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ABSTRACT. The phylogenic relationships among the Octopus species have not been fully established. We compared sequences for three
mitochondrial genes (16S ribosomal RNA, cytochrome oxydase I, and cytochrome oxydase III) from Octopus maya, an endemic taxon of the
Yucatan Peninsula, with homologous sequences from other taxa within the Octopus genus, with the aim of elucidating the phylogenetic
relationships of this species. Maximum likelihood trees grouped O. maya with octopuses that inhabit the East Pacific. Considering that the
distribution of O. maya is limited to the Yucatan peninsula in the West Atlantic and that the sequences analyzed show equal evolutionary rates
across taxa, we propose that the divergence of O. maya possibly started during the formation of the Panama Isthmus, when the Pacific and
Atlantic basins were split. The genetic distances that O. maya sequences show within the trees obtained are in the range of congeneric distances
of other taxa in this genus so that these sequences are characters that support the inclusion of O. maya within the genus Octopus.
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RESUMEN. Las relaciones filogenéticas entre las especies del género Octopus no han sido establecidas por completo. En este estudio se
compararon las secuencias de tres genes mitocondriales (ARN ribosomal 16S, citocromo oxidasa I y citocromo oxidasa III) de Octopus maya,
una especie endémica de la peninsula de Yucatan, con las secuencias de genes homoélogos de otros taxones del género Octopus, con el objetivo
de elucidar el estatus filogenético de esta especie. Los arboles de maxima verosimilitud agrupan a O. maya con pulpos que habitan en el
Pacifico oriental. Debido a que la distribucion de O. maya se limita a la peninsula de Yucatan en el Atlantico occidental y que las secuencias
analizadas presentaron tasas evolutivas iguales en los taxones analizados, se propone que O. maya tuvo origen durante la formacion del istmo
de Panama, cuando las cuencas del Pacifico y el Atlantico se separaron. Las distancias genéticas que presenta O. maya se encuentran en el
intervalo de distancias que presentan las demas especies del género; por lo tanto, estas secuencias son caracteres que apoyan la inclusion de
O. maya dentro del género Octopus.

Palabras clave: Octopus, filogenia, COI, COIII, ARNr 16S.

INTRODUCTION INTRODUCCION

To date, the phylogenic relationships among the 200 odd A la fecha, atin no se han establecido completamente las
species of the genus Octopus have not been fully established relaciones filogenéticas entre las alrededor de 200 especies
(Hochberg et al. 1992, in Barriga-Sosa et al. 1995), with less del género Octopus (Hochberg et al. 1992, en Barriga-Sosa
than 50 of the total number of identified species described in etal. 1995), y menos de 50 del nimero total de especies

detail (Barriga-Sosa et al. 1995, Warnke et al. 2004). A major identificadas se han descrito en detalle (Barriga-Sosa et al.
difficulty has been that octopuses exhibit great phenotypic 1995, Warnke et al. 2004). Un gran problema es que los

plasticity and lack hard structures and so do not lend them- pulpos presentan gran plasticidad fenotipica y carecen
selves to classification by traditional phenotypic methods de estructuras duras, lo que dificulta su clasificacion con
(Pérez-Losada et al. 2002). Molecular genetic data have métodos fenotipicos tradicionales (Pérez-Losada et al. 2002).
greatly enhanced knowledge of phylogenetic relationships Datos genéticos moleculares han contribuido a mejorar
within the genus (Barriga-Sosa et al. 1995, Séller et al. 2000, enormemente el conocimiento de las relaciones filogenéticas
Oosthuizen et al. 2004, Guzik et al. 2005). del género (Barriga-Sosa et al. 1995, Soller et al. 2000,
Octopus maya, a benthic octopus with direct develop- Oosthuizen et al. 2004, Guzik et al. 2005).
ment, is endemic to the Yucatan Peninsula (Solis et al. 1997) Octopus maya, un pulpo bentonico con desarrollo directo,
and is the subject of much taxonomic conjecture. In a recent es endémico de la peninsula de Yucatan (Solis et al. 1997) y
allozyme-based study (30 loci), Pérez-Losada et al. (2002) objeto de mucha conjetura taxonémica. En un trabajo
reported that O. maya genotypes clustered outside the reciente en el que se utilizaron aloenzimas (30 loci), Pérez-
Octopus genus. Furthermore, they suggested that its origin Losada et al. (2002) documentaron que los genotipos de
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resulted from a speciation event that followed the formation
of the Isthmus of Panama, which separated the Atlantic and
Pacific Oceans, as O. mimus was its closest taxon. However,
the study of Pérez-Losada et al. (2002) only included sam-
ples of O. vulgaris, O. mimus, and O. maya. Furthermore, the
role of selection effects of genotypes could have potentially
obscured true underlying evolutionary relationships. It is
noteworthy that O. maya lacks a larval stage, unlike other
geographically close species such as O. vulgaris and O.
mimus that have larval and paralarval stages (Warnke 1999).
This might be interpreted as supporting the placement of
0. maya outside the Octopus genus. The question of whether
the differences in life history traits reflect the phylogenetic
relationships within these octopuses also emerges. Robust
phylogenetic and taxonomic conclusions for O. maya require
comparisons of both additional taxa and genetic loci.

The objective of the present study was to combine all the
16S ribosomal RNA (rRNA), cytochrome oxydase 1 (COI),
and cytochrome oxydase III (COIII) sequence information
available for Octopus species with novel data for O. maya.
As a result, this study is the first to adopt a global approach
and consequently provide a potentially more complete
picture of the evolutionary relationships within the genus
Octopus, with particular attention to O. maya.

MATERIAL AND METHODS

DNA extraction

Specimens of O. maya were caught off the coast of Sisal
(19°40.45" N, 90°43.00" W), Yucatan, Mexico. Sampled tis-
sues were frozen with liquid nitrogen and stored at —80 °C
until use. For the DNA genome extraction, 20 mg of frozen
muscle tissue were macerated in an extraction buffer of
DNA:100 mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM EDTA (pH 8),
500 mM NacCl, 2% SDS, and 2% B-mercaptocthanol. Next,
the macerate was incubated with Proteinase K (Promega) and
RNAse (Promega). A variation of the phenol:chloroform
extraction procedure (Lin et al. 2001) was used for the sepa-
ration and precipitation of the DNA.

Primer design

Using sequences from the O. vulgaris complete mito-
chondrial genome (access code: AB158363; 16S rRNA,
EF016336; COI, EF016328; and COIIl, EF016319), PCR
primers flanking the COI, COIIl, and 16S rRNA gene
sequences were designed using the online software
NetPrimer: http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netpr-
launch/netprlaunch.html.

The primers used were CGAGTCTTCCGAAAGTTTCTT
(forward) and TGCGATGAATATTCTCAACAAA (reverse)
for COI, CATCGAGGTCGCAATCTCTTTTT (forward) and
AAGAGTTGGGCCTGCTCGGT (reverse) for rRNA 168,
and CTACGTCTACAAAATGTCAGTATCA (forward) and
ATTCAATGATGACGTGATATTATTC (reverse) for COIIL
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O. maya se agrupaban fuera del género Octopus. Ademas,
sugieren que su origen es resultado de un evento de especia-
cion que sucedid después de la formacion del istmo de
Panama, que separ6 los océanos Atlantico y Pacifico, ya que
O. mimus resultd ser su taxoén mas cercano. Sin embargo, el
estudio de Pérez-Losada et al. (2002) sélo incluyd muestras
de O. vulgaris, O. mimus y O. maya, y el papel de los efectos
de seleccion de genotipos pudo haber potencialmente ocul-
tado las verdaderas relaciones evolutivas. Es notable que O.
maya no presenta una etapa larval, a diferencia de otras espe-
cies geograficamente cercanas como O. vulgaris y O. mimus
que tienen estadios larvales y poslarvales (Warnke 1999).
Esto podria apoyar la colocacion de O. maya fuera del género
Octopus. También surge la pregunta de si las diferencias en
los rasgos de historia de vida reflejan las relaciones filogené-
ticas de estos pulpos. Para obtener conclusiones filogenéticas
y taxonomicas robustas para O. maya se requieren compara-
ciones de tanto taxones adicionales como loci genéticos.

El objetivo del presente estudio fue combinar toda la
informacion disponible sobre las secuencias de ARN riboso-
mal (ARNTr) 168, citocromo oxidasa I (COI) y citocromo oxi-
dasa III (COIII) para las especies del género Octopus con
datos nuevos para O. maya. Como resultado, este estudio es
el primero en adoptar un enfoque global y en consecuencia
proporcionar una idea potencialmente mas completa de las
relaciones evolutivas dentro del género Octopus, con especial
atencion a O. maya.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN

Se capturaron especimenes de O. maya en la costa de
Sisal (19°40.45' N, 90°43.00" W), Yucatan, México. El tejido
se congeld en nitrogeno liquido y se almacenoé a —80 °C hasta
utilizarse. Para la extraccion del ADN gendémico, se macera-
ron 20 mg del tejido muscular congelado en un amortiguador
de extracciéon de ADN:Tris-HC1 100 mM (pH 8), EDTA 50
mM (pH 8), NaCl 500 mM, SDS 2% y B-mercaptoetanol 2%.
Posteriormente, el macerado se incubd con proteinasa K
(Promega) y RNAse (Promega). Para separar y precipitar el
ADN se empled una variacion de la técnica de extraccion con
fenol:cloroformo (Lin et al. 2001).

Disefio de cebadores

Usando secuencias del genoma mitocondrial completo de
O. vulgaris (codigo de acceso: AB158363; ARNr 168,
EF016336; COI, EF016328; y COIIl, EF016319), se disefa-
ron los cebadores para las secuencias gendomicas de COI,
COIIl y ARNr 16S con el software NetPrimer: http://www.
premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html.

Los cebadores utilizados fueron los siguientes:
CGAGTCTTCCGAAAGTTTCTT  (hacia adelante) 'y
TGCGATGAATATTCTCAACAAA (hacia atras) para COI,
CATCGAGGTCGCAATCTCTTTTT (hacia adelante) y
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DNA sequencing

Polymerase chain reactions (PCR) were carried out in a
Bio-Rad iQ5 Thermocycler, following Guzik et al. (2005),
modifying annealing temperature to 55 °C and adding a final
extension step at 72 °C for 10 min. Amplicons were recov-
ered and purified from an agarose gel with the help of purifi-
cation columns (Freeze "N Squeeze DNA Gel Extraction Spin
Columns) from Bio-Rad, following the manufacturer’s speci-
fications. Cleaned amplicons were ligated into pGEM-T Easy
clonation vectors made by Promega (Cat. No. A1360). The
ligated vector was used to transform Escherichia coli DH5’
bacteria through heat shock (42 °C 50" to 4 °C 2") and plated
out in a selective medium. Following the selection of positive
colonies for each gene, they were planted in tubes with
medium for 12 h at 37 °C, 250 rpm, and the cloned plasmids
were extracted following the slow alkalization method with
recovery via silica matrix (Lakshmi et al. 1998). The pres-
ence of DNA inserts in the plasmids (of each gene on each
distinct plasmid) was corroborated via digestion with the
restriction enzyme EcoRI (Hedpeth et al. 1972). Plasmids
containing DNA inserts were sent to the Institute of Biotech-

nology, Universidad Nacional Autéonoma de México
(UNAM), in Cuernavaca, Morelos, where they were
sequenced.

Data analysis

All COI, COIII, and 16S rRNA sequences available for
the genus Octopus in GenBank, along with those obtained
from O. maya, were aligned (each gene separately) using the
ClustalW program provided in the software package MEGA4
(Tamura et al. 2007). The alignment was then used as charac-
ter matrix in order to construct the phylogenetic trees.
Phylogenetic analysis was performed with PAUP v4.0b10
(Swofford 2003), using the maximum likelihood (ML)
method. The software ModelTest v3.06 (Posada and Crandall
1998) was used to determine the best-fit model of DNA
evolution among 56 different possible evolutionary models,
using the Akaike Information Criterion, which was used for
the ML analysis.

The ML analysis was done using heuristic searches,
including gaps in sequence alignment. Evaluation of statisti-
cal confidence in nodes was based on 100 non-parametric
bootstrap replicates in the ML analysis (Felsenstein 1985).
Only bootstrap support values of 50% or more are shown in
the phylogenetic trees. Polytomies in the trees were resolved
using TreeEdit v1.0a10 (© 2001, Andrew Rambaut and Mike
Charleston), and finally trees were edited with MrEnt v2.1
(©2005-2010, Alessandro Zuccon and Dario Zuccon).

Independent trees were constructed for each gene and
also for concatenated sequences for the three genes (for those
taxa for which such data were available; see appendix).
Opisthoteuthis  species were used as outgroup and
Enteroctopus dofleini (previously Octopus dofleini) was also
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AAGAGTTGGGCCTGCTCGGT (hacia atras) para ARNr
16S, y CTACGTCTACAAAATGTCAGTATCA (hacia ade-
lante) y ATTCAATGATGACGTGATATTATTC (hacia atras)
para COIIL

Secuenciacion de ADN

Se realizaron reacciones en cadena de la polimerasa (PCR
por sus siglas en inglés) en un termociclador Bio-Rad iQS,
siguiendo lo propuesto por Guzik et al. (2005), modificando
la temperatura de fusion hasta 55 °C y agregando una exten-
sion final a 72 °C por 10 min. Se recuperaron y purificaron
amplicones de un gel de agarosa con ayuda de columnas de
purificacion (Freeze 'N Squeeze DNA Gel Extraction Spin
Columns) de Bio-Rad, siguiendo las especificaciones del
fabricante. Los amplicones purificados se ligaron a los
vectores de clonacion pGEM-T Easy fabricados por Promega
(No. Cat. A1360). El vector ligado se us6 para transformar
bacterias Escherichia coli DH5’ mediante choque térmico
(42°C 50" a 4°C 2') y se sembr6 en un medio selectivo.
Después de seleccionar las colonias positivas para cada gen,
se colocaron en tubos con medio y durante 12 h a 37°C
(250 rpm), extrayéndose los plasmidos clonados usando el
método de alcalinizacion lento con recuperacion a través de
la matriz de silice (Lakshmi et al. 1998). La presencia de
insertos de ADN en los plasmidos (de cada gen en cada
plasmido) se corroboré mediante digestion con enzimas de
restriccion EcoRI (Hedpeth et al. 1972). Los plasmidos con
insertos de ADN fueron enviados al Instituto de Biotecnolo-
gia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM) en Cuernavaca, Morelos, para su secuenciacion.

Andlisis de datos

Todas las secuencias de COI, COIIl y ARNr 16S disponi-
bles para el género Octopus en GenBank, asi como las obte-
nidas para O. maya fueron alineadas (cada gen por separado)
usando el programa ClustalW en el software MEGA4
(Tamura et al. 2007). El alineamiento se us6 como matriz de
caracteres para construir los arboles filogenéticos. El analisis
filogenético se realizdo con PAUP v4.0b10 (Swofford 2003)
mediante el método de maxima verosimilitud (MV). Se
empled ModelTest v3.06 (Posada y Crandall 1998) para
determinar el modelo de evolucién de ADN de mejor ajuste
entre 56 diferentes modelos evolutivos posibles con el crite-
rio de informacion de Akaike, que se usé para el analisis de
MV.

El analisis de MV se realizé6 mediante busquedas heuris-
ticas, incluyendo huecos en el alineamiento de secuencias. La
evaluacion de confianza estadistica en nodos se basé en 100
repeticiones bootstrap no paramétrico en el analisis de MV
(Felsenstein 1985). En los arboles filogenéticos sdlo se mues-
tran los valores de apoyo bootstrap de 50% o mas. Se resol-
vieron politomias en los arboles usando TreeEdit v1.0al0
(© 2001, Andrew Rambaut y Mike Charleston) y los arboles
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included with the aim of comparing genetic distances within
the genus Octopus with respect to another closely related
genus.

The equality of evolutionary rate between the analyzed
species in each tree was tested using Opisthoteuthis massyae
as an outgroup in Tajima’s relative rate test (Tajima 1993)
implemented in MEGA4 software. The divergence time for
the concatenated gene tree was estimated and P-values for
the chi-square test on pairs of sequences were used in the
construction of linearized branches (Takezaki et al. 2004).
For P-values < 0.05 the null hypothesis of equal evolutionary
rates between taxa was rejected. For the molecular clock cali-
bration, the common mutation rate for mitochondrial DNA of
2% per million years (Avise 2004) was used to identify possi-
ble selective influences.

RESULTS

For O. maya, sequences were obtained for 560 bases of
the COIII gene (GenBank access: GU362546.1), 803 bases of
the COI gene (GenBank access: GU362545.1), and 372 bases
of the 16S rRNA gene (GenBank access: FJ751763).

Across all sequences the GTR+I+G model was identified
as the most suitable mutation model. Table 1 summarizes the
features of the phylogenetic analyses performed. Due to the
respective availability of sequence data, there were different
numbers of operational taxonomic units (OTUs) in the trees
constructed for the various single gene regions.

The 16S rRNA gene tree had the highest number of OTUs
(fig. 1). The sequence of O. maya was grouped with the
sequences obtained from octopuses that inhabit the East
Pacific. The phylogenetic groupings were concordant with

se editaron con MrEnt v2.1 (© 2005-2010, Alessandro
Zuccon y Dario Zuccon).

Se construyeron arboles independientes para cada gen, asi
como para las secuencias concatenadas de los tres genes
(para los taxones para los cuales existian tales datos; ver
apéndice). Se usaron especies del género Opisthoteuthis
como grupo externo (outgroup) y también se incluyd
Enteroctopus dofleini (antes Octopus dofleini) para comparar
las distancias genéticas dentro del género Octopus con res-
pecto a otro género estrechamente relacionado.

La igualdad de tasas evolutivas entre las especies analiza-
das en cada arbol se comprobd usando Opisthoteuthis
massyae como grupo externo en la prueba de tasas relativas
de Tajima (1993) implementada en MEGA4. Se estim6 el
tiempo de divergencia para el arbol de los genes concatena-
dos, y los valores P para la prueba chi-cuadrada de pares de
secuencias se usaron en la construccion de ramas linearizadas
(Takezaki et al. 2004). Para los valores P < 0.05, se rechaz6
la hipotesis nula de igualdad de tasas evolutivas entre taxo-
nes. Para la calibracion del reloj molecular, se us6 la tasa de
mutacion comin para el ADN mitocondrial de 2% cada
millon de afios (Avise 2004) para identificar posibles influen-
cias selectivas.

RESULTADOS

Para O. maya, se obtuvieron secuencias para 560 bases
del gen COIII (nimero de acceso en GenBank:
GU362546.1), 803 bases del gen COI (GenBank:
GU362545.1) y 372 bases del gen ARNr 16S (GenBank:
FJ751763).

Para todas las secuencias, el modelo GTR+I+G resultd
ser el modelo de mutaciéon mas adecuado. En la tabla 1

Table 1. Features of the phylogenetic analyses using mtDNA sequences.

Tabla 1. Informacién de los andlisis filogenéticos con secuencias de ADNmt.

ColIll COlI 16SrRNA Three together
Number of taxa 29 23 34 9
Analyzed sites 510 bp 662 bp 520 bp 1459 bp
Evolutionary model GTR+I1+G GTR+1+G GTR+I1+G GTR+1+G
Gamma distribution shape parameter 0.5629 0.8269 0.5349 1.2003
A frequency 0.3220 0.2950 0.3896 0.3311
C frequency 0.1757 0.1655 0.0753 0.1485
G frequency 0.1114 0.1549 0.1190 0.1384
T frequency 0.3909 0.3846 0.4161 0.3820
Substitution model:
A-C 1.3767 4.7638 0.0827 0.4853
A-G 4.1235 17.1328 5.2649 5.6555
A-T 4.6447 49.5383 0.6370 6.0570
C-G 1.0216 4.7536 0.2613 0.5409
C-T 67.9969 470.4032 0.4587 30.4287
G-T 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
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the geographical distribution of the taxa. The more similar
taxa were those that were geographically nearest, with the
exception of O. marginatus.

The COI gene tree (fig. 2) illustrates that the O. maya
sequence is related to octopus’ sequences from the East
Pacific. The COI gene tree shows that the taxa are split into
two major clades. The biogeographical agreement of the COI
tree groupings seems to be biased because there are only two
taxa (O. maya and O. joubini) that do not correspond to the
Pacific basin. Interestingly, although both octopuses inhabit
the Caribbean and the Gulf of Mexico, they were not grouped
together in the tree. Both species are more closely related to
octopuses from different major clades.

The COIII gene tree (fig. 3) includes more species from
the East Pacific than the 16S rRNA and COI gene trees, and
clearly supports the evolutionary relationship of O. maya
with East Pacific octopuses. It also supports the split of taxa
into two major clades with similar sorting to that of the COI
gene tree. The COIIl gene tree shows groups with clear
biogeographical agreement, regarding the monophyletic
clade composed of Australian octopuses as well as American
octopuses.

Table 2 shows the genetic distances between taxa
included in the concatenated gene tree, as well as the relative
rate test (Tajima 1993) for each pair of sequences. Octopus
californicus and E. dofleini show very short genetic distances
between them (0.098) but large distances with respect to the
rest of the taxa (22.6-28.3). Also, these two North Pacific
octopuses have similar evolutionary rates for the genes
analyzed, but both show significant rate difference with
O. vulgaris (P-values = 0.02259 and 0.01669), so they were
excluded from the linearized tree, where the divergence time
between taxa was estimated.

Figure 4a shows the concatenated gene tree with an early
divergence of the O. californicus-E. dofleini pair with respect
to the rest of the taxa. The bootstrap support values in that
tree are remarkably high due to the highest number of infor-
mative sites, so it is the best supported tree.

Figure 4b shows that the diversification of the octopuses
that present equal evolutionary rates across all three genes
occurred between 5 and 2.5 million years ago.

DISCUSSION

Biogeographical support of the trees and the origin of
0. maya

All constructed trees show broad-scale agreement
between the groupings and the geographical distribution of
the taxa, and the evolutionary relationship between O. maya
and the East Pacific octopuses was consistent in the whole
analysis.

The COI gene tree suggests that allopatric speciation pro-
cesses have occurred independently but in the same way
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se resumen las caracteristicas de los andlisis filogenéticos
realizados. Debido a la disponibilidad respectiva de los datos
de secuencia, hubo diferentes nimeros de unidades taxono-
micas operativas (UTO) en los arboles construidos para las
diversas regiones de un gen.

El arbol del gen ARNr 16S presento el mayor nimero de
UTO (fig. 1). La secuencia de O. maya se agrupd con las
secuencias obtenidas de pulpos que habitan en el Pacifico
oriental. Los grupos filogenéticos coincidieron con la
distribucion geografica de los taxones. Los mas similares
fueron aquellos mas cercanos geograficamente, con excep-
cion de O. marginatus.

El arbol del gen COI (fig. 2) indica que la secuencia de
O. maya se relaciona con las secuencias de los pulpos del
Pacifico oriental. Este arbol muestra que los taxones se divi-
den en dos clados principales. La congruencia biogeografica
de las agrupaciones del arbol de COI parece estar sesgada ya
que hay solo dos taxones (O. maya y O. joubini) que no
corresponden a la cuenca del Pacifico. Resulta interesante
que aunque ambos pulpos se encuentran en el Caribe y el
golfo de México, no se agruparon en el arbol. Ambas espe-
cies estan mas estrechamente relacionadas con pulpos de
diferentes clados principales.

El arbol del gen COIII (fig. 3) incluye un mayor nimero
de especies del Pacifico oriental que los arboles de los genes
ARNr 16S y COl, y claramente apoya la relacion evolutiva
entre O. maya y los pulpos del Pacifico oriental. También
apoya la separacion de los taxones en dos clados principales
con una agrupacion similar a la del arbol de COI. El arbol
de COIII muestra grupos con una clara congruencia biogeo-
grafica, como el clado monofilético compuesto de pulpos
australianos asi como americanos.

La tabla 2 muestra las distancias genéticas entre los
taxones incluidos en el arbol de los genes concatenados, asi
como en la prueba de tasas relativas (Tajima 1993) para cada
par de secuencias. Las especies O. californicus y E. dofleini
muestran distancias genéticas muy cortas entre ellas (0.098)
pero distancias largas con respecto a los demas taxones
(22.6-28.3). Estos dos pulpos del Pacifico Norte presentan
tasas evolutivas similares para los genes analizados, pero
ambos muestran diferencias significativas con O. vulgaris
(P=10.02259 y 0.01669), por lo que se excluyeron del arbol
linearizado, donde se estimd el tiempo de divergencia entre
taxones.

La figura 4a muestra el arbol de los genes concatenados
con una divergencia temprana del par O. californicus y E.
dofleini en relacion con los demas taxones. Los valores de
apoyo bootstrap de este arbol son notablemente altos debido
al mayor numero de sitios informativos, por lo que es el arbol
mejor respaldado.

La figura 4b muestra que la diversificacion de los pulpos
que presentan tasas evolutivas iguales para los tres genes
sucedid hace 5 a 2.5 milliones de afios.
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Figure 1. 16S rRNA evolutionary relationships in the Octopus genus.
Figura 1. Relaciones evolutivas de ARNr 16S en el género Octopus.
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between the Pacific and Atlantic basins, as illustrated by the DiscusiON
0. maya and O. joubini sequences. Both species have similar

geographical distribution and development and their Apoyo biogeografico de los arboles y el origen de O. maya
sequences were also related to Pacific octopuses, but were
sorted in different clades. According to the COI tree, species Todos los arboles construidos muestran una amplia con-
with the same development are not necessarily closely gruencia entre las agrupaciones y la distribucion geografica
related. The evolutionary relationship between Pacific and de los taxones, y la relacion evolutiva entre O. maya y los
Atlantic sequences, even for different clades, suggests that a pulpos del Pacifico oriental fue consistente durante todo el
single oceanographic incident (possibly the lifting of the analisis.
Gulf of Mexico
Octopus maya —— : '
97.00 Caribbean
b Octopus bimaculoides
Octopus tetricus
98,00 — OcCtopus vulgaris
70.00
55.00 L Octopus areolatus

Octopus oliveri
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b OCtOPUS laqQUEUS

Pacific
Octopus ornatus

e OCtOPUS SaSAKi
100.00
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58.00
b Enteroctopus dofleini

Octopus californicus

89.00

— Octopus conispadiceus

b Octopus hongkongensis

Octopus joubini ——m —— Gulfof Mexico,
Caribbean

e OCtOPUS WOIfi
97.00

Octopus incella

Pacific

Octopus parvus

Octopus ocellatus

Opisthoteuthis depressi

Figure 2. COI evolutionary relationships in the Octopus genus.
Figura 2. Relaciones evolutivas de COI en el género Octopus.
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Figure 3. COIII evolutionary relationships in the Octopus genus.
Figura 3. Relaciones evolutivas de COIII en el género Octopus.
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Panama Isthmus) triggered several speciation events within
the genus. The divergence time estimated for the sequences
in the concatenated gene tree (fig. 4b) was between 5 and
2.5 million years ago. That time corresponds to the formation
of the Isthmus of Panama (Stanley 2005), supporting the pos-
sibility that this geological event initiated an important pro-
cess of speciation of octopuses not only in the American
continent but also worldwide. The estimated divergence time
also corresponds to that determined by Pérez-Losada et al.
(2002). The COIII tree also suggests that O. maya shares
ancestry with the Californian octopuses O. bimaculoides and
O. bimaculatus and with the South American octopuses
O. mimus, which is distributed from Peru to Chile (Pérez-
Losada et al. 2002), and O. oculifer, which is endemic to the
Galapagos Islands. The common ancestor of these species
possibly had a life cycle with a larval phase, although both O.
maya and O. bimaculoides follow a life cycle marked by
direct development. The presence of larval stages during the
life cycle has been determined to be the ancestral state and
has not presented regressions along the branches in other
octopus phylogenies (Guzik 2004). We propose that all these
octopuses (O. maya, O. vulgaris, O. tetricus, O. bimacu-
loides, O. bimaculatus, O. mimus, and O. oculifer) compose a
monophyletic group that was diversified during the formation
of the Isthmus of Panama.

The topology obtained from the phylogenetic tree of the
COIII gene was identical to that obtained by Barriga-Sosa
et al. (1995) in terms of the taxa common to both studies. The
monophyletic clades in figure 3 that correspond to the
Australian and West Pacific octopuses are very similar and
include the same species that were analyzed by Guzik et al.

El arbol del gen COI sugiere que procesos de especiacion
alopatrica han sucedido independientemente pero de la
misma manera en las cuencas del Pacifico y Atlantico, como
lo muestran las secuencias de O. maya y O. joubini. Ambas
especies tienen una distribucion geografica y un desarrollo
similar y sus secuencias también se relacionan con los pulpos
del Pacifico, pero se agruparon en diferentes clados. Segiin
el arbol de COI, las especies que tienen el mismo desarrollo
no necesariamente estdn estrechamente relacionadas. La
relacion evolutiva entre las secuencias del Pacifico y el
Atlantico, aun para distintos clados, sugiere que un solo
incidente oceanografico (posiblemente el levantamiento del
istmo de Panamd) origind varios eventos de especiacion
dentro del género. El tiempo de divergencia estimado para
las secuencias en el arbol de los genes concatenados (fig. 4b)
fue hace entre 5 y 2.5 millones de afios. Ese tiempo coincide
con la formacién del istmo de Panama (Stanley 2005) y
apoya la posibilidad de que este evento geoldgico inicié un
proceso de especiacion de pulpos no sélo en el continente
americano sino también en todo el mundo. El tiempo de
divergencia obtenido también corresponde al estimado por
Pérez-Losada et al. (2002). El arbol de COIII sugiere que
0. maya comparte ascendencia con los pulpos californianos
O. bimaculoides y O. bimaculatus, asi como con los pulpos
sudamericanos O. mimus, que se distribuye de Pera a Chile
(Pérez-Losada et al. 2002), y O. oculifer, que es endémico de
las islas Galdpagos. El ancestro comiin de estas especies
posiblemente tuvo un ciclo de vida con una fase larvaria,
aunque tanto O. maya como O. bimaculoides presentan desa-
rrollo directo. Se ha determinado que la presencia de etapas
larvarias durante el ciclo de vida es el estado ancestral y no se

Table 2. Tajima’s (1993) relative rate test for COIII + COI + 16S rRNA genes and genetic distances between taxa. Chi-square P-values of the
Tajima test between pairs of taxa are shown below the diagonal with significant values in bold letters, while genetic distances are shown above

the diagonal.

Tabla 2. Prueba de tasas relativas de Tajima (1993) para los genes COIII + COI + ARNr 16S y distancias genéticas entre taxones. Los valores
P de chi-cuadrada de la prueba de Tajima entre pares de taxones se muestran debajo de la diagonal con valores significativos en negritas,

mientras que las distancias genéticas se muestran por arriba de la diagonal.

(1) Octopus maya, (2) O. vulgaris, (3) O. californicus, (4) O. bimaculoides, (5) O. ocellatus, (6) O. cyanea, (7) O. aegina, (8) Enteroctopus

dofleini, (9) Opisthoteuthis massyae (outgroup).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 - 0.172 0.267 0.110 0.197 0.191 0.199 0.247 0.340
2 0.18228 - 0.276 0.153 0.205 0.211 0.199 0.264 0.347
3 0.32518 0.02259 - 0.248 0.241 0.256 0.255 0.098 0.283
4 0.70546 0.25908 0.18318 - 0.178 0.170 0.193 0.220 0.320
5 0.34545 0.07471 0.65211 0.36571 - 0.203 0.148 0.225 0.291
6 0.82726 0.31731 0.19001 1.00000 0.42829 — 0.203 0.247 0.325
7 0.69489 0.55245 0.14639 0.77967 0.29715 0.76970 - 0.226 0.302
8 0.39719 0.01669 1.00000 0.19365 0.64103 0.13399 0.12224 - 0.275

In the relative rate test, P-values < 0.05 were used to reject the null hypothesis of equal rates between lineages.
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Figure 4. Evolutionary relationships of the COI, COIIL, and 16S rRNA concatenated sequences for the Octopus genus: (@) genetic distance
tree and (b) linearized tree. The tree produced by the concatenated sequences provides better support than the individual sequences. The
diversification of the concatenated sequences in Octopus species is estimated to have started between 5 and 2.5 million years ago (MYA).
Bootstrap support values changed after taxa with different evolutionary rates were excluded from the analysis.

Figura 4. Relaciones evolutivas de las secuencias concatenadas de COI, COIIl y ARNr 168 para el género Octopus: (@) arbol de distancias
genéticas y (b) arbol linearizado. El arbol producido por las secuencias concatenadas proporciona mejor respaldo que las secuencias
individuales. Se estima que la diversificacion de las secuencias concatenadas en las especies de Octopus comenzo6 hace entre 5 y 2.5 millones
de anos (MYA). Los valores de apoyo bootstrap cambiaron después de excluir del analisis los taxones con diferentes tasas evolutivas.

(2005), though in that study cytochrome b and a nuclear gene
(elongation factor-1a) were analyzed along with COIIL.

Possible implications of the results in Octopus systematics
and evolution

Table 2 shows that the O. maya genetic distances
(11-19.9%) are in the same range as those of the Octopus
species analyzed, with the exception of O. californicus that
shows larger distances (24.1-27.6%). These results support
the inclusion of O. maya in the Octopus genus. This conclu-
sion is different to that reached by Pérez-Losada et al. (2002),
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presentan regresiones en las ramas de otras filogenias de
pulpo (Guzik 2004). Nosotros proponemos que todos estos
pulpos (O. maya, O. vulgaris, O. tetricus, O. bimaculoides,
O. bimaculatus, O. mimus y O. oculifer) forman un grupo
monofilético que se diversificd durante la formacion del
istmo de Panama.

La topologia obtenida del arbol filogenético del gen
COIII es idéntica a la obtenido por Barriga-Sosa et al. (1995)
en cuanto a los taxones comunes a ambos estudios. Los cla-
dos monofiléticos en la figura 3 que corresponden a los pul-
pos de Australia y el Pacifico occidental son muy similares e
incluyen las mismas especies analizadas por Guzik et al.
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who suggested that the genetic distances of O. maya could
place it out of the Octopus genus. On the other hand, we pro-
pose that the current status of O. californicus should be
reviewed as it shows genetic distances out of the range of the
Octopus genus, showing shorter genetic distances as well as
similar evolutionary rates as E. dofleini.

It is necessary to put limitations on the interpretation
of real evolutionary history. While trees based on DNA
sequences are very useful tools for understanding the evolu-
tion of a group given the great phenotypic variability and a
limited fossil record (Strugnell et al. 2005), it is first neces-
sary to sequence a great quantity of genes and genomes,
generating the greatest quantity of characters available for
resolving the phylogeny.
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(2005), aunque en este ultimo estudio se analizaron el gen
citocromo b y un gen nuclear (factor de elongacion-1a) junto
con COIIIL.

Posibles implicaciones de los resultados en la sistematica
y evolucion de Octopus

La tabla 2 muestra que las distancias genéticas que
presenta O. maya (11-19.9%) se encuentran en el intervalo
de distancias que presentan las otras especies de Octopus
analizadas, con excepcion de O. californicus que presenta
mayores distancias (24.1-27.6%). Estos resultados apoyan la
inclusion de O. maya en el género Octopus. Esta conclusion
difiere de la obtenida por Pérez-Losada et al. (2002), quienes
sugirieron que las distancias genéticas de O. maya podrian
colocarlo fuera del género Octopus. Por otro lado,
proponemos que se deberia de revisar el estatus actual de
O. californicus ya que muestra distancias genéticas mas cor-
tas asi como tasas evolutivas similares a E. dofleini.

Es necesario poner limites a la interpretacion de la histo-
ria evolutiva real. Aunque los arboles basados en secuencias
de ADN son herramientas muy utiles para comprender la
evolucion de un grupo dada la gran variabilidad fenotipica y
un registro fosil limitado (Strugnell et al. 2005), primero es
necesario secuenciar una gran cantidad de genes y genomas y
generar la mayor cantidad de caracteres posible para resolver
la filogenia.
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Appendix. GenBank accession numbers for Octopus sequences used.
Apéndice. Numero de acceso en GenBank de las secuencias de Octopus utilizadas.

Species 16S rRNA COolll (¢f0)
Octopus maya FJ751763.1 GU362546.1 GU362545.1
O. aculeatus AJ628213.1

O. aegina AJ252746.1 AJ628214.1 AB191276.1
O. alpheus AJ628215.1

O. areolatus AJ252747.1 AB191274.1
O. aspilosomatis AJ311109.1 AJ628216.1

O. australis AJ628217.1

O. berrima AY545105.1 AJ628218.1

O. bimaculatus X83100.1

O. bimaculoides AJ252748.1 AJ250482.1 AF377967.1
O. bocki AJ311112.1

O. bunurong AJ628219.1

O. californicus AJ390322.1 AF377968.1
O. conispadiceus AB430533.1
O. cyanea AJ252782.1 AJ628220.1 AB430534.1
O. dierythraeus AJ628222.1

O. exannulatus AJ628223.1

O. graptus AJ628224.1

O. hongkongensis AB302174.1 AB430537.1
O. incella AB430542.1
O. joubini AY377732.1
O. kagoshimensis AJ311108.1 AJ628226.1

O. kaurna AY545106.1 AJ628227.1

O. laqueus AB302177.1 AB430543.1
O. longispadiceus AB430539.1
O. luteus AJ252749.1

O. macropus

O. magnificus AJ252750.1

O. maorum AJ311110.1 AJ628231.1

O. marginatus AJ252751.1 AJ628232.1

0. mimus AJ390318.1 AJ012128.1

O. minor AB191275.1
O. mototi AJ252752.1 AJ628233.1

O. ocellatus NC_007896.1 NC_007896.1 NC_007896.1
O. oculifer AJ628235.1

O. oliveri AB430532.1
0. ornatus AJ252753.1 ABI191279.1
O. pallidus AJ252754.1 AJ628236.1

O. parvus AB430544.1
O. rubescens AJ252755.1

O. salutii AJ390323.1

O. sasakii AB191277.1
O. tehuelchus AJ252761.1

O. tetricus AJ628237.1 AF000056.1
O. variabilis EU234591.1

O. vulgaris AB158363.1 AB158363.1 AB158363.1
O. wolfi AJ311111.1 AB430545.1
Enteroctopus dofleini AB191107.1 FJ603531.1 AY545190.1
Opisthoteuthis massyae AJ315372.1 EU071451.1 AY545187.1
Opisthoteuthis depressa AB191282.1
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