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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 fantásticos colores del atardecer cuando el sol se oculta, de la belleza de los árboles 

floridos, de la fragancia de las flores, de la hermosura y majestad del mar que rompe en los 
peñascos, de la serena belleza de las montañas...y fundamentalmente del cariño, afecto y 

ternura que le ofrezcan sus semejantes. 
 

Feopalam 
 

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

 
Leonardo Da Vinci 
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I INTRODUCCIÓN 
 

La estrella de mar Pisaster ochraceus (Brandt, 1835) se distribuye ampliamente a lo largo 

la costa del Pacífico Nororiental encontrándose representada tanto en la Provincia 

Oregoniana como en la Californiania, su límite norte reportado es el área de Prince William 

Sound (Alaska, EUA) y el límite sur es Isla Cedros (Baja California, México) (Lambert, 

1981; 2000). Comúnmente, se encuentra en la zona intermareal y submareal rocosa, donde 

se alimenta principalmente de moluscos, crustáceos y algas. Ecológicamente juega un papel 

crucial en la dinámica comunitaria dada la influencia que ejerce sobre la estructura y 

diversidad de las comunidades intermareales a través de su predación preferencial sobre el 

mejillón Mytilus californianus (Ricketts y Calvin, 1952; Paine, 1966; 1969; 1974; 1976; 

Mauzey, 1966; Mauzey et al. 1968). 

 

P. ochraceus posee fertilización externa (liberación de huevos y espermatozoides a la 

columna de agua); después de aproximadamente seis días produce una larva plantotrófica 

denominada bipinnaria, la cual puede sobrevivir entre 76 y 228 días (Strathmann, 1978) 

como parte del plancton alimentándose de pequeñas algas y, posteriormente, se desarrolla 

una larva denominada braquiolaria, la cual se transformará finalmente en una estrella 

juvenil (Carefoot, 1977) (ver Figura 1). En el estadío de larva bipinnaria, la reproducción 

de tipo asexual ha sido observada por Vickery y McClintock (2000), quienes encontraron 

clonación por brote o fisión (ver Figura 2) cuando en su medio se suministraba comida en 

abundancia y de alta calidad, así como temperatura adecuada (aproximadamente de 12 a 

15°C).



 

 2 

 

 

 

 

 

 

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 

(Bahía de Monterrey, Pacific Grove y Santa Cruz), el cual comienza con el desove en los 

meses de marzo a mayo, por lo que el índice gonadal es mayor en esta temporada. En los 

meses siguientes, los valores gonadosomáticos son los más bajos y es hasta el mes de 

octubre que las gónadas empiezan a crecer (Feder, 1956; Farmanfarmaian et al., 1958; 

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

 
 

 

 

 

 

 

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

pesquería de P. ochraceus constituye una actividad económica alternativa muy importante 

que se desarrolló paralela a la del erizo y pepino de mar a partir de la década de 1970 (Carta 

Nacional Pesquera, 2000). 

  

Taxonómicamente, según la clasificación de Clark (1996) sobre el género Pisaster, se 

reconoce a las subespecies Pisaster ochraceus ochraceus y Pisaster ochraceus segnis, 

ambas con diferentes áreas de distribución. La primera se reporta desde aguas de Alaska 

(EUA) hasta Punta Concepción, California (EUA), mientras que Pisaster ochraceus segnis, 

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

 

Biogeográficamente, el área de Punta Concepción en California, EUA (34.5°N) ha sido 

considerada como una zona que demarca el límite sur de algunas especies pertenecientes a 

la provincia Oregoniana y el límite norte de algunas otras de la provincia Californiana 

(Briggs, 1974; Doyle, 1985; Gobalet, 2000). Sin embargo, existen otras especies cuyas 

áreas de distribución van más allá del norte o sur de Punta Concepción, formando así parte 

de ambas provincias (Newell, 1948; Briggs, 1974, Hayden y Dolan, 1976; Horn y Allen, 

1978; Newman, 1979). Por consiguiente, el límite biogeográfico entre estas provincias es 

establecido por otros autores como una zona de transición, dada la existencia de reemplazo 

de las faunas Oregonianas y Californianas, más que un marcado límite donde una fauna 

acaba y otra empieza (Newell, 1948; Newman, 1979; Seapy y Littler, 1980). 
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Por otra parte, Avise (1992; 1994) sugirió la posible diferenciación genética de las 

poblaciones de aquellas especies con amplios intervalos de distribución geográfica y cuyas 

poblaciones traspasan alguna frontera biogeográfica bien conocida, como es el caso de 

Punta Concepción. De acuerdo con Burton (1998), son pocos los trabajos que se han 

enfocado a esclarecer la posible concordancia hipotética de los límites biogeográficos y 

filogeográficos en los sistemas marinos propuesta por Avise (1992; 1994), ya que para ello 

es necesario realizar extensas pruebas de correlación requiriéndose análisis poblacionales 

tanto ecológicos como genéticos de especies con las características previamente 

mencionadas. Sin olvidar que en los ambientes marinos la distribución de las especies 

puede estar limitada por barreras y parámetros físicos y/o biológicos del medio ambiente, 

favoreciendo la formación de regiones particulares, y así mismo la existencia de esos 

parámetros, junto con eventos oceanográficos tanto regionales como locales, pueden 

favorecer la dispersión y el reclutamiento de las especies con estadios larvales pelágicos 

(planctónicos), como es el caso de varios invertebrados marinos. 

En el presente trabajo se evaluó la posible concordancia entre los límites biogeográficos y 

filogeográficos en Punta Concepción, 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 

empleó la técnica de polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP 

por sus siglas en inglés), en combinación con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR 

por sus siglas en inglés). Los resultados obtenidos sugieren la falta de diferenciación 

genética de las poblaciones analizadas y por lo tanto se apoya el status taxonómico de 

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

 

II.1 Aspectos biogeográficos y filogeográficos 
 

De acuerdo con Briggs (1974), el área de Punta Concepción no fue reconocida como una 

frontera biogeográfica hasta que Garth, en 1955, publicó los resultados obtenidos de su 

análisis de distribución geográfica en varias especies de crustáceos braquiuros 

característicos de aguas cálidas. Este autor encontró que algunos de ellos tenían como 

límite norte de distribución dicha frontera. Lo anterior se confirmó 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 más 

recientemente Doyle (1985) analizó varios grupos de invertebrados y algas intermareales y 

encontró que sólo algunas especies analizadas de moluscos y algas poseían limites tanto 

norteños como sureños en Punta Concepción.  

 

Sin embargo, dada la existencia de un gran número de organismos cuya distribución abarca 

ambas provincias biogeográficas, recientemente se han desarrollado algunos estudios en los 

cuales se ha analizado la posible concordancia entre los límites biogeográficos y 

filogeográficos a lo largo de Punta Concepción. Dawson (2001) hace una de las mayores 

recopilaciones acerca de los estudios filogeográficos realizados en especies de 

invertebrados (ver Apéndice I), peces y mamíferos para la costa de California y compara 

los resultados encontrados por varios autores desde el año de 1978 con diferentes 

marcadores genéticos. Concluye que los patrones genéticos encontrados en todos los taxa 
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analizados son muy variables; que aquellas especies con gran capacidad de dispersión 

larval generalmente tienen menor estructura filogeográfica y aquellos taxa con una 

capacidad de dispersión menor muestran rompimientos filogeográficos dentro de la zona de 

transición Californiania (no específicamente siempre en Punta Concepción). También 

menciona que los factores que afectan la habilidad de dispersión y la estructura genética en 

varias de las especies son principalmente el tiempo de duración de la larva plantotrófica, el 

hábitat donde se desarrollan, la tasa de fecundidad de los organismos adultos, así como el 

cambio climático y la estacionalidad del sistema de corrientes oceanográficas. 

 

Burton y Lee (1994), en sus estudios de genética poblacional con el copépodo Tigriopus 

californicus, encontraron una marcada diferenciación genética entre poblaciones al norte y 

sur de Punta Concepción, al analizar siete loci alozímicos y secuencias de ADN 

mitocondrial y nuclear. Posteriormente, Burton (1998) analizó poblaciones de T. 

californicus de las Channel Islands y aumentó poblaciones al sur de Punta Concepción. 

Encontró que no se presentaba un solo rompimiento filogeográfico 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 año en 

el área de estudio ha permitido la formación de una estructura genética característica en 

aquellas especies que poseen dispersión larval pelágica y cuyos intervalos de distribución 
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van mas allá de Punta Concepción. Estos autores señalan que las tres especies que poseen 

una dispersión larval pelágica se caracterizaron por tener eventos de migración 

principalmente con dirección hacia el sur, mientras que en el gasterópodo Nucella 

emarginata, con larvas bénticas, la dirección de los eventos de migración fueron hacia el 

norte. Además, los valores de diversidad genética encontrados para tres especies de su 

análisis fueron mayores en las poblaciones que se encontraban al sur de Punta Concepción 

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 

oceánicas. La subdivisión geográfica encontrada por medio del uso de AMOVA entre las 

poblaciones de las especies analizadas fue variable. Hohenlohe (2004) hace uso de modelos 

de simulación para analizar el proceso de flujo génico en dos especies de gasterópodos 

intermareales (Littorina scutulata y Littorina plena) con larvas planctotróficas y cuyos 

intervalos de distribución se traslapan a lo largo de Punta Concepción. Este autor encuentra, 

al igual que en los trabajos mencionados previamente, que los factores que principalmente 

influencian dicho flujo son: las corrientes oceánicas, el periodo planctónico de la larva y la 

época de desove de la especie.  

 

Por otra parte, el único trabajo enfocado hasta la fecha al estudio de la estructura genética 

de Pisaster ochraceus y a la validez taxonómica de sus subespecies por medio del uso de 

caracteres genéticos, es el de Stickle et al. (1992), donde además 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. 
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ochraceus analizadas. Por lo tanto, apoyan la clasificación taxonómica morfológica hecha 

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

 

En la mayoría 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 pequeña (de 15-20 kb), haploide, con numerosas copias por célula, con 

herencia por vía materna, sin recombinación aparente y presenta tanto regiones 

hipervariables como conservadas (Randi, 2000). Su función es codificar proteínas 

enzimáticas involucradas en el transporte de electrones que participan en la cadena 

respiratoria o en el proceso de fosforilación oxidativa en la membrana interna de la célula 

(Jacobs, 2002). Además, el ADNm posee una tasa de evolución rápida (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 útil para estudios intraespecíficos y para 

especies hermanas con tiempos de divergencia menores a entre 8 y 10 millones de años 

(Avise, 1994). Estas propiedades llevan a que necesariamente las relaciones entre alelos 

muestreados en una población sean estrictamente jerárquicas (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 análisis de tipo filogeográfico (Avise, 2000). 

 

El término filogeografía fue introducido por Avise et al. (1987) para describir el estudio de 

la variación geográfica intraespecífica, abordada como una filogenia de alelos superpuesta 

en el espacio (geografía). Es una herramienta importante ya que se relaciona con el análisis 

filogenético (aplicado al problema particular de los alelos), con la biogeografía (el estudio 
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de los patrones de distribución geográfica de las especies), así como con la genética de 

poblaciones, por lo que su desarrollo está ligado al uso de secuencias o análisis con 

enzimas de restricción del ADNm (Avise, 2000). 

 

Una de las técnicas moleculares más ampliamente usada en trabajos de genética 

poblacional, ha sido el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción 

(RFLP), en la cual el ADN que se desea analizar es digerido con enzimas de restricción que 

reconocen un sitio específico en la cadena de ADN y se generan así patrones de corte 

específicos (Karl y Avise, 1993; Skibinski, 1994). Cuando esta técnica se combina con la 

amplificación de un fragmento particular del genoma (nuclear o mitocondrial) por medio de 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki et al., 1988) su aplicación se 

simplifica, para lo que utilizan dos cebadores específicos que amplifican una región 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 restricción en una región de ADN específico constituyen haplotipos 

que pueden utilizarse para estimar los niveles totales de variación del gen de una manera 

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

 
El análisis de RFLP no es una técnica compleja ni costosa (comparada con la 

secuenciación), ya que una vez que se cuenta con el fragmento de ADN específico, el 

esfuerzo requerido consiste en la utilización de un amplio número de diferentes enzimas de 

restricción para establecer cuales de ellas muestran señal de polimorfismos en el ADN 

analizado (Dowling et al., 1996) y, por último, se trabaja solamente con aquellas enzimas 
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que muestren ese patrón. Las complicaciones técnicas son pocas dado que los protocolos 

son simples y el análisis del polimorfismo depende de la presencia o ausencia del patrón de 

corte de la enzima de restricción. Cuando se combinan diferentes patrones de corte y mayor 

número de enzimas la posibilidad de descubrir variación puede aumentarse grandemente, 

dando así mayor robustez al análisis (Beynon y Skibinski, 1996). 

 
II.2 Aspectos taxonómicos 

 

Actualmente, todos los seres vivientes son divididos en grupos homogéneos por medio de 

categorías jerárquicas bien establecidas denominadas Reino, Phylum, Clase, Orden, 

Familia, Género y Especie, propuestas por Linneo en 1758; además, para nombrar a una 

especie se coloca primero el nombre del género y a continuación se coloca el epíteto 

específico, ambos en latín (nomenclatura binomial). De este modo los científicos 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 geográfica, y ésta es 

definida como un agregado de poblaciones locales de una especie que habitan en una 

subdivisión geográfica del intervalo de distribución de la especie y que, a su vez, difiere 

taxonómicamente de otras poblaciones de ésta (Mayr y Ashlock, 1991). Aunque muchos de 

los trabajos recientes de biología evolutiva (Grant, 1981; Otte y Endler, 1989; Avise, 1994) 

no mencionan el término de subespecie, éste término continúa siendo utilizado en la 

literatura taxonómica, como es el caso de ciertos grupos de invertebrados marinos donde se 

continua dando nombres a subespecies en grupos donde aún se tiene poca idea de los 

límites reales de las especies (Winston, 1999). Su uso es real y por lo tanto es validado en 
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el Código Internacional de Nomenclatura Zoológica donde se mencionan los casos en los 

cuales se considera a un grupo de organismos como subespecies y cómo es que deben 

nombrarse (CINZ, 2000). 

 
Taxonómicamente, 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 Müeller 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 monografía sobre las estrellas de mar distribuidas en las aguas del 

Pacífico Norte, menciona que los taxa (especies, subespecies, formas y/o variedades) del 

género Pisaster muestran una considerable variación morfológica 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 revisión 

taxonómica propuso como sinónimos algunos de los taxa previamente reconocidos por 

Verrill (1914). Este último reconocía para entonces 13 taxa pertenecientes al género, de los 

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

 

Años más tarde, Clark (1996) reconoce sólo tres especies en el género y cuatro subespecies 

(siete taxa). Diferencia, como se dijo anteriormente, a las subespecies de P. ochraceus 

principalmente por el área de distribución de cada una, es decir Pisaster ochraceus 

ochraceus para las aguas de Alaska a Punta Concepción, California y Pisaster ochraceus 
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segnis desde el norte de la península de Baja California a la mitad de ésta, señalando a esta 

última como la forma sureña de P. ochraceus (Tabla I). 

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

Británica en Canadá, del Sureste de Alaska y de las aguas de Puget Sound, Washington, 

EUA, reconoce sólo a la especie Pisaster ochraceus, sin la división de subespecies, 

mencionando que su área de distribución va de la sonda Prince William, Alaska a Isla 

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

(1996). 

 
Tabla I. Clasificación del Género Pisaster Müller y Troshel, 1840 de acuerdo a diferentes 

autores. Las sinonimias se encuentran señaladas con el mismo símbolo. 
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 lütkenii   
Pisaster lütkenii var. australis   
Pisaster giganteus  Pisaster giganteus giganteus 
Pisaster capitatus Pisaster giganteus capitatus Pisaster giganteus capitatus 
Pisaster grayi   
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En los trabajos taxonómicos previamente citados solamente fueron utilizados caracteres 

morfológicos para la clasificación de los taxa. No obstante, como se dijo anteriormente, 

Stickle et al. (1992) han hecho uso de caracteres genéticos para esclarecer el status 

taxonómico 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 clasificación taxonómica hecha por Lambert (1981; 2000), donde las categorías 

de subespecies son descartadas. 

 
Morfológicamente, P. ochraceus se caracteriza por presentar una coloración variable (de 

morado a naranja o amarillo), simetría pentagonal con cinco brazos (o radios) que irradian 

simétricamente de un disco central (ver Figura 3A). La boca (o actinosoma) está situada en 

la región 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 cóncava, reticular irregularmente y con pequeñas espinas 

gruesas y pápulas, entre las cuales hay pequeños pedicelarios furcados (ver Figura 3D), 

cruzados y lanceolados. Además, se puede diferenciar el ano situado en el centro del disco; 

por la periferia se puede observar una madreporita (ver Figura 3A). Los brazos, así como el 

disco, están 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 región adambulacral hay una hilera de finas espinas por placa y 

pequeños 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 morfológicamente de P. ochraceus ochraceus, en la presencia de pocos 

pedicelarios furcados y pedicelarios cruzados conspicuamente largos, además de 

mencionar, al igual que Clark (1996), que esta subespecie es el representante sureño de P. 

ochraceus. 

Figura 3. Estructuras internas y externas de las estrellas de mar A) Región dorsal, B) 
Corte transversal del brazo C) Región ventral D) Pedicelario furcado y E) Detalle de 
la distribución de las espinas de la región dorsal. (Figuras A y C fotografías 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 análisis, la clasificación de Clark (1996) dado que los 

trabajos de Lambert (1981; 2000) y Stickle et al., (1992) sólo abarcan el estudio de las 

poblaciones que se encuentran al norte de la distribución de P. ochraceus, lo que 

representaría a la subespecie P. ochraceus ochraceus, mientras que la subespecie sureña P. 

ochraceus segnis no estaría representada.  
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III HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
 
 
 
 
 
 
Conforme a lo mencionado anteriormente, la hipótesis planteada en este trabajo es la 

siguiente: 

 

 

A través del área de distribución de la especie Pisaster ochraceus y sus subespecies, existen 

corrientes marinas y otros procesos físicos como giros y surgencias que junto con la 

historia de vida característica de esta especie, permiten el flujo génico a lo largo de sus 

poblaciones por medio de larvas planctotróficas, evitándose así la diferenciación genética, 

aún en fronteras biogeográficas bien establecidas para otros organismos, como es el caso de 

Punta Concepción, California. 
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IV OBJETIVOS 
 
General 

 

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

distribución en el Pacífico Nororiental. 

 

 

Particulares 

 

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

b) Determinar la distribución de frecuencias de haplotipos y la organización genética de la 

población de P. ochraceus. 

c) Cuantificar la diversidad genética. 

d) Elaborar un análisis filogenético de los haplotipos encontrados. 

e) Identificar los elementos ecológicos, oceanográficos y geográficos que podrían ser 

responsables de los resultados obtenidos. 
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V ÁREA DE ESTUDIO 
 
La zona de estudio comprendió una distancia de 2276.12 km desde Vancouver, Columbia 

Británica (Canadá) hasta Punta San Carlos, Baja California (México), abarcándose así más 

de la mitad del área de distribución de P. ochraceus sobre  la costa Noriental del Océano 

Pacífico (ver Tabla II y Figura 4).  

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

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

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

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

muestras (Coal Oil Point [COP], San Pedro [SSP], Isla San Nicolas [ISN], 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). 

 
Tabla II. Distancias en kilómetros entre las localidades analizadas. 

  VAN VIC NTB CFC CSL DSL JSB COP CIS SPP PDM SME CKE EBC LCH PBA PSC 

VAN 0.00                                 

VIC 99.31 0.00                               

NTB 420.13 321.60 0.00                             

CFC 807.58 709.60 388.28 0.00                           

CSL 1548.85 1458.55 1155.08 796.45 0.00                         

DSL 1575.66 1485.41 1181.96 822.88 26.89 0.00                       

JSB 1657.58 1567.97 1266.07 908.40 111.97 85.59 0.00                     

COP 1674.73 1586.62 1289.12 938.90 148.94 126.16 57.17 0.00                   

CIS 1774.12 1689.80 1403.43 1070.26 305.61 286.07 218.63 163.31 0.00                 

SPP 1733.44 1647.94 1358.15 1020.06 249.25 229.53 163.60 107.42 56.55 0.00               

PDM 1811.17 1723.56 1426.95 1076.02 281.50 256.15 171.69 137.92 119.75 106.59 0.00             

SME 2002.79 1921.44 1642.95 1318.14 552.08 530.43 453.82 404.37 250.33 304.66 294.47 0.00           

CKE 2021.01 1939.54 1660.57 1334.71 566.05 544.03 466.44 417.89 265.88 319.58 304.69 18.62 0.00         

EBC 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       

LCH 2171.93 2091.27 1814.04 1488.54 714.81 691.81 611.48 565.93 418.85 471.36 443.48 171.23 154.03 95.07 0.00     

PBA 2233.58 2153.12 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   

PSC 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. Área de estudio. A) Localidades analizadas en Canadá y en Estados Unidos. 
 B) Localidades analizadas en México. 

 

Las condiciones hidrográficas de esta área están influenciadas por el Sistema de la 

Corriente de California (SCC), la precipitación, y el escurrimiento de los ríos. El SCC se 

encuentra delimitado al norte por la Corriente Subártica y al sur por la Corriente 

Norecuatorial (Parés et al., 1997). Este sistema posee una variación estacional anual (ver 

Figura 7) y está comprendido por cuatro corrientes: La Corriente Submarina, la 

Contracorriente Superficial o de Davidson, la Contracorriente de California Meridional y 

la Corriente de California (Zárate, 1991; ver Figura 5). 
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Figura 5. Distribución geográfica de P. ochraceus a lo largo de la costa del Pacífico 

Nororiental (en negro), con flechas se esquematiza el patrón de corrientes 
oceanográficas del SCC y con números romanos (I, II, III, IV) se señala su 
división regional de acuerdo con GLOBEC (1994) donde sus fronteras son 
sólo aproximaciones y éstas pueden variar a lo largo del tiempo. La línea 
punteada señala 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, presentándose 

principalmente en invierno (Hickey, 1979). 

 
La Contracorriente Superficial o de Davidson es un flujo con dirección hacia el norte que 

se presenta más intensamente en los meses de las estaciones de otoño e invierno. Se 

encuentra dividido en dos regiones, en las cuales las fuerzas son dinámicamente diferentes; 

una es hacia el mar a partir del talud continental frente a Washington y Oregon (EUA), 

donde está relacionada con los vientos que van hacia el norte, y la otra se dirige hacia el 

noroeste entre Cabo Mendocino y Punta Concepción. 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 Concepción. 

 
La Contracorriente de California Meridional es consecuencia del efecto del viento y 

procesos de circulación 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. Ahí es frecuentemente observada como una corriente profunda (Christensen y 

Rodríguez, 1979). 

 
La Corriente de California es una corriente de naturaleza geostrófica que nace arriba de los 

40° N y representa la extensión de la Corriente de las Aleutianas (Sverdrup et al., 1942), su 

flujo va de norte a sur con aproximadamente 1000 kilómetros 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 

subártico; sin embargo, en su desplazamiento hacia el sur, cruza por regiones con 

características topográficas y de insolación muy diferentes a las de su origen. De esta 

manera, por la mezcla con otras aguas, por calentamiento y evaporación, poco a poco su 

identidad subártica 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). 

Figura 6. Patrón de corrientes oceanográficas en el área de la cuenca de las 
California, área en la cual convergen las aguas subárticas con las ecuatoriales 
y se favorece la formación del giro ciclónico del Sur de California. 

 
De acuerdo con Vélez-Muñoz (1981) y Gómez y Vélez (1982), la corriente de California se 

puede dividir en tres zonas: la zona de dominio de la masa de agua subártica, la zona de 

transición y la zona de domino de agua ecuatorial. La zona de transición 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 Subártica, de San Francisco a Cabo Medocino (ver Figura 6). 

 
Las inestabilidades baroclínicas y barotrópicas 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 fríos a lo largo de ésta extendiéndose después 

hacia el mar. Los meandros pueden causar giros ciclónicos (generalmente en la vecindad de 

los cabos, intensificando las surgencias), y anticiclónicos estacionales o cuasi-permanentes. 

Estos últimos 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 

duración de 3 a 7 días, 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, 

así como corrientes superficiales con la misma dirección 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 evolución estacional de la circulación del 

Sistema de la Corriente de California (Tomado de Strub y James, 2000). 
 

En años recientes (GLOBEC, 1994) se ha propuesto la división del Sistema de la Corriente 

de California, en cuatro regiones (I, II, III y IV) ampliamente definidas de norte a sur, 

debido a la dinámica física como biológica que se presenta en cada región (ver Tabla III y 

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

 Región I 
De  isla de Vancouver, BC. 

Canadá (50°N) a Cabo Blanco, 
Oregon, EUA. (43°N)  

Región II 
De Cabo Blanco, Oregon, EUA. (43°N) a 
Pta Concepción, California, EUA (35°N) 

Región III 
De Pta Concepción, 

California, EUA 
(35°N) a Pta. Baja, 
BC. México (30°N) 

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

BCS. México (23°N) 

 
Tormentas 

Empiezan en otoño y son 
frecuentes y fuertes en 
invierno 

Moderadas tormentas de invierno  Pocas tormentas de 
invierno 

Tormentas tropicales 
poco frecuentes 

 
 
 
Vientos 

Vientos costeros relativamente 
fuertes, que se invierten 
estacionalmente, provenientes 
(en su mayoría) del norte 
debido a las tormentas de 
invierno, causando una mezcla 
intensa 

Su fuerza varía estacionalmente y su 
promedio anual posee dirección 
ecuatorial 

Débiles a lo largo de 
la costa 

Vientos moderados y 
persistentes a lo largo de 
la costa 

 
 
 
Surgencias 

Estacionales, moderadas 
aumentan en primavera y 
verano donde la isopicna cerca 
de la costa favorece un frente 
de densidad y un chorro hacia 
el ecuador sobre la plataforma 
continental.  

Estacionales, fuertes y se dan 
principalmente en primavera y verano 

Débiles Moderadas alrededor del 
año 

Aportes de 
agua dulce 

Significativos  Moderado Insignificante Insignificante 

 
Relieve 
costero 

Uniforme y con una 
plataforma reducida  

Principales promontorios costeros por 
lo que la topografía afecta la dirección 
e intensidad de los vientos sobre la 
costa. 

La presencia de 
cordilleras marinas e 
islas, causan una 
considerable 
recirculación en el 
patrón de corrientes  

Varios promontorios 
principalmente 

Refugios y  
áreas de 
crianza 

Los estuarios existentes 
permiten la existencia de áreas 
de crianza 

Pocas bahías principales y estuarios Amplias áreas de 
crianza 

Varias bahías protegidas 

 
 
 
 
 
 
 
 
Circulación 

En respuesta a los fuertes 
vientos con dirección hacia el 
sur en primavera el frente de 
densidad y el chorro dirigido 
hacia el ecuador se mueven 
lejos de la costa regresando a 
ella cuando los vientos se 
relajan. En verano la corriente 
que va al sur se desplaza fuera 
de la costa (más de 100 km) y 
cerca de la costa es común 
encontrar una contracorriente. 
En invierno son encontrados 
giros fuera de la costa y la 
Corriente de Davidson se 
desplaza por la plataforma y el 
talud. 

En primavera y verano hay periodos 
de relajación de los vientos con 
dirección hacia el sur (de una a tres 
semanas) por lo que en esa época las 
corrientes sobre la plataforma y cerca 
de la costa se dirigen al norte. Una vez 
que se presentan los vientos hacia el 
sur, las medidas realizadas sobre la 
plataforma sugieren la formación de 
una corriente de chorro con dirección 
ecuatorial y que se mueve rápidamente 
fuera de la costa. 
Una corriente submarina con dirección 
al norte es encontrada en donde termina 
la plataforma continental. 
A finales de verano existe un flujo 
hacia el norte cerca de la costa. A 
finales de otoño e invierno se desarrolla 
la Corriente de Davidson. 

Durante los meses de 
otoño e invierno, se 
juntan aguas del  
provenientes del 
norte con la 
contracorriente del 
sur y en lo meses de 
verano se alimenta 
un giro ciclónico. En 
primavera 
predominan los 
vientos a lo largo de 
la costa y favorecen 
la circulación hacia 
el sur. 

A partir de la primavera 
se presenta una 
corriente bastante 
fuerte con dirección 
ecuatorial la cual se 
tuerce en verano y en la 
época de otoño e invierno 
ésta se tuerce aún más  
conservándose la 
direccionalidad hacia el 
ecuador. 

Productividad 
primaria 

Fuertemente estacional Fuertemente estacional Levemente 
estacional 

Moderadamente 
estacional 

Biomasa de  
Zooplancton 

Fuertemente estacional Estacional Moderadamente 
estacional 

Levemente estacional 
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VI MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La obtención del tejido de pies ambulacrales de las estrellas, se realizó 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 Pacífico, se recolectó 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 colección de 

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

Apéndice II). 

 

Tabla IV. Localidades de recolectaron de tejido de P. ochraceus. Con asterisco * se señalan 
las localidades de los ejemplares donados y en paréntesis el número de ejemplares 
pertenecientes a P. giganteus. 

 

No. Abreviatura y Nombre de la Localidad Condado y /o Estado País No de ejemplares 
1 VAN= Parque Cates  Vancouver, Columbia Británica Canadá 16 
2 VIC= Victoria Isla de Vancouver, Columbia Británica Canadá 3 
3 NBT= Norte de la Bahía Tillamook * Condado de Tillamook, Oregon  EUA 4 
4 CFO= Cabo Ferrelo* Condado de Curry, Oregon  EUA 2 
5 CSL= Cayucos, norte de la Bahía Morro* Condado de San Luis Obispo, California  EUA 6 
6 DSL= Diablo Canyon* Condado de San Luis Obispo, California  EUA 2 
7 JSB= Jalama Condado de Santa Barbara, California EUA 11 
8 COP= Coal Oil Point Condado de Santa Barbara, California EUA 11 
9 SPP= San Pedro, Palos Verdes, Península* Condado de Los Angeles, Califonia EUA (2) 

10 ISN= Isla San Nicolas, Channel Islands Condado de Santa Barbara, California EUA 2 
11 PDM= Playa Westward, Punta Dume, Malibu* Condado de Los Angeles, Califonia EUA 1 
12 SME= San Miguel Ensenada, Baja California México 12 (1) 

13 CKE= Campo Kennedy Ensenada, Baja California México 13 (3) 
14 EBC= Eréndira Ensenada, Baja California México 4 
15 LCH= La Chorera Ensenada, Baja California México 10 
16 PBA= Punta Baja Ensenada, Baja California México 16 
17 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 área 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 almacenó dentro de tubos de 

microcentrífuga de 1.5 ml previamente rotulados y con una solución de alcohol al 70% para 

su preservación, posteriormente se mantuvieron por separado a baja temperatura hasta 

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

 
VI.2. Trabajo en Colecciones Científicas 
 

Se visitó la colección de equinodermos del Museo de Historia Natural de los Ángeles, 

California en EUA y el Museo Real de la Columbia Británica en Canadá, 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. 

 

VI.3. Trabajo de Laboratorio 
 

El trabajo de laboratorio, se llevó a cabo en el Laboratorio de Ecología Molecular de la 

Universidad Autónoma de Baja California, Campus Ensenada. Consistió de principalmente 

de cuatro fases: la de extracción de ADN genómico, el diseño de cebadores, la 

amplificación por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la digestión de 

los productos de PCR con enzimas de restricción. 
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VI.3.1. Extracción de ADN genómico 
 

Existen diferentes métodos para la obtención de ADN mitocondrial, los que requieren de 

gradientes de densidad con ultracentrifugación, los de gradientes de sacarosa, el de fenol-

sodio dodecil sulfato (SDS) y el de aislamiento del ADN mitocondrial por medio de la 

amplificación in vitro de genes específicos de la molécula utilizando cebadores específicos 

y la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (White y Densmore, 1992); en este 

trabajo se utilizó el ultimo método mencionado previamente, el cual requiere de la 

anticipada obtención del ADN genómico. 

 

Antes de la extracción de ADN genómico, 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 (H2O ddfe) por un periodo de aproximadamente 12 horas para 

cada individuo. La extracción se realizó mediante el protocolo de extracción con sales 

(Miller et al., 1988; Milligan, 1998) con modificaciones (ver Apéndice III). El ADN 

obtenido se conservó en solución amortiguadora TE [0.1mM] pH 8.0 (el volumen de esta 

solución varió entre 30 y 50 µl, según el tamaño del botón de ADN obtenido) y se congeló 

a –70°C. Para observar la calidad y la cantidad del ADN extraído se efectuaron 

electroforesis a 80 volts por 45 min en geles de agarosa al 1.0% teñidos con bromuro de 

etidio, de acuerdo con el método descrito por Sambrook et 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 fotografía digital KODAK 

DC290. 
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VI.3.2. Diseño 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 ribosómicos 

(rRNAs) y 13 genes que codifican para RNAs mensajeros, y por lo tanto para 13 proteínas, 

en esta última agrupación se encuentran tanto el gen de citocromo oxidasa I como el de 

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

 
Con las secuencias nucleotídicas registradas en la base de datos del GenBank (número de 

acceso NC004610 reportada por Smith et al., 1990; ver Apéndice V) para P. ochraceus se 

diseñaron los pares de cebadores para cada gen por medio del uso del programa Fast PCR 

Versión 3.1.32 beta (Kalendar, 2004). Y mediante el uso del buscador BLAST en el 

GenBank se verificó su especificidad (ver Tabla V). Finalmente, se preparó una solución 

stock 100 µM en TE 0.1X pH de 8.0 y alícuotas de trabajo a 10 µM, con H2O ddfe. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 diseño de cebadores específicos 
de acuerdo con McPherson y Møller, 2000. 

 

Características Descripción 
Tamaño Tamaño ideal: 20-25 nucleótidos de longitud 

generalmente: 18-30 nucleótidos de longitud 
Base en el extremo 3' Debe ser una Guanina (G) o una Citosina (C) 
Temperaturas de fusión (Tm) Entre 50-65 grados centígrados 
Contenido Guaninas y 
Citosinas  

De 40-60%  

Auto-complementariedad Debe ser evitada para minimizar la formación de estructuras 
secundarias y los dimeros de cebador 

Similitud Debe tener un 100% de apareamiento con el molde 
 

VI.3.3. Amplificación 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 utilizó una 

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

cebadores para cada gen, la enzima Taq polimerasa y ADN diluido en H2O ddfe a partir del 

stock obtenido. En cada amplificación se utilizó un control negativo que posee todos los 

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

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

 

Tabla VI. Reactivos utilizados para la preparación de la solución amortiguadora universal. 
Reactivos utilizados Concentración 

solución stock 
Volumen (µl) Concentración  

solución de trabajo 
Solución amortiguadora para PCR  
con Tris-HCl (pH 8.4) y 
Cloruro de potasio (KCl) 

10 X 
200 µM 
500 mM 

 
11.0 

 
22 mM 
55 mM 

Mezcla de nucleótidos (dNTPs) 2.5 mM 8.8 220 µM 
Cloruro de magnesio (MgCl2) 50 mM 3.1 1.55 mM 
H20 ddef  77.1  
Volumen final  100  
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Tabla VII. Reactivos utilizados para la preparación de la mezcla maestra. 

Reactivos utilizados Concentración 
solución stock 

Volumen (µl) Concentración  
solución de trabajo 

Solución amortiguadora Universal  23.50  
ADN ~15 ng/µL  1  
Cebador F 100 µM 0.75 10 µM 
Cebador R 100 µM 0.75 10 µM 
Enzima Taq polimerasa 0.21 u/µL 2  

 

 

Tabla VIII. Perfil empleado en el termociclador para la reacción de la PCR 
Ciclo Nombre Etapa Repeticiones Temperatura (oC) Tiempo (min) 

Primero  Desnaturalización inicial 1 1 95 4 

Desnaturalización 1  94 0.45 

Alineamiento 2 35 59 0.45 Segundo  

Extensión 3  71 1:30 

Tercero  Extensión final 1 1 72 7 

Cuarto  Terminación 1 1 4 ∞ 

 
 
Los resultados de la reacción de PCR para cada gen se evaluaron en geles de agarosa al 

1.0%, y se utilizó un marcador molecular de 50 pb para estimar el tamaño del producto de 

amplificación. Los geles obtenidos en esta fase fueron fotografiados utilizando el 

transluminador de UV Modelo T1202 marca SIGMA junto con el sistema de fotografía 

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

del ADN mitocondrial 

 
 

A través del programa DNASIS (Versión 2.6 demo) se hizo un análisis teórico de corte por 

medio de enzimas de restricción, utilizando las secuencias nucleotídicas (flanqueadas por 

los cebadores diseñados) reportadas en la base de datos del GenBank (número de acceso 

NC004610; Smith et al., 1990) de los genes CO I y CO III del ADNm de P. ochraceus (ver 

Apéndice VI). 

 

De esta manera, se conoció previamente qué enzimas cortan sobre las secuencias de ambos 

genes, así como el número y tamaño (en pares de bases) de los cortes de cada una respecto 

fragmentos generados; a continuación 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 I, Mnl I, Sec I, Nla III, Tsp509 I y RsaI para Citocromo oxidasa I y 

Alu I,, Hinf I, Mnl I, Nla III y Tsp509 I para Citocromo oxidasa III, para probar así la 

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

 

Sin embargo, las únicas enzimas que detectaron sitios polimórficos 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). 
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Figura 9a. Mapa de cortes de restricción teóricos generados por el programa DNASIS con 

las enzimas que mostraron polimorfismo en el gen de COI. 
 

 
Figura 9b. Mapa de cortes de restricción teóricos generados por el programa DNASIS con 

las enzimas que mostraron polimorfismo en el gen de COIII. 
 
 

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

final de 10 µl por muestra y consistieron en la mezcla de la enzima, una solución 

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

varió según la enzima que se utilizaba), el producto de PCR y H2O ddfe (ver Tabla IX). La 

temperatura a la cual se llevó a cabo la reacción, así como para la inactivación, fue la que el 

fabricante recomienda en el protocolo (ver Tabla X). 
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Tabla IX. Reactivos utilizados y sus volúmenes para la preparación 
de la mezcla de reacción de las enzimas. 

Reactivos  
Concentración 
solución stock 

Volumen (µl) Concentración  
solución de trabajo 

H2O ddfe  7.4  
Solución amortiguadora  10X 1 1X 
Albumina sérica bovina (BSA)* 100X 0.1 100 µg/ml 
ADN   1  
Enzima de restricción *  0.5 * 

Volumen final  10  
* Varió según la enzima de restricción, ver tabla X 

 
Tabla X. Características de las enzimas de restricción utilizadas 

Enzima 
 

 
Gen 

Fragmentos 
generados 

Solución 
amortiguadora 

utilizada 
Con 
BSA 

Tamaño 
Unidades 

(U) 
Concentración 
[unidades/ml ] 

Temperatura 
de reacción 

(°C) 
Horas de 
digestión 

Temperatura de y 
tiempo de 

inactivación (°C) 
MboI COI 5 10XNE Buffer 3 NO 2 500 5 000 U/ml 37 4 65° x 20min 
Mnl I  COI 7 10XNE Buffer 2 SI  500 5 000 U/ml 37 4 65° x 20min 
Bfa I COI 5 10XNE Buffer 4 NO 500 5 000 U/ml 37 1 80° x 20min 
Nci I COI 4 10XNE Buffer 4 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 I COIII 8 10XNE Buffer 4 NO 1000 10 000 U/ml 65 4 NINGUNA 

 

Los resultados de la reacción enzimática sobre los productos de PCR se corrieron en 

electroforesis a 80 volts con geles de acrilamida al 10%, cuya preparación consistió de 3.46 

ml del monómero de acrilamida, 3.46 ml del amortiguador de separación, 3.08 ml de H2O 

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

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

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

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

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

almacenaron y archivaron en carpetas para su posterior análisis. 
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VI.4. Análisis de datos moleculares 

 
VI.4.1. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 

Una vez identificados los haplotipos compuestos para ambos genes del ADNm se elaboró 

una tabla con el número total de sitos de restricción de las seis enzimas y se representaron 

éstos con caracteres binarios. Se consideró 1 como presente y 0 como ausente; de esta 

manera el patrón de restricción del haplotipo compuesto se codificó para su análisis por los 

algoritmos correspondientes. 

 
VI.4.2. Distribución de frecuencias de haplotipos 

Para determinar la frecuencia de cada haplotipo se aplicó la ecuación pi = xi/n. Donde, pi = 

la frecuencia haplotípica, xi = número de organismos que presentan dicho haplotipo y n = 

número total de organismos por localidad. Una vez conocidas las frecuencias de cada 

haplotipo y su distribución por localidad, se representaron porcentualmente en gráficas, con 

un color específico, con el fin de reconocer los haplotipos mas frecuentes o raros, así como 

sus frecuencias. 

 

VI.4.3. Análisis Molecular de Varianza (AMOVA) 

Con el fin de estimar la posible subdivisión o diferenciación genética de P.ochraceus al 

norte y al sur de Punta Concepción, se realizó un Análisis Molecular de Varianza 

(AMOVA) jerárquico, utilizando el programa Arlequín ver. 2.0 (Schneider et al., 2000). El 

análisis calcula el índice de fijación de Wright ó FST (Wright, 1965; Weir y Cockerham, 

1984) y su equivalente ΦST estadístico (Excoffier et al. 1992). El índice FST considera la 
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frecuencia de los haplotipos y ΦST  además de las frecuencias, toma en cuenta la distancia 

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

 
La significancia de los índices de fijación 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% (α=0.05), bajo la hipótesis nula de 

panmixia (no diferencia). Cuando P < 0.05 se considera que la población está diferenciada. 

 

El AMOVA jerárquico, considera tres niveles de diferenciación genética: entre grupos, 

entre poblaciones dentro de grupos y dentro de poblaciones, y su cálculo por medio de 

Arlequín ver. 2.0, fue como sigue 

Fuente de variación Grados de 
libertad 

Suma de cuadrados 
(SSD) 

Componentes de la 
varianza 

Entre grupos G-1 SSD (AG)  
Entre poblaciones 
dentro de grupos 

P-G SSD (AP/WG)  

Dentro de poblaciones N-P SSD (WP) 
 

Total  N-1 SSD (T)  
 

donde G es el número de grupos en la estructura, P es el número total de poblaciones, N es 

el número total de copias de haplotipos, SSD es la desviación 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 índices FST  y ΦST se definen como 
 
 

 
 
 

   (1) 
 
 

 
 

donde, G es el número de grupos en la estructura, P es el número total de poblaciones, N es 

el número total de copias de haplotipos, Np es el número de copias de haplotipos en la 

población p, Ng es el número de copias de haplotipos en el grupo g. 

 

 

 

FST, ΦST y se calcularon por medio de la permutación de haplotipos poblaciones entre 

grupos; Fsc, Φsc y  por la permutación de haplotipos entre poblaciones dentro de 

grupos y finalmente FCT, ΦCT y  a partir de la permutación de poblaciones entre grupos. 

 

VI.4.4. Diversidad haplotípica 

 
La diversidad haplotípica (Ĥ) es definida como la probabilidad de que dos haplotipos 

homólogos elegidos al azar sean diferentes en una muestra. Ésta se calculó con el programa 

Arlequín ver. 2.0 (Schneider et al., 2000) de acuerdo a Nei (1987), utilizándose la formula: 

(2) 
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donde, n es el número de copias de haplotipos en la muestra, k es el número de haplotipos 

diferentes y pi es la frecuencia del haplotipo i. 

 
VI.4.5. Análisis filogenético 
 

VI.4.5.1. Construcción de la Red de la Expansión Mínima 

 
Con la finalidad de conocer las relaciones intraespecífcas de P. ochraceus, se realizó un 

diagrama de la Red de Expansión Mínima (o MSN por sus siglas en ingles Minimum 

Spanning Network), con la ayuda del programa Arlequín 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 Taxonómica Operacional (OTU), para representar 

los eventos mutacionales entre cada haplotipo, así como sus frecuencias. Los resultados 

arrojados por el programa, se esquematizaron a través de un diagrama donde se representa a 

cada haplotipo con un círculo coloreado y éste tamaño es proporcional a su frecuencia. La 

cercanía de los haplotipos se ubica de acuerdo a la relación que exista entre cada uno de 

ellos y la distancia entre cada círculo representa los cambios que existen entre ellos. En este 

análisis se utilizó como grupo externo a los haplotipos compuestos de seis especimenes de 

la especie P. giganteus. 

 
 
 
 
 

(3) 
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VI.4.5.2. Construcción de árboles filogenéticos 

 
En la reconstrucción del las relaciones filogenéticas entre los haplotipos, se utilizaron dos 

diferentes métodos: Máxima Parsimonia y Unión al Vecino (Neighbor-Joining), todos los 

análisis fueron realizados utilizando el paquete Phylip (Phylogeny Inference Package) 

versión 3.6 (Felsenstein, 2004). En ambos análisis, los árboles fueron enraizados utilizando 

como grupo externo tres haplotipos de la especie Pisaster giganteus. 

 
VI.4.5.2.1. Máxima Parsimonia 

 
Para la obtención del árbol filogenético con el método de Máxima Parsimonia, se utilizó 

previamente la subrutina SEQBOOT del programa Phylip, para obtener 100 submuestras 

con la técnica de remuestreo aleatorio “bootstrap”, la cual involucra la generación de 

remuestreos con reemplazo a partir de la matriz de datos original para crear nuevos grupos 

de datos y del mismo tamaño que ésta, con el fin de evaluar el efecto del incremento del 

tamaño de la muestra mediante la generación de un intervalo de confianza que permite 

evaluar la cantidad de sesgo atribuible al azar con el propósito 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 árboles 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 pequeña 
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tratándose de tiempos evolutivos, (5) la probabilidad de una reversión (1 a 0) es también 

pequeña, pero considerablemente más alta que el cambio adquirido (0 a 1), (6) la retención 

de polimorfismo para ambos estados (0 y 1) es altamente improbable y (7) las longitudes 

de los segmentos del verdadero árbol 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 (determinación del estado plesiomórfico y apomórfico, donde normalmente 0 es 

plesiomórfico y 1 apomórfico) de los caracteres tiene que ser previamente especificada. Al 

igual que en los demás métodos de parsimonia, el árbol óptimo es el que requiere menos 

pasos; tiene la restricción adicional de que cada carácter sólo puede derivar del estado 

primitivo una vez, por eso toda la homoplasia debe ser considerada como reversiones a una 

condición más primitiva y una vez que se ha producido la reversión, no puede reaparecer, 

además el origen múltiple de un estado (convergencia o paralelismo) no está permitido 

(Wiley et al., 1991). 

 
Los resultados obtenidos con la subrutina DOLLOP, se utilizaron para la obtención del 

árbol consenso de los haplotipos encontrados en Pisaster ochraceus. Para ello se utilizó la 

subrutina CONSENSE y el criterio utilizado fue el de la regla de mayoría al 50% con 

extensión. Este incluye grupos que se presentan en frecuencias menores al 50% de los 

casos hasta que termina de resolver el árbol, sin contradecir los grupos más frecuentes 

(Felsenstein, 2004).  
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VI.4.5.2.2. Unión al vecino (Neighbor-Joining) 

 
Este método fue originalmente propuesto por Saitou y Nei (1987) y tiene como 

fundamento principal que los organismos más parecidos deben de ser los más 

emparentados. De manera general, se calcula un índice de distancia entre pares de taxa 

tomando en cuenta los caracteres que comparten. Es decir, reducen todos los caracteres que 

comparten a un solo número (distancia evolutiva) entre un par de taxa (Eguiarte et al., 

1997). 

 
Conceptualmente este método está relacionado con el análisis 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 relación a 

las demás, para estimar la filogenia y encontrar pares de unidades taxonómicas 

operacionales (OTUs=neighbors) que minimizan el largo total del árbol. A diferencia del 

método de parsimonia, el método de unión al vecino es un método de distancia, por lo que 

para la elaboración del árbol filogenético a través de este método, se utilizaron las mismas 

submuestras obtenidas en la subrutina SEQBOOT, 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 restricción. Una vez que se obtuvieron las matrices de 

distancia se utilizó nuevamente la subrutina CONSENSE con el criterio de la regla de 

mayoría al 50% con extensión, y así obtener el (los) árbol (es) consenso de los haplotipos 

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

 
VII.1. Extracción de ADN genómico 

 
La calidad del ADN extraído fue variable en función de la conservación 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 degradación o 

ligeramente degradado, mientras que las demás muestras si presentaron mayor grado de 

degradación observándose en estas un barrido a lo largo del carril donde se corrió la 

electroforesis. 

 

 
 

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

 

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

Las secuencias y las características específicas de los cebadores diseñados, para los genes 

de COI y COIII, como son el tamaño del producto de amplificación esperado, la 

temperatura de fusión, 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. Características de los cebadores utilizados. 
Nombre 

de los 
cebadores 

Tamaño(pb) 
Producto 

PCR 

Región 
blanco 

 
Calidad

* 

 
%CG 

 
Tm°C 

 
Secuencia y sentido de los cebadores 

Par 1 
POCCO1 

 
1387 

Citocromo 
oxidasa I 

87 
88 

57.1 
57.1 

59.2 
58.2 

F 5'-tgagctggcatgataggcacc (pb=21) 
R 5'-ttcagggtggataggggttcg (pb=21) 

Par 2 
POCCO3 

 
740 

Citocromo 
oxidasa III 

89 
77 

52.4 
44 

56 
55.7 

F 5'-accaacatccataccacctgg (pb=21) 
R 5'-agtcagacaacatctacgaagtgtc (pb=25) 

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

VII.3. Amplificación de los genes COI y COIII del ADN mitocondrial por medio 
de la reacción 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 tamaño de 1386 pb, y las restantes 

amplificaron un fragmento del gen COIII, con un tamaño de 739 pb. En todas las 

reacciones, la calidad del producto de amplificación 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. 

 

 
Figura 11. Muestra de la calidad de amplificaciones obtenidas para ambos genes. 
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VII.4. Análisis de datos moleculares  
 

VII.4.1. Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP)  
 
Se procesaron 792 digestiones (132 por cada enzima) con las enzimas Mbo I, Mnl I, Bfa I y 

Nci I para el gen de COI, y Nla III 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 I 

(la cual presentó un haplotipo más denominado D),presentaron un haplotipo denominado C. 

Figura 12. Haplotipos o patrones de bandeo de cada una de las enzimas de restricción 
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 está representando. Los haplotipos C* y D* pertenecen a P. giganteus. 

 
La digestión de los genes CO I y COIII del ADNm con las seis enzimas de restricción 

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 número de sitios de las seis enzimas de restricción 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 número total de 
individuos que presentaron dicho haplotipo. En la región central se muestran los haplotipos de 
cada enzima, así como el haplotipo compuesto, cada uno con su respectiva conversión binaria. 
  

Nombre 
del  Nombre de las Enzima Haplotipo compuesto  

Haplotipo 
compuesto Mbo I Mnl I  Bfa I  Nci I Nla III Tsp 509 I  N= 

Po 1 A A A A A A 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  

PPoo  33  AA  AA  BB  AA  AA  AA  AAAABBAAAAAA  11  
  001111000011001111  110011000000111100001100  001111110000111111  001100111111  110011001100  00111111111111000011  001111000011001111  110011000000111100001100  001111110000111111  001100111111  110011001100  00111111111111000011    

Po 4 A A B A B A AABABA 1 
 011001011 101000110010 011100111 010111 100111 0111111001 011001011 101000110010 011100111 010111 100111 0111111001  

Po 5 A B A A A A ABAAAA 20 
 011001011 101010110010 011101011 010111 101010 0111111001 011001011 101010110010 011101011 010111 101010 0111111001  

PPoo  66  AA  BB  AA  BB  AA  AA  AABBAABBAAAA  11  
  001111000011001111  110011001100111100001100  001111110011001111  001111110011  110011001100  00111111111111000011  001111000011001111  110011001100111100001100  001111110011001111  001111110011  110011001100  00111111111111000011    

Po 7 B A B A A A BABAAA 1 
 011010011 101000110010 011100111 010111 101010 0111111001 011010011 101000110010 011100111 010111 101010 0111111001  

Po 8 B A B A B A BABABA 4 
 011010011 101000110010 011100111 010111 100111 0111111001 011010011 101000110010 011100111 010111 100111 0111111001  

   Total especimenes de Pisaster ochraceus: 126 
Pg 1 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 CCCCCC 4 

 100101101 000100111101 100110100 100000 110001 1101100000 100101101 000100111101 100110100 100000 110001 1101100000  

Pg 3 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 
 

 
VII.4.2. Distribución de frecuencias de haplotipos 
 

Como se observa en la tabla XIII y las figuras 13a y 13b, la distribución de frecuencias de 

haplotipos compuestos está conformada por la predominancia de dos haplotipos 

principales que son el Po1 y Po5. El primero se encuentra presente en todas las 

localidades, y el segundo sólo está ausente en Campo Kennedy. Además, ambos haplotipos 

poseen las mayores frecuencias haplotípicas en las localidades donde se presentan. A 

continuación, tenemos a los haplotipos Po2 y Po8, los cuales se presentan al menos en tres 

de las regiones analizadas. Los demás haplotipos Po3, Po4, Po6 y Po7 son privados para 
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las localidades donde se encuentran y a diferencia de los haplotipos Po1 y Po5, éstos 

poseen las frecuencias haplotípicas más bajas en las localidades donde se presentan. San 

Miguel es la localidad que posee el mayor número de haplotipos, ya que tiene cinco (Po1, 

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. 
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Po 1 89 50 50 82 82 33 50 92 75 80 75 77 
Po 2 0 17 0 0 9 0 8 0 0 0 6 0 
PPoo  33  0 0 0 0 0 0 0 0 0 1100  0 0 
Po 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 
Po 5 5 33 38 18 9 67 17 0 25 10 19 15 
PPoo  66  0 0 1133  0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Po 7 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 
Po 8 5 0 0 0 0 0 17 8 0 0 0 0 
N= 19 6 8 11 11 3 12 13 4 10 16 13 
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Figura 13a. Distribución de frecuencias de los haplotipos compuestos a lo largo de áreas 

analizadas en Canadá y en Estados Unidos. En los gráficos se representan con 
colores los haplotipos presentes en cada localidad y sus frecuencias en 
porcentajes como se señala en la tabla XIII, N es el número de individuos 
analizados. 
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. 

 
Figura 13b. Distribución de frecuencias de los haplotipos compuestos a lo largo de áreas 

analizadas en Baja California, México. En los gráficos se representan con 
colores a los haplotipos presentes en cada localidad y sus frecuencias en 
porcentajes como se señala en la tabla XIII, N es el número de individuos 
analizados. 
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VII. 4. 3. Análisis Molecular de Varianza (AMOVA) 
 

En la tablas XIV y XV se muestran los resultados del AMOVA jerárquico; se aprecia que 

una muy alta proporción del total de la varianza molecular (98.86% según el estimador FST 

y 97.87% según ΦST) 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 Concepción; los porcentajes de las frecuencias 

haplotípicas de cada agrupación se muestran en la figura 14. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura 14. Distribución de frecuencias de los haplotipos compuestos 
en los dos grupos establecidos para el AMOVA. En los 
gráficos se representan con colores a los haplotipos 
presentes en cada grupo y sus frecuencias en porcentajes, N 
es el número de individuos analizados. 
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Así mismo, tanto el valor encontrado en el índice de diferenciación genética FST (0.01137, 

p= 0.21701) como ΦST (0.02126, p= 0.13294) son bajos y estadísticamente no 

significativos, por lo que se reitera con estos la falta de diferenciación genética entre los 

grupos. 

 
Tabla XIV. Análisis Molecular de Varianza (AMOVA) jerárquico entre dos grupos 
(poblaciones al norte y poblaciones al sur de Punta Concepción), por medio del índice de 
fijación de Wright FST. El valor p se calculó a partir de 1023 permutaciones al azar. 

Fuente de 
variación 

Grados de 
Libertad 

Suma de 
cuadrados 

Componentes de la 
varianza 

Porcentaje de 
variación 

Entre grupos 1 0.361 -0.00731 -1.21 
Entre poblaciones 
dentro de grupos 

10 7.411 0.01419 2.35 

Dentro de 
poblaciones 

114 68.181 0.59808 98.86 

Total 125 75.952 0.60495  
Índices de fijación 
FST  = 0.01137 
Fsc = 0.02318 
FCT = -0.01209 

 
p= 0.21701 
p= 0.17889 
p= 0.78104 

   

 
 
Tabla XV. Análisis Molecular de Varianza (AMOVA) jerárquico entre dos grupos 
(poblaciones al norte y poblaciones al sur de Punta Concepción), por medio del índice de 
fijación de Wright ΦST. El valor p se calculó a partir de 1023 permutaciones al azar. 

Fuente de 
variación 

Grados de 
Libertad 

Suma de 
cuadrados 

Componentes de la 
varianza 

Porcentaje de 
variación 

Entre grupos 1 0.038 -0.00499  -2.40 
Entre poblaciones 
dentro de grupos 

10 2.982 0.00941  4.53 

Dentro de 
poblaciones 

114 23.186 0.20339  97.87 

Total 125 26.206 0.20781  
Índices de fijación 
ΦST = 0.02126 
Φsc = 0.04423 
ΦCT = -0.02403 

 
p= 0.13294 
p= 0.11241 
p= 0.95601 
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VII.4.4. Diversidad haplotípica 

En la tabla XVI se muestran los valores de diversidad haplotípica para cada área analizada. 

La localidad que presentó 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 geográficamente a San Miguel. Por otra parte, cabe mencionar que este valor no 

sólo toma en cuenta el número 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 número de haplotipos y del número de organismos. 

 
Tabla XVI. Diversidades haplotípicas del fragmento de citocromo oxidasa I y citocromo 

oxidasa III del ADNm para cada área analizada. 

No. 
Abreviatura y Nombre de la 

Localidad 
Número de  
haplotipos 

Número de 
organismos 

Diversidad 
haplotípica 

1 Vancouver 3 19 0.2047 +/- 0.1191 
2 Oregon 3 6 0.7333 +/- 0.1552 
3 San Luis Obispo 3 8 0.6786 +/- 0.1220 
4 Jalama 2 11 0.3273 +/- 0.1533 
5 Coal Oil Point 3 11 0.3455 +/- 0.1722 
6 Los Angeles 2 3 0.6667 +/- 0.3143 
7 San Miguel 5 12 0.7424 +/- 0.1158 
8 Campo Kennedy 2 13 0.1538 +/- 0.1261 
9 Erendira 2 4 0.5000 +/- 0.2652 

10 La Chorera 3 10 0.3778 +/- 0.1813 
11 Punta Baja 3 16 0.4250 +/- 0.1326 
12 Punta San Carlos 3 13 0.4103 +/- 0.1539 

 
VII.4.5. Análisis filogenético 
 

VII.4.5.1. Red de la Expansión Mínima 
 
En la figura 15 se muestra el diagrama de red de la expansión mínima, donde podemos 

observar en la parte central los haplotipos de mayor frecuencia (Po1 y Po5) y a sus 

extremos están aquellos haplotipos de menor frecuencia. Los haplotipos Po1 y Po5, al 

encontrarse en una posición 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 número de 

cambios encontrados entre los diferentes haplotipos de esta especie varía de uno hasta 

cuatro, mientras que interespecíficamente hay 27 cambios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Red de Expansión Mínima de los haplotipos compuestos resultantes señalados 

previamente en la tabla XII. Los haplotipos del uno al ocho pertenecen a P. 
ochraceus y del nueve al once a P. giganteus. El tamaño de los círculos representa 
proporcionalmente las frecuencias de cada uno de los haplotipos y la distancia 
entre ellos representa el número de eventos mutacionales que los separa. 

 

Un esquema la red de expansión mínima de los haplotipos compuestos presentes en cada 

localidad analizada se muestra en las figuras 16a y 16b, observándose la falta de un patrón 

filogeográfico claro, ya que los haplotipos Po1 y Po5 están presentes en todas las áreas 

(excepto Po5 en Campo Kennedy). En las localidades encontradas al sur de Punta 

Concepción se observa la presencia de siete (Po1, 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 (Po1, Po2, Po5, Po6 y Po8). 
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Figura 16a. Red de Expansión Mínima de los haplotipos compuestos en cada localidad 

analizada en Canadá 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 Expansión Mínima de los haplotipos compuestos en cada localidad 

analizada en México. 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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VII.4.5.2. Árboles filogenéticos 

 
Existe congruencia en la relación de los haplotipos entre el árbol consenso obtenido por 

medio de Parsimonia de Dollo (ver Figura 17) con respecto a la unión al vecino (Neighbor-

Joining) (ver Figura 18). A su vez, estas relaciones se mantienen en las ramas 

esquematizadas en la de red de la expansión mínima (ver Figura 15). 

 
Tanto en el cladograma de parsimonia de Dollo como en el de unión al vecino se observa 

que la relación 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 relación de éstos 

con los haplotipos Po 5 y Po 1, debido a que el valor que los sustenta es de 62 en ambos 

cladogramas (ver Figuras 17 y 18). Esta relación, como se dijo previamente, se mantiene 

en el esquema de red de la expansión mínima (ver Figura 15) en el cual estos cuatro 

haplotipos forman una rama donde el haplotipo más diferente es el Po 2 al estar separado 

del haplotipo Po 6 por cuatro eventos mutacionales. 

 
Así mismo, en ambos cladogramas la relación 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 expansión mínima (ver Figura 15) 

donde estos haplotipos se separan del haplotipo Po 3 por tres eventos mutacionales. La 

relación existente entre los haplotipos Po 3 y Po 7 y la de éstos con los demás haplotipos 

presentan los valores más bajos (de 29 a 44) de bootstrap en ambos cladogramas (ver 

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

unión al vecino) representan una marcada diferenciación geográfica de los ocho haplotipos 

compuestos de Pisaster ochraceus. 

 

Figura 17. Cladograma consenso elaborado por medio del método de Parsimonia de Dollo. 
El número dentro de las ramas (nodos), representa el número 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 número de haplotipo correspondiente y la (s) localidad (es) donde se 
presentaron. El símbolo * representa a las localidades al sur de Punta Concepción y con + a 
las del norte. Los haplotipos Pg 1 a Pg 3 pertenecen al grupo externo (Pisaster giganteus).  
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Figura 18. Cladograma consenso elaborado por medio del método de Unión al vecino. El 
número dentro de las ramas (nodos), representa el número 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 número de haplotipo correspondiente y la (s) localidad (es) donde se 
presentaron. El símbolo * representa a las localidades al sur de Punta Concepción y con + a 
las del norte. Los haplotipos Pg 1 a Pg 3 pertenecen al grupo externo (Pisaster giganteus).  
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VIII DISCUSIÓN 
 

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 más frecuentes y comunes en las 12 

localidades analizadas (excepto Po 5 para Campo Kennedy), estableciéndose de esta 

manera una homogenización genética de la especie a lo largo de su distribución en las 

costas del Pacífico Nororiental (ver Tabla XIII, Figuras 13a y 13b) y apoyando así los 

resultados encontrados por Stickle et 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, conformándose de esta 

manera una homogeneidad genética de la población (Flowers et al., 2002; Olivares, 2004). 

Lo anterior, puede ser resultado del constante flujo genético existente entre las áreas de 

distribución de estas especies como consecuencia de la capacidad de dispersión de las 

larvas planctotróficas que las caracterizan, favoreciéndose así que los haplotipos más 

comunes sean entonces los que tengan una mayor probabilidad de asentamiento y posterior 

reclutamiento en otras áreas, además de las de su área de origen. 
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Sin embargo, cabe mencionar que el tipo de larva en una especie no es el único factor que 

favorece el flujo genético entre las áreas donde se distribuye, ya que se ha evaluado que el 

tiempo de duración de la larva plantotrófica en la columna de agua antes de su 

asentamiento, la tasa de fecundidad de los organismos adultos, la época de desove, así 

como el área donde ésta se lleve a cabo, en conjunto con factores físicos como corrientes 

oceánicas, surgencias y giros tanto a nivel local, como regionales juegan un papel muy 

importante en la dispersión larval y en su potencial asentamiento (Dawson, 2001; Wares et 

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

 
Como se mencionó anteriormente, la dispersión de ciertos haplotipos comunes y frecuentes, 

como son Po 1 y 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 et al., 1958; 

Greenfiel, 1959; Boolotian, 1966; Pearse y Eernisee, 1982), donde se liberan millones de 

huevecillos a la columna de agua dado que la fecundación es externa (Lambert, 2000), y es 

entonces donde se produce una gran cantidad de larvas plantotróficas con un tiempo de 

duración en la columna de agua de dos hasta seis meses antes de su asentamiento 

(Strathmann, 1978). Además, 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 

kilómetros a lo largo de su área de distribución si las condiciones oceanográficas y 
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ambientales lo favorecen. Por otra parte, dado que la mayoría de las áreas donde se 

distribuye esta estrella de mar se encuentran influenciadas por el Sistema de la Corriente de 

California y, como se mencionó previamente, la época de desove reportada (en la costa de 

California) concuerda con la estación de primavera (marzo a junio) en la cual dicho sistema 

corrientes tiene una dirección marcada hacia el sur. Esto hace posible el transporte larval, y 

homogeniza así la composición genética entre las áreas de distribución 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 más frecuentes (Po 1 y Po 

5) tengan la mayor probabilidad de reclutamiento en localidades más 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 haplotípicas 

en esas áreas 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 dispersión por parte de los haplotipos menos frecuentes, se ve 

aun más reducida debido a la dispersión larval, depende en gran parte de las condiciones 

ambientales y oceanográficas que estén presentes en las áreas de desove y de los meses en 

que esto ocurra. Además de que el reclutamiento en especies con larvas de largos periodos 

planctónicos, como P. ochraceus, es altamente variables, ya que presenta máximos y 

mínimos azarosamente (Eckert, 2003), cambiando las abundancias de las poblaciones 

temporalmente. Esto se ha observado en algunas localidades de las Channel Islands 

(Blanchette, et al, en prensa) y en una bahía 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 número 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 encontró haplotipos privados para esa especie. Lo anterior, pudiera ser causa de 

posibles reclutamientos larvales locales favorecidos por eventos oceanográficos, como 

giros y surgencias costeras, así 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 realizó ningún estudio de asentamiento larval y/o de reclutamiento, 

no se puede tener una conexión precisa entre los eventos de asentamiento y los eventos 

hidrográficos por área. 

 
Aunque la presencia de haplotipos frecuentes y comunes nos permiten hablar de una 

homogenización 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 

Concepción, California. Por ello se realizó un Análisis 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 índices de diferenciación genética FST  (0.011, p= 0.217) y su 

equivalente estadístico ΦST (0.026, p= 0.132), así como a la falta de significancia estadística 

(p) de los mismos, sustentan la falta de diferenciación genética entre las localidades 

analizadas al norte y al sur de Punta Concepción, California, para ésta estrella de mar con 

en el análisis 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 límite biogeográfico y 

filogeográfico en varios taxa de invertebrados que se distribuyen en dicha área como lo 

menciona Dawson (2001) en su recopilación acerca de los estudios filogeográficos 

realizados a lo largo de la costa de California y de manera general en aquellas especies con 

largos tiempos (de 4 semanas a más) de duración 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 límite 

biogeográfico bien establecido con la filogeografía intraespecífica como propone Avise 

(1992;1994); ya que esta concordancia ha sido corroborada en ciertos taxa marinos en 

aguas del Indo Pacífico y del sureste de Norte América. Sin embargo, en la costa suroeste 

de Norte América, Dawson (2001) propone que aunque en Punta Concepción no se de 

dicha concordancia, ésta se muestra en ciertos taxa para las áreas de Monterrey y los 

Angeles, California, EUA, aunque éstas ultimas áreas no han sido considerados en la 

literatura como grandes límites biogeográficos, en comparación con Punta Concepción. 

 
Los bajos valores en el índice de diferenciación genética FST 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 índices de fijación (FST), la consiguiente 

homogenización genética de las poblaciones y, como resultado, la falta de estructura 

filogeográfica, son consistentes con los resultados encontrados en otros invertebrados 

marinos con larvas planctotróficas, como es el caso de las lapas Colisella digitalis y 

Colisella austrodigitalis (Murphy, 1978), el mejillón 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 índices de fijación 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 gasterópodo 

Nucella emarginata (Wares et al., 2001).  

 
En lo que se refiere a los valores de diversidad haplotípica intrapoblacional en P. 

ochraceus, estos fueron variables latitudinalmente, ya que las áreas 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 más altos, mientras que Vancouver (0.20) y Campo Kennedy (0.15) 

presentaron los valores más 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 haplotípica, es San Miguel la que posee el 

mayor número de haplotipos al estar representada por cinco de los ocho encontrados para 

Pisaster ochraceus, mientras que las demás localidades sólo están representadas por dos o 

tres haplotipos. Esto pudiera estar relacionado con el número de muestras analizadas en la 

localidades mas cercanas a San Miguel y que sin duda podría estar subestimando la 

presencia de otros haplotipos. Tal es el caso del área de Los Angeles (N=3) ya que ésta 

posee un alto valor (0.66) de diversidad haplotípica, y si se aumentara la muestra sería 

posible detectar otros haplotipos que no fueron encontrados en este trabajo debido al 

limitado número de organismos analizados. 
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Los resultados de los análisis 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 biogeográfica pasada o presente. Sin 

embargo, este rompimiento no parece ser evidente en las poblaciones de Pisaster 

ochraceus.  

 

Desde el punto de vista de la interpretación filogeográfica, se puede considerar que los 

haplotipos con frecuencias altas (como es el caso de Po 1 y Po 5) puedan ser los más 

antiguos en la población, 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 esquemáticamente, en la Red de la Expansión 

Mínima (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 más antiguos, 

a su vez el haplotipo Po 1 se considera como el más ancestral dado que posee el mayor 

número 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 topología mostrada en la rama interna en los árboles de parsimonia de Dollo y de unión 

al vecino concuerdan con las relaciones haplotípicas de la red de la expansión mínima. Sin 

embargo la relación del haplotipos Po 1 y Po 5 considerados como los más antiguos por la 

red de la expansión mínima, no es la misma en los otros dos métodos. Esto puede deberse 

al grupo externo utilizado, ya que éste sólo fue uno. No obstante, dado que el análisis de 

relación de los haplotipos por medio de la red de la expansión mínima utiliza a los 

haplotipos como nodos y puntas en las ramas , en lugar de únicamente puntas en las ramas. 

Este ultimo explica mejor la conexión entre los haplotipos en especial a nivel 

intraespecífico (Excoffier y Smouse, 1994). 

 
El hecho de encontrar una topología poco robusta (valores de remuestreo o bootstrap bajos) 

y una ausencia de resolución (pocos sitios filogenéticamente útiles para máxima 

parsimonia), marca lo cercano y conservado que están las secuencias mitocondriales. Si 

bien las barreras biogeográficas de la región, como es el caso de Punta Concepción, 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 resolución adecuada para mostrar las diferencias o que 

las barreras biogeográficas reportadas no afectan a la dispersión 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 opción 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 análisis la 

clasificación taxonómica de Clark (1996) sobre el género Pisaster, donde reconoce a la 

subespecie Pisaster ochraceus ochraceus, para las aguas de Alaska (EUA) hasta Punta 

Concepción, California, EUA y a Pisaster ochraceus segnis, para el norte de la península 

de Baja California, México a la mitad de ésta, los resultados de este trabajo apoyan el status 

taxonómico 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 áreas de 

distribución de las supuestas subespecies. 
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IX CONCLUSIONES 
 

No existe diferenciación genética entre las localidades de Pisaster ochraceus analizadas al 

norte y al sur de Punta Concepción, California, mediante el análisis de RFLP de los genes 

de citocromo oxidasa I y III del ADN mitocondrial, confirmándose así la falta de 

concordancia entre el límite biogeográfico y filogeográfico 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 et al. (1992) con el marcador molecular 

alozimas. 

 

Al mantenerse una continuidad genética a lo largo de las áreas de distribución de las 

subespecies Pisaster ochraceus ochraceus y Pisaster ochraceus segnis se propone su 

desuso y se apoyan el status taxonómico de especie para P. ochraceus como lo proponen 

Lambert (1981; 2000) y Stickle et al. (1992). 
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X RECOMENDACIONES 
 
 
Se apoya la realización de estudios ecológicos como es el asentamiento y el reclutamiento 

larval de P. ochraceus en el área de Baja California donde no se cuenta con este tipo de 

información, a diferencia de los trabajos realizados en las poblaciones de esta estrella en las 

aguas EUA y en Canadá. De esta manera, se pudiera relacionar más precisamente la 

interacción entre los datos genéticos, ecológicos e hidrográficos dentro y entre las áreas de 

análisis en trabajos futuros. 

 



 

 69 

XI LITERATURA CITADA 
 
Avise, J. C. 1992. Molecular population structure and the biogeographic history of a regional 
fauna: a case history with lesson for conservation biology. Oikos. 63:62-76. 
 
Avise, J. C. 1994. Molecular markers, natural history and evolution. Chapman y Hall, New 
York. 511 pp. 
 
Avise, J. C. 2000. Phylogeography : the history and formation of species Cambridge, Mass. 
Harvard University Press. 447 pp. 
 
Avise, J.C., J. Arnold, R.M. Ball, E. Bermingham, T. Lamb, J.E. Neigel, C.A. Reeb y N.C. 
Saunders. 1987. Intraspecific phylogeography: the mitochondrial DNA bridge between 
population genetics and systematics. Annual Review of Ecology and Systematics. 18: 489-522. 
 
Bartsh, P. 1912. A zoogeographic study based on the pyramidellid mollusks of the west coast 
of America. Proccedings of the United States Natural Museum. 42(1906):297-349, plate 40. 
Citado en Briggs, J.C. 1974. Marine Zoogeography. McGraw-Hill, New York.475 pp. 
 
Beauchamp, K.A. y D.A. Powers. 1996. Sequence variation of the first internal spacer (ITS-1) 
of ribosomal DNA in ahermatypic corals from California. Molecular Marine Biology and 
Biotechnology. 5:357-362. En: Dawson M. N., 2001. Phylogeography in coastal marine 
animals: a solution from California? Journal of Biogeography. 28: 723-736. 
 
Beynon, C. M. y D. O. F. Skibinski. 1996. The evolutionary relationships between three species 
of mussel (Mytilus) based on anonymous DNA polymorphisms. Journal of Experiomental 
Marine Biology and Ecology. 203:1–10. En: Silva E. P. y C. A. M. Russo. 2000. Techniques 
and statistical data analysis in molecular population genetics. Hydrobiologia. 420: 119–135. 
 
Blanchette, C. A., D. V. Richards, J. M. Engle, B. R. Broitman y S. D. Gaines. En prensa. 
Regime Shifts, Community Change and Population Booms of Keystone Predators at the 
Channel Islands. Proceedings of the California Islands Symposium. 
 
Boolotian, R. A.1966. Chapter 25. Reproductive Physiology. 561-613. En: Boolotian, R. A. 
(Ed). Physiology of Echinodermata. Interscience Publishers, John  Wiley and Sons, Inc. New 
York, London, Sydney. 846 pp. 
 
Briggs, J.C. 1974. Marine Zoogeography. McGraw-Hill, New York.475 pp. 
 
Burton, R. S. 1998. Intraspecific Phylogeography across the Point Conception Biogeographic 
Boundary. Evolution. 52(3):734-745. 
 
Burton, R. S. y B. N. Lee. 1994. Nuclear and mitocondrial gene genealogies and allozyme 
polymorphims across a major phylogeographic break in the copepod Tigriopus californicus. 
Proceedings of the Natural Academy of Science. 91:5197-5201. 
 



 

 70 

Carefoot, T. 1977. Pacific seashores: A guide to intertidal ecology. University of Washington 
Press. 208 pp. 
 
Carta Nacional Pesquera. 2000.http://www.sagarpa.gob.mx/conapesca/ordenamiento /carta 
nacional pesquera/cnp.htm. Página web visitada el 23 de Marzo de 2004. 
 
Christensen, N. y N. Rodríguez. 1979. A study of sea level variations and Currents of Baja 
California. Journal of Physical Oceanography. 9(3):177-184. En: Zárate, V. S .E. 1991. 
Corriente de California 287-296 pp. En: De la Lanza E. G. (Ed). Oceanografía de mares 
mexicanos. AGT Editor, S.A. 569 pp. 
 
Clark, A. M. 1996. An index of names of recent Asteroidea-Part 3: Velatida and Spinulosida. 
183-250 pp. En. Jangoux y Lawrence (Eds). 1996. Echinoderm Studies. Balkema Rotterdam 
Brookfield. 354 pp. 
 
CINZ ó Comisión Internacional de Nomenclatura Zoológica. 2000. Código Internacional de 
Nomenclatura Zoológica. http://www.iczn.org/iczn/index.jsp. Pagina web. Visitada el 20 de 
Noviembre de 2004. 
 
Cox, K. W. 1962. California abalones, family Haliotidae. California Deptartament. Fish Game. 
Fish Bulletin. 118:1-133, 61 Figs. Citado en Briggs, J.C. 1974. Marine Zoogeography. 
McGraw-Hill, New York.475pp. 
 
Cowen, R., C. Paris, D. Olson y J. Fortuna. 2002. The role of long distance dispersal versus 
local retention in replenishing marine populations. Gulf and Caribbean Research Supplement. 
1-10 pp. 
 
Crandall, K.A. y A. R. Templeton. 1993. Empirical test of some predictions from coalescent 
theory with applications to intraspecific phylogeny reconstruction. Genetics. 134:959-969. 
 
Crawford, B.J. y D. Jackon. 2002. Effect of microgravity on the swimming behaviour of larvae 
of the starfish Pisaster ochraceus. Canadian Journal of Zoology. 80:2218-2225. 
 
Creste S., N. Tulmann y A. Figueira. 2001. Detection of Single Sequence Repeat 
Polymorphisms in denaturing polyacrylamide sequencing gels by silver staining. Plant. 
Molecular Biology Reporter. 19:299-306. 
 
Dawson M. N. 2001. Phylogeography in coastal marine animals: a solution from California? 
Journal of Biogeography. 28: 723-736. 
 
Dawson, M.N. y D.K. Jacobs. 2001. Molecular evidence for cryptic species of Aurelia aurita 
(Cnidaria, Scyphozoa). Biological Bulletin. 200:92-96. En: Dawson M. N., 2001. 
Phylogeography in coastal marine animals: a solution from California? Journal of 
Biogeography. 28: 723-736. 
 
Donnelly, P. y S. Tavaré. 1986. The ages of the alleles and a coalescent. Advances in Applied 
Probability. 18:1-19. 



 

 71 

Dowling, T. E., C. Moritz, J. D. Palmer y L. H. Rieseberg. 1996.Nucleic acids III: Analysis of 
fragments and restriction sites. 249–320.En: Hillis, D. M., C. Moritz y B. K. Mable (Eds). 
Molecular Systematics. Sinauer Associates, Sunderland, Massachusetts. 588 pp. 
 
Downey, M. E. 1973. Starfishes from the Caribbean and the Gulf of Mexico. Smithsonian 
Contributions to Zoology. 126:1-158. 
 
Doyle, R.F. 1985. Biogeographical studies of rocky shoes near Point Conception, California. 
PhD dissertation. University of California, Santa Barbara. 262 pp. 
 
Durazo, R y T. R. Baumgartner. 2002. Evolution of the oceanographic conditions off Baja 
California. Progress in Oceanography. 54:7-31. 
 
Lavaniegos, B. E., L. C. Jiménez-Pérez y G. Gaxiola-Castro. 2002. Plankton response to El 
Niño 1997-1998 and la Niña 1999 in the Southern region of the California Current. Progress in 
Oceanography. 54:33-58. 
 
Eckert, G. L. 2003. Effects of the planktonic period on marine population fluctations. Ecology. 
372-383. 
 
Edmands, S., P.E. Moberg y R.S. Burton. 1996. Allozyme and mitochondrial DNA evidence of 
population subdivision in the purple sea urchin, Strongylocentrotus purpuratus. Marine 
Biology. 126: 443-450. 
 
Eguiarte, L.E., V. Souza, J. Núñez y B. Hernández. 1997. El análisis filogenético: métodos, 
problemas y perspectivas. Boletín de la Sociedad Botánica de México. 60:169-181. 
 
Excoffier L, y A. Langaney. 1989. Origin and differentiation of human mitocondrial DNA. 
American Journal of Human Genetics. 132: 343-359. 
 
Excoffier L, P.E. Smouse y J.M. Quattro. 1992. Analysis of molecular variance inferred from 
metric distances among DNA haplotypes: application to human mitochondrial DNA restriction 
data. Genetics.131:479-491. 
 
Excoffier, L. y P.E. Smouse. 1994. Using allele frequencies and geographic subdivision to 
reconstruct gene genealogies within a species. Molecular variance parsimony. Genetics. 136: 
343-359. 
 
Farmanfarmaian, A., A. C. Giese, R.A. Boolootian y J. Bennett. 1958. Annual reproductive 
cycles in four species of west coast starfishes. Journal of Experimental Zoology. 138:355-367. 
Feder, H. M. 1956. Natural History studies on the starfish Pisaster ochraceus (Brandt, 1835) in 
the Monterrey Bay area. Doctoral Dissertation, Standford University. 249 pp. 
 
Federiuk, J. y J. S. Allen. 1995. Upwelling circulation on the Oregon Continental Shelft. Part. 
II: Simulations and comparisons with observations. Journal of Physical Oceanography. 
25:1867-1889. Citado en: Monreal G. M. A., D. A. Salas de León y J. R. Aldeco. 1999. Las 
Surgencias Costeras de América. Revista Geofísica. 51: 7-43. 



 

 72 

Felsenstein, J. 2004. PHYLIP: Phylogeny Inference Package. Version, 3.6. University of 
Washington Seattle. 
 
Fisher, W. K. 1926. Pisaster, a genus of Sea-stars. Annals and Magazine of Natural History. 
Serie 9. 17:554-566. 
 
Fisher, W. K. 1930. Asteroidea of the North Pacific and Adjacent Waters. Part. 3 Forcipulata. 
Smithsonian Institution. United States National Museum Bulletin. 76:1-356. 
 
Flowers, J., M., S. C. Schroeter y R. S. Burton. 2002. The recruitment sweepstakes has many 
winners: genetic evidence from the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus. Evolution. 
56(7):1445-1453. 
 
Ford, M.J. y J.B. Mitton. 1993. Population structure of the pink barnacle, Tetraclita squamosa 
rubescens, along the California coast. Molecular Marine Biology and Biotechnology. 3:294-
299. En: Dawson M. N., 2001. Phylogeography in coastal marine animals: a solution from 
California? Journal of Biogeography. 28: 723-736. 
 
Garth, J. S. 1955. A case for a warm-temperate marine fauna on the west coast of North 
America. En: Essays in the Natural Sciences in honor of Capitain Allen Hancock on the 
occasion of his birthday, July 26, 1955. University of Southern California Press, Los Angeles. 
19-27 pp. Citado en Briggs, J.C. 1974. Marine Zoogeography. McGraw-Hill, New York.475 
pp. 
 
George, S. B. 1999. Egg quality, larval growth and phenotypic plasticity in a forcipulate 
seastar. Journal of Experimental Marine Biology and Ecology. 237:203-244. 
 
GLOBEC, 1994. Global Oceans Ecosystem dynamics. A Science Plan for the California 
Current. .S. Report No. 11. Agosto. Página Web. http://www.pml.ac.uk/globec/main.htm  
 
Grant, V. 1981. Plant speciation. 2nd ed. New York. Columbia Press. En: Winston. J. E., 1999. 
Describing Species: Practical Taxonomic Procedure for Biologists Columbia University Press, 
New York. 518 pp. 
 
Greenfield, L. J. 1959. Biochemical and environmental factors involved in the reproductive 
cycle of the sea star Pisaster ochraceus (Brandt). Doctoral Dissertation. Stanford University, 
Stanford California. En: Boolotian, R. A. 1966. Chapter 25. Reproductive Physiology. 561-
613. En: Boolotian, R. A. (Ed). Physiology of Echinodermata. Interscience Publishers, John  
Wiley and Sons, Inc. New York, London, Sydney. 846 pp. 
 
Gobalet, K.W. 2000. Has Point Conception been a marine zoogeographic boundary throughout 
the Holocene? Evidence from the archaeological record. Bulletin of the Southern California 
Academy of Science. 99: 32-44. 
 
Gómez, J. y H. Vélez. 1982. Variación estacional de temperatura y salinidad en la región 
costera de la corriente de California. Ciencias Marinas. 8(2): 167-176. 
 



 

 73 

Hayden, B.P. y R. Dolan. 1976. Coastal marine fauna and marine climate of the Americas. 
Journal of Biogeography. 3:71-81. 
 
Hellberg, M.E., 1996. Dependence of gene flow on geographic distance in two solitary corals 
with different larval dispersal capabilities. Evolution. 50:1167-1175. En: Dawson M. N. 2001. 
Phylogeography in coastal marine animals: a solution from California? Journal of 
Biogeography. 28: 723-736. 
 
Hickey, B.M. 1979. The California Current System-Hypotheses and Facts. Progress 
Oceanography. 8:191. Citado en: Zárate, V. S .E. 1991. Corriente de California 287-296 pp. 
En: De la Lanza E. G. (Ed). Oceanografía de mares mexicanos. AGT Editor, S.A. 569 pp. 
 
Hohenlohe, P. A. 2004. Limits to gene flow in marine animals with planktonic larvae: models 
of Littorina species around Point Conception, California. Biological Journal of the Linnean 
Society. 82:169–187. 
 
Horn, M.H. y L.G. Allen. 1978. A distributional analysis of California coastal marine fishes. 
Journal of Biogeography. 5:23-42. 
 
Hubbs, C. L. 1960. The marine vertebrates of the outer coast. Symposium: The biogeography 
of Baja California and adjacent seas. Systematic Zoologist. 9(3-4):134-147. Citado en Briggs, 
J.C. 1974. Marine Zoogeography. McGraw-Hill, New York.475 pp. 
 
Jacobs, H. 2002. From mitochondrion to nucleus and back again. Trends in Genetics.18(3):120. 
 
Kalendar, R. 2004. FastPCR. Version 3.1.32 beta PCR primer design, DNA and protein tools, 
repeats and own database searches program. Institute of Biotecnology, University of  
Helsinki, Finland. www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-1_html/fastpcr.htm. Página web visitada 
en 20 de agosto de 2003. 
 
Karl, S. A. y J. C. Avise, 1993. PCR-based assays of Mendelian polymorphisms from 
anonymous single-copy nuclear DNA: Techniques and applications for population genetics. 
Molecular Biology and Evolution. 10:342–361. 
 
Kwast, K. E., D. W. Foltz y W.B Stickle. 1990. Population genetics and systematics of the 
Leptasterias hexactis (Echinodermata: Asteroidea) species complex. Marine Biology (Berlin). 
105:477-489. 
 
Lambert, P. 1981. Sea Stars of British Columbia, Southeast Alaska y Puget Sound. First 
Edition. Royal British Columbia Museum handbook. 167 pp. 
 
Lambert, P. 2000. Sea Stars of British Columbia, Southeast Alaska y Puget Sound. Second 
Edition. Royal British Columbia Museum handbook. 180 pp. 
 
Levinton, J.S. y T.H. Suchanek. 1978. Geographic variation, niche breadth and genetic 
differentiation at different geographic scales in the mussels Mytilus californianus and M. edulis. 



 

 74 

Marine Biology. 49:363-375. En: Dawson M. N. 2001. Phylogeography in coastal marine 
animals: a solution from California? Journal of Biogeography. 28:723-736. 
 
Linneo, C. 1758. Systema Naturae per regna tria naturae, secundum classes, ordines, genera, 
species cum characteribus, differentiis, synonymis, locis. Editio decima, reformata, Tom I. 
Laurentii Salvii, Holmiae. Citado en: Winston, J. E. 1999. Describing Species: Practical 
Taxonomic Procedure for Biologists. Columbia University Press, New York. 518 pp. 
 
McPherson M. J. y S. G. Møller. 2000. PCR The Basics: from Background to Bench. BIOS, 
Springer. 276 pp. 
 
Marko, P.B. 1998. Historical allopatry and the biogeography of speciation in the prosobranch 
snail genus Nucella. Evolution. 52: 757-774. En: Dawson M. N., 2001. Phylogeography in 
coastal marine animals: a solution from California? Journal of Biogeography. 28: 723-736. 
 
Mauzey, K. P. 1966. Feeding Behavior and Reproduction cycles in Pisaster ochraceus. 
Biological Bulletin. 131:127-144. 
 
Mauzey, K. P., C. Birkeland, y P. K. Dayton. 1968. Feeding behavior of asteroids and escape 
responses of their prey in the Puget Sound region. Ecology. 49:603-619. 
 
Mayr, E. y P.D. Ashlock. 1991. Principles of Systematic Zoology. 2nd Ed. New York, 
MacGraw-Hill. En: Winston, J. E. 1999. Describing Species: Practical Taxonomic Procedure 
for Biologists. Columbia University Press, New York. 518 pp. 
 
Mastro, E., V. Chow y D. Hedgecock. 1982. Littorina scutulata and Littorina plena: sibling 
species status of two prosobranch gastropod species confirmed by electrophoresis. Veliger, 
24:239-246. En: Dawson M. N., 2001. Phylogeography in coastal marine animals: a solution 
from California? Journal of Biogeography. 28:723-736. 
 
Miller S.A., D.D. Dykes y H.F. Polesky. 1988. A simple salting out procedure for extracting 
DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Research.16:1215. 
 
Milligan, B.G. 1998. Total DNA Isolation. Chapter 3. En: A.R. Hoelzel (Ed.). Molecular 
Genetic Analysis of Populations. Oxford University Press. 468 pp. 
 
Monreal, G. M. A., D. A. Salas de León y J. R. Aldeco. 1999. Las Surgencias Costeras de 
América. Revista Geofísica. 51:7-43. 
 
Munk, W. 1950. On the wind driven ocean circulation. Journal Meteorology. 7(2):79-93. 
Citado en: Zárate, V. S .E. 1991. Corriente de California. 287-296 pp. En: De la Lanza E. G. 
(Ed). Oceanografía de mares mexicanos. AGT Editor, S.A. 569 pp. 
 
Murphy, P.G. 1978. Collisella austrodigitalis sp. nov. a sibling species of limpet (Acmaeidae) 
discovered by electrophoresis. Biological Bulletin. 155:193-206. En: Dawson M. N., 2001. 
Phylogeography in coastal marine animals: a solution from California? Journal of 
Biogeography. 28: 723-736. 



 

 75 

Nei, M. y Li, W. H. 1979. Mathematical model for studying genetic variation in terms of 
restriction endonucleases. Proceedings of Natural Academy of Science. USA. 76: 5269-5273. 
Citado en: Felsenstein, J. 2004. PHYLIP: Phylogeny Inference Package. Version, 3.6. 
University of Washington Seattle. 
 
Nei, M. 1987. Molecular Evolutionary Genetics. Columbia University Press, New York, USA. 
512 pp. 
 
Newman, W.A. 1979. California Transition Zone: significance of short-range endemics. 
Historical biogeography, plate tectonics, and the changing environment. En: J. Gray y A.J. 
Boucot (Eds.) Proceedings of the 37th Annual Biology Colloquium and Selected Papers pp. 
399-416. Oregon State University, Press Corvallis. En: Dawson M. N., 2001. Phylogeography 
in coastal marine animals: a solution from California? Journal of Biogeography. 28:723-736. 
 
Newell, I. M. 1948. Marine molluscan provinces of western North America: a critique and a 
new analysis. Proceedings of the American Philosophical Society. 92:155-166. 
 
Olivares, B. N. 2004. Estructura poblacional del erizo morado Strongylocentrotus purpuratus a 
lo largo de la Costa del Pacífico de Baja California. Tesis de Maestro en Ciencias. Centro de 
Investigación Científica y de Educación Superior de Ensenada. División de Oceanología. 
Departamento de Oceanografía Biológica. México. 54 pp. 
 
Otte D. y J. A. Endler. 1989. (Eds.) Speciation and its consequences. Sunderland, Mass, 
Sinauer. Citado en Winston. J. E., 1999 Describing Species: Practical Taxonomic Procedure for 
Biologists. Columbia University Press, New York. 518 pp. 
 
Paine, R. T. 1966. Food web complexity and species diversity. American Naturalist. 100:65-75. 
 
Paine, R.T. 1969. The Pisaster-Tegula interaction: prey patches, predator food preference and 
intertidal community structure. Ecology. 50(6):950-961. 
 
Paine, R.T. 1974. Intertidal community structure. Experimental studies on the relationship 
between a dominant competitor and its principal predator. Oecologia. 15(2):93-120. 
 
Paine, R.T. 1976. Size-limited predation: an observational and experimental approach with the 
Mytilus-Pisaster interaction. Ecology. 57(5):858-873. 
 
Parés S. A., M. López y E.G. Pavía, 1997. Oceanografía física del Océano Pacífico Nororiental. 
En: M.F. Lavín (Ed.). Contribuciones a la Oceanografía Física en México. Monografía No. 3. 
Unión Geofísica Mexicana. Ensenada, Baja California, México.1-24 pp. 
 
Pearse, J.S. y D.J. Eernisee. 1982. Photoperiodic Regulation of Gametogenesis and Gonadal 
Growth in the Sea Star Pisaster ochraceus. Marine Biology. 67:121-125. 
 
Randi, E. 2000. Mitocondrial DNA. 136-167 pp. En: A. Baker (Ed). Molecular methods in 
ecology. Blackwell Science, Malden. 333 pp. 
 



 

 76 

Reid, J.L., Jr. G.I. Roden y J.G. Wyllie. 1958. Studies of the California Current System, 
CalCOFI Progress Report. January. 27-56. Citado en: Zárate, V. S .E. 1991. Corriente de 
California 287-296 pp. En: De la Lanza E. G. (Ed). Oceanografía de mares mexicanos. AGT 
Editor, S.A. 569 pp. 
 
Ricketts, E. F. y J. Calvin. 1952. Between Pacific Tides. 3rd Edition, revised by J.W. Hedgpeth. 
Standford University Press. 502 pp. 
 
Saiki, R., D. H. Gelfand, S. Stoffel, S. Scharf, R. Higuchi, G. T. Horn, K. B. Mullis y H. A. 
Erlich. 1988. Primer directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA 
polymerase. Science. 239:487–491. 
 
Saitou, N. y M. Nei. 1987. The neighbor-joining method: a new method for reconstructing 
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution. 4:406-425. 
 
Sambrook, J., E.F. Fritsh y T. Maniatis. 1989. Gel Electrophoresis of DNA. Agarose Gel 
Electrophoresis 6.3. Book 2. Molecular Cloning. A Laboratory Manual. Second Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press. 999 pp. 
 
Sarver, S.K. y D.W. Foltz. 1993. Genetic population structure of a species complex of blue 
mussels (Mytilus spp.). Marine Biology. 117:105-112. En: Dawson M. N., 2001. 
Phylogeography in coastal marine animals: a solution from California? Journal of 
Biogeography. 28:723-736. 
 
Schwartzlose, R. y J.L. Reid. 1972. Near shore circulation in the California Current. CalCOFI 
Report. 16:57-65. Citado en: Zárate, V. S .E. 1991. Corriente de California 287-296 pp. En: De 
la Lanza E. G. (Ed). Oceanografía de mares mexicanos. AGT Editor, S.A. 569 pp. 
 
Seapy, R. R. y Littler, M.M. 1980. Biogeography of rocky intertidal macroinvertebrates. The 
California Islands: Proceedings of a Multi-Disciplinary Symposium (Ed.) by D.M. Powers, 
307-323 pp. Santa Barbara Museum of Natural History, Santa Barbara. 630 pp. 
 
Skibinski, D. O. F. 1994. The potential of DNA techniques in the population and evolutionary 
genetics of aquatic invertebrates. En: Beaumont, A. R. (Ed.) Genetics and Evolution of Aquatic 
Organisms. Chapman y Hall, London. 177–199 pp. 
 
Schneider, S., D. Roessli y L. Excoffier. 2000. Arlequin version 2.0. A software package for 
population genetic data analysis. Genetics and Biometry Laboratory, University of Geneva 
Switerland. 
 
Smith M.J., D.K. Banfield, K. Doteval, S. Gorski y D.J. Kowbel. 1989.Gene arrangement in sea 
star mitochondrial DNA demonstrates a major inversion event during echinoderm evolution. 
Gene. 76(1):181-5. 
 
Smith M.J., D.K. Banfield, K. Doteval, S. Gorski y D.J. Kowbel. 1990. Nucleotid sequence of 
nine protein-coding genes and 22 tRNAs in the mitocondrial DNA of the sea star Pisaster 
ochraceus. Journal of  Molecular Evolution. Sep 31(3):195-204. 



 

 77 

Stickle, W. B., D. W. Foltz, M. Katoh y H. L. Nguyen. 1992. Genetic structure and mode of 
reproduction in five species of sea stars (Echinodermata: Asteroidea) from the Alaskan coast. 
Canadian Journal of Zoology.70: 1723-1728. 
 
Strathmann, R. R. 1978. Length of pelagic period in echinoderms with feeding larvae from the 
northeast Pacific. Journal of Experimental Marine Biology and Ecology. 34:23-27. 
 
Strub, P. T. y C. James. 2000. Altimeter-derived variability of surface velocities in the 
California Current System: 2. Seasonal circulation and eddy statistics. Deep-Sea Research II. 
47: 831-870. 
 
Sverdrup, H.U., M.W. Johnson y R.H. Fleming. 1942. The Oceans. Their Physics, Chemistry 
and General Biology. Prentice-Hall. N.Y. 1087 pp. Citado en: Zárate, V. S .E. 1991. Corriente 
de California 287-296 pp. En: De la Lanza E. G. (Ed). Oceanografía de mares mexicanos. AGT 
Editor, S.A. 569 pp. 
 
Sewell, M. A. y J.C. Watson. 1993. A “source” for asterioid larvae? Recuitment of Pisaster 
ochraceus, Pycnopodia helianthoides and Dermasterias imbricata in Nootka Sound, British 
Columbia. Marine Biology. 117:387-398. 
 
Valentine, J. W. 1967. The influence of climatic fluctuation on species diversity within the 
tethyan provincial system. Syst. Ass. Publ. 7:153-166. 3 figures. Citado en Briggs, J.C. 1974. 
Marine Zoogeography. McGraw-Hill, New York.475pp. 
 
Van Syoc, R. J. 1994. Molecular phylogenetics and population structure derived from 
mitochondrial DNA sequence variation in the edible goose barnacle genus Pollicipes 
(Cirrepedia, Crustacea). PhD Dissertation. Scripps Institution of Oceanography, La Jolla. En: 
Dawson M. N., 2001. Phylogeography in coastal marine animals: a solution from California? 
Journal of Biogeography. 28:723-736. 
 
Vélez-Muñoz, H.S. 1981. Análisis cualitativo de la variabilidad estacional y espacial de las 
masas de agua de 0 a 500 metros en la región de la Corriente de California. Tesis Profesional, 
Escuela Superior de Ciencias Marinas, UABC. Ensenada. B.C., México. 165 pp. Citado en 
Parés S. A., M. López y E.G. Pavía, 1997. Oceanografía Física del Océano Pacífico 
Nororiental. En: M. F. Lavín P. (Ed.). Contribuciones a la Oceanografía Física en México. 
Monografía No. 3. Unión Geofísica Mexicana. Ensenada, Baja California, México, 1-24 pp. 
 
Verrill, A. E. 1914. Monograph of the shallow water starfishes of the North Pacific Coast from 
the Artic Ocean to California. Harriman Alaska Series. Smithsonian Institute. Washington. 
14(1-2):1-408. 
 
Vickery, M.S. y McClintock, J.B. 2000. Effects of food concentration and availability on the 
incidence of cloning in planktotrophic larvae of the sea star Pisaster ochraceus. Biological 
Bulletin. 199(3):298-304. 
 
Wares, J. P., S. D Gaines y C.W. Cunningham. 2001 A comparative study of asymmetric 
migration events across a marine biogeographic boundary. Evolution. 55:295-306. 



 

 78 

Weir, B. S. y C. C. Cockerham. 1984. Estimating F-statistics for the analysis of population 
structure. Evolution. 38:1358-1370. 
 
White, P.S. y D. L. Densmore. 1992 Mitochondrial DNA Isolation. Chapter 2. En: A.R. 
Hoelzel (Ed.).Molecular Genetic Analysis of Populations. Oxford University Press. 468 pp. 
 
Wiley, E.O., D. Siegel-Cusey, D.R. Brooks y V.A. Funk. 1991. The Complete Cladist. A 
Primer of Phylogenetic Procedures. The University of Kansas, Museum of Natural History, 
Special Publication. 158 pp. 
 
Winston. J. E. 1999. Describing Species: Practical Taxonomic Procedure for Biologists 
Columbia University Press, New York. 518 pp. 
 
Wright, S. 1965. The interpretation of population structure by F-statistics with special regard of 
systems of mating. Evolution. 19:395-420. 
 
Zárate, V. S .E. 1991. Corriente de California 287-296 pp. En: De la Lanza E. G. (Ed). 
Oceanografía de mares mexicanos. AGT Editor, S.A. 569 pp. 
 



 

 79 

 



 

 80 

 



 

 81 

APENDICE III 
 

Protocolo de sales utilizado para la extracción del ADN genómico. 
 
Material utilizado 
 
Balanza 
Centrífuga 
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 microcentrífuga de 1.5 ml estériles 
 
Reactivos utilizados 
 
Amortiguador de extracción  
 
Para la preparación de este amortiguador se necesita: 
 
Tris-HCl 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-HCl 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) 5M 
Amortiguador de almacenaje (TE) 
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APENDICE III (continuación) 
 
Procedimiento 
 
1.- Rotular los tubos eppendorf que se van a utilizar y pesarlos. 

2.- Cortar el tejido (no más 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 extracción 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 agitación 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 microhibridación 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 recuperó del paso previo) de 

cloroformo y agitar vigorosamente. 

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

13.- Transferir aproximadamente 750 microlitros a otro tubo de la fase acuosa, teniendo 

cuidado de no irrumpir en la fase orgánica. 

14.- Precipitar el DNA con un volumen (igual al que se agregó 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 solución 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 resuspensión 

depende del tamaño de la pastilla) y dejar al menos 2 horas a 65º C en el horno de 

hibridación.  
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APENDICE IV 
 

Protocolo para la elaboración de geles de agarosa 
  
Reactivos utilizados 
 
Para geles pequeños al 1% 
 
Agarosa 0.3 g. 
Solución 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 solución amortiguadora, con ayuda de una 

barra magnética y un agitador magnético con calentamiento. 

 

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

suspensión sobre el molde con el peine para hacer los pozos, donde se dejará gelificar. 
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APENDICE V 
 
 
Secuencia nucleotídica registradas para el gen de Citocromo oxidasa I en la base de datos 
del GenBank con número de acceso NC004610 reportada por Smith et al., 1990. 
 

 
 
 
 
Secuencia nucleotídica registradas para el gen de Citocromo oxidasa III en la base de datos 
del GenBank con número de acceso NC004610 reportada por Smith et al., 1990. 
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APENDICE VI 
 
Resultado del análisis teórico de corte por medio de enzimas de restricción a través del 
programa DNASIS (Versión 2.6 demo) sobre la secuencia nucleotídica registradas para el 
gen de Citocromo oxidasa I en la base de datos del GenBank con número de acceso 
NC004610. 
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APENDICE VI (continuación) 
 
Resultado del análisis teórico de corte por medio de enzimas de restricción a través del 
programa DNASIS (Versión 2.6 demo) sobre la secuencia nucleotídica registradas para el 
gen de Citocromo oxidasa III en la base de datos del GenBank con número de acceso 
NC004610. 
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APENDICE VII 
 

Protocolo para la elaboración de geles de poliacrilamida. 
 
Reactivos utilizados 
 
Agua destilada 
Persulfato de Amonio 
TEMED (Tretrametiletilendramina) 
 
Monomero de Acrilamida 
 
Para la preparación de este monómero se necesita: 
 
Acrilamida 
Bisacrilamida 
 
Amortiguador de separación  
 
Para la preparación de este amortiguador se necesita: 
 
Tris Base 
 
Procedimiento 
 
1.- Para la preparación del monómero de acrilamida es necesario protegerse con 

cubrebocas, guantes y lentes de plástico para evitar un posible contacto con la acrilamida y 

la bisacrilamida, dada su toxicidad. 

2.- Para preparación del monómero de acrilamida se utilizaron 58.4 g de acrilamida y 1.6 g 

de bisacrilamida y disolvieron juntos en 150 ml de agua destilada y desionizada y se aforó a 

200 ml de volumen, antes de almacenar el reactivo en frasco ambar a 4°C se filtro. 

3.- El amortiguador de separación se preparó 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 aforó a un volumen de 

500 ml y se almacenó a 4°C. 
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APENDICE VII (continuación) 

 

4.- Para la preparación de geles de acrilamida al 10% se agregaron los siguientes 

volúmenes de los reactivos que se utilizan para su elaboración en un tubo Falcon de 50 ml: 

3.46 ml del monómero de acrilamida, 3.46 ml del amortiguador de separación, 3.08 ml de 

agua destilada y desionizada, 100 µl de persulfato de amonio y 8 µl de TEMED 

(Tretrametiletilendramina), para un volumen final de 10 ml. Este se vació entre los vidrios 

que previamente se encontraban separados por separadores de plástico y montados en el 

molde de geles. 

 

5.- Una vez que se polimerizó el gel de acrilamida, éste se montó en las cajas de 

electroforesis y antes de cargar las muestras en los pozos se limpió cada uno de ellos con 

ayuda de una jeringa utilizando el mismo amortiguador (TBE 1X) con el cual se efectúa la 

electroforesis. 
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APENDICE VIII 
 

Protocolo para la tinción de geles de poliacrilamida con nitrato de plata. 
 
Reactivos utilizados 
 
Agua destilada 
Etanol comercial al 10% 
Nitrato de plata  al 1%  
Hidróxido de sodio al 3% 
Formaldehído al 0.3% 
Carbonato de sodio al 0.75% 
 
Con los reactivos previamente mencionados antes de la tinción se prepararon las siguientes 
soluciones (A-D) en tubos Falcon de 50 ml: 
 
Solución A: 45 ml de agua destilada y 5 ml de etanol comercial al 10% 
Solución B: 45 ml de agua destilada y 2.5 ml de nitrato de plata al 1% 
Solución C: 25 ml de hidróxido de sodio al 3% y 25 ml de formaldehído al 0.3% 
Solución D: 45 ml de agua destilada y 5 ml de carbonato de sodio al 7.5% 
 
Procedimiento 
 
1.- Una vez que terminó el proceso de electroforesis, el gel se coloca en un traste de 

plástico 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 tinción del gel.  

2.- Se vierte la solución A en el gel, se agita por 5 minutos, y después de retirar esta 

solución, se enjuaga con agua destilada por 5 minutos. 

3.- Se vierte la solución B, se agita por 10 minutos, y después de retirar esta solución, se 

enjuaga con agua destilada por 10 segundos. 

4.- Se vierte la solución C en el gel, se agita el tiempo requerido (aproximadamente 10 min) 

hasta que se observa su revelado. 

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

y rotula dentro de bolsas de plástico con cierre. 


