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Resumen

El pulpo de la especie Octopus maya, presente en el sur del Golfo de México y Mar Caribe, es de
gran importancia para la pesca y, aunque se han realizado numerosos estudios sobre las
pesquerias de estos individuos, la informacidn relacionada con la estructura genética poblacional
es limitada. Los estudios genéticos son fundamentales para el disefio eficiente de las estrategias
de manejo pesquero. Por lo anterior, la presente investigacion tiene como objetivo general
evaluar la conectividad genética usando el gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa | (COI) en los
sitios de Champotdn, Campeche; Celestun, Yucatan; y Holbox, Quintana Roo, ubicado al sureste
del Golfo de México. El trabajo de laboratorio incluy6 las extracciones de ADN con el Kit
comercial Qiagen DNeasy Blood & Tissue, la amplificacion con la técnica de PCR y
posteriormente la secuenciacion del ADN. En total se analizaron 36 secuencias de ADN, los
resultados de diversidad genética arrojaron valores altos de diversidad haplotipica
intrapoblacional: Celestin 0.8596, Holbox 0.9524 y Champoton 0.9556, mientras que los
resultados de los andlisis de varianza molecular (AMOVA) mostraron diferenciacion genética
entre las tres poblaciones, mientras que el analisis de varianza (ANOVA) mostré diferenciacion
genética entre Celestin y Holbox con un valor de 0.04505, sugiriendo que las poblaciones de la

especie O. maya estudiadas no son una unidad genética poblacional en la Peninsula de Yucatan.

Palabras clave: Conectividad genética, Gen COI, pulpo maya, AMOVA.
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Abstract

The octopus of the species Octopus maya, present in the southern Gulf of Mexico and Caribbean
Sea, is of great importance for fishing and, although numerous studies have been carried out on
the fisheries of these individuals, the information related to the population genetic structure is
limited. Genetic studies are fundamental for the efficient design of fishery management
strategies. Therefore, the general objective of this research is to evaluate genetic connectivity
using the mitochondrial gene Cytochrome C Oxidase | (COIl) at the sites of Champotdn,
Campeche; Celestun, Yucatan; and Holbox, Quintana Roo, located southeast of the Gulf of
Mexico. The laboratory work included DNA extractions with the commercial Qiagen DNeasy
Blood & Tissue Kit, amplification with the PCR technique and subsequently DNA sequencing. In
total 36 DNA sequences were analyzed, the results of genetic diversity showed high values of
intrapopulation haplotypic diversity: Celestin 0.8596; Holbox 0.9524 and Champotén 0.9556,
while the results of the analyzes of molecular variance (AMOVA) showed genetic differentiation
between the three populations, while the analysis of variance (ANOVA) showed genetic
differentiation between Celestun and Holbox with a value of 0.04505, suggesting that, the
populations of the species O. maya studied are not a population genetic unit in the Yucatan

Peninsula.

Keywords: Genetic connectivity, COI gene, mayan octopus, AMOVA

pag. 6



Contenido

Lo INEFOTUCCION ..ttt b e bt b e bbbttt e et e b e ne e 11
2. ANTECEUBNTES ...ttt bbbttt e bbb bbbt 13
3. IMIAICO TEOKICO ...ttt ettt b e bt b et na et 15
3.1.  Plan de Manejo pesquero en el Golfo de México y Mar Caribe........cc.ccccovevevveveecincencennnens 15
3.2.  Biologia del pulpo maya: OCtOPUS MAYA ......c.ccueiruerirririeierieierieiirieesieesee st seeneas 15
3.3.  Fundamentos de la Conectividad genELiCa.........ccoevevierieeieriieiese et 18
3.4.  Gen mitocondrial COI como marcador MOIeCUlar ...........c.ccccoveoireineininnececeene 19
N [ ) 4 ToF: Uod [ o OSSPSR 21
D ODJELIVOS ..t b b 22
5.1, ODJEUIVOS GENEIAIES........ecveieeeeeiieteet ettt et st a et te s be et e sbeebeenbesteessesbeeanensesreennas 22
5.2, ODJEtiVOS ESPECITICOS. ....eueiuiieiiieiirieiireere ettt ettt ettt 22
6.  MaterialeS Y METOAOS ......cc.eiiiiiiiie bbbttt 23
B.1.  ArEA AE STUAIO ....vuvveeeeieiececieeceete sttt 23
6.2.  Corrientes marinas del Golfo de Méxicoy Mar Caribe.........cccccoveveeviiiece e, 25
6.3.  Trabajo de CamPO... ..o ciciiiicieie ettt ettt st te s te b e be e e ebesbeestesteestebeennensesreennas 27
6.4.  Trabajo de [aD0ratOri0.......ccocieieiicieeseeeee ettt st e e s ae e neenees 27
7. RESUITAUOS ... bbb a b bbbt 33
7.1, ANALISIS GEBNETICOS ... .ccuiiviiiiieieteiett ettt ettt ettt b et e st e s seeteetesbestessesesaesaeneeseeseesenes 34
7.2.  DIVErsidad gENELICA .......ccuevieeeieieeeieeeee ettt et st et e s e e s seeneeaeere b s 35
S TR =TS 1 0T (0] = W0 =T =] o OSSR 35
A S = (T o (=3 =T o] (o] ] oo 1SS 37
ST B (ol U] o] o PSPPSR PSPPI 38
8.1, DiVErsidad gBNELICA ......c.ccveeerieeeietieieete ettt ettt re et e s e st e st e b et e s e e essereereeaesrens 38
8.2.  Estructura genética de O. MAYA..........ccecuerveieierieisiiceetestesteste e ere e ereste st ssesseaesaeseeseesessessens 38
8.3.  Factores que influyen en la estructura genética poblacional de O. maya..........ccccecvvcerueeene 39



8.4, MANEJO PESYUETD ...ttt ettt ettt et be bt st ettt et et s e bt bt ebe e b et et et eneneeseebesseenenaens 41

8.5,  Red de NAPIOLIPOS ....cvieeeieeeeee ettt st e r e reeneas 42
TR O (o] 11 ] o] o [PPSR 43
10. Referencias DIDHOGIATICAS .........ccveiveiiie e 44

pag. 8



Indice de Figuras

Figura 1. Pulpo rojo (O. maya), individuo capturado en Holbox, Quinta Roo. Fotografia tomada por Levita
SANCNEZ LOPEZ.......eeeiieeiiee ettt bbbt bbb bbbt b e skt b bt b bbb bt bt e 16
Figura 2. Molécula del mtDNA. Presenta 13 genes para mRNA codificantes para proteinas (Color verde),
22 genes de tRNA (color amarillo) y 2 genes para 2 rRNAs mitocondriales (color anaranjado) (Daza y
Lo ) gt (o TR0 RS SS 20
Figura 3. Representacion geografica de las zonas donde se obtuvieron las muestras de los pulpos:

Champotdn, Campeche; Celestin, Yucatdn y Holbox, Quintana Roo. Mapa elaborado por Manuel

0] ) (=] [0 T 1T VOSSP S 23
Figura 4, Céamara de electroforesis horizontal YRO034109. Modificado de:
https://kalstein.com.mx/producto/electroforesis-horizontal-yr03419/. ........cccocvvviviiieniiene s, 28
Figura 5. Representacion de electroforesis con gel de Agarosa. Modificado de Checo, (2017)................. 29
Figura 6. Transiluminador E300. Modificado de: https://www.ddbiolab.com/article/062779 ................... 30

Figura 7. Individuos capturados de Holbox, Quintana Roo (izquierda) y Champotdn, Campeche (derecha).
Fotografias tomadas por Levita SANCNEZ LOPEZ.........c.ccviiviiiiierieieicieeese ettt 33
Figura 8. Primeros datos de la amplificacion con PCR. Las bandas blancas debajo de los nimeros indican
que el ADN se amplifiCO COMTECIAMENTE. .........ccevieiiiieiciee et nes 33
Figura 9. Mapa de distribucién geogréafica de los haplotipos identificados en cada sitio de estudio. ......... 34
Figura 10. Red de haplotipos generado en el programa PopArt. Los haplotipos estan representados con
circulos y los sitios de estudio en colores: Azul: Celestun; Verde: Holbox; Morado: Champoton. El
tamafio de cada circulo determina la frecuencia de los haplotipos en cada sitio. Las lineas transversales

representan 10s pasos MUtaCioNales ENEre El1AS. ..........oviiiiriierieece e 37

pag. 9


file:///C:/Users/sandr/OneDrive/Documentos/Tesis/TESIS/TESIS_SANDRA%20NOHEMY%20GÓMEZ%20GÓMEZ.docx%23_Toc189086680

Indice de tablas

Tabla 1. Tamafio de peine por cantidad de muestra. Novel juice (Reactivo de tincion de ADN). El tamafio
del peine depende de la cantidad de muestras que Se analiZan...........cccveveiveierienieeiene e 29
Tabla 2. Primers a partir del ADN del zooplankton. (Primers utilizado del ADN del zooplancton, donde se
describe 185 SECUCTICIAS 57 37). 1ueiiiiieiiiiie sttt r e r e e renr e nenreere e nenre s 30
Tabla 3. Indices de diversidad genética. Analisis a nivel intrapoblacional de O. maya con el gen
mitocondrial COl. Asterisco y negritas (*) indican valores altos de h Y T......covevie i, 35
Tabla 4. ANOVA, a partir de las frecuencias de los haplotipos. Asterisco y negritas (*) indica el mayor
[oLol ol g e Vel o (Y T T o [ o SR 35
Tabla 5. Comparaciones de pares de muestras de poblacién. Valores de Fst por pares de poblacion
(diagonal inferior) y valores de p (diagonal superior). Asterisco y negritas (*) indican comparaciones con
SIGNITICANCIA BSTAGISTICA. ...veivveviitecie ettt et et s b e st e et e sbeete e besbe e b e sbeeneestesraentenres 36
Tabla 6. Resultados Andlisis de Varianza Molecular basado en una matriz de distancia genética definida.
Asterisco y negritas (*) indica el mayor porcentaje de VariaCion............ccccevveieiveic v ciecse e 36
Tabla 7. Comparaciones de pares de muestras de poblacion. Valores de Fst por pares de poblacién
(diagonal inferior) y valores de p (diagonal superior). Asterisco y negritas (*) indican comparaciones con
SIGNITICANCIA ESTAAISTICA. ....vvvevieeiiieste bbbttt ettt se et b e nb et enas 36

pag. 10



1. Introduccidon

Los moluscos, nombre en latin “molluscus”, que significa “blando”, son un filo de
animales que presentan el cuerpo blando, es un grupo diverso, generalmente presentan una
concha calcarea de carbonato de calcio, tienen un desarrollo con segmentacion de tipo espiral en
mosaico, viven en habitats marinos y terrestres; en este filo se encuentran ocho clases:
Aplacophora, Caudofoveata, Monoplacophora, Polyplacophora, Gastropoda, Bivalvia,
Scaphopoda y Cephalopoda (Hickman, 2008 y Dominguez, 2015). Los cefalopodos, en
particular, tienen caracteristicas que los distinguen de los otros grupos, éstas son la ausencia de
una concha externa, asi como la modificacion de brazos y tentaculos y tienen vida corta; en este
grupo se encuentran los pulpos, calamares y sepias (Albarran, 2010). Dentro del grupo de los
pulpos se encuentra la especie Octopus maya, la cual se distingue por la presencia de manchas
oscuras, también llamados ocelos, que se ubican debajo de los 0jos y en la base del segundo y
tercer brazo, también por no presentar paralarva en su ciclo de vida (Albarran, 2010).

Algunas especies de pulpos son parte importante en la pesqueria a nivel mundial
(Gonzalez, 2021). En el Golfo de México y Mar Caribe existen normas legales que regulan el
aprovechamiento de estos organismos, estableciendo tallas minimas para la captura y proteccion
durante la temporada de pesca, por ejemplo, con arte de pesca autorizada (Instituto Nacional de
Pesca, 2014). El pulpo O. maya es considerado uno de los principales recursos pesqueros de la
Peninsula de Yucatan en México (Juarez, 2011). Se encuentra distribuido desde la costa de
Ciudad del Carmen en el Estado de Campeche hasta Isla Mujeres en el Estado de Quintana Roo
(Blancas et al. 2012). Habita en aguas someras de la plataforma continental de la peninsula de
Yucatan, donde se desarrolla la pesqueria del pulpo con embarcaciones menores a profundidades
de 27 a 43 m, extendiéndose desde la Isla Aguada, Campeche hasta Holbox, Quintana Roo; la
norma que regula la pesca de este organismo es la NOM-008-PESC-1993, la cual ordena
establecer veda en aguas de Campeche, Yucatan y Quintana Roo desde el periodo del 16 de
diciembre al 31 de julio (Instituto Nacional de Pesca, 2014).

Los patrones de conectividad y estructura genética de poblaciones marinas que poseen
etapa larvaria han sido relacionados con el patron de corrientes oceanicas, sin embargo, el pulpo

maya no posee una fase larval ya que presenta desarrollo directo, es decir, al eclosionar poseen
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las caracteristicas anatomicas y conductuales de un pulpo adulto (Instituto Nacional de Pesca,
2014). Por lo anterior, la conectividad entre poblaciones de esta especie podria ser limitada, a
menos de que exista intercambio de organismos durante su etapa adulta. A este respecto, se ha
encontrado que el flujo genético puede deberse a la migracion entre poblaciones, como sugiere
Tello et al., (2021), y Cabrera et al., (2012), quienes mencionan que se deriva a un
comportamiento reproductivo, dando como resultado un patrén migratorio.

La determinacién de la estructura genética poblacional es una herramienta crucial para la
preservacion de especies de importancia comercial y ecologica (Bates e Innes, 1995). Los
estudios sobre la diversidad genética permiten diferenciar los stocks poblacionales, lo que facilita
la explotacion sostenible de los recursos pesqueros y ayuda a evaluar el impacto antropogénico
en procesos ecoldgicos y evolutivos de las especies (Moritz, 1994; Villanueva et al. 2001).
Zamora et al. (2011) destaca la relevancia de identificar las variaciones genéticas en los stocks,
ya que estas son clave para la capacidad de adaptacion de las especies ante cambios ambientales
ocasionados por actividades humanas, como la explotacion pesquera y la pérdida de hébitat.

Con el fin de realizar una adecuada evaluacién a las poblaciones de pulpo de
importancia pesquera se han realizado diversos trabajos como el de Dominguez (2015) en el
noroeste de México, donde utilizaron métodos genéticos para identificar a las especies de pulpo:
Octopus bimaculatus, Octopus bimaculoides y Octopus hubbsorum y evaluar la conectividad
genética de las poblaciones. Flores et al, (2018) en el Golfo de México, realizaron una
identificacion genética mediante el gen COI de la especie Octopus insularis, especie que no
estaba registrada en México y era considerada como Octopus vulgaris, los resultados del estudio
demostraron que O. insularis se distribuye desde el Golfo de México hasta las aguas costeras
frente al sur de Brasil. En el sureste de México se han encontrado trabajos de identificacion de
especies, utilizando métodos genéticos, sin embargo, existen limitada informacion sobre la
conectividad y estructura genética de las poblaciones de O. maya.

En este estudio utilizaremos analisis genéticos para evaluar las poblaciones de O. maya
en el sureste del Golfo de México (Champoton, Campeche; Celestin, Yucatan; y Holbox,
Quintana Roo). El objetivo de este estudio es evaluar la conectividad genética entre las
poblaciones de pulpo de la especie O. maya, utilizando el marcador mitocondrial Citocromo
Oxidasa | (COl), siendo una herramienta genética efectiva por la capacidad de identificar la

variabilidad existente entre poblaciones (Villanueva et al., 2001).
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2. Antecedentes

Uno de los trabajos que se enfocan en el estudio de la diversidad y estructura genética de
pulpo en Meéxico es el de Dominguez, (2015) quien resalta que existen normas legales que
regulan el aprovechamiento del pulpo en el Golfo de México y Mar Caribe, pero no en el
noroeste de México, y que existe un desconocimiento de las especies presentes en esa region, por
lo que se dificulta la evaluacidn de sus poblaciones, como es la identificacion ya que entre las
especies no hay una consistencia en los rasgos morfoldgicos. En su estudio utilizaron
microsatélites para estimar la conectividad genética por especie. Con secuenciacion masiva
obtuvieron 22 loci microsatélites y ensamblaron el genoma mitocondrial completo como
referencia para las secuencias de 16s rARN y COI (desconocido para una de las especies). Con el
marcador mitocondrial COIl registraron diferencias filogenéticas para tres especies Octopus
bimaculatus, Octopus bimaculoides y Octopus hubbsorum con un rango de divergencia de 3.3%
a 7.1% para 16s ARN y de 6.3% a 10.4% para COI, siendo mas cercanas O. bimaculatus y O.
bimaculoides. Con el analisis de cllster bayesiano de 20 poblaciones y 7 loci microsatélites
compartidos entre las tres especies, se identificaron 3 clisters. Los resultados de los
microsatélites para O. bimaculatus en 9 poblaciones mostraron 5 poblaciones definidas y se
observo una diferencia genética significativa entre dos poblaciones, la estructura genética fue
mayor en el Golfo de California encontrando un flujo de genes predominantemente
unidireccional, es decir, del norte de Golfo de California hacia el sur. Ademas, en Puerto Pefiasco
se mostrd evidencia de retencion local de larvas, mostrando una tendencia a reducir la diversidad
genética. Para O. hubbsorum se observaron tres poblaciones con 7 microsatélites, de las cuales la
de Bahia Kino fue la fuente para las poblaciones a su alrededor, incluyendo la costa oeste de la
peninsula; Santa Rosalia se considero la poblacion sumidero con diversidad genética alta. Puerto
Libertad fue el area que presentd menor flujo genético respecto a las otras poblaciones, pero con
mayor diversidad genética. La conectividad genética se aprecia que coincide con la circulacién
estacional del Golfo de California en la temporada de eclosion de larvas.

En la region del sureste de México y Peninsula de Yucatan se han realizado diversos estudios
sobre biomasa, abundancia y distribucion del género Octopus, ya que tiene un alto valor
comercial. Avendafio et al., (2019) evaluaron la biomasa y distribucién del pulpo rojo (O. maya)

en el noreste del Banco de Campeche, en profundidades entre 30 y 60 m. Sus resultados
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mostraron que las diferencias en las estimaciones de biomasa de cada uno de los cuatro métodos
que utilizaron: método de area barrida, método aleatorio estratificado, modelo geoestadistico de
biomasa y método no publicado de area barrida ponderada, podrian ser biolégicamente relevantes
y una consideracion importante para los manejadores. En otro estudio se evaluo la abundancia de
“O. vulgaris” Tipo 1l y O. maya, en la zona nororiental de la plataforma continental frente a la
peninsula de Yucatan. Los resultados arrojaron que “O. vulgaris” Tipo Il presentd la menor
biomasa (37,8+3,36t) durante los meses de mayo y julio, y la mayor (189,56+11,6t) en el mes de
diciembre. La abundancia total de ambas especies fue similar; las dos especies presentaron una
superposicién geogréfica, cuya amplitud cambi6 con la posicion geografica y con el periodo del
afio, para O. maya fue dominante en la longitud de aproximadamente 88°O, mientras que O.
vulgaris Tipo Il domind hacia el sudeste de la plataforma de Yucatan aproximadamente 87°W
(Avendafio et al. 2020).

Con respecto a estudios genéticos en las poblaciones de O. maya, Juarez, (2011) realiz
una investigacion de identificacion de las unidades de pesca de O. maya, utilizando microsatélites
especificos, ante la alta variabilidad observada en la produccién de O. maya a lo largo de su
ambito de distribucion y las diferencias que se observaban en las tallas de los ejemplares
capturados en las distintas localidades de Campeche, Sabancuy, Sisal, Dzilam y Rio Lagartos en
la Peninsula de Yucatan, no encontraron diferencias significativas entre las localidades; los datos
mostraron que ha existido un alto flujo genético entre las areas estudiadas.

Asi mismo, Tello et al., (2021) evaluaron la conectividad genética en el sureste de
México, donde utilizaron isoenzimas en geles de poliacrilamida para determinar la estructura
genética de sus poblacional en los estados de Campeche y Yucatan. Utilizaron como muestras el
manto de 25 organismos para caracterizar la expresion genotipica revelada por la expresion de 23
loci en treinta sistemas enzimaticos. Sus resultados mostraron que las poblaciones de O. maya
presentan cierto grado variabilidad genética interpoblacional que no refleja fragilidad en la
subsistencia de estas poblaciones. Las poblaciones analizadas de O. maya presentaron baja
variabilidad y bajos valores de diferenciacion geogréfica entre ellas.
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3. Marco tedrico

3.1. Plan de Manejo pesquero en el Golfo de Meéxico y Mar Caribe

En el Golfo de México y Mar Caribe el pulpo es un recurso econémico importante. El
Plan de Manejo Pesquero destaca las principales zonas de captura en los estados de Campeche y
Yucatan, con menor intensidad en Veracruz y Quintana Roo. También se presenta una
caracterizacion de estos habitats, su interaccion con el ambiente, las probleméticas ambientales, y
la relacion con otras pesquerias y especies (Instituto Nacional de Pesca, 2014). La pesqueria de
pulpo actualmente esté regulada con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-008-PESC-1993
para ordenar el aprovechamiento de las especies de pulpo en las aguas de jurisdiccién federal del
Golfo de México y mar Caribe (Instituto Nacional de Pesca, 2014).

3.2. Biologia del pulpo maya: Octopus maya

3.2.1. Morfologia de Octopus maya

La clasificacién de los pulpos con métodos fenotipicos tradicionales resulta dificil
debido a su gran plasticidad fenotipica y carencia de estructuras duras, sin embargo, en las
Ultimas décadas, mediante datos genéticos moleculares, se han logrado mejorar las
identificaciones y el conocimiento de las relaciones filogenéticas del género Octopus (Juarez et
al., 2012).

El Instituto Nacional de Pesca, (2014) menciona que la caracteristica que distingue a
esta especie es una mancha u ocelo bajo los 0jos y entre éstos; y llegando a la etapa adulta los
ocelos presentan una porcion central mas clara.

Octopus maya posee una coloracién café oscura, aunque, debido a su capacidad de
mimetizacion, su tonalidad varia segun el entorno y otras condiciones. Por ejemplo, cuando esta
especie se encuentra bajo estrés, su coloracion cambia a un tono café rojizo. En cuanto a su
anatomia, en la parte anterior del cuerpo se encuentra la cabeza con un craneo cartilaginoso
(Figura 1), nervios branquiales, y una boca con un resistente pico quitinoso. La masa visceral se
encuentra en la region anterodistal del pulpo, protegida por un érgano muscular denominado

manto, que cubre las branquias (branquias grandes de 9 a 10 laminillas) y las visceras. EI manto
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es de un color café grisdceo claro con manchas oscuras, es grande, y ovalado, aunque algo
estrecho; su pared es gruesa y muscular. El cuello es corto, y el sifon es largo y tubular. Tienen
cuatro pares de brazos largos teniendo la misma longitud, con los extremos afinados (Figura 1) y
presentan ventosas dispuestas en dos hileras; a excepcion de los machos, en los cuales el brazo
derecho del tercer par es mas corto que el resto, este recibe el nombre de hectocotilo porque tiene
un canal espermatoférico donde la punta termina hasta la ligula, encontrdndose el calamo y las

laminillas copulatorias (Albarrdn 2010 y Ontiveros, 2014).

Craneo cartilaginoso

Brazos largos con
extremos adelgazados
Ventosas acomodadas
en dos hileras

K SEvECETE VEOE 6 g L2 92ST Y €2 22 1Z 026k 8L LL Qb QL bl oL 7t 1 & o a s oA

Figura 1. Pulpo rojo (O. maya), individuo capturado en Holbox, Quinta Roo. Fotografia tomada por
Levita Sanchez Lopez.

3.2.2. Distribucion y habitat de Octopus maya
El pulpo maya se distribuye desde las aguas adyacentes a Isla del Carmen en
Campeche, hasta Isla Mujeres, Quintana Roo (Instituto Nacional de pesca, 2014), asi como en la
plataforma continental de la Peninsula de Yucatan (Albarran, 2010).
La especie tiene habitos bentdnicos, habita en aguas someras de la plataforma
continental de Yucatan en praderas de Thalassia testudinum, en conchas vacias de moluscos

gaster6podos como Strombus gigas, S. costatus y Pleuroploca gigantea, asi como en cuevas
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existentes en la loza cérstica del fondo, incluso entre rocas coralinas (a una profundidad maxima
de 60 m) (Instituto Nacional de Pesca, 2014).

3.2.3. Reproduccién de Octopus maya

Los machos suelen madurar antes que las hembras y durante la copula introducen el
hectocétilo dentro del manto de la hembra. Los espermatdéforos (paquetes de espermatozoides)
pasan a través de los oviductos y se depositan en las glandulas oviductales que actian como
reservorio de espermatozoides. Las hembras almacenan los espermatoforos hasta que maduran, se
observa un desarrollo constante del ovario, aumentando mas de 100 veces su peso inicial y se
produce el desove. Las gonadas de las hembras comienzan a madurar en octubre hasta alcanzar
su punto méximo en diciembre y enero (Instituto Nacional de Pesca, 2014). Albarran, (2010)
menciona que el apareamiento del pulpo maya ocurre a partir de septiembre y continla hasta
octubre, en este periodo es frecuente encontrar hembras perfectamente maduras; en noviembre se
observan los huevos o hembras incubando; en diciembre en los huevos se puede observar el
embridn y el saco vitelino; en enero se encuentran los huevos recién eclosionados y en febrero se
da por terminado el periodo reproductivo.

La fecundidad fluctia entre 1,500 y 2,000 huevos por cada hembra. Los huevos
maduros miden en promedio 17 mm, tienen forma de pera y son de color &mbar. La ovoposicion
ocurre comunmente sobre fondos duros y rocosos, donde la hembra busca una oquedad para
depositar los huevos en racimos pegados a las paredes. Las hembras realizan un Gnico desove
anual y en este periodo cuidan a los huevecillos, los limpian y los protegen con sus tentaculos y
sifon hasta la eclosion, para morir posteriormente por inanicion. Las crias presentan desarrollo
directo ya que al eclosionar poseen todas las caracteristicas anatdmicas y conductuales propias de
un pulpo adulto, e incluso responden a los estimulos de coloracion, textura de piel, expulsion de

la tinta y adoptan la vida béntica casi de inmediato (Instituto Nacional de Pesca, 2014).

3.2.4. Alimentacion de Octopus maya
Los pulpos son considerados depredadores activos, de tipo atacante y oportunista. Su
dieta incluye cangrejos (crustaceos), almejas y caracoles (moluscos), por lo que sus madrigueras
suelen estar rodeadas de fragmentos de exoesqueletos. También consumen peces pequefios y, en

algunas ocasiones, cuando escasea el alimento o aumenta la competencia, pueden llegar a
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practicar el canibalismo. En la Sonda de Campeche, la parte fundamental de su dieta son los
gasterépodos pequefios como es el caso de Strombus pugilis. La especie O. maya durante toda su
vida mantiene un estilo de caza, su dieta tampoco cambia sustancialmente con el incremento de la
talla, aunque si se ha reportado que va disminuyendo el consumo de cangrejos y aumentando el
numero de peces y moluscos (Instituto Nacional de Pesca, 2014 y Albarran, 2010). Durante el
periodo de incubacién las hembras por lo general no se alimentan, cuidan los huevos hasta el
momento de la eclosion, es como a los pocos dias mueren, ya que han perdido un tercio o mas de

su peso inicial (Ontiveros, 2014).

3.2.5. Relacién con otros organismos

Los pulpos son una fuente importante de alimento para especies como los grandes meros
y pargos. Poseen ingeniosos mecanismos de defensa, como la capacidad de cambiar rapidamente
de forma, textura y color de piel para mimetizarse con el entorno marino. Ademas, pueden
expulsar una nube de tinta para confundir a sus depredadores y facilitar su escape. Utilizan su
sifon para propulsarse mediante la expulsion de agua, lo que les proporciona una via de escape
eficiente. Los pulpos de menor tamafio son presa de gasteropodos mas grandes, como
Pleuroploca gigantea, Busycon perversum y Turbinella angulata. En el ecosistema, los pulpos
actian como convertidores eficientes de alimentos en biomasa disponible para niveles troficos

superiores (Instituto Nacional de Pesca, 2014).

3.3. Fundamentos de la Conectividad genética

La conectividad poblacional es el grado de conexidn entre diferentes poblaciones y se
determina tanto por propiedades intrinsecas de las especies, como su periodo de vida larval, como
por factores extrinsecos, como la disponibilidad de alimento (Ledn, 2015). Por otro lado, la
conectividad genética se refiere al flujo de genes entre poblaciones, y su estimacion se basa en las
diferencias genéticas entre ellas o en el calculo probabilistico del origen de un individuo. (Pérez y
Diaz, 2009). Dominguez, (2015) menciona que la conectividad poblacional es el resultado de la
dispersion de individuos, la cual, en la mayoria de los organismos marinos, ocurre en los
primeros estadios de su historia de vida, asocidndose con el ambiente pelagico. Octopus maya

(sin etapa larval) es una especie holobentdnica, lo cual limita el alcance de su dispersion.
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3.3.1. Herramientas para medir la conectividad:

Se han utilizado varios métodos naturales para evaluar niveles de conectividad como
marcas quimicas o ambientales, asi como marcas artificiales. Los avances de la tecnologia han
permitido implementar herramientas moleculares para estudiar los patrones de conectividad de
las poblaciones. Las técnicas moleculares utilizan marcadores genéticos polimorficos para poder
identificar la variabilidad intra e interespecifica en las poblaciones, de tal forma que es posible
determinar las diferencias genéticas dadas por el nivel y patron de flujo genético (Ledn, 2015).

Los marcadores son secuencias no codificantes, es decir que no tienen una funcion
especifica y son utilizadas como puntos de marca o anclaje, por lo que son denominados
marcadores, estos se encuentran cercanos o unidos a las secuencias propias de los genes. Un
marcador es una entidad genética que expresa un polimorfismo, es decir que detecta un locus con
una variacion detectable demostrada experimentalmente (Universidad Tecnoldgica de Pereira,
2015).

3.4. Gen mitocondrial COIl como marcador molecular

La mitocondria, al desempefiar funciones de obtencion de energia y respiracion
celular, permite la conservacion del ADN con una calidad similar a la del nucleo, con la
diferencia de que en animales esta informacién es heredada exclusivamente de la madre (Figura
2) (Daza y Montenegro, 2018). ElI gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COl), presente en
bacterias y en la mitocondria de eucariotas, es la Gltima enzima de la cadena de transporte de
electrones en la respiracion celular y constituye la subunidad principal del complejo Citocromo C
Oxidasa (Figura 2). Este gen se ha utilizado como marcador filogenético en estudios macro-
evolutivos y como un "cddigo de barras" de ADN para la identificacion de especies animales.
(Daza y Montenegro, 2018).
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Figura 2. Molécula del mtDNA. Presenta 13 genes para mRNA codificantes para proteinas (Color verde),
22 genes de tRNA (color amarillo) y 2 genes para 2 rRNAs mitocondriales (color anaranjado) (Daza y
Montenegro, 2018).

Los andlisis con el gen COI solo requieren de pequefias muestras del espécimen,
siendo innecesario sacrificar al individuo para su identificacion, es una excelente herramienta
para la identificacibn de especies cripticas. Adicionalmente, este gen refleja variacion
intraespecifica de un gran numero de especies en el mundo, por lo cual completa la taxonomia

tradicional basada en caracteres morfoldgicos (Daza y Montenegro, 2018).
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4. Justificacion

La pesca sustentable del pulpo maya (Octopus maya) en el sureste del Golfo de
México es crucial para preservar las poblaciones de esta especie y asegurar su disponibilidad para
futuras generaciones. Actualmente, es fundamental que la cantidad de individuos extraidos sea
adecuada para no comprometer la reproduccién y mantenimiento de las poblaciones. Con el
presente estudio sobre la conectividad genética de O. maya, se podra determinar si esta especie
acta como una unidad poblacional o si, en cambio, existen distintas poblaciones con un
intercambio limitado de individuos entre ellas. Este conocimiento es clave para optimizar los
planes de manejo pesquero.

Estudios previos, como el de Villanueva et al. (2001), sugieren que diferencias
genéticas entre poblaciones pueden reflejar variaciones en aspectos biolégicos como la
reproduccion, la alimentacion y el crecimiento, lo cual impacta directamente en las practicas de
explotacion sostenible. La integracion de estos datos en los planes de manejo permitiria
establecer estrategias especificas basadas en la estructura genética de las poblaciones y en sus
patrones de conectividad. Ademas, los pescadores de la region, quienes dependen
econdmicamente de esta especie, se beneficiarian al recibir informacion actualizada sobre los
recursos que explotan, facilitando una pesca mas informada y responsable.

Dado que el pulpo maya es un recurso econémico significativo en la region, la
identificacion de los stocks pesqueros y el conocimiento de los niveles de diferenciacion y
diversidad genética son esenciales para determinar el momento adecuado y la cantidad permitida
de captura. A pesar de que investigaciones anteriores han estudiado la dindmica de las pesquerias
del pulpo maya (Albarran, 2010) y propuesto que esta especie en la Peninsula de Yucatan puede
funcionar como una unidad poblacional (Juarez, 2011), estos estudios se basan principalmente en
analisis morfoldgicos y ecoldgicos. La falta de estudios genéticos limita el conocimiento sobre la
verdadera estructura y conectividad de sus poblaciones. Este estudio contribuird a llenar esa
brecha mediante el analisis de la conectividad genética de O. maya en tres localidades pesqueras
del sureste del Golfo de México, utilizando el marcador genético mitocondrial Citocromo
Oxidasa | (COl).
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5. 0bjetivos

5.1. Objetivos generales

Determinar la conectividad genética entre las poblaciones de Octopus maya en el sureste

del Golfo de México, utilizando el gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa |.

5.2. Objetivos especificos

o Establecer la variabilidad genética de las poblaciones de Octopus maya el sureste
del Golfo de México.

o Evaluar la estructura genética de las poblaciones de Octopus maya en el sureste
del Golfo de México.

o Determinar el patrén de conectividad genética de Octopus maya en el sureste del

Golfo de México.
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6. Materiales y métodos

6.1. Area de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en las localidades de Champoton, Campeche;
Celestun, Yucatan y Holbox, Quintana Roo (Figura 3):
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Figura 3. Representacion geografica de las zonas donde se obtuvieron las muestras de los pulpos:
Champotdon, Campeche; Celestin, Yucatan y Holbox, Quintana Roo. Mapa elaborado por Manuel
Montejo Sosa

6.1.1. Champotdon, Campeche.

Se localiza en la zona centro del estado de Campeche en las coordenadas
19°20°46.04°N y 90°43° 11°” W. En el 4area de Champoton no hay un sistema de Arrecifes, pero
cuenta con un banco costero que se extiende en frente de la playa hasta una distancia de 12
millas, entre Punta Palmar chico y Champoton (Direccion General Adjunta de Oceanografia,
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Hidrografia y Meteorologia., s. f.). El rango de temperatura es de 26°C a 28°C, el clima es calido

subhimedo con lluvias en verano, de humedad media de 93.29% (INEGI, 2010).

Caracteristicas oceanograficas de la region: la corriente de lazo tiene un flujo
continuo este-oeste, sumandose un movimiento de sureste-noreste en la cuenca de Yucatan y
teniendo influencia en el Golfo de México, ocasionando que las corrientes superficiales de agua
se distribuyan al oeste sobre el banco de Campeche, hacia el noreste rumbo a la plataforma
Texas-Luisiana y al este rumbo al estrecho de Florida. Esta corriente se debilita durante los meses
de junio-julio, formando nucleos anticiclonicos que alcanzan su maxima velocidad en invierno,
esta corriente tiene su maxima intromision hasta los 27°N (Direccion General Adjunta de
Oceanografia, Hidrografia y Meteorologia., s. f.).

Por su ubicacion geografica respecto a la Peninsula de Yucatan, en Champotén el oleaje
es calmo con olas no mayores a medio metro. Sin embargo, durante los eventos de Frentes Frios
(nortes), que ocurren entre los meses de octubre a mayo, la altura de las olas puede llegar a los
2.5 m (Direccion General Adjunta de Oceanografia, Hidrografia y Meteorologia., s. f.).

6.1.2. Celestun, Yucatan.
Sus coordenadas son 20° 52” 50°” N y 90° 23° 57°> W. Se localiza al oeste del Estado de
Yucatan, a 109 km de la ciudad de Meérida, y a 123 km al poniente de Progreso
(Yucatan.gob.mx., s.f.). El rango de temperatura es entre 24°C a 28°C, con un rango de

precipitacion de 600 a 1,000 mm; el clima es semiseco muy calido (INEGI, 2010).

Caracteristicas oceanograficas de la region: las corrientes marinas son paralelas a la
costa de la peninsula de Yucatan, con direccién hacia al suroeste, con una velocidad promedio de
0.719 nudos y méaxima de hasta 2 nudos (Direccion General Adjunta de Oceanografia,
Hidrografia y Meteorologia., s.f.).

El oleaje dominante en la costa norte de Yucatan, es del este y noreste, es originado por
los vientos dominantes en la regién este, noroeste y sureste. Se propaga hacia el este y se refracta
al aproximarse a la linea de costa, debido a las bajas profundidades, por lo que cuando llega a la
zona de playas, suele arribar con direccion al noroeste. En Celestdn, el oleaje que llega a las
playas tiene direccion del norte (Direccion General Adjunta de Oceanografia, Hidrografia y

Meteorologia., s.f.).
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6.1.3. Holbox, Quintana Roo.
Sus coordenadas son 21° 32 03 Ny 87° 17’ 19”°W; la isla se localiza a 12 km del
Puerto de Chiquild y de Cancun a 160 km al noroeste. Se encuentra situada en el tropico de
cancer y tiene una extension de 43 km. Durante el verano el clima es calido-himedo, mientras
que la estacion seca inicia en diciembre para concluir en mayo (Direccién General Adjunta de

Oceanografia, Hidrografia y Meteorologia., s.f.).

Caracteristicas oceanograficas de la region: las corrientes son resultado de la accion
del oleaje sobre una ramificacion de la corriente que proviene del Caribe, que pasa por el Canal
de Yucatdn y una de sus ramas se interna en el Golfo de México. La direccion de la corriente es
de este a oeste, y de acuerdo a la época del afio la velocidad es de 10 a 50 cm/seg (Direccion
General Adjunta de Oceanografia, Hidrografia y Meteorologia., s.f.).

La isla puede ser afectada por vientos provenientes del noroeste, oleaje de hasta cuatro
metros, imposibilitando la salida de embarcaciones menores a alta mar (Direccion General

Adjunta de Oceanografia, Hidrografia y Meteorologia., s.f.).

6.2. Corrientes marinas del Golfo de México y Mar Caribe

En el Golfo de México la circulacion es dominada por dos flujos semipermanentes:
un giro anticiclonico a escala de toda la cuenca y la Corriente de Lazo en la parte oriental, asi
como por una celda de circulacion anticiclonica en la frontera occidental. El patron de circulacion
en el Golfo de México esta condicionado por el transporte de masa que entra al golfo por el Canal
de Yucatan, el forzamiento del viento, y las surgencias que ocurren en la parte este de la
Peninsula de Yucatan. Un giro ciclonico de mesoescala domina la circulacion en la Bahia de
Campeche, oscila tanto en su tamafio como en su posicion durante su traslado hacia el oeste,
originando pequefios giros. Los vientos del este son dominantes durante el verano, cuando las
tormentas tropicales afectan el sur del Golfo de México (Exposito et al., 2009).

La circulacion superficial del Mar Caribe se compone por un flujo hacia el oeste con
velocidades de 0.5-1.0 m/s, que transporta ~28 Sv (Sverdrup: se usa para cuantificar los
volumenes de agua desplazados por las corrientes oceanicas, y esto equivale a un millén de

metros cubicos por segundo) desde el Océano Atlantico; este flujo forma la Corriente del Caribe
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con varios remolinos grandes y energéticos asociados con flujo de gran escala (Kastner et al.,
2024). Cuando la Corriente del Caribe pasa a través de la Cuenca Caimén se convierte en la
Corriente Caiman, fluyendo hacia el oeste a lo largo de 19 *+ 2°N, antes de girar hacia el norte a
lo largo de la Peninsula de Yucatan para formar la corriente de Yucatan. La Corriente de Yucatan
es una corriente célida fuerte y persistente con velocidades hasta 2 m/s, que ingresa al Golfo de
México como un chorro y se desarrolla la Corriente del Lazo. Finalmente, este flujo sale del
Golfo de México a través del Estrecho de Florida, formando la Corriente de Florida y
posteriormente la Corriente del Golfo en el Océano Atlantico Norte occidental (Carrillo et al.,
2015).

Carrillo et al., (2016) mencionan en su estudio los periodos de tiempo de dos cruceros
que utilizaron siendo del 26 al 30 de marzo de 2006 (M06) y del 17 al 22 de enero de 2007 (JO7).
Ambos cruceros mostraron campos de velocidades geostréficas superficiales similares, con un
fuerte flujo hacia el norte de la Corriente de Yucatan y velocidades relativamente mas débiles en
la porcion sur. Durante MO06, el area de Chinchorro mostré flujos débiles, mientras que, durante
JO7, las velocidades geostroficas hacia el norte estan claramente definidas desde 18.25°N hacia el
norte, y estaban mas cerca de la costa y confinadas en un &rea mas estrecha que la observada
durante MO06.

En el Mar Caribe domina la Corriente del Caribe que, corre de sur a norte, en forma
paralela a la linea de costa, frente a Quintana Roo. Esta corriente se caracteriza por tener aguas
calidas y salinas; cuando pasa por el Canal de Yucatan recibe el nombre de Corriente de Yucatan.
La corriente del Caribe provoca que las masas de agua que circulan en las profundidades
asciendan, trayendo sedimento del fondo y aflorando sobre la extensa plataforma continental del
norte y occidente de la Peninsula de Yucatan (Secretaria de Manejo Reserva de la Biosfera
Caribe Mexicano, 2019).
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6.3. Trabajo de Campo

La captura de los organismos se realizd con el apoyo de los pescadores locales,
mediante la pesca artesanal en las siguientes fechas: Celestin del 12 al 14 de agosto 2022 con
pesca de garete; Champoton del 18 al 19 de noviembre 2022 con pesca de garete a una
profundidad de 2 a 2.5 m y Holbox el 21 noviembre 2022 con pesca de garete y gancho pulpero a
una profundidad de 3 a 15 m.

Las muestras se colectaron a partir del tejido de uno de los brazos de cada individuo,
cortando aproximadamente 5 cm con la ayuda de pinzas y bisturi; para evitar la contaminacién
cruzada entre los individuos las pinzas y el bisturi se enjuagaron con cloro (proporcion 1:5) y
posteriormente con una solucion de alcohol al 96% entre cada muestra. En campo las muestras se
preservaron en etanol (no desnaturalizado) al 96% a una temperatura de -5°C. Posteriormente se
transportaron al Tecnoldgico Nacional de México/ I. T. Chetumal, en donde se realiz6 un

recambio de etanol y se almacenaron a -20°C.

6.4. Trabajo de laboratorio

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevd a cabo utilizando el kit comercial DNeasy Blood &
Tissue Kits de la marca Qiagen, siguiendo las instrucciones que la empresa sefala, a
continuacidn, se presenta una breve explicacion de lo que sucede en cada paso:

Se transfirieron 25 mg de tejido a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, para realizar
la lisis celular para la liberacion del ADN. El buffer de extraccién contiene detergentes, una
molécula quelante para desestabilizar la membrana celular, sales, Tris-HCL 20mM con pH y
proteinasa K para la degradacién de proteinas o enzimas.

El siguiente paso consiste en ciclos de incubacién y vértex para facilitar la ruptura de
lipidos en la membrana celular, permitiendo que el ADN se libere de la estructura celular.
Posteriormente se agregaron 200 ul de etanol al 90% al lisado de las células, agitando en un
vortex de 5 a 10 segundos para la precipitacion del ADN.

Después se realizaron los lavados, en el primer lavado se diluyo la solucion de lavado
concentrada con etanol. Se agregaron 500 pl de la solucion de lavado diluida a la columna de
unién y se centrifugo durante 1 minuto a > 6500 x g. Se deseché el liquido, pero conservando el
tubo de recoleccion. En el segundo lavado se agregaron otros 500 pl de la solucion de lavado
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diluida a la columna de unidn; se centrifugd durante 3 minutos a una velocidad de 16,000 x g
para secar. Finalmente, se desechd el tubo de recoleccion que contenia el liquido de flujo
continuo y se coloc6 la columna de unién en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml.

Finalmente se realizd la elucion de ADN pipeteando 200 pl de la solucion de elucion
directamente en el centro de la columna de unién, se centrifugd durante 1 minuto a > 6500 x g
para eluir el ADN.

Para verificar el éxito de la extraccion del ADN se realiz6 la electroforesis (Figura 4)

con el gel de agarosa siguiendo la técnica de Eguiarte et al., (2007):

Figura 4. Camara de electroforesis horizontal YRO3419. Modificado de:
https://kalstein.com.mx/producto/electroforesis-horizontal-yr03419/.

A continuacion, protocolo para la elaboracion del gel de agarosa (Figura 5):

Para preparar el gel de agarosa al 0.8% se pesaron 0.16 g de agarosa y se disolvieron en
100 mL de buffer EDTA 1X en un matraz. La mezcla se pes6 y calentd en un horno de
microondas dando pulsos de 5 segundos hasta obtener una mezcla homogénea. Se pesé de nuevo
y se complementd al peso inicial con agua.

Se colocd la bandeja en el recipiente para gel girando la palanca de levas, cerciorandose
de que cerrara herméticamente. Se vacié la mezcla con cuidado evitando hacer burbujas y se

colocé un peine en un extremo. Se dej6 enfriar hasta que polimerizara el gel, y se retir6 el peine.
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Figura 5. Representacion de electroforesis con gel de Agarosa. Modificado de Checo, (2017).

Para la visualizacion del ADN y como reactivo de carga se usé Novel juice. Se diluyd

una parte de novel juice con la muestra y se colocaron en cada pozo con buffer de carga (Tabla

1). Como dato importante, el Novel juice y el marcador se sacaron antes para descongelarse. El

novel juice recibi6 un vértex de 10 segundos antes de usarse.

Para verificar el gel, se expuso a la luz UV (Transiluminador E3000, Figura 6).

Tabla 1. Tamafio de peine por cantidad de muestra. Novel juice (Reactivo de tincion de ADN). El tamafio
del peine depende de la cantidad de muestras que se analizan.

Peine grande

Peine pequefio

Muestra

5 ml de ADN

4 ml de ADN

Novel juice

1.5ml

1ml
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Figura 6. Transiluminador E300. Modificado de: https://www.ddbiolab.com/article/062779

Amplificacion del gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa | (COl):

Las amplificaciones se llevaron a cabo en el laboratorio de Codigo de Barras del
Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR-Unidad Chetumal), usando el primer de zooplancton de
Prosser et al., 2013, (Tabla 2):

Tabla 2. Primers a partir del ADN del zooplankton. (Primers utilizado del ADN del zooplancton, donde se
describe las secuencias 5’ 3°).

Primer Secuencia (5" —3) Referencia
ZplankF1 t1 tgtaaaacgacggccagtTCTASWAATCATAARGATATTGG | Prosser et al. 2013
ZplankR1_t1 caggaaacagctatgacTTCAGGRTGRCCRAARAATCA Prosser et al. 2013

La purificacion de los productos de PCR positivos y la secuenciacion de las muestras
se realiz6 en Macrogen Inc, Seul, Corea del Sur.

El proceso de amplificacion de las muestras se llevd a cabo de acuerdo con la
metodologia de Prosser et al., (2013). Para la amplificacion de las muestras se preparo la reaccion
con un volumen final de 12.5 pl, incluido el ADN. La reaccion contenia dihidrato de D-(+)-
trehalosa al 10 % (Fluka Analytical), 1 x PlatinumTaq buffer (Invitrogen), 50mM MgCl>
(Invitrogen), 10 Mm dNTP (KAPA Biosystems), 10 uM de cada cebador, 0.3 U de PlatinumTaq
(Invitrogen) y 2 pl de ADN. Posteriormente, durante 1 minuto las reacciones se ciclaron en un
termociclador a 95°C por 1 min, seguido de cinco ciclos de: 94°C durante 40 s, 45°C durante 40
s, 72°C durante 1 min; luego 35 ciclos de: 94°C durante 40 s, 51°C por 40 s, 72°C por 1 min, y
una extension final de 72 °C por 5 min. Los productos de la PCR se visualizaron en un gel de

agarosa al 2% utilizando un sistema de electroforesis de agarosa prefabricada E-Gel95
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(Invitrogen). Por ultimo, fueron seleccionados los productos de PCR visualmente positivos para

la secuenciacion.

Anélisis de datos

Para la limpieza y el filtrado de las secuencias primero se eliminaron los extremos de
baja calidad de las secuencias, los fragmentos de buena calidad se ensamblaron, y se alinearon en
el programa Codon Code Alligner. Para preparar los archivos para los andlisis estadisticos se
exportaron las secuencias en formato FASTA al programa MEGA v.5; (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis).

Para confirmar la identidad taxonémica de las secuencias amplificadas, se utilizo la
funcién de BLAST en el banco de datos genéticos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las secuencias limpias y de buena calidad se
compararon con el fin de encontrar homologia con secuencias de otros organismos de la especie
O. maya o sus congéneres (Ledn, 2015).

Para determinar los patrones geograficos de diversidad genética primero se
identificaron los diferentes haplotipos en el programa DnaSP 5.10 (Librado y Rozas, 2009), y se
generaron los archivos de entrada para realizar los andlisis de diversidad genética mediante los
indices de diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (n) de Tajima & Nei. Para estimar la
estructura genética poblacional, se realizé un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) que es
un método estadistico que se basa en el analisis de varianza de las frecuencias genotipicas para
probar diferencias genéticas entre grupos o poblaciones (Tripp, 2009) y un Andlisis de Varianza
(ANOVA) que es un metodo estadistico que determina la existencia de diferencias significativas
entre la media de varios grupos (Data Analytics Core Group, 2020 y Excoffier et al. 1992),
utilizando una matriz de distancias euclidiana cuadrada definida que contiene el nimero de alelos
diferentes entre dos haplotipos y basado solo en las frecuencias alélicas (Michalakis and
Excoffier, 1996), en el programa Arlequin v.3.5.1.2. Adicionalmente se calculé del estadistico de
F global convencional a partir de las frecuencias de haplotipos y se calcularon para ambos
modelos estadisticos las comparaciones de pares de muestras para identificar diferencias entre

localidades.
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Finalmente, para representar las relaciones genealdgicas entre las secuencias de ADN
de O. maya se construyo la red de haplotipos con el programa PopArt
(https://popart.maths.otago.ac.nz/download/).
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7. Resultados

De las salidas al campo se muestrearon 10 individuos de Champoton; 20 de Celestiny 9
de Holbox. (Figura 7).

{ - - ) g .. rr"\:,

Figura 7. Individuos capturados de Holbox, Quintana Roo (izquierda) y Champoton, Campeche
(derecha). Fotografias tomadas por Levita Sanchez Lépez.

CN= control negativo
CP= control positivo

PCR con primers de zooplancton y
4 microlitros de ADN

Figura 8. Primeros datos de la amplificacion con PCR. Las bandas blancas debajo de los nimeros
indican que el ADN se amplificé correctamente.

pag. 33



De las 39 muestras recolectadas todas se amplificaron y fueron secuenciadas. Durante el
andlisis de las secuencias de ADN se eliminaron 3: dos de Champoton y una de Holbox por baja
calidad. Por lo tanto, para los andlisis genéticos solo se utilizaron 36 secuencias en total.

7.1. Andlisis genéticos

7.1.1. Variabilidad haplotipica

En total se registraron 21 haplotipos: 8 en Champoton, 10 en Celestin, 6 en Holbox. El
haplotipo 10 se compartié entre Celestin y Holbox; y los haplotipos 1y 2 se compartieron entre
Celestin y Champoton (Figura 9).
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Figura 9. Mapa de distribucion geografica de los haplotipos identificados en cada sitio de estudio.
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7.2. Diversidad genética

Se registraron altos valores de diversidad haplotipica. En el sitio de Champoton se
encontré el mayor namero de sitios polimorficos, y los valores mas altos de diversidad

haplotipica y diversidad nucleotidica (Tabla 3).

Tabla 3. indices de diversidad genética. Analisis a nivel intrapoblacional de O. maya con el gen
mitocondrial COI. Asterisco y negritas (*) indican valores altos de hy 7.

Diversidad
No. de Sitios No. Diversidad nucleotidica
Sitio individu polimorfico haplotipos haplotipica/genética ()
0s s por sitio (h) Tajima &Nei
Celestun 19 9 10 0.8596 0.002676
Holbox 7 4 6 0.9524 0.002419
Champotén 10 11 8 0.9556* 0.004875*

7.3. Estructura genética

Los resultados del Andlisis de Varianza (ANOVA) basado en frecuencias haplotipicas,
mostraron que el mayor porcentaje de variacion se encuentra dentro de las poblaciones (94.84%).
El indice de fijacion Fst fue bajo pero significativo (Fst=0.05, p=0.02), lo que sugiere la
existencia de flujo restringido y por consecuencia una estructuracion genética en las poblaciones

de O. maya en el sureste del Golfo de México (Tabla 4).

Tabla 4. ANOVA, a partir de las frecuencias de los haplotipos. Asterisco y negritas (*) indica el mayor
porcentaje de variacion.

Componentes
Fuente de variacion Grados de Sumade de la
libertad cuadrados varianza Porcentaje de variacion
Entre poblaciones 2 1.439 0.02458 Va 5.16
Dentro de
poblaciones 33 14.894 0.45133 Vb 94.84*
Total 35 16.333 0.47591

Los resultados de las comparaciones pareadas entre localidades mostraron que los sitios

que presentan un significativamente bajo flujo genético fueron Holbox y Celestin. Mientras que
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las demas comparaciones entre sitios presentaron valores bajos de Fst y no significativos (Tabla
5).

Tabla 5. Comparaciones de pares de muestras de poblacion. Valores de Fst por pares de poblacion
(diagonal inferior) y valores de p (diagonal superior). Asterisco y negritas (*) indican comparaciones con
significancia estadistica.

Nombre del sitio  Celestin Holbox Champotdn
Celestin 0 0.04505 * 0.14414
Holbox 0.07178 0 0.14414
Champoton 0.03970 0.04595 0

Los resultados del AMOVA basados en una matriz de distancia genética definida,
también mostraron un mayor porcentaje de variacion dentro de poblaciones (75.8%). El indice de
fijacion Fst fue significativo (Fst=0.24, p<0.05) (Tabla 6), lo cual refuerza los resultados
registrados en el ANOVA de diferenciacion genética significativa entre las poblaciones de O.
maya en el sureste del Golfo de México.

Tabla 6. Resultados Andlisis de Varianza Molecular basado en una matriz de distancia genética
definida. Asterisco y negritas (*) indica el mayor porcentaje de variacion.

Grados de Sumade Componentes de Porcentaje de
Fuente de variacion  libertad cuadrados la varianza variacion
Entre poblaciones 2 10.249 0.36478 Va 24.2
Dentro de poblaciones 33 37.695 1.14229 Vb 75.8*
Total 35 47.944 1.50707

Los resultados de las comparaciones pareadas entre localidades mostraron que la
existencia de diferencia genética significativa estd presente entre todos los sitios (Tabla 7),

presentaron valores altos de Fst.

Tabla 7. Comparaciones de pares de muestras de poblacion. Valores de Fst por pares de poblacion
(diagonal inferior) y valores de p (diagonal superior). Asterisco y negritas (*) indican comparaciones con
significancia estadistica.

Nombre del sitio Celestun Holbox Champotén
Celestin 0 0* 0*
Holbox 0.32394 0 0*
Champoton 0.18211 0.2571 0
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7.4. Red de haplotipos

La red haplotipica fue construida a partir de 21 haplotipos obtenidos de 36 secuencias de
la region COIl. Los 21 haplotipos indican alta diversidad haplotipica respecto a las secuencias
estudiadas. Tres haplotipos fueron los de mayor frecuencia para cada sitio estudiado: el haplotipo
1y 2 se compartio entre Celestiun y Champoton, y el 10 se compartio entre Celestin y Holbox.
La mayoria de los haplotipos son privados, es decir, se presentan en un solo sitio y solo 3
haplotipos estan compartidos en las 3 poblaciones. Se observan pocas conexiones de haplotipos
entre sitios, sin embargo, en cada sitio hay conexiones, es decir, de un haplotipo se generan mas,
formando 2 subgrupos (A y B); representando una estructura expandida de toda la red similar a
un Star-like network (red estelar). EI subgrupo B nos muestra que los haplotipos 1 y 2 tienen

mayores conexiones y mas pasos mutacionales (Figura 10).

1 sange

Hap_17 O Cel
O  Holb
O Cham

Figura 10. Red de haplotipos generado en el programa PopArt. Los haplotipos estan representados con
circulos y los sitios de estudio en colores: Azul: Celestun; Verde: Holbox; Morado: Champoton. El
tamafio de cada circulo determina la frecuencia de los haplotipos en cada sitio. Las lineas transversales
representan los pasos mutacionales entre ellas.
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8. Discusién

8.1. Diversidad genética

De las 36 secuencias de buena calidad que se obtuvieron en el presente estudio se
detectaron 21 haplotipos, lo que indica una alta variabilidad genética con relacion al tamafio de
muestra. No obstante, las frecuencias de los haplotipos fueron bajas. En otros trabajos donde se
ha encontrado el mismo resultado como el de Tello et al., (2021), sugieren que la baja frecuencia
genética indica la estabilidad de la especie, es decir, que no ha presentado eventos geneticos
recientes.

Los resultados de diversidad genética sugieren que hay diversidad dentro de cada sitio.
Champoton present6 el mayor valor de diversidad haplotipica y nucleotidica, lo cual resalta ya
que este no fue el sitio con mayor tamafio de muestra (n=10). Celestin, a pesar de haber
presentado el mayor nimero de secuencias (n=20) presentd los menores valores de diversidad
haplotipica y nucleotidica. Otros trabajos como el de Tello et al., (2021), quienes hicieron
andlisis enzimaticos en nueve poblaciones de la Peninsula de Yucatan con O. maya, también
reportaron la existencia de diversidad dentro de las poblaciones, con un valor de heterocigosidad
de 0.1142 siendo el mas bajo en su estudio, y valores de polimorfismo de 34.6154% para

Celestin y 26.9231% para Sabancuy, con un valor promedio global de 29.6190%.

8.2. Estructura geneética de O. maya

Los resultados del ANOVA y AMOVA mostraron diferenciacion genética significativa
entre las poblaciones, lo que sugiere un limitado flujo genético en la regién del sureste del Golfo
de México. Los resultados de las comparaciones pareadas en ANOVA mostraron que entre la
localidad de Celestun y Holbox existen diferencias genéticas significativas, a partir de las
frecuencias de los haplotipos. Por su parte, en las comparaciones pareadas de AMOVA las tres
localidades presentaron diferencias significativas, basado en una matriz de distancia genética. En
el estudio realizado por Juarez, (2011), en Sabancuy, Campeche, Sisal, Dzilam y Rio Lagartos en
la Peninsula de Yucatan, mostraron resultados contrastantes al presente trabajo, ya que ellos no
reportan estructura genética entre sus poblaciones. Esta diferencia puede deberse a diferentes

factores como una mayor cantidad de numero de muestras empleado en el estudio de Juarez.
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También puede estar asociado al marcador que emplearon, ya que ellos usaron microsatélites, 1os
cuales presentan mayor variabilidad intraespecifica, y presentan sefiales genéticas mas recientes
(Juarez, 2011 y Universidad Tecnoldgica de Pereira, 2015). EI marcador genético mitocondrial
COl presenta varias caracteristicas: se hereda por via materna (Varela, 2016), tiene una baja tasa
de mutacion en cefalopodos y muestra menor diversidad en comparacion con otras especies
(Carvajal et al., 2022). Estas propiedades sugieren que nuestros resultados podrian reflejar
sefiales genéticas de origen mas antiguo. Por lo tanto, se sugiere incluir otros marcadores en estos
estudios para complementar la informacion de los patrones genéticos de las poblaciones

estudiadas.

8.3. Factores que influyen en la estructura genética poblacional de O.
maya

Se sugiere que la estructura genética reportada en el presente estudio puede estar
relacionada con el origen de las poblaciones, como es mencionado en el estudio de Juarez et al.,
(2012) sobre relaciones filogenéticas de O. maya. Los autores realizaron un analisis con las
secuencias de los especimenes de Sisal, Yucatan con los genes ARNr 16 S y COI. Sus resultados
indican que la secuencias se agruparon con los pulpos del Pacifico oriental usando ambos
marcadores (ARNr 16S y COI); con el gen COI realizaron un arbol de los genes concatenados
con las secuencias, los resultados indicaron que la divergencia estimada de esta especie fue de
hace 5y 2,5 millones de afios, proponen que O. maya tuvo origen durante la formacion del istmo
de Panama, cuando las cuencas del Pacifico y el Atlantico se separaron. Sugieren que los estadios
larvales durante la primera etapa de vida es el estado ancestral, por lo que apoyan la idea de que
la especie O. maya se cre6 durante este accidente geografico y es que, el pulpo maya no presenta
etapa larval, a diferencia de otras especies del mismo género que poseen estadios larvales y
poslarvales. La diferencia genética encontrada entre las poblaciones puede deberse al origen de
las poblaciones, como se mencioné antes, las poblaciones de O. maya se pudo derivar por un
accidente geografico. La estructura genética observada en el estudio puede ser de hace millones
de afos, sin embargo, hay estudios actuales que muestran la existencia de flujo genético entre
ellas, como los estudios de Tello et al., (2021) y Cabrera et al., (2012), quienes mencionan que

puede deberse a la migracion entre poblaciones, derivandose de un comportamiento reproductivo,
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por consiguiente, se sugiere que las poblaciones de O. maya se han estado conectando a partir de
millones de afios.

La estructura genética reportada puede estar relacionada a, como lo indica Arreguin et
al., (2000), que esta especie no posea larvas planctonicas en su ciclo reproductivo, por lo que, no
se dispersan a distancias largas, sino que permanecen en el sitio donde eclosionaron. Sin
embargo, se sugiere que, durante la época de reproduccion, los individuos de diferentes
poblaciones puedan encontrarse formando agregaciones reproductivas, lo cual puede explicar la
poca conectividad que se reporto en el presente estudio. Otro punto importante son las corrientes
marinas, Carballo, (2016) menciona la inexistencia de corrientes marinas superficiales en la
Peninsula de Yucatan, las unicas corrientes superficiales se encuentran en Campeche y Quintana
Roo, es decir, a extremos de la Peninsula de Yucatan. Mientras, Expdsito et al., (2009); Carrillo
et al., (2015) y Secretaria de Manejo Reserva de la Biosfera Caribe Mexicano, (2019) mencionan
que en el Mar Caribe domina la Corriente del Caribe que corre de sur a norte, cuando pasa por el
canal de Yucatan recibe el nombre de Corriente de Yucatan, provocando que las masas de agua
que circulan por las profundidades tengan que ascender, trayendo consigo los sedimentos del
fondo y aflorando finalmente sobre la extensa plataforma continental del norte y occidente de la
Peninsula de Yucatan, dicha corriente es calida fuerte y persistente, de la misma manera, en el
Mar Caribe converge la Corriente del Lazo, siendo la principal fuerza motriz para la entrada de
agua oceanica y este inicia por el estrecho canal de Yucatan e ingresa al Golfo de México. Asi
mismo, en el Golfo de México la corriente del Lazo origina remolinos ciclonicos y anticiclénicos.
Por ultimo, Carrillo et al., (2015) mencionan que al caracterizar las rutas regionales de transporte
de superficie, desplegando diecisiete drifters (boyas derivantes) rastreados por satélite ARGOS,
que posteriormente fueron liberados durante los cruceros de marzo de 2006 y enero de 2007,
concluyeron que la circulacion en el Sistema Arrecifal Mesoamericano se pude caracterizar por
tres regiones: una region norte con una corriente de Yucatan bien definida, una regién sur con
flujo débil hacia el sur y una region de transicion donde la corriente de Caiman impacta sobre la
Peninsula de Yucatan, parte de sus resultados revelan la trayectoria de los drifters en esas
regiones, uno de ellos muestra la trayectoria hacia la corriente de Yucatan, desviandose al oeste,
frente a la Peninsula de Yucatan. Esto indica la existencia de corrientes en la Peninsula de
Yucatan, no obstante, es unidireccional y el transporte de agua es débil. Asi pues, se sugiere que

las corrientes no tienen un efecto significativo en la dispersion, ya que, al no poseer paralarvas, la
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intensidad de las corrientes no los transporta como individuos recien eclosionados, sino que
podria retenerlos. Cabe sefialar, que la especie se desarrolla en la plataforma continental de la
Peninsula de Yucatan (Albarran, 2010), es decir a un maximo de 60 m (Instituto Nacional de
Pesca, 2014), donde dicha corriente tendria poca influencia.

Otro factor importante a sugerir es el momento de la formacion de la Peninsula de
Yucatén, siendo este hace 200 millones de afios. El bloque de Yucatan se encontraba hundido en
el Cretécico, se desplazd hacia el sur durante el jurdsico temprano y medio, al término del
Calloviano este bloque empez6 a recibir sedimentos marinos en posicion norte, a finales del
tridsico se detuvo el movimiento del blogue, teniendo la posicion actual que ahora conocemos
(Carballo, 2016), con esto se puede argumentar que las poblaciones de O. maya se fueron
integrando y adaptandose a las costas de la Peninsula de Yucatan. La peninsula de Yucatan
cuenta con un sistema de control de temperatura, es decir, una surgencia de agua fria hacia la
plataforma, lo cual provoca que, incluso en verano, en la zona frente a este estado el agua del
fondo se mantenga entre los 22 y los 26 °C, por lo mismo es que estas poblaciones de pulpo han
permanecido en toda esta area geogréafica, ya que ellos son sensibles a la temperatura (Rosas,
2024).

8.4. Manejo pesquero

La explotacion pesquera del pulpo maya no podria influir en la estructura genética
observada en el estudio, ya que dicha estructura genética parte de millones de afios. No obstante,
esta especie ha sido explotada desde hace varios afios, tal como se menciona en el estudio de
Arreguin et al., (2000), quienes, basandose en la temporada de pesca de 1994, concluyen que
durante esta temporada la especie fue plenamente explotada, por lo que sugirieron necesario
controlar la mortalidad de pesca.

Aunque los resultados del presente estudio no estan relacionados con la explotacion de
la especie, se ha reportado que la sobreexplotacion y los métodos de pesca estan afectando las
poblaciones actuales de O. maya. Cabrera et al., (2012) menciona que las poblaciones estan
distribuidas con base a un gradiente de tallas que se presenta mas a escala intra-anual, donde los
organismos mas pequefios habitan en aguas costeras en Campeche y Celestln, en cuanto a los

que son mas grandes se encuentran desde el Rio Lagartos hasta Contoy en aguas mas profundos.
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8.5. Red de haplotipos

La diversidad de haplotipos es alta comparada con lo reportado en el estudio de Puentes
(2021), quien reporté menores valores de diversidad haplotipica con la especie O. insularis en el
Caribe Colombiano. Sin embargo, la diversidad haplotipica en nuestro estudio es baja en
comparacion con Quinteiro et al., (2020), quien estudio el complejo O. vulgaris.

Existe alta frecuencia en 3 haplotipos, lo que podria sugerir que las poblaciones se
expanden con lentitud. Las conexiones entre haplotipos son limitadas (Quinteiro et al., 2020),
estos resultados son congruentes con el bajo flujo genético encontrado, por lo que se sugiere que
la poblacion no ha alcanzado el tiempo suficiente para diversificarse.

La red haplotipica muestra una estructura similar a una red estelar (Stefenon et al.,
2019), lo que indica que de un haplotipo de alta frecuencia se generan otros de baja frecuencia,
indicando que la poblacion estd en expansion. No obstante, las secuencias son del ADN
mitocondrial, por lo que dicha expansion es lenta en esta especie (Carvajal et al. 2022). La red
muestra una historia evolutiva compleja (Figura 10), de la cual se podria sugerir que el haplotipo
1 es el mas ancestral de donde se derivan haplotipos con mas pasos mutacionales y el haplotipo 2
muestra ser el central, de este se derivan mayores haplotipos y es el de mayor frecuencia.

Holbox puede ser un sitio que posiblemente esta aislado, se sugiere que se debe a una
barrera ecoldgica, como pudiera ser la temperatura en el habitat, Cabrera et al., (2012) mencionan
que la especie tiene un comportamiento reproductivo, por lo que O. maya para reproducirse se
mueve hacia areas con temperaturas optimas.

Es importante tomar en cuenta que el tamafio de muestra del estudio para construir la red
es menor al recomendado para representar adecuadamente la diversidad genética de la poblacion,

ya que las redes haplotipicas son de gran tamafio, como en el estudio de Puentes (2021).
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9. Conclusion

Los resultados de diversidad genética indicaron que existe alta diversidad en todas las
poblaciones. Sin embargo, se encontraron bajas frecuencias haplotipicas, esto puede explicarse
debido al bajo nimero de muestras en cada localidad.

Los resultados obtenidos con el marcador mitocondrial COI indicaron que existe
diferenciacion genética entre las poblaciones de O. maya de la zona costera de la Peninsula de
Yucatan, que es donde se distribuye esta especie. Por lo cual podemos sugerir que el flujo
genético es restringido.

El patron de estructura genética que encontramos en este estudio mostro ser significativo
entre las tres poblaciones, lo cual sugiere que las poblaciones de O. maya en la Peninsula de
Yucatan no forman una unidad genética poblacional. Nuestros resultados fueron contrastantes
con otros autores que han estudiado las poblaciones de O. maya en la misma region, esto podria
deberse al marcador genético empleado, mientras los estudios donde utilizan marcadores
microsatélitales reflejan sefiales genéticas recientes, estudios que incluyen marcadores
mitocondriales, como el gen COI, muestran informacion genética historica.

Los resultados de la red haplotipica sugieren que las poblaciones del pulpo maya se
expanden lentamente y los individuos migran entre poblaciones.

Para futuros estudios se recomienda aumentar el nUmero de muestras y sitios que puedan
aportar mayor robustez a los resultados y complementar con otros marcadores para obtener
mayor informacién para el manejo adecuado de esta especie comercial en la Peninsula de

Yucatan.
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