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Resumen

La forma mas comun de determinar la conectividad de las poblaciones es a través de
andlisis genéticos y morfométricos que miden el grado de variacién entre y dentro de las
poblaciones. La lapa Fissurella virescens es un molusco que se distribuye desde la Bahia de
Mazatlan en el norte de México hasta las Islas Galapagos en Per(. Posee una larva pelégica
de poca duracion lo que nos hace creer que posee poblaciones cerradas y bien
estructuradas. Su concha es aplanada y presenta una variacion a simple vista,
principalmente en tamafio y coloracion. La especie no es consumida de forma comercial a
gran escala, como otras lapas del mismo género. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
diversidad genética y la variabilidad de la concha de F. virescens en siete poblaciones del
Pacifico oriental tropical. Se recolectaron 270 conchas para el anélisis morfométrico y 158
para el analisis genético. El analisis de morfometria se llevo a cabo con tres métodos: 1.
Morfometria clasica, 2. Morfometria geométrica y 3. Eliptica de Fourier. El analisis
genético se llevo a cabo con tres marcadores ISSR’s. Se determino la diversidad genética,
la diferenciacion y la estructura genética de las poblaciones. Se encontraron diferencias
significativas en la forma de la concha con los tres métodos morfométricos utilizados, las
pruebas de asignacion fueron inferiores al 66% para los tres métodos, p= 0.001. Las
poblaciones analizadas presentaron una diversidad genética alta a comparacion de otros
invertebrados marinos (He= 0.2001 a 0.3235). La mayor diferenciacion se encontré dentro
de las poblaciones con una Fgq= 0.2935, aunque los valores de diferenciacion entre
poblaciones también fueron significativos. El andlisis de asignacion bayesiana clasifico a la
mayoria de los individuos en sus poblaciones correspondientes, evidenciando una
estructura genética alta. Las poblaciones de F. virescens analizadas presentan diferencias
significativas en su forma y una plasticidad fenotipica moderada, es probable que la forma
de la lapa este influenciada fuertemente por las condiciones especificas del habitat. Presenta
una diversidad genética alta, una diferenciacion alta y una estructura genética fuerte
probablemente influenciada por el aislamiento por distancia, la baja conectividad y la

limitada duracion de la larva en la columna de agua.



Abstract

The most common way to determine the connectivity of populations is by genetic and
morphometric analyzes which measures the degree of variation between and within
populations. The limpet Fissurella virescens is a mollusk that distributes from Mazatlan
Bay in northern Mexico to Galapagos Islands in Peru. Has a short-lived pelagic larvae,
which makes us believe that has closed and well structured populations. Their shell is flat
and shows a variation to the naked eye, primarily in size and color. The species is not
consumed on a commercial basis a large scale, like other limpets from the same gender.
The aim of this study was to evaluate the genetic diversity and variability of the shell of F.
virescens in seven populations of the eastern tropical Pacific. We collected 270 shells for
morphometric analysis and 158 for genetic analysis. Morphometrics analysis was
performed with three methods: 1. Classic morphometrics, 2. Geometric morphometrics and
3. Elliptical Fourier. Genetic analysis was carried out with three ISSR's markers. Genetic
diversity, differentiation and genetic structure of populations were determined. Significant
differences were found in the form of the shell with the three morphometric methods,
assignment tests were less than 66 % for all three methods, p= 0.001. The populations
studied showed high genetic diversity compared to other marine invertebrates (He= .2001
to .3235). The greatest differentiation was found within populations with Fg = 0.2935,
although the values of differentiation between populations were also significant. Bayesian
assignment analysis classified the majority of individuals in their respective populations,
showing high genetic structure. Populations of F. virescens presents significant differences
in form and a moderate phenotypic plasticity, it’s likely that the form of this limpet is
strongly influenced by specific conditions of the habitat. They had a high genetic diversity,
high differentiation and a strong genetic structure probably influenced by isolation by

distance, low connectivity and limited duration of the larva in the water column.
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INTRODUCCION GENERAL

La conectividad se refiere al intercambio de individuos entre poblaciones separadas
geograficamente (Cowen et al., 2007). Esta es crucial para el mantenimiento de las
poblaciones y para entender la respuesta de sus individuos a los cambios en las condiciones
ambientales (Palumbi, 2003; Gawarkiewicz et al., 2007). En la mayoria de los
invertebrados marinos, la conexién entre las poblaciones se da a través de la dispersion de
las larvas peldgicas, (Becker et al., 2007; Cowen et al., 2007; Cowen y Sponaugle, 2009;
Levin, 2011). La dispersion puede contribuir significativamente a la tasa de crecimiento, al

flujo génico y a la persistencia de las especies (Lowe y Allendorf, 2010).

De manera general se considera que las poblaciones de la mayoria de los animales marinos
son abiertas y se distribuyen en amplios rangos geogréaficos, esto se ha atribuido al hecho de
gue potencialmente las larvas de estos animales se pueden dispersar libremente (Swearer et
al., 2002; Jones et al., 2005). Las larvas planctonicas con mayor longevidad, aquellas que
pasan semanas 0 meses en la columna de agua a merced de las corrientes, tienden a formar
poblaciones panmicticas y reducen su adaptacién a las condiciones locales (Krug, 2011).
Por otra parte las especies con larvas de menor duracién tienden a poseer poblaciones mas
estructuradas genéticamente y a estar sometidas a deriva génica. Se ha encontrado que
ademas de la habilidad de dispersion, las larvas se ven afectadas por diferentes factores
ambientales, como la salinidad, las corrientes y la temperatura, las cuales pueden crear
barreras para la dispersion y afectar la conectividad entre las poblaciones, por lo que las
poblaciones marinas no son tan abiertas como se pensaba (Palumbi, 2003; Pineda et al.,
2007).

La conectividad de las poblaciones usualmente se estima a través de métodos indirectos,
dada la dificultad de medir directamente el movimiento de las larvas. Por lo tanto, el uso de
marcadores moleculares neutrales ayuda en la estimacion de la diversidad, la diferenciacion
y la estructura genética de las poblaciones (Selkoe y Tonnen, 2011). A partir de los valores
estimados es posible inferir la conexidn que existe entre las poblaciones, ya que detectan
los cambios en las frecuencias alélicas entre éstas (Hedgecock, et al., 2007). Dos métodos
analiticos son los que se han usado principalmente para especular respecto a la conectividad

de las poblaciones, el modelo de “Stepping Stone” (Wright, 1943) o de un salto a traves de
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la estimacion de aislamiento por distancia y el uso de pruebas de asignacion basado en
andlisis bayesianos, series de Monte Carlo o pruebas de méaxima verosimilitud (Manel et
al., 2005; Beerli, 2006; Cowen y Spounagle, 2009). Los parametros genéticos ayudan a

entender la interrelacion entre las poblaciones de una especie y su proceso evolutivo.

El estudio de la variacion de las poblaciones no se limita sélo al analisis genético.
Diferentes enfoques son utilizados, de manera paralela o independiente, para analizar la
variacion morfoldgica que los organismos presentan a lo largo de escalas geograficas
amplias. Esto, con el fin de identificar la variabilidad fenotipica determinada por las
presiones ambientales a las que se ven sometidos los individuos, para encontrar patrones de
distribucion de la variacion e identificar rasgos o atributos que caracterizan a las
poblaciones de invertebrados marinos (Zelditch, 2004; Marquez y Van der Mollen, 2011).
En los moluscos, en especial la variabilidad fenotipica es utilizada como una herramienta
taxondmica (Silva et al., 2005). Las mediciones por medio de métodos directos, donde se
registra la variabilidad de las conchas de los moluscos a partir de medir la distancia entre
puntos, se ha usado en distintas especies por ejemplo en algunos bivalvos como Macoma
balthica (Beukema y Meehan, 1985) y Meretrix meretrix (Deng et al., 2008) en especies de
gasteropodos como Fissurella pulchra (Bretos y Chihuailaf, 1990) o en especies de
escafopodos de la familia Gadilidae (Silva et al., 2005). Sin embargo, dada la ambiguedad
de los métodos directos, en los Gltimos afios se han desarrollado métodos que permiten
evaluar y cuantificar la forma de los organismos de una manera mas analitica, métodos
como las Elipses de Fourier o la Morfometria Geométrica (Zelditch, 2004). En algunas
especies de moluscos bivalvos como Mytilus edulis (Ferson et al., 1985), Mytilus trossulus
(Innes y Bates, 1999), Chamalea gallina (Palmer et al., 2004), Mytilus chilensis (Krapivka
et al., 2007), se han utilizado las Elipses de Fourier para hacer andlisis de las conchas.
Mientras que la morfometria geométrica ha sido utilizada para el caso de Brachidontes
purpuratus (Aguirre et al., 2006) o para diferenciar entre las especies de Panopea globosa

y P. generosa (Leyva-Valencia et al., 2012).

El héabitat juega un papel importante en la evolucién de las especies. Esto es
particularmente importante en habitats heterogeneos donde las condiciones cambiantes

actuan como factores selectivos o limitantes para el desarrollo y la reproduccion. Las playas



rocosas son ambientes heterogéneos muy estresantes, debido a que presentan fuertes
gradientes de temperatura, cambios en la radiacién solar y oleaje, ademas de estar
sometidos a los ciclos de marea (Menge y Branch, 2001). Las poblaciones que se
desarrollan en este tipo de habitats deben contar con una mayor capacidad de respuesta para
adecuarse a los cambios. Esto provoca que exista una gran variacion tanto morfologica
como genética entre los individuos de una misma poblacion e incluso que se genere
divergencia genética a pesar de la existencia de un alto flujo génico. (Hoffman et al., 2010).
En algunas especies de moluscos intermareales se ha demostrado un alto grado de
plasticidad fenotipica, un ejemplo de esto se da en las litorinas, que presentan diferencias
conspicuas en la forma de la concha entre individuos de la misma poblacion debido a la
accion de las olas, la desecacion y la depredacion por cangrejos (Butlin et al., 2008;
Queiroga, et al., 2011); lo que ha generado barreras parciales para el flujo génico (Roland-
Alvarez et al., 2004; Galindo et al., 2009). La composicion genética de las poblaciones
determina su habilidad para adaptarse a los cambios en las condiciones ambientales o
incluso los provocados por la invasion de otras especies a su habitat (Stepien et al., 2002;
Zhan et al., 2008); por lo que es importante evaluar la variacion y la diversidad genética de
las especies en escalas geograficas amplias, ademas esto tiene un valor intrinseco para su

conservacion (Lowe et al., 2004; Diz y Presa, 2009).
Fissurella virescens

La familia Fissurellidae posee alrededor de 37 géneros y aproximadamente 600 especies de
moluscos llamados lapas, la mayoria de las cuales estan repartidas en cuatro géneros
Diodora, Fissurella, Emarginela y Puncturella (Olivares, 2007). Esta familia esta
comprendida dentro del suborden Vetigastropoda. Se considera que los géneros dentro de
este grupo son monofiléticos. Los trabajos filogenéticos realizados con la secuencias de los
genes de la Histona H3, citocromo oxidasa subunidad 1 (COI) y dos segmentos de ARNr
18s han clasificado a la familia Fissurellidae como la méas reciente dentro de los

Vetigastropodos (Geiger y Thacker, 2005).

Las lapas son comunes en los ensamblajes de invertebrados en las playas rocosas. EI género
Fissurella esta constituido por un grupo de lapas que posee una concha tipo pateliforme con

una abertura al centro que permite el flujo del agua (foramen). La concha posee simetria
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bilateral y carece de enroscamiento (Olivares, 2007). Las conchas estan claramente
ornamentadas con crenulaciones. El cuerpo del animal esta adherido a la concha por medio
del manto y de un musculo en forma de herradura. El interior de la concha presenta la
cicatriz del musculo y el callo, el cual es un area plana que rodea al foramen (McLean,
1984). Las especies del género Fissurella son en general organismos sedentarios, algunas
especies pueden ser filtradoras o alimentarse de esponjas o algas (McLean, 1984; Olivares-
Paz, 2007).

Las especies de este genero son animales gonocoristicos (los sexos estan separados), y no
existe dimorfismo sexual (Bretos et al., 1983; McLean, 1984; Pérez et al., 2007). Los
individuos presentan fecundacién externa. En especies como Fissurella maxima (Bretos, et
al., 1983), F. crassa (Huaquin et al., 1998) y F. nigra (Pérez et al., 2007) se ha demostrado
que la maduracion gonadal esta relacionada con la disminucién gradual en la temperatura
del agua. En el hemisferio sur, se ha demostrado que los desoves ocurren casi todo el afio.
Presentan una larva pelagica, en F. barbadiensis (Lewis, 1960; Ward, 1966) en F. picta
(Gonzélez, et al., 1999) y en F. vulcano (Reynoso et al., 2007) se ha descrito una larva libre
nadadora del tipo trocofora. Las larvas de F. barbadiensis duran aproximadamente tres dias

como libre nadadoras (Lewis, 1960).

La lapa Fissurella virescens se destaca por ser usual en las playas rocosas del Pacifico
mexicano, principalmente en la costa de Jalisco y Colima, donde posee una gran
abundancia y es frecuente en los registros (Rios-Jara et al., 2001). Se distingue por poseer
una concha aplanada, de color blanquecino o grisaceo en la superficie y un color verde
brilloso en la parte interior. Estd ampliamente distribuida en el Pacifico, se conoce desde la
Bahia de Mazatlan, Sinaloa, México hasta las Islas Galapagos, Ecuador (Keen, 1971). Es
extraida con fines de alimentacion por los pescadores o para fabricar artesania en la costa
de Jalisco. No se sabe si esta lapa es aprovechada de forma comercial en otras areas de su

distribucion.



OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar la morfometria y la diversidad genética de siete poblaciones de Fissurella virescens

en el Pacifico oriental tropical.

Objetivos Particulares

Evaluar la variabilidad conquilioldgica de siete poblaciones de F. virescens.

Estimar la diversidad y la diferenciacion genética de las poblaciones de F. virescens.

Evaluar la estructura poblacional de F. virescens aplicando métodos de asignacion y

analisis bayesiano.
HIPOTESIS

Si las siete poblaciones estudiadas de Fissurella virescens del Pacifico oriental tropical son

distintas entre si, tendran diferencias en la forma de la concha.

Dado que las poblaciones de F. virescens estan alejadas geograficamente unas de otras,

existen diferencias en sus niveles de diversidad y diferenciacion genética.



AREA DE ESTUDIO

La ecoregion llamada Pacifico oriental tropical se extiende desde la punta de Baja
California Sur a lo largo de la costa del Pacifico mexicano y centroamericano hasta las Islas
Galépagos en Ecuador (Spalding et al., 2007). Esta zona esta definida por la intrusion de
aguas céalidas provenientes de la region del Pacifico oriental norecuatorial, que tienen
mayor influencia en la zona durante el verano llegando hasta los 21°N (Galicia-Pérez et al.,
2006) y de la Corriente Costanera de Costa Rica. Durante el invierno y la primavera el
efecto de estas corrientes frente a la costa de Jalisco, Colima y Nayarit, se minimiza y la
zona es invadida por las agua frias de la Corriente de California y las aguas templadas de la
Corriente de Cortes proveniente del Golfo de California (Wyrtki, 1965; Kessler, 2006).
Esta caracterizada por poseer una variacion climatica anual de la temperatura del agua del
orden de 18° a 23° C y de estar sometida a la variacion interanual del fenémeno oceénico-
atmosférico de El Nifio (ENSO) (Wang y Fiedler, 2006; Fiedler y Tally, 2006). Estas
variaciones en la temperatura del agua y de las corrientes provocan zonas de transicion,
donde las especies suelen encontrar sus limites de distribucion y ocurren la barreras
biogeograficas (Spalding et al., 2007; Rosales-Nanduca et al., 2011), por lo que existe una
biodiversidad alta y la zona presenta especies tropicales y templadas, ademas de algunos

endemismos (Rosales-Nanduca et al., 2011; Vega et al., 2012).

Las recolectas de especimenes de Fissurella virescens se llevo a cabo en siete poblaciones
del Pacifico oriental tropical. Seis de ellas en el Pacifico mexicano y una en la parte norte
de la Bahia de Panamé (Figura A). La muestra total incluyé 270 conchas para el analisis

morfométrico y 158 para el analisis genético.
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Figura A. Sitios de muestreo en el Pacifico oriental tropical.
Sitios de muestreo
Bahia de Mazatlan, Sinaloa

La Bahia de Mazatlan se localiza en la porcion sur del estado de Sinaloa (23° 08’ 48” y 23°
16> 00” N y 106° 29’ 24” y 106° 23* 36” O), precisamente en la boca del Golfo de
California. Es una zona muy dinamica ya que se esta influenciada por las corrientes de
California y la Corriente de Cortés. La temperatura media anual de la superficie del agua es
de 25.4°C. EIl clima es célido subhimedo con lluvias en verano, con una precipitacion
promedio de 812mm (Alonso-Rodriguez, 2004). La bahia esta densamente poblada vy el
60% de las aguas negras descargan directamente en las playas. La recolecta se realizo en la
playa rocosa Casa del Marino que se encuentra en la porcién sur de la bahia, en la zona

vieja del puerto de Mazatlan. Es una playa expuesta con oleaje fuerte.
Isla Isabel, Nayarit

La Isla Isabel decretada como Parque Nacional en 1980 esta situada a 28km frente a la
costa de Nayarit en las coordenadas 21° 51° 217 y 21° 50° 23” y 105° 53° 317’y 105° 53°

05”0. Es una isla volcéanica y presenta un lago salado en el centro. Posee un clima tropical



subhimedo y la temperatura oscila entre los 22°C y los 30°C. La temperatura del agua
varia de entre 29°Cy 30°C (CONANP, 2005). La recolecta se hizo en la playa El Ocaso,
ubicada al noreste de la Isla, se caracteriza por ser una playa rocosa formada por derrames

de lava. Es semiexpuesta y se encuentra sometida a un oleaje fuerte.
Bahia Banderas, Jalisco

Bahia Banderas (20°15” y 20°47°N y 105°15” y 105°42 O) se ubica en la costa norte de
Jalisco y sur de Nayarit. La bahia es de aproximadamente 1000 km?, con una profundidad
media de 300 m, cuenta con una linea de costa de 120 km; se encuentra limitada al norte
por Punta de Mita y al sur por Cabo Corrientes. Esta en el limite de dos subprovincias
biogeograficas la del Golfo de California al norte y la Mexicana al sur. Debido a su
ubicacion en la boca del Golfo de California, es susceptible a los procesos de circulacién
Pacifico oriental y provoca una gran variabilidad ambiental (Gallegos et al., 2006). El clima
es subhumedo tropical, las temperaturas anuales varian de entre 22°C a 29°C y la
precipitacién media anual es de 325mm (Cupul-Magafia, 2007). La recolecta se hizo en la
playa Yelapa, que se encuentra en la porcion sur de la bahia. Es una pequefia playa arenosa
con una zona rocosa hacia el noreste. Se encuentra dentro de una zona turistica que no esta

densamente poblada. La playa es una zona protegida y las olas no suelen ser muy fuertes.
Bahia de Chamela, Jalisco

La Bahia de Chamela se encuentra, en las costas del municipio de La Huerta en Jalisco (19°
32> N y 105° 06’ O), se ubica entre las desembocaduras de los rios Cuitzmala y San
Nicolas. Se extiende desde Punta Rivas en el norte hasta punta Etiopia, a lo largo de 7.5 km
en direccidn noroeste-sureste. Es una zona seca con poca precipitacion (alrededor de 748
mm al afo), la temperatura marina varia de 26°C a 32°C. La bahia se ubica en una zona de
convergencia de corrientes superficiales de procedencia norte (Corriente de California y de
Reflujo del Golfo de California) y sur (Corriente ecuatoriana) (CONANP, 2008). La
recolecta se llevo a cabo en la playa Negritos que se sitda en la parte sur de la bahia, es una
pequefia playa con macizos rocosos y algunas piedras grandes sueltas que generan pozas
marinas. En el momento de la recolecta no existia ningun tipo de desarrollo turistico en la

playa Negritos. La playa esta protegida y el oleaje es tranquilo.



Cuastecomate, Jalisco

La Bahia de Cuastecomate esta situada en la parte sur de la costa de Jalisco. La bahia se
encuentra entre Punta Carrizalillo y Punta Cuastecomatito (19°13°29" y 19°14°18" N y
104° 43°45" y 104°45°29" O), posee una superficie de aproximadamente 325 hectéreas.
Esta compuesta casi en su totalidad por playas rocosas. Las temperaturas anuales oscilan
entre los 20.6°C y los 32.3°C y la mayor precipitacion se da en el mes de septiembre
(Esqueda et al., 2000). El sitio tiene una pequefia zona turistica visitada principalmente por
los lugarefios. La recolecta de especimenes se hizo en la porcion sur de la bahia, en una
zona con macizos rocosos y canto rodado. La playa estd protegida y posee un oleaje

calmado.
Ixtapa, Guerrero

La costa de Ixtapa Zihuatanejo se encuentra en el estado de Guerrero. Posee un clima célido
subhimedo con una temperatura media anual mayor a 22°C (Tovilla et al., 2009). La
recolecta se hizo en la zona sur de Playa Linda (17° 40’ 10” N y 101° 38’ 29” O), que se
encuentra dentro de la zona turistica de Ixtapa-Zihuatanejo. El lugar de la recolecta es una
pequefia playa rocosa caracterizada por macizos rocosos Yy piedras sueltas que forman pozas
marinas. Esta situada en un extremo de una playa arenosa muy larga. El sitio se encuentra
rodeado por una intensa actividad turistica y grandes complejos hoteleros. La zona de
colecta es una playa semiprotegida con oleaje de tranquilo a moderado.

Panama

La Bahia de Panam&. Se encuentra ubicada en la costa del Pacifico al este de la ciudad de
Panama. La costa del Pacifico de Panaméa se caracteriza por poseer un clima tropical
lluvioso con promedio de precipitacion anual de 2600mm. La temperatura oscila entre los
26 y 27 °C. Esté influenciada por la corriente ciclonica de Colombia. Es una zona de aguas
poco profundas y céalidas que oscilan entre los 23°C y los 28°C (Bennet, 1965). La
recolecta se llevo a cabo en la playa de Veracruz (8° 57° Ny 79° 32°) en la zona costera del
Distrito de Arraijan, que se sitla en la parte sur de la bahia. Es una playa protegida con

poco oleaje.
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CAPITULO 1. MORFOMETRIA DE Fissurella virescens EN EL PACIFICO
ORIENTAL TROPICAL

INTRODUCCION

El estudio de la forma es importante para determinar las diferencias taxondmicas entre las
especies y para cuantificar su variacién morfologica (Conde-Padin et al., 2007). Determinar
esto es crucial para entender la evolucion y la ecologia de las especies (Queiroga et al.,
2011). La variacion en la forma de los organismos puede estar determinada por la genética
y por las presiones ambientales a las que las especies estan sometidas (Zelditch, 2004;
Marquez y Van der Mollen, 2011).

Las conchas de los moluscos son un buen ejemplo para estudiar la variabilidad y la
plasticidad fenotipica, ya que estan sujetas a los factores ambientales, como el oleaje, la
desecacion y la depredacion, entre otros (Vermeij, 1973; Queiroga, 2011). Esto es
importante sobre todo en las especies que viven en la zona intermareal rocosa, pues éste es
un ambiente muy estresante (Khouw, 2006). En esta zona las especies se ven amenazadas
por la desecacion y la accion de las olas que podrian arrancarlas de la roca. Se ha propuesto
que la forma y el tamafio, asi como las ornamentaciones de las conchas estan determinados

por estos factores (Carvajal-Rodriguez et al., 2005).

La morfometria es el estudio de la variaciéon de la forma a partir de métodos estadisticos
(Adams et al., 2004). Para evaluar las diferencias en la forma, se ha utilizado la descripcion
de la morfologia combinada con diferentes andlisis estadisticos que permiten hacer
comparaciones. Para esto, han surgido distintos enfoques desde los mas tradicionales en los
gue se combinan andlisis multivariados con un grupo de variables como la altura, el ancho
o el alto de las conchas entre otros (Adams et al., 2004) asi como la medicidn entre puntos
combinados con andlisis de sumas de cuadrados (Krapivka et al., 2007). Estos llamados
andlisis tradicionales (Reyment, 1991) han sido ampliamente utilizados en moluscos, como
en los bivalvos Macoma balthica (Beukema y Meehan, 1985), Corbicula fluminea
(Bagatini et al., 2005) Meretrix meretrix (Deng et al., 2008), o en los gasterépodos
Fissurella pulchra (Bretos y Chihuailaf, 1990) F. latimarginata (Olivares et al., 1998),
Cypraea annulus (Irie, 2006) y Gundlachia ticaga (Lacerda et al., 2011) entre otros. Sin
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embargo este tipo de variables estan sujetas al tamafio del individuo lo que puede sesgar la
informacion obtenida respecto a la forma general de la concha (Adams et al., 2004), sobre
todo en aquellas especies donde las diferencias no son muy conspicuas (Méarquez et al.,
2011). Un ejemplo es el trabajo realizado en Littorina saxatilis donde estos métodos no
lograron discriminar entre distintos ecotipos (Johannesson et al., 1993); por lo que se han
propuesto métodos alternativos que minimicen el efecto del tamafio en el analisis de la
variacion, como los morfométricos basados en landmarks (caracteres morfolégicos
homologos en los especimenes) (Bookstein, 1986; Rholf y Slice, 1990) o los que delinean

los contornos como el Analisis de Elipses de Fourier (AEF) (Khul y Giardina, 1982).

Algunos trabajos han utilizado la morfometria geométrica basada en landmarks para
analizar la forma de la concha en moluscos (Stone, 1998; Carvajal-Rodriguez et al., 2005;
Queiroga et al., 2011; Leyva-Valencia et al., 2012). Sin embargo, en algunas especies este
enfoque puede ser dificil de aplicar por la falta de landmarks concretos (Johnston et al.,
1991). El Analisis de Elipses de Fourier ha sido de gran utilidad para determinar las
diferencias en la forma de varias especies, ya que captura toda la forma de la concha aun en
la ausencia de landmarks (Rholf y Archie, 1984). Este método ha sido usado para
discriminar entre poblaciones de bivalvos como en Mytilus chilensis (Krapivka et al.,
2007); Ameghinomya antiqua (Marquez et al., 2010), Ensis macha (Marquez y Van der
Molen, 2011), o entre especies de gasteropodos de los géneros Strombus y Lambis
(Latiolais et al., 2006). Ambos meétodos utilizan los ejes de coordenadas para hacer una
proyeccion bidimensional de la forma. La diferencia principal radica, en que AEF digitaliza
puntos a lo largo de una curva, delineando la forma y ajustandola a la funcién matematica
de Fourier, mientras que el método basado en landmarks, elige puntos o caracteres
morfolégicos analogos y proyecta cada uno en ejes de coordenadas para después
superposicionar las diferentes formas y eliminar asi el efecto del tamafio en la muestra
(Adams et al., 2004).

El molusco gasteropodo Fissurella virescens posee una concha en forma cénica o de lapa y
es comun en las playas rocosas del Pacifico oriental tropical. Esta especie es un buen
ejemplo para el estudio de la variacion morfolégica dada su amplia distribucion, ya que se
le encuentra desde Mazatlan, México hasta las Islas Galapagos, Ecuador (Keen, 1970) y a
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diferencia de las fisurelas de Chile, esta especie ha sido poco estudiada. La F. virescens se
encuentra distribuida en tres provincias biogeogréficas, 1) Provincia de Cortés, cuyos
limites van de Bahia Magdalena hasta Cabo Corrientes, Nayarit, 2) Provincia Mexicana,
desde Cabo Corrientes hasta su limite sur en Oaxaca y 3) Provincia Pandmica, que tiene su
limite en Cabo Blanco al norte de Perl. Los individuos de las poblaciones de esta lapa
presentan una gran variacion morfologica. Sin embargo, no existen trabajos que analicen la

variabilidad en la forma de la concha de esta especie.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la variacion morfologica de F. virescens en siete
poblaciones a lo largo de su distribucion en el Pacifico oriental tropical. Para este estudio se
utilizaron tres diferentes métodos morfométricos para describir las diferencias en las forma
de la concha, se comparan las ventajas y desventajas de cada método y se proponen algunas
posibles causas de la variabilidad observada.

MATERIALES Y METODOS
Area de Estudio

Se recolectaron 270 conchas de siete poblaciones diferentes. Seis se encuentran en México:
Mazatlan (Sinaloa), Isla Isabel (Nayarit), Bahia Banderas, Bahia de Chamela,
Cuastecomate (Jalisco) e Ixtapa (Guerrero); y una de Panama (Figura A). Un total de 252
individuos fueron colectados vivos, mientras que 18 eran conchas sin la parte blanda. La
recolecta de realiz6 de manera directa y al azar en la parte media del intermareal, sin

ningun tipo de equipo especial.

Los especimenes se lavaron con agua dulce y se llevaron al laboratorio. Las partes blandas
se extrajeron de la concha y se preservaron en alcohol al 95%. Las conchas fueron
limpiadas de epibiontes y fueron etiquetadas y guardadas individualmente. EI nimero de
individuos utilizados para cada metodologia varié dependiendo de la conservacién de las
conchas, ya que se utilizaron unicamente las conchas completas y poco erosionadas
(Cuadro 1).
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Cuadro 1.1. Numero de conchas de F. virescens por poblacion utilizadas para cada tipo de analisis
morfomeétrico.

Morfometria  Morfometria ~ Analisis de Elipses

Poblacion geomeétrica Tradicional de Fourier
Mazatlan 31 26 29
Isla Isabel 58 58 50
Bahia Banderas 47 47 42
Bahia de Chamela 33 29 33
Cuastecomate 33 33 32
Ixtapa 34 33 29
Panama 29 29 26
Total 265 255 241

Anélisis morfométrico

El andlisis morfométrico de las conchas consistié en tres diferentes metodologias: la
Morfometria Tradicional, la Morfometria Geométrica basada en semilandmarks (Rohlf y
Slice, 1990) y las Elipses de Fourier (Khul y Giardina, 1982).

Morfometria Geométrica

Esta metodologia nos permite cuantificar la forma, removiendo los efectos de tamafio,
rotacion y escala (Rohlf y Slice, 1990). La diferencia en la forma se puede describir a partir
de caracteres morfométricos llamados landmarks o a partir de caracteres seleccionados
artificialmente o semilandmarks los cuales sirven generalmente para determinar las
diferencias entre curvas (Bookstein, 1996). Las coordenadas correspondientes a cada
landmark son utilizadas para determinar las diferencias entre las poblaciones (Bookstein,
1991).

Para remover los efectos no deseados se utiliza el Analisis Procrustes Generalizado (GPA
por sus siglas en inglés) (Rohlf y Slice, 1990), que nos permite generar una
superimposicion de los organismos. Después de que los landmarks son generados para cada
espécimen, se ajustan por medio del GPA,; para esto se calcula el centroide y los valores x y
y de las coordenadas de cada individuo son centradas en el origen. Después se ajustan todos

los individuos a la misma escala dividiendo la configuracion total de los landmarks entre el
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tamafo del centroide (definido como la raiz cuadrada de la suma del cuadrado de las
distancias de cada landmark al centroide) después se rota cada organismo hasta que el valor
de los cuadrados de los centroides sea minimo (Bookstein, 1991; Adams et al., 2004).
Cuando se tiene a todos los individuos alineados, se puede generar una media de los
organismos, ésta nos permite cuantificar las diferencias en la forma, estimando los valores
minimos de deformacion o partial warps (PW) necesarios para alterar la forma media en
cada individuo (Parsons et al., 2003; Adams et al, 2004). Tanto el centroide como los
partial warps son valores morfométricos que se pueden utilizar en analisis multivariados
para determinar las diferencias significativas. Ademas las coordenadas son utilizadas para
generar modelos de gradillas de deformacion que permiten visualizar la deformacion de los
individuos (Bookstein, 1996). Para la eleccion de los semilandmarks se utiliz6 el método
Fan-Based (generado a partir de abanicos) que se basa en generar lineas radiadas en forma

de abanico a partir de un centroide calculado (Leyva-Valencia et al., 2012).

En el caso de los individuos de F. virescens se eligieron veinte semilandmarks (Figura 1.1).
Estos se calcularon a partir de cuatro landmarks principales, dos puntos (A y C) que
representan el largo maximo de la concha y dos (B y D) que estan a lo ancho justo a la
altura de la parte posterior del foramen; y el centroide generado a partir de estos, con el
programa Makefan 6, Beta (Sheets, 2006). Cada coordenada de los semilandmarks, los
cuales pueden ser utilizados como landmarks (Adams et al., 2004) fue calculada con el
programa TPSDig 2.12 (Rohlf, 2008). Para cada espécimen las coordenadas x y y fueron
ajustadas por medio de un GPA vy se calcularon los valores de PW con el programa
CoordGen 6f (Sheets, 2006), mientras que el centroide fue calculado por medio del
programa TPSRelw 1.46 (Rohlf, 2008). Los valores de PW fueron utilizados en un analisis
de componentes principales y un analisis de gradillas de deformacion con el programa
PCAGen 6n (Sheets, 2006) para cada poblacion. Por ultimo estos valores fueron sometidos
a un analisis discriminante canonico por medio del programa CVAGen6j (Sheets, 2006)
para obtener las gradillas de deformacion totales. Asimismo los valores PW fueron
sometidos a un andlisis de permutaciones de la varianza (PERMANOVA) para comparar
entre la forma de la concha de las poblaciones. La PERMANOVA univariada de Tipo | se
calculd a partir de una matriz de resemblanza generada por distancias euclidianas y su

significancia estadistica se probd con 9,999 permutaciones, se utilizaron factores aleatorios
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con un 95% de confianza. A demas, se llevo a cabo un andlisis discriminante candnico para
determinar si las variables eran lo suficientemente fuertes como para discriminar entre
poblaciones, se utilizaron las distancias de Mahalanobis para clasificar la diferencia entre
centroides de grupo. Los analisis se llevaron a cabo con los programas PRIMER 6.1.11
(PRIMER-E, 2008) y Statistica 7.0. (StatSoft, 2004).

Figura 1.1. Landmarks digitalizados en Fissurella virescens. a) Landmarks utilizados para calcular
el centroide a partir del cual se genera el abanico que permite elegir los semilandmarks. Ay C
representan la parte mas larga de la concha, mientras B y D se encuentran a altura del final del
foramen. b) Los veinte semilandmarks utilizados para el analisis de morfometria geométrica.

Morfometria Tradicional

Para el analisis de morfometria tradicional se usaron 255 conchas (Cuadro 1.1). Se
utilizaron so6lo las conchas que estaban bien conservadas, esto es completas y poco

erosionadas.

Se consideraron once variables tomadas de manera directa y dos de proporciones estimadas
a partir de la combinacion de dos variables. El analisis biométrico consistié en estimar las
medidas de largo (LA), alto (A) y ancho (An) de la concha. También se midié el ancho
(Anf) y largo del foramen (Lf). A demas, se calcul6 la relacion largo-ancho de la concha

(L/AC) y largo-ancho del foramen (Lf/Af), asi como la distancia desde el extremo anterior
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de la concha, hasta el borde anterior del foramen apical (LFA) y la distancia desde el borde
anterior del foramen apical hasta la parte posterior de la concha (AFA) (Olivares et al.,
1998). Asimismo, se estimo el peso de la concha y de la parte blanda por separado con una
balanza digital. Se contaron las crenulaciones de la concha y se midié el ancho de éstas.
Para la toma de las medidas se utilizé un Vernier digital de 0.01 mm de precision. Se
determinaron los valores mé&ximos y minimos de cada variable por poblacion y se
calcularon los valores de la media, la desviacion estdndar y el coeficiente de variacion
(Anexo 1). Se agreg6 como variable adicional al centroide calculado por los semilanmarks

a partir del analisis de morfometria geométrica.

Se probd si existia colinealidad entre las variables por medio de correlaciones de Pearson
(r); se eligieron sélo aquellas que presentaron una r<0.90. Se escogieron siete variables
altura (A), largo total (L), la relacion largo-ancho (L/An), largo del foramen (LF), ancho del
Foramen (AnF) y la relacion largo-ancho del foramen (LF/AnF) y al centroide generado
por el analisis de morfometria geométrica, mientras que el resto (seis) no fueron
consideradas. Para comparar entre poblaciones, las variables seleccionadas se usaron en
una PERMANOVA univariada de tipo | basada en distancias Euclidianas y la significancia
estadistica se probo con 9,999 permutaciones, se utilizaron factores aleatorio con un 95%
de confianza. A demas se les sometid a un analisis candnico discriminante (ACD) para
definir si eran lo suficientemente fuertes para discriminar entre las poblaciones. Se
utilizaron las distancias de Mahalanobis para clasificar las diferencias entre centroide de
grupos. Asimismo se realizé un analisis de componentes principales (PCA) para saber que
variables aportan mas a la diferenciacion. Todos los andlisis se llevaron a cabo con los
programas PRIMER 6.1.11 (PRIMER-E, 2008) y Statistica 7.0. (StatSoft, 2004).

Elipses de Fourier

Se obtuvieron imagenes digitalizadas de 241 especimenes, 29 de Mazatlan, 50 de Isla
Isabel, 42 de Bahia Banderas, 33 de Bahia de Chamela, 32 de Cuastecomate, 29 de Ixtapay
26 de Panama. Se escogieron conchas completas y poco erosionadas. Se tomaron
fotografias de cada concha con una camara digital FujiFilm de 12 Mega pixeles, en un
fondo obscuro para generar el mayor contraste posible, para que las lineas de las conchas

fueran nitidas.
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Las forma de las conchas fue analizada por medio del Analisis de Elipses de Fourier (Khul
y Giardina, 1982) el cual se recomienda cuando los individuos carecen de landmarks
homologos obvios (Crampton, 1995) como en el caso de F. virescens. Este analisis puede
ayudarnos a delinear cualquier tipo de forma, ajustandola a un contorno de dos dimensiones
(lwata y Ukai, 2002). Describe el contorno con diferentes componentes llamados
harmdnicos, que estan formados por cuatro coeficientes que resultan de la proyeccion de
cada punto del contorno en sus ejes x y y (Gonzélez-Salas y Lenfant, 2007; Lord et al.,
2012). Estas variables se calculan por medio de las expansiones de Fourier como la suma
infinita de funciones trigonométricas de longitudes de onda (®) sucesivas decrecientes con

los siguientes harmonicos:

x(t) = (ag?) + Z(a“ cos nwt + b, sinnwt)

n=1

y(t) = (c5?) + Z(cn cosnwt + d, sinnwt)
n=1

donde t es la suma del desplazamiento en las direcciones X y y, que se expresa como: k que
es el numero de puntos a lo largo del contorno (p) y Axp es el desplazamiento en el eje de
las x entre los pasos p — 1 y p. Ademas Atp es la longitud del segmento lineal entre estos
pasos, tp es el acumulado y T= tk es la longitud total del contorno aproximada a partir de un
poligono traza. T es ademas el periodo de x(t) y y(t) por lo tanto la longitud de onda es
expresada como o = 2x". Por lo tanto a partir de lo anterior se pueden calcular los

coeficientes de Fourier para los coordenadas x aplicando las siguientes ecuaciones:

K
A, = (T‘Z”Z"Z)z (Ax;AtP) - [cos(2mnt, ™) — cos(2mnt; T, )]
p=1

2,2 K —At
B, = (T72™™n )Z (Axp p) -[sin(2mnt,;T) — sin(2mne; 7))
p=1

Mientras que los coeficientes paras las coordenadas y se calculan de la misma manera,
mediante los cambios incrementales en el eje de las y (Kuhl y Giardina, 1982; Gonzélez-
Salas y Lenfant, 2007):

24



= (T2 )z Ayp [sm(Znnt T) — sin(2mnt; T, )|

= (T-2mn )z Ayp p [sin(Znnth) — sin(2mt; T, )]

La suma de los harmoénicos tanto para x como para y forman una elipse. Todos los
harmonicos calculados son independientes entre si, por tanto pueden ser usados como
descriptores morfoldgicos unicos. Ademas se calcula el espectro del poder de Fourier (PF)
para determinar cudl es la cantidad de harmonicos necesaria para reconstruir el contorno de
la concha (Crampton 1995; Gonzéalez-Salas y Lenfant, 2007; Lord et al., 2012). El PF esta
relacionado con la amplitud de los harménicos que se calcula como: A?+B*+C2+D?
(Renaud et al., 1996) también conocidos como los descriptores elipticos de Fourier (EFD).
Por tanto PF para la nth harménica es igual a PF, = (A% + B2 + C2 + D2)~2. El valor del

acumulado es PF. = )7 PF,,.

Los harmonicos fueron calculados y normalizados a partir del programa Shape 1.3 (Iwata y
Ukai, 2002) que nos permite liberar la forma de la influencia de la orientacion, el tamafio y
la localizacion. A partir de estos EFD’s se calcularon las amplitudes que fueron sometidas a
una PERMANOVA univariada tipo | para comparar forma de la contra entre las
poblaciones. La PERMANOVA se calcul6 a partir de la matriz de resemblanza generada
por medio de distancias euclidianas y su significancia estadistica se probdé con 9,999
permutaciones, utilizando factores aleatorios y con un 95% de confianza. Asi mismo se
llevé a cabo un andlisis discriminante candnico para determinar si las variables eran lo
suficientemente fuertes como para discriminar entre los sitios. Se utilizaron las distancias
de Mahalanobis para clasificar las distancias entre centroides de grupo. Los analisis se
llevaron a cabo con los programas PRIMER 6.1.11 (PRIMER-E, 2008) y Statistica 7.0.
(StatSoft, 2004).
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RESULTADOS
Morfometria geométrica

La PERMANOVA mostro que existen diferencias significativas en la forma de las conchas
entre las siete poblaciones estudiadas (Fs 2ss= 9.79; p= 0.0001) a partir de los veinte
semilandmarks utilizados. El analisis discriminante canonico de los PW reveld que existen
dos discriminantes significativas (p < 0.05) que explican el 76% de la variacion encontrada
en las poblaciones. Los valores de separacion entre las poblaciones fueron altamente
significativos (Wilks A = 0.1499, F16 1330= 2.32, p<0.0001). En la figura 1.2 se muestran
estas dos discriminantes, se observa que los individuos tienen una tendencia a agruparse
dentro de su poblacién de procedencia. La poblacion que presenta una separacién mas
marcada es la de Ixtapa. Las poblaciones de Mazatlan, Isla Isabel y Bahia Banderas se
agrupan, siendo Isla Isabel la de mayor sesgo. Por su parte las poblaciones de Bahia de
Chamela y Cuastecomate tienden a seguir un patrén de dispersién parecido, lo mismo que
la de Panama. Basado en las distancias de Mahalanobis, el modelo solo pudo clasificar al
60.7% de los individuos en su poblacion correspondiente (Cuadro 1.2). La poblacion que
presentd menor dispersion fue la de Ixtapa, en la que el 88% de sus individuos fueron
clasificados correctamente, mientras que las poblaciones de Bahia de Chamela, Mazatlan y
Panamé presentaron valores de clasificacion menores al 50%. Solo el 39.39% de los 33
individuos de Bahia de Chamela fueron clasificados dentro de su poblacion, siendo ésta la
que mayor dispersion presenta. Las distancias cuadradas de Mahalanobis (D?) indicaron
que los centroides mas alejados se encontraron entre las poblaciones de Isla Isabel e Ixtapa
(D?=17.197), mientras que las mas cercanas fueron las de Cuastecomate y Bahia de
Chamela (D?=17.197) (Cuadro 1.3).
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Cuadro 1.2. Matriz de clasificacion de individuos por poblacion del andlisis discriminante canonico
para los PW, generado a partir de las distancias de Mahalanobis. EI 60.75% de los individuos
fueron clasificados correctamente dentro de su poblacion de origen. Donde N: nimero de
individuos por poblacién.

%correcto de Il BBBC C Ix P

clasificacion
Mazatlan (M) 31 41.93 13 10 4 1 2 1 O
Isla Isabel (I1) 58 75.86 2 44 5 0 0 3
Bahia Banderas (BB) 47 55.32 4 10 26 1 3 2 1
Bahia de Chamela (BC) 33 39.39 2 3 9 13 3 1 2
Cuastecomate (C) 33 66.67 0 1 3 4 22 1 2
Ixtapa (Ix) 34 88.23 0o 0 o0 1 o0 3 3
Panama (P) 29 44.83 3 2 5 1 4 1 13
Total 265 60.75 24 70 52 25 34 36 24

Cuadro 1.3 Matriz pareada de distancias cuadradas de Mahalanobis (D?) del anélisis discriminante
canénico y sus valores p asociados. Los valores por encima de la diagonal corresponden a los
valores de p, mientras que los que se encuentran por debajo de la diagonal son los valores D?.

M I BB BC C IX P
Mazatlan (M) - 0.049 0407 0.140 0.003 0.000 0.015
Isla Isabel (11) 3.032 - 0.085 0.000 0.000 0.000 0.000
Bahia Banderas (BB) 2.329  2.209 - 0.143 0.003 0.000 0.025
Bahia de Chamela (BC) 3.352 4952 2.754 - 0.979 0.000 0.368
Cuastecomate (C) 4879 6.432 4.069 1421 - 0.000 0.081
Ixtapa (1x) 12.654 17.197 11.811 10.451 9.808 - 0.000
Panama (P) 4613 6.669 3.671 2892 3743 8471 -

El andlisis de gradillas de deformacion de cada una de las poblaciones permite observar que
la mayor deformacion se encuentra en el ancho de las conchas (Anexo 2). Estas diferencias
se presentan dependiendo del lado de la concha donde se da la mayor deformacién. Se
observa que mientras las poblaciones de Mazatlan, Bahia Banderas y Panama tienden a
contraerse hacia el centro de la concha, las poblaciones de Isla Isabel Bahia de Chamela y
Cuastecomate lo hacen hacia el lado izquierdo. Por su parte las conchas de Ixtapa tienden a
una mayor deformacién hacia la parte derecha. La gradilla de deformacion total para las

siete poblaciones nos permite observar los vectores de desplazamiento que muestran
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claramente que la deformacidn se da principalmente en el centro de la concha. Las conchas
tienden a tener mayor variacion hacia la parte apical y media de la concha. Este cambio en

la forma es independiente del tamafio (Figura 1.3).
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Figura 1.2. Diagrama de dispersion del andlisis de funciones discriminantes de la morfometria
geométrica de las siete poblaciones de Fissurella virescens estudiadas.
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Figura 1.3. Gradilla de deformacion creada con veinte landmarks que describen la forma general de
F. virescens, generada con 255 individuos de siete poblaciones. Las flechas méas grandes sefialan en
donde hay mayor variacion.

Morfometria tradicional

Los valores maximos de las variables A (20.78 mm), L (51.23 mm) y An (41.18mm.) se
presentaron en las conchas de Isla Isabel, mientras que los menores en la poblacion de
Ixtapa A (3.78 mm), L (12.90 mm) y An (8.54 mm.). El valor mayor para la media de la
relacion L/An fue para Ixtapa 1.49 mm. Sin embargo el coeficiente de variacion (entre 0.04
y 0.07) permanecid casi constante para todas las poblaciones La relacion de la variable
LF/AnF tuvo un alto grado de variacién sobre todo para las poblaciones de Bahia Banderas
(0.20) e Isla Isabel (0.18) (Anexo 1).

La comparacion entre las poblaciones estudiadas presentd diferencias significativas segun
la PERMANOVA (Fg, 254=44.36, p= 0.0001). A pesar del alto grado de significancia del
analisis, solo el 66.27% de los individuos fueron correctamente clasificados (Cuadro 1.4).
La poblacién de Bahia Banderas presenté mayor dispersion, siendo solamente el 40.42% de
los 47 individuos clasificados correctamente. La poblacion de Ixtapa fue la mejor
clasificada, con el 96.96% de los individuos fueron clasificados correctamente. El analisis
discriminante canonico de las variables elegidas fue significativo (Wilks A = 0.0995 F4 1138
= 17.2213; p < 0.0001).Se generaron seis discriminantes, tres significativas para el analisis
con valores de p <0.05. Estas explicaron el 94% de las diferencias encontradas entre los
sitios. En la figura 1.4 se observa que los individuos tienden a agruparse dentro de su

poblacion de procedencia. La poblacion que presenta mayor dispersion es Bahia de
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Chamela. Asimismo, en Ixtapa e Isla Isabel se observa un fuerte agrupamiento. Las
poblaciones de Mazatlan, Bahia Banderas, Cuastecomate y Panama parecen agruparse.
Segln los valores de la distancia cuadrada de Mahalanobis (D?) la menor distancia se
presenté entre Cuastecomate y Bahia Banderas (D?= 0.823), mientras que la mayor entre
Ixtapa y Bahia de Chamela (D*= 23.489) (Cuadro 1.5).

Solo los dos primeros componentes del PCA fueron significativos, estos dos factores logran
explicar el 83.3% de las diferencias presentes entre poblaciones. Las variables mas
representativas para cada factor se observan en la figura 1.5. Los individuos de las
poblaciones de Ixtapa se separan del resto gracias a la variable de la relacién largo sobre
ancho (L/An) (Figura 1.5). Mientras que los de Isla Isabel se separan por las variables
relacionadas con el tamafio, ya que presentaron en promedio un tamafio mayor de la concha
(Anexo 1).

Cuadro 1.4. Matriz de clasificacion de individuos por poblacion del andlisis discriminante canonico
para los valores de la morfometria tradicional basados en las distancias de Mahalanobis. Solo el
66.27% de los individuos fueron clasificados correctamente dentro de su poblacién de origen.

(o)
Sitio Y6 correcto de Il BB BC C IXx P

clasificacion
Mazatlan (M) 26 50.00 13 4 1 0 1 6 1
Isla Isabel (11) 58 77.58 4 45 6 0 1 0 2
Bahia Banderas (BB) 47 40.42 1 13 19 2 7 2 3
Bahia de Chamela (BC) 29 75.86 0 3 4 2 0 0 0
Cuastecomate (C) 33 57.57 2 1 11 0 19 0 o0
Ixtapa (1x) 33 96.96 1 0 0 0 0 3 0
Panama (P) 29 65.51 2 1 3 0 4 0 19
Total 255 66.27 23 67 44 24 32 40 25
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Cuadro 1.5. Matriz pareada de distancias cuadradas de Mahalanobis (D?) del anélisis discriminante
canonico y sus valores p asociados. Los valores por encima de la diagonal corresponden a los
valores de p, mientras que los que se encuentran por debajo de la diagonal son los valores D?.

M 11 BB BC C IX P
Mazatlan (M) - 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.007
Isla Isabel (I1) 4.525 - 0.000 0.000  0.000  0.000 0.000
Bahia Banderas (BB) 1831 2.096 - 0.000  0.000  0.000 0.032
Bahia de Chamela (BC) 13.941 12.231  9.653 - 0.000  0.000 0.000
Cuastecomate (C) 1.395 4.086 0.823  13.057 - 0.000 0.000
Ixtapa (Ix) 7.785 15269 10.392 23489 5.883 - 0.000
Panama (P) 5883  8.782 3.539 17336 2960 12.962 -
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Figura 1.4. Diagrama de dispersion del analisis discriminante canénico, basado en siete variables

utilizadas para describir la forma de la concha de F. virescens provenientes de siete poblaciones. Se
muestran las dos primeras discriminantes describen el 94% de la variacion.
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Figura 1.5. Andlisis PCA de siete poblaciones de F. virescens. a) Separacion de las poblaciones
usando los dos primeros componentes principales b) Proyeccién de las variables altura (A), largo
(L), relacion largo/ancho (L/An), ancho del foramen (AnF), largo del foramen (LF) y relacion

largo/ancho del foramen (LF/AnF) en los dos primeros componentes principales que explican el
83.3% de las diferencias.

Nota: 1. Mazatlan, 2 Isla Isabel, 3 Bahia Banderas, 4 Bahia de Chamela, 5 Cuastecomate, 6 Ixtapa,
7 Panama.
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Elipses de Fourier

Los valores de PF indicaron que los primeros seis harmoénicos eran suficientes para
describir el 99.99% de la forma de las conchas de F. virescens (Figura 1.6). Pero se
utilizaron sélo los coeficientes y las amplitudes de Fourier de cinco de éstos, ya que el

primer harménico corresponde a una elipse perfecta y no aporta informacion relevante.

1.001 4

1.000 4 °

0.999 A

0.998 A

PF acumulado

0.997 A

0.996

Numero de Harmonicos

Figura 1.6. Poder de Fourier acumulado. Con los primeros 6 harmonicos se describe el 99.99% de
la forma.

Los valores de las amplitudes de los cinco harménicos seleccionados fueron utilizados para
la PERMANOVA de una via. La comparacién entre las poblaciones indic6 que existen
diferencias significativas entre poblaciones (Fs 234 = 5.5328; p= 0.0001).Cada concha fue
descrita por 20 variables (4 coeficientes por 5 harmonicos), las que se utilizaron en el
analisis discriminante canonico. Este genero un total de cinco discriminantes, siendo solo
los tres primeros significativos (p<0.05), que logran explicar el 78% de la variacién entre
los individuos por poblacion (Figura 1.7). Los valores para la clasificaciéon fueron altamente
significativos (Wilks A =0.3794, Fi20 1250 = 1.9018; p < 0.0001). Las poblaciones de F.
virescens estudiadas no logran diferenciarse unas de otras (Figura 1.7). Se observa que las

poblaciones de Ixtapa y Cuastecomate logran agruparse, sin separarse del resto de las
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poblaciones. Las otras cinco no logran diferenciarse unas de otras sugiriendo que la
variacion entre las poblaciones no es muy marcada. Basado en las distancias de
Mahalanobis (D?) el modelo sélo logra clasificar correctamente al 45% de los individuos,
en su poblacion correspondiente (Cuadro 1.6). La poblacion que presentd menor dispersion
fue Isla Isabel, en la que 32 de sus 50 individuos fueron clasificados correctamente (64%),
mientras que las poblaciones de Mazatlan, Bahia Banderas y Panamé obtuvieron el menor
porcentaje de clasificacion por debajo del 35%. Las distancias cuadradas de Mahalanobis
(D?) indicaron que los centroides mas alejados son las poblaciones de Ixtapa y Panama
(D%*= 4.007), las més cercanas fueron las poblaciones de Mazatlan e Isla Isabel (D*= 1.238)
(Cuadro 1.7).

Mazatlan

Isla Isabel

Bahia Banderas
Bahia de Chamela
Cuastecomate
Ixtapa

Panama

C Hoe > & 0O 0

Discriminante 2

Discriminante 1
Figura 1.7. Diagrama de dispersion del andlisis discriminante candnico basado en 20 coeficientes

de Fourier que describen la forma de la concha de F. virescens. Estas dos discriminantes describen
el 59% de la variacion.

34



Cuadro 1.6. Matriz de clasificacion por poblacion del andlisis discriminante canénico basado en
distancias de Mahalanobis. Solo el 45.64% de los individuos fueron clasificados correctamente
dentro de su poblacion de origen.

% correcto de

Sitio S M 1l BB BC C Ix P
clasificacion

Mazatlan (M) 29 31.03 9 10 2 1 2 4 1
Isla Isabel (11) 50 64.00 2 32 4 1 3 4 4
Bahia Banderas (BB) 42 33.33 3 15 14 5 3 1 1
Bahia de Chamela (BC) 33 48.48 2 5 2 16 3 2 3
Cuastecomate (C) 32 50.00 1 10 1 3 16 1 O
Ixtapa (IX) 29 48.27 1 7 0 3 2 14 2
Panama (P) 26 34.61 1 6 4 2 3 1 9
Total 241 45.64 19 8 27 31 32 27 20

Cuadro 1.7. Matriz pareada de distancias cuadradas de Mahalanobis (D?) del anélisis discriminante
canonico y sus valores p asociados. Los valores por encima de la diagonal corresponden a los
valores de p, mientras que los que se encuentran por debajo de la diagonal son los valores D?.

M 1 BB BC C IX P
Mazatlan (M) - 0.412 0.400 0.028 0.377 0.001 0.041
Isla Isabel (11) 1.238 - 0.168 0.003 0.059 0.000 0.012
Bahia Banderas (BB) 1.338 1.259 - 0.001 0.001 0.000 0.058
Bahia de Chamela (BC) 2.457 2444 2770 - 0.337 0.010 0.100
Cuastecomate (C) 1539 1.760 2.883 1.492 - 0.000 0.004
Ixtapa (1x) 3545 3.838 4807 2765 3.617 - 0.000
Panama (P) 2639 2439 2145 2176 3.216 4.007 -

Cuadro 1.8. Comparacion de la PERMANOVA de una via y el andlisis discriminante canonico
(ADC) de los tres métodos utilizados para determinar las diferencias en la forma de la concha de F.
virescens. Gl grados de libertad.

%clasificacion

gl PERMANOVA Valorp ADC Valor p del ADC
Morfometria  ,oc F=9.79 0.0001* F=2.32  0.0001* 60.75
geometrlca
Morfometria g F=44.36 0.0001* F=17.22 0.0001* 66.27
tradicional
Elipses de 241 F=5.53 0.0001* F=1.90  0.0001* 45.64
Fourier
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DISCUSION

A pesar, de que las PERMANOVAS marcaron diferencias significativas entre las
poblaciones de Fissurella virescens del Pacifico oriental tropical, se encontrd que estas
diferencias dependian del tipo de método morfométrico utilizado. Ademés, cuando se
observan los cuadros comparativos de las distancias de Mahalanobis se nota que existen
poblaciones con centroides muy cercanos entre si por lo que se considera que no hay

diferencias en forma entre estas poblaciones.

Los métodos utilizados tuvieron diferentes poderes de discriminacion. Aunque se
registraron diferencias significativas, ninguno de los métodos logré discriminar de forma
efectiva entre las siete poblaciones (Cuadro 1.8). El analisis tradicional obtuvo el valor mas
alto y fue el unico que mostro significancia en las distancias de Mahalanobis. Sin embargo,
este andlisis debe ser tomado con cautela ya que tiende a sesgar la informacion al estar
sujeto al tamafio del individuo (Adams et al., 2004). Se ha demostrado que las variables
altura total y ancho total de la concha, asi como largo y ancho méximo de la apertura apical
(foramen) estan fuertemente correlacionadas con la longitud total de la concha (Bretos y
Chihuailaf, 1990; Olivares et al., 1998). Esto parece ser congruente con las poblaciones de
Fissurella virescens. La variacion encontrada con el andlisis de morfometria geométrica
basada en abanicos se relaciona con cambios en el ancho de la concha. No obstante, estos
cambios no son constantes y perceptibles por lo que los valores de discriminacion
permanecieron bajos (60.75%). Por su parte, el analisis de Elipses de Fourier presento el
menor valor de discriminacion, esto contrasta con lo encontrado en bivalvos como Mytilus
chilensis (Krapivka et al., 2007), Chamelea gallina (Palmer et al, 2004) o Ameghinomya
antiqua (Méarquez et al., 2010) donde se logro clasificar con éxito entre el 80 y el 90% de
los individuos con este mismo método. En F. virescens los valores de discriminacion
oscilaron entre 65% Yy el 45% lo que hace suponer que la forma de la concha es constante
como se ha documentado en otros estudios sobre fisurelas (Bretos y Chihuailaf, 1990;
Olivares et al., 1998). Al hacer las comparaciones entre poblaciones por medio de las
distancias de Mahalanobis notamos que siete de las 21 comparaciones hechas con la
morfometria geométrica no son significativas, por lo que se asume que las poblaciones no
presentan diferencias entre ellas, lo mismo sucede con ocho de las comparaciones

generadas con el analisis de Fourier. Es por esto que se cree que las poblaciones no
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presentan fuertes diferencias entre si y por lo que los valores de discriminacion son bajos.
Al parecer los valores de significancia altos estan dados por la poblacién de Ixtapa que
presenta diferencias significativas con el resto.

El analisis tradicional que se limita a medir de forma lineal las variables, ha sido usado en
otras especies del género Fissurella como F. pulchra (Bretos y Chihuailaf, 1990) y F.
latimarginata (Olivares et al., 1998), sin embargo este método debe ser usado con cautela
ya que tiende a subestimar las diferencias al ser afectado por el tamafio del individuo. Este
método a diferencia de los otros dos utilizados en este trabajo, permite analizar variables
como la altura, el numero de crenulaciones, los colores u otras que influyen en las
diferencias entre poblaciones. Es recomendable que cuando este método se aplique a otras
especies de lapas, se utilice en conjunto con otra aproximacion que elimine la influencia del
tamafo en las variables. La morfometria geométrica basada en abanicos es una opcion
adecuada cuando los landmarks no son facilmente identificables, tal como sucede en las
lapas de los géneros Fissurella, Collisella o Diodora, porque permite: 1) una separacion
completa entre forma y tamafo, 2) permite visualizar la variacion en la forma, 3) nos ayuda
a generar seudolandmarks en la ausencia de caracteres morfométricos especificos, 4) es
barato y 5) utiliza software facil de manejar. Este método ha sido poco aplicado a moluscos
(Leyva-Valencia et al., 2012) y no se conocen trabajos en los que se aplique esta
metodologia a otras lapas. El método de Elipses de Fourier analiza la forma separandola del
tamafio y se puede utilizar en especimenes que no poseen landmarks obvios, como es el
caso de muchas lapas y bivalvos (Rholf y Archie, 1984; Crampton, 1995). Es probable que
este método sea mejor utilizado cuando las formas son mas contrastantes, o donde existen
proyecciones de la concha como es el caso de algunas especies del género Collisella, como
C. turveri o C. pediculus que presentan proyecciones en el margen de la concha, o en
especies del género Fissurella como F.microtrema donde la forma de la concha es mas

estrecha hacia la parte anterior.

La variacion en la forma de la concha de F. virescens puede ser explicada a partir de los
factores ambientales. Es sabido que los moluscos presentan una fuerte plasticidad
fenotipica, sobre todo aquellos que estan en ambientes estresantes, como es el caso de lapa
aqui estudiada. Factores como el oleaje, la desecacion, el ataque de depredadores, la

disponibilidad de alimento, la temperatura entre otros son los principales causantes de la
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variacion fenotipica de las conchas de los moluscos (Vermeij, 1973; Trussell y Etter, 2001;
Queiroga et al., 2011; Teso et al., 2011).

Es factible que la variacion en la altura y en el ancho de las conchas de F. virescens esté
mas relacionada con el nivel del intermareal en el que se encuentren y con la intensidad de
las olas, que a la temperatura, la disponibilidad de alimento o al impacto que tenga la playa.
Se sabe que las poblaciones sometidas a fuertes oleajes tienden a cambiar su forma para
adaptarse a los embates del agua (Hobday, 1995, Rios-Jara et al., 2004; Khouw, 2006). En
F. virescens los individuos de Isla Isabel fueron los mas anchos y mas altos, esta poblacion
proviene de una playa semiexpuesta, y los especimenes fueron recolectados en la parte alta
del intermareal, mientras que los de Ixtapa presentaron conchas pequefias y aplanadas y
fueron recolectados en la parte mas baja de una playa semiexpuesta. En otras especies se
observo que la altura de la concha esta relacionada con la posicion del organismo en el
intermareal, por ejemplo en Cellana testudinaria una lapa que habita las playas rocosas en
Indonesia, se demostré que los individuos de la zona alta del intermareal tienden a ser mas
altos que los encontrados en la zona baja (Khouw, 2006). Por su parte Olivares y
colaboradores (1998) sefialan que para Fissurella latimarginata de Chile, el oleaje es el
factor que influye en la altura de la concha. En Siphonaria gigas se concluyo que la altura 'y
el grosor de la concha estan directamente relacionados con la intensidad de las olas, y que
las conchas eran mas bajas y delgadas en las zonas expuestas a las olas en la parte media e
inferior del intermareal (Giraldo-Lopez y Gdmez-Schouben, 1999). Davis (1969) menciond
que las lapas de Patella eran més altas en el nivel superior del intermareal y se aplanaban
cuando los individuos se acercaban a la rompiente de la ola. Las conchas delgadas y
aplanadas son una adaptacion a la parte mas baja y expuesta del intermareal (Denny y
Blanchette, 2000).

Hobday (1995) sugiere que en Lottia digitalis, una lapa en la zona del Pacifico de
California, los organismos tienden a ser mas grandes en la parte alta del intermareal y méas
pequefios hacia las partes bajas, esto podria explicar el hecho de que las poblaciones de
Ixtapa sean mas pequerfias, pues fueron recolectadas en la parte mas baja del intermareal.
No asi las de Mazatlan, Bahia Banderas e Isla Isabel que presentan en promedio a los

individuos mas grandes y fueron colectadas en la zona més alta.
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Al variar la altura de la concha se provocan cambios en el ancho de ésta (Vermeij, 1973).
Lo que podria aclarar, el porque de las diferencias encontradas con la morfometria
geométrica en el ancho de las conchas de las poblaciones de F. virescens. Las lapas se han
adaptado a la forma conica aplanada de sus conchas para obtener una mayor apertura y
mejor fijacion al sustrato (Denny, 2000). Puede ser que la relacion altura/ancho afecte la
forma general de la concha, provocando una deformacion en ésta. Las poblaciones de
Mazatlan, Bahia Banderas y Bahia de Chamela parecerian estar sometidas a la misma
intensidad de oleaje o sus individuos provienen de la misma zona del intermareal y por se
agrupan en los anélisis morfométricos. Sin embargo, la concha de la poblacion de Ixtapa
parece ser muy diferente, la relacién largo/ancho es la mas grande de todas. Kheow (2006)
demostré que para Cellana testudinaria esta relacion era mayor en los individuos del
intermareal medio bajo, lo que hace suponer que la relacion de la posicién del intermareal,
mas el embate de las olas son los principales arquitectos de la forma de la concha en F.
virescens. Para probar esto seria necesario hacer un estudio donde se midan individuos de
diferentes exposiciones al oleaje y registrar si los cambios estan correlacionados con su

posicién en el intermareal o con la exposicion al oleaje 0 a ambas.

Se puede concluir que F. virescens presenta una plasticidad fenotipica y que las variaciones
en la forma estan sujetos a procesos internos dentro de las playas donde se encuentran las
diferentes poblaciones. Parece que la forma de la concha es modelada por el tipo de oleaje
al que se encuentran sometidas. En este sentido es necesario realizar un estudio que
considere diferentes variables ambientales, como la intensidad de las olas, la desecacion, la
exposicion a los depredadores, entre otros que puedan explicar la variacion en la forma de

la concha.
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CAPITULO 2. DIVERSIDAD Y DIFERENCIACION GENETICA DE Fissurella
virescens EN EL PACIFICO ORIENTAL TROPICAL

INTRODUCCION

La dispersion larval, juega un papel muy importante para facilitar el flujo génico y
determinar la estructura de las poblaciones, principalmente en especies de invertebrados
marinos (Caley et al., 1996; Palumbi, 2003; Cowen y Spounagle, 2009). La teoria genética
de poblaciones sugiere que las especies marinas que presentan largos estadios larvales, alta
fecundidad y amplia tolerancia ambiental poseen niveles bajos de diferenciacion genética
(Hedgecock et al., 2007). Esto se ha demostrado para algunas especies de invertebrados con
rangos geograficos amplios y larvas peléagicas de larga duracion, como en los gasterépodos
Littorina keenae de las costa oeste de Estados Unidos de América (Lee y Boulding, 2007)
Rappana venosa del Mar Amarillo (Yang et al., 2008) y la lapa Patellea caerulea del Mar
Adriatico (Fauvelot et al., 2009). Aunque hay evidencia de que las poblaciones marinas no
necesariamente tienen altos niveles de intercambio de individuos (Palumbi, 2003). El
ejemplo mas extremo se conoce para el estomatopodo Haptosquilla pulchella (Barber et al.,
2002), que a pesar de tener una larva de larga duracion y estar ampliamente distribuida en
Indonesia posee altos niveles de diferenciacion genética (@5 =0.87) entre sus poblaciones.
Esto sugiere que la conectividad entre estas poblaciones es determinada por otras causas.
De tal forma que la teoria actual sustenta que el flujo génico en las poblaciones marinas, se

encuentra influenciado por varios factores tanto fisicos como biolégicos.

Gawarkiewicz y colaboradores (2007) hacen un recuento de los procesos fisicos a los que
se ven sometidas las larvas cerca de la costa. Estos incluyen, el intercambio de
temperaturas, la retencién de las larvas por las mareas internas y por las corrientes
circulares o giros (mejor conocidas como Eddys), caracteristicas del habitat, como los
niveles de salinidad, y el tipo de sustrato, entre otros. Kelly y Palumbi (2010) mencionan
que, especies de invertebrados marinos que se distribuyen en las zonas intermareales, como
percebes, lapas y cangrejos de playa, tienden a tener valores altos de estructura génica, esto
lo atribuyen a las condiciones estresantes del habitat y a la retencion de las larvas. Estos
factores acttan como barreras geogréaficas para la dispersion. Entre los factores bioldgicos

que limitan el movimiento larval, se encuentran la historia de vida de los organismos, la
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depredacion, las temporadas de desove y principalmente el comportamiento de las larvas
(Hohenlohe, 2004; Levin, 2006; Cowen et al., 2007; Pineda et al., 2007). Por ejemplo se ha
demostrado que las larvas pueden nadar vertical u horizontalmente, buscando alimento o
luz. En el estomatopodo Hapstotipaquilla pulchella (Barber et al., 2002) y el bivalvo
Arctica islandica (Mann y Wolf, 1983) se ha demostrado la presencia de larvas libre
nadadoras. Asimismo la historia biogeogréfica de las poblaciones también debe
considerarse como un elemento relevante. Marko y Hart (2011) proponen que las
glaciaciones del Pleistoceno explican los valores altos en estructura (@x= 0.5) que presenta

las poblaciones de la estrella murciélago (Patiria miniata) en el Pacifico noreste.

La lapa Fissurella virescens es un molusco marino nativo del Pacifico oriental tropical. Se
distribuye desde la Bahia de Mazatlan en México hasta las Islas Galapagos en Ecuador
(Keen, 1971). Es un organismo sedentario con un rango muy limitado de movimiento, que
habita en la zona rocosa intermareal, formando poblaciones abundantes como ha sido
observado en playas de Jalisco y Colima (Rios-Jara et al., 2001). Normalmente se halla en
la zona media o alta del intermareal, donde estd mas expuesta a la desecacién, las
temperaturas altas, la depredacion y la fuerza del oleaje. F. virescens posee una larva
pelagica, de la que se desconoce su duracion. No obstante la larva de otras especies del
género, como la de F. nigra (Pérez et al., 2007) duran alrededor de una semana en la
columna de agua. Este tiempo es corto, comparado con el de otras especies de

invertebrados que pueden tener estadios larvales de mas de un mes de duracion.

Varias especies de Fissurella son extraidas de su habitat y comercializadas a gran escala
para su consumo. En Chile son utilizadas con este fin seis especies, F. latimarginata, F.
pulchra, F. nigra, F. picta, F. maxima y F. limbata (Olivares-Paz, 2007). A diferencia de
éstas F. virescens no es comercializada pero se tiene registro de que se extrae y consume de
forma local en las playas de Jalisco, México (Rios-Jara et al., 2001). No se tiene referencia
de que ésta sea colectada con fines de consumo en otras areas de su zona de distribucion.
Esta especie es poco conocida por lo que resulta interesante evaluar la diversidad genética

que albergan sus poblaciones y como esta estructurada.

Los marcadores moleculares de regiones de secuencias simples repetidas (ISSR"s por sus

siglas en inglés) son Utiles para la caracterizacion molecular y las inferencias genéticas.
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Estos amplifican regiones neutrales ubicadas entre microsatelites. Son bastante utilizados
por su naturaleza multilocus, alto polimorfismo, sensibilidad y reproducibilidad
(Zietkiewicz et al., 1994). Los ISSR’s han sido utilizados con éxito para detectar la
diversidad genética de poblaciones de moluscos por ejemplo la almeja Gemma gemma
(Casu et al., 2005), la lapa Patella ferruginea (Casu et al., 2006) la almeja gigante
Tridacna gigas (Evans y Gerry, 2006), el mejillon Hyriopsis cumingii (Li et al., 2009) y la
almeja blanca Paphia undulata (Donrung et al., 2011) entre otras. El objetivo de este
estudio es estimar la diversidad y la diferenciacion genética en las poblaciones de
Fissurella virescens del Pacifico oriental tropical por medio de marcadores moleculares
ISSR’s.

MATERIALES Y METODOS
Material estudiado

Un total de 210 individuos vivos de Fissurella virescens fueron recolectados en siete
poblaciones que habitan playas rocosas en el Pacifico oriental tropical. Estas poblaciones
son una de Panama y seis de México (Cuadro 2.1). La recolecta se hizo al azar, cuando fue
posible se eligieron individuos de distintos tamafios, como en Bahia Banderas, Bahia de
Chamela y Panama (Figura A). Las otras poblaciones presentaron tamafios homogéneos,
sobre todo Ixtapa. Cada organismo se lavé con agua corriente y se coloc6 en alcohol al
95% para ser transportado al laboratorio donde se separé el tejido blando y se almacené en
el ultracongelador a -40°C. Para el analisis molecular se eligieron sélo 158 individuos que

tuvieron mejor calidad en la extraccion de ADN (Cuadro 2.1).
Generacion de marcadores moleculares ISSR

Para la extraccion de ADN se tomaron entre 0.04g y 0.06g de tejido del pie de cada
individuo. El tejido fue molido con nitrégeno liquido en un mortero. EI ADN total se
extrajo de acuerdo al protocolo de CTAB modificado para moluscos por McCarthur (2008)
(Anexo 3). EI ADN se cuantificd por medio de espectrofotometria (Sambrook et al., 2001).
Para generar los fragmentos ISSR’s se evaluaron cinco cebadores y se seleccionaron los
tres con la mejor calidad y consistencia de amplificacion. Para ello los cebadores se

optimizaron utilizando un termociclador de gradientes (ESCO Healtcare, Swift Maxpro)
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para seleccionar las condiciones de temperatura y magnesio Optimas para su amplificacion
(Anexo 3). Los fragmentos de ADN fueron amplificados por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). La mezcla de reaccidn se ajusté a cada poblacién a un
volumen final de 22ul. En general cada mezcla contenia 80ng de ADN, 9mM de buffer de
amplificacion, 0.2uM de cebador, 0.45mM de DNTp’s, 2.27mM de MgCl,, 1U a 1.3U de
tag Polimerasa (Invitrogen) y agua grado HPLC. La PCR se hizo bajo las siguientes
condiciones, 3 minutos a 95°C por un ciclo, seguido de 40 ciclos de 45segundos a 95°C, 45
segundos a la temperatura de alineacion especifica para cada cebador (47.6, 57.6) (Cuadro

2.2), un minuto y 30 segundos a 72°C y finalmente 10 minutos a 72°C.

Para evaluar la amplificacion de los cebadores se prepararon geles de agarosa al 1.5%, se
utilizaron 5pl del producto de PCR y 2ul de buffer de carga. La electroforesis se realiz6 a
95 V por 27 minutos. Se usé bromuro de etidio para tefir los fragmentos y un
transiluminador de UV para su visualizacion. Los productos de PCR fueron separados
mediante electroforesis vertical en geles de acrilamida al 6% con Urea 7M y Buffer TBE
1X; la electroforesis se hizo en camaras dual (CBS Scientific) a 200 volts durante 5 horas.
Se agregaron 8 pl del buffer de carga al producto de PCR, de esta mezcla se tomaron un
total de 10 ul para la electroforesis. A cada gel se le agregé un marcador molecular de 100
pb para estimar los tamafios de los fragmentos generados. Los geles se revelaron por medio
de tincidon con nitrato de plata (Sanguinetti et al., 1994). Para su andlisis posterior se

digitalizaron con un sistema de fotodocumentacion digital (Gel Logic 100, Kodak).

Cuadro 2.1. Numero de individuos por poblacion utilizados para el analisis de diversidad y
diferenciacion genética.

Poblacion N
Mazatlan * 5" 24
Isla Isabel* N 23
Bahia Banderas® ** 18
Bahia de Chamela® 18
Cuastecomate® ™ 24
Ixtapa® ¢ 26
Panama? 25
Total 158
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Cuadro 2.2. Cebadores utilizados para la evaluacién de diversidad genética de las poblaciones de
Fissurella virescens.

. . Temperatura de Bandas
Primer Secuencia ; - e
alineacion polimorficas
ISSR7 (CT)sRG 47.6°C 27
ISSR22  (GA)YG 57.0°C 26
ISSR843 (CT)sRA 47.6°C 23

Andlisis de datos

Para el registro y evaluacion de los fragmentos ISSR se utilizé el programa Phoretix 1D
(Total lab) y se cotejaron de manera manual. Dado que los marcadores ISSR son
interpretados como dominantes, los datos se registraron en matrices de presencia (1),
ausencia (0). Las bandas que alcanzaron el mismo grado de migracion o peso molecular se

consideraron homdlogas.
Diversidad genética

La diversidad genética para cada poblacién de F. virescens se calcul6 con 3 estimadores: 1)
la proporcion de loci polimdrficos (Lp) por medio de la formula P=x/m, donde x es la
cantidad de loci polimorfico y m es el niumero total de loci. 2) La heterocigocidad esperada
(He) segun Nei (1978), con la correccion de Lynch y Milligan (1994), para ello las
frecuencias alélicas son estimadas a partir de las bandas ausentes y asumiendo equilibrio
Hardy-Weinberg. 3) Heterocigosidad bayesiana (Hg) es un estimador de la diversidad
genética a partir del andlisis Bayesiano y comparable al valor de H de Nei (1972), se
calculd con el programa Hickory 1.1 (Holsinger y Lewis, 2007). Tanto He como Lp se

estimaron con el programa TFPGA version 1.3 (Miller, 2000).
Diferenciacion genética

Para el andlisis de diferenciacion genética se calcularon tres indices: 1) el estimador de ¢ de
Weir y Cockerman (1984), que es equivalente al indice de Wright (1951) (F). Se asumié
equilibrio Hardy-Weinberg (Fis = 0) y se utilizaron 10 000 iteraciones para generar el
intervalo del 95% de confianza. 2) El indice de distancia genética de Nei (D) (Nei, 1978)

entre las poblaciones. La matriz de distancias genéticas pareadas se utiliz6 para hacer un
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analisis de conglomerados con el método de agrupamiento con media aritmética no
ponderada (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, UPGMA, por sus siglas
en inglés). Ambos andlisis se corrieron con el programa TFPGA. 3) La &g del analisis
bayesiano, que es equivalente al Fg de Wright o a la de 6 Weir y Cockerman (1984)
(Holsinger, 2002). Este analisis se hizo con el programa Hickory 1.1 (Holsinger y Lewis,
2007), siguiendo las especificaciones predeterminadas, usando el modelo de f libre. Este
modelo escoge al azar los valores de f. Para generar las variables a analizar, el programa
utiliza el Método de Montecarlo basado en Cadenas de Markov (MCMC). EI método
necesita que las cadenas sean convergentes y que los datos sean independientes entre si
para poder generar valores de confianza del 95% (Holsinger, 2002). Para esto las primeras
50,000 iteraciones (burn in) fueron descartadas, de manera que se lograra la convergencia,
después los datos se tomaron cada 50 iteraciones para alcanzar la independencia de los
datos. En total se efectuaron 250,000 iteraciones, con lo que se obtuvieron 5,000 variables.
En adicion para determinar si existian diferencias significativas en las frecuencias alélicas
entre pares de poblaciones (valores de p < 0.5) se aplico la prueba de exactitud de Fisher
(Raymond y Rousset, 1995). La cual emplea simulaciones Monte Carlo con cadenas de
Markov, donde se usaron 10,000 permutaciones. El analisis se hizo con el programa
TFPGA 1.3 (Miller, 2000). Ademés, para determinar la estructura genética de las
poblaciones se realizé un analisis de varianza molecular (AMOVA), que calcula la @4 que
es equivalente al F. Los componentes de la varianza fueron probados estadisticamente por
medio de iteraciones no paramétricas usando 10, 000 permutaciones. Para las pruebas del

95% de confianza se utilizé un analisis de bootstrap con 10,000 iteraciones.

Por ultimo para evaluar si existe algun tipo de correlacion entre la distancia genética y la
distancia geografica de las poblaciones se llevd a cabo un andlisis de aislamiento por
distancia de Mantel. Este procedimiento prueba por medio de permutaciones la relacion
entre dos o mas matrices (Pires de Campos-Telles y Diniz-Filho, 2005), aplicando la

formula Z = Y A;;B;;, donde A corresponde a la matriz geografica y B a la matriz de

ij
distancias genéticas de Nei. La matriz de distancia geografica se obtuvo calculando la
distancia lineal entre pares de poblaciones con el programa Google Earth 6.2.2 (Google,
2012). EI AMOVA vy el anélisis de Mantel se hicieron con el programa Arlequin 3.11.

(Excoffier y Schneider, 2005).
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RESULTADOS

Con los tres cebadores ISSR utilizados se logré la amplificacion de un total de 76
fragmentos (Cuadro 2.3), éstos tienen un tamafio de entre 300 pb y 1500 pb. Todos los
fragmentos generados por encima o por debajo de estos pesos fueron descartados para el
analisis, para tener una mayor certeza y confiabilidad de la amplificacion. La técnica

molecular de ISSR’s fue 1til para evaluar la diversidad genética de la especie de estudio.
Diversidad genética

El porcentaje de loci polimérficos para las siete poblaciones analizadas fue del 100%. Este
valor oscilo entre Lp= 50y 78% en las poblaciones. El valor de la heterocigocidad esperada
(Nei 1978) para la especie fue de He= 0.3176 y revela una diversidad genética alta. Los
valores de la heterocigocidad esperada en las poblaciones variaron desde He= 0.2000 hasta
He= 0.3230, siendo el de la Bahia de Chamela el méas bajo y el de Ixtapa el mas alto
(Cuadro 2.3). El estimador de diversidad bayesiana Hg siguié la misma tendencia que los
valores de He aunque fueron ligeramente menores (Hg= 0.1560 - Hg= 0.2650). La
poblacion de Bahia de Chamela tuvo el valor méas bajo (Hg= 0.1564), mientras que el valor
mas alto se present6 en Bahia Banderas (Hg=0.2657) (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3. indices de diversidad genética para siete poblaciones de Fissurella virescens del

Pacifico oriental tropical. He= heterocigocidad esperada, Lp= porcentaje de loci polimoérficos, Hg =
indice de heterocigocidad bayesiano.

Poblacion N %Lp He Hg IC 95%
Mazatlan *5" 24 7237  0.2812 0.1982  (0.1759, 0.2225)
Isla Isabel* 23 67.11  0.2788 0.2006  (0.1771, 0.2250)
Bahia Banderas' ™ 18 78.95  0.3229 0.2657  (0.2387,0.2911)
Bahia de Chamela’” 18 50.00  0.2001 0.1564  (0.1380, 0.1759)
Cuastecomate' ™ 24 57.89  0.2305 0.1752  (0.1562, 0.1964)
Ixtapa® ©" 26 7368  0.3235 0.2294  (0.1974, 0.2621)
Panamé&’ 25 75.00  0.3189 0.2370  (0.2086, 0.2653)
Total 158 100.00 He=0.3180

Notas: 1= México, 2= Panama.
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Diferenciacion genética

La diferenciacion genética encontrada en las siete poblaciones de Fissurella virescens
estudiadas fue alta. El valor de diferenciacion fue similar con los estimadores de Weir y
Cockerman (6s; = 0.2934), el indice de diferenciacion de Wright (Fs= 0.2934) y la @ del
AMOVA (@g4= 0.2935) lo que revela una alta estructura genética entre las poblaciones de
esta especie. Esta diferenciacion fue confirmada también por el estimador bayesiano, que

arrojo un valor un poco menor 63=0.2692 (Cuadro 2.4).

Las distancias genéticas calculadas para las siete poblaciones analizadas (D de Nei 1978),
son bajas. La menor distancia se encuentra entre las poblaciones de Cuastecomate y Bahia
de Chamela (D= 0.0743), mientras que las poblaciones més alejadas entre si fueron Bahia
Banderas e Ixtapa (D = 0.1452). El valor de la correlacion del anélisis de Mantel (R? =
0.1288) indica que la correlacién entre la distancia genética y la distancia geogréafica es
significativa (p=0.0001) (Cuadro 2.5).

El dendrograma generado a partir del método UPGMA y utilizando la matriz de distancias
genéticas de Nei (1978) indica la formacion de cuatro grupos a una distancia de 0.135. La
poblacién de Bahia Banderas se comporta como el grupo mas alejado del resto, aunque se
encuentra geograficamente muy cercana a las poblaciones de Isla Isabel y Bahia de
Chamela. La poblacién de Ixtapa se comporta también como un grupo independiente con
una distancia de corte de D=0.12. EIl tercer grupo se integra por las poblaciones de
Mazatlan y Panama ubicadas en el extremo mas al norte y mas al sur de la distribucion
demogréfica de F. virescens, respectivamente. El cuarto grupo incluye a las poblaciones de
Bahia de Chamela, Cuastecomate e Isla Isabel. Las dos primeras son geograficamente las
mas cercanas entre si e Isla Isabel se encuentra a mas o menos 300 km de ellas (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Dendrograma generado por medio de UPGMA y distancias genéticas de Nei (1978).

El AMOVA determind que la mayor diferenciacion se encuentra dentro de las poblaciones
con un 70.65% de variacién. Los valores de diferenciacion entre poblaciones también son
altos (29.34%). La variacion entre las poblaciones y dentro es altamente significativa, con
valores de p<0.0001 (Cuadro 2.4). Ademas, la prueba de exactitud de Fisher (Raymond y
Rousset, 1995) mostr6 diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre pares de
poblaciones (Cuadro 2.5) confirmando los resultados obtenidos por el AMOVA. Los
valores de F¢ pareados calculados a partir de la AMOVA, entre poblaciones son altos y

presentan diferencias significativas (Cuadro 2.6).
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Cuadro 2.4. Valores de diferenciacién genética con diferentes estimadores dentro y entre
poblaciones de Fissurela virescens en el Pacifico oriental tropical. El valor de la AMOVA es
altamente significativo con una p < 0.0001**.

Fuente de Sumade Componentes % de
variacion cuadrados devarianza  variacion
Entre poblaciones ~ 554.845 3.7120 29.344**  0.2934 0.2935 .2935 0.2692

Dentro de las

poblaciones 1349.61 8.9378 70.656**

Total 1904.456 12.6498

Nota: @4=indice de diferenciacion genética del AMOVA (Excoffier y Schneider, 2005), Fy = indice de
diferenciacion genética (Wright, 1951), 64 indice de diferenciacion de Weir y Cockerman (1984), 6z=
indice de diferenciacion bayesiano (Holsinger y Lewis, 2007).

Dy Fst O« Os

Cuadro 2.5. Matriz de distancia genética de Nei (1978) (debajo) en siete poblaciones de Fissurella
virescens y matriz de valores de p (arriba) de la prueba de exactitud de Fisher (Raymond y Rousset,
1995).

M 1 BB BC C IX P
Mazatlan (M) - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Isla Isabel (11) 0.1116 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Bahia Banderas (BB) 0.1345 0.1137 - <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Bahia de Chamela (BC) 0.1209 0.0881  0.0987 - <0.0001 <0.0001 <0.0001
Cuastecomate (C) 0.0929 0.0779  0.1127 0.0743 - <0.0001 <0.0001
Ixtapa (1x) 0.1144 0.1051 0.1452 0.1209 0.1103 - <0.0001
Panama (P) 0.1006  0.103 0.1211 0.1296 0.1025  0.1132 -

Cuadro 2.6. Matriz de los valores de Fy pareados (abajo) y la matriz de valores de p
correspondientes (arriba), calculados a partir de la AMOVA (Excoffier y Schneider, 2005) para
siete poblaciones de Fissurella virescens en el Pacifico oriental tropical.

M I BB BC C Ix P
Mazatlan (M) <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Isla Isabel (I1) 0.3147 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Bahia Banderas (BB) 0.3248 0.2807 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Bahia de Chamela (BC) 0.3319 0.2830 0.2702 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Cuastecomate (C) 0.2935 0.2509 0.3003 0.2710 <0.0001 <0.0001
Ixtapa (Ix) 0.2984 0.2753 0.3179 0.3270  0.3044 <0.0001
Panama (P) 0.2687 0.2698 0.2742 0.3430 0.2871  0.2740
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DISCUSION

En general se asumia a las poblaciones de especies marinas que presentan larvas pelagicas
como sistemas abiertos pobremente diferenciados entre si. Esto debido a la capacidad y
facilidad de las larvas para moverse en amplios rangos geograficos, con virtualmente pocas
barreras geograficas (Caley et al., 1996; Hellberg et al., 2002; Swearer et al., 2002). Sin
embargo, se ha demostrado que la dispersion larval no necesariamente resulta en especies
con poblaciones panmicticas, que el rango de dispersion de las especies puede ser mas
pequefio de lo que se pensaba y que las dispersiones a larga distancia son eventos mas bien
raros (Palumbi, 2003, Pineda et al., 2007). Estudios recientes en peces, en organismos
demersales y en algunos invertebrados han demostrado que la retencién de las larvas y el
auto reclutamiento juegan un papel importante en la estructura de las poblaciones (Swearer
et al., 2002; Hellberg et al., 2002; Palumbi, 2003). Por ejemplo, en el percebe de las costas
del Pacifico noreste, Balanus glandula que posee una larva plancténica de larga duracion,
se encontrd que existen diferencias genéticas significativas y estructura genética entre sus
poblaciones a lo largo de su distribucion (Sotka et al., 2004). Un caso extremo se presenta
en el estomatdpodo Haptosquilla pulchella (Barber et al., 2002) que habita en el este del
Indo Pacifico, el cual a pesar de tener una larva de larga duracién (entre cuatro y seis
semanas) presenta niveles altos de diferenciacion genética (@4= 0.87). La lapa Nacella
concinna del Antéartico tiene una larva que puede vivir entre uno y dos meses en la columna
de agua. Este molusco presenta niveles bajos de diferenciacion (Fs= 0.0384) pese a que
existe evidencia de que hay barreras geograficas que evitan el flujo génico con las
poblaciones mas al sur de su distribucion (Hoffman et al., 2010). Estos ejemplos sostienen
que la migracién es muy poca y no permite mantener un flujo génico constante entre las

poblaciones evitando que estas sean homogéneas.
Diversidad genética

Los cebadores ISSR’s usados fueron muy utiles para el estudio de la diversidad y
diferenciacion geneética de las poblaciones de Fissurella virescens recolectadas en el
Pacifico oriental tropical. Como se ha explicado anteriormente estos cebadores son
altamente polimorficos, sensibles y reproducibles. Fueron lo suficientemente finos para

detectar la diversidad dentro y entre las poblaciones, asi como una alta estructura genética.
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Por medio de la visualizacion con poliacrilamida se logré mejor resolucion, ya que se
observaron 75 bandas polimorficas con tres iniciadores. mientras que en trabajos como el
de Casu y colaboradores (2005) en el molusco Gemma gemma donde se utiliza agarosa para
resolver se obtuvieron menor cantidad de bandas utilizando maés iniciadores (67 bandas con
cinco iniciadores), al igual que en el trabajo de Evans y Jerry (2006) con el bivalvo

Tridacna gigas donde obtuvieron 21 bandas con 34 iniciadores.

Los valores de heterocigocidad en Fissurella virescens (He= 0.2001-0.3235) en general son
mas altos que lo esperado para los invertebrados marinos (entre He= 0.122 y 0.230 segun
Ward et al., 1992; Hermosilla, 2004; Toro y Gonzalez 2009). Segun Tello-Cetina y
colaboradores (2005) los moluscos en general sufren de un deficit alto de heterocigotos.
Estos autores, utilizando isoenzimas encontraron un valor bajo de He= 0.0366 para las
poblaciones de Strombus gigas de la Peninsula de Yucatan. Casu y colaboradores (2005)
con cebadores ISSR’s refieren valores de diversidad moderada (He = 0.143 y 0.170) en el
bivalvo Gemma gemma que se distribuye ampliamente en la costa este de Norteamérica. En
estos trabajos se sefiala que las poblaciones estan sometidas a altos flujos génicos y que se
encuentran bien mezcladas. Por el contrario los valores observados en F. virescens
concuerdan con lo descubierto para poblaciones que tienen bajos niveles de flujo génico,
donde las larvas viven pocos dias como libre nadadoras y tienen altos niveles de retencién
larval. Por ejemplo Toro y Gonzélez (2009) mencionan en Ostrea chilensis, un bivalvo del
sur de Chile, una alta heterocigocidad (He=0.2846), al parecer influenciado por la poca
dispersion pues la larva solo vive unos minutos o unas horas como libre nadadora,
restringiendo asi el flujo génico entre las poblaciones. Casu y colaboradores (2006) notaron
que la heterocigocidad en la lapa gigante del mediterraneo Patella ferruginea es moderada
a alta y varia entre He= 0.162 y 0.233 y sugieren que existe poca conectividad entre las

poblaciones y poca capacidad de dispersion.

Esta falta de flujo genico entre las poblaciones de F. virescens puede provocar que exista
una acumulacién de los cambios génicos que ocurren de forma natural en las poblaciones,
aumentando asi la diversidad genética. También pueden deberse a adaptaciones de los
individuos a diferentes microambientes dentro de las playas. Las playas rocosas como en

las que se distribuye F. virescens, son de las zonas mas estresantes para los organismos, ya
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que los expone a la desecacion, el embate de las olas y a la depredacién. Esto lleva a
cambios morfoldgicos en las especies (Capitulo 1) incluso entre individuos de las mismas
poblaciones (Rios-Jara et al., 2004) y, puede influenciar a que los individuos se adapten a
ciertas partes de la playa, aumentando asi la acumulacién de mutaciones. Es factible
ademas que estos individuos estén sometidos a variaciones espaciales o temporales que
aumenten la cantidad de heterocigotos en las poblaciones. Esto se encontrd en el bivalvo
Ruditapes decusatus (Borsa et al., 1991) donde los individuos de una poblacion pertenecian

a diferentes cohortes que presentaban distintas frecuencias alélicas entre ellas.

Las poblaciones analizadas son altamente polimérficas, los valores oscilaron entre 50 y
78%. EI porcentaje de loci polimérficos fue del 100% lo que implica que ningan genotipo
se repite entre los individuos muestreados. Estos valores estan por encima de lo calculado
para otras especies de moluscos por ejemplo en Nacella concinna el valor fue del 85.4%
(Aranzamendi et al., 2008), mientras que en el mejillon de agua dulce Hyriopsis cumingii el
valor de loci polimérficos fue tan solo del 14% (L. et al., 2009). La poblacion con mas loci
polimérficos fue Bahia Banderas (78%), mientras que el menor fue la poblacion de Bahia
de Chamela (50%). El porcentaje alto de polimorfismo se encontrd en otras especies con
bajo flujo génico como en el bivalvo Gemma gemma que presenta valores del 100% (Casu
et al., 2005).

Los valores de heterocigosis esperada mas altos fueron para Bahia de Banderas (He=
0.3229) e Ixtapa (He= 0.3235), calculados con el estimador de heterocigocidad de Nei (Nei,
1978). Es interesante notar que ambas poblaciones se encuentran en zonas turisticas. Los
individuos de Ixtapa, Guerrero se localizaban en una playa con alto grado de turismo, eran
poco abundantes, mas pequefias en tamafio que el resto y se estaban aisladas en una
pequefia extension de la zona rocosa, sometidas a un oleaje moderado. Cerca de la zona
donde fueron colectados hay un estero pequefio. Cuando se hizo la bdsqueda de otros
individuos de la especie en otras zonas cercanas no se hallaron. Mientras que los individuos
de Bahia de Banderas, Jalisco aungue alejada de las playas de la Ciudad de Puerto Vallarta,
se encuentra en un lugar turistico y en la playa de Yelapa (donde fueron colectados) existe
una desembocadura de un estero, que arrastra sedimento desde la tierra. Los individuos

eran mucho mas abundantes, comparados con los de la zona de Ixtapa y ademas estaban en
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una zona mas amplia de la playa. Sin embargo, el impacto turistico o del estero no parece

tener un efecto en la diversidad genética de estas poblaciones.

La poblacién de Isla Isabel presentd valores medios de diversidad. Esta poblacion esta
dentro de un area marina protegida, donde existe poco impacto humano, no es extraida para
consumo local y no existe ningun tipo de descarga de agua de tierra firme. Estos individuos
obtuvieron el tamafio promedio més alto y las mayores abundancias. No obstante, la
diversidad no es tan alta como se hubiera esperado. Por otro lado, los valores mas bajos se
encontraron en las poblaciones de Cuastecomate y de Bahia de Chamela. Ambas
poblaciones estan muy cercanas entre si; pero los tipos de impacto son diferentes. Mientras
gue Chamela se ubica en una zona de bajo nivel turistico, las poblaciones de Cuastecomate
se localizan en una zona moderada. El sitio de Chamela tiene un estero cercano y la
poblacion era tan abundante como la de Bahia de Banderas, por su lado Cuastecomate se
hall6 en una playa rocosa de rocas sueltas y donde el oleaje es de bajo impacto. Es posible
que las poblaciones estén sometidas a diferentes tipos de ambientes que moldean la

diversidad genética dentro de las poblaciones.
Diferenciacion genética

Los valores de diferenciacion calculados para las poblaciones de Fissurella virescens a
partir de cuatro estimadores, Fs, @y, O, vy 8 (Cuadro 2.4), concuerdan con los encontrados
en otros invertebrados de zonas intermareales que poseen larvas pelagicas de corta duracion
(Kelly y Palumbi, 2010). Por ejemplo, en el bivalvo Mactra veneriformis, Hou vy
colaboradores (2006) mostraron que las poblaciones del mar amarillo tienen una estructura
alta (Fs= 0.202), y consideran que los valores se deben a su corto estadio larval. De manera
similar para el molusco Gemma gemma un bivalvo ovoviviparo que habita las costas del
Atlantico americano, se obtuvieron altos valores de diferenciacién @4= 0.390 (Casu et al.,
2005). En contraste en especies de moluscos marinos que presentan largos estadios larvales
se encontro que existe una alta conexion entre ellas, y por tanto presentan valores muy
bajos de diferenciacion aun cuando se utilizan distintos marcadores para hacer la
evaluacion, por ejemplo en Strombus gigas Fg= 0.1039 (Tello-Cetina et al., 2005),
Littorina keenae @4 = 0.003 (Lee y Boulding, 2007), Rappa venossa 6#st= 0.016(Yang et
al., 2008) y Lottia gigantea Fy= 0.012 (Fenberg et al., 2010). Una duracion menor de la
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larva en la columna de agua, limita la capacidad de dispersion de los individuos, lo que

genera poca conectividad entre las poblaciones, limitando asi el flujo génico.

Los valores de Fg entre pares de poblaciones, calculados con Arlequin (Excoffier y
Schneider, 2005) (Cuadro 2.6) son altamente significativos, lo que confirma que existe una
considerable diferencia entre las poblaciones. Una explicacion de este fendmeno puede ser
la corta duracién que la larva plancténica de F. virescens tiene como libre nadadora, aunque
no se conoce con certeza su duracion, para otras especies del género Fissurella se ha
calculado que las larvas estan aproximadamente una semana en la columna de agua (Pérez
et al, 2007). ElI comportamiento de las larvas puede incidir en la diferenciacion, de acuerdo
con Pineda (2007) éstas son organismos complejos que pueden moverse libremente y no
son s6lo particulas arrastradas por la corriente. Un ejemplo de esto se da en poblaciones del
camardn mantis (Haptosquilla pulchella) donde se observé una fuerte estructura genética
(P5=0.87) a pesar de tener una larva de larga duracion; la estructura fue atribuida a
diferencias en el comportamiento de las larvas (Barber et al., 2002). Ademas, otros factores
pueden actuar como barreras geograficas, estos incluyen corrientes marinas, corrientes
internas en las bahias, cambios en la salinidad y temperatura del agua e incluso la
depredacion y pueden ser las causantes de la falta de flujo génico (Gawarkiewicz et al.,
2007; Pineda, 2007; Cowen y Sponaugle, 2009).

El grado de correlacion entre los valores de la distancia genética de Nei y la distancia
geografica, arrojados por el analisis de Mantel, sugiere que hay aislamiento por distancia.
Esto refuerza la idea de que las poblaciones de F. virescens estudiadas tienen bajos niveles
de intercambio de individuos entre si y que existe algun tipo de barrera que impide la
dispersion de las larvas. Sanchez y colaboradores (2011) notaron algo similar para las
poblaciones del molusco Acanthina monodon del Pacifico sureste. Ellos atribuyen la alta
estructura genética y el aislamiento por distancia al bajo potencial de dispersion y a las
barreras geogréaficas, en este caso representadas por las corrientes marinas y el cambio

ambiental que se da en la zona por los efectos de las surgencias.

Las relaciones genéticas entre las siete poblaciones analizadas de Fissurella virescens en
este trabajo, no parecen seguir un patrén geografico establecido, o tener una correlacion

con las grandes corrientes marinas. En los grupos que se forman, se entremezclan dos
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distintas provincias biogeograficas, la provincia de Cortés y la provincia Panamica. Esto
podria indicar que la alta diferenciacion no esta explicada sélo por el bajo flujo génico o la
poca conectividad entre las poblaciones, si no que ésta se puede deber a otras fuerzas
evolutivas como el efecto fundador, la deriva génica o incluso la historia natural de la
especie (Hedgecock et al., 2007; Marko y Hart, 2011). Un ejemplo de ello son las
poblaciones de Panama y Bahia de Mazatlan que se agrupan en el UPGMA (Figura 2.1) a
pesar de que se encuentran muy alejadas geograficamente entre si (aproximadamente 2000
km) y la probabilidad de que exista un flujo entre ellas es baja. Segun Palumbi (2003) la
estimacion de la dispersion de una larva pelagica esta entre 25 y 150 km. Es probable que el
tamafio de las poblaciones o incluso el tiempo evolutivo no hayan sido suficientes para
poder diferenciar por completo entre éstas y se asocian debido al acervo genético ancestral
de la especie. Sin embargo, no hay que perder de vista que las diferencias entre éstas son
altamente significativos, indicando la accion de diferentes fuerzas evolutivas y procesos

que han logrado moldear a las poblaciones.

Por otra parte, las distancias genéticas calculadas a partir de Nei (1978) agrupan a las
poblaciones de Isla Isabel, Bahia de Chamela y Cuastecomate. Esta relacion podria ser
explicada por cierto flujo génico entre estas poblaciones, a partir del transporte de larvas
favorecido por el movimiento de las masas de agua proveniente del Sur, movida por la
Corriente de Costa Rica. La falta o disminucion del flujo génico con Bahia Banderas puede
deberse a las mareas internas de la bahia descritas por Plata y Filonov (2007) que impiden
el movimiento de las larvas hacia adentro o fuera de ésta, se ha demostrado que las
corrientes dentro de las bahias (eg. Bahia de Monterrey en California) pueden retener hasta
al 80% de las particulas (Lipphard et al., 2006).

Por otro lado, la poblacion de Ixtapa, al igual que Bahia Banderas, se diferencia
genéticamente del resto de las poblaciones. En general, esto puede deberse a una fuerte
retencion de las larvas dentro de la bahia, a la distancia geografica de ésta con las otras
poblaciones estudiadas y a la poca duracion del estadio larval. Es conveniente recordar que
las larvas se ven sometidas a las fuerzas fisicas de las corrientes, asi como a los distintos
estratos de la columna de agua, las temperaturas cambiantes, las fuerzas de friccion contra

la costa, la fuerza de las mareas, el viento y la flotabilidad, entre otras (Gawarkiewiks et al.,
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2007; Cowen y Spounagle, 2009) que pueden actuar como barreras para la dispersion,
limitando asi el flujo génico entre las poblaciones. Quiz4, esta poblacion no se encuentra en
las condiciones ambientales Optimas para su establecimiento, ya que se encontr6 en un
lugar muy especifico de la bahia, contaba con pocos individuos y muchos eran de tamafios
mas pequefios que el promedio encontrado en otras poblaciones, lo que nos puede indicar

que no esté bien desarrollada o que es una poblacion relictual.

Segun Hedgecock y colaboradores (2007), el valor de Fs debe tomarse con cautela al
analizar la diferenciacion de las poblaciones, sobre todo si se explica solo a partir del flujo
génico historico con métodos indirectos. No se puede estar realmente seguro de que las
poblaciones hayan alcanzado el equilibrio, o de que las divergencias sean tan recientes que

no han tenido aun un efecto sobre éstas.

Es recomendable hacer un estudio que permita medir el intercambio genético reciente en
términos de flujo génico, tiempo de divergencia y distancia geogréafica en F. virescens lo
que permitiria explicar con mayor claridad la diferenciacion. Por ejemplo los métodos de
asignacién, como el bayesiano son muy utilizados en poblaciones con diferenciacion alta
para explicar con mayor confianza la estructura genética de las poblaciones (Manel et al.,
2005; Hedgecock et al., 2007; Marko y Hart, 2011). EI método de asignacion bayesiana
permite medir el flujo génico reciente y detectar patrones en las poblaciones cuando se
utilizan con marcadores polimorficos (Manel et al., 2005), este método no asume que las
poblaciones se encuentran en equilibrio y hace una predicciéon de la procedencia de los
ancestros (Pritchard et al., 2000). Hay que recordar que las diferencias en las poblaciones
no pueden ser sélo explicadas en base al flujo génico, sino que deben de tomarse en cuenta
las fuerzas evolutivas como la deriva génica, la mutacion y su interaccion en el tiempo
(Marko y Hart, 2011).

En conclusion, las poblaciones de Fissurella virescens presentan alta diversidad vy
diferenciacion genética. La explicacion parece ser la poca duracion de la larva, la distancia
geografica y las barreras generadas por las corrientes de la zona. Es probable que esta
especie este siendo sometida a un evento de deriva génica que eventualmente separard mas

a las poblaciones.
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CAPITULO 3. ESTRUCTURA GENETICA DE POBLACIONES DE Fissurella
virescens EN EL PACIFICO ORIENTAL TROPICAL

INTRODUCCION

La lapa Fissurella virescens es un gasterépodo que habita en las playas rocosas del Pacifico
oriental tropical. Se distribuye desde Mazatlan en México hasta las Islas Galapagos en
Ecuador (Keen, 1971). Es una molusco herbivoro que tiene un rango de movimiento muy
limitado dentro de su habitat y no se dispersa como adulto. Posee una larva libre nadadora,
de la que no se conoce su duracion. Se ha calculado que para F. nigra la larva dura
alrededor de una semana en la columna de agua (Pérez et al., 2007 ), este tiempo es muy
limitado en comparacion con otros invertebrados que pueden tener estadios larvales de

hasta un mes de duracion.

Los estudios de diversidad genética nos permiten conocer la variacion presente en una
poblacién y como se encuentra distribuida. Esta informacién ayuda a dilucidar cuales son
los mecanismos que actuan en el flujo génico de las poblaciones, lo que nos permitird
entender los procesos evolutivos a los que estdn sometidas las especies y evaluar los
patrones en términos de diversidad (Kelly y Palumbi, 2010). En organismos marinos se ha
supuesto que la diversidad genética esta sujeta a la capacidad del organismo para
desplazarse, al tiempo de desarrollo larval y a las barreras biogeogréficas (Palumbi, 2003;
Cowen y Spounagle, 2009; Kelly y Palumbi, 2010). Estas caracteristicas afectan la
permanencia de los individuos dentro de las poblaciones y el intercambio de genes, lo que
influencia en los procesos evolutivos de las poblaciones. Estudios sobre diversidad genética
han sido desarrollado para moluscos como los bivalvos Paphia undulata (Donrung et al.,
2011), Ostrea chilensis (Toro y Gonzélez, 2009), Ostrea edulis (Beumont et al., 2006)
entre otras, la mayoria de importancia comercial. En estos trabajos se han encontrado
distintos niveles de diversidad, desde altos, como en el caso de la lapa gigante del
mediterraneo Patella ferruginea que presenta valores de heterocigocidad que varian entre
He= 0.162 y 0.233 (Casu et al., 2006) o valores bajos, como los que se presentan en las
poblaciones de Rappana venosa del Mar Amarillo que varian entre He= 0.86-0.149 (Yang
et al., 2008), o los que se presentan en las poblaciones de Strombus gigas (actualmente
Lobatus gigas) de la Peninsula de Yucatan (He= 0.0366) (Tello-Cetina et al., 2005). En el
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caso de F. virescens es relevante generar este tipo de estudios para entender estos procesos
sobre todo en una especie que no esta explotada comercialmente lo que sugiere que sus
poblaciones aun se encuentran en estado natural, en el estado de Jalisco en México estd
especie es recolectada con fines de consumo local y no representan una pesqueria en la
zona (Rios-Jara et al., 2002), no se sabe si es consumida o aprovechada en otras zonas de su

distribucién.

En el capitulo anterior (Capitulo 2) se evidencié por medio de iniciadores ISSR, que la lapa
F. virescens presentd un valor de diferenciacion de Fy= 0.2935 para las siete poblaciones
estudiadas en el Pacifico oriental tropical. Estos valores fueron calculados con diferentes
estimadores, como la Fg de Wright (1951), la 05 de Weir y Cokerman (1984), la @y
calculado a partir de la AMOVA (Excofier y Schneider, 2005), y la 6g del analisis
Bayesiano. Los valores presentados fueron muy estables, con excepcién de la 6z que tuvo
un valor ligeramente mas bajo (g = 0.2692). El valor de diferenciacion concuerda con lo
encontrado en invertebrados marinos que se dispersan por medio de larvas de poca
duracién, como Mactra verenriformis que tiene un Fg= 0.202 (Hou et al., 2006) o el
bivalvo Gemma gemma que tiene un valor de diferenciacién de @y= 0.390 (Casu et al.,
2005). Estas especies muestran una estructura alta, por lo que se estima que la conectividad

es limitada por su capacidad de dispersion.

Para F. virescens existe una correlacion entre la distancia genética de Nei (1978) y la
distancia geografica calculada a partir de la prueba de Mantel. Sin embargo, cuando las
poblaciones se agrupan por medio del UPGMA, no se reconoce un patron, ya que los
grupos se encuentran formados por poblaciones de diferentes provincias biogeograficas,
que no concuerdan con la distancia geografica, o que no permite establecer con claridad
los limites de las barreras geograficas y de la conectividad. No se reconoce si estas
agrupaciones son causadas por un flujo génico reciente o por algin evento pasado. Por
ejemplo Marko y Hart (2011) proponen que son las glaciaciones del Pleistoceno las
causantes de que la estrella marina Patiria miniata del Pacifico noreste, presente una alta

estructura (@s= 0.5) y no la falta de flujo génico reciente.

El conocer la estructura de las poblaciones puede ser Gtil cuando se intenta contestar

preguntas relacionadas con la deteccion de barreras genéticas, clasificacion de subespecies,
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estudios evolutivos y conectividad de las poblaciones. (Liu y Zhao, 2006). Una forma de
estudiar esto, es determinando cuantas poblaciones genéticas reales existen (Coulon et al.,
2006).

Los métodos bayesianos han sido utilizados con éxito para contestar estas preguntas
(Evanno et al., 2005). Para ello existen distintas estrategias para inferir la estructura
genética de las poblaciones, el método mas utilizado es el de Pritchard y colaboradores
(2000) que nos permite identificar la presencia de diferentes subpoblaciones, si es que
existen, y ademas estima la procedencia de los ancestros (Falush et al., 2003). Este método
estima las frecuencias alélicas en cada poblacién y asigna probabilisticamente a los
individuos en las diferentes poblaciones utilizando datos genotipicos (Pritchard et al., 2000;
Hubisz et al., 2009). Para esto se consideran tres tipos de Modelos de ancestria, 1) Modelo
de ancestria sin flujo génico (No-admixture-model) que asume que los individuos
provienen de una sola poblacion, 2) Modelo de ancestria con flujo génico (Admixture-
model) que asume que el genoma de un individuo puede provenir de diferentes
subpoblaciones (Pritchard et al., 2000) y 3) Modelo de conexién (Linkage model) el cual es
una extension del modelo de ancestria con flujo génico, pero a diferencia del anterior

asume que existe una correlacién entre los marcadores utilizados (Falush et al., 2003).

El andlisis consiste en estimar el nimero de subpoblaciones o clusters (k), utilizando
simulaciones de Monte Carlo con Cadenas de Markov (MCMC). El modelo prevé que las
poblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg y en equilibrio ligado por lo que
asume que las frecuencias alélicas pueden estar o no correlacionadas (Pritchard et al., 2000;
Falush et al., 2003). Sin embargo Evanno y colaboradores (2005) mencionan que el valor
calculado de k a veces no es el adecuado, por lo que sugieren el uso del valor Ak que puede
ser mejor para detectar la k verdadera. El valor Ak es calculado a partir de la magnitud del
cambio de las probabilidades en k sucesivas generadas a partir de los valores del programa
Structure (Pritchard et al., 2000).

Los métodos bayesianos permiten detectar patrones de poblaciones cuando la conectividad
es baja, lo que sugiere que las poblaciones estan altamente diferenciadas. Estos son mas

potentes cuando se utilizan con marcadores altamente polimorficos, como los ISSR’s
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(Manel et al., 2005 y Hedgecock et al., 2007) y cuando los valores de Fs son mayores a 0.1
(Cornuet et al., 1999; Hedgecock et al, 2007).

El objetivo de este trabajo, es detectar de forma mas fina la estructura de siete poblaciones
de F. virescens del Pacifico oriental tropical y los subgrupos que puedan existir dentro de
éstas, utilizando métodos de asignacién Bayesianos. Esto nos permitird reconocer
poblaciones prioritarias para la conservacion y el aprovechamiento de esta especie. Para
esto se utilizaron los modelos de estructura de Pritchard y colaboradores (2000) y Evanno y
colaboradores (2005).

MATERIALES Y METODOS
Recolecta de muestras

Se recolectaron 210 individuos de F. virescens de siete poblaciones en el Pacifico oriental
tropical. Se eligieron seis playas rocosas de México y una de Panaméa (Figura A). Estas
colectas se hicieron al azar y sélo en tres de las poblaciones se eligieron organismos de
diferentes tamafios por su disponibilidad (Bahia Banderas, Bahia de Chamela y Panama), el
resto de las poblaciones presentaban individuos con tamafios homogéneos. Cada organismo
colectado se lavd con agua corriente y se colocd en alcohol al 95% para ser transportados al
laboratorio y procesados. De estos 210 individuos se eligieron aquellos que tuvieron mejor
calidad en la extraccion de ADN (Cuadro 3.1)

Extraccién y cuantificacion de ADN

Se tomaron entre 0.04 y 0.06 g de tejido del pie de cada individuo para llevar a cabo la
extraccion de ADN. El tejido fue molido con nitrégeno liquido en un mortero. EI ADN
total se extrajo utilizando el protocolo de CTAB modificado para moluscos por McCarthur
(2008) (Anexo 3). EI ADN se cuantifico por medio de espectrofotometria (Sambrook et al.,
2001).

Generaciéon de marcadores moleculares ISSR

La generacion de fragmentos ISSR’s se llevd a cabo con tres iniciadores primer |

((CT)sRG), primer 11 ((GA)sYG) y primer 11l ((CT)sRA). Los fragmentos de ADN se
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amplificados por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La mezcla de
reaccion se ajustd a cada poblacién para lograr una adecuada amplificacion y a un volumen
final de 22ul. En general cada mezcla contenia 80ng de ADN, 9mM de buffer de
amplificacion, 0.2uM de cebador, 0.45mM de DNTp’s, 2.27mM de MgCl2, 1U a 1.3U de
tag Polimerasa (Invitrogen) y agua grado HPLC. La PCR se hizo bajo las siguientes
condiciones, 3 minutos a 95°C por un ciclo, seguido de 40 ciclos de 45segundos a 95°C,
45segundos a la temperatura de alineacion especifica para cada cebador (47.6, 57.6), un

minuto y 30 segundos a 72°C y finalmente 10 minutos a 72°C.

La evaluacion de la amplificacion de los cebadores se efectué por medio de geles de
agarosa al 1.5% vy se utilizaron 5ul del producto de la PCR y 2ul de buffer de carga. La
electroforesis se realiz6 a 95 V por 27 minutos, se us6 bromuro de etidio para tefiir los
fragmentos y un transiluminador de UV para su visualizacion. Después los productos de
PCR fueron separados mediante electroforesis vertical en geles de acrilamida al 6% con
Urea 7M y Buffer TBE 1X; la electroforesis se hizo en camaras dual (CBS Cientifica) a
200 volts durante 5 horas. Se agregaron 8 pl del buffer de carga al producto de PCR, de
esta mezcla se tomaron un total de 10 pl para la electroforesis. A cada gel se le agreg6 un
marcador molecular de 100 pb para estimar los tamarfios de los fragmentos generados. Los
geles se revelaron por medio de tincion con nitrato de plata (Sanguinetti et al., 1994). Para
su andlisis posterior se digitalizaron con un sistema de fotodocumentacion digital (Gel
Logic 100, Kodak).

Cuadro 3.1. Cebadores utilizados para la evaluacion de diversidad genética de las poblaciones de
Fissurella virescens.

Primer Secuencia Temperatl_J,r ade Baqda_s
alineacion polimorficas
ISSR7 (CT)RG 47.6°C 27
ISSR22 (GA);YG 57.0°C 26
ISSR843 (CT)sRA 47.6°C 23

Andlisis de datos

Se realiz6 el analisis de agrupamiento Bayesiano que se apoya en el MCMC. Este analisis

se hizo con el programa Structure 2.1 (Pritchard et al., 2000), se usé el modelo de ancestria
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sin flujo para determinar el nimero de poblaciones reales o grupos de poblaciones (k), el
valor se calculd desde una k=1 hasta una k=7, utilizando un “burn in” de 5x10* y un
nimero de iteraciones de 2.5x10°. El analisis se repitié diez veces para cada valor de k. El
programa Structure genera un grafico que representa a las poblaciones, donde cada
columna es un individuo, las columnas aparecen fragmentadas cuando el individuo
comparte ancestria con otras poblaciones. Posteriormente se calculé el valor de Ak a partir
de la media de los datos y de los valores de la desviacion standard de las probabilidades
calculadas (Evanno et al., 2005) utilizando el programa Structure Harvester (Earl y
vonHoldt, 2012), cuya contribucion es identificar el nimero de grupos genéticos de la
muestra  total en  estudio. Este se condujo en la  plataforma
http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/.

RESULTADOS

El anélisis se hizo utilizando siete poblaciones del Pacifico oriental tropical, de las cuales se
utilizaron en total 158 individuos. Se logré la amplificacion de 76 bandas con un tamafio de
entre 300pb y 1500pb. Los tres iniciadores utilizados, permitieron evaluar
satisfactoriamente la estructura génica de estas poblaciones. Primer | ((CT)sRG) con 27
bandas polimérficas, primer Il ((GA)sYG) con 26 bandas polimorficas y primer il
((CT)gRA) con 23 bandas polimorficas.

El andlisis de asignacidon bayesiano, clasifico a todos los individuos en sus poblaciones
correspondientes, evidenciando una alta estructura dentro de las siete poblaciones
estudiadas para el Pacifico oriental tropical (Figura 3.1). Las proporciones de ancestria
compartida son muy bajas, los valores permaneces por debajo del 0.1 entre pares de
poblaciones (Cuadro 3.2). La poblacion de Isla Isabel comparte la mayor ancestria con
Bahia Banderas (q=0.097). Isla Isabel tambien comparte ancestria con Bahia de Chamela
(g= 0.015) y con Cuastecomate (q= 0.027), aunque los valores son muy bajos. Las
poblaciones de Bahia Banderas, Bahia de Chamela e Ixtapa agruparon individuos

exclusivamente de su localidad (g= 1), comportandose como una poblacion Gnica.

Los valores de la probabilidad de Ak aumentaron de forma constante desde k= 1 hasta k= 7,
pero no alcanzaron la asintota (Figura 3.2). El valor mas alto para Ak fue k= 3, sugiriendo

que existen tres grupos de poblaciones reales en el analisis (Figura 3.2 y 3.3). Los grupos
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identificados, son los formados por 1) las poblaciones de Isla Isabel, Bahia Banderas, Bahia
de Chamela y Cuastecomate, 2) Mazatlan y Panama e 3) Ixtapa que no se encuentra
asociada con ninguna otra poblaciéon (Figura 3.3, Cuadro 3.3). Mientras que los valores
tuvieron un ligero aumento en k= 6, por lo que se reconoce que existe un a subestructura en
las poblaciones analizadas.

Cuadro 3.2. Matriz del andlisis de asignacion Bayesiana calculada con el programa Structure

(Pritchard et al., 2000). Se muestran los coeficientes de ancestria vertical compartidos entre pares
de poblaciones.

Poblacion M I BB BC C Ix P
Mazatlan (M) 0.997 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.004
Isla Isabel (I1) 0.000 0.861 0.000 0.000 0.013 0.000 0.002

Bahia Banderas (BB) 0.000 0.097 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Bahia de Chamela (BC) 0.000 0.015 0.000 1.000 0.025 0.000 0.001

Cuastecomate (C) 0.001 0.027 0.000 0.000 0.962 0.000 0.001
Ixtapa (1x) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.001
Panama (P) 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.990

100 - - . -
0.20
0.60
0.40
0.20
0.00 , :
1 2 3 4 5 6 7

Figura 3.1. Andlisis de asignacion Bayesiana calculado con el programa Structure (Pritchard et al.,
2000). Se presenta el coeficiente de ancestria calculado (q) agrupado por poblacion (k=7). Cada
individuo se representa con una linea vertical, 1) Mazatlan, 2) Isla Isabel, 3) Bahia Banderas, 4)
Bahia de Chamela, 5) Cuastecomate 6) Ixtapay 7) Panama.
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Figura 3.2. Agrupamiento de las poblaciones, en el que se sugieren tres grupos génicos de las
poblaciones de Fissurella virescens. a) Probabilidades de las poblaciones y su desviacion estandar
calculado con el programa Structure (Pritchard et al., 2000). b) Valores de Ak generados con el
método de Evano y colaboradores (2005) con el programa Structure Harvester (Earl y VonHoldt,
2011).
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Figura 3.3. Andlisis de asignacion Bayesiana calculado con Structure (Pritchard et al., 2000) para
las poblaciones de Fissurella virescens. Se presentan tres grupos formados a partir del andlisis de
Evanno (k=3). Grupo 1) Isla Isabel, Bahia Banderas, Bahia de Chamela y Cuastecomate. Grupo 2)
Mazatlan y Panama. Grupo 3) Ixtapa.

Cuadro 3.3. Matriz de asignacion bayesiano para los tres grupos formados con el andlisis de
Evanno para siete poblaciones de F. virescens del Pacifico oriental tropical. Se presenta el
coeficiente de ancestria calculado con Structure-Harvester

Poblacion Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Mazatlan 0.002 0.998 0.000
Isla Isabel 0.99 0.008 0.001
Bahia Banderas 0.999 0.001 0.000
Bahia de Chamela 1.000 0.000 0.000
Cuastecomate 0.957 0.043 0.000
Ixtapa 0.000 0.000 1.000
Panama 0.042 0.958 0.000
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DISCUSION

Se cree que las poblaciones de animales marinos en general poseen una conectividad alta.
Lo anterior se supone, por la falta de barreras geogréaficas, la movilidad alta de sus
individuos, principalmente de las larvas, y del uso de corrientes marinas como corredores
biolégicos (Tello, 2005; Lee y Boulding, 2007; Fenberg et al., 2010). Aunque, se ha
demostrado que algunas poblaciones de invertebrados, sobre todo aquellas que poseen
movilidad baja, tienden a poseer poblaciones bien estructuradas lo que implica que tengan

conectividad baja entre ellas (Hoffman et al., 2011).

El analisis de agrupamiento bayesiano confirmé lo encontrado en el capitulo 2 de esta tesis,
las poblaciones estan bien diferenciadas y existe bajo flujo génico entre ellas. Los valores
de ancestria muestran muy poco intercambio reciente entre las poblaciones. Esto concuerda
con lo observado para poblaciones que se encuentran en el intermareal y que poseen larvas
de poca duracion, ya que las especies marinas sésiles o sedentarias como las lapas,
dependen de la fase larval para su dispersién (Becker, 2007; Cowen et al., 2007; Cowen y
Sponaugle, 2009; Levin, 2011). Se calcula que las fissurellas poseen una larva pelagica que
no dura mas de una semana (Pérez et al.,, 2007), limitando la conexion entre las
poblaciones. Se ha calculado que las distancia de dispersion para los invertebrados marinos
y algunos peces es de entre 25 y 150 km cuando presentan estadios larvales de méas de

cuatro semanas (Palumbi, 2003).

El andlisis de asignacion no muestra un claro patron de agrupamiento en términos
geograficos. Sin embargo, confirma los resultados de la diferenciacion y los del analisis
UPGMA realizado con las distancias genéticas de Nei (1978) (Capitulo 2). Los tres grupos
formados por el analisis, indican que la falta de flujo génico no es el Unico factor que
contribuye a la alta diferenciacion y estructura de las poblaciones, es probable que estas
poblaciones se hayan visto envueltas en un fuerte evento de deriva génica, debido al

aislamiento por distancia.

Las poblaciones de Isla Isabel, Bahia Banderas, Bahia de Chamela, y Cuastecomate forman
el primer grupo generado por el anlisis bayesiano. Existe un nivel de ancestria compartido
entre estas poblaciones, (Figura 3.1), aunque es minima. Los individuos de Isla Isabel son

los que presentan los niveles de ancestria un poco mas altos, sobre todo con la poblacion de
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Bahia Banderas (0.97) lo que sugiere que existio un intercambio con Bahia Banderas donde
en algin momento los individuos de esta poblacion se movieron hacia la Isla Isabel. Esto
podria deberse a la cercania de las poblaciones y de las corrientes que acttan en la zona,
como la corriente nororiental Ecuatorial, que proviene del sur, trayendo aguas célidas
(Galicia-Pérez et al., 2006) las que pudieran provocar que las larvas sean arrastradas por la
corriente y llevadas hacia la isla. En la matriz de asignacion (Cuadro 3.3) se observa que no
existen ancestria reciente entre las poblaciones de Bahia de Chamela y de Bahia Banderas
con otras de este grupo, esto podria deberse a un reclutamiento de los especimenes dentro
de la bahia y que no parecen haber migrado fuera de ésta, por lo menos no recientemente.
Esto es comun en organismos que no poseen una larva pelagica, o que estan sometidas a
fuertes mareas internas. Segin Gawarkiewiks y colaboradores (2007) las bahias se ven
sometidas a fuertes oleajes internos que pueden actuar como barreras geograficas.
Asimismo se sabe que la corriente de Ecuador y la corriente Costanera de Costa Rica
corren paralelas a la costa (Kessler, 2006; Pineda et al., 2007) y a las bocas de Bahia de
Chamela y Bahia Banderas. Esto significa que las larvas podrian encontrar inconvenientes
para ser transportadas hacia el centro de las bahias, pues el mismo oleaje interno de éstas
podria estar actuando como barreras para la dispersion. Esto se ha demostrado para la Bahia
de Monterrey en California, donde hasta el 80% de las particulas son retenidas por las
mareas internas (Lipphardt et al., 2006)

El segundo grupo esta formado por las poblaciones que se encuentran en los extremos de la
distribucion estudiada de la especie, Mazatlan al norte y Panama al sur. Cuando
observamos la matriz de asignacion (Cuadro 3.3) se aprecia que la ancestria que comparten
es minima. Esto puede sugerir que la estructura de estas poblaciones no ha cambiado
mucho o que tuvieron algun tipo de intercambio genético en el pasado, los valores de
diferenciacion nos sugieren que otras fuerzas evolutivas como la deriva génica o el tamafio
poblacional actian sobre estas poblaciones. También es probable que las poblaciones
presenten genotipos parecidos lo que provoca que sus frecuencias haplotipicas sean
similares generando asi un agrupamiento. El aislamiento por distancia encontrado en estas
poblaciones (Capitulo 2), la poca duracién del estadio larval y los fuertes valores de
diferenciacion (F¢= 0.2935) explican que no es la existencia de un flujo génico el causante

de esta agrupacion (Cowen y Spounagle, 2007; Marko y Hart, 2011).
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El tercer grupo esta formado Ginicamente por la poblacion de Ixtapa, Guerrero. Esta parece
estar aislada del resto de las poblaciones y no comparte ancestria con ninguno de los
grupos, lo que también concuerda con el estudio previo (Capitulo 2) que refieren una fuerte
diferenciacion. La alta estructura de esta poblacion esta influenciada por las bajas tasas de
flujo génico que parecen existir en F. virescens. Ademas es posible que esta poblacion
también este sometida a las mareas internas de la bahia de Ixtapa. A su vez es bueno
recordar que esta poblacidn se encontraba integrada por pocos individuos, y se encontraron

de forma aislada en una pequefia playa rocosa de la bahia.

La poca conectividad entre las poblaciones y la fuerte estructura parece estar estrechamente
relacionada con dos factores principalmente, la poca duracién de la larva en la columna de
agua Yy la distancia entre las poblaciones, lo que limita fuertemente el intercambio génico
(Palumbi, 2003; Gawarkiewiks, et al., 2007). Las corrientes marinas como la Corriente
Ecuatorial, la Corriente Costanera de Costa Rica y la Corriente del Golfo de California
parecen actuar como barreras geogréficas sobre todo hacia el centro de las bahias. Esto
limita la movilidad de las larvas y la conectividad de las poblaciones (Cowen y Spounagle,
2009).

Existen pocos estudios que evidencien como los factores oceanograficos limitan la
estructura genética de las poblaciones (Zhan et al., 2009), por eso es importante integrar la
ecologia del paisaje con los estudios genéticos para asi traer luz a cuales son los factores
que realmente limitan o favorecen la dispersion. En conclusion las poblaciones de F.
virescens en el Pacifico oriental tropical exhiben una fuerte estructura poblacional, con
poco flujo génico reciente y un fuerte aislamiento entre las poblaciones, sobre todo aquellas
que se encuentran en bahias cerradas, como Bahia de Banderas o Bahia de Chamela.
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DISCUSION GENERAL

Las lapas del género Fissurella son especies comunes en las zonas rocosas intermareales
del Pacifico americano (Serra et al., 2001; Rios-Jara et al., 2002). La especie F. virescens
es un molusco que aunque pequefio en comparacion con otros moluscos de importancia
comercial; es utilizado para consumo de forma local en Jalisco y Colima (Rios-Jara et al.,
2002). El género Fissurella en Chile es muy apreciado y se consume en grandes escalas
(Serra et al., 2001; Olivarez-Paz, 2007). Esto es poco probable para F. virescens, pues
aunque es muy abundante en las playas de Jalisco, parece que su abundancia se reduce
hacia el sur, siendo poco conocida en el estado de Guerrero y es escasa 0 ausente en las
playas rocosas de la region de Huatulco, Oaxaca a pesar de que su costa posee una gran

cantidad de playas rocosas donde se esperaria la presencia de la especie.

La concha de las lapas es conica. Los factores ambientales como la desecacion, la
exposicion al oleaje, la temperatura e incluso la disponibilidad del alimento suelen ser los
causantes de las principales diferencias en la morfologia de las conchas de los moluscos
(Vermeij, 2002; Rios-Jara et al., 2004; Teso et al., 2011). Sin embargo sabemos que la
mayoria de las lapas se desarrollan en playas rocosas, las cuales son sitios de gran estrés
fisico (Denny, 2000; Serra et al., 2001; Olivares-Paz, 2007), lo que hace suponer que esta
forma evoluciond para adaptarse a las fuerzas hidrodindmicas de estas playas, como la
corriente y la fuerza del oleaje, al mismo tiempo que permitia obtener un area mayor para la
adhesion al sustrato rocoso y también disminuir la desecacion y el sobrecalentamiento
(Denny, 2000; Khouw, 2006). Esto es el caso para la lapa F. virescens, aunque las colectas
se hicieron en playas con poca exposicion al oleaje y en el mismo nivel del intermareal para
reducir este efecto, aun asi parece ser que la accion hidrodindmica es muy fuerte, porque
evolutivamente es el factor que mas influye a la forma de las lapas en general (Denny,
2000).

El analisis de morfometria se baso en tres métodos distintos que pueden ser
complementarios. Las diferencias en la forma de la concha de F. virescens y los valores de
las diferencias significativas fueron altos. Estas diferencias se observan claramente en el
ancho del organismo, que parece ser el que mayor influencia tiene y parece ser fundamental

para diferenciar a las poblaciones. Estas diferencias en el anchos de la concha pueden estar
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relacionados con la altura que éstas alcanzan, y la posicion del intermareal en la que se
encuentran (Rol&n-Alvarez et al., 2004; Khouw, 2006). Los organismos tienden a
ensancharse y a ser mas altos, en areas con accion de las olas, entre mayor superficie de la
apertura y de sujecion por el pie del organismo, menor posibilidad de ser desalojado por las
corrientes y los depredadores carnivoros que se alimentan de moluscos (Hobday, 1995;
Denny, 2000; Khouw, 2006).

Por mucho tiempo se especuld que las poblaciones marinas eran abiertas, pero se ha
demostrado que no en todos los casos es asi (Cowen y Sponaugle, 2009). En los ultimos
afios diferentes estudios han revelado que existe un gran nimero de formas de dispersion y
afectaciones a la conectividad de las poblaciones, haciendo de estas grupos bien
estructurados (Palumbi, 2003; Cowen y Sponaugle, 2009). Las distancias de dispersion se
han calculado hasta de 1000 km. No obstante la mayoria de las especies se dispersan solo

cientos de kilometros y otras especies mucho menos (Kinlan y Gaines, 2003).

La Fissurella presentan una larva pelagica de poca duracion (McLean, 1984). Aunque no
existen trabajos sobre la larva de F. virescens, estudios en otras especies de Fissurella
como F. barbadensis (Lewis, 1960); F. maxima (Bretos et al., 1983) y F. nigra (Pérez et
al., 2007) han demostrado que sus larvas son de poca duracion (de entre tres dias a una
semana aproximadamente). Los valores de diversidad y de diferenciacion de las
poblaciones de F. virescens son altos lo que hace pensar que la dispersion entre estas
poblaciones son eventos raros lo que explica la poca conectividad y la alta estructuracion
que existe en estas poblaciones o que simplemente los organismos no pueden establecerse o
no pueden crecer y reproducirse (Palumbi, 2003). Regularmente los valores de Fy para
poblaciones marinas es alrededor de <0.05 (Palumbi, 2003; Hedgecock et al., 2007) lo que
se explica por una alta conectividad de las poblaciones y larvas pelagicas de larga duracion.
El valor de Fg para F. virescens (0.2935) es comun para poblaciones con poca
conectividad, que poseen larvas pelagicas de corta duracion, que estdn sometidas a

autoreclutamiento y a barreras geograficas que limitan a las poblaciones.

Cuando comparamos los valores genéticos y la morfometria, observamos un fuerte patron
de diferenciacion entre las poblaciones. Aungue la naturaleza de las diferencias parece ser

distinto. Mientras que para los moluscos las diferencias genéticas estd determinada

86



principalmente por la poca conexion que parece existir entre las poblaciones y las historia
biogeografica de la especie; los valores de la morfometria estan caracterizados por la
influencia de los factores fisicos a los que se ve sometida la concha.

Cuanto del valor de la morfometria esta influenciado por la genética es dificil saberlo con la
informacion disponible. Las playas rocosas estdn sujetas a un gradiente geogréfico y
vertical muy marcado, lo que puede provocar que existan diferentes estratos dentro de un
mismo sitio con sus propios microhabitats con condiciones propias que puedan moldear las
diferencias entre las lapas. Es recomendable que se realicen estudios para determinar el
valor de la diversidad de los genes que codifican para la forma de la concha, asi mismo
determinar cudles factores fisicos son los que mayor influencia tiene en la variacion de la

forma de la concha.

Las poblaciones de F. virescens estan muy aisladas entre si, comparten poca ancestria y
tienen una conectividad muy limitada, parecida a la que presentan los individuos sin larvas
pelagicas como es el caso de los moluscos Acanthina spirata, Nucella emarginata y N.
ostrina que presentan altos valores de diferenciacion y estructura para las poblaciones de la
costa oeste de Estados Unidos (Kelly y Palumbi, 2010). Como todos los moluscos de
intermareal, los individuos de F. virescens estan amenazados por el desarrollo turistico. Las
poblaciones del centro del pais son un buen grupo para la conservacion sobre todo la
poblacién que se encuentra en el parque nacional Isla Isabel. Ixtapa y Bahia Banderas
merecen una mencién aparte, pues su fuerte aislamiento y sus fuertes niveles de
heterocigocidad los hacen buenos candidatos para estudio, ya que ambos se encuentran en
zonas turisticas de fuerte afluencia y crecimiento. Por su parte, la poblacion de Bahia de
Chamela presenté bajo nivel de heterocigotos y una nula conectividad con otras

poblaciones. Lo que la hace vulnerable ante cambios en el habitat.
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CONCLUSIONES GENERALES

La informacion obtenida durante el presente estudio, asi como los resultados de los analisis
realizados indican que existen diferencias significativas en la forma de la concha entre las

siete poblaciones de F. virescens estudiadas en el Pacifico oriental tropical.

Las conchas de estos organismos presentan diferencias significativas fuertes. Las
principales diferencias se encuentran en el ancho y en la relacion largo/ancho (L/An). El
ancho de la concha esta normalmente determinado por la superficie de sujecion del pie del
organismo al sustrato rocoso de las playas, lo cual es importante en areas donde la

exposicion al oleaje es mayor.

Factores ambientales como la exposicion al oleaje, la depredacion, el tipo de sustrato y la
desecacion son los causantes de la diversidad fenotipica. Sin embargo estos factores pueden
estar influenciando las playas de manera similar, siendo la posicion del individuo en el
intermareal el que mayor influye a las diferencias. Esto puede explicar por qué ninguno de

los métodos logré discriminar de forma efectiva los stocks entre las poblaciones.

Las poblaciones de F. virescens son diversas genéticamente y poseen una estructura
genética alta, debido a la falta de conectividad entre las poblaciones. Estos niveles son los
esperados en poblaciones con larvas pelagicas de corta duracion en la columna de agua y
con poca conectividad. Los resultados del presente estudio indican que entre estas

poblaciones existe aislamiento por distancia.

A partir del anélisis de estructura de Evanno se concluye que las poblaciones de F.
virescens estudiadas constituyen tres grupos génicos diferentes. Uno formado por las
poblaciones del centro (Isla Isabel, Bahia Banderas, Bahia de Chamela y Cuastecomate),
gue estan conectadas gracias a las corrientes calidas del sur. La segunda formada por las
poblaciones de los extremos, Panama y Mazatlan, las cuales presentan niveles bajos de
ancestria lo que supone que estas poblaciones debieron estar conectadas en algin momento
y el tiempo de divergencia no ha sido el suficiente para diferenciarlas del todo. El tercer
grupo formado por la poblacion de Ixtapa, la cual no comparte ancestria con ningun otro

grupo, haciéndola un stock génico Unico.
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Las poblaciones de las bahias parecen estar sometidas a una fuerte marea interna que
impide el intercambio de larvas, lo que genera un autoreclutamiento en las poblaciones.
Esto se evidencia sobre todo en las poblaciones de Bahia de Chamela, Bahia Banderas e

Ixtapa.

Las corrientes costaneras parecen haber sido utilizadas como corredores biologicos por las
larvas de manera reciente, lo que explicaria la ancestria entre las poblaciones del centro, sin

embargo esta es muy baja, lo que confirma una alta estructura génica entre las poblaciones.

El analisis de asignacién Bayesiano confirm6 que las poblaciones de F. virescens del
Pacifico oriental tropical carecen de una conectividad fuerte lo que ha generado
poblaciones bien estructuradas y diferenciadas entre si.
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Anexo 1. Estadistica basica de la morfometria tradicional de las conchas. Donde S.D. es
desviacion estandar. Cf coeficiente de variacion.

Mazatlan Media S.D. Maximo Minimo Cf
Ancho 22.87 8.46 35.74 6.96 0.37
Alto 9.58 3.81 14.90 1.91 0.40
Largo 30.55 10.33 44.74 9.86 0.34
L/An 1.36 0.08 1.54 1.21 0.06
Largo foramen 571 2.02 8.70 1.90 0.35
Ancho foramen 3.19 1.18 5.20 1.04 0.37
Lf/Anf 1.81 0.22 2.37 1.38 0.12
Foramen-Frente 15.67 5.87 23.59 3.07 0.37
Foramen-Ancho 13.56 5.32 21.18 2.62 0.39
Numero de crenulaciones 42.70 14.59 58.00 19.00 0.34
Ancho crenulaciones 9.87 4.28 17.01 3.84 0.43
No. de bandas 11.00

Peso bicho y concha 4.29 3.62 12.03 0.04 0.85
Peso bicho 1.57 1.51 4.75 0.56 0.96
Peso concha 2.71 2.15 7.28 0.04 0.79
Isla Isabel Media S.D. Méaximo Minimo Cf
Ancho 29.11 6.20 41.18 17.45 0.21
Alto 13.84 3.11 20.78 7.27 0.22
Largo 38.29 7.81 51.23 24.95 0.20
L/An 1.32 0.05 1.44 1.20 0.04
Largo foramen 7.80 2.18 18.45 4.22 0.28
Ancho foramen 4.77 1.08 6.79 2.57 0.23
Lf/Anf 1.64 0.29 3.18 1.28 0.17
Foramen-Frente 20.28 4.83 29.48 11.18 0.24
Foramen-Ancho 19.23 4.12 27.00 10.51 0.21
Numero de crenulaciones 42.00 12.37 58.00 34.00 0.29
Ancho crenulaciones 9.51 3.79 23.48 4.54 0.40
No. de bandas 13.00

Peso bicho y concha 8.97 3.54 14.48 1.03 0.39
Peso bicho 2.89 1.39 5.42 0.73 0.48
Peso concha 6.07 2.68 11.45 1.09 0.44
Bahia Banderas Media S.D. Méximo Minimo Cf
Ancho 24.65 7.68 35.05 9.48 0.31
Alto 11.10 3.90 17.45 3.22 0.35
Largo 33.78 9.61 48.03 14.81 0.28
L/An 1.39 0.09 1.71 1.26 0.07
Largo foramen 6.95 2.02 10.30 245 0.29
Bahia Banderas Media S.D. Maximo Minimo Cf
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Ancho foramen 3.90 1.14 6.50 1.06 0.29
Lf/Anf 1.81 0.34 3.16 1.35 0.19
Foramen-Frente 16.90 5.43 2491 6.96 0.32
Foramen-Ancho 15.72 5.51 24.30 5.21 0.35
Numero de crenulaciones 45,96 7.29 64.00 33.00 0.16
Ancho crenulaciones 11.03 3.65 18.07 3.80 0.33
No. de bandas 14.00

Peso bicho y concha 5.21 3.78 12.56 0.28 0.72
Peso bicho 1.84 1.46 5.02 0.19 0.79
Peso concha 3.38 2.44 8.68 0.15 0.72
Bahia de Chamela Media S.D. Maximo Minimo Cf
Ancho 21.33 4.66 31.47 13.13 0.22
Alto 10.13 2.79 15.95 5.20 0.28
Largo 30.11 5.90 43.74 18.27 0.20
L/An 1.42 0.08 1.58 1.28 0.05
Largo foramen 5.92 1.28 8.32 3.28 0.22
Ancho foramen 3.50 0.91 5.30 1.92 0.26
Lf/Anf 1.73 0.25 2.55 1.36 0.14
Foramen-Frente 60.19 268.13 1601.00 7.62 4.45
Foramen-Ancho 13.02 3.26 21.02 6.92 0.25
Numero de crenulaciones 37.46 14.61 60.00 30.00 0.39
Ancho crenulaciones 9.79 4.24 16.95 3.43 0.43
No. de bandas 12.00 11.00

Peso bicho y concha 3.36 2.28 9.90 0.57 0.68
Peso bicho 1.24 0.99 4.00 0.21 0.80
Peso concha 2.12 1.36 5.90 0.48 0.64
Cuastecomate Media S.D. Méaximo Minimo Cf
Ancho 20.89 3.05 28.14 17.15 0.15
Alto 9.35 1.57 12.92 7.18 0.17
Largo 29.58 4.14 39.36 22.98 0.14
L/An 1.42 0.06 1.60 1.34 0.04
Largo foramen 5.92 0.76 7.51 4.69 0.13
Ancho foramen 3.29 0.49 441 2.34 0.15
Lf/Anf 1.82 0.20 2.33 1.50 0.11
Foramen-Frente 14.61 2.28 20.02 11.27 0.16
Foramen-Ancho 12.87 2.34 20.53 10.13 0.18
Numero de crenulaciones 47.52 3.87 60.00 40.00 0.08
Ancho crenulaciones 9.59 4.66 18.47 2.13 0.49
No. de bandas 12.00 9.00

Peso bicho y concha 3.02 141 6.63 1.35 0.47
Peso bicho 1.06 0.58 2.70 0.40 0.54
Peso concha 1.96 0.84 3.93 0.95 0.43
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Ixtapa Media S.D. Méaximo Minimo Cf
Ancho 12.41 2.10 16.51 8.54 0.17
Alto 5.50 1.10 7.49 3.78 0.20
Largo 18.47 3.08 24.79 12.90 0.17
L/An 1.49 0.08 1.65 1.34 0.06
Largo foramen 2.66 0.51 3.51 1.77 0.19
Ancho foramen 1.50 0.32 2.20 0.78 0.22
Lf/Anf 1.79 0.25 2.42 1.28 0.14
Foramen-Frente 8.30 1.90 11.37 4.65 0.23
Foramen-Ancho 7.80 1.26 10.15 5.23 0.16
Numero de crenulaciones 31.97 16.24 50.00 23.00 0.51
Ancho crenulaciones 10.26 2.16 14.58 6.08 0.21
No. de bandas 12.00 9.00

Peso bicho y concha 0.75 0.36 1.51 0.19 0.48
Peso bicho 0.29 0.13 0.54 0.08 0.45
Peso concha 0.46 0.23 1.03 0.11 0.51
Panama Media S.D. Maximo Minimo Cf
Ancho 17.57 6.51 37.12 7.39 0.37
Alto 6.98 3.26 18.01 2.48 0.47
Largo 25.28 8.33 50.94 12.53 0.33
L/An 1.46 0.10 1.76 1.32 0.07
Largo foramen 5.87 1.88 11.29 2.58 0.32
Ancho foramen 3.31 1.07 6.72 1.57 0.32
Lf/Anf 1.79 0.28 2.32 0.78 0.16
Foramen-Frente 11.57 4.08 24.45 5.60 0.35
Foramen-Ancho 10.10 4.31 24.06 4.04 0.43
Numero de crenulaciones 44.46 22.43 78.00 36.00 0.50
Ancho crenulaciones 11.99 4.78 27.94 6.66 0.40
No. de bandas 11.00 3.00

Peso bicho y concha 2.36 3.09 16.21 0.10 1.31
Peso bicho 0.70 1.00 5.23 0.22 1.42
Peso concha 1.65 2.11 10.98 0.10 1.28
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Anexo 2. Gradillas de deformacidn para cada poblacién, generados por medio de Morfometria
geométrica.
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Anexo 3. Protocolo de Extraccion de ADN por CTAB maodificado por McCarthur (2008) para
moluscos.

1.

o gk~ wn

12.

Coloque y macere 1-2 mma3 de tejido en un tubo eppendorf de 1.5 ml con 300 ul de 2X
CTAB buffer precalentado a 60°c

Encubar en bafio maria a 60 °C por 30 minutos

Agregue 300 ul de Cloroformo-Isoamil alcohol (96:4) y agite por 2 minutos.

Centrifugue a 15 000g por 10 minutos

Tome la parte acuosa y repita el paso 3y 4.

En tubos de eppendorf nuevos agregue 600 ul de Isopropanol frio, 25 ul 3M NAOAc y la
parte acuosa de la extraccion. Mezcle por inversion.

Centrifugue a 15 000g por 10 minutos

Tire el ETOH y resuspenda el pellet en EtOH al 70%.

Centrifugue a 15 000 por 5 minutos.

. Tire el EtOH y deje el tubo al aire libre para que se seque por 40 minutos.
. Resuspenda el pellet en 25 ul de 0.1X TE y deje los tubos en un refrigerador a 4°C toda la

noche.
Verifique la calidad y la cantidad de la muestra.

2X CTAB buffer

100 mM Tris-HCI, pH 8.0

1.4 M NaCl

20 mM EDTA

2% Hexadecyltrimethylammonio bromido (CTAB)
2% polyvinylpyrolidone (40,000 MW)

0.2% 2-mercaptoethanol — agregue al final.
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