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Resumen

Las poblaciones del pasto marino Zostera marina L. que se distribuyen a lo largo
de la peninsula de Baja California (México) estan expuestas a un amplio rango de
irradiancias y temperaturas que podrian modificar su respuesta fisiolégica y composicion
bioquimica. El objetivo de la primera mitad de este estudio fue el de investigar las
caracteristicas fotosintéticas y analizar las diferencias en la composicion bioquimica en las
hojas de Z. marina de una poblacién del norte (Bahia San Quintin, BSQ) y dos
poblaciones del sur (Laguna Ojo de Liebre; LOL y Laguna San Ignacio; LSI) de la
peninsula de Baja California, con respecto a las variaciones en los niveles de temperatura
(ambiental y del agua de mar) e irradiancia (incidente e in situ). La temperatura y la
irradiancia se registraron utilizando sensores de luz y temperatura colocados en cada uno
los tres sitios de estudio durante un afio.

La temperatura de la columna del agua registrada en el sur (LOL y LSI) fue
aproximadamente 5-6 °C mas alta que en la laguna del norte (BSQ) al igual que la
irradiancia in situ, la cual fue dos veces mayor en las lagunas del sur que en la laguna del
norte. Como resultado de los menores niveles de irradiancia, los niveles de clorofila en
las hojas de Z marina fueron aproximadamente dos veces mayores en la poblacion del
norte (1.7 mg gPH™) que en las del sur (0.8 mg gPH™). Aligual que la clorofila, los
niveles de carbohidratos no estructurales (azicar y almidén) en las hojas fueron mayores
en la poblacion del norte que en las del sur, lo cual sugiere que los altos niveles de
clorofila son suficientes para compensar los bajos niveles de irradiancia en la laguna del
norte, y mantener un balance de carbono positivo. Por el contrario, los niveles de
proteinas en las hojas de Z. marina de la laguna costera del norte de la peninsula fueron
ligeramente menores que en las del sur.

Las horas de fotosintesis saturada calculadas a partir de las-caracteristicas
fotosintéticas y de las mediciones de irradiancia, sugieren que la fotosintesis de las plantas
de LOL y LSI se encuentran saturadas por mds de 6 h d!' durante todo el afio, mientras
que las plantas de BSQ estan limitadas de luz aproximadamente el 15% del afio.

Consecuentemente un incremento en los valores del coeficiente de atenuacion en la



columna de agua podria decrecer potencialmente su supervivencia. No obstante, que los
niveles de irradiancia fueron dos veces mayor en la regién subtropical, las caracteristicas
fotosintéticas fueron similares entre las tres lagunas. Los resultados de este estudio
sugieren que las plantas de Z. marina de BSQ al estar expuestas a un menor nivel de
irradiancia incidente y un mayor nivel de turbidez del agua con respecto a las poblaciones
de LOL y LSI, despliegan tres tipos de respuestas fisiologicas para poder captar mayor
cantidad de luz y asi mantener tasas fotosintéticas similares a las poblaciones de LOLy
LSI: (1) Colonizacién de dreas mas someras, (2) Incremento en el contenido de
pigmentos de las hojas y (3) Incremento del drea foliar (longitud y ancho del haz).

Como segundo objetivo de este estudio se investigo la estructura genética a escala
regional y a escala local en las poblaciones mexicanas de Z. marina. Se determino las
caracteristicas genéticas de cinco poblaciones perennes de Z. marina en la costa del
Pacifico de Baja California y de cuatro poblaciones anuales del Golfo de California. Las
poblaciones de Z. marina fueron analizadas genéticamente utilizando nueve loci de
microsatélites. El ntimero de alelos por locus varié de 8 a 20, y la heterocigosidad
observada y esperada en la costa del Pacifico y del Golfo de California vari6 de 0.48 a
0.68 y 0.44 a 0.62, respectivamente. Se encontr6 una diferenciacion genética significativa
mediante los valores st entre las nueve poblaciones de Z. marina analizadas, lo que
indica que las poblaciones de Z. marina en México se encuentran genéticamente
estructuradas. El analisis de AMOVA revelo diferencias genéticas significativas en la
varianza de las frecuencias alélicas entre las poblaciones perennes de la costa del Pacifico
y las poblaciones anuales del Golfo de California, lo que sugiere un flujo genético
restringido entre estas dreas biogeograficas. Las poblaciones de la costa del Pacifico
mostraron valores altos de 8t (0.12 — 0.28), sugiriendo que el flujo genético es
restringido. En contraste, una baja pero aun significante diferenciacion genética se
detecté entre las poblaciones del Golfo de California (Bst=0.03 — 0.17), lo que sugiere
que el flujo genético es mucho mayor entre las poblaciones del Golfo en comparacion con
las del Pacifico. La prueba de aislamiento-por-distancia (IBD), mostrd una correlacion

significativa entre las distancias genéticas [Ost / (1-6s1)] ¥ oeograficas en las poblaciones
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del Golfo de California, mientras que en poblaciones de la costa del Pacifico, no se
encontr6 una significativa correlacion.

Se analizo la estructura genética a escala local en la poblacién de Z. marina de
Bahia San Quintin (BSQ), la cual es una laguna costera con caracteristicas fisicas y
quimicas heterogéneas. Las praderas de Z. marina son el componente vegetal principal de
BSQ, sin embargo ha sufrido una disminucién del 14% en la cobertura de sus praderas en
un periodo de 12 aiios (1987-1999). No obstante, se desconoce si la reduccién en la
demografia de las praderas ha ocasionado una disminucién en la diversidad genética de la
poblacién. Se analizaron muestras de Z. marina de siete areas diferentes a lo largo de
BSQ utilizando ocho loci de microsatélites. La heterocigosidad esperada y observada
varié de 0.491 a 0.563 y de 0.473 a 0.547, respectivamente. Se encontrd una significante
desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) cuando las siete 4reas se agruparon
como una sola poblacién (P < 0.006). Sin embargo, cuando las dreas fueron analizadas
por grupos de acuerdo a su distribucion geografica ninguna de ellas mostré estar fuera del
equilibrio de HW (P > 0.006). Lo anterior indica que existe mas de una subpoblacién
dentro de BSQ (Efecto Wahlund). El analisis de agrupamiento bayesiano (K =4; Ln = -
2749.8) y los valores de Bst (0.00 a 0.095) entre pares de poblaciones indican que la
poblacién de Z. marina en BSQ es heterogénea y que contien por lo menos 4 grupos
diferentes. La prueba de exceso de heterocigosidad, revelo que la poblacién de Z. marina
en BSQ no ha sufrido un reciente cuello de botella (P < 0.006). Sin embargo, bajo el
modelo de mutacion por pasos (SMM), cinco dreas mostraron niveles significantes de
deficiencia de heterocigosidad (P < 0.006) lo que sugiere que la poblacion se encuentra en

expansion o ha sufrido un ingreso reciente de alelos nuevos.
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Capitulo 1. Introduccion General

Zostera marina es la especie de pasto marino con las mas amplia distribucién en el
hemisferio norte, habitando desde regiones articas hasta regiones subtropicales (Fig.1)
(Phillips et al. 1983). En México, Z. marina se distribuye a lo largo de la costa del
Pacifico de la peninsula de Baja California (Cabello-Pasini 1984; Ibarra-Obando 1989;
Riosmena-Rodriguez & Sanchez-Lizaso 1996) y en ¢l Golfo de California (Felger et al.
1980; Phillips et al. 1983; Meling-Lopez & Ibarra-Obando 1999; Santamaria-Gallegos et

al. 2000).

Las poblaciones de Z. marina que habitan a lo largo de la costa del Pacifico se
encuentran expuestas a diferentes condiciones ambientales. El norte de la peninsula de
Baja California se caracteriza por ser una Region Templada y estar influenciada por
eventos de surgencia recurrentes (Lynn y Simpson, 1987; Ibarra-Obando et al., 2001),
mientras que el sur de la peninsula es una Region Subtropical con una importante
influencia de Agua Superficial Ecuatorial caracterizada por sus altas temperaturas (Castro
et al. 2000). Lo anterior provoca que la temperatura del agua de mar en el sur de Baja
California sea de 7 a 15 °C mas alta que en la Region norte (Castro et al., 2000; Durazo-
Arvizu et al. 2001). Diversos estudios han demostrado que la variacion anual en las
caracteristicas fotosintéticas de los pastos marinos es debida a los cambios estacionales en
los niveles de temperatura y de irradiancia (Kerr y Strother, 1985; Bulthuis, 1987;
Zimmerman et al., 1989; Cabello-Pasini et al., 2002). Sin embargo, aunque se ha sugerido

que las fluctuaciones estacionales en la densidad, y la biomasa de Z. marina en las lagunas



Figura 1. Distribuciéon mundial del pasto marino Zostera marina en las costas del
Hemisferio Norte



En consecuencia, es importante realizar estudios fisiolégicos de Z. marina que
permitan comprender como influyen los cambios latitudinales y estacionales de
irradiancia y temperatura en el crecimiento, la densidad, la biomasa y la morfologia entre
las plantas de Z. marina de la Regién Templada y subtropical de la peninsula de Baja

California.

La fisiologia , la morfologia y la composicion bioquimica de pastos y otros
vegetales marinos estan reguladas principalmente por la irradiancia, la temperatura y el
contenido de nutrientes en la columna de agua y/o en el sedimento (Backman y Barilotti,
1976; Dunton, 1994; Aguirre-VonWobeser, 2002; Cabello-Pasini et al., 2002; Touchett y
Burkholder, 2002). Algunos estudios demuestran que la reduccion de >80% de la
irradiancia por periodos de dos a tres semanas, a consecuencia de la resuspension de
sedimento, provocé la disminucién de dos a cuatro veces la concentracién inicial del
contenido de carbohidratos solubles en las hojas de Z. marina (Burke et al., 1996;
Cabello-Pasini et al., 2002). Por otro lado, la reduccién experimental del fotoperiodo
ocasionod un incremento en los niveles de clorofila en las hojas de Z. marina de una laguna
de California (Dennison, 1987). De igual manera, los cambios estacionales en los niveles
de temperatura e irradiancia en la columna de agua han generado cambios en los niveles
de lipidos, proteinas, carbohidratos y otros constituyentes quimicos en algunas especies de
algas marinas en Baja California (Rodriguez-Montesinos y Hernandez-Carmona, 1991).
Consecuentemente, las variaciones en la composiciéon bioquimica de Z. marina podrian
regular la fisiologia de los organismos que se alimentan directamente de Z. marina. No

obstante las diferencias en la temperatura e irradiancia incidente en el norte y sur de la



peninsula, se desconoce si estas variaciones afectan la composicién bioquimica de Z.

marina en Baja California.

Los pastos marinos difieren ampliamente en historias de vida, fenologia,
morfologia, caracteristicas fotosintéticas ybrecimiento, en funcién de las variaciones
latitudinales y estacionales de irradiancia, temperatura, salinidad y nutrientes
principalmente (Hemminga y Duarte, 2001). Sin embargo, también se han encontrado
diferencias genéticas en funcién del tipo de reproduccién que presentan estas especies
(Procaccini y Mazella, 1998; Procaccini y Waycott, 1998; Reusch et al., 1999; Reusch et
al., 2000; Hemminga y Duarte, 2001; Reusch, 2002). Existen diferentes estudios en los
que se ha encontrado que las variaciones morfoldgicas y el tipo de reproduccién (clonal o
sexual) se relacionan significativamente con las variaciones genéticas en diferentes
especies de plantas (Podolsky y Holtsford, 1995; Persson y Gustavsson, 2001; Steinger et
al., 2002, Storz, 2002). Para Halophila stipulacea, por ejemplo, se encontré que existen
diferencias genéticas significativas entre el morfotipo largo de la zona submareal y el
morfotipo corto de la zona intermareal (Procaccini et al., 1999). Aparentemente el cambio
en la morfologia de Z. marina dentro de una misma pradera esta regulado por factores
fisiolégicos (Aguirre-VonWobeser, 2002). Entre las poblaciones de Z. marina del norte y
sur de Baja California se han encontrado diferencias signifcativas en la morfologia de los
haces. Los haces del norte son dos veces mas largos y dos veces mas anchos que los
haces del sur de la peninsula (Varela-Valencia, 2001; Cabello-Pasini et al., 2003a). No
obstante que existen diferencias morfoldgicas en los haces de Z. marina a lo largo de la

peninsula de Baja California, atin no se han realizado estudios genéticos que permitan



determianr si las diferencias morfoldgicas observadas son consecuencia de diferencias

genéticas entre las pobalciones.

Las plantas que se reproducen de manera vegetativa (e. g. por medio de clones),
tienen una diversidad genética inter- e intra-poblacional menor que aquellas que se
reproducen de manera sexual (Les, 1988). Las historias de vida de las poblaciones de Z.
marina del Pacifico y del Golfo de California son diferentes en diversos aspectos. Las
poblaciones de la costa del Pacifico de Baja California son de vida perenne,
reproduciéndose principalmente de manera clonal. En contraste, las del Golfo de
California son de vida anual, reproduciéndose exclusivamente de forma sexual durante
invierno-primavera, desapareciendo por completo en el verano, cuando la temperatura del
agua es superior a los 30 °C (Phillips y Backman, 1983; Ibarra-Obando, 1989; Meling-
Loépez y Ibarra-Obando, 1999; Varela-Valencia, 2001). No obstante que existen
diferencias en la época y forma de reproduccion entre las poblaciones de Z. marina del
Pacifico y del Golfo de California, atin no se han realizado estudios genéticos que
determinen si existen diferencias en la diversidad genética entre las poblaciones perennes

del Pacifico y las poblaciones anuales del Golfo de California.

El flujo genético entre poblaciones de especies marinas se restringe por barreras
oceanograficas y geograficas, promoviendo asi, la formacién de grupos genéticamente
diferentes (Hedgecock, 1986; Burton, 1998; Terry et al., 2000). Las poblaciones de Z.
marina que habitan en la costa del Pacifico se encuentran bajo condiciones oceanograficas

muy diferentes a las del Golfo de California. La costa del Pacifico esta influenciada por la



Corriente de California, con flujo neto hacia el sur y velocidades menores de 12 cm s™

(Lynn & Simpson 1987). En cambio, el Golfo de California esté influenciado por el Agua
Superficial Ecuatorial, y la velocidad de las corrientes dentro del Golfo, puede exceder los
100 cm s y provocar fuertes mezclas (Badan-Dagon et al. 1991). Ademas, se ha
demostrado que la peninsula de Baja California actiia como barrera geografica, limitando
el flujo genético en algunas especies de peces (Terry et al., 2000; Stepien et al., 2001),
mamiferos marinos (Schramm-Urrutia, 2002) e invertebrados marinos (Brusca, 1980;
Correa-Sandoval y Rodriguez-Cortés, 1998). Asi también, la mayor distancia entre las
poblaciones de Z. marina del Pacifico y el Golfo de California es de mas de 2,000 km de
costa por la presencia de la peninsula de Baja California. Reusch et al. (2000) encontraron
un mayor nivel de diferenciacién genética y un menor flujo genético entre poblaciones
europeas de Z. marina al incrementarse la distancia geografica entre ellas. La
reproduccion sexual y la dispersion del polen y las semillas es muy limitada en los pastos
marinos, incluyendo a Z. marina (De Cock, 1980; Ackerman, 1986, 1997b; Hemminga y
Duarte, 2001). Por lo anterior, es muy probable que Z. marina muestre una estructura
poblacional en la peninsula de Baja Califronai asi como en el Golfo de California. Sin
embargo, se desconoce como las diferencias oceanogréficas, biogeogréaficas y fenologicas
entre la costa del Pacifico y el Golfo de California pueden contribuir en las variaciones

genéticas en las poblaciones de Z. marina entre estas regiones.

Asi como el aislamiento genético estd demostrado en escalas regionales, el
aislamiento a escalas locales también ha sido documentado (Burton y Feldman, 1981;

Hellberg, 1994; Ruckelshaus, 1998; Bilton et al., 2002). Algunos estudios han revelado



una diferenciacion genética interpoblacional significativa en estuarios y lagunas costeras
para diversas especies de plantas y animales (Fain et al., 1992; Williams y Orth, 1998;
Bilton et al., 2002). Bahia San Quintin es una laguna costera con caracteristicas
heterogéneas en el patrén de corrientes, tiempos de residencia del agua asi como en los
niveles de temperatura, salinidad y nutrientes (Camacho-Ibar et al., 2003; Hernandez-
Ayén et al., 2004). No obstante que presenta condiciones oceanograficas muy
heterogéneas, se desconoce si estas diferencias han propiciado el aislamiento genético de

las praderas de Z. marina y otras especies que habitan en esta laguna costera.

Las praderas de pastos marinos son extremadamente vulnerables a cambios en los
niveles de temperatura, de la irradiancia y de los nutrientes (Short y Wyllie-Echeverria,
1996; Short y Neckles, 1999; Hemminga y Duarte, 2001). En los ultimos 30 afios, ha
desaparecido aproximadamente el 30% del area total mundial de las praderas de pastos
marinos debido a cambios en ¢l medio ambiente (Short y Wyllie-Echeverria, 1996,
Duarte, 1999). La causa principal a nivel mundial, es la reduccion de la luz in situ en las
praderas, ocasionado por la descarga de materia organica y particulada provenientes de
areas agricolas o urbanas, o por la descargas de rios o arroyos. En Baja California, se han
registrado cambios en la abundancia y distribucién de Z. marina en Bahia San Quintin
(Ward et al., 2004a; Ward et al., 2004b), sin embargo, se desconoce si esta variabilidad es
el resultado de cambios temporales en la fisiologia de esta especie o por causas
antropogénicas. No obstante la importancia ecolégica de las praderas de Z. marina en las
lagunas costeras, hasta la fecha se desconocen los factores que regulan la fotosintesis, el

crecimiento y la composicién bioquimica de estos pastos a lo largo de la peninsula de



Baja California. De igual manera, se desconoce si existen diferencias en las
caracteristicas genéticas entre las poblaciones y cual es el nivel de flujo genético entre las
praderas de Z. marina del Pacifico y del Golfo de California. Consecuentemente, los
objetivos de este estudio son: i) Caracterizar las variaciones anuales en la fisiologia
fotosintética y en la composicién bioquimica de las poblaciones de Z. marina en Bahia
San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio en relacién con los cambios
latitudinales y estacionales de irradiancia y temperatura en las diferentes lagunas; ii)
Estimar la diferenciacion genética dentro y entre cada poblacién de Z. marina de la costa
del Pacifico y del Golfo de California, iii) Evaluar el grado de diferenciacién genética
entre las poblaciones perennes de la Region del Pacifico y las poblaciones anuales del
Golfo de California, iv) Estimar el grado de estructura genética de Z. marina en Bahia de

San Quintin.



ANTECEDENTES GENERALES

Zostera marina es la especie de pasto marino con la mas amplia distribucién en el
Hemisferio Norte, donde habita desde regiones subpolares hasta regiones subtropicales.
Habita en estuarios y lagunas costeras desde el Mar de Bering hasta la peninsula de Baja
California en la costa del Pacifico Norte. También habita en las costas del Océano
Atlantico del continente americano y europeo (DenHartog, 1970; Phillips et al., 1983;
Hemminga y Duarte, 2001). La distribucién de Z .marina en México es a lo largo de la
costa del Pacifico de la peninsula de Baja California, desde Ensenada (31° N) hasta Bahia
Magdalena (24° N) y en el Golfo de California (Ibarra-Obando, 1989; Meling-Lépez y

Ibarra-Obando, 1999; Varela-Valencia, 2001).

Las praderas de Z. marina son altamente productivas y dindmicas, actuando como
refugio y areas de reproduccion de peces, crusticeos, moluscos, poliquetos, diatomeas,
etc. (DenHartog, 1970; Felger et al., 1980, Oliveira et al., 1983; Ibarra-Obando et al.,
1997; Hemminga y Duarte, 2001). Las hojas de estas plantas son fuente importante de
alimento para cientos de miles de gansos, patos y otras aves migratorias que utilizan a las
lagunas costeras como areas de descanso, durante su migracién invernal (Kramer, 1976;
Ward, 1983; Mather et al., 1998). Por otro lado, los rizomas y raices de Z. marina
estabilizan sedimentos no consolidados por lo cual juegan un papel importante en el
asolvamiento y erosion de estuarios y lagunas costeras. Por lo anterior, las praderas de
pastos marinos han sido consideradas ecosistemas de alto valor ecol6gico y econémico
(Constanza et al. 1997). A pesar de la importancia de los pastos marinos en la ecologia de

los estuarios, lagunas costeras y zonas oceanicas, la mayoria de las investigaciones de
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pastos marinos en México solo se han enfocado a su taxonomia, distribucién y demografia
(Lot-Helgueras, 1977; Aguilar-Rosas y Lopez-Ruelas, 1985; Ibarra-Obando, 1989; Ibarra-
Obando y Rios, 1993; Riosmena-Rodriguez y Sanchez-Lizaso, 1996; Ibarra-Obando et al.,
1997; Poumian-Tapia y Ibarra-Obando, 1999), las caracteristicas fisiologicas, bioquimicas

y genéticas de las poblaciones de Z. marina en México ain no se han investigado.

La distribucion y las caracteristicas biologicas de los pastos marinos estan
controladas principalmente por la irradiancia in situ (Dennison y Alberte, 1985; Koch,
2001) y la temperatura (Hemminga y Duarte, 2001). Las caracteristicas fotosintéticas en
los pastos marinos varian de acuerdo a los cambios estacionales en irradiancia y
temperatura. La fotosintesis depende de la irradiancia disponible o de la irradiancia
absorbida. La curva P-E es la relacion grafica entre la fotosintesis (P) y la irradiancia (E),
y es de gran utilidad para comparar la fisiologia y predecir patrones de crecimiento en
diferentes especies de pastos. A partir de las curvas P-E puede calcularse la tasa
fotosintética maxima (Ppay), €l punto de compensacién de luz (E.), el cual representa la
irradiancia a la cual la fotosintesis es igual a la respiracion (R), el coeficiente de
subsaturacion (Ey), que es la irradiancia a la cual la fotosintesis se satura y la eficiencia
fotosintética (o) que es la pendiente inicial de la curva P-E (Lobban y Harrison, 2000).
En una especie de pasto marino de la Regién tropical (Thalassia testudinum), se observéd
un maximo en los valores de Pnay, R y a durante el verano seguido por un decremento de
estos parametros en otofio e invierno (Herzka y Dunton, 1998). El mismo patrén

estacional se observo en una especie de zona templada Zostera noltii, 1a cual mostrd los
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valores mas altos de Py, en verano y los mas bajos en invierno (Vermaat y Verhagen,

1996).

La disponibilidad de luz es considerada como uno de los parametros ambientales
mas importantes que controlan la profundidad a la cual los pastos marinos pueden crecer.
La luz en el agua decrece rdpidamente al aumentar la profundidad, por lo que la
distribucién de los pastos marinos se ve confinada a un intervalo muy pequefio de
profundidad, desde zonas someras hasta profundidades de menos de 20 m (Hemminga y
Duarte, 2001). A mayores profundidades la limitacion de luz en los pastos marinos
provoca que los organismos presenten un balance de carbono negativo y no puedan
sobrevivir. El balance de carbono en la planta es la razon entre el carbono fijado en la
fotosintesis (P) y el consumo de carbono organico en la respiracién (R) (Hemminga y
Duarte, 2001). Un balance positivo (P > R) indica que las ganancias de carbono mediante
la fotosintesis son mayores que la pérdida de carbono mediante la respiracion. Bajo estas
condiciones, la planta mantiene altas tasas de crecimiento y/o almacenamiento de
carbohidratos de reserva en los rizomas y en el tejido. La tolerancia a la privacion de luz
en los pastos varia entre las especies, algunas especies tienen un grado de tolerancia bajo
ya que logran sobrevivir sélo un mes (Halophila ovalis; Longstaff y Dennison, 1999) en
condiciones de limitacién de luz. En cambio otras especies pueden sobrevivir hasta cinco
meses en condiciones inferiores a sus requerimicntos minimos de luz (Thalassia

testudinum, Lee, 1997); Posidonia sinuosa, Gordon et al., 1994).
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El modelo propuesto del balance de carbono para Z. marina propuesto por
Zimmerman et al. (1989) indica que los periodos de luz saturante para la fotosintesis
(Hsat) requeridos para mantener un balance de carbono puede variar entre 3 - 12 h, en
funcién de las razones de fotosintesis neta:respiracion (Pye:R). Algunos estudios reportan
que tanto las razones de P,:R generalmente son mayores durante la primavera y a
principios del verano (Sand-Jensen, 1975) cuando el fotoperiodo es largo. En contraste,
durante periodos de invierno, cuando los fotoperiodos son cortos, se espera que los
requerimientos de Hsat que se incrementen como una respuesta a la disminucién en las

razones de Ppe:R.

Algunos estudios indican que los pastos marinos pueden incrementar el contenido
de clorofila en las hojas, como una respuesta fotoadaptativa a la disminucion de luz,
aunque esto no puede ser mantenido por mucho tiempo (Longstaff y Dennison, 1999). En
Z. marina y Z. noltii la concentracién de pigmentos varia estacionalmente de acuerdo al
incremento y la disminucién en la irradiancia a lo largo del afio. Durante los meses de
invierno, cuando la irradiancia disminuye, la concentracién de clorofila @ y b es mayor
que en los meses de verano (Jimenez et al., 1987). Por ejemplo, la reduccién de >80% de
la irradiancia por periodos de dos a tres semanas debido a la resuspension de sedimento,
resulté en la disminucién de dos a cuatro veces la concentracién inicial del contenido de
carbohidratos solubles en las hojas de Z. marina de las costas de California y Baja
California (Burke et al., 1996; Cabello-Pasini et al., 2002). Por otro lado, el contenido de
nitrégeno en hojas de algunas especies de pastos marinos decrece significativamente al

incrementar la irradiancia (Longstaff y Dennison, 1999; Peralta et al., 2002). El contenido
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de nitrégeno total en hojas y rizomas de Posidonia oceanica varid estacionalmente con
valores maximos en invierno y valores minimos en verano (Invers et al., 2002). El 13%
del contenido de nitrégeno en las hojas de P. oceanica estuvo representado por proteinas
solubles. Solo existe un estudio reciente que analiza el efecto de la disminucién de la
irradiancia en la fisiologia y en la composicién bioquimica de Z. marina en México
(Cabello-Pasini et al. 2002). En dicho trabajo, se encontré que periodos con irradiancia
cercana a cero durante mas de 4 semanas, como consecuencia de la resuspension de
sedimento debido a tormentas, provoco la desaparicion total de las praderas de Z. marina

en una zona expuesta. (Cabello-Pasini et al., 2002).

El incremento en la temperatura del agua también afecta directamente el
mecanismo de la fotosintesis, la respiracion y el balance positivo de carbono en plantas de
Z. marina. La fotosintesis se incrementa con la temperatura en ambientes con irradiancia
saturante, mientras que en ambientes con baja irradiancia la fotosintesis decrece al
aumentar la temperatura (Bulthuis, 1987; Zimmerman et al., 1989). El analisis de balance
de carbono realizado en hojas de Z. marina de una zona templada, mostr6 que las tasa
diarias de respiracién exceden a las tasas de fotosintesis a temperaturas mayores de 25 °C,
lo que provocé un déficit de carbono y con ella la mortandad de las plantas durante el
verano (Marsh et al., 1986). En un estudio realizado en las costas de California se
encontr6 que entre los 11 — 15.5 °C, la concentracién de los nutrientes en la columna de
agua y la temperatura mantenian una relacién inversa (Zimmerman y Kremer, 1984). Las
variaciones en los niveles de temperatura y de nutrientes se reflejan en la composicién

bioquimica en las macrofitas marinas. Por ejemplo, en el alga Macrocystis pyrifera, el
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contenido de nitrégeno y proteinas disminuyd al incrementarse la temperatura durante El

Nifio de 1982-1983 (Gerard, 1984).

Las caracteristicas morfoldgicas que hacen diferentes a las praderas de Z. marina
en su distribucién mundial, son entre otras, el largo y el ancho de las hojas. Algunos
estudios muestran que las variaciones en la longitud y el ancho de las hojas de algunas
especies de pastos marinos, estan correlacionadas con variaciones ambientales de luz y
temperatura (McMillan, 1978; Backman, 1990; Hemminga y Duarte, 2001; Meling-
Lopez, 2001). La seleccién natural es una fuerza poderosa que crea fenotipos en los
organismos permitiendo su adaptacion a las diferentes condiciones locales ambientales
(Johnston et al., 2001; Steinger et al., 2002). Un analisis de diferenciacion poblacional en
base a las caracteristicas fenotipicas, requiere de una base genética, de tal manera que
puedan separarse los componentes genéticos de los ambientales. Existen diferentes
estudios en los que se ha encontrado que las variaciones morfol6gicas se relacionan
significativamente con las variaciones genéticas en diferentes especies de plantas
terrestres y acuaticas (Podolsky y Holtsford, 1995; Persson y Gustavsson, 2001; Steinger
et al., 2002; Storz, 2002). En una especie del pasto marino, Halophila stipulacea, se
encontré que existen diferencias genéticas significativas entre ¢l morfotipo largo de la
zona submareal y el morfotipo corto de la zona intermareal (Procaccini et al., 1999). Los
haces de Z. marina entre las poblaciones a lo largo del Pacifico de Baja California,
presentan diferencias morfolégicas significativas; haces més largos y més anchos en el
norte con respecto a los haces del sur (Varela-Valencia, 2001; Cabello-Pasini et al.,

2003a). Asi también, dentro de una misma poblacion, se han registrado dos morfotipos
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diferentes en los haces de Z. marina (Meling-Lopez, 2001; Aguirre-VonWobeser, 2002).
Los haces del intermareal presentan hojas mas cortas y mas delgadas que los del
submareal. Aparentemente el cambio en la morfologia de Z. marina dentro a nivel intra-o
inter-pobalcional esta regulado por factores fisiologicos (Aguirre-VonWobeser, 2002;
Cabello-Pasini et al., 2003a; Cabello-Pasini et al., 2004), sin embargo, atin no se han
realizado estudios genéticos que permitan determinar las diferencias morfologicas

observadas puedan deberse a factores genéticos.

Los pastos marinos son angiospermas marinas que se reproducen de manera sexual
o asexual. Cuando se reproducen sexualmente la polinizacién se lleva a cabo
exclusivamente debajo del agua (polinizacion hidrofilica). El polen es expulsado de la
planta y es dispersado por las corrientes de agua (Ackerman, 1997b, 1997a). Las
desventajas de la polinizacién hidrofilica son que la transportacion es estocastica y la
probabilidad de fertilizacion disminuye al incrementarse la distancia geografica
(Ackerman, 1997b, 1997a). A partir de estas observaciones, se ha hipotetizado que este
tipo de polinizacién ha inducido a los pastos marinos a reproducirse principalmente de
manera asexual como un mecanismo de conservacién (Les, 1988). La reproduccion
asexual en los pastos marinos es principalmente por propagacion vegetativa (clones),
mediante la extension de sus rizomas (Hemminga y Duarte, 2001). Algunos estudios
muestran que la dispersion del polen en las plantas de Z. marina decae a menos del 10%
dentro de los primeros 15 m de la fuente de expulsion (Ackerman, 1986; Ruckelshaus,

1996) y la mayor parte de las semillas de Z. marina no son transportadas mas de 2 metros
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del origen. Sin embargo, la dispersion de haces reproductivos con semillas es de 2 — 4

veces mayor que la dispersién del polen y de las semillas (Reusch, 2002).

Aproximadamente 30 especies que representan 12 géneros de pastos marinos se
han estudiado genéticamente por medio de isozimas (Wain et al., 1985). Aunque las
isozimas muestran una alta variacion genética en plantas terrestres, en diversas especies de
angiospermas con polinizacion hidrofilica se ha encontrado una variabilidad genética baja
y un alto grado de homocigosidad. De las especies de pastos marinos estudiadas,
solamente Z. marina, Halodule uninervis y Phyllospadix scouleri han mostrado
polimorfismo isoziméatico, mientras que las demas especies han mostrado ser
monomérficas (McMillan, 1980, 1981; McMillan, 1982). En general, los resultados
isozimicos obtenidos de pastos marinos han sido de tipo cualitativo més que cuantitativo.
Debido a que la baja proporcion de polimorfismo encontrado en estas especies, impide
obtener niveles confiables en diferentes estimadores como, niimero de alelos, proporcién
de loci polimérficos, indices de fijacién, niveles de heterocigosidad promedio y distancias
genéticas, los cuales son importantes para determinar la estructura poblacional en
cualquier especie (Nei, 1987). El nimero de loci o caractéres utilizados en estudios
genéticos es muy importante, ya que se ha demostrado que la diversidad genética
detectada en cualquier especie depende de dichas caracteristicas. En un estudio realizado
en 21 especies de plantas con reproduccion clonal, se encontré que la especie que mostro
la diversidad genética més alta, fue aquella en la que se utilizé el mayor niimero de loci

isozimicos (Ellstrand y Roose, 1987).
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Ademas de la técnica de isozimas, existen ofras técnicas moleculares
recientemente desarrolladas que se han empleado para caracterizar genéticamente las
poblaciones de diferentes especies de pastos marinos. Entre las técnicas desarrolladas se
pueden mencionar: RFLPs (polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion;
(Fain et al., 1992); Fingerprinting (huellas de DNA; (Alberte et al., 1994) y microsatélites.
La técnica més éxitosa para la evaluacion de la diversidad genética a nivel inter- e intra-
poblacional en pastos marinos ha sido la de microsatélites (Procaccini y Mazella, 1998;
Procaccini y Waycott, 1998; Reusch et al., 1999; Reusch et al., 2000; Reusch, 2002). La
principal caracteristica por la que se han utilizado con gran éxito los microsatélites, es que
han permitido detectar altos niveles de polimorfismo en comparacion con las otras
técnicas anteriormente mencionadas. Reusch et al. (1999; 2000a) recientemente
desarrollaron y utilizaron 12 marcadores microsatélites en poblaciones europeas de Z.
marina. Con el empleo de estos microsatélites se logrd estimar la estructura clonal, la
diversidad genética interpoblacional y el grado de diferenciacion genética entre
poblaciones europeas de la costa norte del Atlantico. Tales estimaciones no se habian
logrado anteriormente empleando la técnica de isozimas, debido al bajo polimorfismo que

esta técnica mostraba.

Se ha mencionado que las plantas de Z. marina pueden ser capaces de cambiar su
historia de vida de perenne a anual cuando las condiciones del habitat son estresantes
(Keddy y Patriquin, 1978). Sin embargo, atin no se ha determinado exactamente si los
factores que determinan la presencia y/o ausencia de las plantas perennes y anuales dentro

de un mismo habitat o en habitats diferentes son de tipo ambiental o genético. Los
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primeros trabajos de tipo genético en poblaciones de Z. marina se realizaron utilizando
isozimas. Gagnon et al. (1980) estudi6 plantas anuales y perennes de Z. marina de una
misma poblacién de la costa del Atlantico Norte. Por otro lado, McMillan (1982)
comparé una poblacién de vida anual del Golfo de California con una poblacién perenne
de la costa de California. En los dos estudios mencionados anteriormente, los autores
concluyeron que la forma perenne es genéticamente idéntica a la forma anual, sugiriendo
que la forma anual de Z. marina es simplemente una variante medioambiental
(ecofenotipo), y que no est4 influenciada por factores genéticos. Sin embargo, ambos
estudios sélo se basan en la informacién genética generada por un solo locus isozimico
polimérfico, lo cual indica que ¢l polimorfismo fue extremadamente bajo. De acuerdo a
lo anterior, se puede asumir que los resultados obtenidos por Gagnon et al. (1980) y
McMillan (1982) no son apropiados para concluir que no existe diferencia genética entre
la forma anual y la forma perenne de Z. marina, dado los bajos niveles de polimorfismo

encontrados en dichos estudios.

Anélisis genéticos realizados en poblaciones de plantas y animales muestran que la
reduccién de grandes extensiones en las poblaciones a varios parches pequefios, provoca
un decremento en la diversidad genética y una reduccion en el flujo genético (Dudash y
Fenster, 2000; Srikwan y Woodruff, 2000; Young et al., 2000). La fragmentacion del
hébitat tiene efectos negativos significantes en las poblaciones, reduce la diversidad
genetica, el tamafio genético efectivo pobalcional (Ne) e incrementa su aislamiento.
Cuando una especie sufre una disminucion drastica de su tamafio poblacional, se genera

un cuello de botella. El identificar poblaciones que han sufrido recientemente cuellos de
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botella es critico debido a que este proceso incrementa la tasa de endogamia, la perdida de
la diversidad genética y la fijacion de alelos deletéreos y por lo tanto reduce el potencial
adaptativo e incrementa la probabilidad de extincion de la poblacion (Luikart y Cornuet,
1998: Young y Clarke, 2000; Goodman et al., 2001; Landergott et al., 2001). Durante los
Giltimos 30 afios, se han registrado pérdidas de por lo menos 24 especies diferentes de
pastos marinos en més de 40 sitios en el mundo. La causa principal ha sido debido a
disturbios antropogénicos, como ¢l dragado y la eutroficacion en los cuerpos costeros, 0
bien por el dafio mecanico en plantas provocado por actividades maritimas o acuicolas
(Short y Wyllie-Echeverria, 1996). En México, solo sc ha reportado la disminucion en la
demografia de una poblacién de Z marina en una laguna costera del Pacifico (Bahia San
Quintin,(Ward et al., 2004a; Ward et al., 2004b). Sin embargo, aunque no se han
realizado estudios que comprueben la disminucion a lo largo del tiempo en la demografia
de las praderas de Z marina en diferentes lagunas costeras del Pacifico y del Golfo de
California, si se ha podido observar en los ltimos afios la framentacién en algunas de
estas lagunas (RMS, observacion personal). Sin embargo, atin no se han realizado
estudios que estimen el nivel de diversidad y estructura genética dentro y entre las

diferentes poblaciones de Z marina en México y de esta manera contar con elementos

adecuados para su conservacion y manejo.
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Capitulo II. Caracterizacion fisiolégica del pasto marino Zostera

marina en Baja California, México.

RESUMEN

Las poblaciones del pasto marino Zostera marina L. se distribuyen a lo largo de la
peninsula de Baja California (México) y estan expuestas a un amplio intervalo de
irradiancias y temperaturas que podrian modificar su respuesta fisiolégica.
Consecuentemente el objetivo de este estudio fue el de investigar la respuesta fotosintética
con respecto a las variaciones en los niveles de temperatura e irradiancia en una poblacion
del norte (Bahia San Quintin; BSQ) y dos poblaciones del sur (Laguna Ojo de Liebre;
LOL y Laguna San Ignacio; LSI) de Baja California, México. La densidad, la biomasa, la
morfologia, la fenologia y las caracteristicas fotosintéticas de Z. marina fueron
relacionadas con mediciones continuas de la irradiancia in situ, el coeficiente de
atenuacion y la temperatura en cada una de las lagunas. La irradiancia in situ fue
aproximadamente dos veces menor en BSQ que en LOL y LSI. Como consecuencia de
una mayor irradiancia, las plantas LOL y LSI se distribuyen a un 1 m mas de profundidad
que las plantas de BSQ. La variacién de la biomasa en BSQ fue cuatro veces mayor y
estuvo principalmente relacionada por los cambios en la longitud del haz més que por la
densidad, mientras que en LOL y LSI la biomasa y la longitud del haz no mostr6 una
variacion significante a lo largo del afio. Los valores maximos en la densidad de haces
reproductivos correspondieron a los valores méaximos de irradiancia in sifu. La densidad

de haces reproductivos fue tres veces mayor en la poblacion de la Region Templada
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(BSQ) que en las de la Region Subtropical (LOL, LSI). No obstante que los niveles de
irradiancia fueron dos veces mayor en la Region Subtropical, las caracteristicas
fotosintéticas fueron similares entre las tres lagunas. Las horas de fotosintesis saturada
calculadas a partir de las caracteristicas fotosintéticas y de las mediciones de irradiancia,
sugieren que la fotosintesis de las plantas de LOL y LSI se encuentra saturada de luz por
mas de 6 h d”' durante todo el afio. En contraste, las plantas de BSQ se encuentran
limitadas de luz por lo menos durante el 15% del afio. Consecuentemente un incremento
en los valores del coeficiente de atenuacién en la columna de agua podria reducir su

supervivencia.
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INTRODUCCION

La distribucién y supervivencia de los pastos marinos en lagunas costeras y
estuarios esta influenciada por una variedad de parametros abidticos y bidticos, sin
embargo, la luz es considerada como el factor principal que regula su supervivencia. La
distribucién vertical de Z. marina y otros pastos marinos, por ejemplo, es mas somera en
lagunas costeras y estuarios con mayor turbidez que en ambientes con agua mas clara
(Duarte, 1991; Cabello-Pasini et al., 2002). La luz que llega a las praderas de pastos
marinos varia anualmente a consecuencia de las fluctuaciones estacionales en la
irradiancia incidente, duracion de la luz, nivel del agua resuspension del sedimento y
concentracion de la materia orgéanica en la columna de agua (Zimmerman et al., 1994;
Zimmerman et al., 1995; Koch y Beer, 1996). Periodos prolongados de limitacion de luz
a consecuencia de la resuspension de sedimento o por la eutroficacién, provocan a
menudo una disminucion en el crecimiento de los pastos marinos o bien la mortalidad de

las plantas que crecen a mayor profundidad (Zimmerman et al., 1995; Koch y Beer, 1996,

Cabello-Pasini et al., 2002).

Zostera marina es la macrofita marina dominante en las lagunas costeras de la
costa del Pacifico de Baja California, México (Ibarra-Obando y Rios, 1993; Bernardi et
al., 2003). La costa del Pacifico de Baja California contiene algunas de las praderas mas
grandes de Z. marina en Norteamérica y junto con el Golfo de California representan el
limite sur de esta especie en el hemisferio norte (Riosmena-Rodriguez y Sanchez-Lizaso,
1996). Las praderas de Z. marina en Baja California representan una importante fuente

de alimento para decenas de miles de aves migratorias, incluyendo al ganso branta negra
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(Branta bernicla) a lo largo del corredor del Pacifico (Reed et al., 1998) y forma un
habitat critico para el reclutamiento de peces y moluscos (Santamaria-Gallegos et al.,
2000). En latltima década el desarrollo urbano de las lagunas costeras de Baja California
asi como el establecimiento de granjas acuicolas de moluscos y minas de sal, se ha
incrementado draméticamente (Ortega y Castellanos, 1995). Mientras que el impacto de
estas actividades en las comunidades de pastos marinos es desconocido, se ha observado
un decremento en la abundancia de Z. marina como resultado de las operaciones de

dragado en una laguna costera del norte de Baja California (Cabello-Pasini, 1984).

A pesar del incremento de las amenazas a los ecosistemas costeros de Baja
California, no se ha realizado una evaluacién completa de la demografia, la fenologia y la
fisiologia de Z. marina a lo largo de su distribucién en México. Estudios demograficos
previos de Z. marina en la costa del Pacifico de Baja California solo se han destinado en
gran parte a las lagunas costeras del norte (31 - 32 °N), Estero Punta Banda y Bahia San
Quintin (Cabello-Pasini, 1984; Ibarra-Obando y Huerta-Tamayo, 1987; Ibarra-Obando y
Rios, 1993; Poumian-Tapia y Ibarra-Obando, 1999), las cuales se ubican dentro de la
distribucién central de Z. marina en el Pacifico Norte (Phillips et al., 1983). Asi mismo,
estudios realizados en el Golfo de California se han enfocado solo a una poblacién en el
estado de Sonora (29 °N) (Phillips y Backman, 1983; Meling-Lépez y Ibarra-Obando,
1999). Mientras que se ha sugerido que las fluctuaciones estacionales en la densidad y la
biomasa de Z. marina en las lagunas del norte son el resultado de las variaciones anuales
en la temperatura del agua, el efecto de los cambios anuales en la irradiancia in sifu no ha

sido caracterizado. Se ha sugerido que las poblaciones de Z. marina en el limite sur de su
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distribucién son anuales, desapareciendo durante el verano (Phillips, 1983; Phillips et al.,
1983). Mientras que lo anterior se ha confirmado para las poblaciones del Golfo de
California, la historia de vida, la demografia y la fisiologia de las poblaciones que crecen
hacia el sur de los 26 °N en la costa de Pacifico de la peninsula de Baja California atin no
se conoce. Consecuentemente, el objetivo de este estudio fue el de caracterizar las
variaciones anuales en la densidad, la morfologia, la biomasa aérea, la densidad de haces
reproductivos y la fisiologia fotosintética de las poblaciones de Z. marina en Bahia San
Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio con relacién a registros continuos de

irradiancia in situ y temperatura del agua.
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OBJETIVOS

a) Evaluar las diferencias en la densidad y la biomasa del pasto marino Z. marina
entre las localidades de Bahia San Quintin (BSQ), Laguna Ojo de Liebre (LOL) y
Laguna San Ignacio (LSI) a lo largo del aiio.

b) Evaluar si existen diferencias en las caracteristicas fotosintéticas del pasto marino
Z. marina entre BSQ, LOL y LSI a lo largo del afio.

¢) Determinar si las diferencias en las caracteristicas fotosintéticas de Z. marina entre
BSQ, LOL y LSI estan correlacionadas con las diferencias de irradiancia y

temperatura a lo largo de un aflo.
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METODOS
Area de Estudio

Ejemplares de Z. marina fueron colectados en tres lagunas costeras de la costa del
Pacifico de Baja California; Bahia San Quintin, (BSQ; 30°24° N, 115°57° O), Laguna Ojo
de Liebre (LOL, 27°35” N, 113°50” O) y Laguna San Ignacio (LSI, 26°38’ N; 113°06” O)
(Fig. 2). En este estudio, BSQ representa la distribucién norte de Z. marina en Baja
California. Esta laguna se encuentra dentro de la region templada de lapensinsula de Baja
California, con temperaturas promedio de 12 -18 °C a lo largo del el afio y esta
influenciada por surgencias durante primavera y verano (Alvarez-Borrego et al., 1977;
Alvarez-Borrego y Alvarez-Borrego, 1982; Ibarra-Obando et al., 2001). Mientras que
LOL y LSI representan el limite sur de la distribucion de Z. marina en Baja California, las
cuales se encuentran dentro de la Region Subtropical, con temperaturas méaximas anuales

del agua de 26 °C (Alvarado et al., 1986; Alvarez-Borrego, 1992).
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Figura 2. Localizacion de los sitios de colecta del pasto marino Zostera marina en la
costa del Pacifico de Baja California. Bahia San Quintin (BSQ), Laguna Ojo
de Liebre (LOL) y Laguna de San Ignacio (LSI).
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Variables Ambientales
Temperatura ambiental y del agua de mar

La temperatura ambiental y del agua de mar se registraron a intervalos de 0.5 h
durante 12 meses, en cada una de las tres lagunas utilizando sensores de temperatura
(HOBO, Onset Computers, EUA). Los sensores de temperatura se calibraron en el
laboratorio contra un termémetro digital. La temperatura ambiental para cada laguna se
registré desde una estacion meteorolégica ubicada a una altura de aproximadamente 2
metros sobre el suelo. En cada una de las lagunas se coloc6 un sensor de temperatura
submarino ubicado en el limite de la zona intermareal y submareal dentro de la pradera de
estudio de Z. marina. La ubicacién geogréfica de los sensores en cada laguna fue la
siguiente: BSQ 30.42° N, 115.95° O; LOL 27.65° N, 114.10° O; LSI 26.88° N, 113.15° O.
Los datos de cada uno de los sensores, se recuperaron por medio de una tarjeta de
adquisicién de datos (HOBO, OnSet Computers. EUA) cada seis semanas. Ambas

temperaturas fueron promediadas a intervalos diarios.

Irradiancia incidente y submarina

Los niveles de irradiancia incidente y submarina fueron registrados en cada una de
las lagunas durante un periodo de 12 meses, utilizando sensores de luz fotosintéticamente
activa (LFA; LI-COR, EUA). La irradiancia incidente en cada laguna se midié desde una
estacion meteorolégica ubicada a una altura de aproximadamente 2 metros sobre el suelo
mediante sensores de luz 27 (LI-190SA, LICOR). La irradiancia submarina se midi6
utilizando sensores de luz submarinos 4x (LI-193SA, LICOR). En cada laguna se colocd

exclusivamente un sensor, a la altura maxima de la fronda de cada una de las praderas de
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7. marina. La ubicacion geografica de los sensores en cada laguna fue la siguiente: BSQ
30.42° N, 115.95° O; LOL 27.65° N, 114.10° O; LSI 26.88° N, 113.15° O. Los sensores
de irradiancia en las tres lagunas fueron limpiados aproximadamente cada seis semanas
para eliminar incrustaciones de microalgas y de microorganismos adheridos a la superficie
de los sensores. Los datos de ambas irradiancias fueron registrados cada 0.5 h durante 12
meses y fueron recuperados por medio de una tarjeta de adquisicién de datos (HOBO-
Shuttle, OnSet Comp. EUA) cada seis semanas. La irradiancia incidente y submarina se
integraron diariamente desde el amanecer hasta el atardecer expresada como mol cuanta
m™ d'. El coeficiente de atenuacion (K,) se calculé de acuerdo a la Ley de Lambert-Beer
a partir de los valores de irradiancia incidente y submarina (Kirk, 1994).

K, =1In (Eo/Ez) z'
Donde Ez es la irradiancia a una profundidad z, Eo es la irradiancia incidente en la parte

superior de la pradera y K, es ¢l coeficiente de atenuacion.

Granulometria

El tamaiio de grano del sedimento fue determinado en las lagunas de BSQ, LOL y
LSI siguiendo el protocolo descrito por Folk (1974). Las muestras de sedimento se
colectaron cada 50 m (n = 8) en las praderas de Z. marina hasta una profundidad de 7 cm,
usando un nucleador de 3 cm de didmetro. Las muestras se colocaron en tubos de plastico
de 50 mL y fueron transportadas al laboratorio en hieleras. En el laboratorio las muestras
se limpiaron de conchas, organismos y fragmentos de hojas y raices. Cada muestra se
secd a 60 °C hasta obtener peso constante. La materia orgéanica fue oxidada utilizando

H,0; al 35% (v/v) durante una semana hasta que cesé la oxidacién. Posteriormente las
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muestras se secaron a 60 °C hasta peso constante. El contenido de materia orgénica en €l
sedimento fue calculado por diferencia de peso previo a la oxidacién. Posteriormente se

realiz6 un tamizado seleccionando las fracciones de 1 - 4.5 ¢, en intervalos de 0.5 ¢.

Distribucion Vertical

El perfil de playa y la profundidad de las praderas de Z. marina fueron
determinados en diferentes transectos en BSQ, LOL y LST, utilizando un transito, un
estadal y una cinta métrica. El punto inicial de los transectos fue la marca de la marea

mas alta y el punto final la parte mas profunda de la pradera.

Densidad y Biomasa

En cada una de las tres lagunas estudiadas, se colectaron aleatoriamente haces de
Z. marina (hojas y rizomas) utilizando cuadrantes de 400 cm’ (n = 10), mediante técnicas
manuales y de buceo libre. Las colectas se realizaron cada 6 semanas durante 12 meses
siguiendo la metodologia de Poumian-Tapia y Ibarra-Obando (1999). Las muestras
fueron colocadas en hieleras con agua de mar a aproximadamente 17 °C y transportadas al
laboratorio del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la Universidad Auténoma de
Baja California en Ensenada, B. C. El material colectado fue limpiado de epifitas y
epibiontes manualmente y se lavé con agua de mar para eliminar residuos de sedimento y
posteriormente se elimin6 el rizoma dejando sélo los haces. La densidad de haces se
evalud por unidad de area, contabilizando el nimero de haces (vegetativos +
reproductivos; Fig. 3) colectados por cuadrante. La biomasa se evalu6 por unidad de area,

pesando los haces colectados por cuadrante, en peso seco (PS) y peso hiimedo (PH).
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Morfometria

La morfologia de Z. marina en cada laguna se evalu6 cada seis semanas. A cada
uno de los haces colectados (n = 10), se le midid la longitud de la hoja mas larga (Fig. 3),
desde ¢l punto donde inicia la parte aérea del haz, hasta la punta de la hoja. El ancho del
haz se midi6 en la parte en donde inicia el nacimiento de las hojas (Fig. 3). La longitud se

midié con una cinta métrica y el ancho con un vernier digital

Fotosintesis

La respuesta fotosintética a las variaciones de irradiancia y temperatura en Z.
marina de BSQ, LOL y LSI se evalué cada seis semanas por métodos polarograficos (n =
6) utilizando aproximadamente 0.3 g de tejido vivo de la segunda hoja de cada individuo,
siendo la primer hoja la mas jéven. El tejido se colocd en camaras de borosilicato de 5
mL conectadas a un termocirculador para mantener una temperatura igual a la registrada
en el momento de la colecta en el campo. La concentracion de oxigeno en la camara se
evalud con agitacién continua con electrodos tipo Clark (Rank Brothers, Cambridge,
Inglaterra). La luz empleada para activar la fotosintesis se obtuvo de lamparas de
hal6geno de 300 W (Quartzline) y la densidad de flujo de fotones se varié usando filtros
de densidad neutra (Lee Filters, Inglaterra). La fotosintesis maxima (Pmax), la eficiencia
fotosintética () y el coeficiente de subsaturacion (Ey) se determinaron mediante un
algoritmo no lineal (Sigma Plot, Jandel Scientific, Chicago Illinois) a partir de los datos de

la ecuacién exponencial de fotosintesis descrita por Webb et. al. (1974):

P =P [1-¢F/B9 + R
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Figura 3. Morfologia de un haz vegetativo y un haz reproductivo de Z. marina.
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Donde P es fotosintesis, Py €s la fotosintesis maxima, E es la irradiancia, Ey es el

coeficiente de subsaturacién y R es la respiracién.

Anilisis Estadistico

Las diferencias temporales y locales en ¢l tamafio de grano, densidad, biomasa y
parametros fotosintéticos en las tres lagunas (BSQ, LOL y LSI) fueron evaluadas
utilizando un anélisis de varianza (ANOVA) de dos vias después de probar la normalidad
y homocedasticidad de los datos (Sokal y Rohlf, 1984). Las diferencias en el contenido de
la materia orgénica del sedimento entre las tres lagunas se analizaron mediante un
ANOVA de una via. Todas las comparaciones multiples parcadas se realizaron con una
prueba de Tukey. La significancia de las correlaciones entre los datos ambientales y los
parametros demograficos se evaluaron con la cotrelacion de Pearson. Elnivel de

significancia minima se establecié en P < 0.05.
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RESULTADOS
Variables Ambientales
Temperatura ambiental y del agua de mar

La temperatura del aire y del agua de mar se increment6 latitudinalmente de norte
a sur (Fig. 4). La temperatura del aire y el agua fue menor entre diciembre y marzo y
mayor entre julio y septiembre en las tres lagunas costeras. El promedio de la temperatura
méxima del aire fue de 22, 26 y 29 °C en BSQ, LOL y LSI, respectivamente; sin embargo,
la temperatura a la sombra alcanzé 40 — 48 °C durante periodos cortos en el verano en
LOL y LSI. La temperatura minima promedio del aire fue de 11, 13 y 15 ° C en BSQ,
LOL y LSI, respectivamente. La temperatura maxima promedio del agua fue de 22 °C en

BSQ y aproximadamente 26 °C en LOL y LSI, respectivamente, mientras que las

temperaturas mas bajas fueron similares (15 °C) en todas las lagunas. En general, se
encontrd una fuerte correlacion positiva (P < 0.05) entre la temperatura diaria del aire y

del agua.

Irradiancia incidente y submarina

Los valores de irradiancia diaria integrada presentaron un clasico patrén sinusoidal
en LOL y LSI; sin embargo, en la laguna costera del norte la irradiancia in sifu no varié
significativamente a lo largo del afio (Fig. 5). Se registrd una sefial estacional clara de la
irradiancia, de la neblina y de las nubes, las cuales introdujeron una reduccion
considerable en la irradiancia incidente. Los valores maximos de irradiancia incidente

diaria integrada se observaron en Junio para las tres lagunas y se incrementd de norte a
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sur. Los valores maximos de irradiancia fueron aproximadamente de 30, 55 y 62 mol
cuantam™” d”' en BSQ, LOL y LSI, respectivamente. La maxima irradiancia se alcanzo6
aproximadamente 2 meses antes de las temperaturas maximas del aire y del agua en las
tres lagunas. El valor méximo de irradiancia diaria integrada fue aproximadamente de 5
mol cuantam™ d”' en BSQ y de 25 mol cuanta m?d”' en LOL y LSI. La irradiancia diaria
incidente y submarina estuvieron positivamente correlacionadas (P < 0.05) en las tres

lagunas.

Los valores del cocficiente de atenuacion (K,,) variaron entre la laguna del norte y
las dos lagunas del sur (Fig. 6). Valores de K, en BSQ fueron aproximadamente tres
veces mayores que aquellos observados en LOL y LSI. En BSQ, los valores maximos de
K, (aproximadamente 2.1 m’") fueron observados durante el invierno mientras que los
valores minimos (0.6 m™") fueron monitoreados durante el verano. En contraste, los
valores maximos de K, (aproximadamente 0.5 m’") fueron observados durante el verano
mientras que los valores minimos se observaron durante el invierno (0.4 m") en LOL y
LSI. Periodos cortos de valores altos de K, fueron observados durante la estacion de

lluvia en el invierno en BSQ.

Granulometria

El tamafio de grano del sedimento en las praderas de Z. marina mostré una
distribucién bimodal en BSQ y unimodal en LOL y LSI (Fig. 7). La composicion del
sedimento fue relativamente homogénea en LOL y LSI en donde mas del 90% del

sedimento estuvo compuesto por arena fina y muy fina, originando planicies compactas.
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En contraste, la composicion del sedimento fue relativamente heterogénea en BSQ, con un
20% de limo y arcilla lo que conformo un sustrato muy blando. El contenido de limo y
arcilla fue aproximadamente treinta veces mayor en BSQ que en LOL y LSI. El
contenido de materia organica en el sedimento fue del 0.5% de peso seco en BSQ y menor

del 0.1% en LOL y LSL

Distribucion Vertical

La distancia de la costa y la profundidad de las praderas de Z. marina vari6 entre
las lagunas. El limite de las praderas de Z. marina fue menor a 250 m de la costa en BSQ
mientras que el limite de las praderas fue mayor de 1200 m de la costa en LOL y LSI. El
limite superior de la distribucién vertical de las praderas de Z. marina fue
aproximadamente 0.5 m en BSQ, mientras que en LOL y LSI fue de -0.5 m, con respecto

al nivel medio del mar (NMM).

Densidad y Biomasa

La densidad de haces promedio anual fue significativamente menor (P < 0.05) en
BSQ (695 + 54 haces m ™) que en LOL (992 + 50 haces m?) y LST (1089 + 52 haces m™).
Se registr6 un efecto significativo (P < 0.05) del tiempo, el sitio y el término de
interaccién (tiempo x sitio) en la densidad de haces de Z. marina (TablaI). Las
fluctuaciones estacionales solo se observaron en BSQ y en LOL (Fig. 8a). La densidad
maxima de haces se registré durante junio en BSQ (1352 + 403 haces m?, P <0.05)y
entre junio y septiembre en LOL (1457 £158 haces m?, P <0.05). La densidad minima

de haces se registro entre octubre y febrero en BSQ (501 + 77 haces m?, P <0.05)yde
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febrero a marzo en LOL (aproximadamente 450 haces m™?). En contraste con BSQ y
LOL, la densidad de haces en LSI fue relativamente constante (1089 + haces m?). La
densidad de los haces reproductivos también mostr6 un claro patrén estacional con
densidades méaximas a finales de junio en LOL y en LSI y de junio a julio en BSQ (Fig.
8c). Durante junio, los haces reproductivos representaron aproximadamente el 45% de la
densidad total de haces en BSQ, mientras que los haces reproductivos solo representaron
un 10% y 25% en LOL y LSI, respectivamente. Mientras que hubo un efecto significativo
del tiempo en la densidad de haces reproductivos, no se observé un efecto significativo en
el sitio y en el término interaccion (tiempo x sitio, Tabla I). La densidad de haces
reproductivos se correlaciono positivamente (P < 0.05) con la irradiancia incidente y

submarina en BSQ y LSL

L.a biomasa aérea mostr6 un claro ciclo anual en BSQ y una pequeiia, pero
significativa fluctuacién en LOL y LSI (Fig. 8b, Tabla I). La biomasa promedio anual fue
aproximadamente tres veces mayor (P < 0.05) en BSQ (40 + 1.6 gPS m™) que en LOL
(8.9+ 1.5 gPSm™) y en LSI (13.7 gPS m?). En BSQ los valores de biomasa maxima (P <
0.05) fueron detectados en Junio (236 + 68 gPS m%), mientras que los valores minimos
ocurrieron en Marzo del 2000 (3 £0.8 gPS m™). No se registré un claro patrén estacional
de la biomasa aérea en LOL y LSI, aunque los niveles de biomasa fueron

significativamente mas altos a finales del verano que durante el invierno.
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Morfometria

La longitud de los haces de Z. marina se incrementé significativamente (P < 0.05)
entre febrero y octubre en todos los sitos (Fig. 9a). La longitud promedio de los haces fue
aproximadamente 3 veces mayor (P < 0.05) en BSQ (40.0 £ 0.8 cm) que en LOL (13.2 +
0.7 cm) y en LSI (12 &+ 0.7 cm). El ancho de los haces fue aproximadamente dos veces
mayor (P < 0.05) en BSQ (0.54 + 0.01 cm) que en LOL (0.26 = 0.01 cm) y en LSI (0.32 +
0.01 cm). De manera similar, el ancho de los haces de Z. marina varié significativamente

(P < 0.05) a través de todo el afio (Fig. 9b, Tabla I).

Fotosintesis

La respuesta fotosintética estacional de Z. marina con respecto a la irradiancia en
los tres sitios de estudio tendié a saturarse a niveles altos de flujo de fotones (Fig. 10). En
general, la evolucién del oxigeno de las hojas de Z. marina a lo largo del afio mostré una
respuesta lineal a niveles bajos de irradiancia y posteriormente una saturacién a niveles
altos. Se encontré un efecto significativo del tiempo (P < 0.05), el sitio y el término de
interaccién (tiempo x sitio) en los valores de Py de Z. marina en BSQ, LOL y LSI, pero
los valores no mostraron un claro patrén estacional (Fig. 11, Tabla II). Valores
bimensuales de P,,,x permanecieron relativamente constantes con el tiempo, excepto
durante el invierno de 1999 en las tres lagunas. De manera similar, se observé un efecto
significativo del tiempo y el término interaccién (tiempo x sitio) en o de Z. marina, pero
no hubo un efecto significante del sitio (Tabla IT). En general los valores de o mostraron
un claro patron estacional de todas las lagunas con valores maximos (P < 0.05)

observados durante el verano y los minimos durante el invierno. Hubo un efecto
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significante del tiempo, sitio y el término interaccion (tiempo x sitio) en los valores de Ex
de Z. marina (Tabla II). Los valores de respiracion resultaron ser aproximadamente el
10% de los valores maximos fotosintéticos en Z. marina para las tres lagunas a lo largo de
todo el afio, sin embargo no hubo un patrén estacional claro de respiracion en Z. marina
en BSQ. LOL y LSI (Fig. 12). Hubo una fluctuacién anual clara de las horas de
fotosintesis saturada (Hgy) para Z. marina entre las lagunas (Fig. 13). Los valores de Hgy
en todos los sitios siguieron un patrén sinusoidal con tasas maximas durante junio. Los
valores minimos de Hg, en BSQ y LOL fueron determinados entre noviembre y enero
mientras que valores minimos de Hg, no pudieron ser determinados en LSI. Hubo una
mayor fluctuacion de Hg, en BSQ que en LOL y LSI, a consecuencia de una mayor
fluctuacion en la irradiancia incidente. Mientras que los valores de Hg, en LOL y LSI
fueron mayores a 8 h a lo largo del afio, valores menores de 8 h se presentaron en un 62%
del periodo de muestreo en BSQ. Sin embargo, en BSQ se registraron valores de Hgy

igual o menores a 6 h durante €l 15% del periodo de muestreo.
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Resultados del ANOVA de dos vias para probar el efecto del tiempo y el sitio de

estudio sobre la densidad (haces vegetaivos + haces reproductivos), la densidad de haces

reproductivos, la biomasa, la longitud y el ancho del haz en Zostera marina.

Variable Variable o ‘
dependiente independiente - F ] SlgiCoand
Densidad de Tiempo 1.5x 10° 8.5  <0.001
haces Sitio 2 25x%10° 146  <0.001 e
(haces m?) Tiempo x sitio 12 13x10° 7.5  <0.001 e
Residual 174 175183 -
Densidad de Tiempo 1073 5.9 <0.001 S
haces Sitio 2 508 2.8 0.065
reproductivos Tiempo x sitio 10 240 1.3 0.225 e
(haces m™) Residual 112 181 e
Biomasa Tiempo 6 2268 147  <0.001 —_
(g m?) Sitio 2 17107 1109  <0.001 .
Tiempo x sitio 12 837 54 <0.001 .
Residual 174 154
Longitud del haz Tiempo 6 4907 52.1  <0.001 .
(cm) Sitio 2 41116  436.7  <0.001 Sk
Tiempo x sitio 12 1794 19.1  <0.001 —
Residual 856
Ancho del haz Tiempo 0.26 479  <0.001 i
(cm) Sitio 2 3.50 6472  <0.001 -
Tiempo x sitio 12 0.03 7.1 <0.001 v
Residual 857

n.s. indica no significativo; ***, P < (0.001
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Resultados del ANOVA de dos vias para probar el efecto del tiempo y el sitio de

estudio sobre la Fotosintesis maxima (P,,.,), Pendiente inicial (o), Coeficiente de

subsaturacion (Ex) y Respiracion (R) en las hojas de Zostera marina.

Variable Variable
gl SC F P Significancia
dependiente independiente

Proax Tiempo 5 0271 165 <0.001 e

(umol O, gFW ' min')  Sitio 2 0.115 6.9  0.002 **
Tiempo x sitio 12 0.064 3.9 <0.001 i
Residual 72 0.016

o Tiempo 5 56x10° 4.6  0.001 b

(nmol O, gPH" min™)  Sitio 2 25x10° 20 0.138 n.s.

* (umol cuanta m?s™y!  Tiempo x sitio 10 34x10° 2.7 0.006 ik
Residual 72 12x10°

Ex Tiempo 5 10752 42  0.002 Lt

(umol cuanta m”s™) Sitio 2 13619 53 0.007 *x
Tiempo x sitio 10 7473 2.9 0.004 ok
Residual 72 2580

Respiracién Tiempo 5 0.0081 8.0 <0.001 ok ok

(umol O, gPH" min™)  Sitio 2 0.0058 58  0.005 **
Tiempo x sitio 10 0.0048 4.7 <0.001 ¥
Residual T2 0.0010

n.s. indica no significativo; **, P < 0.05 y *** P < (0.001
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Figura 4. Temperatura ambiental y del agua de mar en Bahia San Quintin, Laguna Ojo

de Liebre y Laguna San Ignacio a lo largo del periodo de estudio. La

temperatura fue registrada cada 0.5 h y promediado a intervalos diarios usando

un termografo programable.
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Radiacion fotosintéticamente activa (PAR) incidente y submarina en Bahia
San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio. Los niveles de
irradiancia fueron registrados en intervalos de cada 0.5 h a lo largo del periodo
de estudio y fueron integrados diariamente desde el amanecer hasta al
atardecer expresados como pmol cuantam™>d”.
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Laguna San Ignacio a lo largo del periodo de estudio.
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Figura 9. Variacion anual de: (A) longitud del haz (} +D.E., n=10) y (B) ancho del

haz (} + D.E., n = 10) de Zostera marina en Bahia San Quintin, Laguna Ojo

de Liebre y Laguna San Ignacio a lo largo del periodo de estudio
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Figura 13. Horas de fotosintesis saturada (Hsat) en Zostera marina de Bahia San Quintin,
Laguna Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio a lo largo del periodo de estudio.
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DISCUSION

La peninsula de Baja California comprende ambientes templados y tropicales y
representa el limite sur de la distribucion para un nimero de organismos marinos y
terrestres en el Hemisferio Norte (Riosmena-Rodriguez y Sanchez-Lizaso, 1996). Este
estudio muestra la existencia de temperaturas e irradiancias diferentes entre una laguna
costera templada del norte (BSQ) de Baja California y dos lagunas costeras del sur (LOL
y LSI), que se encuentran en la region subtropical. Los resultados de este estudio sugieren
que estas diferencias en las condiciones ambientales han ocasionado diferencias en las
caracteristicas morfoldgicas y en la distribucion vertical de Z. marina en esta area. Sin
embargo, la respuesta fotosintética de las poblaciones del sur, es similar a aquellas en la

poblacién del norte de Baja California.

Algunos estudios sugieren que la transparencia del agua y la disponibilidad de luz
regula la supervivencia y la distribucion vertical de los pastos en todo el mundo (Duarte,
1991; Zimmerman et al., 1995). Paralelo a los bajos niveles de irradiancia incidente, los
valores del coeficiente de atenuacion (Ko) fueron tres veces mayores en BSQ que en LOL
y LSI, como consecuencia de una menor tramitancia del agua en la laguna costera del
norte. Los mayores valores del Ko se observaron en BSQ como resultado de un contenido
de sedimento mas fino en esta laguna. Periodos cortos de alta turbidez se registraron en
BSQ probablemente como resultado de la resuspensién del sedimento a consecuencia de
las mareas en la laguna. El aporte de sedimento por medio del viento proveniente de los
campos de agricultura adyacentes a la laguna es una posibilidad, sin embargo, a la fecha

no se ha realizado ningtin tipo de medicién que compruebe que la aportacion edlica del
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sedimento tenga efecto en los niveles de turbidez en BSQ. En contraste a BSQ, el tamafio
de grano del sedimento en LSI y LOL es mayor y se sedimenta mas rapido en la columna

de agua, lo que contribuye a que exista una menor turbidez.

Paralelo al incremento de la turbidez del agua en BSQ, se registré un decremento
en la abundancia de las praderas submareales de Z. marina y una colonizacién en las
zonas someras del intermareal en las ultimas dos decadas (Ward et al., 2004b).
Colectivamente, estos datos sugieren que la menor irradiancia incidente y la mayor
turbidez del agua ha promovido la colonizacién de areas mas someras en BSQ con
respecto a LOL y LSI. Por otro lado, la presencia de haces mas largos en BSQ, sugiere
que las plantas estan compensando los bajos niveles de irradiancia in situ al elongar su
hojas hacia la superficie y de esta manera poder captar una mayor cantidad de luz para

realizar la fotosintesis.

La biomasa aérea-subterranea de pastos marinos se ha demostrado que esta
regulada por fluctuaciones estacionales de la densidad y el niimero de hojas por haz
(Vermaat y Verhagen, 1996). En este estudio, la densidad promedio de los haces de Z.
marina asi como también el numero de hojas por haz fue relativamente similar entre las
tres lagunas a lo largo del aflo, sin embargo, la longitud del haz y la biomasa area fue
aproximadamente 4 veces mayor en BSQ que en LOL y LSI. Sin embargo, se registrd
una mayor fluctuacion de la biomasa, la longitud y ¢l ancho de los haces de Z. marina de
BSQ con respecto a los del sur. Esto sugiere que la fluctuacion anual mayor de la

biomasa area en BSQ, relativa con las lagunas del sur, es el resultado de un incremento en
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el area del haz mas que debido a las fluctuaciones de la densidad. Los resultados de este
estudio difieren con lo encontrado por Vermaat & Verhagen (1996), quienes reportan que
la variacion de la biomasa area fue controlado por los cambios en la densidad del haz y no
por el tamafio del haz. En contraste con las plantas de BSQ, las pequeiias fluctuaciones en
la biomasa de las praderas de Z. marina en LOL y LSI son el resultado de la uniformidad
morfoldgica (longitud y ancho) de los haces a lo largo del afio. Similar a la biomasa
aérea, se ha demostrado que la biomasa subterranea es dos veces mayor en BSQ que en
LOL y LSI (Varela-Valencia, 2001). Esto sugiere que hay una reduccion total en el
tamatfio del haz (hojas, rizoma y raices) y en la biomasa de Z. marina hacia el sur de la

distribucién de esta especie.

La desaparicion total de las poblaciones anuales de Z. marina en el limite sur de
su distribucién se ha atribuido a un incremento en la temperatura del agua (Phillips, 1983;
Phillips y Backman, 1983; Meling-Lépez y Tharra-Obando, 1999). Las poblaciones
anuales de Z. marina en el Golfo de California (29 °N) desaparecen durante los meses de
verano cuando la temperatura sobrepasa los 30 °C (Meling-Lépez y Ibarra-Obando, 1999).
La persistencia estacional de las praderas de Z. marina a latitudes menores (LSI, 26 °N) en
la costa del Pacifico de la peninsula, indica que la historia de vida anual es caracteristica
unica de las poblaciones del Golfo de California y no de las poblaciones de la costa del
Pacifico. Las poblaciones de la costa del Pacifico de Baja California no estan expuestas a
periodos prolongados de temperatura del agua superior a 26 °C, por lo que su historia de

vida se asemeja a las poblaciones de la costa del Pacifico de Estados Unidos y Canada.
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Claras fluctuaciones estacionales en la densidad de haces reproductivos, son
tipicas de las poblaciones de pastos marinos alrededor del mundo y parecen estar
influenciadas principalmente por la disponibilidad de luz (Phillips et al., 1983; Vermaat y
Verhagen, 1996; Hemminga y Duarte, 2001). Consistente con estos estudios, la
produccion de haces reproductivos, en la costa del Pacifico de Baja California se
incremento durante el periodo de méxima irradiancia. Una mayor densidad de haces
reproductivos involucra una mayor inversion de energia para la produccién de semillas en
BSQ con respecto a las lagunas del sur. En contraste, la produccién de flores en praderas
de Z. marina en el Golfo de California parece estar regulada por la temperatura del agua
(Meling-Lépez y Tbarra-Obando, 1999). Aun cuando la temperatura del agua fue dos
veces mayor en LOL y LSI, que en BSQ, la densidad de haces reproductivos fue mayor en
plantas de Z. marina de BSQ en comparacion con las de LOL y LSI. Lo anterior, apoya la
hipotesis de que la densidad de haces reproductivos de Z. mariana las tres lagunas de este
estudio, estin reguladas por la disponibilidad de luz. En las lagunas del Pacifico de Baja
California, los haces reproductivos representan un maximo del 45% del tejido vegetativo,
mientras que al final del ciclo del crecimiento en el Golfo de California, el 100% de los
haces se convierten en reproductivos y desaparecen después de las dispersiéon de las
semillas (Meling-Lopez y Ibarra-Obando, 1999; Santamaria-Gallegos et al., 2000). Esto
indica que el esquema reproductivo de las poblaciones de Z. marina en el limite sur de su
distribucién en la costa del Pacifico es similar a aquéllas en la Region central, y que la alta
tasa de produccién de haces reproductivos es caracteristica exclusiva de las poblaciones

anuales del Golfo de California.



56

Mientras que los niveles de irradiancia son de dos a tres veces mayores en Baja
California, las caracteristicas fotosintético de Z. marina es menor en comparacion con
poblaciones de latitudes mas altas, por ejemplo, California, EUA (Zimmerman et al.,
1994; Zimmerman et al., 1995; Cabello-Pasini, 1996). Esto sugiere que Z. marina es
menos productiva en el limite sur de su distribucién en Baja California, con respecto a
aquéllas de areas mas templadas. Estudios previos sugieren que Z. marina requiere mas
de 7 h de Hsat para mantener un balance positivo de carbono y sobrevivir (Zimmerman et
al., 1991; Zimmerman et al., 1995; Alcoverro et al., 1999). Nuestros datos indician que la
fotosintesis de Z. marina de las poblaciones de LOL y LSI reciben més de 8 h de Hsat y se
encuentran saturadas de luz todo el afio. En contraste, las plantas de BSQ pueden estar
limitadas de luz, especialmente durantes los meses de invierno cuando los valores diurnos
de Hsat decrecen a menos de 4 h. Esto sugiere que un incremento en la turbidez del agua
en BSQ, podria provocar la disminucion de Hsat en las plantas de esta laguna y amenazar

la supervivencia de Z. marina y posiblemente de otras especies de macrofitas marinas.

En este estudio se encontré que el comportamiento fotosintético de Z. marina es
similar entre todas las poblaciones estudiadas, a pesar de las diferencias en la turbidez del
agua y de su distribucion vertical. En contraste a la respuesta fotosintética, los niveles de
clorofila de los haces fueron dos veces mayores en BSQ que en las lagunas del sur. Este
incremento en los niveles de clorofila probablemente es una respuesta fisioldgica de los
haces a una disminucién en la disponibilidad de luz en BSQ, en comparacién a las lagunas
del sur. Un mayor nivel de pigmentos, asi como también una mayor area de la hoja,

probablemente compensan una menor disponibilidad de luz en BSQ y ayuda a mantener
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un balance positivo de carbono. En general, estos datos indican que Z. marina esta
modificando sus caracteristicas fisioldgicas y biolégicas para compensar la disminucién
en la disponibilidad de luz. Se ha demostrado que la fotosintesis de Z. marina decrece
como resultado de un proceso de fotoinhibicion provocado por altas irradiancias (Aguirre-
VonWobeser, 2002). De acuerdo a lo anterior, es posible que la colonizacién de
ambientes mas profundos en LOL y LSI sea una respuesta a un ambiente con una alta

irradiancia y a un mecanismo que reduce la fotoinhibicién de la fotosintesis.

Las raices y los rizomas forman una parte principal en Z. marina, debido a que es
donde se almancena mas del 50% de los carbohidratos nos estructurales (azucar y
almidén) por lo que juegan un papel importante en el balance de carbono total (Hemminga
y Duarte, 2001) Auin cuando las razones fotosintéticas son similares entre BSQ, LOL y
LSI, la razén de biomasa aérea/subterranea es de dos a tres veces mayor en las lagunas del
sur que en BSQ (Varela-Valencia, 2001). Esto sugiere que una mayor cantidad de Hsat en
las lagunas surefias promueve una mayor generacion de rizomas y raices para almacenar

carbohidratos no estructurales.

En contraste a las poblaciones del Golfo de California, las praderas de Z. marina
en el limite sur de su distribucion en el costa del Pacifico de Baja California parecen
seguir un esquema demografico y reproductivo tipico de la mayoria de las poblaciones
templadas. Las praderas de Z. marina en BSQ parecen responder a una menor
disponibilidad de luz, causada por una alta turbidez y una baja irradiancia incidente,

mediante la colonizacion de ambientes mas someros. Sin embargo, las poblaciones
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surefias de Z. marina, son generalmente submareales y parecen ser menos sensitivas a las
fluctuaciones anuales de la irradiancia y de la temperatura del agua. En las dos tltimas
décadas, el desarrollo industrial y urbano se ha concentrado en las lagunas costeras de
Baja California (Ibarra-Obando y Escofet, 1987; Aguirre-Muiioz et al., 2001). Los
resultados de este estudio sugieren que mientras las praderas de Z. marina en LOL y LSI
tienen suficiente luz para cubrir totalmente sus requerimientos de balance de carbono a lo
largo de todo el afio, un incremento de la turbidez de la columna de agua en BSQ, podria
disminuir la capacidad de supervivencia en Z. marina y posiblemente la de alguna otra

macrofita marina.
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Capitulo ITI. Caracterizacion bioquimica del pasto marino

Zostera marina en Baja California, México

RESUMEN

El pasto marino Zostera marina L. se distribuye a lo largo de la peninsula de Baja
California (México) y esta expuesto a un amplio rango de irradiancias y temperaturas que
podrian modificar su composicion bioquimica. En consecuencia, el objetivo de este
estudio fue el de caracterizar las variaciones en la concentracién de clorofila,
carbohidratos, proteinas, fibra, ceniza y calorias en los haces de Z. marina de una
poblacién del norte (Bahia San Quintin) y del sur (Laguna Ojo de Liebre y Laguna San
Ignacio) de Baja California, México. Las lagunas costeras del sur se encuentran en la
Region Subtropical de la peninsula y la temperatura promedio de la columna del agua
registrada fue aproximadamente 5-6 °C mas alta que en la laguna del norte de la peninsula
(Region Templada). Al igual que la temperatura, la irradiancia in situ fue dos veces
mayor en las lagunas del sur que en la laguna del norte. Como resultado de los menores
niveles de irradiancia, los niveles de clorofila en las hojas de Z. marina fueron
aproximadamente dos veces mayores en la poblacion del norte (1.7 mg gPH™ l) que en las
del sur (0.8 mg gPH™") de Baja California. Al igual que la clorofila, los niveles de
carbohidratos solubles en las hojas fueron mayores en la poblacién del norte que en las del
sur, lo cual sugiere que los altos niveles de clorofila son suficientes para compensar los
bajos niveles de irradiancia en la laguna del norte, y mantener un balance de carbono

positivo. Por el contrario, los niveles de proteinas en las hojas de Z. marina de la laguna
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costera del norte de la peninsula fueron ligeramente menores que en las del sur. Al
contrario de los niveles de clorofila, carbohidratos no estructurales y proteinas, los niveles
de fibra acida, fibra neutra, ceniza y calorias en las hojas de Z. marina no varié en las tres
lagunas. En general, los resultados indican que las diferentes condiciones ambientales a
las que estan expuestas las poblaciones de Z. marina a lo largo de la costa del Pacifico de

Baja California influyen en la composicion bioquimica de las hojas de esta especie.
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INTRODUCCION

Zostera marina. es uno de los pastos con mas amplia distribucién y mayor
abundancia en el litoral del Pacifico Mexicano (Ibarra-Obando, 1989; Riosmena-
Rodriguez y Sanchez-Lizaso, 1996). En la peninsula de Baja California, Z. marina habita
lagunas costeras y zonas costeras semiprotegidas desde el Estero Punta Banda (29° N)
hasta Bahia Magdalena (24° N) (Cabello-Pasini, 1984; Ibarra-Obando, 1989; Riosmena-
Rodriguez y Sanchez-Lizaso, 1996; Cabello-Pasini et al., 2002; Cabello-Pasini et al.,
2003a). Estas praderas estan distribuidas discontinuamente a lo largo de la peninsula
formando poblaciones morfolégicamente diferentes (Ibarra-Obando, 1989; Varela-

Valencia, 2001; Cabello-Pasini et al., 2003a).

I.a morfologia, la densidad de haces, el crecimiento, el esfuerzo reproductivo y las
caracteristicas fotosintéticas varian en las poblaciones de pastos expuestos a rangos
amplios de temperatura ¢ irradiancia (Backman y Barilotti, 1976; McMillan, 1978,
Alcoverro et al., 1999; Meling-Lopez, 2001; Cabello-Pasini et al., 2003a). El norte de la
peninsula de Baja California se caracteriza por ser una Region Templada y estar
influenciada por eventos de surgencia recurrentes, mientras que el sur de la peninsula es
una Region Subtropical con una importante influencia de Aguas Superficiale Ecuatorial
caracterizadas por sus altas temperaturas (Castro et al., 2000). Lo anterior provoca que la
temperatura del agua de mar en el sur de Baja California sea de 7 a 15 °C més alta que en
las agua de la Region Norte (Castro et al., 2000; Durazo-Arvizu et al., 2001). Por otro
lado, la irradiancia incidente en el norte de la peninsula es aproximadamente dos veces

menor que en el sur (Cabello-Pasini et al., 2003a). Las concentraciones de nutrientes en la
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columna de agua son también més elevadas en la Region Norte que en la Region Sur.
Como resultado de estas variaciones en las condiciones ambientales, Z. marina se ha
aclimatado o se ha adaptado para sobrevivir a lo largo de su rango de distribucién en Baja
California. Los pastos del norte, por ejemplo, estin expuestos a menores niveles de
irradiancia, y son de dos a tres veces més largos y dos veces mas anchos que los de las
lagunas del sur, con lo cual aumentan su exposicion a la irradiancia incidente (Cabello-

Pasini et al., 2003a).

Las praderas de Z. marina juegan un papel critico en la ecologia de estuarios y
lagunas costeras del mundo entero. Ademas de modificar la quimica de la columna de
agua y estabilizar los sedimentos, las praderas de Z. marina son habitat y alimento de
invertebrados y vertebrados marinos (Hemminga y Duarte, 2001). Las hojas de este
pasto, por ejemplo, son consumidas por tortugas (Felger et al., 1980; Brand-Gardner et al.,
1999), mientras que la lapa Tectula depicta consume la region epitelial de las hojas en
lagunas de California (Zimmerman et al., 2001)y de Baja California (ACP, observacion
personal). Ademas, decenas de miles de brantas negras (Branta bernicla) dependen
exclusivamente del consumo de Z. marina para sobrevivir durante su migracién invernal
de Alaska y Canada hacia las lagunas de Baja California (Reed et al., 1998). En
consecuencia, las variaciones en la composicién bioquimica de Z. marina podrian ser

criticas para la fisiologia de los organismos que pastorean sobre este vegetal marino.

Al igual que 1a morfologia y la fisiologia, la composicién bioquimica de pastos y

otras macrofitas marinas esta regulada en gran medida por pardmetros ambientales tales
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como la intensidad y la calidad de la luz, el fotoperiodo, la temperatura, los nutrientes y el
pastoreo. Por ¢jemplo, la reduccion de >80% de la irradiancia por un periodo de dos a
tres semanas debido a la resuspension de sedimento, provoco la disminucién de dos a
cuatro veces la concentracidn inicial del contenido de carbohidratos solubles en las hojas
de Z. marina (Burke et al., 1996; Cabello-Pasini et al., 2002). Por otro lado, la reduccion
experimental del fotoperiodo provocé un incremento en los niveles de clorofila en las
hojas en Z. marina (Dennison y Alberte, 1985). En vegetales marinos de Baja California
también se han observado cambios en los niveles de lipidos, proteinas, fibra y otros
constituyentes quimicos como resultado de cambios estacionales de temperatura ¢
irradiancia en la columna de agua (Rodriguez-Montesinos y Hernandez-Carmona, 1991).
No obstante que existen diferencias en la temperatura e irradiancia incidente en el norte y
sur de la peninsula (Cabello-Pasini et al., 2003a), se desconoce si estas variaciones afectan
la composicién bioquimica de los pastos en Baja California. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue el de caracterizar las variaciones en la concentracion de clorofila,
carbohidratos, proteinas, fibra, ceniza y calorias en los haces de Z. marina de la poblacion
de 1a Region Templada (Bahia San Quintin) y Region Subtropical (Laguna Ojo de Liebre
y Laguna San Ignacio) de las costa del Pacifico de Baja California. Las diferencias en la
composicién bioquimica fueron relacionadas con los cambios latitudinales y estacionales

de irradiancia y temperatura en las diferentes lagunas.
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OBJETIVOS

a) Comparar la variacién estacional del contenido de pigmentos, proteinas,
carbohidratos, fibra cruda, cenizas y contenido calorico en las hojas de Z. marina
entre las localidades de Bahia San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San
Ignacio.

b) Determinar si la variacion estacional del contenido de pigmentos, proteinas,
carbohidratos, fibra cruda, cenizas y contenido caldrico en las hojas de Z. marina
entre las localidades de Bahia San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San
Ignacio esta correlacionada con la variacién anual de la irradiancia in situ y la

temperatura del agua.
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METODOS
Area de Estudio

Ejemplares de Z marina fueron colectados en tres lagunas costeras de la costa del
Pacifico de Baja California; Bahia San Quintin, (BSQ; 30°24’ N, 115 °57° O), Laguna
Ojo de Liebre (LOL, 27°35’ N, 113°50” O) y Laguna San Ignacio (LSI, 26°38’ N,
113°06’ O) (Fig. 14). En este estudio, Bahia San Quintin representa la distribucion norte
(Regién Templada) de Z. marina en Baja California. Esta laguna se caracteriza por tener
temperaturas templadas a lo largo de todo el afio y estd influenciada por surgencias
durante primavera y verano (Alvarez-Borrego et al., 1977; Alvarez-Borrego y Alvarcz-
Borrego, 1982). Mientras que Laguna Ojo de Licbre y Laguna San Ignacio representan el
limite sur distribucién de Z. marina en Baja California, las cuales se encuentran dentro de
la Regién Subtropical con temperaturas maximas anuales del agua de 26 °C (Alvarado et

al., 1986; Alvarez-Borrego, 1992).
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Figura 14. Localizacién de los sitios de colecta de Zostera marina en la costa del Pacifico
de Baja California. Bahia San Quintin (BSQ), Laguna Ojo de Liebre (LOL),
Laguna San Ignacio (LSI).



67

Variables Ambientales
Temperatura del agua de mar

La temperatura del agua de mar se registrd a intervalos de 0.5 h durante 12 meses,
en cada una de las tres lagunas utilizando sensores de temperatura (HOBO, Onset
Computers, EUA). Los sensores de temperatura se calibraron en el laboratorio contra un
termémetro digital. Se colocé exclusivamente un sensor de temperatura submarino en
cada laguna, en el limite de la zona intermareal y submareal dentro de cada pradera de
estudio de Z marina. La ubicacion geografica de los sensores en cada laguna fue la
siguiente: BSQ 30.42° N, 115.95° O; LOL 27.65° N, 114.10° O; LSI 26.88° N, 113.15° 0.
Los datos de cada uno de los sensores, se recuperaron por medio de una tarjeta de
adquisicién de datos (HOBO, OnSet Computers. EUA) cada seis semanas. Ambas

temperaturas fueron promediadas a intervalos diarios.

Irradiancia in situ

Los niveles de irradiancia in sifu fueron registrados en cada una de las lagunas
durante un periodo de 12 meses, utilizando sensores de luz fotosintéticamente activa
(LFA; LI-COR, EUA). La irradiancia submarina se midi6 utilizando sensores de luz
submarinos 4n (LI-193SA, LICOR). En cada laguna se coloc6 exclusivamente un sensor,
a la altura méxima de la fronda de cada una de las praderas de Z. marina. La ubicacion
geogréfica de los sensores en cada laguna fue la siguiente: BSQ 30.42° N, 115.95° 0O;
LOL 27.65° N, 114.10° O; LSI 26.88° N, 113.15° O. Los sensores en las tres lagunas
fueron limpiados aproximadamente cada seis semanas para eliminar incrustaciones de

microalgas y de microorganismos adheridos a la superficie de los sensores. Los datos de
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ambas irradiancias fueron registrados cada 0.5 h durante 12 meses y fueron recuperados
por medio de una tarjeta de adquisicion de datos (HOBO-Shuttle, OnSet Comp. EUA)
cada seis semanas. La irradiancia submarina se integraron diariamente desde el amanecer

hasta el atardecer expresada como pmol cuanta m?2d™’.

Caracterizacion Bioquimica

En cada una de las tres lagunas estudiadas, se colectaron haces de Z. marina (n =
10), mediante técnicas manuales y de buceo libre, cada 6 semanas durante 12 meses. Los
haces fueron colocados en hieleras con agua de mar a aproximadamente 17 °C y
transportados al laboratorio del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la
Universidad Auténoma de Baja California en Ensenada, B.C. El material colectado fue
limpiado de epifitas y epibiontes manualmente y lavado con agua de mar para eliminar
residuos de sedimento. Los anélisis del contenido de pigmentos y proteinas (totales y
solublesse realizaron utilizando tejido fresco 24 - 48 h después de la recoleccion del
material. El resto del material fue deshidratado a 60 °C, y posteriormente, se realizé el
analisis de carbohidratos no-estructurales (almidon y azucar), ceniza, fibra cruda (neutra y

acida) y contenido calérico.

Contenido de Pigmentos

La clorofila a + b se extrajo de aproximadamente 0.2 g de tejido vivo de la hoja
no. 2 (siendo la hoja no. 1 la mas joven) (n = 6). El tejido se homogenizé con 5 mL de
acetona al 90% (v/v) en un homogenizador de tejido. El homogenizado se centrifugd a

2,000 X g por 15 min. La absorbancia de la clorofila se evalué con un espectrofotémetro
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a 647, 664 y 730 nm. Los niveles de clorofila @ + b se determinaron utilizando la
ecuacion descrita por Jeffrey & Humphrey (1975):

Clorofila @ (mg mL") =11.93 (Asss — A730) — 1.93 (Ass7 — A730)

Clorofila b (mg mL™) = 20.36 (Ags7 — A730) — 5.50 (Agsa — A730)
Donde Agq7, Agss ¥ A730 €8 la absorbancia a las longitudes de onda de 647, 664 y 730nm

respectivamente.

Determinacion de Proteinas

Las proteinas totales e hidrosolubles en hojas de Z. marina fueron extraidas de
aproximadamente 0.1 g (tejido fresco) de la hoja no. 2 (n = 6) con un homogenizador de
vidrio y una solucién tampén que contenia 0.1 M de fosfato (pH 6.8), 2 mM de DTT, 5§
mM de EDTA y 0.5 mM de AEBSF. El homogenizado fue incubado por 30 mina 4 °Cy
las proteinas totales fueron evaluadas espectrofotométricamente (595 nm) de acuerdo con
Bradford (1976) usando suero de albimina bovina (BSA) como estandar. El
homogeneizado fue posteriormente centrifugado a 10,000 x g por 15 min a temperatura
ambicnte y las proteinas hidrosolubles fueron evaluadas en el sobrenadante. Se tomo 6
pL de sobrenadante y se adicionéd 1 mL de azul brillante de Coomassie y se leyo la
absorbancia a 595 nm, utilizando BSA como estindar. El contenido de proteinas
hidrosolubles y totales, en cada muestra se determiné utilizando la siguiente ecuacion:

mg proteina - g PH' =(m - Asos* VE) - (VM - g PH - FD)”!

Donde:

m = pendiente de la curva de calibracién VE = volumen del extracto
Asgs = valor de la absorbancia a 595 nm VM = volimen de la muestra
gPH = cantidad en gramos de tejido utilizado FD = Factor de dilucion

Determinacion de Carbohidratos no estructurales (aziicar y almidon)
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Aproximadamente 0.1 g de (tejido vivo) de la hoja no. 2 de haces de Z. marina (n
= 6) se homogenizo6 con 1.5 mL de etanol 90% (v/v). El homogenizado se centrifugé a
2,000 X g durante 15 min y se separ6 el sobrenadante. El homogenizado se extrajo dos
veces mas a 80 °C por 15 min y los sobrenadantes se mezclaron en un solo tubo. La
extraccion etandlica se evapor6 a temperatura ambiente con una bomba de vacio y los
aziicares obtenidos se resuspendieron en 1 mL de agua destilada. La concentracion de
azicar (sucrosa + glucosa + fructosa) se determiné espectrofotométricamente con antrona
de acuerdo a la metodologia descrita por Yemm & Willis (1954). La concentracién de
azucares se determiné utilizando glucosa como esténdar. El almidén se extrajo de la
fraccion insoluble del homogenizado afiadiendo 1 mL de 0.1 M KOH e incubando por 12
h. La concentracién de almiddn (equivalentes de glucosa) se determiné con antrona de

acuerdo a la metodologia previamente descrita.

Determinacion de Fibra Neutra

El contenido de fibra neutra en haces de Z. marina se determin6 siguiendo el
método establecido por VanSoest (1967). Aproximadamente 0.25 g de muestra seca y
molida (n = 6) se incub6 en 50 mL de solucion de sulfato de lauril sédico (SDS) durante 1
h en reflujo. Al término de este tiempo, la solucion se filtré y el filtro se lavd con agua
caliente y acetona hasta eliminar todos los pigmentos. Los filtros con el residuo se
secaron a 105 °C durante 12 h y se registré el peso de cada filtro. Posteriormente los
filtros se incineraron a 525 °C durante 3 horas y posteriormente se pesaron. El residuo de

fibra recuperado se expresé en porcentaje como fibra neutra.
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Determinacién de Fibra Acida

Se analiz6 el contenido de fibra cruda neutra en haces de Z. marina siguiendo el
método establecido por VanSoest (1967). Aproximadamente 0.25 g de muestra seca y
molida (n = 6) se incubé en 25 mL de solucién de bromuro de cetil trimetilamonio
(CTAB) y éacido sulfiirico durante 1 h en reflujo. Al término de este tiempo, la solucion se
filtré y el filtro se lavd con agua caliente, acetona y hexano hasta eliminar todos los
pigmentos. Los filtros con ¢l residuo se secaron a 105 °C durante toda la noche y se
registro el peso de cada filtro. Posteriormente, los filtros se incineraron a 525 °C durante
3 h y posteriormente se pesaron. El residuo de fibra recuperado se expreso en porcentaje

como fibra acida.

Contenido de Cenizas

Aproximadamente 0.5 g de tejido seco y molido de haces de Z. marina (n = 0) se
incineraron en una mufla a 500 °C durante 4 h. La diferencia de peso antes y después de
la incineracién se expresé en porcentaje como el contenido de cenizas para cada una de las

muestras.

Contenido Calorico
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El contenido caldrico de los haces se evalué por medio de combustion total de
acuerdo a Tejada-Hern4ndez (1992). Se deshidrataron los haces de Z. marina (n=5) a
60°C hasta obtener peso constante y se maceraron en un molino hasta obtener particulas
de aproximadamente 2 0 3 mm. Las particulas fueron prensadas en un empastillador y
colocadas en una bomba calorimétrica (Parr Instrument Co., EUA) con 30 atm de oxigeno
y 2000 + 0.25 g H,O destilada. La temperatura de la bomba fue monitoreada cada 0.25 s
con un termémetro digital acoplado a un sistema de adquisicion de datos (DATAQ-190,
EUA). La bomba fue calibrada con pastillas de 1 g de 4cido benzdico. Los residuos de la
combustion fueron inicialmente titulados con una solucién 0.0725 N de Na;CO;. Sin
embargo, el contenido calérico de la titulacién con el esténdar (acido benzoico) representd

menos del 0.5% del contenido caldrico total de la muestra y fue omitido posteriormente.

Analisis Estadistico

Se evaluaron las diferencias temporales y espaciales en el contenido de clorofila a
+ b, proteinas, carbohidratos, ceniza, fibra y contenido calérico en las hojas de Z. marina
mediante un andlisis de varianza de dos vias (sitio x tiempo) después de probar
normalidad y homocedasticidad en los datos (Sokal y Rohlf, 1984). Los datos que no se
ajustaron a los criterios de normalidad y homocedasticidad fueron transformados con una
funcién log. Todas las comparaciones multiples fueron realizadas con pruebas Tukey

estableciendo el nivel de significancia en P <0.05.
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RESULTADOS
Variables Ambientales
Temperatura del agua de mar e irradiancia in situ

La temperatura media diaria del agua vari6 a lo largo del afio en las tres lagunas
(Fig. 15). Las mayores temperaturas observadas durante el verano fueron de 22, 25 y 27
°C en BSQ, LOL y LSI, respectivamente. Las menores temperaturas observadas durante
el invierno fueron de 15 °C en el norte y de 16 °C en las lagunas del sur. En general, la
irradiancia in situ integrada diariamente fue dos veces mayor en las lagunas del sur de la
peninsula que en la laguna del norte. Los valores de irradiancia in sifu integrada diaria
presentaron un clasico patron sinusoidal en LOL y LSI; sin embargo, en la laguna costera
del norte, la irradiancia in situ no vari6 significativamente a lo largo del afio (Fig. 11).
Los valores maximos de irradiancia in situ para el norte (15 pmol cuanta m2d") yel sur
(35 pmol cuanta m~d") de Baja California se registraron en marzo. En las tres lagunas,
las irradiancias maximas se presentaron aproximadamente 3 - 4 meses antes que las los

valores maximos de temperatura del agua.

Contenido de Pigmentos

En las lagunas costeras del sur, los niveles de clorofila en las hojas de Z. marina
fueron estadisticamente similares (P > 0.05) a lo largo del afio, excepto en abril de 1999, y
fueron aproximadamente dos veces mas bajos que en los pastos de la laguna del norte de
la peninsula (Tabla III, Fig. 16). La concentracion de clorofila @ + b en las hojas de Z.
marina mostraron diferencias estadisticas (P < 0.05) en funcién de la época del afio, el

sitio de estudio y la interaccién entre tiempo y sitio de estudio (Tabla III). En los tres
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sitios de estudio, los maximos niveles de clorofila fueron observados durante primavera y

verano, y los minimos durante primavera e invierno.

Contenido de Proteinas

La concentracion de proteinas solubles y totales en las hojas de Z. marina
mostraron diferencias significativas (P < 0.5) en funcién de la época del ailo, el sitio de
estudio, y la interaccion entre tiempo y sitio de estudio (Fig. 17, Tabla III). Los niveles de
proteinas solubles fueron similares en los pastos de las tres lagunas durante casi todo el
afio (= 7 mg gPS'l); sin embargo, la concentracién de proteinas aumento a
aproximadamente al doble durante el invierno de 1999 y la primavera de 2000. Los
niveles de proteinas totales en las hojas de Z. marina mostraron patrones diferentes en los
tres sitios de estudio. En BSQ los méximos valores se observaron en el verano y
disminuyeron hacia el invierno, mientras que en LOL los niveles aumentaron desde
principios de 1999 hasta la primavera de 2000. En LST los niveles de proteinas totales en

los haces no mostraron un patron claro.

Contenido de Carbohidratos no estructurales (aziicar y almidon)

La concentracién de azicar en las hojas de Z. marina durante el invierno fueron
similares en las tres lagunas; sin embargo, en el verano los niveles de carbohidratos fueron
aproximadamente el doble (P < 0.05) para los pastos de BSQ con respecto a los pastos de
las lagunas del sur (Fig. 18). A diferencia del aziicar, los niveles de almidén en los pastos
de BSQ a lo largo del afio fueron dos veces mas altos que los de los pastos del sur de la

peninsula. En general, los niveles de azicar en los haces de Z. marina fueron
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aproximadamente cinco veces mayores que los niveles de almidén. La concentracion de
azlcar y almidén en las hojas de Z. marina mostraron diferencias estadisticas (P < 0.05)
en funcién de la época del afio, el sitio de estudio, y la interaccién entre el tiempo y el sitio

de estudio (Tabla III).

Contenido de FibraNeutra y Fibra Acida

Las concentraciones de fibra neutra y fibra acida fueron de 400 y 350 mg gPS",
respectivamente, a lo largo del afio para los pastos de las tres lagunas, excepto durante
junio y julio, cuando los valores aumentaron en aproximadamente 30% (Fig. 19). Los
niveles de fibra neutra en las hojas de Z. marina mostraron diferencias estadisticas (P <
0.05) en funcién de la época del afio, y de la interaccién entre tiempo y sitio de estudio,
pero no con relacién al sitio de estudio, mientras que los niveles de fibra dcida mostraron
diferencias estadisticas (P < 0.05) en funcién de la época del ailo, el sitio de estudio y la
interaccion entre tiempo y sitio de estudio (Tabla ITT). En las tres lagunas los niveles de
fibra 4cida representaron aproximadamente el 75% de los la fibra neutra en los haces de Z.

marinda.

Contenido de Cenizas y contenido calorico

En las tres lagunas el contenido de ceniza en los haces de Z. marina disminuy6 de
invierno (400 mg gPS™) a primavera y verano (200 mg gPS™) (Fig. 20). Se observo
ademas, una disminucion general del 10% del contenido de ceniza en los pastos de las tres
lagunas estudiadas. Por otro lado, ¢l contenido caldrico de los haces de Z. marina se

incrementd de aproximadamente 2.5 kcal gPS™ en enero de 1999 a aproximadamente 3



76

keal gPS™ en marzo del 2000. Contrario a la disminucién de los niveles de ceniza, se
observé un incremento general del contenido calérico de las hojas de Z. marina de los tres
sitios estudiados. La concentracion de ceniza y calorias en los haces de Z. marina
mostraron diferencias estadisticas (P < 0.05) en funcién de la época del afio, el sitio de

estudio y la interaccion entre tiempo y sitio de estudio (Tabla III).

Las composiciones de fibra neutra, proteinas totales, carbohidratos (azicar +
almidon) y ceniza mostraron un comportamiento similar en los pastos de las tres lagunas a
lo largo del afio (Fig. 21). En general, estos compuestos representaron el 100% de la
composicién metabélica de los haces a finales de la primavera y principios del verano,
disminuyendo hacia el invierno. Los niveles de clorofila representaron menos del 1% del

contenido de materia organica en las hojas de Z. marina.
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Tabla fii. Resuliados del andlisis de vatianza de dos vias para evaliar ¢l efecto del tienipo y
¢l sitio de estudio sobre la concentiacién de clorofila, aziear, slmidén, pisteinas solibles,
proletinas totales, fibra neutra, fibra dcida, contenide de ceniza y calorias en los haces de

ZoStera miarin.
Vaiiable Vaitiable - — 2
Dgpendicnte Indeperndiets ¢ e F " Egistoanly
Clorshilag +b _ Tiempo 7 053 137 <0001 o
(g gPS™) St 2 1043 2698 <0601 Fol
Tiempe X Sitio i4 0.i7 44 <9601 s
Residual fi4 0.6
Aciisar Tieiipe § 0434 549 <0001 sl
(g gPS™) Sitio 2 5023 293 <0.001 o
Tiempe X Sitio 16 1,95 69  <0.001 o
Residiual 35 171
Alwmidén Tiewpe 7 123 313 <0601 s
(g gPS™) Siittie 2 2760 7003 <0.601 Ao
Tiemipe X Sitio 14 27 69 <0601 Hol
Residwal 120 4
Protetnas Tiempo 7 358 1715 <0.601 Hol
Solubles Sitio 2 4 208 <0091 s
(mg gPS™) Tienpe X Sitio 14 4 229 <0601 Aok
Residial 120 2
Prstetinas Ticnipe 7 3472 131 <0661 A
Totales Sitie 2 13262 @ $49 <9601 sl
(g gPS™) Tiempo X Sitio i4 1217 51 <0061 Al
Residial 120 241
Fibya Newtia ~ Tienpo 7 58246 231 <0001 Ao
(g gPS™) Sitio 2 3286 13 627 0.
Tiempo X Sitio 14 12589 49  <0.001 o
) Residual ol 2523
Fibea Acida Tigiingo 6 14550 494 <0.601 sl
(g gPS™ Sitie 2 1301 44 0016 #
Tiempo X Sitie 12 6,359 Z2ie <0601 A
Residial 70 294
Ceniza Tigmpe 6 27055 124 <0601 e
(g gPS™) Sitio 2 6880 32 0846 i
Tiempo X Sitio i2 25782  1L§ <0601 S
Residival 137 2181
Calorias Ticwmpe 7 069 658 <0001 Al
(g GPS™) Sitio 2 044 416 <0001 e
Tiempe X Sitio 4 O.11 0.1 <0.001 e
Residhial &5 O.01

s indica no sighificante; ¥, P < 0.05 y %, P < 0.001



78

30
Bahia San Quintin
25
20 -
15 - =1
3
QO
10 A o
Q
5 4 -
23
0 | Q
e 30 =)
25 %,
) 3
© 20 A =
© 15 - e
> a
o 10 o E)
| S
® 5+ 2
= Q)
E B~
Q30 =}
Laguna San lgnacio o
s - PPy )
20 - L0
18 & 30 O
o
10 @) - 20
5 - Qé) - 10
0 T T I | 1 1 ] | I I | | I | | 0

EFMAMJJASONDEFMA
Tiempo (meses)

Figura 15.Trradiancia incidente y temperatura superficial del agua de mar en Bahia
San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio a lo largo del
periodo de estudio. La irradiancia y la temperatura fue registrada cada
0.5 h y promediado a intervalos diarios usando un termégrafo
programable.
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Figura 16. Niveles de clorofilaa + b (Y + D.E., n = 0), en las hojas de Zostera marina en
Bahia San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio a lo largo del
periodo de estudio.
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Figura 17. Niveles de proteinas totales y solubles (} + D.E., n=10), en las hojas de
Zostera marina en Bahia San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San
Ignacio a lo largo del periodo de estudio.
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Figura 18.Niveles de azicar (} +D.E., n=10) y almidén (} +D.E.,n=10), en

las hojas de Zostera marina en Bahia San Quintin, Laguna Ojo de Liebre
y Laguna San Ignacio a lo largo del periodo de estudio.
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Figura 19.Niveles de fibra neutra (X +D.E., n=10)y fibra dcida (X £+D.E,n=10)en
las hojas de Zostera marina en Bahia San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y
Laguna San Ignacio a lo largo del periodo de estudio.
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Figura 20.Niveles del contenido de cenizas (} + D.E., n=10) y calorias (} - -
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D.E., n=15) en las hojas de Zostera marina en Bahia San Quintin, Laguna

Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio a lo largo del periodo de estudio.
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Figura 21.Composicién bioquimica en porcentaje en las hojas de Zostera marina en
Bahia San Quintin, Laguna Ojo de Liebre y Laguna San Ignacio a lo largo

del periodo de estudio.
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DISCUSION

Baja California abarca regiones subtropicales y templadas, consecuentemente,
existe una gran variacién en los niveles de irradiancia y temperatura a las que estan
expuestos los organismos distribuidos a lo largo de esta peninsula. Los resultados de este
estudio revelan que los pastos que habitan en las lagunas del sur de la peninsula estan
expuestos a temperaturas medias de 5-6 °C mas altas e irradiancias dos veces mayores que
los pastos del norte de Baja California a lo largo del afio. No obstante que los niveles de
constituyentes organicos son similares a los reportados previamente para otras
poblaciones (Dawes y Lawrence, 1979; Brand-Gardner et al., 1999), existen claras
diferencias entre los haces del pasto marino Z. marina del norte (BSQ) y los del sur (LOL
y LSI) de la peninsula. En consecuencia, estas diferencias posiblemente impacten el
metabolismo de los herbivoros que habitan las diferentes lagunas costeras de Baja

California.

Los niveles de clorofila en el tejido de vegetales marinos responden a
fluctuaciones estacionales de irradiancia en el campo (Mazzella y Alberte, 1986;
Lindqvist y Lignell, 1997). Generalmente, los niveles de clorofila a y pigmentos
accesorios aumentan en ¢pocas del afio con irradiancias o fotoperiodos menores (Lewey y
Gorham, 1984). De igual manera, los niveles de pigmentos son generalmente més
elevados en Z. marina de zonas con menores niveles de irradiancia (Zimmerman et al.,
1995). En la laguna del norte de la peninsula, los haces de Z. marina probablemente
responden a las bajas irradiancias in situ aumentando la concentracion de clorofilas con

respecto a los pastos de las lagunas del sur. De hecho, los pastos de las lagunas del sur de



86

Baja California se encuentran establecidos a aproximadamente 1 m més de profundidad
que los pastos del norte. Cabello-Pasini et al. (2004) han sugerido que la colonizacién de
zonas mas profundas por Z. marina en las lagunas del sur es el resultado de una mayor
disponibilidad de luz en la columna de agua con respecto a la laguna del norte. Los
niveles altos de clorofila en los pastos de la laguna norte son consistentes con una
respuesta fisiolégica de las macrofitas a una aclimatacién a niveles bajos de irradiancia
(Lapointe, 1981). Debido a que la capacidad fotosintética de los pastos del norte es
similar a las del sur, a irradiancias similares, es probable que la aclimatacién consista en
un aumento en el nimero de antenas més que en el tamaio de estas. Por otro lado, los
niveles de pigmentos en el tejido de macrofitas marinas esta relacionado con la
concentracion de nitrégeno presente en la columna de agua (Lapointe, 1981; Lewey y
Gorham, 1984; Campbell et al., 1999). En algas rojas (p.e. Gracilaria cornea), se ha
reportado un incremento en el contenido de pigmentos al incrementarse el contenido de
nitrégeno en el medio acuatico (Campbell et al., 1999; Ordufia-Rojas et al., 2002). Por lo
anterior, se sugiere que los niveles mayores de pigmentos en las hojas de los pastos en la
laguna del norte probablemente sean también el resultado de la mayor disponibilidad de
nutrientes en la Regién Norte con respecto a la Region Sur de la peninsula debido eventos
recurrentes de surgencias en esta zona (Ibarra-Obando et al., 2001; Camacho-Ibar et al.,

2003).

El patrén estacional en el contenido de carbohidratos no-estructurales (azticar +
almidon) es tipico de algunas poblaciones de pastos marinos (Z. marina, Z. noltii,

Posidonia oceanica) en diferentes zonas geograficas (Vermaat y Verhagen, 1996;
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Touchett y Burkholder, 2000; Cabello-Pasini et al., 2002). Similar a estos estudios, el
contenido de azucar y almiddn en las hojas de Z. marina en BSQ ast como en LOL y LSI,
se increment6 durante el periodo de maxima irradiancia in sifu (verano), mientras que se
encontré una disminucién en el invierno, correspondiente a los menores valores de
irradiancia in situ. Una disminuci6n en los niveles de irradiancia provoca que los
organismos presenten un balance de carbono negativo. El balance de carbono en la planta
es la razon entre el carbono fijado en la fotosintesis (P) y el consumo de carbono en la
respiracion (R) (Hemminga y Duarte, 2001). Un balance negativo (P <R) indica que la
planta esté utilizando directamente el carbono almacenado en el tejido subterraneo (raices
y rizomas) y no del carbono que se produce durante la fotosintesis en el tejido aéreo
(hojas) (Zimmerman et al., 1995). No obstante que los niveles de irradiancia in situ son
menores en BSQ con respecto a las lagunas del sur, se observé una mayor acumulacién de
azucar durante el verano en las hojas de Z. marina de BSQ con respecto a LOL y LSI. Por
otro lado, Cabello-Pasini et al.(2004) no encontraron una diferencia significativa entre las
caracteristicas fotosintéticas de Z. marina entre BSQ-LOL-LSI a lo largo de un ciclo
anual. Lo anterior sugiere que los niveles elevados de pigmentos en los pastos de la
laguna del norte estan compensando los bajos niveles de irradiancia in sifu y asi mantener
tasas fotosintéticas similares a los pastos del sur. El incremento de pigmentos en las hojas
de las plantas se puede deber a dos factores: 1) un aumento en ¢l tamaiio de la antena del
aparato fotosintético; 2) un incremento en el niimero de aparatos fotosintéticos aunado a
un aumento en el nimero de antenas. Los niveles mayores de carbohidratos observados
en las plantas de BSQ, expuestas a niveles menores de irradiancia en relacién con las

plantas del sur, sugieren que la aclimatacién se debe a un aumento del nimero de aparatos
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fotosintéticos y antenas. Lo anterior incrementa tanto la eficiencia fotosintética como la
capacidad fotosintética de la planta. Por lo anterior, se sugicre la reserva de carbono en
plantas de la laguna del norte es suficiente para mantener concentraciones mayores de

carbohidratos no estructurales con respecto a las plantas de las lagunas del sur.

Varios estudios han reportado que la reduccion de >80% de la irradiancia por
periodos mayores de 3 semanas provocd la disminucion de dos a cuatro veces la
concentracidn inicial del contenido de aziicar en las hojas de Z. marina (Burke et al.,

1996; Cabello-Pasini et al., 2002). Sin embargo, un estudio reciente en plantas de Z. noltii
expuestas a bajos niveles de irradiancia (10% y 2% de la irradiancia in situ) muestra un
decremento en el contenido de sucrosa en la parte subterranea, pero esta se acumul6 en la
parte aérea durante las dos primeras semanas (Brun et al., 2003). Esta respuesta, permite
reducir el costo de mantenimiento del tejido no fotosintético (parte subterrdnea) y asi
poder mantener la fijacién de carbono a través de la formacion de biomasa fotosintética
(parte aérea) y de esta manera sobrevivir en periodos de limitacion de luz. Aunque en este
estudio no se determiné el contenido de carbohidratos en la parte subterranea, se puede
sugerir que el contenido de carbohidratos es mayor en la laguna del norte que en las
lagunas del sur, debido a que la biomasa subterrédnea en plantas de BSQ fue de dos a tres
veces mayor en BSQ que en LOL y LSI (Varela-Valencia, 2001). Si lo anterior es cierto,
es posible sugerir que las plantas de Z. marina en BSQ cuentan con una reserva de
carbono en el tejido subterraneo, que les permite traslocar los carbohidratos hacia las

hojas durante el periodo de tiempo en el que las plantas se encuentran limitadas de luz
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(15% del afio; Cabello-Pasini et al., 2003a). Sin embarge, es necesario realizar estudios

que permitan confirmar la hipdtesis anterlormente planteada.

Durante el periode de estudio no fue ¢lara la razén de la tendencia anual del
aumento del contenido de preteinas y carbohidrates (aziiear + almidén + fibra). Sin
embarge, el inieio de la serie de muestreo se caracterizd por ser el final de un evento de El
Nifio caracterizado por anomalias de hasta 4 °C en la temperatura superfieial, mientras
que 1999 y 2000 se caracterizaren per presentar una anemala de la temperatura
superficial del agua de apreximadamente -1 °C, como resultade de un fuerte afio La Nifia
(Ladah et al., 1999; Durazo-Arvizu et al., 2001). Per otre lade, a lo largoe de este estudio,
la temperatura del agua en la zona de estudio de las tres lagunas presenté una disminueién
general de 1 °C. La temperatura tiene efectos importantes en las rutas metabélicas de las
plantas. El incremento en la temperatura del agua afeeta direstamente el metabelismo y el
mantenimiento de un balanee pesitive de earbone en Z maring. Un balance de carbone
realizade en hojas de Z. marina de una zona templada, indican que las tasas diarias de
respiracién en la hoja exceden a las de la fotosintesis a temperaturas mayores de 25 °C, lo
que provoea un balance de carbene negative eon la eensecuente mortandad de los haces
durante el verane (Marsh et al.,, 1986). En un estudio realizado en las costas de California
se encontro que entre les 11 = 15,5 °C, la concentracion de los nutrientes en la celumna de
agua y la temperatura mantenian una relaeién inversa (Zimmerman y Kremer, 1984). La
menor coneentracion de nutrientes se observé a temperaturas mayeres de 15.5 °C. Las

variaciones en los niveles de temperatura y nuirientes se ve reflejade en la fisiologia y en
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composicion bioquimica en el tejido de ciertos vegetales marinos. Por ejemplo, en el alga
Macrocystis pyrifera, el contenido de nitrégeno y proteinas disminuy6 al incrementarse la
temperatura durante El Nifio de 1982-1983 (Gerard, 1984). Es probable que los bajos
niveles de proteinas y carbohidratos en las hojas de Z. marina al inicio del estudio hayan
sido el resultado de la anomalia térmica en la fisiologia del pasto y/o de la disminucién en

la disponibilidad de nutrientes provocadas por El Niiio.

El incremento en los niveles de calorias en los pastos de las tres lagunas a lo largo
del afio es atribuible al aumento durante el mismo periodo de los niveles de proteinas y
carbohidratos, y la disminucién en el contenido de ceniza en el tejido. Los contenidos
caléricos de proteinas y carbohidratos de vegetales son de 5.73 y 4.18 keal g‘l,
respectivamente. A lo largo del afio se observé un aumento de 30.88 + 12.02 mg gPS‘l en
el nivel de proteinas totales en los haces de Z. marina de las tres lagunas estudiadas,
representando un incremento de 0.18 kcal gPS”. De manera similar, el aumento de 40.71
+0.15 mg gPS'l en los niveles de carbohidratos (azicar + almidén + fibra) representa un
incremento de 0.17 keal gPS™. De manera conjunta, el incremento de proteinas y
carbohidratos representd un aumento de 0.35 kcal gPS™. Lo anterior sugiere que el
aumento de los niveles de carbohidratos y proteinas a lo largo del afio son responsables
del incremento de aproximadamente el 53% del contenido calérico del tejido de Z.
marina. El resto del contenido calérico en las hojas de los pastos debe ser explicado por
cambios en los niveles de lipidos, pigmentos, dcidos organicos, etc. Aunque los lipidos
tienen un contenido calérico mas alto que los carbohidratos y proteinas (Graiger, 1983) el

contenido de lipidos en las hojas de pastos marinos y otras macrofitas marinas es bajo y
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varia desde <1% hasta 2% del peso seco (Dawes y Lawrence, 1979; Westermeir y Gomez,
1996). Por lo anterior, los lipidos y pigmentos podrian ser tan s6lo responsables de un

cambio de aproximadamente 15% del contenido calorico.

El contenido carbohidratos (fibra + aziicar + almidén), proteina y ceniza son
responsables de mas del 95% de la composicién bioquimica del tejido de las hojas de Z.
marina a lo largo del afio. Esto es inconsistente con lo observado en las hojas de
Thalassia testudinum en las que estos mismos componentes representan sélo el 50% del
peso seco del tejido. Por otro lado, los niveles de pigmentos cn las hojas de Z. marina son
responsables de menos del 0.8% del peso seco. Lo anterior sugiere que los carbohidratos
(fibra + azticar + almidén), protefna y ceniza son los componentes més abundantes del
tejido de Z. marina. Una serie de animales herbivoros dependen de la calidad, cantidad y
disponibilidad de plantas para satisfacer sus requerimientos caloricos. La branta negra
(Branta bernicla) en algunas regiones de Europa, por ejemplo, se alimenta
preferentemente de rizomas que son tejidos bajos en fibra lo cual permite mayor
digestibilidad (Mather et al., 1998). De manera similar, la lapa Tectura depicta se
alimenta de la epidermis de las hojas de Z. marina en Monterrey, California, EUA
(Zimmerman y Alberte, 1996) y en BSQ, Baja California, México (ACP, observacion
personal). Este estudio revela diferencias en los contenidos de proteinas, carbohidratos
solubles e insolubles y ceniza en las hojas del pasto marino Z. marina a lo largo del afio en
las diferentes lagunas de Baja California; sin embargo, se desconoce si las variaciones en
la concentracién de estos metabolitos afectan la fisiologia de los herbivoros que habitan en

ellas.
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Capitulo IV. Caracterizacion genética del pasto marino Zostera

marina en México

RESUMEN

La morfologia y la fisiologia de Zostera marina varian a lo largo de la costa del
Pacifico de Baja California y el Golfo de California, pero se desconoce si existen
diferencias genéticas entre estas poblaciones. Consecuentemente, el objetivo de este
trabajo fue el determinar las caracteristicas genéticas de cinco poblaciones perennes de Z.
marina en la costa del Pacifico de Baja California y de cuatro poblaciones anuales del
Golfo de California. Las poblaciones de Z marina fueron analizadas genéticamente
utilizando nueve loci de microsatélites. El nimero de alelos por locus vario de 8 a 20, y la
heterocigosidad observada y esperada en la costa del Pacifico y del Golfo de California
vario de 0.48 2 0.68 y 0.44 a 0.62, respectivamente. Se encontré una diferenciacion
genética significativa mediante los valores Os entre las nueve poblaciones de Z. marina
analizadas. Las poblaciones de Z. marina en la costa del Pacifico se encuentran separadas
por més de 220 km y mostraron valores altos de st (0.12 — 0.28), sugiriendo que el flujo
genético es restringido entre las poblaciones del Pacifico. En contraste, una baja pero
significante diferenciacién genética se detectd entre las poblaciones del Golfo de
California (st = 0.03 — 0.17), atin cuando estas poblaciones se encuentran separadas por
mas de 250 km. Esto sugiere que el flujo genético es mucho mayor entre las poblaciones
del Golfo en comparacién con las del Pacifico. La prueba de aislamiento-por-distancia

(IBD), mostrd una correlacion significativa entre las distancias genéticas [Ost / (1-0s1)] y
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geograficas (km) en las poblaciones del Golfo de California, mientras que en poblaciones
de la costa del Pacifico, no se encontrd una correlacion significativa. El analisis de
AMOVA reveld diferencias genéticas significativas en la varianza de las frecuencias de
los alelos entre las poblaciones perennes de la costa del Pacifico y las poblaciones anuales
del Golfo de California, lo que sugiere un flujo genético restringido entre estas areas

biogeograficas.
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INTRODUCCION

La costa del Pacifico de Baja California y del Golfo de California representan el
limite sur de distribucién del pasto marino Zostera marina L. en el Hemisferio Norte.
Biogeograficamente, Z. marina habita lagunas costeras aisladas a lo largo de la costa del
Pacifico de Baja California y el Golfo de California, donde ésta representa la macrofita
marina dominante (Meling-Lépez y Ibarra-Obando, 1999; Santamaria-Gallegos et al.,
2000; Cabello-Pasini et al., 2003a; Ward et al., 2004b). Las poblaciones de Z. marina del
Pacifico y del Golfo, estan expuestas a diferentes patrones de corrientes y de condiciones
ambientales. La costa del Pacifico esté influenciada por la Corriente de California, con
flujo neto hacia el sur y velocidades menores de 12 cm s (Lynn y Simpson, 1987). En
cambio, el Golfo de California est4 influenciado por Agua Superficial Ecuatorial y la
velocidad de las corrientes dentro del Golfo, pueden exceder los 100 cm s provocando
fuertes mezclas (Badan-Dagon, 1998). Por otro lado, Baja California es una peninsula de
1300 km de longitud que separa al Océano Pacifico del Golfo de California y actiia como
barrera geogréafica, limitando el flujo genético entre diferentes especies de peces (Terry et
al., 2000; Stepien et al., 2001), mamiferos marinos (Schramm-Urrutia, 2002) e
invertebrados marinos (Brusca, 1980; Correa-Sandoval y Rodriguez-Cortés, 1998). Asi
mismo, las poblaciones mas distantes de Z. marina entre el Pacifico y Golfo de California
se encuentran separadas por mas de 2,000 km a lo largo de la costa de la peninsula de Baja

California.

En el ambiente marino, la distribucién de las poblaciones se encuentra

significativamente limitada por la distancia geografica entre las poblaciones, la direccion
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y la velocidad de las corrientes, asi como por las barreras geograficas (Hedgecock, 1986;
Burton, 1998; Terry et al., 2000). La limitacién en la dispersién de los organismos,
disminuye el flujo genético entre las poblaciones, promoviendo la formacién de grupos
genéticamente diferentes (estructura poblacional). Reusch et al. (2000) encontraron una
mayor diferencia genética y un menor flujo genético entre las poblaciones europeas de Z.
marina al incrementarse la distancia geografica entre ellas. Debido a que Z. marina, como
otros pastos marinos, presenta una reproduccion sexual limitada y una dispersién
restringida de polen y semillas (Ackerman, 1986, 1997b; Hemminga y Duarte, 2001), es
muy probable que las poblaciones de Z. marina en México muestren una estructura
poblacional. Sin embargo, se desconoce como las diferencias oceanograficas y
biogeograficas entre la costa del Pacifico y el Golfo de California pueden contribuir a las

variaciones genéticas en las poblaciones de Z. marina entre estas regiones biogeograficas.

Las estrategias de vida y las caracteristicas biologicas también son diferentes entre
las poblaciones del Pacifico y del Golfo de California. Las poblaciones de Z. marina de la
costa del Pacifico de Baja California son de vida perenne, mientras que las poblaciones
del Golfo de California son de vida anual, desapareciendo por completo durante el verano,
cuando la temperatura del agua sobrepasa los 30 °C (Cabello-Pasini et al., 2003a). Las
poblaciones de Z. marina del Golfo de California se reproducen exclusivamente de
manera sexual y el 100% de los haces son reproductivos, mientras que las poblaciones de
la costa del Pacifico se reproducen principalmente de manera clonal, por medio de la
extension de sus rizomas y menos del 50% de los haces son reproductivos (Meling-Lopez

y Ibarra-Obando, 1999; Santamaria-Gallegos et al., 2000). Por otro lado, la época de
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reproduccién sexual en las poblaciones del Pacifico se desarrolla durante los meses de
primavera-verano, en cambio, las poblaciones del Golfo se reproducen durante invierno-
primavera (Poumian-Tapia y Ibarra-Obando, 1999; Meling-Lépez, 2001; Varela-Valencia,
2001). Pese a que existen diferencias en las caracteristicas bioldgicas, época y forma de
reproduccion, entre las poblaciones de Z. marina de la costa del Pacifico y las del Golfo
de California, atin se desconoce si estas diferencias se ven reflejadas en las caracteristicas

genéticas entre estas poblaciones.

Algunos estudios sugieren que la reproduccion clonal limita la diversidad genética
de las poblaciones ¢ incrementa la estructura poblacional (Les, 1988). Analisis genéticos
isozimicos realizados en diversas especies de angiospermas con reproduccion clonal,
muestran una menor diversidad genética y un menor grado de homocigosidad, que eb
poblaciones con reproduccion sexual (Ellstrand y Roose, 1987; Les, 1988). Sin embargo,
recientemente se ha encontrado altos niveles de diversidad genética en poblaciones de
pastos marinos con reproduccion clonal, utilizando marcadores moleculares (Waycott,
1995; Procaccini y Mazella, 1998; Reusch et al., 1998; Reusch et al., 1999; Reusch et al.,
2000; Procaccini et al., ; Waycott y Barnes, 2001). No obstante que la tasa de
reproduccién sexual es mucho mayor en las poblaciones anuales de Z. marina del Golfo
de California, se desconoce si la diversidad genética es diferente de aquellas de las
poblaciones perennes de la costa del Pacifico de Baja California. En este estudio
evaluamos las caracteristicas genéticas de las poblaciones de Z. marina en la costa del
Pacifico de Baja California y en el Golfo de California para: (i) determinar el grado de

diferencia genética entre todas las poblaciones y (ii) determinar el nivel de diferenciacién



98

entre las poblaciones perennes de la costa del Pacifico y las poblaciones anuales del Golfo

de California.
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OBJETIVOS
a) Estimar la diversidad genética dentro de cada poblacion de Z. marina de la costa
del Pacifico y del Golfo de California
b) Determinar el grado de diferenciacion genética entre poblaciones Z. marina de la
costa del Pacifico y del Golfo de California
¢) Determinar el nivel de diferenciacién genética entre el grupo de las poblaciones de
7. marina de la costa del Pacifico (perennes) y el grupo del Golfo de California

(anuales).
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METODOS
Area de Estudio

Ejemplares de Z. marina se colectaron en cinco sitios de la costa del Pacifico de
Baja California y en cuatro sitios en el Golfo de California (Fig. 22). Las poblaciones del
Pacifico muestreadas fueron: Estero Punta Banda (EPB, 31° 47 N; 116° 39 O); Bahia San
Quintin, (BSQ; 30°, 24’ N; 115 ° 57°0); Laguna Ojo de Liebre (LOL, 27°, 35° N; 113°
50’ 0); Laguna San Ignacio (LSI, 26° 38’ N; 113°06° O); Bahia Magdalena (BM; 24° 15’
N; 111° 30’ O). Las poblaciones del Golfo de California fueron: Bahia Concepcion (BC;
26° 33’ N; 111° 42’ O), Canal del Infiernillo (CI, 29° 10° N; 112° 14’ O); Laguna de
Agiabambo (AG, 26° 05’ N; 109° 05 O) y Bahia Santa Maria (BSM; 24° 50° N; 107° 55°
0). Todas las poblaciones muestreadas habitan lagunas costeras geograficamente
aisladas, con excepci6n de la del CI, en donde las plantas se encuentran en mar abierto. El
area de estas lagunas costeras varia entre 16 km?® (EPB) y 450 km? (BSM) y las distancias
entre pares de poblaciones varia de 220 a 2300 km (Fig. 22). En cada laguna se
colectaron de 21 a 46 individuos de Z. marina, separados entre si de 20 a 100 m durante
marea baja, o mediante buceo libre durante mareas altas. En cada laguna, todos los
individuos se colectaron dentro de un 4rea de menos de 750,000 m”. No obstante que esta
area de colecta es mucho mayor al area de un vecindario genético sugerido para Z. marina
(500 — 1600 m?) por Ruckelhaus (1996; 1998) y por Reusch (2000), consideramos que es

apropiado para examinar la estructura genética entre poblaciones a gran escala.
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Figura 22. Localizacion de los sitios de colecta de Zostera marina para el anélisis
genético en la costa del Pacifico de Baja California y en el Golfo de California.
Estero Punta Banda (EPB), Bahia San Quintin (BSQ), Laguna Ojo de Liebre
(LOL), Laguna San Ignacio (LSI), Bahia Magdalena (BM), Bahia Concepcién
(BC), Canal del Infiernillo (CI), Bahia Agiabambo (AG) y Bahia Santa Maria

(BSM).
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Analisis Genético
Extraccion de ADN

De cada muestra se tomo tejido de un solo haz, el cual represent6 a un individuo.
El ADN gendémico se extrajo de aproximadamente 0.02-0.04 g de peso seco, mediante una
modificacion al método de CTAB/PVP descrito por Stewart & Via (1993). El método
consiste en moler el tejido con hielo seco en un mortero hasta obtener un polvo fino y
posteriormente suspenderlo en 0.85 volimenes de amortiguador CTAB/PVP e incubarlo a
37 °C por aproximadamente 12 h. El homogenizado se extrajo con aproximadamente 0.6
volimenes de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1 v/v). Las muestras se centrifugaron a
6,000 X g durante 5 min para separar las fases. El DNA se precipit6é con 0.7 volumenes
de isopropanol a -20 °C durante toda la noche. Posteriormente se centrifugé a 13,000 x g

durante 20 min. El ADN se resuspendié en 60 pL de TE y se almacend a 20 °C hasta su

analisis.

Genotipificacion

Las muestras se genotipificaron utilizando 9 loci de microsatélites polimoérficos
descritos por Reusch et al.(1999; 2000a). Aproximadamente 50 ng del extracto crudo de
ADN se¢ amplifico en una reaccion de PCR (10 pL) utilizando un termociclador (MJ
Thermal-Cycler). Se utilizaron cebadores universales (M13-29) marcados con un
compuesto fluorescente que se activa con luz infrarroja. Las condiciones de temperatura
del PCR fueron de: 2 min de desnaturalizacién a 94 °C, seguido por 30 ciclos de fusién

durante 15 s a 50 — 55 °C (dependiendo de cada cebador) y 30 s a 72 °C de extension.
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Los productos del PCR fueron separados en un gel de poliacrilamida (6%,
Instagel) y visualizados con un secuenciador automatico (4200 LI-COR). En cada gel se
corrieron 40 muestras, y de 6 a 8 muestras de un estandar de tamafio previamente
conocido, con las cuales se determind el tamafio de los alelos observados para cada
muesira en cada una de las poblaciones estudiadas. Las dimensiones del gel fueron de 25
cm de longitud y 0.4 mm de espesor. El gel se corrio bajo las siguientes condiciones:
amortiguador 1X TBE, 1500 V, 40 Q, 50 °C. Las imagenes capturadas de cada gel se

analizaron utilizando el programa GENE Image IR™ (Licor Inc).

Analisis de Datos
Diversidad Genética

El analisis descriptivo (frecuencias alélicas, heterocigosidades observadas y
esperadas) para cada locus y para todas las poblaciones fue obtenido con el programa
GDA 1.0 (Lewis y Zaykin, 2001). La riqueza alé¢lica, la cual es una calibracion del
numero de alelos con respecto al tamafio de muestra (Petit et al., 1998), fue calculada
utilizando FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001). La diversidad de Simpson (Simpson, 1949) fue
utilizada para estimar clonalidad en las poblaciones. La probabilidad de observar dos
individuos con genotipos multilocus idénticos en una poblacién (Pi) fue estimada
utilizando GIMLET 1.3.2 (Valier¢, 2002). La prueba global para determinar desviaciones
del equilibrio de Hardy-Weinberg para cada poblacion, fue realizada con el programa
GENEPOP 3.1d (Raymond y Rousset, 1995). La significacncia para todas las pruebas

multiples se fij6 en 0.05, con la correccién de Bonferroni (Rice, 1989).
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Estructura Poblacional

La distribucién de la variacion genetica fue estimado mediante un analisis de
varianza molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992), bajo el modelo de alelos infinitos
(IAM) empleando el programa Arlequin 1.1. (Schneider et al., 1997). Se llevaron a cabo
tres analisis diferentes de AMOVA: 1) Region Pacifico vs. Regién Golfo de California; 2)
Costa del Pacifico: Regién Templada (EPB, BSQ) vs. Region Subtropical (LOL, LSI,
BM) y 3) Golfo de California: Region Norte (CIL, BC) vs. Region Sur (AG vs. BSM). En
los tres analisis, la variacién genética fue cuantificada utilizando cuatro niveles
jerarquicos: entre regiones, entre poblaciones dentro de regiones, entre individuos dentro
de poblaciones y entre individuos. La significancia estadistica de la varianza fue probada
mediante permutaciones no-paramétricas (Schneider et al., 1997). La estructura genética
poblacional se caracteriz6 mediante las frecuencias alélicas por medio de la estimacion los
estadisticos F (Weir y Cockerham, 1984) utilizando el programa Arlequin 1.1. (Schneider
et al., 1997). Las estimaciones multilocus del nimero efectivos de migrantes (Nm) por
generacion para todas las poblaciones fueron calculadas a partir del estimador Ost
(Wright, 1943; Weir y Cockerham, 1984). El Nm se define como ¢l numero de individuos
que migran a una poblacién diferente a su origen y dejan descendencia (Harlt y Clark,
1997). La significancia para todas las pruebas multiples se fij6 en 0.05, con la correccién

de Bonferroni (Rice, 1989).

Para probar aislamiento-por-distancia (IBD) se aplicé la prueba de Mantel

(Mantel, 1967) a los valores de las estimaciones pareadas de diferenciacion genética [Bst
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/(1-Og7)] contra las distancias geograficas (km) entre pares de poblaciones. Las distancias
geograficas entre pares de poblaciones se obtuvieron a partir de distancias a lo largo de la
linea de costa. Las poblaciones del Pacifico se analizaron por separado de las del Golfo
de California. La prueba de Mantel, se realizé mediante el programa IBD 1.4 (Bohonak,
2002) utilizando 3000 iteraciones para probar el nivel de significancia de las relaciones
entre las distancias genéticas y las distancias geograficas. La regresion RMA (reduce-
major-axis) implementada en el programa TBD fue usada para determinar la pendiente de

la regresion en las graficas de la Regién del Pacifico y del Golfo de California

Relacion Genética Entre Poblaciones

Las distancias genéticas entre poblaciones se evaluaron utilizando la distancia
cordada (Dcg) de Cavalli-Sforza (1967). Se construyé un fenograma para visualizar la
relacion genética entre las poblaciones mediante el algoritmo del vecnino més cercano
(Neigbour-Joining, NJ; (Saitou y Nei, 1987) utilizando el programa J. Cornuet (INRA,
Laboratoire de Neurobiologie comparee des invertebrés, Bures-surYvette, France). La
robustez de la topologia del arbol se basé en 3000 iteraciones. La poblacion de Bahia

Yaquina, Newport, Oregén (EUA) fue utilizada como grupo de referencia.
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RESULTADOS
Analisis de Datos

Diversidad Genética

Los nueve loci de microsatélites analizados mostraron altos niveles de
polimorfismo en todas las poblaciones de Z. marina estudiadas. El nimero total de alelos
detectados por locus vari6 de 8 (CT-19) a 20 (CT-20) y el nimero promedio de alelos por
locus por poblacién (diversidad alélica observada) varié de 3.8 en BM a 8.4 en CI (Tabla
V). Lariqueza alélica, vari6 de 3.5 en BSM a 6.7 en AG. Se encontraron alelos privados
en todas las poblaciones con excepcion de BM. La poblacién que mostré el mayor
nimero de alelos privados fue CI (8) (Tabla IV). Todas las poblaciones mostraron una
nula diversidad clonal (Pd = 0), con excepcién de BSM (Pd = 0.95). Sélo dos individuos
en BSM mostraron genotipos idénticos en los nueve loci; consecuentemente uno de estos
individuos fue eliminado de los anélisis posteriores. La probabilidad de observar
genotipos idénticos multilocus entre dos individuos muestreados a partir de una poblacion
(Pi) vari6 entre 1/34,2000 (BM) a 1/281,000,000 (BC). Las comparaciones pareadas de
las frecuencias alélicas para los nueve loci estudiados mostraron diferencias significantes
entre todas las poblaciones de Z. marina excepto para BC-CI, ambas poblaciones del
Golfo de California. La heterocigosidad esperada promedio (Hg) varié de 0.48 en BSM a
0.68 en AG, y la heterocigosidad observada promedio (Hp) varié de 0.44 en BSM a 0.62
en AG y BM (Tabla V). La prueba global para determinar deficiencia de heterocigotos
mostré una significativa desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) solamente

para BSM (P = 0.0002) debido a una deficiencia significante de heterocigotos en 3 loci
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(CT-20, GA-1 y GA-3). De los nueve loci analizado, solamente CT-12 estuvo fuera del
equilibrio de HW (P < 0.005) s6lo para la poblacion de BSQ. La heterocigosidad
esperada promedio fue mayor pero no significante (P > 0.05) en las poblaciones anuales
del Golfo de California (excluyendo BSM) con respecto las poblaciones perennes del
Pacifico. La prueba exacta entre las 324 comparaciones pareadas posibles demostrd que
solamente tres casos (CT-3 — CT-20 en BM y CI y GA-2 —GA-3 en BM) estuvieron en
desequilibrio ligado (P < 0.005). La prueba global para todas las poblaciones, para los 36

pares de loci, fue solamente significante entre CT-3 y CT-20 (P < 0.005).

Estructura Poblacional

El anélisis AMOVA jerarquico, mostré que el 15.9% (Ocr= 0.16; P <0.005) de la
variacién genética se atribuye a las variaciones entre las regiones biogeograficas (costa del
Pacifico vs. Golfo de California), mientras que el 13.0% (Osc= 0.15; P <0.005) de la
varianza es explicada por las diferencias genéticas entre poblaciones (Tabla V). Por otro
lado, la proporcién de la variacion genética entre la Region Templada y la Region
Subtropical en la costa del Pacifico no fue significante (3.1%, OCT = 0.03; P > 0.005),
(Tabla VI). Asi también, la variacion genética fue no significante (3.2%, 6ct = 0.03; P >
0.005) entre las poblaciones anuales de la Regién Norte y 1a Region Sur del Golfo de
California (Tabla VI). En contraste, la variacién entre poblaciones dentro de regiones fue

significante tanto para las poblaciones del Pacifico (18.3%, Osc = 0.19; P < 0.005) como

las del Golfo de California (7.7%, 6sc = 0.08; P < 0.005)
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La diferenciacion genética (Ost) entre pares de poblaciones estimada varié entre
0.03 a2 0.37 (Tabla VII). Todas las comparaciones pareadas entre las poblaciones de la
costa del Pacifico fueron significativamente diferentes de cero (P < 0.005). Los valores
mas grandes se registraron entre el par de poblaciones de BSM-LSI y BSM-BM (0st =
0.37). Aunque las poblaciones del Golfo de California fueron también significativamente
diferentes de cero, ellas mostraron consistentemente valores menores con respecto a las
poblaciones del Pacifico (Bst = 0.03 a 0.17; Tabla VII). Las estimaciones del niimero de
migrantes entre poblaciones de Z. marina del Golfo de California fue mayor (Nm® =2.3)
que entre las poblaciones de la costa del Pacifico (Nm® = 0.98). Los valores pareados dc
Nm® mostraron que el mayor niimero de migrantes fue entre las poblaciones del Golfo de
California (CI — AG = 7.0). En contraste, el menor nimero de migrantes fue entre las

poblaciones de la costa del Pacifico - Golfo de California (i.e. BSM -BM; Nm® = 0.4).

La prueba de aislamiento-por-distancia (Mantel, 1967) no detecté una correlacion
significativa entre la distancia genética [(0s1/1-Os7)] y la distancia geografica (km) en las
poblaciones de Z. marina a lo largo de la costa del Pacifico (Bgy: r’ =0.13, P> 0.05) (Fig.
23). En contraste, la misma prueba mostré una correlacion significante entre Ogy y la
distancia geografica (km) ente las poblaciones del Golfo de California (Bgr: *=0.33,P<
0.05; Fig. 19). Aunque el valor de la pendiente de la grafica de aislamiento-por-distancia
de las poblaciones del Pacifico (m = 1.976 ¢™*) fue mayor que la pendiente para las
poblaciones del Golfo de California (m =2.760 ¢™), la diferencia no fue significante (95%

CI: 4.701 e ~3.483 ¢ vs -3.83 ¢ — 5.90 ¢, respectivamente).
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Relacion Genética entre Poblaciones

Las menores distancias genéticas pareadas (Dcg) se encontraron entre las
poblaciones del Golfo de California (BC — CI: 2.6; datos no mostrados). La mayor
distancia genética se encontrd entre una poblacion de la costa del Pacifico y del Golfo de
California (LST — BSM: 5.9; datos no mostrados). El fenograma obtenido a partir del
algoritmo NJ y basado en la distancia de Cavalli-Sforza (Dcg) mostré dos agrupamientos
principales (Fig. 24). Un agrupamiento se encuentra compuesto por las poblaciones del
Pacifico (perennes), y otro formado por las poblaciones del Golfo de California (anuales).

Esta relacién esta soportada por el 100% de las iteraciones.
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Tabla IV. Valores de diversidad genética y estimaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-
W) en Zostera marina de la costa del Pacifico (EPB, BSQ, LOL, LSI y BM) y el Golfo de
California (BC, CI, AG y BSM).

Poblacién A RA AP Hy He TV
(P)
Estero Punta Banda (EPB) 3.7 3.1 1 0.58 0.54 n.s
Bahia San Quintin (BSQ) 53 4.6 1 0.52 0.48 n.s.
Laguna Ojo de Liebre (LOL) 6.2 6.1 3 0.64 0.60 n.s.
Laguna San Ignacio (LSI) 4.5 42 1 0.55 0.57 n.s.
Bahia Magdalena (BM) 3.8 3.7 0 0.55 0.62 n.s.
Bahia Concepcion (BC) 4.9 4.3 3 0.50 0.48 n.s.
Canal del Infiernillo (CI) 8.4 6.3 8 0.61 0.61 n.s.
Bahia Agiabampo (AG) 7.2 6.7 4 0.68 0.62 n.s.
Bahia Santa Maria (BSM) 4.1 35 2 0.48 0.44 .
Promedio 5.6 7.6 2.6 0.57 0.55 n.s.

A, Nimero promedio de alelos; RA, Riqueza Alélica; AP, Alelos Privados; Ho,
Heterocigosidad observada, Hg, Heterocigosidad esperada (Nei 1987). *, P <0.005,
Correccién de Bonferroni aplicada; n.s., no significante.
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Tabla V. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) jerarquico basado en nueve loci de
microsatélites de Zostera marina, entre la Region de la costa del Pacifico (EPB, BSQ, LOL,
LST, BM) y la Region del Golfo de California (CI, BC, AG, BSM).

Grados de  Componente % Indices de Significancia

Fuente de Variacion

Libertad  delavarianza Variacion Fijacion P)
Entre regiones 1 0.55 15.9 Ocr=0.16 *
Entre poblaciones

7 0.45 13.0 Osc = 0.15 *

dentro regiones
Entre individuos
dentro de 321 0.05 1.4 015 =0.02 ns
poblaciones
Individuos 330 2.40 69.7 O;r = 0.30 »

Calculado con la opcién de nimero de alelos diferentes en Arlequin 1.1
n.s., no significante; *, P < 0.005



112

Tabla V1. Analisis de varianza molecular (AMOVA) jerarquico basado en loci de
microsatélites de Zostera marina. (a) Entre la Regién Templada (EPB, BSQ) y 1a Region
Subtropical (LOL, LSI, BM) de la costa del Pacifico de Baja California; (b) Entre la Region
Norte (CI, BC) y la Regién Sur (AG, BSM) del Golfo de California

Grados . o )
Componente de la % Indices de  Significancia

Fuente de Variacion de

_ varianza Variacion  Fijacion P)
Libertad

Entre Regiones

(Templada vs. 1 0.10 3.1 Ocr=0.03 ns
Subtropical)

Entre poblaciones

(a) . 3 0.0.6 183  05c=0.19 *
dentro de regiones

Costa del
Pacifico Entre individuos
dentro de 153 0.01 0.3 015 =0.00 ns
poblaciones
Individuos 158 244 78.3 O =0.22 ¥
Entre Regiones
1 0.09 32 O0cr=10.03 ns
(Norte vs. Sur)
Entre poblaciones
(b) dentro de regiones
Golfo de
California Entre individuos
dentro de 168 0.09 3.1 e[s =0.04 *
poblaciones
Individuos 172 2.36 85.9 0;r=0.14 .

Calculado con la opcién de numero de alelos diferente en Arlequin 1.1
n.s.; no significante; *, P < 0.005
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Tabla VII. Matriz de comparaciones pareadas de los valores de Osr entre poblaciones perennes
de Zostera marina de la costa del Pacifico (EPB, BSQ, LOL, LSI y BM) y ¢l Golfo de
California (BC, CI, AG y BSM)

BSQ LOL ILSI BM BC CI AG BSM
EPB 0.16
BSQ 012 022
LOL 016 024 0.15
LSI 021 028 021 024
BM 028 034 030 032 032
BC 024 028 022 025 028 004
Cl 020 026 019 023 027 009 0.03
AG 033 035 033 037 037 017 014 013

Todos los valores son significativamente diferentes (P < 0.005; correccion de Bonferroni)
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Figura 23. Relacion entre la distancia genética (Osr) y la distancia geografica entre
poblaciones de Zostera marina, a lo largo de patrones de corrientes. (A)
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Poblaciones de la costa del Pacifico: 1= 0.13, P > 0.05. (B) Poblaciones del

Golfo de California: 1*= 0.33, P < 0.05.
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Figura 24. Relaci6n genética entre loci de microsatélites de Zostera marina de las
poblaciones de la costa del Pacifico y del Golfo de California. La construccion
del fenograma se obtuvo a partir del algoritmo del vecino mas cercano
(Neighbour-Joining; NJ) y en base a la distancia genética de Cavalli-Sforza
(Dcp). La longitud de las ramas refleja la distancia genética y los numeros en
los nodos indica los valores del remuestreo >50% (3000 iteraciones). La
poblacién de Bahfa Yaquina (YAB), Oregén, EUA, fue usada como grupo de
referencia.
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DISCUSION

Las poblaciones de Z. marina de la costa del Pacifico y del Golfo de California
muestran diferencias biolégicas significantes tales como historias de vida, fenologia, y
morfologia (Meling-Lopez y Ibarra-Obando, 1999; Poumian-Tapia y Ibarra-Obando,
1999; Cabello-Pasini et al., 2003a; Cabello-Pasini et al., 2004). Las poblaciones de Z.
marina de la costa del Pacifico son perennes con reproduccidn principalmente clonal,
mientras que las poblaciones del Golfo de California son anuales con reproduccion
exclusivamente sexual (Phillips, 1983; Phillips y Backman, 1983; Meling-Ldpez y Ibarra-
Obando, 1999) En este estudio, tanto el analisis dc AMOVA como el de las relaciones
genéticas entre loci de microsatélites, mostraron que las poblaciones de Z. marina de la
costa del Pacifico son genéticamente diferentes de las poblaciones del Golfo de California.
El fenograma de relacién genética entre poblaciones, muestra a las poblaciones del
Pacifico y del Golfo de California en grupos diferentes. Estos resultados son consistentes
con ¢l aislamiento geografico que existe entre estas poblaciones. Ademas, la
reproduccion sexual en las poblaciones de Z. marina del Golfo de California ocurre
durante invierno-primavera (Meling-Lopez y Ibarra-Obando, 1999; Santamaria-Gallegos
et al., 2000), mientras que en las poblaciones de la costa del Pacifico sucede en primavera-
verano (Meling-Lopez y Ibarra-Obando, 1999; Varela-Valencia, 2001; Cabello-Pasini et
al., 2003a). Este retraso en el tiempo del desarrollo de las flores indica que la fertilizacién
entre-regiones no es posible. Los resultados de este estudio sugieren que la disimilitud en
la historia de vida de Z. marina contribuye a la diferenciacion genética entre regiones. En
conjunto, esta informacion sugiere que es poco probable que se realice un efectivo flujo

genético entre las poblaciones de la Regién del Pacifico y las del Golfo de California,
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debido a ésto las poblaciones de Z. marina se consideran genética, fenoldgica y

geograficamente aisladas.

Existe evidencia de que la historia de vida de los pastos marinos es un factor
importante la cual dicta el nivel de diversidad genética entre poblaciones (Waycott, 1995;
Procaccini y Mazella, 1998; Reusch, 2001, 2002). Reusch (2002) encontro que las
poblaciones perennes (reproduccién clonal) de Z. marina del Mar Béltico mostraron una
menor diversidad genética con respecto a las poblaciones anuales (reproduccién sexual)
del Mar de Wadden. Analogamente, el tamafio efectivo poblacional (Ne) en las
poblaciones perennes fue menor que en las poblaciones anuales. En las poblaciones
perennes, se espera que la reproduccion clonal genere un menor Ne, debido a que existe
un menor nimero de genotipos localizados dentro de un vecindario genético que
contribuyan la variacién genética (Wright, 1943). Similar a lo reportado por Reusch
(2002), nuestros resultados indican que las poblaciones perennes de la costa del Pacifico
muestran una menor diversidad genética que las poblaciones del Golfo de California
(excluyendo BSM). Aunque valores de Ne a partir de microsatélites solo son disponibles
para poblaciones europeas de Z. marina (Reusch et al., 1999; Reusch, 2001), la mayor
parte de los pastos marinos muestran estrategias reproductivas similares que las de Z.
marina (clonal vs. sexual) (Hemminga y Duarte, 2001). Consecuentemente, se podria
esperar que poblaciones anuales de pastos marinos con reproduccién principalmente
sexual muestren un Ne y una diversidad genética mucho mayor que poblaciones con

reproduccion clonal. Similar a las poblaciones de pastos marinos, poblaciones de algas
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marinas en el Golfo de California muestran ciclos de vida anual (Pacheco-Ruiz et al.,
1992; Pacheco-Ruiz y Zertuche-Gonzalez, 1996; Cabello-Pasini et al., 2003b). Debido a
lo anteriormente explicado, se puede esperar que poblaciones anuales de algas marinas
muestren valores mayores de Ne y de diversidad geneticas que aquellas poblaciones

perennes.

El Golfo de California es un mar marginal (=1500 km de largo y 200 km de
ancho) donde el intercambio de aguas superficiales entre el Golfo y el Pacifico solo se
presenta en la boca del Golfo por medio de una circulacién ciclénica (Castro et al., 2000).
Ademas, la mayor parte del agua superficial que entra al Golfo de California, es Agua
Superficial Tropical, que fluye hacia el norte proveniente del Ecuador a lo largo del
continente y en menor proporcion proviene de la Corriente de California (Collins et al.,
1997). Por otro lado, el Golfo de California muestra un alto nimero de especies
endémicas lo que indica que la regién representa un espacio aislado (Briggs, 1974).
Algunos estudios biogeograficos demuestran que existe un bajo porcentaje de especies
compartidas entre la costa del Pacifico y la del Golfo de California (Liinning, 1990;
Correa-Sandoval y Rodriguez-Cortés, 1998). Ademas, el analisis de AMOV A muestra
que existe una significativa particion de la varianza en poblaciones de peces (Terry et al.,
2000; Stepien et al., 2001) y mamiferos marinos (Schramm-Urrutia, 2002) entre la costa
del Pacifico y el Golfo de California. Nuestros resultados son consistentes con estos
estudios y apoyan la hipétesis de que las poblaciones de Z. marina del Golfo de California

estan geografica y fenolégicamante aisladas de las de la costa del Pacifico. En conjunto,
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estos resultados confirman que grandes barreras como la peninsula de Baja California,

limitan el flujo genético entre especies de plantas y animales marinos entre regiones.

Las poblaciones perennes de Z. marina a lo largo de la costa del Pacifico de Baja
California estan expuestas a un amplio intervalo de irradiancias y temperaturas lo cual
promueven diferencias significativas en su morfologia, composicién bioquimica y
distribucion vertical (Cabello-Pasini et al., 2003a; Cabello-Pasini et al., 2004). El norte de
la peninsula de Baja California se caracteriza como una Regioén Templada, influenciada
por eventos recurrentes de surgencia mientras que en el sur de la peninsula llega Agua
Superficial Ecuatorial, caracterizada por altas temperaturas (Castro et al., 2000). En este
estudio se detecté que también existen niveles significativos de diferenciacién genética
(valores Os7) y un bajo niimero de migrantes (Nm®) entre poblaciones de Z. marina a lo
largo de la costa del Pacifico de Baja California. Estas poblaciones estan
discontinuamente distribuidas y la distancia entre poblaciones varia de aproximadamente
220 - 1100 km de linea de costa. La Corriente de California fluye en direccion neta hacia
al sur a lo largo de la costa del Pacifico de Baja California con una velocidad promedio de
12cms (Lynn y Simpson, 1987), lo que indica que la polinizacién entre-lagunas y la
dispersion de semillas puede seguir solo un patron unidireccional (norte a sur). Sin
embargo, Orth (1994) encontrd que, atin en areas con corrientes de mareas de 50 cm s", la
mayor parte de las semillas de Z. marina no son transportadas mas de 2 metros del origen.
Asi también, la proporcién de los granos de polen de Z. marina decae a menos del 10%

dentro de los primeros 15 m de la fuente de expulsion (Ackerman, 1986; Ruckelshaus,
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1996). Sin embargo, es importante considerar la posibilidad de flujo genético a lo largo
de la costa del Pacifico por medio de la dispersion de haces reproductivos. Una prueba de
asignacién de paternidad aplicada a las poblaciones del Mar Baltico, sugiri6 que el
material de deriva el cual transportaba 2500 semillas m™ provenia de una poblacién de 1 -
5 km de distancia. Aunque la dispersién de haces reproductivos con semillas es de dos a
cuatro veces mayor que la dispersion del polen y de las semillas, la distancia minima entre
las poblaciones de Z. marina a lo largo del Pacifico es de por lo menos 220 km, lo cual es
mucho mayor que la distancia de dispersion por haces encontrada por Reusch (2001). En
conjunto, estos resultados indican que las poblaciones de Z. marina a lo largo de la costa
del Pacifico estan efectivamente aisladas de entre si, con minimo o nulo flujo genético

entre ellas.

Algunos estudios sugieren que los limites genéticos dentro de las especies pueden
coincidir con limites biogeograficos reconocidos (Avise, 1994; Dawson, 2001). Por
ejemplo, las poblaciones del pez de arrecife Girella nigricans, mostré una particion
significativa de la varianza entre la Regién Templada y la subtropical a lo largo de la costa
del Pacifico de Baja California (Terry et al., 2000). A pesar de que las poblaciones
perennes de Z. marina mostraron una estructura genética significante a lo largo de la costa
de la costa del Pacifico de Baja California, estas no mostraron una diferenciacién genética
significativa entre la Regioén Templada y subtropical de la peninsula. Por otro lado, la
distancia genética entre las poblaciones a lo largo de la costa del Pacifico no estuvo
correlacionada positivamente con la distancia geogréafica. Estos resultados puede ser

debido a dos causas: (1) Que existan diferentes patrones de conectividad a lo largo de la
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costa del Pacifico dentro de cada regién biogeografica o (2) Que la diferenciacién genética
entre estas poblaciones suceda en una escala mucho mas amplia. Palumbi (1997),
encontrd que los niveles altos de divergencia genética entre poblaciones de erizos del
Pacifico solo se hallaron en escalas geograficas muy grandes (>5000 km). Si lo anterior
es verdad, entonces el flujo genético en los pastos marinos podria ser mucho mayor de lo
que se ha sugerido, o bien de que las poblaciones han divergido recientemente, sin tener

suficiente tiempo para construir una estructura genética.

En contraste a las poblaciones de Z. marina de la costa del Pacifico de Baja
California, el alto nimero de migrantes estimados (Nm) en esta investigacion, sugieren un
efectivo flujo genético entre las poblaciones del Golfo de California. Este flujo genético
efectivo puede ser generado por las fuertes corrientes de marea las cuales pueden superar
los 100 cm s™' (Badan-Dagon et al., 1991) lo cual puede dispersar répidamente el polen,
las semillas o los haces sueltos a 4reas remotas del Golfo de California. Durante la época
de germinacién, millones de frutos (semillas y cotiledon) de Z. marina flotan en la
superficie y son transportados sobre la superficic por las fuertes corrientes dentro del
Golfo de California (ACP, observacién personal). Por otro lado, Santamaria-Gallegos et
al. (2000) reportaron que aproximadamente el 25% de las semillas de Z. marina en una
poblacién del Golfo de California, fueron dispersadas en el momento de su expulsion y
que solo un bajo porcentaje permanecieron en la misma pradera. Santamaria-Gallegos et
al. (2000) mencionan que las fuertes corrientes de marea reportadas en este sitio, son la
causa principal de la dispersion de las semillas. Reush (Reusch, 2002) sugirié que la

combinacion de corrientes de mareas vigorosas y la alta produccién de semillas en las
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poblaciones de Z. marina del Mar Wadden propician un alto flujo genético entre ellas.
Dichas poblaciones se encuentran separadas de 12 — 42 km entre si. Sin embargo,
nuestros resultados, sugieren que el flujo actual y la fuerte mezcla observada en el Golfo
de California, pudieran dispersar el polen, las semillas y los haces reproductivos cientos
de kilémetros, generando asi un alto flujo genético. Otra posible fuente de dispersion de
semillas dentro del Golfo de California puede ser por medio de aves marinas. Por
ejemplo, las siguientes especies de aves, Anas acuta, A. platyrhynchos y Aythya
valisineria, se alimentan de semillas de Z. marina (Figuerola y Green, 2002; Figuerola et
al., 2003; Wyllie-Echeverria y Ward, observaciones no publicadas). Lo mas importante
es que, un gran nimero de estas aves llegan anualmente a las bahias del Golfo de
California cuando las semillas apenas han sido producidas (Kramer y Migoya, 1989). Por
lo tanto, la mezcla de las reservas genéticas puede ser incrementada por medio de la
dispersion de semillas a través de las aves. El analisis de AMOVA en este estudio, indic
que la cantidad de varianza genética entre las poblaciones de Z. marina del norte del
Golfo de California (BC, CI) y las del sur (AG, BSM) no es significante. Lo anterior es
interesante, ya que estudios genéticos recientes han revelado patrones geograficos
similares. La diferenciacion genética entre poblaciones continentales y peninsulares del
pez Lutjanus peru dentro del Golfo de California es no significativa (Rocha-Olivares y
Sandoval-Castillo, 2003). De esta manera, se puede sugerir que el efectivo flujo genético
encontrado entre las poblaciones de Z. marina en el Golfo de California es promovido por
la migracion de las aves, asi como por la velocidad y los patrones de corrientes reportados

a lo la largo del Golfo de California.
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Bajo el modelo de aislamiento-por distancia (IBD), las estimaciones del flujo
genético son mayores para poblaciones cercanas, pero menores para poblaciones distantes.
De esta manera, se espera que la pendiente en las graficas de IBD para las poblaciones
del Golfo de California sea menor que para las poblaciones del Pacifico, a consecuencia
de un mayor numero de migrantes (Nm) sobre distancias similares. Sin embargo, los
resultados de este estudio, muestran un patrén inverso, aunque la diferencia no fue
significativa. La falta de diferenciacion entre las pendientes de las graficas de IBD de las
poblaciones del Pacifico y del Golfo puede ser resultado de dos procesos diferentes: (1)
Diferencias en los patrones de dispersion entre las regiones. El modelo IBD asume que
las especies se encuentran distribuidas continuamente y que la relacion entre la dispersion
genctica y la distancia es constante en toda su distribucién (Slatkin, 1993). Sin embargo,
las poblaciones del Golfo de California estin sujetas a una fuerte mezcla generada por
giros hidrodindmicos con dimensiones horizontales y sentido de rotacién variable a lo
largo del afio (Figueroa et al., 2003; Marinone, 2003; Gutiérrez et al., 2004) lo cual hace
dificil la estimacién del flujo neto de la dispersién de los propagulos. En contraste, la
dispersion de los propagulos entre las poblaciones del Pacifico, esta sujeta a una corriente
(Corriente de California) con un flujo neto unidireccional (Lynn y Simpson, 1987). De
esta manera, aunque la cantidad de propagulos es mayor en el Golfo que en el Pacifico, el
patron de dispersion es muy diferente entre regiones, por lo que no pueden ser
comparadas. (2) Tasas de mutaciéon. Aun cuando se desconoce la tasa de mutacion de los
microsatélites empleados en este estudio, en general los microsatélites presentan altas
tasas de mutacion (Weber y Wong, 1993). A altas tasas de mutacion, las diferencias en

los alelos empiezan a saturarse y se incrementa la sobreestimacion de la cantidad de
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diferencias mutacionales entre individuos en poblaciones diferentes comparadas con las
diferencias entre individuos de la misma poblacién. De esta manera, existe un sesgo que
provoca que poblaciones diferentes se muestren con una mayor similaridad de lo que

realmente son.

Todas las poblaciones de Z. marina de este estudio estuvieron en equilibrio de
HW, con excepcién de la poblacién de Bahia Santa Maria, la cual mostr6 una deficiencia
de heterocigotos. Bahia Santa Maria (BSM) es una laguna costera de 50,000 Ha
localizada en la costa sureste del Golfo de California. El cultivo de camarén, la
agricultura y la extraccion de sal son las principales actividades comerciales adyacentes a
esta laguna. Sin embargo, la descarga de aguas residuales provenientes de actividades
industriales y domésticas han provocado un decremento en la calidad del agua (aumento
en la atenuacién de luz y en la eutroficacién) y un incremento en las tasas de
sedimentacion dentro de la Bahia (Galindo-Reyes et al., 1999). Los disturbios provocadas
por actividades humanas tales como la reduccion en la claridad del agua, el dafio
mecanico directo a las praderas (p.c. trafico maritimo, pesca y maricultura) y la descarga
de compuestos toxicos a las aguas costeras son las causas principales de la pérdida y la
fragmentacién de las praderas de pastos marinos a nivel mundial (Short y Wyllie-
Echeverria, 1996). La fragmentacion y la pérdida de habitats provoca la perdida de
diversidad genética, ya que ciertos genotipos se van perdiendo debido a la falta de
adaptacion a las nuevas condiciones ambientales (Alberte et al., 1994). En el ultimo siglo,
los disturbios antropogénicos han provocado la disminucion dréstica de las praderas de Z.

marina en el Mar Béltico (de Jonge et al., 2000). Reusch et al. (2000) analizaron la
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poblacion de Z. marina que quedaba en el Mar Baltico y encontrd una deficiencia
significativa de heterocigotos. Por otro lado, se encontrd que la diversidad genética en
una poblacion intermareal de Z marina dentro de un estuario con niveles altos de
disturbio fue mucho menor en comparacién con una poblacién similar, pero en un
ambiente pristino (Alberte et al., 1994). En un ambiente fragmentado con migracién
restringida, la deriva génica, la seleccion natural y la mutacion ocasionaran una
diferenciacion genética en el area. Por lo anterior, se sugiere que la desviacion del
equilibrio de HW causado por una deficiencia de heterocigotos en BSM puede ser debido
a la fragmentacion que han sufrido las praderas de Z. marina en esta bahia (RMS,

observaciones no publicadas).

Los resultados de este estudio indican que existe una estructura genética entre las
poblaciones perennes de la costa del Pacifico de Baja California y las poblaciones anuales
del Golfo de California, generadas por un flujo genético limitado entre ambas regiones.
La peninsula de Baja California representa una barrera geografica, mientras que las
diferencias en la época y forma de reproduccion entre las poblaciones de Z. marina
representan una barrera fenolégica. Ademas las diferencias en los patrones de corrientes,
en los niveles de temperatura y en los de irradiancia entre el Golfo de California y la costa
del Pacifico, asi como la barrera geografica y fenologica pueden restringir el flujo
genético entre otras especies de organismos marinos, para los cuales las corrientes

desempefian un papel importante en la dispersiéon de sus propagulos.
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Capitulo V. Estructura genética de Zostera marina en Bahia San

Quintin

RESUMEN

Bahia San Quintin (BSQ) es una laguna costera con un brazo al oeste, un brazo al
este y una Unica boca. Cada uno de los brazos, asi como el drea de la boca presentan
diferentes patrones de corrientes, tiempos de residencia, salinidad, temperatura y de
concentracion de nutrientes. Las praderas de Z. marina son el componente vegetal
principal, con importancia econdmica y ecologica dentro del ecosistema de BSQ.
Recientemente, un estudio mostrd que la cobertura de las praderas de Z. marina
disminuy6 en un 14% en en un periodo de 12 afios (1987-1999). Sin embargo, se
desconoce si la reduccién en el tamafio de la poblacion ha ocasionado una disminucion en
la diversidad genética. Asi también, no se ha investigado si las caracteristicas
heterogéneas en los parametros fisicos de BSQ han propiciado un aislamiento genético
entre las praderas de esta especie. Consecuentemente, los objetivos de este estudio fueron
investigar si la poblacion de Z. marina en BSQ ha sufrido recientemente un cuello de
botella y determinar su estructura genética. Plantas colectadas de Z. marina en siete areas
a lo largo de BSQ fueron analizadas genéticamente utilizando ocho loci de microsatélites.
El nimero total de alelos detectados por locus vario de 3 a 19 y la riqueza alélica, vario de
4.1 a5.4. La heterocigosidad esperada y observada varié de 0.491 a 0.563 y de 0.473 a
0.547, respectivamente. Se encontr6 una desviacion significativa del equilibrio de Hardy-

Weinberg (HW) cuando las siete 4reas se agruparon como una sola poblacién (P < 0.006).



127

Sin embargo, cuando las areas fueron analizadas por grupos de acuerdo a su distribucion
geografica ninguna de ellas mostro estar fucra del equilibrio de HW (P > 0.006). Lo
anterior indica que existe mas de una subpoblacién dentro de BSQ (Efecto Wahlund). El
analisis de agrupamiento bayesiano (K = 4; Ln = -2749.8) y los valores de Ost (0.00 a
0.095) entre pares de poblaciones indican que la poblacion de Z. marina en BSQ es
heterogénea y puede contener por lo menos cuatro grupos diferentes. La prueba de exceso
de heterocigosida, no mostro que la poblacién de Z. marina en BSQ haya sufrido
recientemente un cuello de botella (P < 0.006). Sin embargo, bajo el modelo de mutacién
por pasos (SMM), cinco 4reas mostraron niveles de deficiencia de heterocigosidad
significantes (P < 0.006), lo que sugiere que la poblacién se encuentra en expansion o ha

sufrido un ingreso reciente de alelos nuevos.
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INTRODUCCION

Un habitat marino puede fragmentarse debido a la presencia de barreras
oceanograficas (p.e. variaciones en la batimetria, canales, peninsulas, corrientes) o bien
por barreras ecoldgicas (p.e. temperatura, salinidad, luz, nutrientes). La presencia de estas
barreras disminuye la capacidad de dispersion, de migracion y reproduccion entre
individuos de una especie (Slatkin, 1987). La limitacion en el flujo genético entre
poblaciones puede propiciar la formacion de grupos genéticamente diferentes (estructura
poblacional). En casos extremos, el aislamiento de estos organismos puede llevar a la
especiacion (Palumbi, 2002). El aislamiento geografico y la diferenciacion genética en
especies con un amplio rango de distribucion han sido demostrados. Poblaciones de
mamiferos marinos, peces, corales y pastos marinos, separadas por cientos de kilometros
han demostrado que son genéticamente diferentes (Hellberg, 1994; Rocha-Olivares y

Vetter, 1999; Schramm-Urrutia, 2002; Muiiiz-Salazar et al., en revision).

Asi como el aislamiento genético ha sido demostrado en escalas regionales,
también ha sido documentado el aislamiento a escalas locales (Burton y Feldman, 1981;
Hellberg, 1994; Ruckelshaus, 1998; Bilton et al., 2002). Algunos estudios han revelado
una diferenciacion genética interpoblacional significativa en estuarios y lagunas costeras
para diversas especies de plantas y animales (Fain et al., 1992; Williams y Orth, 1998;
Bilton et al., 2002). Las lagunas costeras y estuarios representan habitats heterogéneos, en
cuya compleja dindmica intervienen factores fisicos, quimicos y bioldégicos. Bahia San
Quintin (BSQ) es una laguna costera en forma de “Y”, con un brazo oeste, un brazo este y

una tinica boca. Cada uno de los brazos, asi como la area de la boca presentan diferentes
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patrones de corrientes, de salinidad, de temperatura y de nutrientes (Camacho-Ibar et al.,
2003). Ademas, el tiempo de residencia del agua en la boca es menor a 4 dias, mientras
que en la cabeza del brazo este, es superior a los 21 dias (Camacho-Ibar et al., 1999;
Hernandez-Ayén et al., 2004). No obstante que presenta condiciones oceanograficas muy
heterogéneas, se desconoce si estas diferencias han propiciado el aislamiento genético de

las especies que habitan en este cuerpo de agua.

El componente principal en la comunidad bidtica de BSQ es el pasto marino
Zostera marina, cubriendo aproximadamente el 40% del area total de BSQ (Ward et al.,
2004b). Las praderas de este pasto se distribuyen de manera discontinua a lo largo de toda
la bahia y son de gran importancia ecolégica y econdémica, ya que sirven como hébitat
para una amplia variedad de especies de peces e invertebrados comercialmente
importantes (Ibarra-Obando, 1989; Perez-Arteaga et al., 2002; Rosales-Casian, 2004).
Asimismo, Z. marina es la fuente principal de alimento para decenas de miles de aves
migratorias, especialmente para la Branta negra (Branta bernicla) que inverna en Bahia
San Quintin todos los afios (Reed et al., 1998). Zostera marina presenta polinizacion
hidrofilica la cual se caracteriza por presentar una transportacion estocéstica y restringida,
ya que la probabilidad de fertilizacion disminuye al incrementarse la distancia geogréfica
(De Cock, 1980; Ackerman, 1997b). Las difcrencias en los tiempos de residencia del
agua asi como en el patron de corrientes entre las diferentes areas en donde habita Z.
marina dentro de BSQ, pudieran estar actuando como barreras, generando un aislamiento

genético ente las areas y con ello la estructuracién de la poblacion.
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En las dltima tres décadas se han registrado pérdidas significativas de las praderas
de Z. marina a nivel mundial, como consecuencia de eventos naturales y antropogénicos
(Cabello-Pasini, 1984; Fonseca et al., 1984; de Jonge y de Jong, 1992; Zimmerman et al.,
1995; de Jonge et al., 1996; Moore et al., 1996; Hauxwell et al., 2003; Keser et al., 2003).
La causa principal que genera la desaparicion y/o la fragmentacion de las praderas de Z.
marina es la disminucién de la irradiancia superficial que la planta necesita para mantener
un balance de carbono positivo, provocada por la eutroficacidn, las actividades de dragado
y la actividad pesquera en los estuarios o lagunas costeras en donde habita esta especie (de
Jonge y de Jong, 1992; Zimmerman et al., 1995; Short y Wyllie-Echeverria, 1996; Griffin,
1997; Pregnall y Pregnall, 2000). En los tltimos treinta afios, la acuicultura del ostion
Crassostea gigas y la pesca deportiva se han desarrollado rapidamente en BSQ,
consoliddndose como actividades de importancia econdémica para esta bahia (Aguirre-
Mufioz et al., 2001). A pesar de que se menciona que el sistema de BSQ no presenta
ningin desequilibrio y de que los cultivos comerciales del ostién no han causado
eutroficacién ni empobrecimiento de la misma (Osorno-Velazquez, 2000; Aguirre-Mufioz
et al., 2001), es importante resaltar que las praderas de Z. marina han sufrido una
disminucién del 14% principalmente en las areas submareales en un periodo de 12 afios
(1987-1999) (Ward et al., 2004a; Ward ct al., 2004b). Sin embargo, no existen registros
de la dindmica poblacional de esta especie para toda la Bahia San Quintin a lo largo del

tiempo.

Cuando una especie sufre una disminucién drastica de su tamafio poblacional, se

genera un cuello de botella. El identificar poblaciones que han sufrido recientemente
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cuellos de botella es critico debido a que este proceso incrementa la tasa de endogamia, la
pérdida de la diversidad genética y la fijacién de alclos deletéreos y por lo tanto reduce el
potencial adaptativo e incrementa la probabilidad de extincion de la poblacion (Luikart y
Cornuet, 1998; Young y Clarke, 2000; Goodman et al., 2001; Landergott et al., 2001). No
obstante la disminucion en la cobertura de las praderas de Z. marina, asi como su
importancia ecolégica y econémica en BSQ, atin no se han realizado estudios que estimen
el nivel de diversidad genética y el grado de estructura genética que actualmente presenta
Z. marina en este ecosistema y de esta manera contar con elementos adecuados para su

conservacion y mangjo.
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OBJETIVOS
a) Determinar el grado de diferenciacion genética dentro de la poblacién de Z.
marina en Bahia San Quintin
b) Evaluar si la poblacién de Z. marina en Bahia San Quintin ha sufrido un cuello de

botella como consecuencia de la disminucién en la cobertura de sus praderas.
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METODOS
Area de Estudio

Ejemplares de Z. marina se colectaron en siete areas a lo largo de Bahia San
Quintin (Fig. 25). Las areas muestreadas fueron: Cabeza Oeste (A), Brazo Oeste (B),
Monte Ceniza (C), Boca (D), Pedregal (E), Molino Viejo (F) y Cabeza Este (G). Las
muestras de Z. marina fueron colectadas durante marea baja o por medio de buceo libre y
la posicién de cada una de las muestras fue registrada mediante un geoposicionador
(GPS). En cada 4rea de estudio se colectaron un minimo de 16 a 26 muestras con una
distancia de 100 m entre cada una ellas. Las muestras sc¢ trasladaron al laboratorio y se
limpiaron de epifitas y epibiontes, se deshidrataron y se almacenaron con gel de silice para

su posterior analisis.
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Figura 25. Localizacion de los sitios de colecta de Zostera marina para el analisis
genético en Bahia San Quintin, en la costa del Pacifico de Baja California.
Cabeza Oeste (A), Brazo Oeste (G), Monte Ceniza (C), Boca (D), Pedregal
(E), Molino Viejo (F) y Cabeza Este (G).
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Analisis Genético
Extraccion de ADN

De cada muestra colectada se tomé tejido de un solo haz, el cual representé a un
individuo. El ADN gendmico se extrajo de aproximadamente 0.02-0.04 g de peso seco,
mediante una modificacién al método de CTAB/PVP descrito por Stewart & Via (1993).
El tejido de hoja de Zostera fue triturado con hielo seco en un mortero hasta obtener un
polvo fino y posteriormente se suspendid en 0.85 volimenes de amortiguador CTAB/PVP
y se incubé a 37 °C por aproximadamente 12 h. El homogenizado se extrajo con
aproximadamente 0.6 voliimenes de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1 v/v). Las
muestras se centrifugaron a 6,000 X g durante 5 min para separar las fases. El DNA se
precipit6 con 0.7 volumenes de isopropanol a -20 °C durante toda la noche.
Posteriormente se centrifugé a 13,000 x g durante 20 min. El ADN se resuspendié en 60

uL de TE y se almacend a -20 °C hasta su analisis.

Genotipificacion

Las muestras se genotipificaron utilizando ocho loci de microsatélites polimorficos
descritos por Reusch et al. (Reusch et al., 1999; Reusch, 2000a) (CT-3, CT-19, CT-20,
GA-1, GA-2, GA-3, GA-4 y GA-5). Aproximadamente 50 ng del extracto crudo de ADN
se amplificaron en una reaccién de PCR (10 pL) utilizando un termociclador (MJ
Thermal-Cycler). Se utilizaron cebadores universales (M13-29) marcados con un

cromoforo fluorescente que se excita con luz infrarroja. Las condiciones de temperatura
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del PCR fueron de: 2 min de desnaturalizacion a 94 °C, seguido por 30 ciclos de fusién

durante 15 s a 50 - 55 °C (dependiendo de cada cebador) y 30 s a 72 °C de extension.

Los productos del PCR fueron separados en un gel de poliacrilamida (6%,
Instagel) y visualizados con un secuenciador automatico (4200 LI-COR). En cada gel se
corrieron 40 muestras, y de seis a ocho muestras de un estandar de tamafio previamente
conocido, con las cuales se determind el tamafio de los alelos observados para cada
muestra en cada una de las poblaciones estudiadas. Las dimensiones del gel fueron de 25
cm de longitud y 0.4 mm de espesor. El gel se corrid bajo las siguientes condiciones:
amortiguador 1X TBE, 1500 V, 40 Q, 50 °C. Las imagenes capturadas de cada gel se

analizaron utilizando el programa GENE Image IR™ (Licor Inc).

Analisis de Datos
Diversidad Genética

El andlisis descriptivo (frecuencias alélicas, nimero de alelos privados,
heterocigosidades observadas y esperadas) para cada locus fue obtenido con el programa
GDA (Lewis y Zaykin, 2001). La riqueza alélica, la cual es una calibracién del nimero de
alelos con respecto al tamafio de muestra (Petit et al., 1998) fue determinada con el
programa FSTAT 2.91. La prueba global para determinar desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HW) para cada érea, fue realizada con el programa GENEPOP
(Raymond y Rousset, 1995). El valor de significancia para todas las pruebas mltiples se

fij6 en 0.05, con la correccion de Bonferroni (Rice, 1989).
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Estructura Poblacional

La estructura genética poblacional se caracterizé mediante las frecuencias alélicas
por medio de la estimacion de los indices de fijacion de Wright (Fgr) utilizando el
programa Arlequin 1.1. (Schneider et al., 1997). El valor de significancia para todas las

pruebas multiples se fijo en 0.05, con la correccion de Bonferroni (Rice, 1989).

Asignacion Poblacional

Para deducir la estructura poblacional de Z. marina en BSQ y simultineamente
asignar individuos a las areas geograficamente definidas, se utilizé el método de
agrupacion Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE 1.0. Se utilizaron dos
diferentes modelos, en el primer modelo se asume que todas las muestras pertenecen a una
sola e hipotética “poblacion” (K = 1). La probabilidad del numero de poblaciones para los
datos agrupados es estimado fijando valores a priori desde K = 1 hasta el maximo niimero
de areas geograficamente definidas (K = 7). Si la poblacién hipotética se encuentra
mezclada e incluye mas de una subpoblacion, la probabilidad de los datos agrupados se
incrementara conforme aumente K (Pritchard et al., 2000). En el segundo modelo, las
muestras son asignadas probabilisticamente a las poblaciones con las que comparten un
mayor porcentaje de frecuencias alélicas en cada locus, o bien, son adicionadas a una o
mas poblaciones si los genotipos indican que dichas poblaciones se encuentran mezcladas.
Se asume que las muestras pertenecen a una de las areas geograficamente definidas.
Ambos modelos asumen que los loci se encuentran en equilibrio HW y desequilibrio
ligado entre los loci. Los resultados presentados en este estudio estan basados en corridas

de 30, 000 iteraciones.
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Deteccion de Cuello de Botella

Se utilizo la prucba de exceso de heterocigosidad de Cornuet y Luikart (1996) para
determinar si la disminucion en la cobertura de las praderas de Z. marina en BSQ en los
ultimos 12 afios ha generado una disminucién en la diversidad genética poblacional. La
heterocigosidad esperada en un locus de una poblacién en equilibrio (Heq) puede ser
calculada a partir de la diversidad alélica y al tamafio de muestra, asumiendo neutralidad y
equilibrio entre mutacion-deriva. Las poblaciones que han sufrido recientemente un
cuello de botella (< 4.0 Ne generaciones anteriores) muestran un exceso de
heterocigosidad, debido a que los alelos se pierden mas rapido que la heterocigosidad
durante un cuello de botella (Cornuet y Luikart, 1996; Luikart y Cornuet, 1998).
Mediante el programa BOTTLENECK (Piry et al., 1997) se estimé el exceso y la
deficiencia de heterocigosidad para cada locus y para todas las areas (A-G) bajo los
modelos de mutacién de alelos infinitos (IAM) y el de mutacién por pasos (SMM). La

significancia fue estimada con la prueba estadistica de Wilconxon de una cola (P < 0.006).

Relacion Genética entre Poblaciones

Las distancias genéticas entre las sicte areas en BSQ en donde se distribuye Z.
marina se evaluaron utilizando la distancia cordada (D¢z) de Cavalli-Sforza (1967). Se
construy6 un fenograma para visualizar la relacion genética enire las poblaciones
mediante el algoritmo del vecino mas cercano (Neighbour-Joining, NJ; (Saitou y Nei,
1987) utilizando el programa Genetix (Belkhir, 1998). El nivel de confianza de la

topologia del arbol se determiné con 3000 iteraciones.
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RESULTADOS
Anilisis de Datos
Diversidad Genética

Los ocho loci de microsatélites analizados mostraron altos niveles de
polimorfismo en las siete areas analizadas de Bahia San Quintin. El numero total de
alelos detectados por locus vario de 3 (CT-19) a 19 (CT-20) y el niimero promedio de
alelos por locus por area varié de 4.5 en el &rea F a 6.4 en el 4rea D (Tabla VIII). La
riqueza alélica, vari6 de 4.1 en la area F a 5.4 en el area B. Los alelos privados estuvieron
presentes en todas las poblaciones con excepcion del area F, mientras que el area G
mostro el mayor numero de alelos privados (6) (Tabla VIII). Todas las poblaciones

mostraron una nula diversidad clonal (Pd = 0).

La heterocigosidad esperada promedio (Hg) varié de 0.491 en el area F a 0.563 en
el area B, y la heterocigosidad observada promedio (Hp) varié de 0.473 en el area F a
0.547 en el area D (Tabla VIII). La prueba global para determinar deficiencia de
heterocigotos mostré una significativa desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg (HW)
cuando todas las muestras se analizaron como una sola poblacién (P < 0.006). Lo anterior
indica que existe mas de una poblacién dentro de BSQ (Efecto Wahlund). Sin embargo,
cuando las muestras fucron agrupadas en siete areas diferentes, de acuerdo a su
distribucion geografica (Fig.21), ninguna de ellas mostré estar fuera del equilibrio de HW
(P >0.006). Los ocho loci analizados para todas las 4reas se encontraron en equilibrio de
HW (P <0.006). La prueba exacta entre las 196 comparaciones pareadas posibles no

mostré ninguin caso de loci que estuvieran en desequilibrio ligado (P > 0.005). La prueba
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global para todas las poblaciones, para los 28 pares de loci, fue no significante para

ningtn par de loci (P > 0.005).

Estructura Poblacional

La diferenciacién genética (Ost) entre pares de poblaciones estimada varié entre
0.00 a 0.095 (Tabla IX). Los valores mas altos se registraron entre las areas mas alejadas
(A y G) (Ost = 0.095, P < 0.006). Ademas, ambas areas mostraron los valores més altos y
significativos de Bsr en relacion con las areas restantes (E-G = 0.057, A-F =0.093; P <
0.006). Los valores més bajos y no significativos se encontraron entre las areas B-C-D-E-

F (0st = 0.000-0.009, P > 0.006; Tabla 1X).

Asignacion Poblacional

Los resultados del primer modelo del analisis de agrupamiento, muestra que el Ln
de la probabilidad del dato fue minimo K = 4 poblaciones (Ln = -2749.8; Tabla X). Este
resultado indica que la poblacién de Z. marina en BSQ es heterogénea y puede contener
por lo menos 4 grupos diferentes. En el segundo modelo todas las muestras mostraron un
alto valor de probabilidad de pertenecer al grupo de areas al que fueron preasignados (q >
0.95; Tabla XI). Esto sugiere que es correcto el agrupamiento que se realizé con

anterioridad, de acuerdo al nimero de grupos que se encontrd con €l primer modelo.
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Deteccion de Cuello de Botella

Los resultados obtenidos a partir del programa BOTTLENECK, muestran a) Nula
significancia en el exceso de heterocigosidad en los ocho loci de microsatélite, tanto en el
modelo de mutacién TAM como en el de SMM para las siete areas estudiadas (P > 0.006);
b) Bajo el modelo de SMM, cuatro areas (A, B, C, D) mostraron una deficiencia
significativa de heterocigosidad en los ocho loci de microsatélites (P < 0.006); c) Bajo el
modelo IAM ninguna de las siete arcas mostrd una deficiencia significativa de

heterocigosidad (P > 0.006).

Relacion Genética entre Poblaciones

Las menores distancias genéticas parcadas (Dcg) se encontraron entre las areas E-F
del brazo este de Bahia San Quintin, (Dcg = 0.019; datos no mostrados). La mayor
distancia genética se encontrd entre la cabeza este (A) y la cabeza oeste (G) (Dcg = 0.072;
datos no mostrados). El fenograma usando el algoritmo NJ basado en la distancia Dcg
mostré al darea G como un grupo separado del resto de las otras areas. Mientras que las
areas B, C, D, E y F, se encuentran juntas formando un grupo, el cual esta soportado por el

81% de las réplicas (Fig. 26).
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Tabla VIII.Valores de diversidad genética y estimaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg
(H-W) en Zostera marina en 7 areas diferentes de Bahia San Quintin: Cabeza Oeste (A),
Brazo Oeste (B), Monte Ceniza (C), Boca (D), Pedregal (E) Molino Viejo (F) y Cabeza Este
(G). BSQ, significa que todas las muestras se¢ agruparon en una sola y tnica poblacién.

p H-W
Arca n A RA AP He Ho
eq.

BSQ 146 9.3 93 - 0.554  0.521 *
A 19 4.9 4.5 2 0.555 0.533 1.8.
B 16 55 5.4 = 0.563 0.526 n.s.
G 19 5.6 32 1 0.549 0.518 n.s.
D 26 6.4 53 3 0.548 0.547 n.s.
E 18 4.8 4.5 2 0.523 0.519 n.s.
F 20 4.5 4.1 0 0.491 0.473 n.s.
G 25 5.6 4.7 6 0.540  0.528 n.s.
Promedio 18 b T 4.8 2.6 0.539 0.520 I.S.

n, Niimero de muestras, A, Nimero promedio de alelos; RA, Riqueza Alélica; AP, Alelos
Privados; Hg, Heterocigosidad esperada Ho, Heterocigosidad observada (Nei, 1987). n.s.;
no significativo; *, P < 0.006, correccion de Bonferroni.
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Tabla IX. Matriz de comparaciones pareadas de los valores de Ogt de Zostera marina entre
siete areas diferentes en Bahia San Quintin: Cabeza Oeste (A), Brazo Oeste (B), Monte Ceniza
(C), Boca (D), Pedregal (E) Molino Viejo (F), Cabeza Este (G).

A B C D E F
B 0.055
C 0.074 0.000
D 0.069 0.000 0.000
E 0.085 0.000 0.006 0.008
F 0.093 0.009 0.000 0.000 0.005
G 0.095 0.042 0.038 0.033 0.057 0.052

Valores en negrita son significativamente diferentes (P < 0.006; correccién de Bonferroni)
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Tabla X. Probabilidad del nimero de poblaciones (K) para los datos agrupados de Z. marina
en Bahia San Quintin. (Todas las muestras se mezclaron para formar una sola e hipotética

poblacion K=1).

Lndela
K
probabilidad de
1 -2760.2
2 -2766.9
3 -2829.9
4 -2749.8
5 -2755.7
6 -2769.6

7 -2763.7
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Tabla XI. Proporcién de la correcta asignacion (q) de los individuos para los grupos
propuestos a partir del método de agrupamiento Bayesiano: Grupo 1) area A; Grupo 2) area
B,C,D; Grupo 3) area E,F; Grupo 4) area G

Grupo 1 2 3 4

| 0.95 0.01 0.02 0.02
2 0.01 0.95 0.02 0.02
3 0.02 0.01 0.95 0.02
B 0.00 0.01 0.01 0.98

Valores en negrita son mayores al 95% de una correcta asignacion.
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G Cabeza Este

A Cabeza Oeste

81 C 3 Area Central

Brazo Este

98 =

Bahia Yaquina

Figura 26. Relacién genética entre loci de microsatélites de Zostera marina entre
diferentes areas en Bahia San Quintin. La distancia genética utilizada fue la de
Cavalli-Sforza (Dcg) y el arbol fue construido mediante el algoritmo del vecino
mas cercano (Neighbour-Joining; NJ). La longitud de las ramas refleja la
distancia genética y los nimeros en los nodos indica los valores del remuestreo
>50% (3000 iteraciones). La poblacién de Bahia Yaquina (YAB), Oregon,
EUA, fue usada como grupo de referencia.
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D1SCUSION

La poblacion de Z. marina en Bahia San Quintin (BSQ); agrupando las siete areas)
no se encontrd en equilibrio de Hardy-Weinberg, debido a una deficiencia significativa de
heterocigotos. Cuando una poblacién muestra una deficiencia de heterocigotos
observados (Ho), en relacién con los esperados (Hg) bajo condiciones de equilibrio de
HW, una de las razones puede ser que exista un Efecto Wahlund (Harlt y Clark, 1997). El
Efecto Wahlund, se presenta cuando dos o mas poblaciones divergentes se encuentran en
simpatria y se muestran como si fueran una sola poblaciéon. Lo anterior se confirmé
mediante el analisis de agrupamiento, el cual mostré que la poblacién de Z. marina de
BSQ presenta una estructura genética, formada por lo menos de cuatro grupos
genéticamente diferentes: Grupo 1) area A, Grupo 2) areas B-C-D, Grupo 3) areas E-F y
Grupo 4) area G. Este agrupamiento es también consistente con los resultados
encontrados mediante el analisis de diferenciacion genética (Bgr) y la relacion filogenética
poblacional. Un habitat marino puede ser fragmentado debido a la presencia de barreras
oceanograficas (p.e. variaciones en la batimetria, canales, peninsulas, corrientes) o bien
por barreras ecoldgicas (p.e. temperatura, salinidad, luz, nutrientes) (Hedgecock, 1986).
La presencia de barreras disminuye la capacidad de dispersion, de migracion y
reproduccion entre individuos de una especie (Slatkin, 1987). Bahia San Quintin es una
laguna costera con caracteristicas fisicas y quimicas heterogéneas. La velocidad y la
direccion de las corrientes, los niveles de salinidad y de temperatura presentan un
gradiente horizontal, incrementandose desde el area de la boca hacia el area de la cabeza

de ambos brazos (Camacho-Ibar et al., 1999, 2003). La estructura genética en la
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poblacién de Z. marina en BSQ puede estar relacionada con la presencia de barreras
fisicas y ecoldgicas entre las diferentes areas en donde se distribuye esta especie.

En Bahia San Quintin, la mayor diferencia genética en Z. marina registrada fue
entre el grupo 1 (area A) y el grupo 4 (drea G). En contraste, las dreas que no mostraron
una diferencia genética significativa fueron entre el grupo 2 (4reas B-C-D) y el grupo 3
(areas E-F). La limitacién en el flujo genético entre poblaciones propicia la formacion de
grupos genéticamente diferentes (estructura poblacional) (Wright, 1978; Weir y
Cockerham, 1984; Rousset, 2000). Debido a la fisiografia y a la presencia de un espigén
construido a principios del siglo pasado, el area G (cabeza del brazo este) es la mas aislada
geograficamente con respecto a la boca de la bahia. Este aislamiento, se ve reflejado en
las menores velocidades de corrientes (< 60 cm s™) y el mayor tiempo de residencia del
agua (t > 21 dias) que se registran en esta area (Camacho-Ibar et al., 2003). En contraste,
en el area D, la cual se encuentra en la boca de la bahia, se registran las mayores
velocidades de corrientes (~ 100 cm s™) y los menores tiempos de residencia del agua (1-2
dias) (Camacho-Ibar et al., 2003; Mejia-Trejo, comunicacion personal). La direccién y la
velocidad de la corriente son criticos en la dispersién del polen y de semillas y son
considerados como factores que contribuyen al aislamiento en poblaciones de pasto
marinos del Pacifico y de Europa (Fain et al., 1992; Alberte et al., 1994; Procaccini y
Mazella, 1998). Zostera marina se reproduce sexualmente mediante polinizacion
hidrofilica. La dispersion de las semillas y el polen en Z. marina es promovida por la
velocidad de las corrientes. Sin embargo, el polen y las semillas no se dispersan mas de
15 m, atin con velocidades superiores a 100 cm s’ (Ackerman, 1997b). En contraste, la

dispersion de haces reproductivos fertilizados, es de dos a cuatro veces mayor que la del
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polen y de las semillas (Reusch, 2000b). Considerando que la viabilidad del polen es de
menos de 20 h (Ackerman, 1997b), que la distancia minima entre las areas en BSQ es de 5
km (F-G) y que el porcentaje de haces reproductivos de Z. marina en BSQ es baja (<
45%) (Meling-Lopez, 2001; Cabello-Pasini et al., 2003a), se sugiere que el intercambio
genético, ya sea por polen, semillas y haces reproductivos entre el drea A (cabeza oeste) y
el area G (cabeza este) se encuentra restringido y éste se realiza principalmente entre los
individuos de las mismas areas. De manera similar, esto sucede entre las areas A y G con
respecto a las dreas restantes (B a F). En cambio, el flujo genético entre las 4reas B, C, D
y E, F es promovido por las corrientes y las mareas en estas areas, lo que se refleja en la

ausencia de diferenciacién genética entre ellas.

Los resultados de este estudio, son similares a otros estudios realizados en pastos
marinos, en donde también se ha registrado estructura genética a escales locales (Fain et
al., 1992; Alberte et al., 1994; Procaccini y Mazella, 1998; Ruckelshaus, 1998; Procaccini
et al.,, 1999). La fragmentacién y la perdida de hébitat provocada por disturbios naturales
y/o antropogénicos en estuarios y lagunas costeras en donde habitan los pastos marinos
han provocado la perdida de diversidad genética, (Alberte et al., 1994; Ruckelshaus, 1998;
Williams, 2001; Muifiiz-Salazar et al., en revisién). No obstante que la poblacién de Z.
marina en BSQ reveld una estructura genética y que se ha detectado una disminucién del
14% en la cobertura de las praderas de Z. marina en BSQ en los ultimos 12 afios (Ward et
al., 2004b), los niveles de diversidad genética en todas las arcas (Hg = 0.491 — 0.563) son
similares a aquellos que muestran ofras poblaciones perennes de Z. marina del Pacifico

(Hg = 0.542 - 0.623; (Muiiz-Salazar ct al., en revisioén) y de Europa (Hg = 0.324 — 0.607;
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(Reusch et al., 2000). En este estudio, el valor més alto de diversidad genética
(heterocigosidad esperada) se encontrd en las plantas que habitan en la Cabeza Oeste (area
A) y en la Cabeza Este (area G), mientras que ¢l valor mas bajo fue el area de Molino
Viejo (area F). Estos resultados indican que la disminucién en la cobertura de Z. marina
en BSQ no ha tenido consecuencias en la diversidad genética en esta poblacidon. Sin
embargo, esto no puede ser concluyente debido a que no existen registros de diversidad
genética a partir de marcadores neutrales con los cuales pueda compararse los niveles
actuales de diversidad genética. Por ofro lado, debido a que la estructura genética en una
poblacion refleja eventos histéricos (Grosberg y Cunningham, 2001), puede ser que la
disminucién actual en la cobertura de las praderas de Z. marina atin no se refleje en la
diversidad genética contemporanea. La estimacion de la diversidad genética y el grado de
estructura en una poblacion es de gran importancia para poder establecer criterios de
conservacion y de manejo de la especie (Williams y Davis, 1996; Waycott, 1998;
Williams, 2001). Este es el primer estudio de caracterizacion genética utilizando

marcadores neutrales para una macrofita marina en BSQ.

Los resultados de este estudio no mostraron evidencia de que la poblacién haya
sufrido recientemente un cuello de botella. En ninguna de las sicte areas estudiadas no se
encontr6 una reduccion significativa en la diversidad alélica, ni tampoco un exceso de
homocigosidad significativo. Por el contrario, cinco arcas (A, B, C, D, G) mostraron una
deficiencia de heterocigosidad significativa bajo el modelo SMM. Sin embargo, bajo el
modelo TAM ninguna de las areas mostr6 una deficiencia de heterocigosidad significativa.

En base al modelo SMM, estos resultados indican que las areas (A, B, C, D, G) pueden
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haber sufrido una reciente expansion en su tamaiio poblacional o quizas un ingreso
reciente de alelos genéticamente diferentes (Luikart y Cornuet, 1998). Es importante
resaltar, que la relacion entre la heterocigosidad y el nimero de alelos dependo del
proceso de mutacion a la que estan sujetos los marcadores de microsatélites (Luikart y
Cornuet, 1998). Debido a que se desceonoce a que modelo de mutacion (SMM o TAM) es
al que se ajustan exactamente los loci de microsatélites utilizados en este estudio, la
ausencia de un cuello de botella en la poblacion de Z marina en BSQ, puede estar
sesgado. Solo algunos de los loci utilizados en el presente estudio se ajustaron al modelo
SMM (CT-3, CT-19, GA-2, GA-3 y GA-5; datos no mostrados), por lo que los resultados

obtenidos bajo el modelo de SMM pudiera estar sesgado.

En base a las diferencias en las condiciones fisicas del hébitat a lo largo de BSQ, la
estructura genética y las variaciones en la diversidad genética de Z. marina se ve reflejada
en las diferentes areas de Bahia San Quintin. Estos resultados son importantes, ya que si
existe estructura genética en Z. marina, la cual representa el principal componente vegetal
en el ecosistema de Bahia San Quintin, enfonces posiblemente también exista estructura
en las poblaciones de otras especies (p.e. Ruppia maritima, Ulva spp.) que presenten una

distribucién geografica o sistemas reproductivos similares a los de Z. marina.
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Capitulo VI. Discusion General

Este estudio demuestra que las variaciones a lo largo del afio en la morfologia, la
composicion bioquimica y la fotosintesis en plantas de Z. marina de la costa del Pacifico
de Baja California varian de acuerdo a los cambios latitudinales y estacionales de
irradiancia y temperatura durante el mismo periodo de tiempo. Las poblaciones perennes
de la costa del Pacifico de Baja California mostraron un patrén estacional de biomasa
similar, con un incremento en la primavera, valores maximos en el verano, una
disminucién en el otofio y valores minimos en el invierno. Por otro lado, se encontré una
tendencia de disminucion en la morfologia (longitud y ancho del haz) y en el contenido de
pigmentos y de carbohidratos en las hojas de las poblaciones de Z. marina desde la

Region Templada (BSQ) hacia la Region Subtropical (LOL, LSI).

Este estudio revel6 que las poblaciones de Z. marina de la Region Templada
(Bahia San Quintin; BSQ) y la Regi6én Subtropical (Laguna Ojo de Liebre; LOL y Laguna
San Ignacio; LSI) de la costa del Pacifico de Baja California presentan caracteristicas
fotosintéticas similares, pero muestran diferencias significativas en la morfologia y en el

contenido de pigmentos de las hojas.

Los resultados de este estudio sugieren que las plantas de Z. marina de BSQ al
estar expuestas a un menor nivel de irradiancia incidente y un mayor nivel de turbidez del

agua con respecto a las poblaciones de LOL y LSI, despliegan tres tipos de respuestas
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fisiologicas para poder captar mayor cantidad de luz y asi mantener tasas fotosintéticas
similares a las poblaciones de LOL y LSI:

1. Colonizacién de dreas mas someras

2. Incremento en el contenido de pigmentos de las hojas

3. Incremento del 4rea foliar (longitud y ancho del haz)

El contenido de proteinas en las hojas de Z. marina tanto de la poblacion de la
Region Templada como de la Regién Subtropical mostraron un incremento a lo largo del
afio. Algunos estudios revelan que la fisiologia de algunas macrofitas marinas se ve
afectada por anomalias térmicas (Gerard, 1984). El inicio de la serie de muestreo de
estudio se distinguio por ser el final de un evento de El Nifio caracterizado por anomalias
de hasta 4 °C en la temperatura superficial. Por lo que se sugieren que los bajos niveles
de proteinas en las hojas de Z. marina al inicio del estudio hayan sido el resultado del
efecto de la anomalia térmica sobre la fisiologia del pasto y/o de la disminucién en la

disponibilidad de nutrientes provocadas por El Nifio.

Estudios previos sugieren que las plantas de Z. marina requieren arriba de 7 h de
Hsat para mantener un balance positivo de carbono y lograr sobrevivir (Zimmerman et al.,
1991; Zimmerman et al., 1995; Alcoverro et al., 1999). En este estudio se encontr6 que la
fotosintesis de Z. marina de las poblaciones de LOL y LSI reciben mas de 8 h de Hsat por
lo que se encuentran saturadas de luz todo el afio y mantienen un balance positivo de
carbono. En contraste, las plantas de BSQ, durantes los meses de invierno muestran

valores menores de 4 h de Hsat, lo cual indica que, durante el 15% del afio las plantas de
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Z. marina de BSQ se encuentran limitadas por luz por lo que su balance de carbono es
negativo. Lo anterior, sugiere que un incremento de la turbidez de la columna de agua en
BSQ podria disminuir la supervivencia de Z. marina y posiblemente la de algtn otro tipo

de vegetacidn submarina.

En las lagunas del Pacifico de Baja California, los haces reproductivos
representaron un méaximo del 45% del tejido vegetativo, lo cual es diferente a lo que se
presenta en el Golfo de California, en donde el 100% de los haces son reproductivos
(Meling-Lopez y Ibarra-Obando, 1999; Santamaria-Gallegos et al., 2000). En el Golfo de
California, la temperatura es lo que determina la presencia de haces reproductivos en la
poblacién de Z. marina (Meling-Lopez y Ibarra-Obando, 1999). En contraste, este estudio
demuestra que no obstante a que la variacion anual de la temperatura del agua fue mayor
en LOL y LSI que en BSQ, la produccién de haces reproductivos, se increment6 durante
el periodo de méxima irradiancia. Este resultado, apoya la hipétesis de que la densidad de
haces reproductivos en la costa del Pacifico de Baja California, estd regulada por la
disponibilidad de luz y no por la temperatura como sucede en las poblaciones del Golfo de
California. Esto indica que el esquema reproductivo perenne de las poblaciones de Z.
marina en el limite sur de su distribucién en la costa del Pacifico es similar a aquel de la
Regién central, y que la alta tasa de produccién de haces reproductivos es caracteristica

exclusiva de las poblaciones anuales del Golfo de California.

Los resultados de este estudio muestran que las poblaciones de Z. marina de la

costa del Pacifico de Baja California, ademas de mostrar diferencias en su distribucién
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vertical, en sus caracteristicas morfoldgicas y en su composicién bioquimica, también
muestran diferencias en sus caracteristicas genéticas. Entre las poblaciones de Z. marina
de la costa del Pacifico analizadas en este estudio (EPB, BSQ, LOL, LSI, BM) se
encontraron niveles de diferenciacién genética significativos (valores Ogst) y un bajo
nimero de migrantes (Nm"), lo que indica que el flujo genético entre las poblaciones se
encuentra restringido. En contraste, las poblaciones del Golfo de California (CI, BC, AG
y BSM) mostraron un alto nimero de migrantes (Nm®) lo que sugiere un flujo genético

efectivo.

Las diferencias en el flujo genético entre las poblaciones de la costa del Pacifico y
del Golfo de California se deben principalmente a las condiciones oceanograficas que
influyen en la dispersion del polen, las semillas y los haces reproductivos. De esta mancra
se identifican dos tipos de flujo genético en las poblaciones mexicanas de Z. marina de

acuerdo a la region en donde se distribuyen:
1. Costa del Pacifico de Baja California:
a. Bajo flujo genético restringido

i. Corriente de California con direccién neta hacia al sur y bajas

velocidades de corriente

ii. Bajo porcentaje de haces reproductivos lo que implica que la
reproduccion sexual es limitada y la recombinacion de las

caracteristicas genéticas entre poblaciones es restringida
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2. Golfo de California
a. Alto flujo genctico

i. Fuertes corrientes de marea y procesos de mezcla generados por

giros geostréficos

ii. Exclusiva reproduccion sexual, lo cual indica que hay una mayor
cantidad de haces reproductivos, de semillas y de polen que pueden

dispersarse rapidamente a areas remotas del Golfo de California.

Este estudio muestra que el flujo actual y la fuerte mezcla observada en el Golfo
de California, pueden dispersar las semillas y los haces reproductivos sobre cientos de
kilometros lo cual es tres veces mayor al flujo genético sugerido entre poblaciones

europeas de Z. marina (Reusch, 2002).

Algunos estudios sugieren que los limites genéticos dentro de las especies pueden
coincidir con limites biogeograficos reconocidos (Avise, 1994; Dawson, 2001). Sin
embargo, los resultados de este estudio no mostraron una diferenciacién genética
significativa entre las poblaciones de la Region Templada (EPB, BSQ) y la Region
Subtropical (LOL, LSI y BM) de la costa del Pacifico de Baja California, lo anterior
puede ser debido a:

1. Diferentes patrones de conectividad a lo largo de la costa del Pacifico dentro

de cada region climatica
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2. La diferenciacidn genética es menor que la distancia geografica de muestreo
3. Las poblaciones han divergido recientemente, sin tener suficiente tiempo para

construir una estructura genética.

Ademds, este estudio mostré que las poblaciones perennes de Z. marina de la costa
del Pacifico son genéticamente diferentes a las poblaciones anuales del Golfo de
California. Esta diferenciacion genética entre las poblaciones de Z. marina, puede ser

debida a un flujo genético restringido entre ambas regiones promovido por:

1) Diferencias en los patrones de corrientes entre la costa del Pacifico y el Golfo

de California
2) Barrera geografica creada por la peninsula de Baja California

3) Diferencias en la época y forma de reproduccion entre las poblaciones de Z.

marina
a. Costa del Pacifico:
i. Historia de Vida: Perenne
ii. Epoca de Reproduccién Sexual: Verano
b. Golfo de California
i. Historia de Vida: Anual

ii. Epoca de Reproduccion Sexual: Invierno
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Un aspecto relevante fue que todas las poblaciones de Z. marina de este estudio
estuvieron en equilibrio de W, con excepcion de la poblacion de BSM, la cual mostré
una deficiencia de heterocigotos y una baja diversidad genética. De acuerdo a las
caracteristicas de desarrollo urbano, pesquero e industrial que presenta dicha poblacién, se
sugiere que la desviacion del equilibrio de HW causado por una deficiencia de
heterocigotos, puede deberse a la fragmentacion y disminucion que han sufrido las
praderas de Z. marina en esta bahia. De esta manera, es importante continuar con los
estudios de las caracteristicas genéticas de poblaciones de pastos marinos, ya que las
poblaciones fragmentadas y con niveles bajos de diversidad genética, son intrinsicamente
mas vulnerables a las perturbaciones ambientales, y a las oportunidades de sobrevivencia

local (Wright, 1969; Harlt y Clark, 1997).

Por ultimo, asi como se encontré una estructura genética a una escala regional
(Pacifico vs Golfo de California), es importante mencionar que también se encontré una
estructura genética a una escala local. La poblacion de Z. marina de Bahia San Quintin
revel6 que se encuentra formada por lo menos de 4 grupos genéticamente diferentes

1. Cabeza Oeste

2. Cabeza Este

3. Brazo Oeste-Monte Ceniza—Boca

4. Pedregal-Molino Vicjo

La mayor diferencia genética entre las areas de Z. marina en Bahia San Quintin

fue entre el area de la Cabeza Oeste y la Cabeza Este. En contraste, las areas que no
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mostraron una diferencia genética significativa fueron entre el grupo del Brazo Oeste-

Monte Ceniza-Boca y el grupo de Pedregal-Molino Viejo

La estructura genética en la poblacion de Z. marina en BSQ puede estar
relacionada con la presencia de barreras ecoldgicas y fisicas entre las diferentes areas en
donde se distribuye esta especie. Debido a la fisiografia y a la presencia de un espigén, la
Cabeza Este es el drea mas aislada, con las menores velocidades de corrientes y el mayor
tiempo de residencia del agua, por lo que se sugiere que el flujo genético entre la Cabeza
Este y el resto de las areas se encuentra restringido y éste solo se realiza entre los
individuos de la misma area. En contraste, en el area de la Boca se registran las mayores
velocidades de corrientes y los menores tiempos de residencia del agua, por lo que el flujo
genético entre esta drea y las dreas vecinas, es promovido por las corrientes y las mareas,
lo que se refleja en la ausencia de diferenciacion genética entre estas areas. Debido a que
existe estructura genética en la poblacion de Z. marina en Bahia San Quintin, se sugiere
que otras poblaciones de especies marinas (p.e. Ruppia maritima, Ulva spp.) con la misma
area de distribucion y la misma forma de dispersion que Z. marina tambien mostraran

estructura genética.

A pesar de que se ha detectado una disminucién del 14% en la cobertura de las
praderas de Z. marina en BSQ en los wltimos 12 afios (Ward et al., 2004a; Ward et al.,
2004b), en este estudio no se detectd evidencia de que la poblacion haya sufrido
recientemente un cuello de botella. Por el contrario se encontrd evidencia de que 5 areas

pueden haber sufrido una reciente expansidn en su tamafio poblacional o quizas un ingreso
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vreciente de alelos genéticamente diferentes. Sin embargo, es importante resaltar que
debido a que se desceonoce a que modelo de mutacion (SMM o IAM) es al que se ajustan
exactamente los loci de microsatélites utilizados en este estudio, la ausencia de un cuello
de botella en la poblacion de Z. marina en BSQ, puede estar sesgado. De esta manera, se

sugiere utilizar loci de microsatélites que se ajusten a un modelo de mutacién en particular

(SMM o TAM).
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