del paso previo) de
cloroformo y agitar vigorosamente.

12.- Centrifugar a 12,000 xg por 10-15 minutos
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APENDICE III (continuacion)

13.- Transferir aproximadamente 750 microlitros a otro tubo de la fase acuosa, teniendo
cuidado de no irrumpir en la fase organica.

14.- Precipitar el DNA con un volumen (igual al que se agregd de cloroformo) de
isopropanol al 99% y mezclar muy suavemente.

15.- Dejar de 30 minutos a 1 hora a —70°C.

16.- Centrifugar a 14, 000 xg por 20 minutos a 4° C.

17.- Desechar la solucion acuosa y tener cuidado de no perder la pastilla formada (si se
observa este) y agregar 750 microlitros de isopropanol al 30% por dos ocasiones.

18.- Centrifugar a 12,000 xg por 5 min.

19.- Secar las muestras en speed-vac (si se cuenta con él o si no dejar secar a temperatura
ambiente hasta que este completamente seco el tubo) hasta que la pastilla quede totalmente
seca.

20.- Agregar amortiguador de almacenaje TE 0.1% (el volumen final de resuspension
depende del tamafio de la pastilla) y dejar al menos 2 horas a 65° C en el horno de

hibridacion.
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APENDICE 1V
Protocolo para la elaboracion de geles de agarosa
Reactivos utilizados
Para geles pequetios al 1%
Agarosa 0.3 g.

Solucién amortiguadora TBE [0.5X] 30 ml
Bromuro de etidio 1.5 ul [10mg/ml]

Procedimiento
1.- Una vez pesada la agarosa se agita con la solucion amortiguadora, con ayuda de una

barra magnética y un agitador magnético con calentamiento.

2.- Ya formada la suspension, se agrega el bromuro de etidio y se deja enfriar. Se vierte la

suspension sobre el molde con el peine para hacer los pozos, donde se dejara gelificar.
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APENDICE V

Secuencia nucleotidica registradas para el gen de Citocromo oxidasa I en la base de datos
del GenBank con nimero de acceso NC004610 reportada por Smith et al., 1990.

a7
193
289
385
481
577
673
769
ga6s
961
10357
1153
1249

tga gor ggc aty ata ggc acc got aty agt grt ata att ogc act gaa cLL ot A OCC gya TCT CLA CUA CAS gAcC Jac Caa ALt Tac 848 gLt
ata gtt act got cac got cte gta atg ata bttt ttt atg gtt atyg oot ata atyg att ggg gya ttt got aaa tga tta ate cot cta atg att ggc
oA cca gat aty goc L oo coy Aty aaa aaa atg aga TLT TYa ota ata 0CC Ot LoD TLL OLL Tha CUL CLa got Lot goc gga gtt gas agt
gga act ggt act gga tga act atc tat oot coca oty toe agg ggt tta got cat got gga gyg toa gtt gat ctc goc ata ttt tot oto cac cta
JCoC Jga goc £ Tot ata CEbt goc COC Attt aac tLt att act ACt ALT ALA a8 aty oga aca CCC ggc Aty ToC TLL gac cya CLh GOt Lha L
gta tga too gtk tho ghbt ace got Lttt ott tta ctt ott tot oth oot gta tta goc gga goa att aca atyg cta tta acc gac cga aaa att aat
4CC ACT CLE LLE gac Cot got gga Jga ggt gat cog ata cte TLL caa cac tha tho tga TL CLL ggc cat CCa gaa gta TAT AL CLL ALt CLC
coc gga ttt ggo atg att tot cac gty ata got cac tat got gga aag aaa gaa cot ttt gga tac ota gge atg gty tac goa att ata tot ata
Ja ata oty gga tLL Lo gta Cga got cac Cat atg Tte acc gth gga aty gat gra gat aca oga goc tac the act got goc Aca Aty att att
got gty coc aca gga att aag gtc ttt aga tga atg goc act tty caa gga aga aaa ota cga tgy gac aca cot chbt oto tga goa ota ggo bttt
gta Cth tta tLo aca ata gia gga ota act gga gta gta cta goa aac ©ot ©Ot ata gat ata atc tta cat gat aca cat tac gta gtt goc cac
Lt cac tac gta tta toc atg gga got gta LLe goa ata the goa gga Tttt acc cac tga Tt oot Tta tte toa gya gtt aga ctacat cot tta
tga aga aay grt cac tLo goa gta atg tLt ata gga gt aaa octa Acc THo LLC COC Caa CAC THC Tta gt oty goc gyt aty oot oyc cgc tac

troa gac tac ooa gac goc tac ace ota tga aac aco gta tot tot atagya tot act atatoc ctaatacygtacygctaatt tLo ctg Too cta att

1345

tga gaa got £EC £Ot ace aad oga ACC COT AtS CAC £Ct Jaa

Secuencia nucleotidica registradas para el gen de Citocromo oxidasa III en la base de datos

del

GenBank con niimero de acceso NC004610 reportada por Smith et al., 1990.

1
a7
193
289
385
451
577
673

ace aac atc cat ace ace tyy Ty ACC aaa gac ott gac ote tad oty gUd 0as taa gag cac tas tga tga ottt oo ¢oc taa thte tht gat the
aca tas ata gaa caa tac ttE tha tEC tay gaa cad tto tte £hy Cac taa ota tta taa att gat gac gag ata tas tto gad aag caa oot tho
aaf grt tto aca Ott tat cad taa goa aad gat tac gat aty gaa tya LAt tat tta taa ottt ooy aad Lot goC EEE ELE LR CAt EOL ELE gag
ctt ttt toc ata gaa gac ttycac cga ota tag agt tag gag £ot cat gac ctc caa oty gaa toa ctc cta ttaate cat bttt tag tho coc tac
toaaaa cag oty tac bttt tat cot oty gay tta cog tta oot gag coc ace ata gaa tto tht cag gga acc gag £og aay coca tte aaa gtc tka
cac tta cag bt ttt tgy gag ttt act ttacaa tte tte say ctt gag aat att tbgact ckc cat ttacta tty cog aca gag tat acy gat coa

cat ttt tog tag caa cag got toc aty gtk tac atg tte toa tag gaa cag cat £Ek tag cog tgt gtc toc tac gac ttt ata att thc att tEk

CAaa acc ACC AEC Att LLY gCC TEQ A&g CLy CCL CLL gat act gac act tog tag atg tty tot gac tj
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APENDICE VI

Resultado del analisis teorico de corte por medio de enzimas de restriccion a través del
programa DNASIS (Version 2.6 demo) sobre la secuencia nucleotidica registradas para el
gen de Citocromo oxidasa I en la base de datos del GenBank con ntimero de acceso

NC004610.

= Restriction Search[NC0046™1.5EQ]

File Edit Sequence Function RHesult Window Help
] File: NCOO46-~1.3E0
: HMode: Mormal il = 1386
@E Table: DNAZIS1 Style: Linear Indication Mode: 5'Terminal of the 3ite
a Enzvme Nane |Sequence Count|Start Position
Ahal CC!5GG 4 710 935 1171 1325
Alul AG!'CT 7 534 S04 592 652 1043
%@ 1117 1351
AocII GDGCH!C 3 435 514 59l
Bcnl CC! 365G 4 710 935 1171 1325
EsplZ8eT GDGCH!'C 3 435 514 591
Es=rI C!'CAGT 4 25 609 1055 1091
DSk T!GGCCR 3 156 453 740
DdeT C!THAG 4 135 165 Z55 435
Dpnl GL!TC 5 ga 77 99 1028 1322
Eael FI!GGCCR 3 156 453 740
EarI (NE A ET Ve 3 374 444 561
Ecol0sT TAC!GTA 3 1] 312 340
FokI | MMM NI CATCC 3 E5L1 10g3 1155
Gzul 'CTCCAG 3 393 =1 1035
Hael GG ! CCW 3 4535 740 1179
HaeIITI GG!CC 4 LET 454 741 1150
Hpall C!'CGG =] 155 710 G548 935 998
1102 1171 1325
E=sp632I | NNNNGALGLG 3 370 440 G557
Mael C!'TaAG 5 354 432 645 100z 1119
MaeII A'CGT 4 67 320 341 659
MboT | GATC 5 1] 777 ff=le] 1028 1322
MboII GA L GATNITITMNIN ! 1 a5 151 374 444 g6l
MnlI CCTCHINIINN ! 4 404 = TE5 1037
MnlI ! NNMNNHNNGAGE i 140 440 970 952 955
1061 1199
Mzel T!Thd & 124 503 g1z 28 271
1212
MspI CICGE g 155 710 45 935 995
1109 1171 1325
Ncil CC!5GG 4 710 255 1171 1325
NdeII ' GATC 5 =1 A 599 1026 LFEE
N1aIIT CATGE! T 310 354 540 anli] =l
1044 13758
NspII GDGCH!'C 3 435 £l4 Sl
Fall GGICC 4 157 454 741 1150
Rsal GT!4rC 4 55 3587 534 10585
Sau3aT ' GATC 5 =1 ) 599 1026 1322
3crFI CC GG 5 710 935 1057 1171 1325
Zdul GDGCH!'C 3 435 £l4 £l
Gecl C!CHNGE 5 309 G444 710 1056 1171
SnaBT TAC ' GTA 3 (=1 319 340
S3tIIT VACGT 4 57 320 341 559
TspEI 'A8TT = 4% 55 505 B8 514
541 1300 1243
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APENDICE VI (continuacion)

Resultado del analisis teorico de corte por medio de enzimas de restriccion a través del
programa DNASIS (Version 2.6 demo) sobre la secuencia nucleotidica registradas para el
gen de Citocromo oxidasa III en la base de datos del GenBank con ntimero de acceso

NC004610.

== Restriction Search[NC0046™1.5EQ]

File Edit Sequence Function Result Window Help

Mode: Normal

File: NCOOD45~1.3EQ

1 -

Table: DNASIS1 Style:

739
Linear

Indication Mode: 5'Terminal of the Site

Enzyme Name [3ecquence Count|5tart Position

AluT AG'CT 4 39 216 345 450

CwidI RG!CY 10 39 47 1oz 145 zZl&
%@ 273 309 345 450 659

HinfI ! ANTC ! 1949 279 387 408

MnlT ! NN GA G ! 27 324 391 691

M1alIT CATG! 3 124 137 403

T=pEI VAATT G 7 225 297 Lgd L8l

G54
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APENDICE VII
Protocolo para la elaboracion de geles de poliacrilamida.
Reactivos utilizados
Agua destilada
Persulfato de Amonio
TEMED (Tretrametiletilendramina)
Monomero de Acrilamida

Para la preparacion de este mondmero se necesita:

Acrilamida
Bisacrilamida

Amortiguador de separacion

Para la preparacion de este amortiguador se necesita:

Tris Base

Procedimiento

l.- Para la preparacion del mondémero de acrilamida es necesario protegerse con
cubrebocas, guantes y lentes de plastico para evitar un posible contacto con la acrilamida y
la bisacrilamida, dada su toxicidad.

2.- Para preparacion del monomero de acrilamida se utilizaron 58.4 g de acrilamiday 1.6 g
de bisacrilamida y disolvieron juntos en 150 ml de agua destilada y desionizada y se afor6 a
200 ml de volumen, antes de almacenar el reactivo en frasco ambar a 4°C se filtro.

3.- El amortiguador de separacion se prepard con 91 g de Tris, los cuales se disolvieron en
450 ml de agua destilada y desionizada. Se ajusto el pH a 8.0 y se aforé a un volumen de

500 ml y se almaceno a 4°C.
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APENDICE VII (continuacion)

4.- Para la preparacion de geles de acrilamida al 10% se agregaron los siguientes
volumenes de los reactivos que se utilizan para su elaboracion en un tubo Falcon de 50 ml:

3.46 ml del monémero de acrilamida, 3.46 ml del amortiguador de separacion, 3.08 ml de
agua destilada y desionizada, 100 pl de persulfato de amonio y 8 pl de TEMED
(Tretrametiletilendramina), para un volumen final de 10 ml. Este se vacio entre los vidrios
que previamente se encontraban separados por separadores de plastico y montados en el

molde de geles.

5.- Una vez que se polimerizo el gel de acrilamida, ¢éste se montd en las cajas de
electroforesis y antes de cargar las muestras en los pozos se limpié cada uno de ellos con
ayuda de una jeringa utilizando el mismo amortiguador (TBE 1X) con el cual se efectua la

electroforesis.
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APENDICE VIII
Protocolo para la tincion de geles de poliacrilamida con nitrato de plata.
Reactivos utilizados
Agua destilada
Etanol comercial al 10%
Nitrato de plata al 1%
Hidroxido de sodio al 3%
Formaldehido al 0.3%
Carbonato de sodio al 0.75%

Con los reactivos previamente mencionados antes de la tincion se prepararon las siguientes
soluciones (A-D) en tubos Falcon de 50 ml:

Solucion A: 45 ml de agua destilada y 5 ml de etanol comercial al 10%

Solucion B: 45 ml de agua destilada y 2.5 ml de nitrato de plata al 1%

Solucion C: 25 ml de hidréxido de sodio al 3% y 25 ml de formaldehido al 0.3%

Solucién D: 45 ml de agua destilada y 5 ml de carbonato de sodio al 7.5%

Procedimiento

1.- Una vez que termind el proceso de electroforesis, el gel se coloca en un traste de
plastico cuadrado de dimensiones ligeramente mayores a la del gel y se coloca en un
agitador orbital donde se llevan a cabo todos pasos para la tincion del gel.

2.- Se vierte la solucion A en el gel, se agita por 5 minutos, y después de retirar esta
solucion, se enjuaga con agua destilada por 5 minutos.

3.- Se vierte la solucion B, se agita por 10 minutos, y después de retirar esta solucion, se
enjuaga con agua destilada por 10 segundos.

4.- Se vierte la solucion C en el gel, se agita el tiempo requerido (aproximadamente 10 min)
hasta que se observa su revelado.

5.- Finalmente, se vierte la solucion D en el gel y se conservo en ella hasta que se almacena

y rotula dentro de bolsas de pléstico con cierre.
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