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RESUMEN

Stomolophus meleagris o medusa bola de cafién se identifica por su color azul, sin
embargo en la naturaleza se han encontrado organismos que presentan distintos patrones
de coloracion aunque a la fecha no existe ningiin reporte genético de la especie en
relacién a estas coloraciones. Mediante un permiso de pesca de fomento, en el estado de
Sonora, el CIBNOR inicid investigaciones sobre la especie considerandola un recurso
con potencial de desarrollo pesquero. Durante las campafias de muestreo se observaron
frecuentemente diferentes coloraciones en S. meleagris, particularmente en la regién de
Las Guasimas y Bahia de Kino. Al no contar con reportes genéticos ni taxondmicos de
estas variaciones en el color, esté trabajo tiene la finalidad de establecer si los fenotipos
observados en S. meleagris en Las Guasimas y Bahia de Kino, Sonora, corresponden a
diferentes o a una misma especie, aportando asi al conocimiento de la especie y
proporcionando algunos elementos de uso legal en la pesqueria. Se realizaron colectas
en Abril y Mayo (2008) en la region de Las Guéasimas y en Junio (2009) en Bahia de
Kino. En cada colecta se registraron los datos de cada organismo asi como las variables
fisicoquimicas del agua (temperaturas superficiales de agua, salinidad, oxigeno disuelto,
clorofilas y nutrientes -fosfatos, nitratos y nitritos-). Se purifico ADN total de tejidos
fijados en etanol al 70%; se amplificaron varias regiones del mtDNA (12S y COI) y
nDNA (ITS1). Las secuencias obtenidas (COI y 12S) se cotejaron en NCBI mediante
Blast, se editaron (DNAMAN) y alinearon (Clustal X) para los analisis de estructura
genética (Mega y Arlequin) y las relaciones evolutivas (PAUP). Para determinar
correlacion entre los parametros fisicoquimicos y la distribucidon de los fenotipos, se
realizaron andlisis de regresion lineal, finalmente, se aplico la técnica de PCR-RFLP
(ITS1) para determinar posible estructura genética, por fenotipo y localidad. Los
fenotipos blanco y azul se encontraron en Abril (el fenotipo azul fue mas abundante); en
Mayo, el fenotipo blanco no se encontr6. Un tercer fenotipo morado, se presentd
tinicamente durante Junio 2009. Se encontré una correlacion (R* = 0.87) entre la
presencia de medusas blancas con los registros mas bajos de temperatura (23.5°C). El
analisis de las secuencias obtenidas para los genes COI y 128, revelaron que los
fenotipos encontrados, en la distribucion de la especie (azul, blanco y morado), no
presentan diferencias a nivel de especie. El analisis PCR-RFLP del fragmento ITS1, no
revelo estructura poblacional, ni por fenotipo ni por localidad, concluyendo que las
variantes en pigmentacion observadas en la distribucion de S. meleagris en las costas del
estado de Sonora, corresponden a un claro caso de plasticidad fenotipica.

Palabras claves: Stomolophus, Sonora, fenotipos.



I. INTRODUCCION

Las medusas forman parte de la base evolutiva de los metazoarios al poseer
estructuras primitivas, las cuales nos permiten entender la variacion morfologica de
especies existentes. Ademds participan de manera muy importante en las cadenas
troficas, como depredadores voraces, por lo que su aparicion en regiones donde no se
habian observado con anterioridad y su aumento significativo en abundancia en regiones
con registros previos, ha generado una gran incertidumbre sobre la causa de este
fenomeno. Aunado a esto, las pérdidas ocasionadas a la industria pesquera por la
aparicion de estos organismos ha llevado a gobiernos y comunidad cientifica a generar
lineas de investigacion para encontrar respuestas y soluciones a los multiples problemas
que se presentan.

A nivel mundial, el desarrollo del conocimiento sobre las medusas se ha
enfocado basicamente a aspectos bioldgicos y, en algunos casos, filogenéticos. La
genética en la biologia a fortalecido el conocimiento de las especies y sobre su evolucion
permitiendo entender de forma mas clara el comportamiento de los organismos y su
adaptacion al ambiente. Se ha observado que las especies presentan diferentes formas y
patrones de pigmentacion, poniendo en duda la utilizacion tnica de los aspectos
morfoldgicos, como base fundamental de su clasificacion sistemética y taxondmica,
utilizando consecuentemente algunos aspectos genéticos para poder explicar este

fenomeno.



En México, las investigaciones sobre este grupo de organismos no consideran
aspectos genéticos, sin embargo, se ha observado una diversidad de coloraciones en la
distribucion natural de Stomolophus meleagris o medusa bola de cafion.

En el estado de Sonora ésta especie esta considerada como un recurso pesquero
potencial, sin embargo, se han observado tres patrones diferentes de coloracion, blanca,
azul y morada, sin que a la fecha se haya determinado si se trata de la misma o de varias
especies.

El presente estudio aborda la problematica mencionada con anterioridad debido a
que no existen reportes genéticos sobre S. meleagris, donde yace la importancia de este
trabajo, complementando los estudios bioldgicos y pesqueros existentes a la actualidad.

Este estudio aborda primero la informacién bioldgica (ciclo de vida, taxonomia,
distribucion, aprovechamiento), asi como un recuento de las investigaciones realizadas
sobre S. meleagris tanto a nivel mundial como en Sonora. Posteriormente se aborda
metodologia y resultados, determinando que las coloraciones observadas en la costa

central de Sonora corresponden a variaciones en la plasticidad fenotipica de la especie.



II. ANTECEDENTES

Los cnidarios son un filo muy extenso de organismos acuaticos, que incluye
hidras, medusas, anémonas de mar y corales; son los organismos mas conspicuos y de
mayor importancia en los ecosistemas de arrecifes coralinos. Presentan caracteristicas
unicas como una cavidad gastrovascular, sistema nervioso primitivo, son dibldsticos por
tanto tienen solo dos hojas embrionarias (ectodermo y endodermo) y presentan ademas
organizacion por niveles de tejidos.

Las clases del filo son Hidrozoa (Physalis, Obelia, Hidra, entre otras),
Scyphozoa (Aurelia o medusa luna, Linuche, entre otras), Cubozoa (Chironex,

Chiropsalmun, Mastigias, entre otras) y Anthozoa (anémonas) (Harley-Miller, 2001).

I1.1.Las Medusas (Clase Scyphozoa)

II.1.1. Generalidades

Todos los miembros de la clase Scyphozoa son de origen marino, se conocen
como medusas verdaderas. Durante su ciclo de vida, las medusas presentan dos
estructuras caracteristicas de los cnidarios: la fase pdlipo y la fase medusa (Fig. 1).

La fase polipo es sésil, se presenta como un tallo cilindrico cuyo extremo oral se
dirige hacia arriba y porta la boca y tentaculos; el extremo opuesto permanece fijo al

sustrato (Fig. 1A).



La fase medusa (Fig. 1B y 2) se presenta con el cuerpo en forma de campana,
con la parte convexa hacia arriba y la boca concava; los tentaculos cuelgan a partir del
borde de la campana (Barnes y Ruppert, 1977). Son organismos de vida libre, nadando o
flotando (horizontal o verticalmente), los movimientos horizontales se deben
principalmente a las corrientes, los verticales son resultado del movimiento propio del
organismo (Harley-Miller, 2001). En la mesoglea presentan células merenquimaticas

ameboideas (Fig. 3).

A B
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Figura 1. Representacion esquematica de la fase pdlipo (A) y la fase medusa (B) de los
cnidarios (tomado de Curtis, 2000).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de la estructura de las medusas (boca,
cavidad digestiva o gastrovascular, y tentaculos) y los cnidoblastos (tomado de

Harley-Miller, 2001).
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Figura 3. Representacidon esquematica de la estructura de la campana en medusas
Scyphozoa, donde se sefialan las diversas estructuras y tipos de tejidos (tomado
de Harley-Miller, 2001).



II.1.2. Clasificacion Taxonomica

En la clase Scyphozoa, se encuentran las medusas con consistencia rigida (orden
Rhizosotomae), donde se ubican las medusas de mayor importancia comercial en Asia
(Omori y Nakamo, 2001). Dentro de los Rhizostomos, se encuentra la familia
Stomolophodiae, a la cual pertenece el género Stomolophus spp. Stomolophus meleagris
ha sido utilizada durante décadas para consumo humano en Asia; su taxonomia es la

siguiente (Harley-Miller, 2001):

Reino Animalia
Phylum Cnidaria
Clase Scyphozoa
Orden Rhizostomae
Familia Stomolophidae
Género Stomolophus

Especie meleagris

11.2. Stomolophus meleagris

Las medusas Scyphozoa, y en especial S. meleagris, han sido poco estudiadas a

nivel taxondmico y ecoldgico (Ocafia y Goémez, 1999). Por su abundancia y

aprovechamiento pesquero, en especial en las costas de Estado de Sonora, en los ultimos



aflos se ha generado informacidn sobre la biologia de la especie en el Océano Pacifico
(Alvarez-Tello, 2007).

Esta especie se identifica por su color tipicamente azul, aunque también se han
observado en la naturaleza organismos blancos y cafés (Fig. 4)

Se distinguen de otras medusas por su longitud, ya que llegan a medir 15 cm de
largo y presentan una cubierta en forma de campana, casi redonda, bajo la cual se
observa un tronco rugoso con un orificio central donde se localizan los brazos orales
(son prolongaciones del manubrio que comunica a la cavidad géstrica), de ahi el nombre

de bola de caiién (o bala de cafién) (Lopez y Alvarez, 2008).

Figura 4. Fenotipos blanco y azul de la medusa bola de cafion, S. meleagris,
registrados en el estado de Sonora, México (tomado de Lopez y Alvarez, 2008).



I1.2.1. Ciclo de Vida

Estos organismos son dioicos, es decir, hay hembras y machos por separado; las
génadas se ubican en la cavidad gastrovascular., Los gametos pasan a la cavidad
gastrovascular cuando estan desarrollados de donde salen al exterior por la boca, por lo
que la fecundacion es completamente externa.

La fusion de los gametos forma una planula que presenta forma oval irregular y
su color es traslicido. Una vez que la planula esta libre, se adhiere a un sustrato para
cambiar a su estado de scyfistoma, donde empieza a tomar forma cilindrica y a
desarrollar los tentaculos y los bulbos (Fig. 5). Una vez que se han formado los bulbos,
comienza la fase de estrobilacion, donde los bulbos comienzan a separarse para formar
los estrobilos que daran lugar a las éfiras, que son liberadas 3.5 dias después de haber
comenzado la estrobilacion (Fig. 5).

Al ser liberadas las éfiras, da inicio la formacion de la estructura medusa: su
estomago va tomando la forma céncava y los tentaculos van creciendo. Una vez que se
ha tomado la forma de medusa, el ciclo de vida comienza de nuevo con la reproduccién
sexual (Calder, 1982).

El conocimiento de la biologia reproductiva de estos organismos es escasa, sin
embargo, se ha descrito de manera muy clara el proceso de desarrollo de los gametos

femeninos de S. meleagris y de Linuche unguiculata (Eckelbarger y Larson, 1992).
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Figura 5. Ciclo de vida general del scyfozoo S. meleagris (modificado de Calder,

1982).



I1.2.2. Distribucion y Abundancia

S. meleagris se reportado en Panama, al sureste del Atlantico, en las costas de
Estados Unidos, el Golfo de México y Baja California, México (Omori y Nakamo,
2001). Su distribucién en el Océano Pacifico oriental, ha sido reportada por Mayer
(1910). Bigelow (1914), la menciona como parte de las especies observadas en San
Diego (California) y posteriormente Kramp (1961) reportd su distribucion desde el Sur
de California hasta Ecuador (Ocafia y Gémez, 1999).

En las costas de México, S. meleagris ha sido objeto de estudio por su presencia
en bahias y lagunas desde Sonora hasta Oaxaca (Ocafia y Gomez, 1999). De 1968 a
1970, el Instituto de Biologia de la UNAM, realiz6 varios estudios acerca de la ecologia
de estuarios y lagunas costeras desde Sonora en Yavaros hasta San Blas en Nayarit,
donde se determind la presencia de esta especie. Se observd que los adultos predominan
durante el verano-otofio; mientras que las formas jovenes se observan en otras épocas
del afio, siendo la laguna de Agiabampo en la que se presentaron con mayor frecuencia y
abundancia (Gomez-Aguirre, 1991).

La distribucidn de S. meleagris se relaciona generalmente con zonas litorales y
ecosistemas lagunares de escasa profundidad, de 1 a 10 m, con salinidades entre 30 a 36
%0 y temperaturas de 21 a 28 °C. En algunas zonas la densidad de organismos puede
alcanzar hasta los 60 org/m’, y se localizan generalmente entre la zona de rompientes y
los 3 km mar adentro, formando acumulaciones en forma de franjas y manchas

irregulares o “parches” (Fig. 6).
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Figura 6. Acumulaciones naturales en forma de franjas y manchas irregulares o

“parches” de S. meleagris en Las Guasimas, Son. Temporada 2003 (Tomado de
Lépez y Alvarez, 2008).

También se ha observado una estrecha relacion entre S. meleagris y estadios
juveniles de diversas especies de peces de distribucion local (Torres et al., 2001). De
acuerdo a la clasificacion de Caddy y Griffiths (1996), la medusa bola de cafidon muestra
el tipico comportamiento de los recursos en pulsos.

Sin embargo, presenta un periodo méas o menos definido de aparicion,

localizandose los adultos entre los meses de Enero-Julio (aproximadamente durante 16 a
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25 semanas) en el area de Las Guasimas. Se ha observado que su presencia responde en
gran medida a la variabilidad ambiental, en concreto a la temperatura: incrementos de 2
°C inducen la liberacién de las éfiras a la columna de agua. También se ha observado
que la primera lluvia de verano induce el cambio en estructura y potencial
descomposicion de los organismos (Lopez-Martinez, 2006).

En el 2001, la medusa bola de cafidon fue identificada en el Sur de California y
Florida (Estados Unidos de Norteamérica) como el principal componente de la biomasa
y como una de las especies que han incrementado su importancia comercial, en
comparacion con otros invertebrados. En ese afio fue reconocida por primera vez en
SEAMAP (South Atlantic Shallow Water Trawl Survey), ya que en el Atlantico Sur de
los Estados Unidos de Norteamérica se presentaron abundancias de 19,691 individuos,
con un peso total de 9,719 kg, lo que representd mas del 4% del total de especies (y el
18% de la biomasa). No obstante, después del 2001 su abundancia ha declinando afio
con afio, como su muestra en la figura 7 (SEAMAP, 2008).

En Sonora, las investigacion realizadas por CIBNOR fueron iniciadas
formalmente el 12 de Junio del 2001, fecha en que se otorgd el permiso de pesca de
fomento a la empresa Pesquera México, S.A. de C.V. A partir de entonces, la pesqueria
de medusa ha adquirido una gran importancia a nivel regional, dado que su época de
captura coincide con los periodos de veda de otras especies mas tradicionales (Alvarez-

Tello, 2007).

12



70 + — 10

m
[ Densidad individual — 9
60 ...g@-- Coeficiente de variacion ;[ 3
L P ] g
50 — 2 -

40

30 —

20 -

Densidad (Numero/hectarea)
|
=Y
Cocficiente de variacion

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Figura 7. Densidad anual de S. meleagris reportada en las costas del Atlantico de los
Estados Unidos, durante el periodo 2001-2008 (SEAMAP, 2008).

I1.2.3. Pesqueria y Usos

Hace més de 1,300 afios China inici6 el uso medusas para consumo humano
(Omori y Nakano, 2001). Posteriormente, se unieron otros paises asidticos en su
explotacién y consumo. En la década de los 70’s, la pesqueria alcanzo tal grado de
desarrollo, que en 1982 la cosecha anual en todo el mundo sobrepaso las 116,000
toneladas y fueron valuadas en mas de $12.5 millones de ddlares. En el 2000 la Food

and Agriculture Organization (FAO) reporté que las capturas anuales sobrepasaron las
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500,000 toneladas (resultando el 10% de producto terminado), cerca del 50% de este
producto fue consumido unicamente en Japon (Lopez-Martinez, 2006).

S. meleagris consiste principalmente de agua (95%) y proteina (colageno) (5%),
es baja en calorias, sin la grasa cruda perceptible, colesterol, ni cantidades de azucar. La
medusa es rica en minerales como Na, Ca, K y Mg; sin embargo, durante su
procesamiento la medusa se vacia en sales, por lo que el producto final contiene una
cantidad alta de aluminio, en comparacion con la medusa no procesada (Peggy et al.,
2001).

En Japon, se le han atribuido valores medicinales como una cura eficaz para la
artritis, la hipertension, el dolor y ulceras. Ademds, se ha observado que tiene
propiedades para ablandar la piel y mejorar la digestidn, asi como para remediar la fatiga
y el agotamiento; estimula el flujo de sangre durante el ciclo menstrual femenino y alivia
cualquier tipo de inflamacién. Los chamanes aborigenes australianos han prescrito el
polvo de la medusa como tratamiento para las quemaduras, sin embargo, ninguna
investigacion cientifica se ha llevado a cabo para documentar la eficacia medicinal de la
medusa. No obstante, se ha supuesto que el colageno es el ingrediente que contribuye
beneficiosamente a la salud, ya que esta molécula es esencial en tejidos como el
musculo, el cartilago y el hueso (Peggy et al., 2001).

En el Golfo de California, las actividades pesqueras se caracterizan por estar
dirigidas a unas pocas especies (tradicionalmente explotadas) para las que se ha
desarrollado y esta establecido toda una infraestructura de transformacion, con el fin de

dar valor agregado al producto. Aunque para estas pesquerias tradicionales existe un
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mercado consolidado (p. ej. camaron, sardina, calamar), las capturas de estos recursos
han mostrado que los niveles de extraccion del producto no se incrementaran en forma
sustantiva en el futuro, mas bien mostraran variaciones interanuales, sin grandes
incrementos (Lopez-Martinez, 2006).

Lo anterior, ha evidenciado la necesidad de considerar la exploracién y
localizacion de recursos pesqueros potenciales como una actividad preponderante con la
finalidad de ofrecer actividades pesqueras alternativas y bien dirigidas (Lopez-Martinez,
2006).

El litoral de Sonora cuenta con una gran riqueza de especies de crustdceos,
moluscos y peces no convencionales, algunos de ellos son considerados como recursos
pesqueros de gran potencial, sin embargo, por el escaso conocimiento que existe sobre
ellos no han sido plenamente aprovechados.

En diciembre de 2004, CONAPESCA autorizd a la Pesquera México, S.A. de
C.V. el Permiso de Pesca de Fomento No. 18120303-613-03- 3387 que amparo el
desarrollo del Proyecto de Investigacion intitulado “Estimaciones de abundancia de la
medusa bola de caiidn (Stomolophus meleagris) al sur de Sonora para el establecimiento
de una pesqueria sustentable”. E1 2001 fue el primer afio de pesca de medusa en el area
de Guaésimas; sin embargo, en el 2005 y 2006 las capturas se realizaron también en el
area de Guasimas y Bahia Kino (Tabla I), asi como en la Boca del Rio Mayo y El

Choyudo, alcanzandose mas de 13,000 toneladas de captura (Alvarez-Tello, 2007).
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Tabla 1. Capturas de S. meleagris en algunos puntos de pesca del estado de Sonora
(México) durante el 2006 (modificado de Alvarez-Tello, 2007).

Materia prima

Localidad
Campana Pifion Total
Guésimas 5,668,572 kg 3,873,417 kg 9,541,989 kg
Yavaros 515,920 kg 384,732 kg 900,652 kg
Bahia Kino 1,770,917 kg 1,180,612 kg 2,951,529 kg
Total 7,955,409 kg 5,438,761 kg 13,394,170 kg

Una vez que la medusa es capturada, es llevada a la procesadora para iniciar el
proceso de obtencion de producto comestible, el cual puede variar de 3 a 30 dias, lo que
depende de las especificaciones particulares de cada cliente. Las primeras actividades en
la procesadora son separar el pifion de la campana y lavar el producto para eliminar la
suciedad. Posteriormente, se utiliza una mezcla de sal y alumbre para fijar los
compuestos nutritivos del tejido, y evitar que se deterioren por auto-lisis o por actividad
microbiana. La deshidratacion de la medusa es una labor intensiva, ya que a lo largo del
proceso el producto requiere continuamente de lavados, agitacién y recambios de sal, lo
que es ejecutado (en gran parte) de forma manual (Edwards et al., 2001).

Al final del proceso, previo al empaque, el producto se estabiliza en una
salmuera semi-saturada. El porcentaje de peso final que se obtiene del procesamiento de
las medusas frescas es de aproximadamente el 10%, con el manto y los tentaculos; este
valor puede variar de un afio a otro, y depende también de la talla de los organismos y

del proceso aplicado (Alvarez et al., 2003).
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I1.3.Analisis Genéticos

Se han realizado estudios sobre la variacion geografica de especies del género
Mastigas (Dawson y Harmer, 2003) y estudios de la ecologia de Aurelia aurita (Dawson
y Martin, 2001). Para analisis genéticos se conoce muy poco de S. meleagris, la unica
secuencia reportada en los bancos de datos internacionales (National Center for
Biotechnology Information, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) es un fragmento de la
subunidad pequefia del ARN ribosomal (GenBank AF358101), la cual se gener6 en un
estudio filogenético realizado por Collins (2002) que considero el andlisis de diversas
especies de medusas. No obstante, para otras especies de medusas existen estudios
genéticos extensos, como es el caso de A. aurita (Dawson y Martin, 2001) y Chironex
[fleckeri (Coughlan et al., 2006), asi como otras especies menos conocidas (Thorpe et al.,
2000; Dawson, 2005; Dawson, 2004; Huang et al., 2008; Holland et al., 2004; Collins,
2002; entre otros). También se han realizado varios trabajos acerca de diferencias
morfoldgicas entre especies de medusas de los géneros Mastigas (Dawson y Hammer,
2003 y Dawson, 2005) y Casiopea, en los que se ha encontrado que las diferencias son
tan insignificantes que podria tratarse de especies cripticas o hermanas (Holland et al.,
2004).

Este trabajo tiene importantes implicaciones, no solo en lo que se refiere a
generacion de conocimiento cientifico, sino también desde el punto de vista legal de una
pesqueria sustentable para la especie, debido a su importancia como recurso pesquero y

las diferentes coloraciones que presenta en la naturaleza, planteando cuestionamientos
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sobre comportamiento, adaptacion, estructura poblacional, entre otros, los cuales son

importante tomar en cuenta para la elaboracion de un plan de manejo de la especie.

III. HIPOTESIS

En la costa central de Sonora se han observado en Stomolophus meleagris tres

patrones de coloracion diferentes, los cuales se han asociado a variables ambientales, por

lo que estas coloraciones corresponden a poblaciones con caracteristicas genéticas

distintivas de una misma especie 0 estos patrones corresponden a diferentes especies.

IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo General

Determinar si los fenotipos (azul, blanco y morado) de la medusa bola de cafién

(Stomolophus meleagris) presente en Las Guasimas y Bahia de Kino, Sonora,

corresponden a una misma especie.

IV.2. Objetivos Particulares

Evaluar fragmentos de ~660 pb del gen Citocromo Oxidasa subunidad I (COI).
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Estimar la diversidad genética de S. meleagris en Las Guasimas y Bahia de Kino,
Sonora.

Determinar la estructura genética de S. meleagris a escala local.

Determinar si existe correlacion entre la distribucion de los fenotipos azul y blanco, en

Las Guasimas, y los parametros fisicoquimicos.

V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Colecta de Organismos

Los organismos se colectaron en las localidades de Bahia de Kino, Las Guasimas
y Yavdaros (para determinar estructura genética) en el estado de Sonora (México),
mediante colecta directa con redes de cuchara de 5. Se hicieron registros de localidad,
arte de colecta, colector, coordenadas geograficas, temperatura superficial del agua,
salinidad y oxigeno disuelto; se tomaron muestras de agua de mar a una profundidad
aproximada de 1 metro para la determinacidn de clorofilas (productividad primaria) y
nutrientes (fosfatos, nitratos y nitritos). Los organismos se conservaron en fresco y se
mantuvieron en hieleras con agua de mar fria (enfriada con bolsas de hielo) durante su
transporte al laboratorio especializado de pesquerias en la Unidad Guaymas del
CIBNOR. En Guaymas, se tomaron datos morfométricos, fenotipicos y los organismos

se documentaron mediante fotografia digital.
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Posteriormente, cada ejemplar se disecciond con un bisturi, tomando
aproximadamente 10 gr de tejido de la campana que se colocaron en frascos de
polipropileno de 250 mL. El tejido se fij6 con etanol al 70% diluido con agua de mar, en
proporcidn 1:2 (v/v) durante 24 horas, posteriormente se realizo un recambio de alcohol
del 100%. Las muestras fijadas se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su

procesamiento para la extraccion del ADN total.

V.2. Extraccion y Purificacion de ADN Total

Para elegir el protocolo de extraccion optimo para el aislamiento de ADN a partir

de muestras de tejido preservadas en etanol al 70%, se realizaron pruebas con diferentes

protocolos reportados en la literatura (Tabla II).

Tabla II. Lista de protocolos de extraccion de ADN total ensayados.

PROTOCOLO REFERENCIA
CTAB 2% Berntson et al., 2001
DNAzol Chomczynski et al., 1997
Proteinasa K y RNAsa Lee, 2000
Extraccion de ADNg para peces Leyva, 2003

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico

Acetato de amonio 7.5 M

modificacion de Leyva, 2003

modificacion de Leyva, 2003
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V.3. Cuantificacion y Verificacion de la Integridad del ADN

La pureza del ADN se cuantificé y determind mediante espectrofotometria con
luz UV por el método de Warburg-Christian (1941). La integridad del ADN se verificd
en geles de TBE (TBE 10X: Tris 108 gr, 4c. Bérico 55 gr, EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mL,
aforado a un litro) agarosa al 1% pretefiidos con bromuro de etidio, llevandose a cabo
una electroforésis en una camara horizontal (Wide Mini-Sub Cell, Bio-Rad) a 70V
durante 1 hr a temperatura ambiente.

Los geles se observaron bajo luz UV y se documentaron fotograficamente
mediante el sistema UVIDoc (UVP, England). La concentracién de las muestras de
ADN se estandarizé a una concentracion final de 100 ng/uL (para las reacciones de
PCR) mediante cuantificacion a 260 mn en un Nanodrop (Mod. Nd2000, Thermo

Scientific) y ajuste del volumen con agua miliQ estéril.

V.4. Amplificacion Parcial de Genes

El ADN obtenido se usé como templado para la amplificacion de fragmentos

especificos de los genes: COI, COIII, 12S, 16S, D-Loop (regién de control) e ITS1

mediante PCR, usando los cebadores citados en la Tabla III.
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Tabla III. Relacion de cebadores usados para amplificacion de fragmentos de genes
especificos.

Region Nombre Secuencia Tamafio (pb)

co LCOI1490COIF 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ 00
I 7
HCO2198COIR 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’

L8618COIIIF 5’-CATGATAACACATAATGACCCACCAA-3’

COIII 700
H9323 5’-ACTACGTCTACGAAATGTCAGTATCA-3’
SM12F2 5’-GTCAGGTCGAGGTGTA-3’
125 SM12R2 5’-TGCACCTTCCGGTACA-3’ 200
SM16F2 5’-ACCTGTATGAATGGCA-3’
105 SM16R2 5’-CTCAGATCACGTAGGA-3’ +0
D-Loop FISHCR 5’-CWTATCATKMATGATAWG-3’ 1,000
S ITS SSU 1400F 5’-TGYACACACCGCCCGTC-3’ 1339

ITSLSUDICR 5-ACTCTCTTTTCAAAGTCCTT-3’

En cada reaccion de PCR, se mezcld 1 uL de cada cebador (forward y reverse) a
una concentracion de 10 pmol/mL. La mezcla de reaccion contenia: 1uL. de ADN (100
ng), 2 uL del coctel de cebadores, 5 uL de buffer PCR 10X, 1 uL de dNTP’s (10mM),
2.5 uL de MgSQO,, 15 puL de Enhancer (Ralser et al., 2006), 23.3 uL de agua mili-Q
estéril y 1U de Taq pol (0.2 uL). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
Corbett (Mod. CG1-96) utilizando los programas mostrados en la Tabla I'V.

Los productos de amplificacion se separaron en geles de TBE—agarosa al 2%
preteiiidos con bromuro de etidio, llevandose a cabo la electroforésis en una cédmara

horizontal (Wide Mini-Sub Cell, Bio-Rad) a 70V durante 1 hr a temperatura ambiente.
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Los geles se observaron bajo luz UV en un transiluminador y se documentaron

fotograficamente mediante el sistema UVIDoc (UVP, England).

Tabla IV. Programas utilizados para amplificacion especifica de diversos genes
mitocondriales de S. meleagris.

Gen Etapa Temperatura/Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94°C/5’ 1
COI Pre-alineamiento 94°C 1°/45°C 1°30”/72°C 1°30” 5
Alineamiento 94°C 307/45°C 1°/72°C 1°30” 35
Extension 72°C 10' 1
Desnaturalizacion 95°C/5’ 1
COII Pre-alineamiento 95°C 1°/47°C 1°/72°C 1°30” 5
Alineamiento 95°C 307/46°C 1°30”/72°C 1°30” 35
Extension 72°C 10' 1
128 Desnaturalizacion 94°C/5’ 1
D-Loop  Alineamiento 94°C 307/40°C 307/72°30” 40
168 Extension 72°C 10' 1
Desnaturalizacion 94°C/5’ 1
ITS1 Alineamiento 94°C 307/50°C 307/72°30” 30
Extension 72°C 10' 1

V.5. Purificacion y Secuenciacion de Amplicones

Los productos de PCR de los genes COI y 12S (Tabla III) fueron purificados

mediante el método de silica gel (Davies et al., 1986), y enviados a MACROGEN

(http://www.macrogen.com) para su secuenciacion en ambas direcciones por el método

de Sanger (Ausubel et al., 1992).
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V.6. Analisis de Secuencias

Las secuencias de nucledtidos se verificaron visualmente a partir de los
electroferogramas proporcionados por el servicio de secuenciacion. Las secuencias se
alinearon utilizando el programa Clustal W (Thompson et al., 1994) y, cuando fue
necesario, se editaron utilizando el programa MEGA4 (Tamura et al., 2007). Se
realizaron andlisis de alineamiento entre los fenotipo usando el programa DNAMAN vy
MEGAA4.

Adicionalmente, se realizaron analisis de alineamiento entre las secuencias
obtenidas en el presente estudio con aquellas reportadas en el NCBI Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Las relaciones evolutivas se determinaron utilizando el programa PAUP Ver. 4.0
(Swofford, 2000), y los andlisis de genética poblacional se realizaron utilizando el
programa ARLEQUIN Ver. 3.1. (Schneider et al., 2000).

El nivel de polimorfismo de cada localidad o poblacion se estim6 como el
nimero de sitios polimoérficos (S), diversidad génica o haplotipica (He, Nei, 1987), el
nimero medio de diferencias nucleotidicas pareadas (k, Tajima, 1983), diversidad
nucleotidica (wt, Nei, 1987).

Las divergencias genéticas pareadas entre poblaciones se estimaron utilizando el
indice de fijacion (@st, Excoffier ef al., 1992) el cual incluye informaciéon sobre la

frecuencia haplotipica mitocondrial (Weir y Cockerham, 1984).
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V.7. Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Para el analisis PCR-RFLP se tomaron 5 pL de los productos de la amplificacion
de la regiéon ITS1 (1,300 pb, Tabla III) que fueron digeridos (de acuerdo a las

instrucciones del fabricante) con las enzimas de restriccion presentadas en la Tabla V.

Tabla V. Listado de enzimas de restriccion utilizadas en el presente estudio. (Notas:
'Boehringer Manheim; “New England Bio Labs)

No. Enzima Buffer Sitio de corte  No. Enzima  Buffer Sitio de

corte

1 Alul 'BM A AG |CT 9  Hincll °"NEB3 GTY |RAC
2 BamHI 'BMB G |GATCC 10  Hinfl *NEB4 G |ANTC
3  EcoRI 'BMH G JAATC 11  Mspl ?NEB4 CC |GG
4 Hagelll 'BMM G |CC 12 Nlalll ’NEB4 CATG |
5 Hindlll 'BMB A JAGCTT 13  Xbal °NEB4 T |CTAGA
6 Pstl 'BMH CTGCA |G 14 Kpnl *NEB1 GGTAC |C
7 Sstl ‘NEBU AAT |ATT 15 Sall ~ *NEB3 G |[TCGAC

Aci *NEB 3 C |CGC 16 Ndel *NEB4 CA |TATG

Las reacciones de digestion se llevaron a cabo de la siguiente manera: 5 pL de
ADN (de un stock 1 pg/pL), 2.5 pL de 10X buffer, 0.2 pL de la enzima a probar (de un
stock 10 U/pL), y 21.3 pL de agua destilada estéril. Las digestiones se incubaron a 37°C

en un bafio Maria durante 2 hr (Sambrook y Russell, 2001). Después del periodo de
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incubacion los productos de la digestion se separaron mediante electroforésis submarina
en geles de poliacrilamida/TBE 15% (Ready Precast Gels, BioRad) usando como
referencia de movilidad el 20 bp EZ Load Molecular Ruler (BioRad). A 25 pL de cada
reaccion se le adicionaron 5 pL de LB buffer (50% glicerol, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.25
% de azul de bromofenol) y se cargaron en los geles. Las electroforesis se desarrollaron
a 70V durante 2.3 h a temperatura ambiente en un sistema de electroforesis Mini Protean
IT (BioRad). Los geles se tifieron con SYBR Gold (Invitrogen)/TBE 1X (1:50,000 v/v),
durante 30 min. Los resultados se fotodocumentaron y analizaron mediante el sistema
UVIDoc (UVP, England) determinado el nimero y tamafio de las bandas obtenidas, para

generar una base de datos de patrones de bandeo para cada poblacion y especie.

V.8. Analisis de Correlacion

Para establecer los posibles patrones de correlacion entre los pardmetros
fisicoquimicos y la presencia y/o abundancia de los fenotipos observados de S.
meleagris, se usod el método de regresion lineal usando el software Microsoft® Excel
(2007) con la generacion de graficos tipo XY, calculando las ecuaciones que las

describen y determinando el factor de correlacion (R?).
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V1. RESULTADOS

VI.1. Colecta de Organismos

Se colectaron un total de 184 organismos de tres fenotipos diferentes (patrones
de coloracion) en Abril y Mayo del 2008 y en Junio y Agosto del 2009, en los puntos de
muestreo (Tabla VI). Se documentaron los diferentes fenotipos muestreados

encontrandose el fenotipo azul como el mas abundante.

Tabla VI. Relacion de organismos muestreados, por localidad y fenotipo (blanco, azul y
morado).

Fecha Localidad Fenotipo No. de organismos
10-abril-2008 Guasimas Azul 18
11-abril-2008 Guasimas Blanco 8
14-abril-2008 Bahia Kino Azul 15
15-abril-2008 Yévaros Azul 1
16-abril-2008 Yévaros Azul 13
17-abril-2008 Guasimas Azul 7
17-abril-2008 Guasimas Blanco 33
18-abril-2008 Guasimas Azul 15
21-abril-2008 Guasimas Azul 16
21-abril-2008 Guasimas Blanco 2
25-abril-2008 Guasimas Azul 18
29-abril-2008 Bahia Kino Azul 15
30-mayo-2008 Guasimas Azul
05-junio-2009 Bahia Kino Morado

29-agosto-2009 Bahia Kino Morado
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Los organismos con fenotipo azul presentaron lunares pequefios (Fig. 8), oscuros,
generalmente en el borde de la campana; sin embargo, también se observaron organismo

de color azul intenso con campana lisa.

Lunares Sin Pifién

**No urticantes lunares corto

Figura 8. S. meleagris fenotipo azul, colectada en las Guésimas (Son.), durante Abril-
Mayo del 2008.
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En el caso de organismos de fenotipo blanco, las tonalidades observadas fueron
variadas, desde blanco—azulado y blanco-marfil, hasta blanco-café. Al igual que las
medusas de fenotipo azul, en algunos organismos blancos se observaron lunares (puntos)

pequefios, oscuros (Fig. 9).

Lunares
azulados

Pifién
pronunciado
y alargado

Sin
lunares

Tonalidades
blanco-azul y
blanco-marfil

Figura 9. S. meleagris fenotipo blanco, colectada en las Guasimas (Son.), durante
Abril del 2008.
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Los organismos con fenotipo morado fueron los mas variables, presentaron
coloraciones: 1) morada-oscura intensa, sin lunares (Fig. 10A); 2) blanca-transparente
con tonalidad morada y grandes lunares de color morado oscuro (Fig. 10B); hasta 3)
morado-transparente con abundantes lunares medianos, oscuros, en las partes media y
superior de la campana, y escasos en el borde de la campana donde se deja ver una

coloracién morada-blanca (Fig. 10C).

Figura 10. S. meleagris fenotipo morado, en sus diferentes variantes. A) morado
intenso sin lunares, B) blanco transparente con tonalidad morado y lunares oscuros
grandes, y C) morado transparente con lunares medianos oscuros en la campana.
Sitio de Colecta, Bahia Kino, Junio-Agosto del 2009.
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VI.2. Extraccion, Amplificacion, Purificacion y Secuenciacion de Genes

De las pruebas realizadas para estandarizar el protocolo de extraccion de ADN
total, se modifico el protocolo CTAB 2% descrito por Berntson ef al. (2001), logrando
los mejores resultados en pureza e integridad del ADN (datos no mostrados). El
procedimiento, se desarrolld de la siguiente manera: el tejido se digirid con 600 pL de
buffer de lisis (1.4M NaCl, 0.02M EDTA, 0.1M Tris- HCI pH 8.0, 2% CTAB y 0.2% 2
B-mercaptoetanol) y 10 pL de proteinasa K (10mg/mL). Se incubo durante 2 h a 55°C,
agitando los tubos cada 30 minutos. Posteriormente, se adicionaron 2ulL de RNAsa y se
dejé incubar durante 1 h a 37°C. Se agregaron 600 pL de una mezcla de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1, v/v) y se centrifugo a 14,000xg durante 10 min a
25°C. La fase acuosa se transfirio a tubos nuevos y se le agrego 1 volumen de etanol
absoluto para la precipitacidon de los acidos nucleicos, dejandolos toda la noche a —20°C.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 14,000xg durante 30 minutos a 4°C y el
sobrenadante se desechd. Al botén obtenido (ADN) se le hizo un lavado con etanol 70%,
centrifugando, finalmente a 17,000xg durante 20 minutos a 4°C. Para eliminar residuos
de etanol, los tubos se secaron al aire (temperatura ambiente) y el pellet resultante se re-
suspendi6 en 50 pL de TE.

Una vez realizadas las pruebas y elegido el protocolo de extraccion, se realizé la

extraccion del ADN total de las 184 muestras que se colectaron (ejemplo, Fig. 11).
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M Azules Blancas Moradas

- iy = d

L

Figura 11. Electroforésis TBE—agarosa al 1% de ADN gendémico de los diferentes
fenotipos de medusa bola de cafion S. meleagris. M, marcador de peso molecular.
Técnica de tincion EtBr.

Aunque no se pudo eliminar todo el RNA de las muestras, y estas presentaron
cierto grado de degradacion, el ADN total presento la calidad y limpieza suficiente
(valores de Abs260/Abs280 entre 1.7 y 2.0) para utilizarse como templado para la PCR.
Aunque se probaron 6 parejas de cebadores “universales” y se probaron variaciones de
algunos parametros de amplificacion (temperatura de alineamiento, tiempo de extension,
concentracion de la fuente de Mg™ y/o del templado de ADN, uso y concentracion de
mejoradores -enhancers-, cantidad de Taq polimerasa y concentracion de dNTP’s, para
cada par), solo fue posible obtener productos de amplificacidon consistentes, enfocados y
reproducibles al utilizar los cebadores que amplifican regiones especificas de los genes

12S (Fig. 12) y COI (Fig. 13) del ADN mitocondrial (mtDNA).
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Figura 12. Electroforésis en gel de TBE-agarosa al 1% de productos de PCR de
prueba de diversos oligonucledtidos y sus combinaciones (ver tablas 3 y 4). Lineas:
16s, gen 16s ribosomal; D-Loop, region control; D-Loop/12s combinacion D-Loop
forward y 12s reverse; 12s/16s, combinacion 12s forward y 16s reverse; 125, gen 12s
ribosomal; HAB SSU, subunidad pequefia universal para eucaria; ITS1, region de
secuencias intertranscritas; M, marcador molecular 1kp plus (BioRad); (+), control
positivo y (-), control negativo. Técnica de tincion: EtBr.

p— - - -
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En la figura 13 se muestran los amplicones obtenidos (31) para su secuenciacion,

de cada uno de los genes analizados (COI y 12S) en los tres fenotipos de S. meleagris.

M Moradas Blancas Azules

COl

e T T T T L L L DR DL L 2700 pb

12s

Figura 13. Electroforesis en gel de TBE-agarosa al 1% de productos de PCR de los
genes: COI (~700bp) y 12S (~200pb) para los diferentes fenotipos de S. meleagris. M,
marcador molecular 1kb Plus (Invitrogen). Técnica de tincidon: EtBr.

Una vez obtenidas las secuencias de nucleotidos, se verificaron visualmente a

partir de los electroferogramas (Fig. 14).
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Figura 14. Electroferograma de un producto de PCR-COI de S. meleagris. Se muestra
la secuencia de nucleotidos, teniendo el siguiente cddigo de sefial (colores): adenina,
verde; guanina, negro; citosina, azul y timidina, rojo.

Las secuencias de nucledtidos se alinearon utilizando el programa Clustal X y se
editaron utilizando el programa DNAMAN. Finalmente se obtuvieron 28 secuencias
limpias del gen COI y 20 secuencias del gen 12S, con longitudes de 635 y 195 pb,

respectivamente (Fig. 15y 16).
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Figura 15. Analisis de alineamiento de las secuencias de nucledtidos de 635 bases del
gen COI de los fenotipos blanco (MB), azul (MA) y morado (MBGQG) de S. meleagris,
colectada en las Guéasimas (G) y Bahia Kino (BK), Sonora.
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Figura 16. Andlisis de alineamiento de las secuencias de nucleétidos de 195 bases
del gen 128 ribosomal de los fenotipos blanco (MB), azul (MA) y morado (MBG) de
S. meleagris, colectada en las Guasimas (G) y Bahia Kino (Bk), Sonora.
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VIL3. Analisis de Secuencia de los Genes COl y 1285

Las secuencias de nucledtidos analizadas del gen COI y del gen 12S mostraron

que su composicidon de nucledtidos no presenta diferencias significativas entre fenotipos

(Tabla VII).

Tabla VII. Caracteristicas generales de las secuencias de nucleotidos de los genes COI
y 12S de S. meleagris.

Gen COI Gen 12s
Fenotipo No. Tamafio Composicion (%) No. Tamaifo Composicion (%)
sc (D) 1 ¢ A g ¢ D 7 ¢ A G
Azul 10 635 36.5 17.0 274 19.1 6 195 20.4 303 28.5 20.7
Blanco 13 635 36.6 17.0 274 19.0 10 195 20.7 30.8 28.2 21.0
Morado 5 635 36.5 17.1 274 190 4 195 21.2 28.2 29.1 20.6
Total 28 635 36.6 17.0 274 19.0 20 195 20.7 30.0 28.5 20.8

En la Tabla VIII se muestran los cinco hits mas altos obtenidos (porcentaje de
identidad) asi como el gen correspondiente, el nimero de nucledtidos comparados y los
numeros de acceso de secuencias de las especies con las que se obtuvo similitud. En la
mayoria de los casos las identidades altas no se dan con la especie homologa reportada
por Collins (2002), sino con otras especies o con especies genéticamente relacionadas.

En el caso del gen COI, las mayores similitudes se obtuvieron con organismos de

los 6rdenes Rhizostomeae y Semaeostomeae (ambos pertenecientes a la clase
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Scyphozoa), a los que pertenecen las especies Rhopilema esculentum y Nemopilema
nomurai, y Aurelia aurita, respectivamente.

El mayor porcentaje de similitud, se obtuvo con R. esculentum (83%), de la
familia Rhizostomatidae, al igual que los géneros Neopilema y Stomolophus. Aunque se
pudo ubicar mediante esta identificacion molecular el grupo taxonomico al que
pertenece S. meleagris (Scyphozoa), no fue posible comparar la secuencia del gen COI
con registros previos ya que no existen. Sin embargo, para la especie existe un unico
registro que corresponde a la subunidad pequefia del ADN ribosomal (AF358101). Cabe
resaltar que los datos contrastan con los encontrados para A4. aurita del orden
Semaeostomeae, ya que cuenta con 102 secuencias de nucledtidos registradas que
corresponden a genes ribosomales, COI y secuencias para determinacion de origen de la

fase pdlipo en esta especie (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser).

Para el gen 12S las mayores similitudes se obtuvieron con organismos del orden
Clupeiformes, encontrandose con Sardinops melanostictus un 94% de similitud. No se
pudo identificar el grupo taxondémico, como en el caso del gen COI, ya que ademas de
existir pocos estudios moleculares de la familia Rhizostomatidae, esté gen no ha sido
considerado en ellos, siendo las secuencias generadas en el presente estudio, tanto para

el gen 125 como para el COI, los primeros registros para S. meleagris.
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Tabla VIII. Analisis de alineamiento de secuencias de nucledtidos con bases de datos mundiales (NCBI, Blastn).

Gen Orden Especie No. Id Tamafio Fecha de Identidad (%)
(pb) registro S. meleagris
(dd/mm/aa)
Rhopilema EU373722 633 31/12/08 523/624 (83%)
esculentum
Rhizostomeae R. esculentum EU373724 633 31/12/08 525/628 (83%)
Citgcromo R. esculentum EU373723 633 31/12/08 522/628 (83%)
oxidasa I Nemopilema nomurai  EU373728 645 31/12/08 525/634 (82%)
(con Semacostomeae  Aurelia aurita AY903210 658 06/11/05  510/617 (82%)
Sardinops AB032554 16,881 23/11/03 185/195 (94%)
melanostictus
Alosa aestivalis DQ912041 582 11/06/07 175/195 (89%)
12 s ribosomal Clupeiformes Alosa AP009132 16,664 12/06/07 174/194 (89%)
pseudoharengus
Alosa alosa AP009131 16,698 12/06/07 174/194 (89%)
Alosa sapidissima DQ912045 582 11/06/07 174/194 (89%)
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Se determinaron las relaciones filogenéticas de las secuencias de nucledtidos
correspondientes a los genes COI y 12S de S. meleagris, utilizando los criterios de
vecino mas cercano (Neighbor Joining, NJ, por sus siglas en inglés) (Soitou y Nei,
1987), maxima parsimonia (Maximum Parsimony, MP, por sus siglas en inglés)
(Swoofford, 2000) y maxima verosimilitud (Maximum Likelihood, ML, por sus siglas
en inglés) (Aldrich, 1997). Estos andlisis se realizaron en PAUP 4.0 (Swoftford, 2000)
utilizando grupos externos para comparar las relaciones y utilizando bootstrap para los
tres criterios.

En los arboles para el gen COI se analizaron un total de 682 pb, utilizdindose
como grupos externos ReEU373724, Rophilema esculentum (medusa); AaAY903210,
Aurelia aurita (medusa); PsFJ423978, Porites solida (coral) y como grupo externo al
filo PpGU945497, Phytophtora pseudotsugae (hongo).

Los arboles muestran que para este gen no hay una asociacidn por fenotipos ya que
estos se encuentran mezclados, por lo cual no es distinguible un patron (Fig. 17, 18 y
19).

En el caso del gen 12S, se utilizaron como grupos externos AvNC010769,
Aphrocallistes vastus (esponja) y HpFJ489415, Hormathia pectinata (anémona). Los
arboles, al igual que el gen COI, no presentan patrones definidos ni por grupos

independientes de muestras ni por fenotipos (Fig. 20, 21 y 22).
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Figura 17 Arbol consenso estricto de vecino mas cercano (NJ) para gen COI (100
arboles), basado en 682 pb. Los valores de los nodos representan los porcentajes de
100 repeticiones bootstrap. ReEU373724, Rophilema esculentum. AaAY903210,
Aurelia  aurita. PsFJ423978, Porites solida. PpGU945497, Phytophtora
pseudotsugae. Stme, Stomolophus meleagris. MA, fenotipo azul. MB, fenotipo
blanco. MM, fenotipo morado
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Figura. 18. Arbol consenso estricto de méaxima parsimonia (MP) para gen COI (100
arboles), basado en 682 pb (132 sitios informativos para parsimonia). Longitud= 442;
ndice de Consistencia (CI) = 0.855; Indice de Retencién (RI)= 0.688; indice de
Consistencia Reescalado (RC)= 0.588. Los valores de los nodos representan los
porcentajes de 100 repeticiones bootstrap. ReEU373724, R. esculentum.
AaAY903210, A. aurita. PsFJ423978, P. solida. PpGU945497, Ph. pseudotsugae.
Stme, S. meleagris. MA, fenotipo azul. MB, fenotipo blanco. MM, fenotipo morado.
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Figura. 19. Arbol consenso estricto de méxima verosimilitud (ML) para gen COI
(100 arboles), basado en 682 pb. Los valores de los nodos representan los
porcentajes de 100 repeticiones bootstrap. ReEU373724, R. esculentum.
AaAY903210, A. aurita. PsFJ423978, P. solida. PpGU945497, Ph. pseudotsugae.
Stme, S. meleagris. MA, fenotipo azul. MB, fenotipo blanco. MM, fenotipo morado
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Figura. 20. Arbol consenso estricto de vecino mas cercano (NJ) para gen 12S (100
arboles), basado en 925 pb. Los valores de los nodos representan los porcentajes de
100 repeticiones bootstrap. AvNCO010769, Aphrocallistes vastus. HpFJ489415,
Hormathia pectinata. Stme, S. meleagris. MA, fenotipo azul. MB, fenotipo blanco.
MM, fenotipo morado
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Figura. 21. Arbol consenso estricto de méaxima parsimonia (MP) para gen 12S (100
arboles), basado en 925 pb (53 sitios informativos para parsimonia). Longitud= 650;
Indice de Consistencia (CI) = 0.914; Indice de Retencién (RI)= 0.559; Indice de
Consistencia Reescalado (RC)= 0.511. Los valores de los nodos representan los
porcentajes de 100 repeticiones bootstrap. AVNC010769, Ap. vastus. HpFJ489415, H.
pectinata. Stme, S. meleagris. MA, fenotipo azul. MB, fenotipo blanco. MM, fenotipo
morado
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Figura. 22. Arbol consenso estricto de maxima verosimilitud (ML) para gen 128
(100 arboles), basado en 925 pb. Los valores de los nodos representan los porcentajes
de 100 repeticiones bootstrap. AVNCO010769, Ap. vastus. HpFJ489415, H. pectinata.
Stme, S. meleagris. MA, fenotipo azul. MB, fenotipo blanco. MM, fenotipo morado.



La topologia de los arboles en los tres criterios y para los dos genes estudiados
presenta una consistencia en la formacién de un clado Unico para S. meleagris.

En el gen COI, las especies de medusas externas R. esculentum y A. aurita se
asocian a partir de este clado unico, lo cudl ya habia sido reportado por Collins (2002) en

un estudio sobre filogenia de cnidarios.

V1.4. Diversidad Genética y Estructura Genética

Con las secuencias obtenidas de 750 nt (+ 20) del gen COI, editadas y ajustadas a
una longitud estandar de 635 pb, se observaron 608 /oci (posiciones o nucledtidos)
conservados y 27 polimorficos, 4 fueron catalogados como genéticamente informativos
(inteles).

Las secuencias obtenidas y analizadas del gen 1285, fueron de 195 nucledtidos,
encontrandose 137 loci conservados y 58 polimorficos, 23 fueron inteles (Tabla IX).

Al analizar los datos obtenidos en la distribucion de frecuencias haplotipicas,
para el gen COI (Tabla X), se observan 10 haplotipos en la poblacion “Sonora”, de los
que el 1 y el 2 son los que presentaron las frecuencias mas altas debido a su
representatividad dentro de cada fenotipo y entre los tres fenotipos (filas). El fenotipo
azul presento 3 haplotipos, el fenotipo blanco 7 y el fenotipo morado 4.

En el andlisis de las secuencias del gen 12S (Tabla XI) encontramos 20

haplotipos, observandose que cada uno de ellos corresponden a uno individuo, no
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compartiéndose ni entre individuos ni entre fenotipos o grupos de individuos por

fenotipos.

Tabla IX. Andlisis general de secuencias de los genes COl y 12S de S. meleagris.

Variable COI 12S

Fenotipo Az Be Mr Total Az Be Mr Total
(muestras) (10) (13) (5) (28) (6) (10) 4) (20)
No. Nucleotidos 635 635 635 635 | 195 195 195 195
Conservados 630 629 614 608 171 154 176 137
Variables 5 6 21 27 24 41 28 58
Sitios 1 2 1 4 11 15 7 23
informativos

Cambios simples 4 4 20 23 13 26 21 35
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Tabla X. Distribucién de frecuencias haplotipicas encontradas para el gen COI de S.
meleagris (nota: Entre paréntesis se presentan las frecuencias absoluta y relativa de cada

haplotipo).
Fenotipo (nimero de muestras)
No  Freq. s.d. Azul (10) Blanco (13) Morado (5)
1 0.2857  0.0869 G-01MACOI, G- G-04MBCOI, Bk-03MBCOI,
05MACOI G-09MBCOI, Bk-06MBCOI
(2/0.2) G2-02MBCOI, (2/0.4)
G2-07MBCOI
(4/0.308)
2 0.3571 0.0922 G-02MACOI, G- G2-0SMBCOI,  Bk-04MBCOI
03MACOI, G- G2-03MBCOI (1/0.2)
06MACOI, G- (2/0.157)
07MACOI, G-
08MACOI, G-
09MACOI, G-
10MACOI,
(7/0.7)
3 0.0357  0.0357 G-04MACOI 0 0
(1/0.1)
4 0.0357  0.0357 0 G-03MBCOI 0
(1-0.076)
5 0.1071 0.0595 0 G-05MBCOI, 0
G-06MBCOI,
G2-06MBCOI
(3/0.231)
6 0.0357  0.0357 0 G-10MBCOI 0
(1/0.076)
7  0.0357  0.0357 0 G-11MBCOI 0
(1/0.076)
8 0.0357  0.0357 0 G2-04MBCOI 0
(1/0.076)
9 0.0357  0.0357 0 0 Bk-01MBCOI
(1/0.2)
10 0.0357  0.0357 0 0 Bk-05MBCOI

(1/0.2)
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Tabla XI. Distribucion de frecuencias haplotipicas encontradas para el gen 12s de S.

meleagris (nota: Entre paréntesis se presentan las frecuencias absoluta y relativa de cada

halpotipo)
Fenotipo (nimero de muestras)
No. Freq. s.d. Azul (6) Blanca (10) Morada (4)
1 1 0.00 G-0IMA12 0 0
(1/0.167)
2 1 0.00 G-03MA12 0 0
(1/0.167)
3 1 0.00 G-05MA12 0 0
(1/0.167)
4 1 0.00 G-07MA12 0 0
(1/0.167)
5 1 0.00 G-09MA12 0 0
(1/0.167)
6 1 0.00 G-10MA12 0 0
(1/0.167)
7 1 0.00 0 G-03MBI12 (1/0.1) 0
8 1 0.00 0 G-04MB12 (1/0.1) 0
9 1 0.00 0 G-05MB12 (1/0.1) 0
10 1 0.00 0 G-06MB12 (1/0.1) 0
11 1 0.00 0 G-10MB12 (1/0.1) 0
12 1 0.00 0 G-11MB12 (1/0.1) 0
13 1 0.00 0 G2-03MB12 0
(1/0.1)
14 1 0.00 0 G2-04MB12 0
(1/0.1)
15 1 0.00 0 G2-05MB12 0
(1/0.1)
16 1 0.00 0 G2-06MB12 0
(1/0.1)
17 1 0.00 0 0 Bk-02MB12
(1/0.25)
18 1 0.00 0 0 Bk-03MB12
(1/0.25)
19 1 0.00 0 0 Bk-04MB12
(1/0.25)
20 1 0.00 0 0 Bk-05MB12

(1/0.25)

51



Para la determinacién de la estructura genética, se realizd un anélisis AMOVA
(Weir y Cockerham, 1984; Excoffier et al., 1992; Weir, 1996), los valores obtenidos de
FST (indice de fijacion) en las secuencias del gen COI se observan en un rango de 0.05 a
0.15, representando un nivel moderado de diferenciacidon genética segun lo reportado por
Hartl y Clark (2008). Sin embargo, al realizar la prueba exacta de diferenciacion de
muestras basada en haplotipos (Raymond y Rousset, 1995; Goudet et al., 1996), se
obtuvo un valor exacto de no diferenciacion de P = 1.000 + 0.00, tanto en el analisis
global (poblacién “Sonora”) como en la comparacion por pares de muestras (fenotipos),
con 30,000 pasos Markov, no existiendo diferencias significativas (p = 0.05) (Tabla
XI1D).

Para el andlisis del gen 128, de acuerdo al analisis AMOVA (Weir y Cockerham,
1984; Excoffier et al., 1992; Weir, 1996) los valores de FST obtenidos se encuentran en
el rango de 0.0 a 0.05, lo que se evidencia un bajo nivel de diferenciacion genética (Hartl
y Clark, 2008) en la poblacion “Sonora” y entre los diferentes fenotipos de S. meleagris.
Sin embargo, al realizar la prueba exacta de diferenciacion de muestras basada en los
haplotipos (Raymond y Rousset, 1995; Goudet ef al., 1996), se obtuvo un valor exacto
de no diferenciacion de P = 1.000 + 0.00 tanto en el analisis global (poblacion “Sonora”)
como para la comparacidn por pares de muestras (fenotipos), con 30,000 pasos Markov,

no existiendo diferencias significativas (p = 0.05) (tabla XIII).
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Tabla XII. Analisis AMOVA del gen COI de S. meleagris. (*) Prueba de significancia (1,023 permutaciones). Va y
FST : P(rand. value > obs. value ) = 0.0146. P (rand. value = obs. value) = 0.0000. P-value = 0.0146+0.0036

Indices FST especificos

Fuente de variacion gl.  Sumade Componentes de Porcentaje de Poblacion FST
cuadrados varianza variacion (nombre)
Entre poblaciones (azul, 5.60 1 (azul) 0.1726
blanca y morada) 2 0.1708 Va 11.71
En la poblacion “Sonora” 25 32.40 1.2960 Vb 88.29 2 (blanca) 0.1509
Total 27 38.00 1.4678 3 (morada) -0.0819
Indice de fijacion FST: 0.1171
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Tabla XIII. Analisis AMOVA del gen 12S de S. meleagris. (*) Prueba de significancia (1,023 permutaciones). Vay
FST : P(rand. value > obs. value ) = 0.29619. P(rand. value = obs. value) = 0.00489. P-value = 0.30108+-0.0099

Indices FST especificos*

Fuente de variacion gl Suma de Componentes de  Porcentaje de Poblacion FST
cuadrados varianza variacion (nombre)

Entre poblaciones 1 (azul) 0.0318
(azul, blanca y morada) 2 13.00 0.0754 Va 1.23
En la poblacion 17 102.55 6.0323 Vb 98.77 2 (blanca) 0.0076
“Sonora”
Total 19 115.55 6.1077 3 (morada) -0.0050
Indice de fijacion FST: 0.0123
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VLS. Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Para los analisis PCR-RFLP se utilizaron los amplicones de ITS1 de 1,339 pb
(Tabla IIT) derivados del uso de los cebadores ITS SSU 1400F- LSU DICR, especificos
para la regiéon SSU-ITS-LSU de organismos eucariotas, ya que los fragmentos de menor
tamafio (> 1,000 pb, Tabla III) no reunian las condiciones requeridas para proporcionar
la resolucion deseada.

Al realizar las pruebas con las 16 enzimas propuestas para el analisis (Tabla V,
Fig. 19), y de acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccionaron 7 enzimas (A/ul, Hinf
I, Hinc 1, Bam HI, Aci 1, Nde 1, Pst 1) ya que presentaron productos de digestion y
patrones de bandeo definidos y analizables (Fig. 23). Una vez seleccionadas las enzimas,
se amplificaron un total de 34 muestras de la region SSU-ITS-LSU, distribuida entre los
diferentes fenotipos y localidades; en la mayoria de los casos se obtuvieron productos de
digestion y, por lo tanto, patrones de restriccion.

En general, los resultados de la digestion enziméatica de los amplicones generaron
tres tipos de resultados, que pueden resumirse en diversos patrones de bandeo, que no se
asocian ni al fenotipo ni a la localidad de colecta, patrones de bandeo idénticos entre los
diferentes fenotipos y las diferentes localidad de colecta, 6 no hubo generaciéon de
productos de digestion.

Dentro del primer caso, multiples patrones de bandeo no asociados al fenotipo ni
a la localidad (por ejemplo, Fig. 24), se pueden agrupar las enzimas Nde 1, Alu 1, Aci 1

(datos no mostrados) y Hinf L
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Figura 23. Andlisis electroforético en geles de agarosa-TBE al 2% de perfiles de
restriccion de amplicones ITS1 de 1,339 pb de los diferentes fenotipos (1-3) de S.
meleagris. Lineas: 1, fenotipo azul; 2, fenotipo blanco y 3, fenotipo morado. Técnica de

tincion EtBr.
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Dentro del segundo caso, patrones de bandeo idénticos entre fenotipos y
localidades, se encuentran los productos de digestion generados por Pst I (Fig. 25).
Finalmente dentro del tercer caso, no se observaron productos de digestion, se pueden

incluir a las enzimas Hind 111 (datos no mostrados) y Bam HI (Fig. 26).
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Figura 24. Patrones electroforéticos de restriccion con Hinf'1 de amplicones ITS1 de
1,339 pb de los diferentes fenotipos y localidades de colecta de S. meleagris,
resueltos en geles de TBE-poliacrilamida al 15%. Notacion: R, marcador de peso
molecular 20 pb DNA ladder (Invitrogen); M, fenotipo morado; B, fenotipo blanco;
A, fenotipo azul; Y, Yavaros; G, Gudsimas, y Bk, Bahia Kino; C-, control negativo.
Técnica de Tincidon: de SYBR Gold (Invitrogen).
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Figura 25. Patrones electroforéticos de restriccion con Pst I de amplicones ITS1 de
1,339 pb de los diferentes fenotipos y localidades de colecta de S. meleagris, resueltos
en geles de TBE-poliacrilamida al 15%. Notacién: M, fenotipo morado; B, fenotipo
blanco; A, fenotipo azul; Y, Yavaros; G, Guasimas, y Bk, Bahia Kino. Técnica de
Tincién: de SYBR Gold (Invitrogen).

Figura 26. Patrones electroforéticos de restriccion con Bam HI de amplicones ITS1 de
1,339 pb de los diferentes fenotipos y localidades de colecta de S. meleagris, resueltos
en geles de TBE-poliacrilamida al 15%. Notacién: M, fenotipo morado; B, fenotipo
blanco; A, fenotipo azul; Y, Yavaros; G, Guasimas, y Bk, Bahia Kino; C-, control
negativo. Técnica de Tincion: de SYBR Gold (Invitrogen).
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V1.6. Analisis de Correlacion

El andlisis de correlacion entre los datos de parametros fisicoquimicos
(temperatura ambiente y superficial de agua, salinidad y oxigeno disuelto),
productividad primaria (clorofilas) y nutrientes (fosfatos, nitratos y nitritos) y las
distribucion de S. meleagris, reveld que la temperatura afecta la presencia de medusas,
encontrandose ambos fenotipos (blanco y azul) en un intervalo de 20 a 26°C (como ha
sido previamente reportado); sin embargo, la presencia del fenotipo blanco se
correlaciond con los registros mas bajos de temperatura (23°C + 1°C). El fenotipo azul
fue mas abundante en el mes de abril, contrario a lo observado para el fenotipo blanco
(Fig. 27a). En relacion a los otros parametros analizados, no se observd un patron de
fluctuacion de la salinidad ni el oxigeno disuelto a través del tiempo, observandose
valores promedio de 36.39 ppt y 5.29 mg/L, respectivamente (datos no mostrados).

Considerando la productividad primaria, los blooms se observaron cuando se
presentaron los valores mas bajos (Fig. 27b), mientras que la presencia de medusas se
correlaciono directamente con un incremento subito en las concentraciones de nitratos y
fosfatos (Fig. 27¢c).

Cabe resaltar que no hay registros de datos fisicoquimicos ni de nutrientes en la
distribucion del fenotipo morado, ya que no se encontré en la temporada normal de
aparicion de medusa en el drea de Bahia de Kino (Sonora), por lo anterior no se pudieron

realizar las correlaciones referentes a este fenotipo.
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Figura 27. Representacion grafica de la relacion entre la presencia en Las Guasimas,
Sonora (2008) de S. meleagris fenotipo blanco y azul y la temperatura (a),
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VII. DISCUSION

Con los andlisis de relaciones filogenéticas y estructura genética en las
secuencias de los genes COI y 128, se pudo determinar que los tres fenotipos de S.
meleagris (azul, blanco y morado) corresponden a la misma especie. Asi mismo, los
arboles filogenéticos no presentaron patrones de agrupamiento relacionados con un
fenotipo ni localidad. El anélisis de AMOVA, aunque detecto diferenciacion genética en
la poblacién “Sonora” con el gen COI, esta no puede atribuirse a un solo fenotipo en
especifico.

Al estimar la diversidad genética de S. meleagris en Las Guasimas y Bahia de
Kino, Sonora se evidencid el bajo polimorfismo del gen COI ya que solo se detectaron
27 sitios variables (de 635 pb), 4 de los cuales son genéticamente informativos, caso
contrario el gen 12S resulto ser altamente polimoérfico presentando 58 sitios variables
(de 195 pb), 15 de ellos genéticamente informativos. El mismo comportamiento se
observo en el nimero de haplotipos para cada gen presentes en la poblacion “Sonora”,
por lo cual la alta variabilidad no se asocia a ningin patréon de distribucion o
agrupamiento.

En la determinacién de estructura genética en la distribucion de S. meleagris en
la poblacion “Sonora”, en COI se observé un nivel moderado de diferenciacion genética
(FST > 0.15) y en 128 se observo un nivel bajo de diferenciacion genética (FST > 0.05),
sin embargo al realizar la prueba exacta de diferenciacion de muestras basada en

haplotipos, el resultado en ambos genes determind que no existe estructura genética, por
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lo que los fenotipos observados tanto en Las Guasimas como en Bahia de Kino,
corresponden a una sola poblacion. Este resultado coincide con la descripcion dada para
la  especie en el portal Marine Species Identification (http://species-
identification.org/index.php), donde hacen referencia a los patrones de coloracion de la
superficie de campana que van desde azul hasta café, pasando por crema o amarillo, e
incluso se han reportado organismos de color lavanda, lila o morado.

Sin embargo, se puede considerar que el gen COI no aporta suficiente
informacion, ya que en otros estudios sobre poriferos y cnidarios (anthozoa, hydrozoa y
scyphozoa) resultd que esté gen tiene una lenta evolucién (Huang, 2008; Sinniger et al.,
2008) encontrando que entre las especies estudiadas (Montrastera annularis, M.
faveolata y M. franksi), no se establece diferencia a nivel genético. Los autores
concluyen que la resolucion del gen depende del linaje de cada grupo. Ademas, se ha
encontrado que en otros invertebrados, la divergencia evolutiva en cnidarios es muy
baja, por lo que el gen COI podria ser un marcador genético poco efectivo para estudiar
la dispersion de poblaciones de octocorales o algunos otros cnidarios (France y Hoover,
2002).

Considerando que se utilizé el gel COI para diferenciacion de especie, no
podemos olvidar que también se utilizo el gen 12S, aunque este presentd una mayor
variacion, los resultados de diferenciacion fueron los mismos que los obtenidos con el

gen COL.
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De la misma manera los analisis de RFLP muestran que aunque existe patron de
bandeo, este no se puede asociar a una estructura poblacional por fenotipo, sino a una
variabilidad intra-especifica de la misma poblacion.

Los resultados de este trabajo podrian ser la respuesta a la variabilidad dentro de
poblaciones naturales donde los medios nunca son uniformes, lo cual da como
consecuencia que los organismos estén sometidos a acciones selectivas que difieren de
un punto a otro de un habitad y por ello se presentan diferencias fenotipicas entre los
individuos (Franco et al., 1991). Esto genera que la diversidad fenotipica dependa de la
misma biologia de la especie y del area de distribucion en la que se encuentra. En este
caso, no hay una diferenciacion genética considerable como para definir a los diferentes
fenotipos como especies diferentes.

De igual manera S. meleagris puede ser un ejemplo mas de plasticidad fenotipica
(en lo que respecta a consistencia, coloracidn y patrones de pigmentacion). Aunque en el
caso del fenotipo morado, se afiade a la coloracidon, una diferenciacion a nivel de
gametos, hembras con morfologia de ovocitos diferente en tamafio y forma, asi como
ovocitos en reabsorcion y abundantes trofocitos. En el caso de los machos, la mayor
diferencia se observo en la forma de la cabeza de los espermatozoos y la forma de los
tubos espermaticos comparandola con las otras coloraciones (blanca y azul) y otras
temporadas (Rodriguez y Meza, 2009). Sin embargo, ya que el significado de plasticidad
fenotipica se refiere a la habilidad de un genotipo de producir mas de una forma
alternativa de morfologia, estado fisioldgico, y/o comportamiento en respuesta a las

condiciones ambientales (West-Eberhard, 1989), en este trabajo este término podria
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explicar las variaciones de colores, ya que en algunos crustaceos del género Xantho se
ha encontrado variaciones de colores como mecanismo de camuflaje 0 mimetismo en
pastos marinos (Reuschel y Schubart, 2007).

En el caso de cnidarios, existen estudios de respuesta adaptativa en anthozoas
para facilitar su movimiento y adaptacion a diferentes habitat (Prada et al., 2008). Sin
embargo sefialan la importancia de definir correctamente a las especies, ya que se puede
sobre estimar su distribucidon, abundancia y tolerancia fisioldgica. En el caso de las
medusas, la especie del género Mastigas, se considera muy variable en tamafio y
coloracion, generando confusion en su identificacion. No obstante, Dawson (y Hammer,
2003; 2005) determina que estas variaciones se deben a plasticidad fenotipica por
cambios en nivel del mar y por la topologia del lago marino donde se encuentra la
poblacion estudiada. Ademas, pone en evidencia la dificultad sistematica y taxonémica a
nivel de especie en algunos schypozoos, proponiendo la integracion de los estudios
morfoldgicos y moleculares para determinar especies cripticas o hermanas.

Las especies cripticas definidas como especies que son dificiles o imposibles de
distinguir con caracteristicas Unicamente morfoldgicas (Mayr y Ashlock, 1993), es
abordado en el caso de la medusa del género Cassiopea en las Islas de Hawaii (Holland
et al., 2004). En estos trabajos se considera que a pesar de estar descritas dos especies C.
medusa 'y C. mertensi, se da un fendmeno de especiacion alopdtica, a través de la que se
generan otras especies que al ser tan parecidas con las ya descritas, no se han tomado en
cuenta. Finalmente, en este trabajo se resalta la necesidad de emplear otros marcadores

mtDNA mas diversos y realizar una revision global de la sistematica y taxonomia del
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género, ya que algunos organismos no corresponden a las especies C. medusa y C.
mertensis, ni a las reportadas en esa drea, sino a otras que al ser tan parecidas
morfologicamente con las medusas ya reportadas, se les considerd por los autores como
especies cripticas, proponiendo el renombramiento y descripcidon de estas.

Para S. meleagris, la utilizacion de otros marcadores moleculares que
proporcionen mayor informacidn, permitiria descartar o abordar esté término para
explicar las variaciones de colores que presenta la especie en su distribucion.

Otra posibilidad para explicar nuestros resultados es considerar el término clina,
definido como “la variacion gradual de un caracter determinado”, considerando que para
que se pueda dar esta variacidon contribuyen factores como el medio externo que varia de
manera gradual, la selecciéon natural que tiende a mantener los fenotipos que siguen
gradientes ecologicos y geograficos, el flujo génico que tiende a aplomar todas las
diferencias y la homeostasis que disimula las diferencias genéticas entre poblaciones
con-especificas (Zamponi y Acufia, 1991).

Si consideramos que en otras costas de México, como Oaxaca o Tabasco, se han
observado otros patrones fenotipicos de pigmentacion (café) y tomando en cuenta los
informes técnicos presentados que establecieron como factores ambientales potenciales
que afectan la distribucidon de la especie a la temperatura y la precipitacion pluvial
(Lopez y Alvarez, 2008), estos fenotipos serian la respuesta y expresién adaptativa a la
diversidad de condiciones ecoldgicas. Sin embargo, en el caso de Las Guasimas y Bahia

de Kino seria subjetivo considerar a las variaciones fisicoquimicas y de calidad del agua
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como las variables determinantes de la condicidén ecologica que tiene como efecto las
variaciones observadas en la coloracion de S. meleagris.

A pesar de las dificultades tanto de la poca informacidon genética acerca de la
especie o una metodologia especifica para este tipo de organismos, se logro generar la
informacion necesaria para poder seguir trabajando y dando respuesta a preguntas
posteriores que surgieron al finalizar el andlisis de los datos

Se recomienda seguir realizando investigacion sobre esta especie, sobre todo en
el caso del fenotipo morado, dadas las diferencias morfologicas e histoldgicas
observadas en otros trabajos (Rodriguez y Meza, 2009). También se sugiere la colecta de
una mayor cantidad de muestras de organismos del fenotipo morado para realizar los
analisis, asi como la utilizacion de otros marcadores moleculares para poder determinar
si el fenotipo morado corresponde a una especie diferente o a la misma, aunque con los
resultados presentados en este trabajo, también se puede considerar para este fenotipo la
posibilidad de una subespecie, ya que el término corresponde a poblaciones de una
especie que se diferencian por una o mas caracteristicas (Smith y Smith., 2007). Asi
mismo se recomienda la realizacion de un monitoreo de fisicoquimicos en la region de
Bahia de Kino en las temporadas donde se presente la coloracion morada para poder
asociar con mayor precision la relacion genotipo-ambiente.

Ademas, la utilizacion de otros marcadores moleculares para comparar la

efectividad del gen COI en la diferenciacion genética a nivel de especie.
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VIII. CONCLUSIONES

Se ha contrastado la hipdtesis de estd tesis, determinando que las diferentes
coloraciones que se observaron, son variaciones debidas a la plasticidad fenotipica de la
especie sin asociarse con un factor ambiental especifico.

Se obtuvieron secuencias parciales del gen citocromo oxidasa subunidad I (COI),
que para esta especie no habia sido reportado. También se obtuvieron secuencias
parciales del gen 12S, que para esta especie no habia sido reportada en ninguna base de
datos y cabe resaltar que para ninguna especie de medusa existen secuencias registradas
para este gen, lo cual representa una aportaciéon importante al estudio genético de las
medusas en particular de S. meleagris.

Los analisis de relaciones filogenéticas permiten concluir que no existe una
diferenciacion evolutiva en los genes COI y 12S, considerando las diferentes
coloraciones como una sola especie.

Los analisis de PCR-RFLP de la regién ITS1 no presentaron patrones de bandeo
asociados a fenotipo o localidad, concluyendo que ademas de ser una sola poblacion, los
fenotipos estudiados corresponden a la especie S. meleagris.

Los resultados de los analisis realizados en este trabajo concuerdan entre si, lo
que permite concluir que los fenotipos presentes en la costa central de Sonora
corresponden a S. meleagris y son Unicamente variaciones en la plasticidad fenotipica

posiblemente como respuesta adaptativa al ambiente.
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