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Resumen. La variabilidad morfoldgica entre especies de macroalgas ha llevado al desarrollo de estudios
con referencia a este tema en diversas especies. En los Ultimos afios, con la implementacién del uso de
herramientas moleculares se ha logrado reubicar taxondmicamente a algunas de ellas, demostrando
que los factores ambientales, particularmente la exposicién al oleaje, son definitivos en la
diferenciacién de estos organismos. Las especies del género Phaeophyceae han sido poco exploradas a
nivel molecular, sin embargo existen numerosos trabajos y teorias acerca de su plasticidad morfoldgica.
Para Eisenia arborea se han descrito dos morfotipos correlacionados directamente con la exposicion al
oleaje. El primer morfotipo observado en organismos de ambientes de bajo oleaje presenta laminas
amplias y rugosas y una estructura de fijaciéon pequefia, mientras que el segundo morfotipo, que se
desarrolla en ambientes con oleaje alto se describe con [dminas mds delgadas y onduladas, asi como una
estructura de fijacion mas amplia, sin embargo, se desconoce si estas diferencias se han logrado fijar a
un nivel gendmico. En este estudio se realizé un andlisis del fenotipo y del genotipo, de 180 individuos
muestreados en la costa Pacifico de la Peninsula de Baja California y una laguna costera. Para el analisis
morfométrico se tomaron en cuenta variables ambientales como: intensidad de oleaje, temperatura,
salinidad y nutrientes. En el andlisis genético se emplearon por primera vez los VNTRs, mejor conocidos
como microsatélites, como marcadores moleculares. Se probaron 12 microsatélites heterogéneos,
reportados para Ecklonia cava, de los cuales sélo 5 tuvieron una exitosa amplificacién para E. arborea:
EC02, ECO3, ECO6, EC08, EC10. Debido a la naturaleza plastica en los morfotipos de E. arborea no fue
posible observar diferencias significativas entre los diferentes sitios de muestreo, sin embargo con un
Analisis de Componentes Principales (ACP) se determind que los factores ambientales explican el 40% de
la varianza. Aunque los microsatélites utilizados se reportaron con alto polimorfismo para E. cava, hubo
una gran diferencia para E. arborea, ya que dos (EC02, ECO3) de los 5 microsatélites no muestran
polimorfismo y EC06, ECO8 y EC10 muestran un bajo polimorfismo, por lo que no fue posible determinar
diferencias entre poblaciones.
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Abstract. The morphological variability among species of macroalgae has led to the development of
studies with reference to this issue in various species. In recent years, with the implementation of the
use of molecular tools has been achieved taxonomically relocate some of them, showing that
environmental factors, particularly wave exposure are definitive in differentiating these organisms. The
species of Phaeophyceae have been little explored at the molecular level, however there are numerous
studies and theories about their morphological plasticity. For Eisenia arborea have two distinct
morphotypes correlated directly with wave exposure. The first morphotype is for environments with
low currients velocities, the blade is wide and bumpy; the second one was described for environments
with higher velocities and the blade is thin and ruffled. However, it is unknown if these differences have
been made to fix in a genomic level. In this study an analysis of the phenotype and genotype of 180
individuals sampled from the Pacific coast of the Baja California Peninsula and a coastal lagoon was
performed. For the morphometric analysis were taken into consideration environmental variables such
as wave intensity, temperature, salinity and nutrients. For the genetic analysis, 12 microsatellites
heterogeneous reported for Ecklonia cava was proved, which only five of them had successful
amplification in E. arborea (EC02, EC03, EC06, EC08, EC10). Due to the plastic nature morphs in E.
arborea was not possible to observe significant differences between the different sampling sites,
however with an Analysis of Principal Components (APC) was determined that environmental factors
account for 40% of the variance. Although high polymorphism were reported for those microsatellites
in E. cava, there was a big difference for E. arborea, since two (EC02, EC03) of the 5 microsatellites show
no polymorphism and EC06, ECO8 and EC10 show low polymorphism, by it was not possible to
determine differences between populations.

INTRODUCCION

El género Eisenia cuenta con siete especies,
de las cuales E. bicyclis (Kjellman Setchell 1905),
y E. arborea (Areschoug, 1986), son las dos
especies con importancia econdmica. Los usos
comerciales que se han reportado para E.
arborea son en la industria farmacéutica por sus
efectos antialérgicos (Sugiura et al. 2008) y
anticoagulantes (Mufioz- Ochoa et al. 2009), asi
como en la acuacultura como alimento para
abulén por su alto contenido de proteinas
(zertuche-Gonzalez et al. 2013). Su extraccion a
la fecha es uUnicamente artesanal y no hay
registros del estado actual de las poblaciones
(Callejas Jiménez 2006).

La especie E. arborea se distribuye la costa
Pacifico occidental, desde la Isla Vancouver,

Canada hasta Isla Magdalena, Baja California
Sur, México (Shults y Herbst, 1938; Hollenberg,
1939; Abbott y Hollenberg, 1976; Guiry y Guiry,
2007). La historia de vida es similar a lo descrito
para otros miembros del orden Laminariales,
presenta alternancia de generaciones, la cual
comprende la fase macroscopica esporofito
(diploide) y la fase microscépica gametofito
(haploide) (Shults y Herbst, 1938; Hollenberg,
1939; Schiel y Foster, 2006). Es un sargazo,
considerado como una de las algas con mayor
complejidad debido a su  estructura
parenquimatosa. Se caracteriza por un estipe
cilindrico de color café oscuro, correoso y
rigido, el cual presenta bifurcacion que forma
una horqueta con numerosas laminas en la
parte distal. Ademads, posee un pie de fijacion
fuerte, compacto y ramificado. Sobre las



ldaminas presenta manchas esporangiales
irregulares. Forma densos mantos en la zona
intermareal en ambientes de alta energia
(Shults Herbst, 1938; Hollenberg, 1939; Abbott
y Hollenberg, 1976). En general, las zonas
donde se reporta la presencia de E. arborea son
ambientes de alta energia, sin embargo, existen
registros de su presencia en Bahia San Quintin
(Aguilar-Rosas et. Al., 2005), que es una zona
relativamente protegida. Callejas (2006) reportd
E. arborea en Bahia San Quintin en tres
sustratos diferentes, lo que aduce el amplio
rango de tolerancia que tiene a condiciones
ambientales.

Debido a la amplia plasticidad que presenta
en su morfotipo E. arbdrea, los estudios se han
enfocado a los cambios morfoldgicos en
respuesta a diferentes condiciones ambientales,
como el efecto del oleaje sobre el tamafo y
forma de la especie (Gaylor y Denny, 1997,
Roberson y Coyer, 2004), el mecanismo de
barrido por accion del oleaje (Denny y Gaylord,
2002), movimiento y flujo de nutrientes (Denny
y Robersons, 2002), y las variaciones del estipe
asociado a la variacién latitudinal (Matson vy
Edwards, 2006). Sin embargo, el conocimiento
sobre la dindmica poblacional estd limitado al
submareal (Parada et al., 2009). Respecto a
analisis genéticos, solo existe un registro de dos
poblaciones de San Clemente, California, donde
se encontraron diferencias significativas, tanto
morfolégicas como genéticas, relacionadas a la
magnitud de la velocidad de la corriente
(Roberson y Coyer, 2004).

En este estudio se realizd un andlisis
morfolégico y genético de E. arbdrea, en seis
sitios de la Peninsula de Baja California,
utilizando por primera vez los VNTRs (del inglés:
Variable Number of Tandem Repeats) como
marcadores moleculares, para determinar si
existen diferencias morfolégicas de un sitio a

otro y si estas diferencias corresponden a
diferentes genotipos.

MATERIALES Y METODOS

Sitios de muestreo y colectas

Las muestras fueron colectadas en seis sitios
de la costa del Pacifico de la Peninsula de Baja
California (Tabla 1, Fig. 1). En cada sitio se
colectaron aproximadamente 30 muestras de
tejido foliar. En este muestreo se traté de cubrir
al maximo la distribucién de E. arborea en la
peninsula de Baja California, desde Campo
Kennedy en Baja California hasta Isla
Magdalena en Baja California Sur. Sélo se
muestrearon individuos adultos, el criterio de
discriminacion fue que presentaran horqueta.
Se tomaron fotografias de las plantas
colectadas. Se tomd una fronda para el analisis
genético, que se secé y almacend en cristales de
silica hasta su andlisis.

Figura 1. Mapa de los sitios de muestreo donde CK:
Campo Kennedy, SQ:San Quintin, BSQ: Bahia San
Quintin, SR: Santa Rosaliita, SJ:San Juanico e IM:
Isla Magdalena

Andlisis de datos morfométricos

La morfometria se realizd en los sitios de
muestreo, con una cinta métrica se midié el
ancho de fronda, del punto medio de la [dmina;
largo de fronda, longitud maxima de las



laminas; perimetro de estipe, esta medida se
tomé del punto medio; el largo de estipe fue
tomado desde el punto donde termina la
estructura de fijacién hasta la bifurcacién, o
formacidon de la horqueta; y el numero de
frondas, sélo se consideraron las frondas
mayores a 4 cm de longitud.

Se calcularon los valores de estadistica
descriptiva tales como desviacion estandar,
promedio, medias, maximos y minimos
utilizando el programa STATISTICA.

Variables oceanograficas

Se obtuvieron datos de temperatura,
salinidad y velocidad de corriente que estan
formados por la velocidad de corriente (m/s)
con direccién hacia el Norte y la velocidad de
corriente con direccién al Este (componentes u
y v) (Fig. 7, 8 y 9), de las bases de datos
realizadas por NRL+HYCOM (Navy’s Naval
Research Laboratory + Hybrid Coordinate
Ocean Model) disponibles en ERDDAP (NOAA)
(http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/erddap/gridd
ap/nrlHycomGLBu008e909D. graph y
http://coastwatch.pfeg.noaa.gov/erddap/gridd
ap/nrlHycomGLBu008e910D.graph). En estos
modelos los datos se reportan dia a dia, en este
estudio se consideraron los 7 meses anteriores
a la fecha de muestreo en cada sitio. Con la
base de datos obtenida de variables
oceanograficas y los valores obtenidos de la
morfometria, se realizd6 un Analisis de
Componentes Principales en el programa
STATISTICA.

Analisis genético

La extraccion de ADN gendmico se realizod
mediante el método de CTAB/PVP (hexadecil
trimetil amonio bromuro/polivinil pirrolidona)
modificado por Muiiiz-Salazar et al.(2005), a
partir de alrededor de 20 mg. Se utilizaron 12
cebadores heterogéneos para amplificar

microsatélites de la especie Ecklonia cava
(Tomoko et al. 2012) esto debido a la cercania
filogenética con Eisenia spp. (Yoon et al., 2001).
Primero se realizd una preseleccién utilizando
los 12 pares de cebadores no marcados, para
saber cuales de ellos amplificaban en E.
arbdrea. Con esto se eligieron los seis pares de
cebadores que amplificaron correctamente,
siendo estos: ECO1, EC02, ECO3, ECO6, ECOS,
EC10 y se mandaron a marcar con fluorocromos
como reporta Tomoko et al. (2012). Lla
amplificacién por PCR consistio en un ciclo
inicial de desnaturalizacién de 95 °C por 3 min.,
30 ciclos de 94 °C por 30 s, 58°C por 25 sy 72°C
por 50 s y una extension final de 72 °C por 15
min.

Analisis de datos genéticos

Diversidad Genética

El analisis descriptivo, frecuencias alélicas,
heterocigosidades observadas y esperadas para
cada locus y para todas las poblaciones fue
obtenido con el programa Arlequin 3.5. La
riqueza alélica, fue calculada utilizando FSTAT
2.9.3 (Goudet, 2001). La prueba global para
determinar desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg para cada poblacién, fue
realizada con el programa GENEPOP 3.1d
(Raymond y Rousset, 1995). La significancia
para todas las pruebas multiples se fijé en 0.05,
con la correccién de Bonferroni (Rice, 1989).

RESULTADOS
Datos oceanograficos
El promedio anual de temperatura va de

16.1 °C en CK a 20.2 °C en IM, los rangos de
salinidad van de 33.5a34.5upsenCKe IM, yla



h‘la San Quintin

Figura 3. Morfotipo de E. arborea en Ba

Figura 5. Morfotipo de E. arborea en San Juanico




Figura 6. Morfotipo de E. arborea en Isla Magdalena

Tabla 1. Cacteristicas de los muestreos

Sampling Characteristics

SITE DATE SAMPLING DEPTH N
TEMP (sup) (°C) (m)

Campo Kennedy (CK) 23/MAR/13 22 35 27
Bahia San Quintin (BSQ) 14/APR/14 14 25 30
San Quintin (SQ) 14/APR/14 13 9 28
Punta Rosarito (SR) 06/0CT/'13 18 INT 30
San Juanico (SJ) 04/0CT/13 22 19 30
Isla Magdalena (IM) 02/0CT/13 24 2 29

velocidad de la corriente muestra promedios
anuales de 0.05 en SQ a 0.15en SJ (Fig. 7,8y 9)

Morfometria

Debido a que los datos no cumplen con los
supuestos, no fue posible establecer diferencias
significativas.

El nimero de muestras colectadas fue de 27
para CK, 29 para SQ, 30 BSQ, 30 SJ, 30 SRy 29
para IM. El promedio de ancho de hoja fue de
12.5 cm en SQ a 4.2 en IM, el largo de fronda
fue de 103.5 SQ a 54.7 en SJ, Se calculd una
razon largo ancho que fue de 6.2 en SR a 16.55
en IM. El Perimetro fue de 3.4 cm en SJ a 6.98

cm en SQy su largo fue de 46.1 en CK a 18.1 en
SJ (Tabla 2, Fig. 10-15)

En el analisis de componentes principales se
forman 2 factores, el primero estd formado por
salinidad, temperatura e Intensidad total de la
corriente, este factor explica el 40% de la
varianza; y el segundo esta formado por el
numero de frondas, Perimetro del estipe y el
Largo del Estipe, explica un 30% de la varianza.
En el grafico de dispersidon creado del ACP, se
forman perfectamente los grupos de datos de
cada sitio, siendo SJ la poblacién mas alejada y
CK la mas dispersa (Fig. 16 y 17).



Tabla 2. Promedios y ds de la morfometria realizada en todas las poblaciones muestreada, donde CK: Campo
Kennedy, SQ:San Quintin, BSQ: Bahia San Quintin, SR: Santa Rosaliita, SJ:San Juanico e IM: Isla Magdalena

SITE BLADE WIDTH BLADE LENGTH LENGTH PERIMETER N BLADES
LENGTH /WIDTH ESTIPE ESTIP

CK 5.16 +0.91 5470 *1.96 10.98 +4.04 46.19  £19.77 6.67 +1.96 46.19  %19.77
SQ 11.51 +1.11 103.59 +0.79 8.27 +0.07 26.64  +12.16 6.99 +0.79 26.64 £12.16
BSQ 4.13 +0.91 57.87 +0.86 6.15 +1.12 3242  £10.07 5.92 +0.86 32.42  £10.07
SR 9.23 +2.10 56.74  *1.36 6.2 +0.24 2443  £15.33 5.64 +1.36 24.43  £15.33
SJ 4.64 +2.72 40.10 *1.07 8.67 1 18.12  +12.67 3.45 +1.07 18.12  +12.67
IM 4.04 +1.25 69.26  *1.59 16.55 +2.16 39.21  £30.00 5.40 +1.59 39.21  £30.00

Diversidad Genética

De los cinco loci de microsatélites analizados,
dos no mostraron polimorfismo (EC02 y EC03),
por lo que no fueron tomados en cuenta para
los andlisis, uno mostré un bajo nivel de
polimorfismo (EC06) y dos mostraron el mayor
polimorfismo (ECO8 y EC10) en todas las
poblaciones (Tabla 3). La riqueza alélica (AR)
(Tabla 3) varié de 4.2 (SQ) a 6.5 (SR). El numero
total de alelos detectados por locus varié de 7.5
(EC10) a 3 (EC08) y el nimero promedio de
alelos por locus por poblacion (diversidad
alélica) vario de2enSJallenIM (Fig18,19y
20). La poblacién que mostré mayor nimero de
alelos privados fue SJ. En las comparaciones
pareadas de las frecuencias alélicas para los 3
loci polimérficos no se encontraron diferencias
significativas entre los 6 sitios de muestreo. La
heterocigosidad esperada promedio (HE) varid
de 0.695 en IM a 0.205 en SQ, y la
heterocigosidad observada promedio (HO) vario
de 0.509 en IM a 0.056 en CK (Tabla 3). De los 3
loci analizados, EC06 estuvo fuera del equilibrio
de HW (P<0.005) para las poblaciones de CK, SQ
y SRy ECO8 para las poblaciones de IM y SJ.

LOCI ECO6

CAMPO KENNEDY BAHIA SAN QUINTIN SAN JUANICO
13% % 2% Alelos
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Figura 16. Graficos de las frecuencias alélicas
para cada una de las poblaciones del loci EC06

LOCI ECO8
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Figura 17. Graficos de las frecuencias alélicas
para cada una de las poblaciones del loci ECO8



DISCUSIONES

LOCI EC10

En este estudio se ha observado que la
morfologia de Eisenia arborea, esta influenciada

CK EC10 Aeos S0 ECI0 g directamente por factores ambientales como
Ailos BSQECI0 _— .
e 173 Pl g =190 : e Temperatura, salinidad y velocidad de corriente
i D ai% a5 . . L,
pics o o B (Fig. 17) y, que existe una variacién en sus
ahis 9% w247 ,_\. ¢ "253 . . .
3 g "o wl e morfotipos de un sitio a otro. El morfotipo
relacionado con ambientes de baja energia,
» grandes protuberancias en la superficie de las
SQEC10 Alelos SR EC10 Alelos IM EC10 b |, . t | t b | . |
. 1m0 aminas que aumentan la turbulencia a las
’m v o ‘ i s velocidades experimentadas en el campo, hojas
10% 238 250 , , . . . .
iy ' w250 mas delgadas y mas amplias para disminuir las
235 10% . 253 Ry coc
e distancias de difusién y maximizar el area de
superficie para la absorcién de nutrientes
Figura 18. Graficos de las frecuencias alélicas (Roberson et al., 2004), describe casi en su
para cada una de las poblaciones del loci EC10 totalidad el morfotipo de Bahia San Quintin y

San Juanico, con excepciéon de las grandes
protuberancias, ya que son casi imperceptibles
en las muestras de BSQ y SJ (Fig. 3 y 6), sin
embargo la media de las velocidad de corrientes
en estos dos lugares, estan dentro de los tres
sitios de mds alta energia para los sitios

TABLA 3. Analisis de diversidad genético, donde N es el nimero de muestras por poblacion, A es el nimero de
alelos, AR la riqueza alélica, PA, nimero de alelos privados por poblacidon. H; Heterocigocidad esperada, H,
Heterocigocidad observada, HWE valores de P parara el equilibrio de H-W

SITE N A AR PA He Ho HWE
(P)

CAMPO KENNEDY 12.000  5.333 5.333 2.000 0.628 0.056 NS

BAHIA SAN 24.000 6.667 5.442 1.667 0.590 0.278 NS

QUINTIN

SAN QUINTIN 13.000 4.333 4.227 0.333 0.205 0.484 NS

SANTA ROSALITA 15.000  7.000 6.537 1.333 0.666 0.222 NS

SAN JUANICO 23.000  5.000 4.015 0.667 0.620 0.493 NS

ISLA MAGDALENA 19.000  7.000 6.162 1.000 0.695 0.509 NS

Promedio 17.667 5.889 5.286 1.167 0.567 0.340 NS
muestreados (Fig. 10). Si bien en los estudios corrientes influyen en el morfotipo de dos
realizados por Roberson et al. (2004) poblaciones cercanas geograficamente, en este

demuestran que Unicamente las velocidades de estudio se demuestra que en una escala



Factor Factor

Variable 1 P

Mo de Frondas 0.082806 (0.78000¢
PERIMETRO Est | -0.316986 0896307
Largo Estipe 0.041986 0.77951f
Largao-ancho 0651676 0.07518¢
salinidad 0.959634 0.026504
temperatura 0897314 -0.18278:
Intensidad total 0.761022 -0.29960:
Expl.Var 2823887 2.14893¢
Prp.Totl 0.403412 030699

Figura 16. Tabla de resultados de Analisis de
Componentes Principales

Analisis de Componentes Principales

No. de Frondas-Perimetro-Largo Estipe
»
*
-
-~

-3
2.0 -15 -1.0 -05 0.0 05 10 15 20 25

Variables Ambientales

Figura 17. Grafico de dispersion de Analisis
Candnico. Donde aparecen las poblaciones en
rojo:CK, Esmeralda: SQ, azul: SQ, rosa: SR,
amarillo:IM y verde:S)

geografica mas grande las similitudes o
diferencias en el morfotipo no sélo estan
influenciadas por la velocidad de corriente, sino
que todos los demds factores ambientales
juegan un rol importante. Por otro lado, para el
caso de Isla Magdalena, que es el sitio en el que
se reportan las velocidades mas altas de
corrientes, el morfotipo observado fue el
reportado para sitios de alta energia, laminas
gruesas, planas y alargadas para reducir la
evitar

friccion y rompimiento o

desprendimiento de la ldmina, ademas de un

gran disco adhesivo para disminuir Ia
probabilidad de desprendimiento (Roberson et
al., 2004). Asi mismo, en el caso de Campo
Kennedy, San Quintin y Santa Rosaliita, que
muestran las velocidad de corriente mas bajas y
parecidas 0.06 m/s), los
morfotipos de CK y SQ son los reportados para

sitios de alta energia, mientras que el de SR,

(alrededor de

tine una hoja ancha y corta, como la descrita
para baja energia, pero la superficie y textura
de la hoja asi como el grosor, cumple lo descrito
para alta energia.

Pese a lo reportado sobre el polimorfismo de
los microsatélites en E. cava (Tomoko et al.
2012), para Eisenia arborea se encontraron dos
loci de microsatélites, EC02 y EC03, homélogos
para todos los sitios de muestreo, mientras que
en E. cava para un sitio se reportan dos y ocho
alelos  respectivamente. De los  tres
microsatélites restantes se obtuvo un promedio
de tres en locus EC06, 7.2 en locus ECO8 y 7.5
alelos en el locus EC10, lo que es parecido a lo
reportado para E. cava. Aunque el promedio
global del equilibrio H-W mostré ser no
significante, el locus ECO6 y ECO8 mostraron
significancia debido en ambos casos a una
deficiencia significativa de heterocigotos.

Con la serie de loci de microsatélites
utilizados se concluye que todos los organismos
muestreados se encuentran en simpatria y se
definen como una sola poblacién.

Es importante recalcar la importancia de un
estudio posterior con microsatélites especie-
resultados mas

especificos para obtener

robustos, ya que en este estudio los
microsatélites de los que se pudo obtener

informacion fueron sélo tres.
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de datos de NRL+HYCOM donde CK: Campo Kennedy, SQ:San Quintin, BSQ: Bahia San Quintin, SR: Santa
Rosaliita, SJ:San Juanico e IM: Isla Magdalena
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Figura 11. Grafico de los promedios y ds de la longitud maxima de Fronda para cada uno de los sitios
muestreados donde CK: Campo Kennedy, SQ:San Quintin, BSQ: Bahia San Quintin, SR: Santa Rosaliita, SJ:San
Juanico e IM: Isla Magdalena
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Figura 12. Grafico de los promedios y ds de la razén Largo/Ancho de Fronda para cada uno de los sitios
muestreados donde CK: Campo Kennedy, SQ:San Quintin, BSQ: Bahia San Quintin, SR: Santa Rosaliita, SJ:San
Juanico e IM: Isla Magdalena
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Figura 13. Grafico de los promedios y ds del Largo del estipe para cada uno de los sitios muestreados donde CK:
Campo Kennedy, SQ:San Quintin, BSQ: Bahia San Quintin, SR: Santa Rosaliita, SJ:San Juanico e IM: Isla
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Figura 14. Grafico de los promedios y ds del Perimetro del estipe para cada uno de los sitios muestreados donde
CK: Campo Kennedy, SQ:San Quintin, BSQ: Bahia San Quintin, SR: Santa Rosaliita, SJ:San Juanico e IM: Isla

Magdalena
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