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RESUMEN

La conectividad genética tiene un papel fundamental en la persistencia de las poblaciones al
promover el flujo de genes a partir del intercambio de individuos entre poblaciones. En la mayoria
de organismos marinos, la conectividad esta influenciada por caracteristicas de historia de vida de
las especies, como la duracién de vida larvaria, y también por posibles barreras oceanogréaficas y
geograficas. En este estudio se analizd la conectividad genética del pez damisela Stegastes
acapulcoensis entre seis localidades del Pacifico Oriental Tropical (POT) separadas por una
distancia geografica maxima de = 4.070 km. Se examin0 la diversidad y estructura genética
empleando secuencias de la region control de ADN mitocondrial, detectandose alta diversidad
dentro de las localidades (Hd = 0.966) y ausencia de diferenciacion genética entre ellas (®st =
0.013). Estos resultados sugieren que S. acapulcoensis tiene alta conectividad en el POT, lo cual
puede ser explicado considerando la duracion larvaria pelagica y los patrones de direccion de las
corrientes, asi como los cambios oceanograficos estacionales y eventos climaticos extremos. La
informacion obtenida es relevante para comprender los patrones de dispersion de especies con
historias de vida similares a S. acapulcoensis y para tomar decisiones informadas respecto a

evaluacion y mejoramiento de las redes de Areas Marinas Protegidas (AMP's) del POT.

Palabras clave: ADN mitocondrial, Flujo genético, Genética de poblaciones, Peces de arrecife,

Regidn control.



ABSTRACT

Genetic connectivity plays a fundamental role in the persistence of populations by promoting gene
flow from the exchange of individuals between populations. In most marine organisms,
connectivity is influenced by life history characteristics of the species, such as larval life span, and
also by possible oceanographic and geographic barriers. In this study, we analyzed the genetic
connectivity of the damselfish Stegastes acapulcoensis among six localities in the Eastern Tropical
Pacific (ETP) separated by a maximum geographic distance of = 4.070 km. Genetic diversity and
structure were examined using mitochondrial DNA control region sequences, detecting high
diversity within localities (Hd = 0.966) and no genetic differentiation among localities (Pst =
0.013). These results suggest that S. acapulcoensis has high connectivity in the ETP, which can be
explained by considering pelagic larval duration and current direction patterns, as well as seasonal
oceanographic changes and extreme weather events. The information obtained is relevant for
understanding dispersal patterns of species with similar life histories to S. acapulcoensis and for
making informed decisions regarding evaluation and improvement of the ETP's Marine Protected
Areas (MPA's) networks.

Key words: Control region, Gene flow, Mitochondrial DNA, Population genetics, Reef fish.
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INTRODUCCION

La conectividad genética tiene un papel fundamental en la persistencia de las poblaciones al
promover el flujo de genes a partir del intercambio de individuos entre poblaciones (Cowen et al.
2007). Ademés de las mutaciones espontaneas, el flujo genético es una fuente importante de
diversidad genética, la cual permite que las poblaciones se mantengan en el tiempo al contribuir
con su viabilidad (Martinez et al. 2018). Una alta diversidad genética les confiere a las poblaciones
caracteristicas ventajosas en relacion a su capacidad de adaptacion y resiliencia frente a cambios
medio ambientales (Reed & Frankham 2003). Por el contrario, las poblaciones que presentan poca
variabilidad genética, ya sea por presiones selectivas, endogamia o aislamiento, tienden a la
extincién mas facilmente al ser mas vulnerables a los efectos de deriva genética dada la pérdida

de potencial adaptativo y su capacidad para sobrevivir (Reed & Frankham 2003).

El flujo genético de organismos marinos con fase larvaria se ve influenciado directamente por las
corrientes marinas, las cuales actian como un importante medio de dispersidn durante esta etapa
(Cowen et al. 2007, Cowen & Sponaugle 2009). Durante su etapa larval, los organismos marinos
tienen el potencial para dispersarse largas distancias. En algunos estudios se ha demostrado que en
organismos marinos la duracion larval pelagica (PLD por sus siglas en inglés) esta relacionada
directamente con la distribucion geogréafica, flujo genético y conectividad entre las poblaciones
(Doherty et al. 1995, Grantham et al. 2003, Weersing & Toonen 2009). No obstante, es un tema
muy debatido al no encontrarse correlacion en especies con valores altos de PLD (Wellington &
Victor 1989, Shulman 1998, Baums et al. 2006, Bowen et al. 2006). A pesar del alto potencial de
dispersion de estos organismos, la conectividad puede ser interrumpida por barreras naturales que
dificultan su dispersion (Robertson & Allen 2015) al ejercer un efecto de aislamiento al flujo
genético, ya sea por cambios de hébitat, variacion en los gradientes térmicos o direccionalidad de
las corrientes (Walker 1960, Thomson 1979, Robertson & Allen 2015).

En el POT se presentan una serie de barreras oceanograficas y geograficas que pueden restringir
la dispersion de las especies y el flujo genético entre poblaciones de organismos marinos
(Robertson & Allen 2015). Estas barreras estan representadas por sistemas oceanograficos de
surgencia y corrientes, y dos franjas continentales que carecen de costas rocosas, limitando la

ocurrencia e interrumpiendo la distribucion geografica de algunas especies asociadas a estos
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ambientes (Craig et al. 2006, Robertson & Cramer 2009, Robertson & Allen 2015). Estas dos
franjas costeras estan compuestas por fondos blandos (arenosos y lodosos): la Brecha de Sinaloa,
que tiene 300 km de largo y va desde Topolobampo hasta Mazatléan, y la Brecha Faunistica del
Pacifico de América Central, descrita por Springer en 1959, que tiene 750 km de largo y esta
comprendida entre el Golfo de Tehuantepec, al sur de México, y Acajutla al noroeste de El
Salvador (Robertson & Allen 2015, Figura 1). Los sistemas de afloramiento estacional o
surgencias también son unas de las barreras para la dispersion de organismos marinos en esta
region (Robertson & Allen 2015). Estos sistemas resultan de los flujos divergentes e interacciones
entre vientos y corrientes hacia el norte y hacia el sur que provocan una disminucién en la
temperatura ocednica y un aumento en los niveles de nutrientes y productividad primaria
(Pennington et al. 2006, Robertson & Allen 2015). Por el contrario, los eventos durante la
Oscilacion de EI Nifio (ENSO) hacen que las aguas en esta regiéon del Pacifico se calienten
estacionalmente de manera considerable, ocasionando que los rangos de distribucion de muchas
especies se expandan (Love et al. 2005). En esta region del Pacifico se presentan principalmente
cinco sistemas de surgencias localizados en Bahia de Banderas, Golfo de Tehuantepec, Domo de
Costa Rica, Golfo de Papagayo y la Ensenada de Panama (Pennington et al. 2006, Figura 1).

Las damiselas del género Stegastes pueden considerarse un modelo bioldgico ideal para realizar
estudios de genética de poblaciones, conectividad y patrones de dispersién, dado su amplio rango
de distribucion geogréfica y potencial de dispersion (Ruttenberg & Lester 2015), asi como los

nimerosos estudios en relacion a su biologia y ecologia (Frédérich & Parmentier 2016).

Para el desarrollo de estudios sobre estructura genética en poblaciones de peces las secuencias no
codificantes de la region control (D-Loop) del ADN mitocondrial (ADNmt) han sido ampliamente
utilizadas debido a su alta tasa de mutacion (Avise 1994, Van Herwerden et al. 2006, Klanten et
al. 2007, Bay et al. 2008, Dominguez 2011, Steinberg et al. 2016). Estas permiten identificar
patrones de variacion en las poblaciones a través de escalas espaciales y temporales historicas,
bajo el supuesto de que individuos relacionados por via materna, compartirian la misma secuencia
(haplotipo), y que las mutaciones no se encuentran asociadas a eventos de recombinacion debido

a que el ADNmt es heredado matrilinealmente (Lee et al. 1995, Bernardi et al. 2014).

En el POT son pocos los estudios sobre conectividad en peces de arrecife, particularmente en

especies con distribucion predominantemente continental (Craig et al 2006, Saarman et al. 2010,



Urbiola-Rangel & Chassin-Noria 2013, Ledn Pech 2015, Rodriguez-Moreno 2017). Los estudios
existentes, han incluido mayormente especies transpacificas y con poblaciones en las islas
oceanicas (Muss et al. 2001, Craig et al. 2007, Lessios & Robertson 2006, Fitzpatrick et al. 2011).
En el estudio de Rodriguez-Moreno (2017) en el que se emplearon microsatélites, polimorfismos
de nucledtido unico (SNP's por sus siglas en inglés) y secuencias D-Loop, no se encontrd estructura
genetica en S. acapulcoensis entre localidades del Pacifico colombiano. Urbiola-Rangel &
Chassin-Noria (2013) por su parte, tampoco detectaron diferenciacién genética entre las
poblaciones estudiadas de esta misma especie en localidades del Pacifico mexicano separadas por

una distancia maxima de 435 km.

Este estudio tiene como objetivo principal examinar el grado de conectividad y diversidad genética
de S. acapulcoensis abarcando localidades distribuidas a lo largo de su rango geografico, con el
fin de complementar la informacion existente sobre conectividad de esta especie en el POT. La
falta de informacion sobre conectividad de S. acapulcoensis en un rango mas amplio del POT, y
en general, de especies arrecifales con rangos amplios de distribucion en la costa continental de la
region resalta la importancia de esta investigacion. Estos resultados podrian aportar informacion
atil para la evaluacion y manejo de redes de AMP's del POT, y apoyar iniciativas que promuevan
la conservacion de los ecosistemas marinos a través de la conectividad. Adicionalmente, podrian
resultar Gtiles para futuros estudios de genética de poblaciones a gran escala, que integren
marcadores genéticos con diferente resolucion, con el fin de conocer fenébmenos recientes que
puedan ser de interés tanto en S. acapulcoensis, como en otras especies con rasgos de vida similares
enel POT.



OBJETIVOS

Objetivo General

Estimar la diversidad y conectividad genética entre localidades distantes del POT del pez damisela
Stegastes acapulcoensis e identificar la posible influencia de barreras oceanograficas y geograficas

de esta region sobre el flujo genético de la especie.

Objetivos Especificos

1. Analizar la estructura genética de S. acapulcoensis en el POT, con el fin de determinar el
grado de conectividad de la especie en la region.
2. Estimar la diversidad genética de S. acapulcoensis en localidades distantes del POT.



METODOLOGIA

Area de estudio

El POT se extiende desde la Bahia de Magdalena en la costa suroeste de la peninsula de Baja
California (24 °N) (México) hasta la parte norte de Pert en Cabo Blanco (4 °S) (Robertson &
Allen 2015). Esta region incluye los archipiélagos de Galdpagos y Revillagigedos, y las islas
Malpelo, del Coco y Clipperton (Robertson & Allen 2015). EI POT es la region biogeografica
marina mas aislada del mundo. Entre el Pacifico central y oriental, desde las Islas Line hasta el
atolon de Clipperton, se encuentra La Barrera del Pacifico Oriental (BPO). Esta barrera de
aproximadamente 5400 km de extensidn de aguas oceanicas profundas sin stepping stones, (islas
que pueden funcionar como trampolines para promover la dispersion) constituye el mayor
obstéaculo biogeografico marino, separando el POT de las islas del Pacifico central (Briggs 1961,
Lessios et al. 1998). Otra barrera que aisla esta region es el Istmo de Panama, que la separa del
Gran Caribe desde su cierre definitivo, hace aproximadamente 3 millones de afios, segun algunos
autores (Coates et al. 1992, Robertson & Allen 2015) y entre 13 y 15 millones de afios segln
Montes et al. (2015).

Esta region biogeografica posee tres zonas climaticas: (1) La zona ecuatorial, comprendida entre
Costa Rica y Ecuador, es el area con mayor complejidad y fluctuaciones debido a las corrientes,
eventos de surgencia, impactos del ENSO, cambios en los regimenes de lluvia, variacion de habitat
litoral y presencia de estuarios, manglares y complejos de islas. (2) La zona subtropical, va desde
el lado suroeste del Golfo de California hasta Nicaragua, donde su costa es mas recta y posee
menos islas en comparacion con la zona ecuatorial. Su sistema de corrientes es relativamente
sencillo, posee litorales de fondos blandos y sus condiciones ambientales costeras son secas, por
lo que se considera el area mas homogénea de la region (Robertson & Allen 2015). Sin embargo,
el Golfo de California representa la zona mas compleja y dindmica en términos de temperatura,
mareas, afloramiento y geografia (Aguirre et al. 1995). (3) La punta de la Peninsula de Baja
California, es un area dinamica que posee caracteristicas climaticas y ambientales particulares, al
ser una zona de transicién entre los ambientes tropical y templado. Esto la hace un punto de alto

endemismo de especies de peces tropicales dentro de la region del POT (Robertson & Allen 2015).
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Figura 1. Mapa del area de estudio indicando las corrientes, brechas faunisticas (lineas punteadas
color café), puntos de surgencia (en verde) y localidades de muestreo en el POT (dentro de
recuadros color rosa) Las siguientes abreviaturas corresponden a las corrientes: CC: Corriente de
California, CCM: Corriente Costera Mexicana, CCCR: Corriente Costera de Costa Rica, CP:
Corriente de Panama, CCL: Corriente de Colombia, CH: Corriente de Humboldt, CCNE:
Contracorriente Norecuatorial, CE: Corriente Ecuatorial y CCSE: Contracorriente Surecuatorial.

El POT tiene diversos sistemas de corrientes que varian estacionalmente y podrian actuar como
barreras oceanograficas (Fiedler & Lavin 2017). La corriente costera principal al norte del Ecuador
es la Corriente de Costa Rica, que fluye a altas velocidades durante junio y julio desde Costa Rica
en direccion al noroeste, hasta Cabo Corrientes (Figura 1). De agosto a diciembre varia un poco
su direccion alejandose de la costa luego de su paso por el Golfo de Tehuantepec, y finalmente se
une con la Corriente Ecuatorial del Norte (Wyrtki 1965). La Corriente de Panama fluye hacia el
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suroeste entre enero y abril, desde la Ensenada de Panama hacia Galapagos, y se encuentra con la
Corriente Ecuatorial que tiene un flujo contrario (Robertson & Allen 2015, Figura 1). La Corriente
de Colombia, fluye paralela a la costa pacifica colombiana en direccion sur — norte en forma de
remolino eliptico (Figura 1) y tiene mayor fuerza entre diciembre y abril (Wyrtki 1965).

Las corrientes son de mayor complejidad en la zona ecuatorial, debido a que es un &rea en la que
convergen flujos de corrientes circulares que van en direcciones contrarias (Robertson & Allen
2015). La Corriente Ecuatorial Submarina se bifurca en el Ecuador, las ramas se separan por la
banda de divergencia de la zona ecuatorial y las zonas de afloramiento (Figura 1). El flujo de esta
corriente es predominante de mayo a diciembre (Wyrtki 1965) y tiene gran influencia sobre el lado
oeste de las Galapagos, siendo la encargada de las condiciones de surgencia en el complejo de islas
de este archipiélago (Fiedler & Lavin 2017). La Contracorriente Norecuatorial es la corriente
superficial principal, se desarrolla con mayor fuerza entre julio y diciembre (Wyrtki 1965) y se
dirige hacia el Pacifico central llevando agua desde el POT (Robertson & Allen 2015, Figura 1).
La Contracorriente Surecuatorial también tiene un flujo en direccion este — oeste (Kessler 2006,
Robertson & Allen 2015, Figura 1) y es mas fuerte entre julio y noviembre (Wyrtki 1965).

La Corriente de Humboldt fluye frente a la costa de Per( hacia el noroeste y se introduce en la
circulacion anticiclonica del Pacifico sur (Wyrtki 1965, Figura 1). Es una corriente superficial fria
y débil, con un flujo marcado de abril a septiembre (Wyrtki 1965). Esta genera una compleja
interaccion de sus aguas frias en la parte sur del archipiélago de Galapagos con las aguas calidas
tropicales de la parte norte (Robertson & Allen 2015). La corriente de California, al igual que la
corriente de Humboldt, es una corriente fria que llega de las zonas templadas hacia el Ecuador
(Fiedler & Lavin 2017, Figura 1). Esta corriente fluye casi paralela a la costa durante su época mas
fuerte, de febrero a junio, y su velocidad se debilita cuando se aleja de la costa en julio (Wyrtki
1965). Estas corrientes frias marcan los limites norte y sur del POT. La Corriente Costera
Mexicana fluye intensamente durante primavera y otofio desde el Golfo de Tehuantepec a la
entrada del Golfo de California, y cambia de direccion hacia el sur en junio, uniéndose a la
Corriente de California (Kessler 2006, Figura 1). Las dinamicas e interacciones de las corrientes
explican en parte los sistemas de afloramiento que se presentan en las costas y regiones insulares
del POT (Kessler 2006, Robertson & Allen 2015).



Especie de estudio

El pez damisela Acapulco, Stegastes acapulcoensis (Fowler 1944) (Pomacentridae), se distribuye
ampliamente en la costa continental del POT, desde la Peninsula de Baja California central
(México) hasta Chile, incluyendo los archipiélagos de Revillagigedos y Galapagos, y las islas
oceanicas de Malpelo e Isla del Coco (Allen & Woods 1980, Robertson & Allen 2015). Esta
damisela endémica del POT, es comun en arrecifes coralinos y rocosos, a una profundidad entre 1
y 16 m. Es una especie omnivora, con fuerte tendencia a la herbivoria (Daza et al. 2013), y alcanza
una longitud hasta 18 cm (Robertson & Allen 2015). Los machos adultos son sedentarios y
altamente territoriales, cultivan y cuidan el tapete de algas de las cuales se alimentan, y en las que
establecen sus sitios de anidacion (Knapp & Warner 1991, Robertson & Allen 2015). Las hembras
depositan sus huevos en el sitio de anidacion y el macho los fertiliza y cuida (Knapp & Warner
1991, Robertson & Allen 2015). Dependiendo del lugar de colecta, la etapa larvaria pelagica puede
durar entre 17 y 43 dias (Wellington & Victor 1989, Rodriguez-Moreno, datos sin publicar). Los
peces damisela tienen una PLD relativamente corta en comparacion con otras familias de peces
arrecifales, pero se considera que los géneros mas extendidos del Pacifico oriental como Stegastes
exhiben duraciones larvarias mas largas y variables (Wellington & Victor 1989), periodo de
tiempo que les permite dispersarse hacia nuevos habitats que van mas alla de su rango geografico
habitual (Grove et al. 1986). Incluso algunas larvas logran desplazarse desde la costa del continente
hasta las islas (Robertson & Allen 2015). Es asi como S. acapulcoensis puede encontrarse también
en islas oceanicas de la regién. Las estimaciones en relacion con la tasa maxima de dispersion del
género Stegastes sugieren que las larvas se dispersan por corrientes a una velocidad maxima de 18
km/d (Victor 1987).

Muestras de tejido

Para este trabajo se contd con las muestras de tejido, por lo tanto, no fue necesario hacer trabajo
de campo. Las muestras de Gorgona se colectaron en el marco de la tesis doctoral de Melina
Rodriguez Moreno, entre los afios 2010 y 2015 (Rodriguez-Moreno 2017). Los tejidos de las
localidades de las islas Galapagos, México y Panama fueron enviados por los colaboradores
Giacomo Bernardi, Ph.D y Remy Gatins de la Universidad de California. Los 69 individuos de
Stegastes acapulcoensis estudiados fueron colectados en las siguientes localidades del POT: Isla

Rabida, Isla Genovesa e Isla Santa Cruz (agrupadas como Galapagos) (n=11); Isla Gorgona



(n=15); Isla Contadora e Isla de Taboga (agrupadas como Panama) (n=8); Ixtapa (n=17); Mazatlan
(n=8) y Cabo San Lucas (nombrado Baja California) (n=10). Las localidades de México se
dividieron en tres debido al elevado nimero de muestras disponibles en comparacion con las otras
localidades. A excepcion de la localidad de muestreo en Mazatlan e Isla Contadora, todas las
localidades de muestreo son AMP's del POT.

Extraccion de ADN y amplificacion

El ADN gendmico fue extraido de las muestras de tejido de aleta 0 masculo con el kit de extraccion
DNeasy Blood and Tissue® de Qiagen™ siguiendo las instrucciones del fabricante. Se verificé su
calidad y concentracion en NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific™) y por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (Anexo 1). Se amplifico el fragmento D-Loop de la regién
control mitocondrial con el cebador universal CR-A (TTC CAC CTC TAACTC CCA AAG CTA
G) (Lee et al. 1995) y el cebador disefiado especificamente para Stegastes ST DLOOP H1 (CTG
GAY AGA YRG CAC GGC ATG G) por Bernardi et al. (2014). Para el PCR se emple0 el kit de
amplificacion GoTaq® Flexi DNA Polymerase 500u (M8295) de PROMEGA™, y se us6 un
termociclador Bio-Rad T100™. El Master Mix para la reaccion de PCR contenia: 15.7 pl de
ddH20, 5.0 pl 5X de buffer de PCR, 1.5 pl de MgCl2 (25 mM), 0.5 pl de dNTP's (10 mM), 0.5 pl
de cebador CR-A (10 uM), 0.5 ul de cebador STDLOOP (10 pM), 2.5 U de Taq Polimerasay 1
ul de ADN, para un volumen total de reaccién de 25 pl. Con el fin de descartar contaminaciones

se incluy6 un control negativo (sin ADN) en cada reaccion.

Se realizé un PCR con el método touch-down para aumentar la especificidad de la reaccion. El
perfil térmico consistié en un primer ciclo de desnaturalizacién a 95 °C durante 2 minutos, seguido
de 5 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 95 °C, un alineamiento a 53 °C durante 30
segundos y una extension a 72 °C durante 90 segundos. Se llevaron a cabo otros 5 ciclos con una
temperatura de alineamiento de 51 °C por 30 segundos, seguidos de 25 ciclos con una temperatura

de alineamiento de 49 °C por 30 segundos y un paso final de extensién a 72 °C durante 5 minutos.

Los productos de amplificacion fueron evaluados por medio de electroforesis en gel de agarosa al
1.5 % y aquellos productos de PCR con fragmentos de alrededor de 500 pb y una concentracion
entre 20 y 50ng/uL fueron enviados a Macrogen, Inc. (Seul, Corea del Sur) donde fueron
purificados con Sephadex™ (GE Healthcare Life Sciences) y posteriormente secuenciados a

través de la técnica de secuenciacion por capilaridad de Sanger.



Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron alineadas por medio del algoritmo ClustalWW en Geneious
v2021.1.1(Biomatters Ltd) y fueron editadas manualmente para descartar ambigiedades. El
numero de haplotipos (K), el namero de sitios polimorficos (S) el numero promedio de diferencias
por nucledtidos (k) y el indice de neutralidad R2 (Ramos-Onsins & Rozas 2002) se calcularon con
el programa DNAsp v6.0 (Librado & Rozas 2009). La historia demografica fue examinada traves
de un analisis de distribucion de diferencias (mismatch distribution) (Slatkin & Hudson 1991,
Rogers & Harpending 1992) en DNAsp v6.0. Con el programa Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier &
Lischer 2010), se estimaron la diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica (=), asi como los indices
de neutralidad demografica Dt de Tajima, (Tajima 1989) Fs de Fu, (Fu 1997) y el estadistico
demogréfico de irregularidad de Harpending's (r) (Harpending et al. 1993). La distribucion de la
diversidad genética dentro y entre las localidades se cuantific6 con un andlisis de varianza
molecular AMOVA (Excoffier et al. 1992) en Arlequin v3.5.2.2. Para determinar si las localidades
estaban estructuradas genéticamente se calcularon las diferencias entre ellas por medio de un
andlisis pareado de los indices ®st. Para determinar la significancia de los valores p del analisis
®st se llevd a cabo una correccion de Bonferroni (Rice 1989). Los indices estadisticos fueron
interpretados con o = 0.05. Se construyo6 una red de haplotipos que ilustra las relaciones entre los
haplotipos muestreados conectandolos segun su similitud genética y cantidad de mutaciones, con
el método de inferencia estadistica TCS Network (Clement et al. 2002) en el programa PopART
v1.7 (Leigh & Bryant 2015). En Excel se graficaron las tortas de haplotipos para cada localidad y

se ubicaron en el mapa de acuerdo a su ubicacién geografica.
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RESULTADOS

Diversidad y estructura genética

Las 69 secuencias de la region control de ADNmt alineadas comprendian una longitud total de
431 pb, considerando 10 sitios con gaps. Se identificaron 50 sitios polimorficos (S), que incluian
23 sitios variables singleton (no informativos). Con base en los sitios variables se encontraron 50
haplotipos mitocondriales (K) de los cuales 44 fueron privados y 6 compartidos. En consecuencia,
se encontraron altos niveles de diversidad haplotipica (Hd = 0.966). La diversidad nucleotidica (n
= 0.071) evidencia la baja divergencia entre las secuencias debido a que los haplotipos difieren

entre si en un promedio de 3,6 sustituciones de nucledtidos (Tabla 1).

Tabla 1. Medidas de diversidad genética y estadisticos demogréaficos (£ SD) obtenidos de la regién
control mitocondrial de S. acapulcoensis en las localidades muestreadas del Pacifico Oriental
Tropical. N = numero de individuos, K = nimero de haplotipos, S = nimero de sitios polimorficos
Hd = diversidad haplotipica, = = diversidad nucleotidica, Dt = estadistico D de Tajima, Fs =
estadistico Fs de Fu, Rz = estadistico Ramos-Onsins & Rozas y r = indice de irregularidad de

Harpending.
Estadisti d afi
. Diversidad genética p; STACISTICOs CemOograticos

Localidad N K S Indices de neutralidad

Hd 1 D1 Fs Rz r
Baja California 10 8 14 0.956(+ 0.059) 0.068 (+ 0.043) -1.454 -3.158* 0.172% 0.036
Mazatlan 8 7 13 0.964 (+0.077) 0.088 (+ 0.055) -0.630 -2.221 0.186* 0.075
Ixtapa 17 14 20 0.948 (+0.044) 0.073(+0.044) -1.518% -6.997%%* 0.142**  0.015
Panama 8 7 9 0.964 (+0.077) 0.049 (£ 0.033) -1.471 -3.894 0.200%* 0.068
Gorgona 15 13 21 0.981 (#0.031) 0.076(+0.046) -1.686* -8.297%%+ 0.148**  0.068
Galapagos 11 11 16 0.982 (+0.046) 0.069 (+ 0.043) -1.638* -6.124%%* 0.166%**  0.054
Media 15.5 0.966 0.071 -1.399 -5.115% 0.100%*  0.053
Total 69 50

Nivel de significancia: * < 0.05, ** < 0.01, *** <0.001.

Gorgona y Galapagos mostraron los niveles mas altos de diversidad genética (Hd = 0.981 y 0.982,

respectivamente). Sin embargo, el nimero limitado de muestras disponibles por localidad exige
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interpretar con cautela las estimaciones de diversidad, debido a que estos valores pueden estar

relacionados con el tamafo de la muestra.

Los valores ®st fueron bajos y no significativos en todas las localidades (Tabla 2). Se llevé a cabo
una correccion de Bonferroni (Rice 1989) en la que ninguna de las pruebas arrojé resultados
estadisticamente significativos obteniendo g =0.003. Se descarto la significancia de los valores ®st
que habian resultado significativos antes esta la correccion (Anexo 2). Debido a los valores ®st

tan bajos se determind que no existen diferencias genéticas entre las localidades.

Tabla 2. Valores de ®st pareados que indican si existe o no diferenciacion genética entre las
localidades de muestreo de S. acapulcoensis. No se encontraron diferencias significativas luego
de la correccion de Bonferroni. En negrita se presentan los valores que resultaron significativos en

primer nivel antes de la correccion de Bonferroni.

Baja California Mazatlain Ixtapa Panama Gorgona

Baja California

Mazatlan -0.019

Ixtapa -0.027 -0.020

Panama 0.003 0.067 0.033

Gorgona -0.008 0.046 0.034 -0.034
Galapagos 0.016 0.077 0.050 -0.025 -0.014

El analisis de varianza molecular AMOVA respalda la ausencia de estructura genética en las
localidades (Tabla 3). Estos analisis estadisticos podrian mejorar y dar resultados méas precisos con
un tamafio de muestra mayor. De acuerdo con el anélisis de varianza, el 96.5% de la variacién esta
explicada por las diferencias dentro de las localidades, es decir, que la variacion genética al interior
de las localidades fue mayor que la encontrada entre cada una de ellas y es la que contribuye con
la variacion total. El valor del estadistico ®st = 0.013 del AMOVA, no fue significativamente

diferente de cero (p > 0.05) respaldando la homogeneidad genética en S. acapulcoensis.
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Tabla 3. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de la region control mitocondrial de S.

acapulcoensis en las localidades muestreadas del Pacifico Oriental Tropical.

Gradosde Sumade Componentes indice de

Fuente d iacio 0 - Val
uente de variacion libertad cuadrados de varianza 7 variacion fijacion alorp
AMOVA GLOBAL
Entre localidades 5 10.258 0.024Va 1.33
Dentro de localidades 63 112.191 1.781Vb 98.67 ®5=0.013 0.150 (£ 0.001)
Total 68 122.449 1.805

indices demograéficos

La prueba de neutralidad de Tajima (Dt) (Tajima 1989) fue negativa en todos los sitios y
significativa (p < 0.05) para las localidades Ixtapa, Gorgona y Galapagos. Mientras que los valores
de Dr para los individuos de Baja California, Mazatlan y Panama resultaron no significativos (p >
0.05) (Tabla 1). Asi mismo, la prueba Fs de Fu (Fu 1997) fue negativa en todos los casos y presento
distintos niveles de significancia, Ixtapa, Gorgona y Galapagos: p < 0.001, Panaméa: p < 0.01 y
Baja California: p < 0.05. Mazatlan fue la Unica localidad que no presentd un Fs significativo
(Tabla 1). Una sefial de desviacion neutral negativa y significativa, es un indicativo de expansion
demogréfica (Tajima 1989, Fu 1997). En ese mismo sentido, el indice R2 (Ramos-Onsins & Rozas
2002) present6 valores significativos bajos y positivos en todas las localidades (Tabla 1), un
indicativo de expansion demografica (Ramos-Onsins & Rozas 2002). Este estadistico tiene mejor
poder para detectar crecimiento en poblaciones pequefias (Ramos-Onsins & Rozas 2002), lo que

hace adecuada su interpretacidn para este estudio.

El gréfico de distribucion de las diferencias pareadas entre las secuencias (mismatch distribution)
(Slatkin & Hudson 1991, Rogers & Harpending 1992) respalda la ocurrencia de eventos de
crecimiento del tamafio poblacional, reflejados en la forma de distribucion unimodal de las
diferencias entre las secuencias (Figura 2). El indice de irregularidad de Harpending r para cada
una de las localidades resultd bajo y no significativo, respaldando el buen ajuste de las
distribuciones observadas con las esperadas, es decir, que la distribucion obtenida se ajusta al

modelo de crecimiento esperado (Harpending 1994, Tabla 1).
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Figura 2. Patron unimodal del analisis de distribucion de desajustes (mismatch distribution) de S.

acapulcoensis en las localidades de muestreo en el POT.

Red de haplotipos

La red de haplotipos mostré 50 haplotipos conectados segun su similitud genética y cantidad de
mutaciones (Figura 3). El haplotipo méas abundante fue Hap_1 encontrado en 8 secuencias de 4
localidades de muestreo (Baja California, Mazatlan, Ixtapa y Panamd), seguido del haplotipo
Hap_4 presente en 7 secuencias de 4 localidades (Baja California, Ixtapa, Panama y Galapagos).
Estos haplotipos estarian representando los haplotipos ancestrales de la especie dada su

considerable presencia en las localidades, asi como su amplia distribucién en el POT (Figura 4).
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1 muestra

Galdpagos

Figura 3. Red de haplotipos de 69 secuencias de la regién control mitocondrial de S.
acapulcoensis inferida bajo el método estadistico TCS Network. Cada circulo representa un
haplotipo diferente y el tamafio de cada uno es proporcional al niumero de individuos con ese
haplotipo. Las lineas cortas perpendiculares a las lineas de conexién representan el nimero de
pasos mutacionales entre haplotipos. Los circulos negros corresponden a los haplotipos faltantes

inferidos por el programa.
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Figura 4. Mapa del area de estudio indicando la distribucion de los haplotipos.

El haplotipo Hap_1 difiere del resto de haplotipos por 1 0 2 pasos mutacionales, mientras que el
Hap_4 difiere de otros haplotipos por un nimero de mutaciones entre 1 hasta 8. Entre estos dos
haplotipos ocurrio un paso mutacional (Figura 3). En estos dos haplotipos considerados ancestrales
no se encontraron secuencias de Gorgona y no se presentaron secuencias de Galapagos con el
Hap_1 (Figura 4). Solo 2 haplotipos fueron compartidos con las otras localidades y uno de ellos
Hap_26 se presentd exclusivamente en estos dos sitios (Figura 4).
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DISCUSION

Este estudio examiné la diversidad y estructura genética del pez damisela S. acapulcoensis
utilizando secuencias de la region control de ADN mitocondrial. Se evidencid que S. acapulcoensis
tiene una alta conectividad genética a través del continente y las islas del POT. También se
encontré alta diversidad genética en todas las localidades. Estos resultados muestran que, para esta
damisela, las posibles barreras oceanograficas y geograficas presentes en esta region del Pacifico,
no estarian interfiriendo con la dispersion larvaria de la especie, sino por el contrario, en el caso
de las corrientes, la estarian facilitando. Resulta interesante examinar si este patron de conectividad
puede extrapolarse a otras especies arrecifales con duracion larvaria, historia de vida y distribucion

similar a S. acapulcoensis.

Los valores ®st evidenciaron la alta conectividad y el flujo genético de S. acapulcoensis a lo largo
de su rango geografico de distribucidn. Si se asume el modelo de aislamiento por distancia, seria
esperable que existiesen diferencias genéticas entre los puntos extremos de distribucion de la
especie, dada la distancia entre ellos e incluso entre localidades méas cercanas debido a la gran
escala geografica de las localidades en este estudio. Sin embargo, esta homogeneidad genética
podria ser el resultado de eventos de dispersion historicos, de incluso solo unos pocos individuos,
los suficientes para homogeneizar genéticamente estas localidades, y, que no haya una sefial de
estructuracién detectable por este marcador, el cual revela escenarios histéricos de dispersion
(Avise 1995, Shulman 1998).

En su mayoria, el flujo de genes aumenta la variabilidad genética en las poblaciones,
contribuyendo asi a su capacidad adaptativa (Reed & Frankham 2003, Martinez et al. 2018). Los
valores de diversidad genética obtenidos para S. acapulcoensis son comparables con otros estudios
de Stegastes en el POT (Urbiola-Rangel & Chassin-Noria 2013, Leon Pech 2015, Rodriguez-
Moreno 2017) y en otras regiones biogeogréaficas (Ospina-Guerrero et al. 2008, Hepburn et al.
2009, Salas et al. 2010). Stegastes acapulcoensis se caracteriza por ser abundante en los arrecifes
rocosos y coralinos del POT (Ceccarelli et al. 2006, Ramirez-Gutiérrez et al. 2007, Rodriguez-
Moreno 2017) lo que podria explicar en parte la alta diversidad genética encontrada, mientras que
especies con poblaciones pequefias, suelen tener baja diversidad genética (Avise et al. 1984). Los

indices demograficos y la red de expansion minima entre haplotipos en forma de estrella
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evidenciaron una expansion poblacional de esta especie. La gran diversidad de haplotipos y la baja
diversidad nucleotidica indican que hubo una rapida expansion (Avise et al. 1984). Muchos de
estos haplotipos eran privados o Gnicos para ciertas localidades y se observaron en baja frecuencia.
Estos estaban conectados a dos haplotipos ancestrales, los cuales eran compartidos por todas las
localidades a excepcion de Gorgona, donde no se presentd ninguno de los dos haplotipos, y
Galapagos en donde solo se encontré uno de estos dos haplotipos. Los pocos pasos mutacionales
entre los haplotipos ancestrales y el resto de haplotipos, evidencia la divergencia aparentemente
reciente de estos haplotipos.

Los procesos de expansion poblacional a menudo estan relacionados con fenémenos histéricos y
demograficos (Delrieu-Trottin et al. 2017). Algunos estudios en peces arrecifales del Pacifico
también han encontrado evidencia de expansiones poblacionales, las cuales coinciden con el
Ultimo Méximo Glacial (LGM por sus siglas en inglés) ocurrido en el Pleistoceno, durante el cual
la fluctuacion de los niveles del mar impacto la distribucion de especies (Delrieu-Trottin et al.
2017). Es presumible pensar que las expansiones reflejadas en los resultados de este estudio daten
del Pleistoceno hace aproximadamente 26.500 — 19.000 afios (Delrieu-Trottin et al. 2017).

Gorgona y Galapagos presentaron un alto numero de haplotipos privados y bajo nimero de
haplotipos compartidos con el resto de localidades. Ademas, solo estas dos localidades compartian
el Hap_26. Estos datos nos llevan a pensar que hay una conexion entre Gorgona y Galapagos, asi
como entre el continente y estas islas. Es pertinente considerar la posibilidad de que estos mismos
haplotipos se encuentren también en localidades no muestreadas entre Gorgona y Galapagos y
entre el continente y las islas. Una evidencia de la conexion entre el continente y Galapagos es el
haplotipo ancestral Hap_4, compartido con la mayoria de las localidades, entre ellas Panama,
desde donde podria haber llegado al archipiélago. Lo anterior podria ser propiciado por cambios
en el patron y velocidad de corrientes durante el ENSO (Grove 1984, Allen & Robertson 1994,
Victor et al. 2001).

Aunque Stegastes acapulcoensis es una especie predominantemente continental (Allen & Woods
1980) y su presencia en Galapagos se considera rara, (Allen & Woods 1980, Grove et al. 1986) su
distribucion insular oceénica se atribuye a un evento de colonizacion reciente, provocado por los
eventos extremos ENSO ocurridos entre 1982 — 1983 y 1997-1998 (Grove 1984, Robertson et al.

2004). Los eventos ENSO elevan la temperatura del mar, fendmeno que para algunos peces de las
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islas Galapagos resulta deletéreo ya que aumenta sus tasas de mortalidad, mientras que para
algunos peces costeros del POT es una oportunidad para expandir su rango de distribucion e
incrementar su abundancia local (Grove 1984, Robertson et al. 2004). Este fue el caso para S.
acapulcoensis, reportado como una de las especies costeras que mas aumentd su abundancia en
Galapagos por efecto del ENOS desde 1984 (Grove 1984, Allen & Robertson 1994, Victor et al.
2001). La continuidad en el reclutamiento y reproduccién exitosa de esta especie en el archipiélago

son un indicador de la colonizacion ocurrida durante estas tres Gltimas décadas (Victor et al. 2001).

Durante el ENSO hay una acumulacion masiva de agua que empuja las corrientes del POT hacia
el norte en direccion a la CCCR hasta Baja California. La CCNE incrementa su velocidad, volumen
y duracién y la CE se desplaza entre 50 y 300 m de profundidad sobre el lado oeste de las islas
Galapagos. Producto del debilitamiento de los vientos alisios que soplan desde el suroeste durante
el ENSO, la CP fluye estacionalmente (enero - abril) llevando una gran masa de aguas superficiales
en direccion suroeste hacia Galapagos, generando altas temperaturas en la humedad del aire y el
agua (Wyrtki 1985, Glynn & Ault 2000). Es probable que la CP durante el ENSO sea uno de los
medios del transporte de larvas de S. acapulcoensis y de otras especies, desde las costas de

Suramérica hacia las islas oceanicas.

Ademas del ENSO, los patrones comunes y los cambios estacionales de direccion de las corrientes
también generan rutas de dispersion de organismos marinos (Lequeux et al. 2018). En el POT las
principales rutas de transporte larvario se presentan a través de la costa de la region, producto del
impacto de la CCNE en las costas de Centroamérica, formando la CCCR hacia el norte y la CP
hacia el sur, y posteriormente incorporandose en la CE (Lequeux et al. 2018). Esto indica que hay
un transporte e intercambio larval hacia el sur desde Panama y hacia el norte desde Costa Rica, lo
que podria explicar los resultados de conectividad encontrados a traves de la costa del POT y entre
el continente y las islas. Esta conexion estaria mediada también por la PLD, que propiciaria ain
mas el transporte entre las rutas a lo largo de la costa y entre el continente y las islas oceanicas
(Lequeux et al. 2018). Adicionalmente, cabe resaltar que la conectividad en el POT puede ser
también producto de las zonas intermedias “trampolines o stepping stones” como las islas
(Lequeux et al. 2018). Por otra parte, se puede pensar que la conectividad encontrada a lo largo de

la costa continental del POT a pesar de las dos barreras geogréaficas de fondos blandos, es posible
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debido a que las larvas logran sobrepasar estas barreras por accion de las corrientes que fluyen

sobre la costa y las transportan a ambientes idoneos para su asentamiento.

En general, los estudios realizados hasta ahora con diferentes marcadores genéticos sobre
conectividad de especies congenéricas de S. acapulcoensis, han reportado ausencia de
diferenciacion genética en distancias entre 300 y 1800 km, atribuyendo esta conectividad a los
patrones de direccion de las corrientes marinas, que promueven el traslado de la especie a nuevos
sitios (Shaklee 1984, Meekan et al. 2001, Ospina-Guerrero et al. 2008, Hepburn et al. 2009, Salas
et al. 2010, Urbiola-Rangel & Chassin-Noria 2013, Ledn-Pech 2015, Rodriguez-Moreno 2017).
Los resultados de estos autores fueron consistentes con la homogeneidad genética encontrada en
este estudio, la cual demuestra que existe conectividad entre las seis localidades estudiadas a pesar
de que la distancia maxima entre ellas (= 4.070 km) es considerablemente mayor en comparacion
a las distancias en las investigaciones mencionadas. Estos resultados pueden considerarse
esperables por la duracion de la etapa larvaria pelégica de la especie y el patron dinamico de las
corrientes que estaria favoreciendo su dispersion en el POT (Doherty et al. 1995, Meekan et al.
2001).

Entender cémo funciona el flujo de genes entre las reservas, contribuye a establecer AMP's a
distancias geograficas adecuadas, con el fin de promover la conectividad, considerando que el flujo
genético es una fuente importante de diversidad que puede otorgar caracteristicas adaptativas a las
especies (Botsford et al. 2001, Palumbi 2003, Balbar & Metaxas 2019). Este estudio es un aporte
de informacién empirica sobre conectividad con gran utilidad para la validacion de los modelos
biofisicos de dispersion existentes para la region (Romero-Torres et al. 2017, Lequeux et al. 2018,
Romero-Torres et al. 2018). Sin embargo, es necesario contrastar estos resultados con marcadores
moleculares con diferente resolucion temporal (e.g. marcadores nucleares) y con capacidad de

resolver diferenciacion genética a escalas mas finas (e.g. SNP's).

Este estudio logra examinar patrones de conectividad y estructura genética incluyendo localidades
en gran parte del rango geografico de un pez arrecifal cuya distribucién abarca casi todo el Pacifico
Oriental Tropical. Este esfuerzo fue posible gracias a la colaboracion con investigadores
internacionales, teniendo en cuenta que la distribucion de muchas especies arrecifales abarca

varios paises. Colaboraciones de este tipo son urgentes e indispensables para progresar en la
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investigacion sobre conectividad en la region, ya que hay un déficit grande de informacion, y esta

es necesaria para avanzar en los esfuerzos de conservacion que se vienen dando en la region.
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ANEXOS

Anexo 1. Gel de agarosa al 0.8 % de las extracciones de ADN de las muestras de tejido de S.

acapulcoensis para comprobar la calidad de ADN. Imagen tomada por transiluminador UV.

Anexo 2. Valores de p del analisis de poblacidn por pares ®st antes de la correccion de Bonferroni.

En negrita se presentan los valores de p que resultaron significativos antes de la correccién de

Bonferroni.
Baja California  Mazatlan Ixtapa Panama Gorgona
Baja California
Mazatlan 0.573
Ixtapa 0.818 0.650
Panama 0.378 0.080 0.140
Gorgona 0.590 0.076 0.050 0.909
Galapagos 0.240 0.022 0.033 0.770 0.722
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