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RESUMEN

Pocillopora damicornis Linnaeus (1758) es un coral muy importante por su contribucién en la
formacion de arrecifes. Debido a esto y al estrés al que ha estado sometido en los ultimos
anos, son necesarios mayores esfuerzos de conservacién. Para ello se requieren estudios de
genética poblacional, en los cuales se utilizan diversos marcadores moleculares. Los
microsatélites han sido uno de los marcadores mas utilizados, estos son variantes de
regiones de ADN con secuencias repetitivas de nucledtidos que suelen someterse a un
proceso de amplificacion mediante reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica
ha abierto la posibilidad de analizar varios loci microsatelitales en P. damicornis. Ya se ha
estudiado la estructura poblacional de P. damicornis en varias zonas del mundo, incluyendo
el Pacifico mexicano. Sin embargo aun no se ha estudiado la estructura genética de sus
comunidades en la regidn sur del Pacifico mexicano, donde recientemente se ha reportado la
especie genética Pocillopora tipo 1. En este trabajo se caracterizaron las relaciones genéticas
entre poblaciones de P. damicornis tipo 1 en 12 localidades de Guerrero y Oaxaca, mediante
el uso de marcadores microsatelitales amplificados por PCR. Se analizaron ocho loci, de los
cuales Pd3-005 y PV5 mostraron ser Utiles para este estudio y fueron usados en los analisis
subsecuentes. Ambos loci mostraron evidencia de alelos nulos, lo cual pudo causar sesgo en
la asignacion de genotipos. Por esto, los andlisis poblacionales se realizaron
independientemente para cada locus, en lugar de hacerlo con genotipos compuestos; esta
precaucion produjo resultados muy similares para ambos juegos de datos. La prueba de
equilibrio Hardy-Weinberg revel6 déficits de heterocigotos, que pueden ser atribuibles a los
alelos nulos, consanguinidad, efecto Wahlund, efecto Allee y reclutamiento asexual. Los
analisis de estructura genética revelaron poblaciones totalmente fragmentadas. El AMOVA
mostro que la mayor contribucion a la variacién genética fue por parte de los individuos,
seguida de las localidades vy las regiones; este ultimo nivel jerarquico contribuyé con menos
de 1% a la variacion. Los indices de fijacion también mostraron una diferenciacion
sumamente baja entre regiones (P>0.05), y diferenciaciones moderadas a elevadas entre
localidades y entre individuos (P<0.05). Esto podria explicarse en términos de estructura
genética a escala espacial fina causada por flotabilidad negativa de gametos y/o cigotos, lo
cual limitaria la dispersion larval a zonas cercanas a la colonia madre. Los andlisis de
correlacién entre distancias genéticas y geograficas, asi como los cladogramas, no mostraron
evidencia de aislamiento por distancia. El analisis de las distancias genéticas reveld que las
poblaciones de P. damicornis de Oaxaca son mas diversas que las de Guerrero. Esta tesis
representa el primer estudio sobre estructura genética de P. damicornis enfocado en el sur
del Pacifico mexicano. Sus resultados pueden servir en futuras investigaciones sobre biologia
reproductiva de la especie y en estudios sobre distribuciéon de las especies genéticas de
Pocillopora tipo 1y 3. La estructura genética fragmentada encontrada para P. damicornis en
Oaxaca y Guerrero apunta a que las estrategias para su conservacidon deberian considerar a
toda la regidn y no a comunidades coralinas especificas.

Palabras clave: microsatélites nucleares, PCR, iniciadores, estructura genética a escala
espacial fina.



RECONOCIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el financiamiento del presente trabajo a
través del proyecto “Entendiendo los procesos que garantizan la perpetuidad de los sistemas
arrecifales. Reproduccion, reclutamiento, supervivencia y conectividad de corales arrecifales
en la costa de Oaxaca” (clave CB-2007-80228-Q) a cargo del Dr. Ramdn Andrés Lopez Pérez, y
a su grupo de trabajo por su ayuda en la colecta de muestras.



DEDICATORIA

A mis padres por su apoyo, comprension y consejos.

“No olvidad que la ciencia exige del individuo su vida entera. Si tuviéeramos dos vidas,
tampoco serian suficientes” (lvan Pavlov).



AGRADECIMIENTOS

A mi director de tesis Dr. Rolando Cardefia por brindarme la oportunidad de trabajar en el
laboratorio de genética, por sus sabios consejos y por su paciencia a lo largo de todo mi
aprendizaje.

Al M. en C. Edgar Montesinos por su paciencia y ayuda en el laboratorio, pero sobre todo por
su amistad.

A “pochu” por su ayuda con los mapas y por su paciencia.
A mi familia por su apoyo durante mis estudios de licenciatura, sus asesorias y animos.

A mis compafieros de laboratorio Nayeli, Juan, Francisco, Mariano y Jessica por su ayuda con
los geles electroforéticos.

A todos aquellos con los que alguna vez conté, cuento y contaré...Ere, Juan, Alberto, Leo,
Susana, Fernando, Carlos, Rebeca, Dulce, Lorena, Blanquita, Luis, Diana, Fatima, Mildred,
Monica, José Luis y Fer, Lenin, Paquito y Xchel.



INDICE GENERAL

RESUIMEN ..ttt ettt ettt e e e ettt e e e et e e e e abb e e e e e eaab e e e e e eanbbeeeeeannteeeeaannaeeean i
RECONOCIMIENTOS ...ttt ettt ettt ettt ettt e e sttt e e e sttt e e e e ettt e e s e abbeeeesnbbeeeeesnabeeeeesnnees ii
DEDICATORIA ..ttt ettt ettt ettt e e e ettt e e e s ab bt e e s e abb e e e e e abbeeeeesaabteeeesnbaeeeennsnes iii
AGRADECIMIENTOS ..etteieiittee ettt ee e ettt ettt e e st e e s ettt ee e e sttt e e s e sabbeeeesabbeeeeenasbaeeeeeasneeeeas iv
L. INTRODUCCION. ...ttt 1
2. MARCO TEORICO......cucumiiiiiiiieiiieteieis it 2
2.1. Biologia de PocCillopora dAmiCOrnis ..............ceeuieeeeeeeeuuuiieeeeeeeeeeeiiceeeeeeeeeeeeareeeeeeeeeeeesaannns 2
2.1.1 Taxonomia Y MOITOIOZIA . ....cuvuruiieieieiiiiieiceee et e e e e e e e eees e e e eeeeeeessnanes 2
2.1.2 Distribucion Y abUNAANCIa ...ceuvveeeiiiieiiiiiiiiiccee et e e e e e eee s e e e e e eeeesanaaes 4
2.0.3 AlIMENTACION ..ttt e e s e e e e e e e e e e e e e 6
2.1 4 CreCimientO.. ..ot 7
2.1.5 ReproducCion ¥ reClUtamiENTO ...coccceeiieeiiiiiiiiee et eeeeeee e e e e e e eeeessanaes 7
2.1.6 Importancia biolOgiCa Y ECONOMICA ......ceuvvuieiieeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeerrreee e e eeeeerraee e eeaeeeens 11
2.1.7 Susceptibilidad a cambios ambientales .......ccooveeiiiiiiiiiiiiii e 11
2.1.8 ACCIONES A€ CONSEIVACION ...ccceiuitiieeiiiiiiee ettt e e e ettt e e s et e e e st r e e e s sanr e e e s snreeeessnnneeeeanns 12
2.2 Genética de poblaciones ......cooeeiiiiiii i, 12
2.2. 1 EStructura 8eNALiCa ..ococeeiiiei e, 13
2.2.2 Conectividad y flujo de 8eNeS ..o 13
2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa......cccccoeeiiiiiiii 14
2.4 Marcadores MOIECUIAIES .....cccoiiiiiiiiiiiiiiee e 15
2.4.1 Principales marcadores MOIECUIAIES .......uuuueieeii i e e e e e eeeeeens 16
2.4.2 Importancia de marcadores microsatelitales en estudios genéticos .........ccccceeeeeereeenns 19
2.5 ADN nuclear y mitoCondrial........uuueoeei i e e e e eeens 20



2.6 Estimadores y pruebas estadisticas usadas en genética poblacional..............cccceeeeeien. 21

2.6.1 FrecuenCias @lEliCas ........coeiiii it 21
2.6.2 Andlisis de varianza molecular e indices de fijacion .........cccccceeiiiiiii, 21
2.6.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg ..., 22
2.6.4 Desequilibrio en el igamiento ......ccooviiiiiiiiii 24
2.6.5 CladOZIamas ......ccevvruueiiieeeieiieeiiiiee e e e eeeeeett b reeeeeeeeeeeeastt e aeeeeeeessssstaaaeeeseeessssnnnaeeeeseeeees 24
3. ANTECEDENTES ...ttt ettt st e st e e s s e e e s e e e s e mre e e e e e sannneeeenans 24
4. JUSTIFICACION ..ottt 27
5. HIPOTESIS ..ttt 28
B OBJETIVOS ...ttt ettt e e s et e e s st e e s s e e e e sanreeeeesnnneeeeans 29
6.1 ODJETIVO ZENEIAL....ceeiiiiieiiiie e e e e et e et ree e e e eeeeeeessb b eaeeeeeeseeessstneeeeesaeeees 29
5.2 ODJETIVOS ESPECITICOS .uvvuuiiieiiiiiiiitiiieiieee ettt ee e e e et e e e e eeeeeeessareeeeeeeeeessssaaaaeeeseeeees 29
7. MATERIALY METODOS.......octiuieiiieteeieeteteteetete ettt ettt ettt eae s s seas s seseas s esenis 29
7.1 Area de @STUIO .....cuevevieieiietcteeete ettt ettt ettt ettt et ae s reas 29
7.2 COlECtA 08 MUESTIAS .. ..eiiieiiiieeee et ee ettt e e e s e e e s e e e e s e e e e ennreeeeennnneeeeas 33
7.3 EXTracCion de ADN ... ...eiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e eean 33
A N g Y o111 T r= Yol To T o I o Yo T gl =1 OF SO PPNt 34
7.5 EIECEIOTOIESIS .ttt e e e s e e s e e e e eeeas 35
7.5.1 Electroforesis €N @garoSa ......cuuuuuiiiiiieeiieiiiiiie e e e e eeeeeteee e e e e e e e e et e e e e e e e e e atrr e aaaaanns 35
7.5.2 Electroforesis en poliacrilamida.........coooeiiiiiiiiii i 35
7.6 Criterios para seleccion de l0Ci .......ccoovviiiiiiiiiii 36
7.7 Pruebas @StadiStiCas .......uuuiiiiiiiiiiiiiie e 36
7.7.1 Estimacion de tamafio de bandas ........ccouviiiiiiiiiiiiii e 36
7.7.2 ANALISIS GENEBLICOS ceuvviuiii i i e e e et e e e e e e e e e ettt e e e e e eeeeeaataaaaeeaaaanees 36



7.7.2.1 Basados €N ArleqUIN 3.5 . .iiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e et ————————————————— 36

7.7.2.2 Basados €N PhYliP 3.69 .....cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeessssessessessssreseaesanaee 37
8. RESULTADOS Y DISCUSIONES ...ttt ettt ee et s e ettt s s e eeaes s eeeeaeseeeananeens 38
8.1 Generacion de banco de extractos de ADN ..........cooociiiiiiiiiiieiiiieeeeeee e 38
8.2 Amplificacion de ADN y caracterizacion de la variacion ............ceeeeeeeieeieeiiiiiieeee e, 38
8.3 Analisis genéticos poblacionales...........uuuueiiiiiiiiiiiiiiccee e 44
8.3.1 Desequilibrio en el ligamiento y equilibrio de Hardy-Weinberg ........cccccceeeeeeeieevevvnnnnen. 44
8.3.2 FreCUBNCIAS BENETICAS. ....eevvitiieeieeeeeeeeeetiiee e eeee ettt ree e e e eeeeeeesstaeeeeeeeeeesssanaaeeeeseeesssnnnns 47
8.3.3 EStrUCTUIA BENETICA .. .ceeeeeeiiiiiee ettt e e e e et e et eeeeeeeeeeeessaaaaeeeeeeeeeessnnnns 51
8.3.4 DistanCias SENETICAS ..ccvvvvrrriieiiieeeeeeeet et e e ettt rer e e e e e e et e ee it ereeeeeeeeeessbaaaeeeeeeeeesrraans 52
9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. ......u ittt eeeeeteie e e e e ettt eeeeeeeennaas 56
10. REFERENCIAS ..ottt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e eeeeas e e e eeeeeeesnnnaaeeeaaeenes 58
ANEXOD ettt e e e e ettt e et e e ettt e b bt e e et e teara e e e e e e eeeernna e as 68

Vii



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Filogenia generalizada de la clase Anthozoa (Tomado de Rivas, 2009)...........cccc...... 2
Figura 2. Colonia de Pocillopora damicornis (Tomado de Cortés y Guzman 1998). ................. 3

Figura 3. Distribucion de P. damicornis en el Pacifico mexicano (Modificado de Reyes-Bonilla
Y LOPEZ-PEIEZ 1998) ....uuuuuueuiuiiiiiiiiiititii s 6

Figura 4. Amplificaciéon de un segmento de ADN por medio de PCR (Tomado de Escobar-

Y10 ol=Te [o 1 0 i i PR UPU PR 15
Figura 5. Patrones de corrientes en el POT en octubre (Tomado de FAO, 1995). ......ccccccc.... 31
Figura 6. Area de estudio con ubicacién de las localidades de muestreo ........cccoveveeveevenne... 32
Figura 7. Gel electroforético de agarosa con ADN de calidad variable ...........ccccvvvvvvieeneninnnnn, 38
Figura 8. Patrones de bandeo representativos de los loci analizados.........c.cccovvvvvvvvieeeeeinnnnns 41
Figura 9. Patron de bandeo de los loci estudiados. ..........ceevvuviieeiiiiiiieiiiiiiieeeeeeeeeeeieeee e 43
Figura 10. Frecuencias alélicas por @Stad0. ..........uuueeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiiieeee e e eeeeerre e e eeeeeees 47
Figura 11. Frecuencias alélicas por 10calidad. ........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeiceee e eeeens 48
Figura 12. Relacidon entre distancia geografica y distancia genética.......cccoeeeeeevivvvvvniieneeinnnnns 54
Figura 13. Cladogramas a partir de distancias genéticas de la matriz de Reynolds................. 55

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla I. Cantidad de muestras colectadas por localidad. .......ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiccece e, 33
Tabla II. Loci microsatelitales analizados. .......c.euveeiiiiiiiiiieeeeee e 34
Tabla lll. Composicion de la mezcla de reaccion para PCR. ......cooveiiieiiiiiicceee e 35
Tabla IV. Cantidad de muestras con productos de PCR, por localidad..........cccceeevieeiiiecicecnnnnn. 39
Tabla V. Loci seleccionados con base en |0s criterios propuestos ...........eevveeeeeeeeereeevrveenennn. 40
Tabla VI. Prueba de equilibrio Hardy-Weinberg por 8rupo. .......cceeeeeeeeeeeeviriiiiieeeeeeeeeericeeenne 46
Tabla VII. Frecuencias genotipicas por localidad. ......cccooeeievveeiiiiiiieniiiieeeeicceeee e, 50
Tabla VIII. AMOVA € indices de fiJaCiON. ....eeeiieiieeiiiiiiciee e e eeeeer s 51





