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RESUMEN

La micologia marina es un area de la micologia relativamente nueva, por lo que los estudios
realizados con hongos marinos son escasos, principalmente de interés taxondémico o
biogeograficos. Los estudios de ecologia molecular permiten cuantificar la diversidad genética
de las poblaciones, y hacer inferencias sobre el estado de éstas. Corollospora maritima es un
ascomicete marino que habita entre los granos de arena de las playas costeras cuya funcién
ecologica es descomponer la gran biomasa de lignocelulosa. Es una especie con un rango de
distribucion cosmopolita cuya diversidad genética se desconoce, En este estudio se examind la
diversidad genética de C. maritima en algunas playas del Océano Pacifico, mar Caribe, Golfo
de California y Golfo de México, utilizando tres marcadores moleculares ISSRs. Dada la falta
de informacidn y trabajos previos, parte del presente trabajo se enfoco en la estandarizacion de
los marcadores utilizados. Los valores de diversidad genética se obtuvieron con el programa
TFPGA, el AMOVA con el programa ARLEQUIN V.3.5.12. y la estructuracion genética con
el programa STRUCTURE V.2.3.4. A nivel playa, las poblaciones de La Paz y Cancln
obtuvieron los valores de diversidad mas altos (41.269%P; 0.124 y 0.120 Hg, respectivamente).
A nivel litoral, el mar Caribe obtuvo los valores mas altos de diversidad (38.88%P .y 0.116 Hg).
El analisis de AMOVA demostrd que el mayor porcentaje de variacion genética se encuentra
dentro de las poblaciones para cada marcador. Se detectaron 3 grupos genéticos entre las
poblaciones analizadas. Pese a las barreras geograficas representadas por continentes entre las
poblaciones, no se detectd una estructuracion genética marcada, los grupos genéticos formados
demostraron la existencia de posible flujo genético entre éstas

viii



L INTRODUCCION

A lo largo del tiempo, han existido varias definiciones de hongo marino en la literatura. Mientras
algunos autores los definen basdndose en su habilidad para crecer en concentraciones salinas
determinadas (Johnson y Sparrow, 1961; Tubaki, 1969), otros los definian basados en su
fisiologia (Meyers, 1968 b; Jones y Jennings, 1964). Actualmente, en un sentido mas estricto y
formal, con base a sus adaptaciones al medio ambiente marino en donde habitan y sus
caracteristicas ecoldgicas, se pueden definir como: a) estricto: aquellos capaces de crecer y
esporular exclusivamente en un habitat marino o estuarino; y b) facultativo: aquellos organismos
de agua dulce o de ambientes terrestres capaces de crecer (y posiblemente también esporular)
en medios ambientes marinos (Konlmeyer 1974a).

Los hongos marinos los podemos encontrar en todas las zonas oceanicas. Desde las
zonas pelagicas, flotando junto a comunidades planctonicas; hasta las zonas abisales, alcanzado
profundidades de 5000 m. En las playas costeras existen comunidades microscopicas poco
estudiadas, que abarcan desde bacterias, algas filamentosas, y flora y fauna intersticial. Entre
todos estos organismos que se adaptaron a la vida entre y sobre los granos de arena se puede
encontrar un grupo de hongos, denominado hongos arenicolas. Los hongos arenicolas sensu
stricto se pueden definir como un grupo ecoldgico microscopico que habita entre o sobre los
granos de arena, mas esto no quiere decir que obtengan sus nutrimentos de estos (Kohlmeyer y
Kohlmeyer, 1979). En su mayoria, los hongos arenicolas pertenecen al filum Ascomycota,
familia Halosphaeriaceae con 78 géneros, de estos solo tres géneros corresponden a los hongos
arenicolas. Corollospora es considerado como el género mas diverso dentro de la familia
Halosphaeriaceae, y actualmente incluye 23 especies. Destacando la especie Corollospora
maritima Werdermann (1922) por su alto potencial como organismo biorremediador,
biprospector y bioindicador.

La funcion ecoldgica de los hongos marinos no se encuentra muy lejos de la que realizan
en tierra firme. Su importancia radica en su habilidad para degradar la lignocelulosa de la
madera, la cual otros organismos no pueden. Esto es de vital importancia cuando consideramos

la vasta biomasa representada por lignocelulosa en restos derivados de manglares y otros
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materiales vegetales que llegan a las costas (restos de madera, algas, entre otros). Ademas son
organismos descomponedores de animales muertos y partes de estos (estructuras Osea, calcareas
y cartilaginosas). Por otra parte, algunos hongos marinos son patégenos para animales, y pueden
afectar negativamente la acuicultura (camaron, bivalvos y gran variedad de peces) (Alderman y
Polglase, 1986). Asimismo, los hongos marinos pueden establecer relaciones simbidticas
mutualistas (Kohlmeyer y Kohlmeyer, 1979: Khan y Belik, 1995).

La mayoria de los trabajos actuales respecto a hongos marinos se refiere a estudios
taxondmicos, fisiologicos y sobre su distribucion geografica, en contraste, estudios con un
enfoque molecular, como la genética de poblaciones, se encuentran limitados. La genética de
poblaciones es una rama de la genética que estudia las poblaciones de las distintas especies,
como éstas interactuan entre si y con el medio ambiente que les rodea. Enfocandose a la
investigacion de las fuerzas responsables al cambio a nivel microevolutivo: mutacion, seleccion
natural, flujo génico y deriva génica, y como cada uno de estas fuerzas evolutivas se relacionan
entre si. La genética de poblaciones es una parte central de la teoria evolutiva moderna, y sus
aportaciones a la biologia de la conservacion han ido creciendo conforme su teoria y practica
han ido integrandose a la disciplina que ahora se conoce como “Genética de la Conservacion”
(Eguiarte y Pifiero, 1990).

La diversidad genética es una caracteristica esencial que les permite a las especies
responder y adaptarse al medio ambiente en donde se encuentran, pudiendo responder de manera
Optima ante cambios en su habitat natural. Por lo tanto, tomando en cuenta la importancia de la
diversidad genética en las poblaciones, la pérdida de esta resultaria en la disminucion de dichas
capacidades para responder adecuadamente a los cambios del ambiente (fitness o adecuacion).
Por lo tanto, la pérdida de la diversidad genética puede causar una disminucion en la adecuacion
de las poblaciones, dejandolos vulnerables ante enfermedades y a cambios ambientales
radicales. Las poblaciones que presentan estructura poblacional (poco o nulo flujo genético) y
de tamafio pequefio (alta deriva genética, posible endogamia y con tamafos efectivos pequefios),
son las que principalmente pueden verse afectadas por disminucion de la diversidad genética.

El inicio de estudios de genética en organismos pertenecientes al reino de los hongos
(Fungi) es reciente, a mediados del siglo XX. La mayoria de los estudios se han realizado
principalmente en aquellos hongos que tienen algin tipo de interés para el hombre (médico,

industrial o alimenticio) menospreciando otros grupos de hongos de interés ecoldgico. Los



ascomicetes de hébitats terrestres, en comparacion con los de habitats marinos son los que han
sido mas estudiados, incluso en el area de la genética. Por lo que la informacién y conocimiento
respecto a los hongos marinos es escasa.

Varios estudios han podido confirmar la gran utilidad que poseen algunos hongos
marinos. AUn conociendo su utilidad para el desarrollo de plantas y animales (ya que en la
naturaleza, ocurren interrelaciones casi constantes con todos los seres vivos), e incluso para el
hombre (produccion de metabolitos secundarios de interés industrial, comercial, textil y
farmacéutico), la micologia marina ha sido muy poco estudiada.

Corollospora maritima, es un hongo marino arenicola que habita en las playas, con un
potencial significativo para las 4areas de la biorremediacion y la bioprospeccion.
Desgraciadamente, las costas arenosas estdn expuestas a impactos antropogénicos dia a dia. En
gran medida, estos impactos estdn influenciados por la ignorancia de la existencia de
comunidades marinas de interés ecoldgico, y el poco interés que se tiene para la proteccion de
estas areas. El turismo es unas de las principales causas de la destruccion de ecosistemas
marinos. Los desechos toxicos producidos y liberados por la industria y las granjas acuicolas en
las costas, afectan negativamente las diversas poblaciones de organismos costeros, incluyendo
a las poblaciones de hongos marinos. El presente trabajo estudia a Corollospora maritima desde

una perspectiva de genética de poblaciones.



II. ANTECEDENTES

I1.1. Historia de la Micologia Marina

La existencia de los verdaderos hongos marinos saprobios fue cuestionada por Bauch (1936),
quien escribio “los ascomicetes saprobios quienes juegan un papel muy importante en bosques
y suelos como degradadores de materia organica, especialmente madera, parecen estar
completamente ausentes en ambientes marinos”. Posteriores investigaciones realizadas por
Barghoorn y Linder (1944), y mas tarde por otros autores demostraron indiscutiblemente la
existencia de estos hongos en los ambientes marinos. “Marine Fungi: Their Taxonomy and
Biology” por Barghoorn y Linder (1944) fue la publicacién que impulso la micologia marina
como rama nueva de la micologia. Estos autores observaron que existe una alta diversidad de
micota marina, sin embargo, se encuentra poco estudiada, atin hoy en dia. En el mismo escrito,
Barghoorn y Linder (1944), demostraron el crecimiento y la reproduccion de hongos en madera
sumergida después de periodos de tiempo definidos.

Dicha publicacion representd un estimulo a nivel mundial para el estudio de la micologia
marina. Como resultado hubo un aumento en la descripcion de especies (la mayor parte de los
hongos marinos descritos actualmente se dio por la publicacion de Barghoon y Linder) y una
proliferacion en la literatura sobre el tema. Por ejemplo: los trabajos realizados por .M. Wilson
en Gran Bretafia (1951), W. Hohnk en Alemania (1952), S.P. Meyers en Estados Unidos (1953),
A.B. Cribb y J.W. Hernert en Australia (1954), T.W. Johnson en Estados Unidos (1956), G.
Feldmann en Francia (1957), J. Kohlmeyer en Alemania (1958), G. Duguet en Francia (1962),
E.B.G. Jones en Gran Bretafia (1962) y M. C. Gonzalez en México (1993) Otra publicacion de
gran impacto fue la primer monografia de micologia marina publicada por Johnson y Sparrow
(1961). El descubrimiento y descripcion de nuevas especies de hongos marinos fue aumentando
poco a poco. Sin embargo, la mayoria de los autores no eran mic6logos marinos sensu stricto,

ya que trabajaban con una amplia diversidad de hongos, sin algliin interés en particular por los



habitats marinos. Por lo que la micologia marina no present6 avances significativos como rama
nueva.

Hughes (1975) en una extensa revision, recopild trabajos del tema publicados desde
1961. Sin embargo, no existen descripciones taxondémicas extensas ni claves taxonomicas
completas para los hongos marinos. Las publicaciones “Icones Fungorum Maris” y “Synoptic
Plates of Higher Marine Fungi” (Kohlmeyer y Kohlmeyer, 1964-1969, 1971b) enfatizan el area,
ya que incluyen diagnosticos de hasta 90 especies, y claves de identificacion de todos los taxa
descritos hasta 1971, respectivamente.

Los primeros mic6logos marinos sensu stricto fueron los hermanos Crouan (1867),
quienes dieron los primeros pasos (al igual que Desmazieres) hacia la micologia marina como
rama nueva. Ellos describieron cinco nuevas especies de hongos marinos en su “Florule de
Finistére”, y junto con Sutherland realizaron aportaciones importantes (1915c, 1916 ab).
Desmaziéres (1849) describid el primer hongo marino facultativo, Phaeosphaeria typharum.
Posteriormente, Durieu y Montagne (1869) describieron el primer hongo marino estricto en los
rizomas de un pasto marino, Posidonia oceadnica.

En la actualidad, gracias a los avances tecnologicos, la micologia marina ha podido
avanzar en diferentes areas de su estudio, principalmente en la taxonomia e incluso en genética.
Sin embargo, desgraciadamente muy pocos estudios han usado un enfoque de genética de
poblaciones. De los pocos trabajos sobre genética de poblaciones existentes en ascomicetes se
centran en especies patogenas o de interés econdmico (Vélez, 2012). Segin Jones (2011), en las
ultimas décadas son cinco los tdpicos en los cuales la micologia marina ha avanzado
considerablemente: 1. Biodiversidad, 2. Estudios taxonomicos basados en analisis moleculares,
3. Ultraestructuras de los hongos marinos, con particular referencia en las estructuras de los
apéndices de esporas y su capacidad de adhesion, 4. Deteccion de componentes bioactivos, y 5.

Su habilidad de degradacion de la lignocelulosa.



I1.2. Hongos Marinos

Todos los organismos pertenecientes al reino Fungi son eslabones importantes en la naturaleza
como saprobios degradadores de materia organica muerta, simbiontes con plantas, bacterias y
animales, e incluso parasitas, asi como biorremediadores, limpiadores y recuperadores de areas
contaminadas (micorecuperacion). Particularmente, en ecosistemas costeros la actividad
fingica es de esencial importancia, ya que participan en vias de biodegradacién de compuestos
toxicos y de materia organica muerta en dichos ecosistemas.

Incluso conociendo que los hongos marinos son una parte significativa de la
biodiversidad marina, y tienen la capacidad para degradar un amplio rango de biomoléculas
recalcitrantes, no son considerados de interés por la comunidad cientifica.

Los macromicetes terrestres crecen en un sinfin de superficies que estan en el suelo de
bosques, necesitando un micelio extenso para absorcién de nutrientes, y un habitat sin
perturbacion para su optimo desarrollo. De la misma manera, un amplio nimero de especies
marinas se desarrollan en su mayoria en habitats protegidos, anclados firmemente en
madera/granos de arena, o resguardados en grietas, en corteza o sustrato calcareo. Los hongos
marinos costeros actualmente descritos son organismos microscOpicos con estructuras
reproductivas diminutas.

Uno de los motivos del desarrollo de cuerpos diminutos en estos ambientes costeros es
por la abrasion, que producen las olas y los granos de arena, que no permite el crecimiento de
cuerpos grandes. Por otra parte, los hébitats de algunos hongos marinos como Amylocarpus
encephaloides que posee un ascocarpo de aproximadamente 3 mm de diametro (siendo la
especie con dicha estructura mas grande actualmente descrito) y Digitatispora marina con un
basidiocarpo de 4 mm de diametro son organismos que habitan zonas calmadas permitiendo el

desarrollo de estos cuerpos grandes (Kohlmeyer y Kolhmeyer, 1979)



I1.2.1. Diversidad de hongos marinos

El nimero total estimado de especies fingicas varia mucho dependiendo del autor, pero por lo
menos alcanza un millén de especies y segiin nuevas estimaciones pueden alcanzar alrededor
de 1.5 a 1.6 millones de especies (Hawksworth 1991, 2001). En la actualidad se han descrito
alrededor de 100000 especies (Kirt ef al. 2008), siendo la mayoria de especies procedentes de
ambientes terrestres, y tan solo alrededor de 500 marinos. Varias estimaciones del nimero de
especies de hongos marinos han sido propuestas, como la de Jones y Mitchell (1996) que
calcularon alrededor de 1500 especies. Mas tarde esto se consideré6 como sobrestimado por
Liberra y Lindequist (1995) y Clement et al. (1999). Jones (2011) estimdé que puede haber
alrededor de 10000 especies de hongos marinos, sugiriendo a la vez probables errores en donde
se pudieran encontrar especies nuevas (Tabla I). Dichos errores son: 1) especies no identificadas
o mal identificadas, 2) derivados de hongos marinos (facultativos), 3) otros grupos de hongos
(e.g. Chytridiomycetes), 4) muestreos geograficos mas amplios, 5) hongos no cultivables, 6)
especies cripticas/hermanas o con morfologia similar, y 7) caracterizacion de especies parasitas

especificas.



Tabla I. Nimero estimado de hongos marinos, tomado de Jones 2011.

Grupo Nimero

de especies

Hongos marinos 560
Hongos marinos facultativos 100
Levaduras marinas 1,500
Hongos mal identificados 100
Derivados marinos 1,500
Hongos de las profundidades 300
Hongos planctonicos 500
Especies enddfitas, algicolas y cripticas 7,500
Total 12,060

Gran parte de los hongos marinos pertenecen al filo Ascomycota y en menor proporcion
a fila de Basidiomycota, Chrytidiomycota y Zigomycota, incluyendo a hongos mitosporicos. Los
hongos marinos filamentosos incluyen alrededor de 209 especies (basidiomicetes Yy
ascomicetes), las levaduras marinas con alrededor de 177 especies, y los hongos marinos no
filamentosos (i.e. quitridiomicetes, zygomicetes, etc.) comprenden alrededor de 100 especies
(Kohlmeyer, 1979). Jones et al. (2009a) reportaron 530 especies de hongos marinos que
incluyen 424 ascomicetes (251 géneros), 94 hongos mitosporicos (61 géneros) y 12
basidiomicetes (9 géneros).

La mayoria de las especies de hongos marinos fueron descritas entre los afios de 1980 -
1999, y tan solo 54 especies entre los afios del 2000 - 2011. En la actualidad la cifra es de 549
especies descritas, con 16 nuevos géneros. Diecinueve nuevas especies fueron descritas desde
Jones et al. (2009, Figura 1). Sin embargo, atin hay mas especies que estan en proceso de ser
descritas (Jones, 2011). Esto es ciertamente notable para especies de manglares (42 especies

descritas en Kohlmeyer y Kolhmeyer, 1979; 170 especies en Hyde et al., 2000), y en areas



tropicales donde continta el incremento de la descripcion de una amplia gama de nuevos taxa

(Jones et al., 2006; Koch et al, 2007).
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Figura 1. Numero de especies de hongos marinos descritas a través de los afos

de Jones et al 2009

Hawksworth (1991) menciona que menos del 10% de la biodiversidad fungica ha sido
descubierta. Kohlmeyer y Kohlmeyer (1979) declararon, “la disminucion en las descripcion de
nuevas especies de hongos marinos durante el periodo de 1970 — 1977 indica que las especies
mas comunes han sido ya nombradas, y que la adicién de nuevos taxa en el futuro es muy poco
probable”. Sin embargo, el estudio de nuevos sustratos y de nuevas areas geograficos esta siendo
tomadas en cuenta para la busqueda de hongos marinos, y esta resultando en un aumento del

nimero de nuevas especies descritas.



I1.2.2. Biogeografia de los Hongos Marinos

Lo sustratos organicos como algas, plantas acudticas, madera, entre otros se encuentran en su
mayoria a lo largo de las costas, donde proveen los nutrientes necesarios para el desarrollo
optimo de los hongos. La mayoria de los hongos marinos se encuentran parasitando plantas y
animales, como simbiontes formando liquenes, y como saprobios en material organica de origen
animal o vegetal. Algunos otros se encuentran flotando en la superficie de los océanos, y otros
tantos anclados en una amplia diversidad de superficies. Todos estos organismos marinos los
podemos encontrar desde la superficie hasta las profundidades oceanicas, e incluso en tierra
firme. La distribucion de los hongos marinos esta limitada principalmente por factores fisicos y
quimicos: concentracion de oxigeno, temperatura y pH (Jones, 2000).

La biogeografia de los hongos marinos no esta del todo clara. Por lo general, la
informacion basica obtenida de la distribucion de especies fungicas marinas coincide con la
ubicacion de los laboratorios cercanos a las costas, o muestras tomadas por personas no
relacionadas con la micologia marina. Basados en niimeros limitados de estudios de hongos
marinos, no es posible establecer una region micogeografica como con otros organismos (Van
den Hoek, 1975). G.C. Hughes (1974), dividi6 los océanos en 5 regiones biogeograficas
determinadas principalmente por la temperatura: artica, templado norte, templado sur, sub-
tropical norte, sub-tropical sur, tropical y antartica. Proponiendo a la vez el mapa con las
divisiones de las areas. Este esquema permite una precisa clasificacion y terminologia para la
distribucion de los hongos marinos y sirvié como base para futuros estudios biogeograficos

(Figura 2).
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Figura 2. Regionalizacion geogréfica para los hongos marinos (Hughes, 1974).

Kohlmeyer y Kohlmeyer (1979, 1983) no lograron asignar especies de hongos marinos
a las dareas propuestas por Hughes (1974), ya que la informacién de la distribucion de especies
es tan escasa que no es posible hacer una generalizacion significativa. Los principales problemas
que se tuvo con estas divisiones fueron con las especies cosmopolitas, en el momento de intentar
colocarlas dentro de alguna region en particular, perdiendo el sentido del término.

Los estudios biogeograficos aplicados para hongos marinos son insuficientes, por lo que
serd un camino muy largo por recorrer para poder tener un conocimiento completo del tema.
Uno de los mayores problemas es la incapacidad de cuantificar el nimero de hongos marinos.
Por lo que sera esencial realizar estudios donde no hay registros de colecciones, particularmente

en el hemisferio sur, el Artico, Antartica, y el Océano fndico (Kohlmeyer and Kohlmeyer, 1979).
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I1.2.3. Taxonomia de los Hongos Marinos

Algunos micologos no estan interesados exclusivamente en la caracterizacion y descripcion de
especies, sino también en demostrar una relacion entre la filogenia y evolucion de los taxa.
Generalmente se espera que la relacion entre especies ayude no soélo al desarrollo de los
esquemas de clasificacion, sino también para poder entender como los hongos han
evolucionado. Las especies fingicas pueden estar relacionadas unas con otras morfoldgica-,
fisiologica-, bioquimica-, y ecoldgicamente. Todos estos datos pueden utilizarse para la
clasificacion de los hongos marinos (Shearer, 1986).

Los hongos en general constituyen un grupo independiente llegando al rango de reino
junto con los animales, plantas, protistas y bacterias. De la misma manera que los animales, los
hongos poseen la capacidad de generar enzimas hidroliticas para metabolizar polimeros. Pero a
diferencia de los animales, los hongos son capaces de sintetizar enzimas degradadoras para
obtencion de sus nutrimentos por absorcion. El reino Fungi representa un clado muy diverso de
organismos heterotrofos que comparten algunas caracteristicas con los animales, como las
estructuras con quitina, el almacenamiento de glucogeno y el codén mitrocondrial UGA que
codifica para el triptofano. La rama que une a los hongos con los animales esta bien apoyada
con base en datos moleculares, entre los que se encuentran los trabajos de Wainwright et al.
(1993), Baldauf'y Palmer (1993), Lang et al. (2002) y Steenkamp et al. (2006), entre otros.

Los hongos marinos no son un grupo taxonémico, ya que es un conjunto heterogéneo de
especies que crecen en hébitats marinos, que puede ser dividido tanto en especies marinas
primarias como en especies marinas secundarias (Kohlmeyer, 1974; Kohlmeyer y Kohlmeyer,
1979). Las especies marinas primarias evolucionaron directamente de un ancestro marino y
nunca dejaron el ambiente marino, mientras que las especies marinas secundarias derivaron de
un ancestro terrestre y regresaron a los habitats marinos. El primer intento de una clasificacion
supragenerica de los hongos marinos filamentosos empezd con el “Icones” de Kohlmeyer y
Kohlmeyer (1964,1969) y fue complementado después por Kohlmeyer (1974a).

En su mayoria, todos los hongos que se describian del medio marino se colocaban dentro

del filo Ascomycota, en el grupo de los Halosphaeriales, tamilia Halosphaeriaceae debido a su
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similitud morfoldgica. Sin embargo, gracias a los avances en la exploracion de diversos
ecosistemas marinos y a la aplicacion de nuevas metodologias de estudio, la familia
Halosphaeriaceae crecid y empezaron a describirse hongos pertenecientes a otros ordenes y
familias e incluso en otros filos (Basidiomycota, Chrytridiomycota, Zigomycota). Asimismo,
fue Kohlmeyer (1972) quien revis6 por primera vez la familia Halosphaeriaceae.
Posteriormente Kohlmeyer y Kohlmeyer (1979) modificaron dicha clasificacion. En 1980 la
revision realizada por Kohlmayer fue aceptada por los micélogos marinos por su practicidad.

El valor de los caracteres taxondmicos dentro de los Halosphaeriales, no es claro.
Johnson y Sparrow (1961) creian que el desarrollo de las ascosporas, y la naturaleza de sus
apéndices, representan los caracteres de mayor importancia. Kohlmeyer (1960, 1962, 1972,
1974) considerd el desarrollo y la morfologia del ascoma como los caracteres de mayor
importancia. Cavaliere (1966a, b, ¢) y Cavaliere y Johnson (1966a,b) propusieron que el ascoma
es una estructura extremadamente variable y no podia usarse como caracter para separar
géneros. Por otra parte Jones y Moss (1978, 1980) consideraron las estructuras de los ascoma
como un rasgo significativo s6lo a nivel familia y creyeron que a nivel género puede ser
separado por las estructuras de las ascosporas y la ontogenia de los apéndices. También
concluyeron que el modo en que se desarrollan los apéndices, es unicamente homologo para
algunos géneros dentro de Halosphaeriaceae, mientras que otros géneros muestran una
ontogenia diferente. El criterio taxonémico mas importante dentro de los Halosphaeriaceae, es
la morfologia de la ascospora y de los apéndices (Jones, 1995; Kohlmeyer y Kohlmeyer, 1997).
Actualmente el criterio con mayor validez sigue siendo la morfologia de la espora y ascoma. A
pesar que la clasificacion de los hongos marinos estad basada principalmente en la caracterizacion
del estado sexual, la fase mitosporica puede ser un caracter taxonémico de suma importancia,
especialmente a niveles genéricos o especificos, en donde puede servir para delimitar especies
estrechamente relacionadas.

En la ultima década, el uso de técnicas moleculares para examinar la filogenia de los
organismos ha avanzado considerablemente (Spatafora y Blackwell, 1994). Las técnicas
moleculares han sido también aplicadas para examinar la relacion entre varios taxa marinos a

niveles ordinales y en niveles de género/especie.
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11.3. Genética de Poblaciones

El objetivo principal que la genética de poblaciones es cuantificar, describir y explicar la
variaciébn genética dentro y entre las poblaciones, asi como evaluar tanto de manera
experimental como tedrica los mecanismos, procesos o eventos evolutivos que pudieron ocurrir
para originar tal variacion en las poblaciones (Lewontin, 1991).

Lewontin (1991) aclaré que el uso de la electroforesis de proteinas (primer método de
analisis de diversidad genética) en los afios 60s, fue el hito que impulso el primer paso para el
inicio de la genética de poblaciones como la conocemos hoy en dia, pudiendo diferenciar entre
distintos organismos, no s6lo por diferencias fenotipicas y morfoldgicas, sino también a un nivel
molecular. Pese a su utilidad para la diferenciacion por medio de comparacion de proteinas entre
organismos, la eficiencia de esta técnica era muy superficial, ya que no detectaba mutaciones
puntuales en el DNA, es decir, no detectaba las mutaciones sinonimas (cambio de una base en
el codon sin alterar el aminodacido, por lo tanto sin alterar la proteina), y por lo tanto no detectaba
toda la variacion genética resultando en una pérdida de informacion valiosa. A partir de la
apariciéon de la electroforesis de proteinas, nuevas técnicas se continuaron desarrollando,
pudiendo ofrecer informacion mas precisa, permitiendo identificar mutaciones mas discretas en
las muestras examinadas.

En la ecologia molecular se utilizan herramientas que brindan informacion para detectar
las pequeiias diferencias a nivel molecular entre los individuos o las poblaciones de estudio. A
dichas herramientas se les denominan como marcadores moleculares. Los marcadores
moleculares permiten, entre otras cosas, cuantificar la diversidad genética, rastrear el
movimiento de individuos, medir los niveles de endogamia, caracterizar nuevas especies y
rastrear patrones historicos de dispersion. A lo largo de la historia de la genética de poblaciones,
se han utilizado una gran variedad de marcadores moleculares para poder estimar que tan diversa
puede ser una o varias poblaciones. Cada marcador daréd informacion especifica y Unica, por lo
que, para poder obtener la informacion mads precisa, se tiene que tener en cuenta qué es lo que

el investigador esta buscando y que pregunta quiere responder.
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La ecologia molecular, y por lo tanto la genética de poblaciones, opera en todos los
niveles de andlisis ecoldgicos: a nivel de las poblaciones, para poder definirlas, conocer su
historia y sus parametros evolutivos, paternidades, adecuaciones y flujo génico. A nivel
evolutivo es claro que provee de datos para analizar a los organismos, poblaciones y
comunidades en términos de genética de poblaciones y evolucion molecular, y ayuda en la
estimacion de las fuerzas evolutivas (seleccion natural, deriva génica, mutacion, migracion). A
nivel comunidades sirve para definir las especies existentes y sus densidades, y a veces a detectar
patrones co-evolutivos y de interaccion. Y a nivel de los ecosistemas, brinda elementos para
comprender su funcionamiento como parte de ésta misma (Eguiarte et al. 2007).

Nuevos avances en la tecnologia han permitido impulsar el estudio genético a un mayor
nivel, a una escala gendmica. En la actualidad el estudio del genoma es lo que més se ha
popularizado en la industria biotecnoldgica. Permitiendo analizar, no sélo cuantitativamente el
numero de genes, si no también que tanto se expresa un gen o genes, o0 en qué momento o etapas
del desarrollo del organismo se expresan. Tomando en cuenta lo anterior, se puede sacar ventaja
de ello, i.e. si se conoce en qué preciso momento se expresa un gen de interés, por medio de
ingenieria genética se puede inhibir la expresion de tal gen. Por lo que los siguientes niveles del
estudio genético son tanto el transcriptoma y el proteoma. El estudio del transcriptoma permite
cuantificar el nivel de expresion de genes, empleando técnicas que permiten analizar miles de

moléculas de ARNm al mismo tiempo, enfocandose en el total de transcritos producidos.

I1.3.1 Genética de poblaciones en el reino en hongos.

Los hongos desempenan funciones criticas, no solo en la vida cotidiana sino también en la
agricultura e industria alimentaria, la biotecnologia, y ademas son utiles como organismos
modelo para investigaciones cientificas. Sin embargo, hasta hace poco, su importancia en dichas
areas no habia sido completamente apreciada. Por ejemplo, las infecciones ocasionadas por
hongos patdégenos siempre han sido parte de la humanidad, pero su importancia no fue
reconocida por la comunidad cientifica hasta el aumento dramatico de dichas infecciones en las
ultimas décadas. Como resultado, éstos acontecimientos, originaron la necesidad del

mejoramiento en la precision y velocidad del diagndstico de infecciones fingicas. Ademas,
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también se tornod necesario la identificacion de las fuentes infecciosas y brotes de casos
individuales. También para poder entender los patrones de variacion genética entre las especies,
y su posible potencial evolutivo. Estas y otras cuestiones fundamentales no sélo se aplican a
hongos patdégenos de humanos, sino también a especies patdgenas de plantas y otros animales,
ademads de especies no patdégenas (Xu, 2010).

En las ultimas dos décadas ha existido un crecimiento exponencial en el desarrollo y
aplicacion de métodos moleculares en los analisis de especies y poblaciones fungicas (Xu,
2010). En su mayoria, las investigaciones realizadas en el tema son con hongos patdogenos en
plantas (fitopatdégenos), o animales de interés econdémico. Por ejemplo, comprender que las
poblaciones de hongos fitopatdgenos constantemente se encuentran en proceso de adaptacion
por los cambios ambientales (principalmente. causada por el humano), seria de gran utilidad
para poder implementar estrategias efectivas para el control de enfermedades en cultivos de

interés antropogénicos (Vélez, 2011).

I1.3.1.1. Genética de poblaciones de los hongos marinos

Los hongos marinos pueden ser organismos utiles para diversas investigaciones, ya que
presentan caracteristicas particulares que favorecen su uso en estudios bioquimicos, citoldgicos,
fisiologicos y genéticos. Al contrario de plantas y animales, algunos hongos poseen un rapido
desarrollo, y ciclo reproductivo de facil manejo. Ademas en algunos hongos, su cultivo requiere
poca infraestructura y espacio (Herrera y Ulloa, 1998).

Estudios han demostrado que algunas especies de hongos marinos son excelentes
candidatos para este tipo de investigaciones. Fundamentalmente se consideran que presentan
una fisiologia tinica y producen un vasto numero de metabolitos secundarios, los cuales
requieren gran atencion especialmente si se toma en cuenta que estos organismos se encuentran
sometidos a un ambiente tamponeado con niveles de salinidad, pH y temperatura relativamente
constantes, pero que esta siendo alterado por las actividades humanas rompiendo esta estabilidad
(Velez, 2011). Dichas capacidades de adaptacion a condiciones Unicas sugieren la presencia de

mutaciones requeridas que les permiten subsistir en estos ambientes cambiantes Por lo que
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nuevos metabolitos secundarios o enzimas pudieran ser aislados, y quizas ser de interés para el
hombre (Velez, 2011).

A pesar de los trabajos ecologicos y sistematicos en hongos marinos, no hay informaciéon
disponible respecto a la estructura poblacional y diversidad genética de estos organismos. Dicha
informacion es necesaria para poder interpretar las relaciones ecologicas, evolutivas y
sistematicas; permitiendo evaluar la importancia de estudios de laboratorio con una o varias
cepas; y proporcionar informacion adicional sobre la funcion y la diversidad de los hongos
marinos (Michaelis ef al. 1987).

Hasta ahora, el Gnico trabajo realizado en el area de genética de poblaciones de hongos
marinos se efectud utilizando las especies Dendryphiellaa renaria y D. salina, donde se
comprob¢ su diversidad genética y su relacion sistematica (Michaelis ef al. 1987). Sin embargo,
el estudio se realizo hace mas de 20 afios, utilizando aloenzimas como marcador molecular.
Estos marcadores, pese a su naturaleza co-dominante, no detectan toda la variacion genética de
las poblaciones estudiadas, por lo que seria deseable que en los nuevos estudios genéticos en

hongos marinos se usaran marcadores mas robustos y con un mayor poder de resolucion.

11.4. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos campos de la biologia
como evolucion, ecologia, biomedicina, ciencias forenses y estudios de diversidad. En la
actualidad existen varias técnicas moleculares que nos permiten estimar la diversidad genética
en las poblaciones de genes en las poblaciones naturales de manera indirecta, como con los
andlisis de proteinas, o de manera directa con estudios de ADN. Los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en loci unicos o multiples
y pueden ser de dos tipos, dominantes o co-dominantes (Simpson, 1997).

Uno de los objetivos primordiales de los analisis de ecologia molecular es medir la
heterocigosis en las poblaciones analizadas, ya que esto indicard qué tanta diversidad poseera
las poblaciones. Los marcadores dominantes son utilizados cuando se desconoce la secuencia
genética del organismos en estudio, siendo rapidos y costeables. Algunos marcadores con esta

naturaleza, emplean marcadores para amplificar regiones andénimas del genoma, produciendo
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patrones de bandas multiples para cada individuo. Ademads, por sus cualidades para caracterizar
multiples regiones del genoma, pueden demostrar niveles significativos de polimorfismo que
pueden ser utilizados para inferir relaciones genéticas estrechas; sin embargo no pueden usarse
para demostrar relaciones evolutivamente distantes (i.e. divergencia de especies). El mayor
inconveniente de los marcadores dominantes es su naturaleza, que impide poder diferenciar
entre el homocigo dominante del heterocigo. Esto tltimo es lo que dificultaria el calculo de las
frecuencias alélicas (Freeland, 2005), por lo que existen métodos de correccion para disminuir
el error. Dentro de la categoria de marcadores dominantes podemos encontrar los RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphims),
RFLP (Random Fragment Length Polimorphims) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).

En especies diploides, un marcador co-dominante permitira identificar individuos
homocigos y heterocigos. La capacidad de poder diferenciarlos es lo que hace tan fiables estos
marcadores, facilitando el célculo de las frecuencias alélicas. El inconveniente de trabajar con
estos tipos de marcadores es el tiempo que tarda en dar resultados y en que son realmente
costosos, lo que en la practica puede limitar el nimero de loci que son analizados (Freeland,
2005). Dentro de este grupo de marcadores podemos encontrar a los aloenzimas/isoenzimas,

SNP (Single Nucleotide Polymorphims), microsatélites y las secuencias completas de ADN.

I1.4.1. ISSRs (Inter Simple Sequence Repeat)

Las Inter Secuencias Simple Repetidas (ISSRs por sus siglas en inglés) son un tipo de marcador
genético de naturaleza dominante que permite estimar los niveles de variacion en las regiones
microsatélite que se encuentran dispersas en varios genomas, particularmente el nuclear. Las
repeticiones de microsatélites utilizados como marcadores pueden ser di-, tri-, tetra- o
pentanucléotido. Usualmente tienen terminaciones ancladas en los extremos 3’0 5" de 1 a 4
bases extendidas en la secuencia flanqueante. Es una técnica basada en el método de PCR, en
donde involucra amplificaciones de segmentos de ADN presentes a una distancia lo
suficientemente cerca para ser amplificada entre dos regiones idénticas repetidas de

microsatélites orientadas en direcciones opuestas (Figura 3) (Pradeep ef al., 2002). La molécula
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generada, con un tamaio particular (peso molecular), se considera un “/ocus”, que representa el

segmento de ADN entre los microsatélites.
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Figura 3. Representacion esquematica del marcador molecular ISSR (Pradeep,
et al., 2002).

Es una técnica simple y rapida que combina las ventajas de los microsatélites (SSR's) y
de los amplificacion de fragmentos polimoérficos (AFLP), hasta la caracteristica universal de los
ADN polimérficos amplificados al azar (RAPD). Los ISSR son altamente polimorficos y utiles
en estudios de diversidad genética, filogenia, marcaciéon de genes y biologia evolutiva

(Refereicnia).
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I1.5. Género Corollospora (Werdermann, 1922)

El género Corollospora, con la especie tipo Corollospora maritima fue descrito por
Werdermann (1922, Figura 4), quien lo incluy6 originalmente dentro del antiguo grupo de los
Coelomycetes. Trabajos posteriores y al examinar con mayor detalle la especie, se probd que
realmente pertenecia al filo Ascomycota (Kohlmeyer, 1962). Gracias a las revisiones dadas por
Kohlmeyer, varias especies han sido agregadas al género, mientras otras tantas han sido
removidas de este mismo (Jones et al., 1983). Kosh (1986) describi6 a C. cinnamomea sumando
otra nueva especie para el género. Con caracteristicas distintivas, como sus ascosporas de
tonalidad marrén con una superficie ornamentada. Nakagiri y Tokura (1987) describieron siete
nuevas especies en las playas arenosas de Japon. Seguido de cinco descripciones nuevas por
Kohlmeyer y Volkmann-Kohlmeyer (1989, 1991, 1997), Sundari et a/ (1996) y Prasannarai et
al (2000), siendo un total de 20 especies pertenecientes al género. En la actualidad son 23

especies oficialmente descritas para el género.

Figura 4. Fotografias de C. maritima. Izquierda, ascospora de C. maritima. Derecha,
ascoma de C. maritima sobres grano de arena. (Vélez, 2007).

Todos los miembros de Corollospora se encuentran en habitats similares, costas marinas

arenosas, y forman su estructura de adhesion a los granos de arena u otro sustrato duro (como
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madera, conchas de bivalvos o materia orgdnica muerta). Las caracteristicas mas comunes de
las especies del género Corollospora son ascomas carbondceos, adheridos a los granos de arena
por medio de una estructura denominada subiculo (compuesto por pseudoparénquima con
conexiones desordenadas) (Figura 5), papilas con un ostiolo abierto cerca del subiculo, un
pseudoparénquima con células de pared gruesa con un pozo engrosado, ascas
delicuescentes/evanescentes sin una estructura apical, y ascosporas con apéndices fibrosos o en

forma de cinta desarrollados por fragmentacion de la exospora (Nakagiri y Tokura, 1987).

Figura 5. Ascoma de C. maritima. Izquierda, fotografia de asco de C.
maritima (presente trabajo). Derecha, diagrama de ascoma de Corollospora

spp., se observan las ascosporas dentro del cleistotecio, y al pie del cuerpo
fructifero el subiculo (Kohlmeyer y Volkmann-Kohlmeyer, 1997).

Una de las principales caracteristicas que permiten diferenciar el género de otros
organismos de la familia, son sus apéndices secundarios a manera de corona, el cual es
considerado como caricter taxonomico dentro y fuera del grupo (Nakagiri y Tubaki, 1986)
(Figura 6).

Las diferentes especies de Corollospora estan delimitadas por la anatomia de la pared
del ascoma, y el tamafo y septacion de la ascospora. La pared del ascoma en las especies del
género Corollospora tienen una estructura de doble capa, y en algunas especies, estas pueden
tener una tercer capa externa (Nakarigi y Tubaki, 1986). Estas capas muestran diferencias en el
tipo de células entre especies. En el caso de las especies con doble capa, la capa interna posee

células aplanadas mientras la capa externa esta compuesta de células esféricas o poliédricas. Por
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otra parte, una tercera capa que poseen otras especies estd compuesta de células esféricas
poliformes. Lo interesante es que estos ultimos organismos con capa triple estan caracterizados
por poseer ascosporas y ascomas mas largos. Por lo cual se puede especular que estas
modificaciones en la pared del peridio de ascomicetes marinos arenicolas puede ser una
adaptacion protectora para prevenir dafo fisico ocasionado por los granos de arena u otros
materiales duros. Ademas en el género puede haber una tendencia evolutiva hacia ascosporas

de mayor tamafio producidas en ascomas con pared engrosada (Nakarigi y Tubaki, 1987).
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Figura 6. Ascosporas de Corollospora. 1zquierda, diagrama de ascosporas de especies
del género Corollospora, con sus apéndices secundarios en el centro de la espora, (A)
C. cinnamomea; (B) C. maritima, (C) C. intermedia, (D) C.luteola; (E) C. lacera; (F)
C. pulchella (Kohlmeyer y Volkmann-Kohlmeyer, 1997). Derecha, fotografia de

espora de C. maritima observada a 20x en microscopio (presente trabajo).

Estudios a nivel molecular, indican que los miembros del género forman un clado
estadisticamente bien apoyado, basado en la comparacion de secuencias del 18s RNA Aunque
los estudios realizados con microscopia electronica de transmision y de barrido en la ontogenia
de los apéndices de las ascosporas y estructura del ascoma en Corollospora, sefialaron que
dentro del género existen cuatro formas de desarrollo de los apéndices de las esporas (Johnson,
1980; Jones y Moss, 1980; Jones et al., 1983).

El ciclo de vida de las especies del género Corollospora comienza cuando las olas

depositan las esporas sobre la arena de la zona intermareal en la playa. Al cesar el movimiento,
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de inmediato comienza la germinacién de las esporas, favoreciendo el desarrollo si se
encuentran sobre o cerca de un sustrato organico constituido por celulosa y lignina del cual se
pueden nutrir (si las ascosporas no encuentran un sustrato al germinar, mueren). Forman un
micelio abundante, el cual cubre una parte de la superficie del sustrato. También se puede
desarrollar micelio sobre o entre los granos de arena adyacentes al sustrato que estan
degradando. Después de cierto tiempo, cuando los nutrimentos comienzan a disminuir o las
condiciones ambientales no permiten obtener los nutrientes necesarios, se comienzan a formar
las estructuras de dispersion o de latencia por mitosis (mitosporas/conidiosporas), y/o meiosis
(meiosporas/ascosporas) dentro de los ascomas.

Los ascomas impermeables y obscuros, protegen las ascoesporas de la fuerte
deshidratacion e intensidad solar. Las ascosporas son liberadas cuando los conidi6foros/ascomas
alcanzan la madurez y rompen por la abrasion entre los granos de arena debido al movimiento
de las olas Las esporas flotan sobre la superficie del agua y espuma del mar gracias a sus
apéndices, que les confieren una mayor zona de contacto con la superficie. Estas se dispersan

por medio de las corrientes marinas, repitiendo el ciclo (Kohlmeyer y Kohlmeyer, 1979).

I1.5.1. Corollospora maritima (Werderm. 1922)

Corollospora maritima Werderm, 1922 es una especie de gran importancia ecoldgica (saprobia),
con una distribucion amplia (cosmopolita), ha sido la especie con mayor numero de estudios
dentro del género. Con un ascoma de 98 — 400 um de diametro, globoso o subgloboso, parcial
o superficialmente inmerso, adherido a los granos de arena o a cualquier otro sustrato duro
(incluso en conchas de moluscos o percebes; exoesqueletos de briozoos) por el subiculo o
agregado. Con peridio delgado (12 -40um), redondeado o poligonal por afuera, oblongado hacia
el centro, formando una textura angular. Asca con ocho esporas, de apariencia fusiforme o
subclavada, en veces apiculada, unitunicada con pared delgada. Las ascosporas poseen
apéndices primarios y secundarios (caracter taxonomico), fusiformes con un solo septo

(Kolhmayer y Kolhmayer 1979).
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II. JUSTIFICACION

Existen varios estudios relacionados con la micologia marina, los cuales en su mayoria son de
caracter taxondmico, biogeografico, fisioldogico o ecologico, sin embargo, estudios respecto a
genética, en especial ecologia molecular son casi nulos. El tnico estudio relacionado hasta ahora
es de Michaelis et al. 1978 con Dendryphiella. Los estudios con enfoques de ecologia molecular
son importantes, ya que ayudan a cuantificar la diversidad genética dentro y entre las
poblaciones. Corollospora maritima es uno de los hongos marinos con mayor realce, ya que se
ha podido comprobar que tiene cualidades de interés antropogénico. Algunas de estas
propiedades pueden ser aplicadas en areas como la biotecnologia, medicina y ecologia como
organismo biorremediador (Kirk ef al. 1998), bioprospector (Ohzeki and Mori 2001; Neumann
et al. 20006) y bioindicador, respectivamente.

Pese que C. maritima ha sido ampliamente estudiado en las diferentes areas (e.g. taxonomia,
biogeografia y fisiologia), en otras dreas como en la genética no existen investigaciones hasta
la fecha, por lo que el presente trabajo sera una aportacion significativa para la micologia como

para la genética.
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IV. HIPOTESIS CIENTIFICA

La magnitud de la diversidad genética de Corollospora maritima se vera afectada por el tipo de
ecosistemas adyacentes. Se espera que las masas continentales representaran una barrera
geografica significativa para el flujo génico entre las poblaciones del Golfo de México y Océano
Pacifico con las poblaciones del mar Caribe y el Golfo de California. Debido a la dindmica de
las corrientes oceanicas superficiales, las poblaciones pertenecientes al mismo litoral mostraran

niveles de flujo génico altos.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General
Evaluar ocho poblaciones de Corollospora maritima en diferentes playas del Océano
Pacifico, mar Caribe, Golfo de California y Golfo de México, utilizando ISSRs como marcador
molecular para conocer su diversidad y estructura genética.
V.2. Objetivos Especificos

Comparar la magnitud de la diversidad genética entre las poblaciones de C. maritima estudiadas.

Analizar la distribucion de la diversidad genética entre las poblaciones de C. maritima

estudiadas.

Probar la eficacia de ISSRs como marcadores moleculares en C. maritima
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VI.  METODOLOGIA

VI.1. Area de Estudio

V1.1.1. Golfo de California

Esuna extension del Océano Pacifico, ubicada entre la peninsula de Baja California y los estados
de Sonora y Sinaloa, al noroeste de México. El clima es subtropical, lo cual ocasiona grandes
variaciones climaticas anuales, e incluso diarias. Durante el invierno la temperatura desciende
considerablemente en la parte norte, produciendo heladas. En el verano se presentan tormentas
tropicales. La temperatura promedio es de 24 °C. Posee fuertes corrientes de marea. Ademas
presenta una inmensa concentracion de organismos microscopicos y una extraordinaria
diversidad bioldgica gracias a la abundante luz solar y a sus aguas ricas en nutrientes. E1 Golfo
de California tiene un total de 244 islas e islotes, y zonas costeras en los estados que lo rodean.
En dichas islas se encuentran especies endémicas de la region, como un gran numero de aves,
plantas invertebrados y mamiferos. En general el Golfo de California se puede dividir en dos
grandes regiones: region norte, al norte de las islas Angel de la Guarda y Tiburén; y la region
sur, desde la boca del golfo hasta estas islas (Alvarez-Borrego 1983). La parte norte es somera,
con amplitudes de mareas de hasta 10 m, mientras que la region sur es profunda, tiene

comunicacion con el Océano Pacifico y estd influenciada por sus condiciones oceanograficas.

VI.1.1.1. La Paz, Baja California Sur, México

El estado de Baja California Sur se ubica al noroeste del territorio mexicano, ocupando la region
sur de la Peninsula de Baja California. Limita al norte con el estado de Baja California, al este
con el Golfo de California y al sur y oeste con el Océano Pacifico. Su capital es la ciudad de La

Paz, la cual presenta una de las dos capitales del pais que estan sobre el litoral del mar.
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Predomina el clima muy seco (92% del estado). Se encuentra también clima seco y semiseco
(7%), y Templado subhumedo (1%) (INEGI, 2014). Co una temperatura media de 18 a 22°C.
Las corrientes en el golfo varian segun la estacion en verano; la corriente de California (CC) la
temperatura superficial es aproximadamente de 20°C y en invierno alrededor de 13°C (Winant
y Bratkcovich, 1981). El mayor ingreso econdmico recae en el turismo y sus actividades

pesqueras.

VI1.1.1.2. Puerto Peifiasco, Sonora, México

El municipio de Puerto Pefiasco se encuentra situado en la porcion noroeste del estado de
Sonora, México. Colinda al norte con los Estados Unidos de Norteamérica y el municipio Gral.
Plutarco Elias Calles, al noroeste con San Luis Rio Colorado, al sureste con Caborca y su limite
al sur es el Golfo de California. Su territorio es principalmente plano, pero se destaca la serrania
de Sonoyta al norte y al este del municipio. Asimismo, su territorio constituye una parte de la
biosfera del Pinacate y el gran desierto de Altar (INEGI, 2014). El clima de Puerto Pefiasco es
seco semi-calido con una temperatura media maxima mensual de 28.7° C y una media minima
mensual de 12.1° C. La época de lluvia se presenta en el verano con una precipitacion media

anual de 90.6 milimetros

VI1.1.2. Océano Pacifico

Es el mayor océano de la Tierra, ya que ocupa una tercera parte de su superficie. Se extiende
aproximadamente 15 000 km desde el mar de Bering y el Artico por el norte, hasta los margenes
congelados del mar de Ross en la Antartida por el sur. Las temperaturas en el Pacifico varian
desde el punto de congelacion cerca de los polos a unos 29 °C cerca del Ecuador. La salinidad
también varia con la latitud. El agua que se encuentra cerca del ecuador es menos salina que la
de las latitudes medias debido a la precipitacion ecuatorial abundante a lo largo del afio. Hacia
los polos, la salinidad, asi como la temperatura, también son bajas, ya que existe poca

evaporacion de agua del mar en estas areas. La circulacion superficial de las aguas del Pacifico
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es generalmente en el sentido de las agujas del reloj en el Hemisferio Norte y en el contrario en

el Sur.

VI.1.2.1. Acapulco de Juarez, Guerrero, México

Es una ciudad con puerto ubicada en el estado de Guerrero, en la costa sur del pais, a 304 km.
de la Ciudad de México. Al norte colinda con los municipios de Coyuca de Benitez,
Chilpancingo y Juan R. Escudero; al este con Juan R. Escudero y San Marcos; al Sur con el
municipio de San Marcos y el Océano Pacifico; al oeste con el Océano Pacifico y el Municipio
de Coyuca de Benitez. El clima en Acapulco es predominantemente subhimedo calido, sin
embargo presenta ciertas variaciones. Caliente y himedo en las partes bajas (24° C a 33° C), y

templadas en las tierras altas (22° C a 28° C).

VI.1.2.2. Panama4, Republica de Panama.

Es la capital de la Republica de Panama, localizada a orillas del Golfo de Panama, en el Océano
Pacifico, al este de la desembocadura del Canal de Panama. La ciudad posee un clima tropical
de tipo sub-ecuatorial caracterizado por una prolongada estacion lluviosa de mayo a diciembre
y una corta estacion seca de enero a abril. La precipitacion anual promedio cercana a los 2.000
mm, una humedad relativa promedio de 75% y una temperatura media de 27 °C, con maximas
absolutas de hasta 39 °C y minimas de 20 °C. Las grandes masas ocednicas del Atlantico y
Pacifico son las principales fuentes del alto contenido de humedad en el ambiente y debido a lo
angosto de la franja que separa estos océanos, el clima refleja una gran influencia maritima

(ETESA, 2012).
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VI1.1.2.3. Kauai, Hawai, Estados Unidos.

El archipiélago Hawaiano estd formado por 19 islas y atolones, ademas de islotes, arrecifes y
bancos de arena en una alineacion del noroeste al sureste a lo largo de 2.450 km. en el Pacifico
Norte. Las islas Hawai tienen una gran cantidad de especies endémicas. Las islas son mas
hiimedas en el norte y al este. Las areas litorales en general, y especialmente en el sur y al oeste
son mas secas. La temperatura media al nivel del mar varia entre los 29 y los 32 °C en verano y
entre los 18 y los 21 °C en invierno.

Kauai es la isla mas antigua y la cuarta en tamafo del archipi¢lago de Hawéi. También

se la conoce como "Isla Jardin" o "Garden Isle". Es de origen volcanico.

V1.1.3. Mar Caribe

El Caribe es un mar semicerrado adyacente a las masas continentales de Centro y Sudamérica.
La cadena de pequeiias islas, bancos y alf€izares del arco de las islas de las Antillas separan el
Caribe del Océano Atlantico, y actian como un tamiz de la entrada de agua de este ultimo
(Murphy et al. 1999). Es uno de los mares salados mas grandes del mundo. La ubicacion tropical
del mar ayuda a que el agua se mantenga a una temperatura alta moderada, en un rango entre 21
y 32.2 °C durante el afio. Se comunica con el Océano Pacifico a través del Canal de Panama. En
promedio, entre un 15 y 20% del agua de la superficie que entra hacia el Caribe es proveniente
de las aguas dulces de los estuarios de los rios Orinoco y Amazonas, conducidas hacia el
noroeste por la Corriente Caribefia. La fauna del Caribe es caracteristica de clima subtropical,
principalmente influida por las corrientes marinas calientes, es endémica en un 42%. La flora
del mar Caribe presenta una gran biodiversidad, de la cual alrededor del 50% es endémica de la

zona (Kurt, 1997).
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VI.1.3.1. Cancun, Quintana Roo, México.

Cancun esta ubicado en la costa noreste del estado de Quintana Roo en el este de México. Se
encuentra a una distancia de 370 km de la capital del estado, a 70 km de Playa del Carmen.
Colinda hacia el este con el mar Caribe, al norte con el municipio de Isla Mujeres, al oeste con
el municipio de Ldzaro Cérdenas, y al sur con el municipio de Solidaridad. El 99% de la
superficie del estado presenta clima calido subhtimedo y el 1% célido himedo, localizado en la
isla de Cozumel (INEGI, 2014). Cancun esta situado en la costa oriental del continente. Por lo
que recibe la influencia de corrientes marinas calientes, principalmente la Corriente del Golfo
de México que propicia un clima céalido y lluvioso. La temperatura media anual oscila entre 25.5

grados centigrados.

VI.1.3.2. La Habana, Republica de Cuba:

Es un archipiélago constituido por la mayor isla de las Antillas, llamada Cuba, la Isla de la
Juventud, y otros 4,195 cayos, islotes e islas adyacentes. Esta ubicada en el mar Caribe, cerca
de la costa de los Estados Unidos y México. Sus limites son al norte con el Estrecho de la
Florida, al este con el Paso de los Vientos, al sur con el mar Caribe y el oeste con el Golfo de
México. Los valores medios anuales de temperatura van desde los 24 °C en las llanuras, hasta
34 °C y mas en las costas orientales, reportandose magnitudes inferiores a 20 °C en las partes
mas altas de la Sierra Maestra. La flora cuenta con més de 6.500 especies de angiospermas,

especialmente en los bosques; entre las que se encuentran plantas tropicales, de rio y frutales.

VI1.1.4. Golfo de México

El Golfo de México es una frontera internacional de México, Estados Unidos y Cuba, hacia la

region del Gran Caribe en la zona noroccidental tropical, subtropical y templada del Océano
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Atlantico. Tanto el Golfo de México como el mar Caribe estan unidos al Océano Atlantico a
través de numerosos estrechos y pasos. No obstante, el intercambio de masas de agua entre las
distintas cuencas marinas es limitado, dado que las zonas de comunicacion suelen ser de aguas
poco profundas. Recibe como elemento central en su circulacion aguas del Caribe procedentes
del Canal de Yucatan (Lara-Lara et al. 2008). Las mayores precipitaciones tienen lugar a lo
largo del calido verano tropical. Es un area de gran diversidad de especies de aves y zona
importante en las rutas migratorias del este del continente americano. Por otra parte, presenta
graves problemas de origen antropogénico. En esta regién maritima hay miles de plataformas
de prospeccion petrolifera y refinerias, por lo que es inevitable que se produzcan vertidos

accidentales e incendios en las plataformas que son dificiles de controlar (Toledo, 2005).

VI1.1.4.1. Paraiso, Tabasco, México.

El estado de Tabasco se encuentra en la region sureste de México; desde la planicie costera del
Golfo de México, hasta las montafias del norte de Chiapas. Al norte limita con el Golfo de
México y Campeche; al sur con Chiapas y la republica de Guatemala; al oeste con el estado de
Veracruz, mientras que al este, con el estado de Campeche y la Republica de Guatemala. Se
localiza en la zona del tropico. Tiene una temperatura de 26°C en su media anual, y la
temperatura maxima es de 42°C. La mayor parte del territorio de Tabasco esta cubierta por selva
tropical y pantanos. Paraiso es uno de los municipios del estado de Tabasco que ha tenido un
desarrollado destacado en estos ultimos afios, principalmente en turismo por sus playas y

lagunas, como asi una variada fauna y flora.
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Figura 8. Zona de muestreo. a: Kauai, Hawaii, EUA. b: La Habana, Republica de Cuba. c:

Panama, Republica de Panama.
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V1.2. Muestreo

Las muestras utilizadas en el presente estudio pertenecen a la coleccion del Laboratorio de
Micologia del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM),
a cargo de la Doctora Maria del Carmen Auxilio Gonzalez Villasefior (Figura 7 y 8, Tabla II).
Cada una de las muestras de la coleccion consta de una porcioén de arena con materia vegetal
(pedazo de corteza o alga, fuente de carbono para los hongos) selladas en bolsas Ziploc®

herméticas.

Tabla II. Localidades de muestreo.

Localidad Litoral

La Paz, Baja California

Sur, México Golfo de California

Puerto Penasco, Sonora,

Meéxico Golfo de California

La Habana, Republica de
Cuba Mar Caribe

Cancun, Quintana Roo,

México Mar Caribe

Panama, Republica de

Panama Océano Pacifico

. Lumahai Beach, Kaua’i,

Hawaiii, EUA Océano Pacifico

Acapulco de Juarez,

Guerrero, México Océano Pacifico

Paraiso, Tabasco, México Golfo de México
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VI1.3. Aislamiento y Cultivo Monosporico de Muestras

Se extrajo una porcion de arena de las bolsas Ziploc® hermética colocandola sobre una caja
Petri. Se observo la muestra bajo un microscopio estereoscopico para localizar el ascoma de C.
maritima sobre los granos de arena. Una vez localizado el hongo, utilizando una pinza de
relojero se traslado el grano de arena a un portaobjetos. En el porta objetos, se adicionaron tres
gotas de agua estéril y una gota del detergente Tween, con lo que se realiz6 el lavado del ascoma,
posteriormente se separd dicha estructura del grano de arena. Para la siembra, se traslad6 el
ascoma estéril a una caja Petri con medio solido de almidon agua de mar agar adicionado con
antibiodticos (penicilina, estreptomicina y cloranfenicol). Se perfor6 la estructura reproductiva
del hongo, para la liberacion de sus ascosporas (con extrema precaucion para evitar dafar las
ascosporas), esparciéndolas cuidadosamente por toda la superficie del medio solido. Se
incubaron las cajas sembradas durante 24 horas. El aislamiento monosporico se realiz6 segtn la
metodologia modificada por Hyde (1987). Posteriormente, el aislado monosporico se transfirid
a un medio de cultivo liquido PDA (Papa Dextrosa Agar, por sus siglas en ingles). Dejandolo
durante 10 dias en un agitador, con periodo de luz y obscuridad de 12 h para un crecimiento

Optimo a temperatura de laboratorio, para la extraccion de ADN.

V1.4. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizo siguiendo el protocolo de Doyle y Doyle (1987). Para este
estudio se utilizaron 39 individuos de 8 poblaciones distintas, de playas del Océano Pacifico,
Golfo de California, mar Caribe y Golfo de México. El ADN se obtuvo del micelio de las cepas
monospdricas previamente cultivadas en medio liquido PDA. Se realiz6 una electroforesis para

evaluar la calidad y concentracion del ADN extraido de las muestras. Para la electroforesis se
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utilizé gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1%, con un voltaje de 100V. La electroforesis se

corri6 durante 30 minutos. Posteriormente se observo el gel de agarosa bajo luz ultravioleta.

VLS. Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs)

En la tabla nimero III se pueden observar los marcadores moleculares de ISSRs (Inter Simple
Sequence Repeats) utilizados en el presente estudio. Los marcadores pertenecen a la serie No.
9 elaborados por la Unidad de Servicios de Proteinas y Acidos Nucleicos de la Universidad de
Columbia Britdnica, Vancouver, B.C., Canad4 (Tabla 3). En la tabla 4 se puede observar la

cantidad de individuos que se utilizaron para cada marcador.

Tabla III. Marcadores moleculares utilizados en el estudio.

*Y, puede ser Co T.

ISSRs Secuencia
UBC- 842 GAG AGA GAG AGA GAG AY*G
UBC- 857 ACA CAC ACA CAC ACA CY*G
UBC- 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
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Tabla IV. Numero de individuos utilizados para cada marcador

Marcador
Localidad 842 857 809
La Paz, Baja
California Sur, 5 5 5
México.
Acapulco de Juarez,
Guerrero, México. 5 4 5
Cancun, Quintana
Roo, México. 5 3 5
Puerto Penasco,
Sonora, México. 4 3 0
Panama, Republica
de Panama. 5 5 5
. Lumahai Beach,
Kaua’i, Hawaii, 5 5 5
EUA.
La Habana,
Republica de Cuba. 5 5 5
Paraiso, Tabasco,
México. 5 5 4

VI1.6. Amplificacion

Dado que no existen estudios previos que utilicen los ISSRs como marcadores moleculares en

la especie C. maritima, las condiciones de reactivos y programa de PCR utilizadas fueron

estandarizados para cada uno de los marcadores utilizados en el presente estudio.
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VI1.7. Analisis Estadistico de los Datos

Dada la naturaleza de los ISSRs como marcadores dominantes no se pueden obtener frecuencias
de los heterdcigos, ya que la presencia de bandeo indica un alelo de caracter homocigo
dominante o heterocigo. Por otra parte, si se puede calcular la frecuencia de alelos recesivos por
la ausencia de bandeo. Para poder obtener dichas frecuencias de heterocigos, se supone que la
poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando la correccion de Lynch y
Milligan (1994) para reducir el sesgo estadistico. Para obtener los valores de diversidad genética
como el porcentaje de polimorfismo con criterio de 95% y heterocigosis esperada (Hg), y el
coeficiente de coancestria 8 (Weir y Cockerham 1984), analogo a Fy, se utilizo el programa
Tools For Population Genetic Analysis (TFPGA, M. P. Miller, 1997, Northern Arizona
University).

Para evaluar la distribucion de la variacion genética, inter- e intra- poblacional, se realizé un
analisis de varianza molecular (AMOVA) usando el programa ARLEQUIN V.3.5.12.,
asumiendo que los datos son haplotipos y de la misma naturaleza que los RFLPs. El programa
STRUCTURE V2.3.4 se utiliz6 para inferir en la distancia genética y el nivel de estructuracion
poblacional de las diferentes poblaciones analizadas, asi como para inferir grupos genéticos

entre las poblaciones estudiadas.
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VII. RESULTADOS

VIL1. Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs)

Los ocho marcadores de ISSRs que se utilizaron en el presente trabajo, fueron inicialmente
desarrollados para plantas. Como resultado, se seleccionaron 3 de los 8 marcadores utilizados
ya que produjeron un bandeo claro y reproducible, demostrando ser polimorficos para C.

maritima (Tabla V).

Tabla V. Marcadores de ISSRs probados en el presente trabajo.

Marcador Secuencia del marcador Fragmentos amplificados
UBC-817 CACACACACACACACAA No
UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG Si
UNC-845 CTCTCTCTCTCTCTCTRG No
UBC-857 ACACACACACACACACYG Si
UBC-858 TGTGTGTGTGTGTGTG No
UBC-810 GAGAGAGAGAGAGAGAT No
UBC-853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT No
UBC-809 AGAGAGAGAGAGAGAGG  Si

VII.1.1. Estandarizacion de ISSRs

Se estandariz6 cada uno de los ISSRs (UBC-842, UBC-857 y UBC-809) utilizados en el presente

trabajo, debido a que no existe literatura de referencia donde se reporten las condiciones dptimas
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de PCR. En las siguientes tablas (VI, VII, VIII y IX) se describen las condiciones Optimas

necesarias para realizar las reacciones de PCR para cada marcador.

Tabla VI. Estandarizacion del marcador UBC-842.

Reactivos Concentraciones 1 Reaccion
Agua (H20) 13.8 nl
Buffer 0.5X Snul
[MgClz] 1.5SmM 2.5l
dNTP 0.2mM 0.5 nl
Primer 0.4 pM 1pl
DNA 2l
Taq Polimerasa 1 U/l 0.2 nl
Total 25 ul
Tabla VII. Estandarizacién del marcador UBC-857.
Reactivos Concentraciones 1 Reaccion
Agua (H20) 14.3 nl
Buffer 0.5X Sul
[MgCl] 1.5mM 2l
dNTP 0.2mM 0.5 nl
Primer 0.4 pM 1pl
DNA 2 ul
Taq Polimerasa 1 U/l 0.2 nl
Total 25 ul
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Tabla VIII. Estandarizacion del marcador UBC-809.

Reactivos Concentraciones 1 Reaccion
Agua (H20) 14.3 nl

Buffer 0.5X Sul
[MgCla] 1.5SmM 2ul

dNTP 0.2mM 0.5 pl
Primer 0.4 pM 1l
DNA 2ul

Taq Polimerasa 1 U/l 0.2 nl

Total 25 ul

Tabla IX. Programa de PCR utilizado para los marcadores UBC-842 UBC-857 y UBC-809

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
Inicial 95 °C 4 minutos 1
Desnaturalizacion 94 °C 30 Segundos
Alineacion 50 °C (UBC-842)/ 40 segundos
53.9 (UBC-857y 37
809)
Extension 72 °C 1 minuto
Extension Final 72 °C 5 minutos 1
4°C el 1
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VII.2. Analisis Estadistico de los Datos

VIIL.2.1. Variacion genética

Se utiliz6 el software TFPGA para la obtencion del porcentaje de sitios polimoérficos y los
valores de heterocigosis esperada. Para el marcador UBC-842, se obtuvo un total de 90.0% de
loci polimorficos, con un promedio de heterocigosis de 0.156. Al examinar el mismo marcador
para cada una de las poblaciones por separado, se observé que la poblacion de Cancun tiene un
mayor porcentaje de sitios polimorfismos (61.904 %) y de heterocigosis esperada (Hg = 0.189),
seguido de la poblacion de La Paz (57.142 %P y 0.170 de heterocigosis). Por otra parte, la
poblacion de Puerto Pefasco presento un porcentaje de polimorfismo bajo (4.761 %) con un
valor de heterocigosis esperada de 0.023 (Tabla X). Por los marcadores de ISSR utilizados se
obtuvieron un total de 49 loci, 16 loci para UBC-842, 16 para el UBC-857 y 17 para el UBC-
809.

Tabla X. Diversidad genética obtenida con el marcador UBC-8§42.

# Poblacion n %Polimorfismo Hg
La Paz 5 57.142 0.170
Acapulco 5 38.095 0.119
Canctn 5 61.904 0.189
Panama 5 19.047 0.058
Hawai 5 38.095 0.123
La Habana 5 33.333 0.126
Paraiso 5 23.809 0.087
Pto. Pefiasco 4 4.761 0.023
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Para el marcador UBC-857, tanto las poblaciones de La Paz como de La Habana tuvieron
el mayor porcentaje de polimorfismo (42.857%), con una heterocigosis de 0.117 y de 0.119,
respectivamente. Seguido de la poblacion de Panama con 33.333% de polimorfismo y 0.092 de
heterocigosis. En este marcador, tanto la poblacion de Acapulco y de Puerto Pefiasco presentan
el menor porcentaje de polimorfismo (4.761%) con valores de heterocigosis esperada de 0.011

y 0.013, respectivamente (Tabla XI).

Tabla XI. Diversidad genética obtenida con el marcador UBC-857.

# Poblacion N %Polimorfismo Hg
La Paz 5 42.857 0.117
Acapulco 4 4.761 0.011
Cancun 3 28.571 0.103
Panama 5 33.333 0.092
Hawai 5 19.047 0.071
La Habana 5 42.857 0.119
Paraiso 5 28.571 0.087
Pto. Pefiasco 3 4.761 0.013

Para el marcador UBC-809, las poblaciones con el mayor porcentaje de sitios
polimorficos fueron de Canctin, Panamd y La Habana (33.333 %), con una heterocigosis
esperada de 0.070, 0.105 y 0.0901, respectivamente. Seguido de la poblacion de Acapulco con
un 28.571 % de polimorfismo y 0.090 de heterocigosis esperada. La Paz, Hawai y Paraiso
obtuvieron los valores mas bajos de sitios polimorficos (23.809 %), con valores de heterocigosis

de 0.086, 0.092 y 0.076, respectivamente (Tabla XII).

45



Tabla XII. Diversidad genética obtenida con el marcador UBC-809.

# Poblacion N %Polimorfismo Hg
La Paz 5 23.809 0.086
Acapulco 5 28.571 0.090
Canctn 5 33.333 0.070
Panama 5 33.333 0.105
Hawai 5 23.809 0.092
La Habana 5 33.333 0.091
Paraiso 4 23.809 0.076

Obtenidos cada uno de los valores de heterocigosis esperada y porcentaje de
polimorfismo para cada poblacion de cada marcador usado, se sacd un promedio para cada una
de las poblaciones, con la finalidad de identificar las poblaciones con los mayores indices de
diversidad genética en todo el estudio (Tabla XIII). Las poblaciones de La Paz y Cancun fueron
las dos poblaciones con un mayor indice de porcentaje de polimorfismo (41.269 %), al igual

que de heterocigos esperados con 0.124 y 0.120, respectivamente. Seguido de la poblacion de

La Habana con 36.507 % de polimorfismo y 0.112 de HE.
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Tabla XIII. Diversidad genética global.

Poblacion N %P Hg
La Paz 15 41.269 0.124
Acapulco 14 23.809 0.073
Canctn 13 41.269 0.120
Panama 15 28.571 0.085
Hawai 15 26.983 0.095
La Habana 15 36.507 0.112
Paraiso 14 25.396 0.083
Pto. Pefiasco 7 4.761 0.018

En la tabla XIV se muestra el promedio de la diversidad genética a nivel litoral: E1 Golfo
de California que incluye las poblaciones de La Paz y Puerto Pefiasco; Océano Pacifico central
que comprende las poblaciones de Acapulco y Panamé; Océano Pacifico Oeste con la poblacion
de Kauai; mar Caribe que abarca las poblaciones de la Habana y Canctn; y Golfo de México

que incluye a la poblacion de el Paraiso.

Tabla XIV. Diversidad genética obtenida en los litorales de estudio.

Litoral %P Hg
Golfo de California 26.189 0.082
Océano Pacifico 26.19 0.079
Océano Pacifico Oeste 26.983 0.095
Mar Caribe 38.888 0.116
Golfo de México 25.396 0.083
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A nivel litoral, el mar Caribe tiene los valores mas altos de diversidad, tanto en
porcentaje de polimorfismo como de heterocigosis esperada, mientras que el Golfo de México
presento el valor mas bajo de porcentaje de polimorfismo, y el Océano Pacifico con el valor més
bajo en heterocigosis.

En la tabla XV se muestran los valores de porcentaje de polimorfismo y de heterocigosis
esperada a un nivel de marcador. En esta tabla se puede observar que UBC- 8§42 fue el marcador
que presenta un mayor porcentaje de polimorfismo con 90.47 %, y una heterocigosis esperada
de 0.156. Seguido el marcador UBC- 809 con 80.952 % de polimorfismo, pero con el nimero
mas bajo de heterocigosis esperada con 0.102. Al contrario a este ultimo, el marcador UBC- 857
mostrd el porcentaje de polimorfismo mas bajo de 76.19 %, pero con el segundo valor de
heterocigosis esperada mas alto con 0.108. También se puede observar el promedio del
porcentaje de polimorfismo y heterocigosis esperada de los tres marcadores, con valores de

82.417 % y 0.122 respectivamente.

Tabla XV. Comparacion de la diversidad genética obtenida con los tres

marcadores utilizados.

Marcador %Polimorfismo HEg

UBC-842 90.47 0.156
UBC- 857 76.19 0.108
UBC- 809 80.952 0.102
Promedio 82.417 0.122

VIL.2.2. Estructura genética

Con el software TFPGA se obtuvieron los valores del coeficiente de coancestria Weir y
Cockerham (1984) (con un 95% I.C y 5000 réplicas), los cuales son valores analogos al
parametro de Fst (Tabla XVI). Los valores de Theta (O) de coancestria se compararon entre los

distintos marcadores de ISSR usados en el presente trabajo. UBC- 842 mostrd un mayor grado
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de diferenciacion (0.324), seguido deUBC-857 con (0.303). Por otra parte, los valores mas bajos
de O se obtuvieron en UBC-809 (0.174).

Con el software ARLEQUIN V.3.5.12. se realiz6 el AMOVA, para analizar la
distribucion de la variacion genética entre y dentro de las poblaciones. Para esto, se organizaron
las distintas poblaciones en cinco grupos basandonos en los litorales a los cuales pertenecen. El
grupo 1 representa al litoral del Golfo de California e incluyd las poblaciones de La Paz y Puerto
Pefiasco; el grupo 2 representa el litoral del Océano Pacifico central e incluyo las poblaciones
de Acapulco y Panam4; el grupo 3 representa al litoral del Océano Pacifico Oeste con la
poblacion de Kauai; el grupo 4 representa al litoral del mar Caribe incluy6 las poblaciones de
La Habana y Cancun; y el grupo 5 representa al litoral del Golfo de México e incluyod a la
poblacion de Paraiso.

El AMOVA mostr6 que el mayor porcentaje de variacion genética se encuentra dentro
de las poblaciones: con un 68.6% (UBC-842), un 74.44% (UBC-857) y un 75.41% (UBC-809)
(Tablas XVI, XVII, XVIII y XIX).

Tabla XVI. Valores del coeficiente de coancestria © de Weir y
Cockerham (1984) y de Fsr, para cada marcador de ISSR utilizado en

el presente trabajo.

Marcador o Fst

UBC-842 0.324 0.313
UBC- 857 0.303 0.255
UBC- 809 0.174 0.237
Promedio 0.267 0.268

49



Tabla XVII. Valores de distribucion de la variacion e indices de fijacion para el ISSR UBC-
842, datos originados por AMOVA.

Fuente de variacion df. % Variacion
Entre grupos (por litorales) 5 3.67
Entre poblaciones dentro de grupos (entre poblaciones) 2 27.68
Dentro de poblaciones (muestra total) 31 68.65
Total 38

FST 0.313

Tabla XVIII. Valores de distribucion de la variacion e indices de fijacion para el ISSR

UBC-857, datos originados por AMOVA.

Fuente de variacion df. % Variacion
Entre grupos (por litoral) 4 -8.55
Entre poblaciones dentro de grupos (entre 3 34.11
poblaciones)
Dentro de poblaciones (muestra total) 27 74.44
Total 34

FST 0.255
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Tabla XIX. Valores de distribucién de la variacion e indices de fijacion para el ISSR UBC-
809, datos originados por AMOVA.

Fuente de variacion df. % Variacion
Entre grupos (por litoral) 5 -12.53
Entre poblaciones dentro de grupos (entre poblaciones) 1 36.24
Dentro de poblaciones (muestra total) 27 76.29
Total 33

FST 0.237

Una tercer prueba se realizo para inferir los grupos genéticos y la estructuracion de las
poblaciones examinadas de C. maritima. Utilizando STRUCTURE, se realiz6 una corrida de
200000 iteraciones “burning” y 500000 iteraciones “pres-burning”, con una modelo de ancestria
sin cruza y con el modelo de frecuencias alélicas correlacionadas. Con un set £ de 1 a 10 con 20
iteraciones cada una. El analisis infiri6 que existen tres grupos genéticos en las muestras. En la
mayoria de los individuos examinados se presentan dos grupos genéticos distintos (azul y
verde), pero en algunos casos, como en la poblacion de Panama, el tercer individuo de La Paz,
el primer individuo Acapulco sol6 presenta un solo grupo genético (rojo). De la misma manera,
en la poblacion de Paraiso, se observa con mayor frecuencia el grupo rojo, con excepcion del
quinto individuo de esta poblacion, ya que presenta los tres grupos genéticos (en mayor parte el
rojo) (Figura 9). Los valores de Fst para cada uno de los grupos indican un alto grado de

estructura genética: el grupo rojo con 0.352, el grupo verde con 0.229 y el grupo azul con 0.234.
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La Paz Acapulco Canein Panami Kauai La Hahana Paraiso Fio.
Pefiasco

Figura 9. Asignacion de cada individuo analizado para cada uno de los diferentes grupos genéticos,
segun el analisis mediante el software STRUCTURE. Grupo en 1 rojo, grupo 2 en verde y grupo 3 en

azul.
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VIII. DISCUSION

VIIL.1. Inter Simple Sequence Repeats (ISSRs)

Seleccionar un marcador molecular adecuado es esencial para plantear cualquier investigacion
en el campo de la genética, ya que no todos los marcadores nos seran ttiles para resolver la
pregunta cientifica planteada en la investigacion. Por ejemplo, si se requiere un marcador muy
especifico para identificar especies del mismo género, cominmente se utilizan los ITS o beta-
tubulina. Si el objetivo es realizar una evaluacion de la diversidad genética a una escala mas
fina, por ejemplo, comparar individuos de la misma especie se recomienda usar SNPs. Sin
embargo, es muy importante tener en cuenta el tiempo, dinero e infraestructura del laboratorio
en donde se valla a realizar el trabajo (Freeland, 2005).

Los ISSRs demostraron ser marcadores moleculares confiables, ya que son baratos,
faciles de montar y la obtencion de resultados es rapida. En el presente trabajo se puede
confirmar que dichos marcadores son utiles para estimar la diversidad genética del organismo
de interés, presentando también un bandeo muy bien definido y principalmente, con alta
reproducibilidad. Investigaciones previas han demostrado que los ISSRs pueden detectar niveles
de polimorfismo mayores que otros marcadores, como los RFLPs o los RAPDs (Esselman et al.
1999). Esto se debe principalmente a la naturaleza del marcador, ya que al ser una secuencia
simple di o tri nucleotidica repetida, la frecuencia y distribucion de los motivos microsatélite
repetidos complementarios seran abundantes en el genoma, sobre todo en el ADN nuclear
(Pradeep, 2002).

Por otro lado, algunas desventajas que tienen los ISSRs es que son extremadamente
sensibles a los contaminantes, como son secuencias aleatorias pueden amplificar cualquier otro
organismo eucarionte, incluyendo al ser humano. Otra dificultad que comunmente se presenta
al trabajar con ISSRs es la evaluacion de los geles de electroforesis, ya que éstos, frecuentemente
son interpretados a simple vista, por lo que se puede agregar un error al momento de determinar

la variacion. Este trabajo demuestra la utilidad que tienen los ISSRs como marcadores
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moleculares para hacer genética de poblaciones en organismos del reino Fungi, por su alto nivel

de polimorfismo y su reproducibilidad.

VIII.1.1. Estandarizacion de ISSRs

Algo en particular que se puede observar con las muestras C. maritima en relacion con los
marcadores probados, es la preferencia por el contenido de A y G en la secuencia de los
marcadores, ya que el marcador UBC- 842 (GAg) y UBC- 809 (AGg) fueron los que mostraron

mas polimorfismo a comparacion al marcadorUBC-857 (ACg).

VIIIL.2. Variacion genética

De los tres marcadores utilizados en el presente trabajo, el marcador UBC-842 fue el que
presentd el valor mas alto de porcentaje polimorfico (%P) (90.47%) y una heterocigosis
esperada (Hg) de 0.156. Examinando detalladamente cada una de las poblaciones con este
marcador se puede apreciar que Cancun fue la poblacion mas diversa (%P =61.90 %; Hr=
0.189), seguido de La Paz con un 57.14 % de polimorfismo y 0.17 de heterocigos. Hacia el otro
extremo, la poblacion con los valores mas bajos de diversidad fue Puerto Pefiasco (%P=4.76%;
Hg= 0.023). Para el marcador UBC-857, los valores de polimorfismo fueron los mas bajos
comprado con los otros dos marcadores. Por otra parte, los valores de heterocigosis fueron los
segundos mas altos (%P= 76.19%; Hr= 0.108). Para este marcador la poblacion mas diversa
fueron tanto La Paz como La Habana, con valores de heterocigosis levemente mas altos para
este ultimo (%P=42.85 %; Hp=0.117 y 0.119). Nuevamente, Puerto Pefiasco fue la poblacion
con valores de %P y de Hgmas bajos (%P=4.76 %; Hg =0.013). Por ultimo, el marcador UBC-
809, presento el segundo valor mas alto de porcentaje de polimorfismo (%P=80.95%), pero con
el valor mas bajo de heterocigosis (Hr=0.102). Para el caso de este marcador, las poblaciones
con mayor porcentaje de polimorfismo son Cancun, Panamé y La Habana (%P= 33.333), pero
difieren en heterocigosis, con valores de 0.070, 0.105 y 0.090, respectivamente. Al analizar

detalladamente los resultados de diversidad genética (Tablas X, XI y XII), se aprecia que tanto
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Cancun como La Habana resultaron ser las poblaciones con mayor diversidad en dos de los
marcadores de ISSR (UBC-842 y UBC-809 para Cancun; 857 y 809 para la Habana), seguidas
de La Paz (UBC-842 con 57.1 % y en UBC-857 con 42.85% de polimorfismo). Los 3
marcadores para cada poblacion, Cancun y La Paz resultaron ser las poblaciones mas diversas
con 41.269 % de polimorfismo y, con valores de heterocigosis esperada de 0.120 para Cancun
y 0.124 para La Paz. Seguidos de La Habana con 36.507% de polimorfismo con 0.112 de
heterocigosis.

A nivel litoral, para el marcador UBC-842 el mar Caribe fue quien presento un mayor
nivel de polimorfismo con 47.618 % y 0.157 de heterocigosis. Para el marcador UBC-857, fue
el litoral del mar Caribe con los valores de diversidad mas altos, con 35.714% y heterocigosis
esperada de 0.111. Y para el marcador UBC- 809, el mar Caribe resulto con el valor mas alto de
polimorfismo con 33.333 %, pero fue el litoral de Océano Pacifico Central quien tuvo el valor
mas alto de heterocigosis con 0.095. Con un promedio de 38.888 % de polimorfismo y 0.116 de
heterocigosis esperada, resultando el litoral mas diverso para el presente trabajo. Las dos
poblaciones pertenecientes al litoral Mar Caribe resultaron ser las mas diversas. Este resultado
se puede deber a que las playas ubicadas en el litoral del Mar Caribe reciben una amplia variedad
de nutrientes provenientes de los ecosistemas aledafios, y transportados hacia estos lugres por
los rios. Sin embargo, pese a que la playa de Paraiso est4 localizada cerca de las playas del Mar
Caribe, y recibe las masas de agua proveniente del Mar Caribe, mostr6 niveles de diversidad
genética bajos. Esto puede deberse al nivel alto de perturbacién antropogénica que se ha
reportado en el Golfo de México (Toledo, 2005).En contraste, las playas de Canclin son
reconocidas mundialmente como un destino turistico, por lo que estdn sujetas a estrictos
controles ambientales que garantizan sus Optimas condiciones (Toledo, 2005). Por otra parte,
La Paz, Baja California Sur, estd dentro de lo que se es considerado “el acuario del mundo”,
declarado patrimonio de la humanidad por su inmensa biodiversidad (UNESCO, 2005). El titulo
de patrimonio de la humanidad hace destacar todas las playas del litoral como lugares turisticos
a nivel internacional, siendo sus habitats, tanto marinos como terrestres, sus principales fuente
de ingreso econdmico, por lo que la conservacion del ecosistema de sus playas es una prioridad.

Cabe resaltar que, los individuos de Puerto Pefiasco mostraron valores de heterocigosis
bajos (en comparacion a las demds poblaciones. Dado que esta playa se encuentra

geograficamente cercana a La Paz, se esperaria que esta poblacion presentara niveles altos de
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diversidad genética. Esto pudo deberse a que el tamafio de las muestras analizadas de esta zona

fueron pequenas.

VIIL.3. Estructura Genética

Los valores del coeficiente de coancestria 8 (Weir y Cockerham 1984) analogos del Fg,
obtenidos del programa TFPGA son altos. Se calcularon los valores de coancestria § para cada
uno de los marcadores, con la finalidad de distinguir las diferencias entre éstos. En la tabla X VII
en la seccion de resultados podremos observar los valores de 6 para cada uno de los marcadores.
UBC-842 con valores altos de diferenciacion (0.324), seguido del UBC-857 (0.303). Por ultimo
el UBC-809 con los valores mas bajos (0.174). En general, el valor de 8 obtenido por los tres
marcadores fue de 0.267, el cual es un valor alto de diferenciacion, comparado con trabajos de
otros autores (véase en la seccion de Comparacion con Resultados de Otros Autores en
Discusion del presente trabajo). Tomando en consideracion los altos valores del coeficiente de
coancestria © y de Fsr obtenidos, podemos inferir que las poblaciones estan estructuradas, ya
que algunas de ellas se encuentran separadas por grandes distancias, i.e. la poblacion del Golfo
de México (Paraiso) no podria mantener flujo genético con poblaciones como de La Paz o de
Puerto Pefasco, o Kauai. De la misma manera para las poblaciones que se encuentran en el
Océano Pacifico o Golfo de California con las poblaciones del Golfo de México y del mar
Caribe. La presencia de masas continentales parece ser una barrera importante que limita el flujo
génico entre las poblaciones de C. maritima, asi como las corrientes oceanicas que se encargan
de dispersar las ascosporas.

Respecto a la distribucion de la variacion genética en las poblaciones para cada uno de
los marcadores, el AMOVA indico que el porcentaje de variacion mas alto se encuentra dentro
de las poblaciones (muestra total) con 68.65%Para UBC-842, 74.44%Para UBC-857 y
76.29%Para UBC-809. Estos porcentajes indicarian los valores andlogos del estadistico F alto,
pero pese a eso, los resultados de AMOVA indican que no existe un diferenciacion entre las
poblaciones de estudio de C. maritima.

El programa STRUCTURE identificé tres grupos genéticos entre las poblaciones del

presente estudio (Figura 9). Al observar detalladamente las poblaciones de Paraiso y Panama,

56



comparten en su mayoria el mismo grupo genético (rojo), lo cual nos confirma un flujo genético
entre dichas poblaciones pese a que pertenecen a distintos litorales (Golfo de México y Océano
Pacifico). Sin embargo, pese a que Cancun y La Habana se encuentran en mar Caribe, mas cerca
al Golfo de México que el Océano Pacifico, comparten muy poco del grupo rojo (un individuo).
Por otra parte, ambas poblaciones comparten frecuencias con los otros dos grupos (azul y verde).
Esto se ve reflejado en los valores de 6 alto. Por otra parte, el grupo rojo no es exclusivo de la
costa este mexicana, ya que en el Golfo de California también se presenta este grupo. Por otra
parte, la poblacion de Kauai presentan muy poco del grupo rojo (solo un individuo de la
poblacion posee parte del grupo). Al enfocarnos en los grupos azul y verde, la mayoria de las
poblaciones comparten rasgos genéticos de éstos, incluso Paraiso, en muy bajas proporciones
(una pequeiia parte de un individuo), y Panama con el grupo azul (un solo individuo). Al
examinar la grafica generada con STRUCTURE, se puede notar que aunque no existe un grupo
genético exclusivo a un litoral o poblacion en especifico, se pueden identificar pequefios grupos
levemente definidos.

El diagrama nos demostré que no hay una estructuracién poblacional marcada,
indicando flujo genético entre las poblaciones. Lo anterior coincide con el resultado obtenido
con el AMOVA. Los resultados muestran que las poblaciones de C. maritima no se encuentran
aisladas, a pesar de estar separadas por distancias geograficas o masa continental, lo cual podria
deberse al amplio rango de distribucion que presenta la especie. El flujo genético entre las
poblaciones examinadas, se puede deber a las corrientes marinas. e.g. las corrientes del mar
Caribe lleva aguas al Golfo de México por el canal de Yucatan, por otra parte, el mar Caribe y
el Océano Pacifico se conectan por el canal de Panama, y estds mismas aguas suben por el litoral
oeste de la Republica Mexicana, incluso entran al Golfo de California y/o viaja por la Corriente
Norte Ecuatorial llegando al archipié¢lago de Hawai. Ademas, el flujo genético observado se
puede deber indirectamente a la globalizacion, i.e. los apéndices de C. maritima tienen una
propiedad adhesiva (con la que se adhieren a los sustratos en las playas) y pueden adherirse a
las superficies de barcos, también puede ser a causa de la transportacion de arena de unas playas
a otras, como medidas para combatir la erosion. Por otra parte también puede deberse a una
intervencion natural, utilizando los apéndices de las ascosporas para adherirse a aves migratorias
0 a otras especies marinas migratorias, pero estudios mas detallados serian necesarios para poder

sustentar estas hipdtesis. Asimismo, las poblaciones de C. maritima podrian tener las mismas
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presiones selectivas en todas las playas, esto ocasionaria que no haya una diferenciacion
marcada entre las poblaciones. Sin embargo, dicha hipotesis es la que se considera mas alejada
de la realidad, ya que cada playa presenta diferentes propiedades (fisico-quimicas), y pese a que
las playas estudiadas presentan climas sub-tropical/tropical, estan rodeadas por diferentes
ecosistemas. Un ultimo factor que explicaria lo sucedido en el presente trabajo, es que la
poblacion de C. marittima se haya separado recientemente, pero para comprobar dicho

argumento se requeririan analisis mas especificos.
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VIII.4. Comparacion con Resultados de Otros Autores

Actualmente existen en la literatura una gran cantidad de estudios relacionados con la
genética de poblaciones. Sin embargo, estos trabajos se han enfocado principalmente a estudiar
poblaciones de animales o plantas, existiendo pocos trabajos con relacion a organismos del reino
Fungi. Las escasas investigaciones que integran la micologia con la genética de poblaciones se
enfocan principalmente en especies de hongos patéogenos (Fan et al., 2010; Barres et al 2007;
Milgroom y Lipari 1995) o de interés comercial (Wang et al., 2012; Itten y Honegger 2010;
Riccioni et al. 2008; Barnes et al. 2004; Abesha et al. 2003), pero muy pocos en relacion a
especies saprobias. Todos los ejemplos de estudios anteriormente mencionados estan enfocados
a hongos de habitats terrestres, por lo que, estudios relacionados con hongos de habitats marinos
son escasos, casi nulos. La tnica referencia disponible en la literatura sobre hongos en estos
ambientes es el trabajo realizado por Michaelis et al. (1987) con dos especies del género
Dendryphiella, utilizando como marcador molecular las isoenzimas. Los autores reportaron
resultados de diversidad genética bajos (Hz= 0.0033), incluso comparandolos con los resultados
de diversidad bajos de la presente investigacion (Pto. Pefiasco, Hg= 0.018). Es importante
mencionar, los marcadores moleculares que utilizaron, Michaelis et al. fueron isoenzimas, las
cuales revelan poca variacidon en comparacion con otros marcadores. Otros ejemplos de genética
de poblaciones en hongos se muestran en la tabla XX, utilizando marcadores moleculares
diferentes. Los valores obtenidos en diversidad genética, porcentaje de polimorfismo y/o
estructura genética son diferentes en algunos, lo cual no resulta inusual, ya que son especies de

hongos diferentes (incluso a nivel filo).
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Tabla XX. Cuadro comparativo de resultados de diversos autores

Corollospora ISSR He/%P/Fst  0.112/82.41%/0.268  Presente estudio
maritima 2014
Dendryphiella spp.  Isoenzimas He 0.0033 Michaelis et al.
1987
Monilinia ISSR He 0.337 Fanetal 2010
fructicola
Cryphonectria RFLP He 0.43 Milgroom M. y
parasitica Lipari S. 1995
Xanthoria parietina RAPD %P 73.5% Itten y
Honegger 2010
Tuber SSR, ITS, Fst SRR: 0.215 Riccioni et al.
melanosporum AFLP ITS: 0.120 2008
AFLP: 0.153
Pleurotus eryngii  RAPD/ISSR %P 84.2%/ Wang et al.
84.3% 2012
Ustilago maydis RFLP Fst -0.25 Barnes et al.
2004
Melampsora larici- SSR He 0.352 Barreés et al.
populina 2007
Marasmius oreades DAF %P/Fst 79.7%/ Abesha et al.
-0.004 2003
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IX. CONCLUSIONES

Gran parte de la metodologia de amplificacion de ADN por medio PCR y de los marcadores de
ISSR del presente trabajo se realizoé desde la estandarizacion y comprobacion de la eficiencia
de estos marcadores en hongos marinos. Esto debido a la falta de referencias de genética de
poblaciones en dichos organismos.

Los ISSR resultan ser marcadores moleculares muy utiles para trabajos de diversidad
genética, por lo que en el presente trabajo se demostrd que dichos marcadores resultaron ser
reproducibles, repetibles y repetibles. Ademdas se comprobd lo altamente polimoérficos que
puede ser estos marcadores en hongos marinos.

Las playas que presentaron los valores mas altos de diversidad genética fueron la de La
Paz, Baja California Sur (%P= 41.26; Hg= 0.124); Cancin, Quintana Roo (%P= 41.26; Hg=
0.126) y La Habana, Republican de Cuba (%P=36.507; He=0.112). La mayoria de la diversidad
genética se encuentra dentro de las poblaciones.

Pese a la barrera continental y las grandes distancias geograficas entre las poblaciones
de estudio del presente trabajo, no se encontrd estructuracion poblacional de las poblaciones de
C. maritima. Esto podria deberse a las dinamicas de las corrientes superficiales marinas y/o la
globalizacion.

El presente trabajo representa una contribucidon importante tanto para la genética de
poblaciones como para la micologia marina, y también como antecedente para futuras

investigaciones relacionadas con Corollospora maritima.
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X. RECOMENDACIONES

Al realizar futuros trabajos similares al presente trabajo, se recomienda utilizar mas individuos
por poblacion e incluso mas poblaciones. De la misma manera, utilizar herramientas
moleculares modernas como marcadores bajo seleccion o especificos.

Para otros tipos de investigaciones genéticas que sea quieran realizar con Corollospora
maritima seria necesario conocer el genoma de dicho organismo.

Los tnicos trabajos de genética de poblaciones en hongos marinos son el de Michaelis
et al. (1987), y el presente trabajo. Ambos resultaron con valores de diversidad genética bajos,
por lo que serian necesario otros trabajos de genética poblacional en hongos marinos para
corroborar si es normal los niveles de diversidad genética bajos estos organismos a comparacion

a sus parientes terrestres.
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