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Resumen

En el presente estudio se realizd la caracterizacion de la morfometria y de la
variabilidad genética a nivel alozimico del gasteropodo del intermareal rocoso L.
keenae de Isla de Cedros e Isla de Guadalupe. El analisis morfometrico se realizo
empleando el Analisis de Componentes Principales (ACP) y la creacion de
Funciones Empiricas Ortogonales (FEO) donde la correlacion Candnica mostro
tres grupos homogéneos entre si, pero heterogéneos con respecto al otro,
reflejando cada uno el resultado sinérgico de variables ambientales como: la
temperatura, el oleaje, la pendiente y la influencia de la Corriente de California.
Los resultados del analisis morfométrico presentan una buena herramienta como
aproximacion ya que reduce el sesgo debido a las diferencias de talla de
organismos y de esta manera se propone el uso de ACP y la creacién de FEO
como un método taxondémico alterno o complementario para diferenciar entre
especies cuando no se cuenta con especies tipo. En el analisis de variabilidad
genética de 11 loci provenientes de 3 sistemas enziméticos se obtuvieron los
principales estimadores genéticos (Ho, He, Deficiencia de heterocigotos, Distancia
e identidad de Nei y los estadisticos de F Wright). Los valores de FsT y el Nm por
generacion por pares de poblaciones con el fin de determinar la direccion y la
intensidad del flujo génico. LKCESA fue la Unica poblacién que mostro deficiencia
significativa de heterocigotos y, por ende, en desequilibrio de Hardy Weimberg.
Los valores de Fst oscilaron de 0.002 (Nm = 124.7 por generacion) hasta 0.029
(Nm = 8.37). No obstante que se presentan distancias geogréficas considerables
el valor de Identidad genética méas bajo fue de 0.954, esto debido principalmente a
la influencia de la Corriente de California y las estrategias reproductivas de la
especie. La relacion entre distancia génica de Nei (1978) y distancia geogréfica
fue positiva y significativa (R? = 0.404, P = 0.011), demostrando que en este
estudio se cumplen parcialmente los principios de teoria de islas (MacArthur y
Wilson (1967). Este estudio contribuye con el conocimiento desde la perspectiva
ecologica, sistematica y genética de Littorina keenae.
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1.- Introduccion.

Las islas del Océano Pacifico de la Peninsula de Baja California son conocidas
por su alta biodiversidad, endemismo de flora y fauna, ademas de bajos niveles de
disturbio antropogénico (Ceballos et al. 1998; Donlan et al. 2000). Son sitios
Gnicos para realizar estudios de diversidad biologica, de biogeografia y de
evolucién debido a su variacion en tamafo, distancia al continente, topografia,
clima y geologia; caracteristicas que tienen un efecto importante sobre la
diversidad de especies y los grados de endemismo (Oberbauer, 2000).

Los estudios ecoldgicos han utilizado la variabilidad ambiental para explorar y
revelar como la heterogeneidad de los factores bidticos y abiéticos influyen en la
distribucién y abundancia de organismos intermareales, asi como en la estructura
y dinamica de las comunidades (Connell, 1972; Menge y Sutherland, 1976;
Lubchenco, 1980; Underwood y Denley, 1984; Underwood, 2000; Menge y
Branch, 2001; Ritter, 2005). Factores fisicos como la temperatura, la altura de la
marea, la exposicion al oleaje, el tipo y la heterogeneidad del sustrato pueden
afectar la abundancia y distribucion de las especies que habitan en la zona del
intermareal. Evaluar estos factores provee el respaldo para tratar de comprender
como ocurren las interacciones biolégicas y como la presencia o ausencia de una
especie en particular en la comunidad, estd en funcién de las condiciones
ambientales apropiadas (Murray et al., 2002; Almada y Faria 2004; Ritter 2008).

El &area de distribucion de una especie, esta determinada por una serie de eventos
histéricos, donde estan presentes las barreras biogeogréaficas (Alcock, 1979).
Estas barreras, pueden ser muy conspicuas 0 poco evidentes y pueden influir en
la dispersion de las especies. De acuerdo con lo anterior, el &rea que ocupa una
especie, esta determinada por el sitio donde probablemente se origind, asi como
por el tipo y la escala de las barreras que encontré al dispersarse. Debido a que
las especies son originadas en tiempos diferentes y que las barreras aparecen y
desaparecen, las combinaciones posibles para el principio tedrico descrito, son
numerosas (Slatkin, 1987). Por esta razén, es dificil determinar con exactitud los
limites distribucionales de una especie o intentar explicar la razéon por la que se

distribuye en un area particular (Pielou, 1979). Esta dificultad radica, en identificar

1
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los mecanismos mediante los cuales los factores ambientales (corrientes marinas,
temperatura, etc.) y las interacciones biodticas (competencia, depredacion,
simbiosis, etc.), afectan los procesos de crecimiento y colonizacion de las
poblaciones (Brown y Gibson, 1983; Myers y Giller, 1988; Myers y Giller, 1990).

La franja litoral rocosa en las islas, asi como en el continente, es un ambiente de
amplia complejidad fisica y biologica, resultado de la alta variacion en las
condiciones ambientales durante el ciclo diario de mareas, que se caracteriza por
presentar una gran variedad de organismos, principalmente sésiles o de lento
movimiento (Raffaelli y Hawkins, 1999; Murray, 2001). Los invertebrados son un
componente sobresaliente de los habitats intermareales rocosos, que se
encuentran distribuidos en los tres niveles de marea y que abarcan una amplia
gama de grupos funcionales por lo que son, en gran medida, responsables de la
transferencia de energia dentro de la comunidad y entre biomas vecinos.
Presentan una gran variedad morfologica asi como en tamafio, resultado de las

adaptaciones a las condiciones de nivel de marea (Nybakken, 2005).

La distribucién, nimero y densidad de especies de estos organismos, al igual que
de toda la comunidad, estan influenciados tanto por factores fisicos como
bioldgicos. Entre los factores fisicos mas importantes se encuentran la exposicion
al oleaje, la temperatura, la orientacion y la pendiente de la costa, la estructura del
hébitat, la sedimentacion y la salinidad. La comunidad del intermareal rocoso de
las islas, asi como todas comunidades marinas de agua somera, se caracterizan
por presentar un nimero menor de especies, con respecto al continente, lo cual es
debido a las bajas tasas de inmigracion y especiacion y a la alta tasa de extincion,
gue dependen del tamafio de la isla, la productividad del sistema y de la distancia
entre la isla y las regiones potenciales de recurso de inmigrantes (Vermeij, 2004).

Los ecosistemas intermareales han demostrado menor diversidad relativa en
grupos mayores (familias de mayores niveles taxondmicos) comparado con otros

sistemas marinos o terrestres, probablemente debido a la dificultad que involucran
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las adaptaciones evolutivas necesarias para sobrevivir en el intermareal. (Raffaelli
y Hawkins 1996). Esta variacién o zonacién vertical también actia como un factor
ecolégico que afecta en la interaccibn y adaptacion en cada nivel del litoral
(Sanford y Kelly 2011). En el caso del intermareal rocoso, los niveles mas
elevados usualmente presentan menor riqueza de especies debido a que las
especies marinas alcanzan sus limites fisiolégicos por debajo de estos ambientes
mas parecidos a los terrestres (Harley y Helmuth 2003).

Bajo este contexto, la mayoria de los estudios basicos de los recursos marinos
que se han propuesto a nivel nacional y regional, aun contindan siendo
postergados y relegados en nuestro pais otorgandoles mayor relevancia a
aguellos estudios en los cuales se contemple abordar las demandas y problemas
especificos los cuales son “prioritarios” para un sector de la sociedad muy
reducido, pero con gran poder econémico. Para resolver un problema a menudo
se ofrecen soluciones o alternativas que al poco tiempo resultan ser
contraproducentes. La raiz de esto es la ausencia practicamente total de
conocimientos basicos de los elementos que participan, de la forma en que se
distribuyen los organismos en el tiempo y espacio y de los factores que influyen

con mayor o menor grado en el medio.

De acuerdo con lo anterior, el estudio de los organismos marinos ha contribuido
considerablemente a la comprension de muchos problemas biolégicos generales
(Correa, F. 2014), es por ello que la oceanografia biologica considera a los
fendbmenos bioldgicos como partes integrales de todos los procesos que se llevan
a cabo en el mar. Estos procesos incluyen la forma en que los organismos vivos
estan regulados por factores de tipo abidtico y los de tipo bidtico. La interaccion de
estos componentes y la forma en que los organismos se desempefian en su
entorno son los que determinan la estructura y la dindmica de las poblaciones y

comunidades a una escala ecolégica (Correa, F. 2014).
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En una escala regional o geografica, los principales mecanismos que definen la
distribucion latitudinal de los organismos marinos benténicos, son los patrones de
circulaciébn oceénica y los gradientes de temperatura (Briggs 1974, Glynn y
Wellington 1983, Gaylord y Gaines 2000). Aunque también, eventos
oceanograficos de macroescala (e.g. El Nifio Oscilacion del Sur) pueden expandir
o disminuir los limites de distribucion de las especies (Hubbs 1960, Blanchette et
al. 2008).

2.- Antecedentes.
2.1 Caracteristicas generales de L. keenae Rosewater, 1978

El género Litorina comprende 18 especies de las cuales 6 son nativas del Atlantico
Norte y 12 del Océano Pacifico (Reid et al 2012) y representa probablemente el
género de gasterépodos mas estudiado. El género Littorina habita tipicamente el
intermareal rocoso y es generalmente el organismo mas abundante de este tipo de
habitat representando mas del 85% de la biomasa en estas areas (Adey y Hayek
2005)

L. keenae, anteriormente conocida como L. planaxis, presenta tamafios de 1 cm a
7 cm. Es una especie comun en la zona superior del intermareal rocoso en las
costas del Pacifico Nororiental. Se caracteriza por presentar un area aplanada y
erosionada sobre el giro del cuerpo justo al lado de la columnela (Abbott, 1974).

Se alimentan de microalgas epiliticas y esporofitos de algas marinas y también
se ha visto alimentandose de algas muertas (Norton et al., 1990). A pesar de ser
versatil el género son pastoreadores altamente selectivos, prefiriendo unas
especies de algas sobre otras. El proceso digestivo en litorinidos es bajo ya que
se ha encontrado restos de algas en sus heces; en L. keenae se ha reportado una
eficiencia de asimilacion de 36% del material ingerido en peso seco (Norton et al.,
1990). Estos gasteropodos presentan ritmos de actividad conductual (forrajeo)

debido al flujo y reflujo de las mareas. Otros factores que regulan estos ritmos son
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la temperatura, la humedad, la salinidad, la estacién en la que se encuentre y la
exposiciéon al aire. La remocién de estos moluscos en algunas regiones ha
provocado un incremento notable en las comunidades algales asi como cambios
en su composicion. Se plantea que son los pastoreadores mas importantes en las

costas del noroeste de Estados Unidos (Norton et al., 1990).

La copulacion en L. keenae ocurre en los meses de marzo a Julio, se ha
observado una fuerte periodicidad semilunar en la conducta copulatoria con las
actividades maximas en luna llena y nueva (Jiang et al. 2013). El desove también
presenta una alta periodicidad lunar con la mayoria de las hembras desovando en
luna nueva y llena durante verano y primavera. El desove ocurre mediante la
liberacion de una masa de gel con huevos embebidos en capsulas gelatinosas de
5-15 mm. donde cada masa de gel contiene varios cientos de huevos y una sola
hembra puede liberar varias capsulas durante un solo evento de desove. Las
masas de huevos son liberadas del sustrato al mar por las mareas y la accion de
las olas (Schmidt, 1979).

Extremo anterior

Protoconcha

Suturas

Abertura
(se cierra con el

callo opérculo)

columelar
Peristoma

Columela

Lado columela < | > Llado labial

Extremo posterior

Figura 1. Estructura general de Littorina keenae.
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Los huevos eclosionan a los 2-9 dias en una larva veliger similar a la de la
mayoria de los moluscos. Esta larva se mantiene en la columna de agua de 28-61
dias hasta que ocurre su metamorfosis en pequefios caracoles. Este desarrollo de
tipo plancténico les permite un alto flujo de genes lo que conlleva a una menor
diferenciacion genética y, por ende, menor estructuracion entre las poblaciones de
L. keenae. Lo anterior es debido principalmente a la eliminacion de la
diferenciacion por deriva genética y al retraso de la evolucion de genotipos

especializados en cada microambiente (Schmidt 1979).

Otra caracteristica de estos organismos es la edad y tamafio de madurez; Reid
(1996) encontré que los adultos de poblaciones australes viven de 1 a 3 afios en el
caso de L. obtusata, L. fabalis y L. saxatilis; mientras que, en las poblaciones mas

al norte del hemisferio puede ser hasta de mas de 8 afos.

2.2 Estrés térmico en Littorina

En el intermareal rocoso se ha registrado temperaturas corporales en litorinidos de
10-14°C hasta 40°C, lo cual puede conllevar a consecuencias fisioldgicas
adversas. Se ha reportado que estos organismos pasan de 2,300-11,000 minutos
por afio a una altura de 2 m. sobre el nivel del mar con temperaturas por encima
de los 30 grados Celsius por lo que se puede decir que se encuentran sometidos
en ocasiones a altos niveles de estrés térmico (Miller, 2008; Miller y Denny, 2011).
El estrés térmico puede variar con la altura de las costas debido al ciclo de las
mareas Yy el efecto de la accion de las olas. Aquellos litorinidos que habitan en la
zona alta del intermareal como L. keenae muestran diferentes patrones de
tolerancia a la temperatura y a la desecacion que aquellos que habitan en la zona
baja (Vermeij, 2004.). Caracoles mas pequefios presentan espirales mas altas lo
gue puede reducir el estrés térmico, asi como un menor tamafio del pie lo que

disminuye el flujo de calor del sustrato (McMahon, 1990).
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Para disminuir la temperatura corporal y evitar la desecacion, los littorinidos
presentan dos conductas importantes. La primera consiste en la remocion del pie
del sustrato hacia dentro de la concha y el cierre hermético a través de un
opérculo (a temperaturas mayores de 35 grados y/o mas de 3 horas sin agua)
(Miller 2008). Para mantener su posicion en la costa segregan un mucus que se
seca rapido y permite al organismo fijarse firmemente. El efecto de quitar el pie del
sustrato puede disminuir la temperatura corporal de 1 a 2 grados Celsius. La
segunda conducta consiste en levantar la concha para esperar la marea alta lo
gue provoca una disminucién de la temperatura corporal. Este comportamiento les
permite que el cuerpo alcance temperaturas de 50 grados (pueden durar hasta 8
horas de exposicion al sol) mientras que el sustrato alcanza temperaturas
maximas de 65. Las conchas con 55 grados empiezan a morirse después de los
30 minutos (Miller, 2008.).

Miller y Denny, 2011.) Implementaron un modelo biofisico para predecir las
temperaturas corporales de littorinidos durante exposiciones extremas de
temperatura. Obtuvieron que las conductas para disminuir la temperatura corporal
que presentan estos organismos son mas importantes que el color y la forma de la

concha en la zona estudiada (Pacifico Noreste).

La temperatura también puede impactar la tasa metabdlica teniendo efectos de
cascada sobre el crecimiento y la reproduccién. Esto ocurre debido a que, al
incrementar la temperatura, las moléculas quimicas alcanzan la energia de
activacion necesaria mas rapido para llevar a cabo una reaccion quimica, lo que
se traduce en un mayor procesamiento de los sustratos e incrementandose asi la
respiracion. En Littorina se ha observado que las tasas de respiracion fluctuan en
conjunto con las variaciones en temperatura; éstas difieren dentro y entre
especies, época del afio, localidad y tamafio (Hochachka y Somero, 2002). En
estudios donde se analiza el efecto de la temperatura en el metabolismo de
Littorina se obtuvo una disminucién general en la tasa metabdlica y que depende
de la latitud en que se mida obteniéndose en zonas templadas una menor

disminucién que en las zonas subdrticas (Sokolova y Portner, 2003).
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2.3 Uso de alozimas en litorinidos

La estimacion de la variacion genética, a partir de informacion de las proteinas
como marcador molecular, se basa en el andlisis de la heterogeneidad de los
productos de los genes estructurales de las poblaciones. El polimorfismo que
presentan las proteinas presumiblemente es el resultado del balance entre los
procesos de mutacion, migracién, deriva génica y seleccién natural, cuando
operan sobre poblaciones que se encuentran en ambientes temporal o
espacialmente variables. La variabilidad latitudinal en los caracteres fenotipicos de
la especie, no siempre presenta un valor adaptativo en las poblaciones y ésta se
percibe como la respuesta a un factor ambiental, pero sin influir en la
supervivencia de los individuos. Cuando esta variacién da lugar a adaptaciones,
se considera como respuesta a los ambientes locales presentes a lo largo de una
clina (Rolan-Alvarez, et al 1977). En este sentido, la variabilidad genética es
probable que sea el producto de la reaccion de las poblaciones, ante los cambios
ambientales y puede conducirles eventualmente hacia la adaptacion. Cuando una
poblacién u organismo se adapta, su eficacia biolégica se encuentra determinada
por la interaccion sinérgica entre los fenotipos que la integran y el medio que los

rodea (Rolan-Alvares et al 1975).

La variabilidad genética de una poblacién, es descrita al detectar y enumerar las
variables alélicas a partir de una muestra al azar del genoma, donde los genes son
asignados a clases discretas y distinguibles del fenotipo (Hewitt, 2004). Esta
variabilidad puede ser examinada a través de diversas fuentes, entre ellas las
proteinas. El término alozima se emplea para designar a las diferentes formas de
una enzima codificadas por alelos diferentes del mismo locus génico (Zouros,
1975; de la Rosa-Velez, 1986). Caracterizar la estructura genética de varias
poblaciones de una especie, en el ambito geografico de su distribucion, permite
establecer su nivel de variabilidad genética e inferir aspectos biolégicos vy

evolutivos basicos de la misma (Ayala 1983).
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Se ha encontrado que la actividad enzimatica de las enzimas aspartato-
aminotransferasa (AsAT) y alaninaaminotransferasa (AIAT) mostraron una
resistencia al estrés térmico mayor en la zona alta del intermareal que en la zona
baja. Asimismo, Sokolova y Portner (2003) encontraron actividades enzimaticas
mas altas en las zonas inferiores en comparacioén a la zona superior. Panova y
Johannesson (2004) encontraron la mayor actividad enzimatica en homocigotos
para Aat de zona baja, seguido de los heterocigotos y, por ultimo, los homocigotos
de la zona alta. El locus Aat también se ha encontrado relacionado con la
exposicion al oleaje por lo que se sugiere que Aat pudiera tener en moluscos, un
rol central en la produccion de energia aerébica durante periodos de mareas bajas
(Wilson y Gosling, 1998; Rolan-Alvarez, 2015). En L. obtusata se ha encontrado
patrones geograficos en los loci aspartato quinasa (Ark) y la manosa fosfato
isomerasa (Mpi), asi como un microsatélite, lo cual indica que existen genotipos
particulares ligados a la supervivencia. En L. fabalis se encontré algo similar con
Ark con una clina al tamafio y a la exposicién a las olas. Plantean que Ark esta
directamente relacionada con el suministro de energia al pie para la resistencia al
oleaje y Mpi puede estar relacionado al balance de energia durante periodos de
estrés debido a que su ruta podria desviarse hacia la produccién de ATP
(Johannesson y Mikhailova, 2004; Schmidt et al., 2007).

Un polimorfismo clinal fuerte se ha encontrado para Ark con diferentes grados de
exposicion al oleaje y se correlacioné significativamente con la tasa de
crecimiento, color de la concha y conducta de migracion (Tatarenkov y
Johannesson, 1994). Johanneson y Tatarenkov (1997) analizaron el efecto de la
distancia geografica y la seleccidén natural (microhabitat) en 5 islas utilizando 8 loci
polimorficos 42 poblaciones con 15 km entre cada una; en su estudio encontraron
que Aat y la fosfoglucomutasa (Pgm-2) respondian fuertemente a la seleccion
mientras que Mpi y la peptidasa (Pep) respondian a la variacion geografica, los
demas a la interaccion de ambos factores. Johannesson et al. (2004) realizaron
un estudio similar con 9 loci de ADN mitocondrial obteniendo resultados similares:

con 3 respondiendo a microhabitat y 3 a la distancia geogréafica.
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2.4 Caracteristicas del area de estudio.

2.4.1 Isla de Guadalupe.
Es una isla oceanica de origen volcanico de terreno extremadamente pedregoso,

formada por la erupcion de lava surgida de las profundidades del piso oceanico
hace aproximadamente siete millones de afios, por lo que nunca ha estado
conectada al continente (Moran, 1999). Dos calderas colapsadas forman la isla:
una en el sur que constituye el Monte Picacho, y otra en el norte que constituye el
Monte Augusta.

La disponibilidad de agua es limitada, sobre todo en las zonas mas elevadas en el
extremo norte que, en el Monte Augusta, alcanzan 1298 metros sobre el nivel del
mar. Su longitud en sentido norte-sur es de 35 kilbmetros con un ancho méaximo

de 12 kilémetros, comprendiendo una superficie total de 250 Km? (Moran, 1999).

La Isla Guadalupe es la mas extensa posesion insular oceanica de México. Se
ubica en el océano Pacifico a 260 kilbmetros al oeste de la peninsula de Baja
California, entre los 28°50" y 29°12’ latitud norte y los 118°13" y 118°22’ de
longitud oeste, y se encuentra separada del continente por profundidades

oceéanicas de méas de 3600 metros (Moran 1996).

Su clima es arido a semi calido con invierno fresco, temperatura media anual de
159 = 1.77°C al nivel del mar y de 12 + 6°C en las partes medias y altas, y
régimen de lluvias de invierno. Presenta una insolaciéon de 30 a 40% y una
humedad relativa promedio de 65% con oscilaciones de 8% distribuyéndose en
forma discontinua debido a la geomorfologia y tamafio de la isla. Los vientos
dominantes del noroeste tienen gran influencia sobre el suelo y la vegetacion
(Moran 1996).

De acuerdo con la clasificacién de Képpen modificada por E. Garcia, para alturas
de 800 a 1000 metros sobre el nivel del mar se presenta clima templado moderado
y medio lluvioso, precipitacion media de 148 mm y maxima de 693 mm, con

temperatura en el mes mas frio entre 3 y 18°C, extremoso con verano Seco Yy
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caluroso con temperatura del mes mas calido de 22°C. Corresponde a la
clasificacion de climas BWks y BWhs (Moran 1999).

El clima varia mucho de una parte a otra de la isla. El extremo sur, con una
exposicion meridional, es comparativamente mas caliente y seco que el extremo
norte, por lo que las plantas son desérticas. Sin embargo, la niebla es frecuente y
la precipitacion es de 125 mm al afio, por lo que se pueden observar algunos

liquenes sobre las rocas.

La parte norte de la isla recibe una precipitacion pluvial considerable durante el
invierno, aunque no cuenta con registros climaticos. La vertiente noroccidental,
con mas lluvia y menos luz solar directa debido a la acumulacién de nubes traidas
por los vientos dominantes del noroeste, es mas humeda que el sur y el oriente de
la isla, y su vegetacién incluye pinos, encinos y palmas. Cuando las nubes se
acumulan sobre la region norte y se desplazan sobre la cordillera del noroeste, se
disipan al llegar al sur mas seco y caliente, por ello, los pinos crecen sobre la
ladera noroeste, llegando hasta la cima de la cordillera, pero no méas alla (Moran
1999).

18‘W50'119'W45‘118'W40"118‘W35“118'W30'I18'W25‘118'W20"11B'W15‘118'W10 113'W5 118°W 117*WE5117"W 50117°W 451 17°W 40117°W 35°

Figura 2. Batimetria de Isla de Guadalupe en el Pacifico mexicano.
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2.4.2 Isla de Cedros
Isla de Cedros se encuentra localizada en el océano Pacifico, a 24 Km de Punta

Eugenia, al noroeste de la costa del estado mexicano de Baja California Sur y 425
Km al sur de Ensenada, B.C. Cuenta con una superficie de 347 Km2. Gran parte
de la costa de Isla de Cedros, B.C., se caracteriza por tener playas rocosas y
presencia de bosque de macroalgas en las inmediaciones de la costa, como lo
observado en Punta San Agustin, lo cual representa un peligro para la havegacion

de embarcaciones menores. (SEMAR, 2015).

Se ubica frente Poblado de Cedros, B.C., y colinda al Norte, Sur y Este con la
Bahia Vizcaino (SEMAR, 2015).

El clima de la region es semicalido muy arido, con periodo de lluvias en invierno,
maximos en enero y febrero. La precipitacidon media anual es menor a 100 mmy la
mayor parte de la lluvia se presenta durante el invierno. La isla es a menudo
envuelta en la niebla, lo cual les permite a algunas plantas captar la humedad
(SEMAR, 2015).
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Figura 3. Batimetria de Isla de Cedros en el Pacifico mexicano.

12




Caracterizacion morfogenética de Littorina keenae. J. Alfredo Ortiz-Sartorius

3.- Objetivos.
Objetivo general:
» Caracterizar morfométrica y genéticamente a los organismos de L. keenae

proveniente de la isla de Cedros e Isla de Guadalupe.

Objetivos particulares.
v' Analizar el grado de similitud morfométrica de los organismos de L. keenae
entre las islas estudiadas y la costa de Baja California.
v'Determinar y comparar genéticamente a los organismos de L. keenae a
partir del analisis alozimico de 11 loci codificados por 3 sistemas

enzimaticos.

4.- Material y Método.

Se recolectaron manualmente a los organismos de L. keenae en la zona media-
alta del intermareal rocoso, en cuatro localidades de la Isla de Cedros: San
Agustin (LKCESA), Punta Norte (LKCEPN), Punta Morro (LKCEPM) y Punta Prieta
(LKCEPP) en el mes de noviembre del 2011 y de dos localidades situadas en Isla
de Guadalupe: Campo Oeste de la Isla (LKGUCO) y Punta Sur (LKGUPS) durante
el mes de febrero del 2017. También se recolectaron organismos de L. plena de la
costa rocosa en Punta Morro frente al Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas.
Posteriormente se colocaron en una solucion saturada de sal en una bolsa ziplock
para luego depositarlos en un contenedor con una mezcla de hielo, Cloruro de
Sodio (NaCl) y alcohol etilico para mantener la temperatura por debajo de los -15
°C hasta su transporte y diseccion en el laboratorio de Genética de Poblaciones y
Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110), de la

Universidad Auténoma de Baja California (UABC).
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Area de estudio
Isla Guadalupe
Isla de Cedros

Figura 4. Ubicacion geogréafica del &rea de estudio. Los puntos indican las localidades donde se

capturaron organismos de L. keenae: Isla Guadalupe Campo Oeste (rojo), Isla Guadalupe Punta
Sur (amarillo), en Isla de Cedros: Punta Norte (negro), Punta Morro (morado), Punta Prieta (azul
obscuro) y San Agustin (azul claro).
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4.1 Analisis morfométrico.
El analisis morfométrico se llevd a cabo mediante la medicidon de la concha de

organismos de L. keenae y L. plena con un vernier metalico modelo Ultra-Cal Mark
[Il'y marca Sylvac. Se obtuvieron las distancias entre varios puntos de la concha:
largo de la concha (A-B), ancho de la concha (C-D), altura de la apertura (A-E) y

ancho de la apertura (F-D) en milimetros en figura 5.

A-B LARGO DE LA CONCHA
C-D ANCHO DE LA CONCHA
E-B ALTO APERTURA

F-D ANCHO APERTURA

ULTIA-CAL MARK 8

)

[Fewier]
sylvac

NP mein ONOIT @ HOLD  SWESS MADE

Figura 5. Parametros fenéticos en mm. de organismos de Littorina keenae.

Una vez registrados obtenidos los datos morfométricos por poblacién de cada
localidad y de cada isla, éstos fueron organizados en matrices en la cual se
ubicaron los caracteres morfométricos en los renglones y los individuos en las
columnas. Con el objetivo de establecer las relaciones morfométricas entre las
poblaciones de L. keenae en ambas islas y la poblacién de L. plena, referente, se
empled el Andlisis de Componentes Principales (ACP). Para realizar el ACP, se
utilizé la muestra heterogénea de los datos cuantitativos estandarizados (ecuacion
1), donde Z es la anomalia estandarizada, X es el valor observado de la variable,
X y SD son el promedio y la desviacién estandar respectivamente. Esta
transformacioén indica el nimero de desviaciones estandar en las que ocurren las
variaciones con respecto al promedio. Si es negativo, indica que el valor de la
variable esta por debajo del promedio, contrario a los valores positivos que indican

gue el valor medido esta por arriba del promedio.
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Z=- (Ecuacion 1)

Esta muestra, se constituyé de la matriz que integré6 a los valores de cuatro
caracteres del total de individuos de las cuatro poblaciones examinadas de isla de
Cedros, dos poblaciones para Isla de Guadalupe y una poblacién de L. plena en
Punta Morro. La funcion del ACP fue separar dichas poblaciones en grupos
relativamente homogéneos y distintos unos de otros (Santamaria-del Angel, et al
2015).

Esta separacion, es originada por los componentes que genera el ACP, los cuales
son la mejor combinacién lineal de los caracteres originales y reducen el grupo de
datos multivariados, a unas pocas variables, pero sin pérdida de la informacion
contenida en los datos originales (James y McCulloch, 1990; Santamaria-del
Angel, 1994).

4.1.1 Analisis de Componentes Principales.
La aproximacion matematica del ACP implica realizar el calculo de los

componentes, expresados como una ecuacion polinomial de primer orden. El
calculo inicia a partir de una matriz rectangular que integra a | variables
(caracteres morfométricos) con ni observaciones (individuos). Esta matriz permite
calcular la matriz de correlacién, que es cuadrética y simétrica, a partir de la cual,
se calculan los valores propios (eigen valor) y los vectores propios (eigen

vectores) (Santamaria-del Angel, et al 2015).

Mediante los eigen valores, se identifico el nUmero de componentes que fueron
estadisticamente significativos en la aproximacion matematica del ACP, o cuyo
valor propio fue = 1.0. Los coeficientes de la ecuacion polinomial, con la que son
expresados los componentes, son los vectores propios. Asi, los componentes

principales | y Il, pueden describirse por la ecuacion 2.
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CP | = bla*A+b1b* B+blc*C+b1d*D+.....+b1j¥]
CP Il = b2a*A+b2b* B+b2c*C+b2d*D+.....+b2j*] (Ecuacion 2)

Se graficaron los valores del ACP | y Il con la finalidad de obtener grupos de
poblaciones con caracteristicas similares entre ellas, pero diferentes entre otras,
es por ello que se agregaron datos de poblaciones de L. plena ya que por ser una
especie diferente sirvi6 como control de la sensibilidad del método, asi como
proporcionar los argumentos que permitan diferenciar las especies sin ser

propiamente rasgos fenéticos con caracter taxonémico.

4.1.2 Creacién de Funciones Empiricas Ortogonales.
Con objeto de caracterizar la rigueza morfométrica de las poblaciones de L.

keenae y L. plena, se construyeron sus Funciones Empiricas Ortogonales (FEO).
Las FEO, se calcularon mediante el Analisis de Componentes Principales (ACP) y
su funcion fue recrear los prototipos morfométricos de las poblaciones, asi como,

permitir que se efectuaran comparaciones entre las poblaciones.

Debido a que el componente 1 del ACP de cada poblacién es la mejor
combinacion lineal de los 4 caracteres morfométricos analizados (ya que expresa
la mayor proporcion de la varianza del modelo y se caracteriza por ser ortogonal
con respecto al resto de componentes significativos generados), se le seleccioné
como la SFEO o “prototipo” de cada poblacion. Posteriormente, se construy6 un
dendrograma para agrupar los prototipos de los organismos de cada sitio, de
acuerdo a las caracteristicas que presentaron (Santamaria-del Angel et al 2015),

como respuesta a la interaccion con el medio ambiente.

4.2 Analisis genético.

4.2.1 Extraccion de proteinas solubles.
Los organismos de Littorina keenae fueron descongelados gradualmente pero

siempre se mantuvieron en un medio frio. El primer paso para romper el tejido y

liberar las enzimas fue triturar de manera manual con una varilla de vidrio la
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totalidad de la concha con los organismos y posteriormente se utilizd un
homogenizador de tejidos “Tissue Terator” de velocidad variable, empleando una
solucion amortiguadora compuesta de Tris-HCI 0.1 M pH 7.8, con fenil-metil-
sulfonilcloruro (6 mg/100 ml), para inhibir a las proteasas; la relacion tejido-buffer
fue de 1:1 y el proceso se realizé en un recipiente con hielo con el fin de disminuir
el aumento de temperatura generado por la friccion en el medio, buscando evitar
la desnaturalizacion de las proteinas por el calor generado en el proceso.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm (10,000 g) a 2 °C
por 20 minutos.

Una vez centrifugadas, se extrajeron los sobrenadantes con las proteinas
concentradas los cuales se subdividieron en 3 muestras de 100ul cada uno y se
depositaron en tubos Eppendorf de 200ul y se almacenaron a -80 °C en un

ultracongelador REVCOR hasta su analisis electroforético.

4.2.2 Analisis electroforéticos.

En el proceso de estandarizacion de la técnica se obtuvieron 5 sistemas
enzimaticos para las muestras de Isla de Guadalupe (Mdh, Me, Idh, Pgm y Pgi) y 6
sistemas enzimaticos para las muestras de Isla de Cedros (Mdh, Idh, Pep, HkK,
Pgm y Pgi) que resolvieron satisfactoriamente en los geles de bis-acrilamida.
Debido al desfase de tiempo durante el analisis, la disponibilidad de reactivos y la
cantidad de datos obtenidos, solo tres de los sistemas con 9 loci coinciden en
ambas islas, por lo tanto, sélo esos sistemas fueron considerados en el analisis
con la finalidad de poder hacer una comparacién mas fiel entre las poblaciones
(tabla I). A continuacién, se describe el procedimiento de preparacion de los geles

para la electroforesis, asi como los sistemas enzimaticos ensayados.
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Tabla I. Condiciones eléctricas y numero de loci resueltos por medio del analisis electroforético en geles de bis-acrilamida en proteinas de
organismos provenientes de 2 localidades de Isla Guadalupe y 4 de Isla de Cedros. (Loci resueltos para ambas islas y utilizados en este estudio
“*? loci que resolvieron unicamente para Isla de Cedros “t’ y loci que resolvieron unicamente para Isla de Guadalupe “*”).

Sistema enzimatico  No.E.C. Est. Cuaternaria # de Loci Expresados C. Electroforéticas (x celda)
(v) (mA) (W) tiempo

Oxido-reductasas
Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 Dimérica Mdh 1*, Mdh 2*, Mdh 3*, Mdh 4*, Mdh 5*, 120 400 15 3.5 hrs.

Mdh 6*, Mdh 7*, Mdh 8*, Mdh 9*,

Mdh 10", Mdh 11",
Enzima Malica 1.1.1.40 Tetramérica Me 1. 120 400 15 3 hrs.
Isocitrato deshidrogenasa " 11142 Dimérica ldh 1, ldh2,1dh 3, Idh 4, Idh 5. 120 10 15 4.5 hrs.
Transferasas
Hexoquinasa' 2711 Monomérica HK 1. 120 400 12 3 hrs.
Fosfo-glucomutasa 2.75.1 Monomérica Pgm1". Pgm 2. 120 400 15 2 hrs.
Hidrolasas
Peptidasa* 34.11 Dimérica Pep 1 120 400 15 3 hrs.
Isomerasas
Fosfoglucosa - isomerasa 5.3.1.9  Dimérica Pgi 1*, Pgi 2", Pgi 3. 120 400 15 2hrs.,
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4.2.3 Electroforesis en Geles de BIS-poliacrilamida
Se emplearon geles discontinuos de bis-acrilamida, constituidos por 80% de gel

separador y 20% de gel concentrador aproximadamente. El gel concentrador midio
2 cm de largo por 10 cm de ancho y 1 mm de espesor y el gel separador midié 8
cm de largo por 10 cm de ancho y 1 mm de espesor (anexo 1). Cada gel estuvo
constituido por 10 pozos en los que se colocaron individualmente 10ul de muestra
de sobrenadante de cada individuo de Littorina keenae de cada localidad. El
sobrenadante estaba constituido por 8ul de extracto de centrifugado y 2ul de

buffer de carga (azul de bromofenol 1%, glicerol y 0.5 M Tris-HCL).

Las muestras de los organismos de cada una de las poblaciones fueron
intercaladas para evitar sesgos de lectura en los zimogramas, esto debido a las
diferencias en el desplazamiento de las proteinas originadas por la friccion o
efecto de capilaridad que se podria generar en las orillas de los geles (anexo 2). El
colorante de azul de bromofenol fue empleado como indicador de la migraciéon de

las enzimas.

Los geles fueron colocados en cdmaras para electroforesis con el buffer para
corrimiento 1X y puesto en refrigeracion a 4 °C. La electroforesis se llevd a cabo
con una fuente de poder programable modelo 3000p VWR Scientific, las
condiciones eléctricas y duracion de los andlisis electroforéticos estuvieron en

funcién de cada sistema enzimatico (tabla I).

4.2.4 Tincién e Interpretacion de los zimogramas.

Las soluciones de los sustratos especificos se prepararon de acuerdo con los
protocolos estandar establecidos (Harris y Hopkinson, 1976) (anexo 3). Cada gel
se coloco en 45 ml de solucidén sustrato y fue incubada a 37 °C en obscuridad
hasta observarse las bandas esperadas. Después de que aparecieron los
electromorfos (bandas formadas por la actividad enziméatica) fueron digitalizados

con una camara fotografica con una resolucion de 1920 x 2560; los geles fueron
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posteriormente fijados en una solucion de metanol, acido acético y agua destilada
(3:1:6). Los sistemas enzimaticos que se ensayaron fueron elegidos al azar con
respecto a su funcion metabdlica, siendo la Unica restriccion contar con los
reactivos especificos y de la calidad en la resoluciéon de los zimogramas. La
variacion entre los genotipos de un mismo locus, se registré al considerar
homocigotos: a aquellos individuos que presentan una sola banda; y
heterocigotos: a aquellos individuos que, dependiendo de la estructura cuaternaria
de la enzima, presentan varias bandas: dos bandas (monoméricas), o tres bandas

(diméricas), y asi sucesivamente (fig. 6).

Homocigoto  Heterocigoto = Homocigoto

Monomeérica -
< <>

= <
Dimérica ==
< =

== == =
Traméi =
rimérica -
L _

= <=
==
Tetramérica L
[
= ==

Figura 6. Ejemplo de las variaciones alozimicas en las proteinas segun su estructura cuaternaria.

Una vez que se fijaron los geles, se llevo el registro grafico de las bandas para la
determinacion del genotipo de los individuos. Las bandas de las alozimas se
revelan de acuerdo al sustrato especifico en el cual se incuban. Estas bandas
pueden ser de color azul o marrén y la nitidez de éstas es controlada por las
condiciones eléctricas y el peso molecular (Cossu et al.,, 2015; Cretella et al.,
1994; Fenberg et al., 2010; Hilbish, Carson et al., 2002). El registro se realiz6

mediante una revision visual de los geles sobre una lampara de luz blanca asi
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como también proyectando la imagen del zimograma sobre un pizarrébn como se
muestra en la figura 7; se anotd la cantidad y posicion de los electromorfos

presentes sobre formatos preestablecidos (anexo 4).

D T

O s gt 4y 0 iy«

© %ee ag,
o

Figura 7. Revision, andlisis e interpretacion individual de geles de los sistemas enziméticos Mdh
(izquierda) e Idh (derecha).

Los sistemas enziméticos con actividad en mas de un locus (proteinas con
actividades similares codificadas por distintos genes) se designaron
enumerandolos en orden ascendente (por ejemplo, Mdh-1, Mdh-2, etc...). Para
distinguir las alozimas de un mismo locus se designé como A al alelo con mayor
movilidad catddica, B al segundo mas movil y asi sucesivamente.

Se consideraron homocigotos a los individuos cuyo electromorfo consistio en una
sola banda y heterocigotos a aquellos que, dependiendo de la estructura
cuaternaria de la proteina, presentaron dos bandas para las monoméricas o tres

para las diméricas (fig. 6).
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Identificaciény medicién de
organismos.

Littarinn keenae. §
Isda Guadaslupe
Febrero 2017

e =)

Homogenelzador de tejidos Tissue Terator,
Amortiguador Tris-HC| 0.1 molar. pH 8.0

Tubo Eppendorf 6mil.

Se extrajo el sobrenadantey Centrifugado a 10,000
Las submuestras se SRS <
- se subdividio en muestras rom (10,000 g} a 4°C por
mantuvierona -80°C S
de 100 ul 20 minutos

K

Cada gel contuvo 10 pozos con 10
Sembrado de geles discontinuos ul de muestra. (8! de proteinay Fuente de poder programa.ble
de bis-acrilamida 2yl de buffer de carga) modelo 3000p VWR Scientific.

Se mantuvieronen laincubadoraa
37°C hasta la aparicién de las bandas.

Se agregaron las soluciones de tinciénde
acuerdo a los protocolos establecidospara
cada sistema enzimatico (Harris y Hopkinson,
1976)

Figura 8. Resumen esquematico del andlisis genético en laboratorio.
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4.3 Analisis de Datos.

4.3.1 Variabilidad genética

Con la informacién que se generd a partir de la interpretacion de los zimogramas,
se empleo el programa BIOSYS-1 (Swofford y Selander, 1981) para obtener los
siguientes estimadores genéticos: las frecuencias alélicas y genotipicas, el
porcentaje de loci polimorficos, la heterocigocis (H), la heterocigocis esperada (He)
(Nei, 1978), la heterocigocis observada (Ho), la deficiencia o exceso de
heterocigotos (D), asi como la identidad genética de Nei, (1978) (Nei y Masatoshi,
1978).

A. Frecuencias alélicas y genotipicas: las cuales corresponden al nimero
de veces que se presenta un alelo o genotipo en cada locus dentro de una

poblacién analizada.

B. Numero promedio de alelos por Locus; es la media del numero de alelos

por locus considerando todos los locus y todas las poblaciones analizadas.

C. Polimorfismo: razén de loci polimorficos identificados y el total de loci
analizados. Se siguié el criterio del 95% para reportar los resultados
obtenidos en el presente estudio; esto se refiere a considerar como
polimarfico a un locus si el alelo mas comun se present6 con una frecuencia
<0.95.

D. Heterocigosis: Es la proporcion de individuos que poseen mas de un alelo

por locus en una poblacion. Se estimé con base en los siguientes criterios:

» Heterocigosis Observada (HO). Obtenidos por conteo directo. Es la

proporcion de individuos de la muestra que son heterocigotos.
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» Heterocigosis Esperada (He). Se calculé a partir de las frecuencias
alélicas mediante la estimacion sin sesgo de Nei (1978), asumiendo el

equilibrio tedrico de Hardy-Weinberg.

E. Deficiencia o exceso de heterocigotos (D) (Selander, 1970): Si el valor
del estadistico es negativo indica deficiencia, mientras que uno positivo
representa un exceso de heterocigotos. El valor del estadistico es cero si

las frecuencias genotipicas estan en equilibrio de Hardy-Weimberg.

Ho— He
D=——
He

4.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Con el fin de contrastar las frecuencias genotipicas observadas con las esperadas
por locus. El equilibrio se examiné mediante la prueba de bondad de ajuste de ji-
Cuadrada (Sokal y Rohlf, 1995). Los grados de libertar se calcularon al sustraer el
namero de genotipos del numero de alelos (Swofford y Selander, 1981). La prueba
se realiz6 con ayuda del programa GENEPOP 3.4 (Raymond y Rousset, 2003). De
igual manera, al nivel de significancia se le aplicé la correccidn secuencial de

Bonferroni para reducir la posibilidad de errores del tipo 1 (Rice, 1989).

4.3.3 Coeficiente de endogamia.
Con el programa FSTAT v2.8 (Goudet, 2016) se calcularon los estadisticos F de

Wright. La definicion original de Wright se basa en el coeficiente de endogamia.
Asi, los estadisticos F pueden ser vistos como la correlacion entre genes
homdlogos tomados de un nivel de la subdivision, en relacion con cualquier otro
nivel superior. La correlacién entre los genes dentro de los individuos (I) en
relacion con los genes de la poblacion total (T) es representada por FiT, que
corresponde con la endogamia total. La correlacion entre genes dentro de los

individuos en relacion con los de la subpoblacion (S) es representada por Fis,
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mientras que la correlacién entre los genes dentro de la subpoblacién en relacion
con los de la poblacion total estd representada por Fst, que es igual a la
probabilidad de que dos alelos idénticos por descendencia (identical by descent,

provenientes de una poblacion ancestral) se combinen en un cigoto.

Los estadisticos F se relacionan entre si de la siguiente manera:
[1-Fit)=(1-Fs) (1= Fi)

Y, por lo tanto:

Fst= (Fie- Fis) / (1- Fis).
La estimacion de la FsT es mas facil de visualizar siguiendo la definicién de Nei
(1973):

FSF (H:— Hs_)/Ht

donde Ht es el promedio de la heterocigosis esperada en la poblacion total, para
todos los loci y Hs es el promedio de la heterocigosis esperada dentro de
subpoblaciones para todos los loci. FsT mide la reduccién en la heterocigésis
debida a diferenciacion genética entre poblaciones. También se puede definir la
FsT en términos de las varianzas en las frecuencias alélicas entre las poblaciones,

lo cual puede ser mas intuitivo: (Avise, 1994; Hartl y Clark, 1997).

Fse=Var(p)/ (p(1-p))

entre mayor haya sido la deriva génica, mayor sera la varianza (las diferencias

entre) las frecuencias alélicas entre poblaciones.

Adicionalmente, es importante mencionar que en la literatura existen variantes en
la estimacion de la FsT. La FsT tiene varias caracteristicas que la han hecho
atractiva para los biologos evolutivos. En primer lugar, su interpretacion es
relativamente sencilla:

Si la Fst = 0, indica que las frecuencias alélicas son idénticas en todas las
poblaciones estudiadas, o0 sea que aun no ha existido o se ha registrado

diferenciacion entre ellas (i.e., Ht= Hs). EI maximo posible en la FsT es de 1, al que
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se llega cuando cada poblacién esta fija en alelos diferentes (i.e., Hs=0), o sea
que son completamente diferentes las frecuencias alélicas de las poblaciones que
se estudiaron. Otra ventaja de la FsT es que, como ya se menciono, a partir de la
ella se puede obtener una aproximacion del numero de migrantes (Nm) si se ha

llegado al equilibrio entre los procesos de la deriva génica y la migracion.

De esta manera, se calcularon los valores de Fst por pares de poblaciones para
verificar los niveles de divergencia genética que existen entre las poblaciones
debido al flujo genético y a los patrones de circulacion oceénica. Se estimé el flujo
genético entre poblaciones mediante el nimero de migrantes por generacion:
Nm = [(1/Fst)-1])/4, donde N es el tamafio efectivo poblacional y m es la proporcion

de migrantes por generacion (Ayre y Hughes, 2004).

4.3.4 Diferencia poblacional y flujo genético.
El método de cadena de Markov fue utilizado para examinar las diferencias en las

frecuencias alélicas y genotipicas entre los pares de poblaciones, mediante el
programa GENEPOP 3.3. La identidad y distancia genética sin sesgo (Nei, 1978)
entre las poblaciones fue calculada y a partir de esta se intenté realizar el
dendrograma para agrupar los sitios de acuerdo a la similitud o diferencia

genética.

5.- Resultados y discusion.

5.1.1 Caracteres morfométricos asociados a los componentes principales (ACP).
Mediante la aproximacion del Anélisis de Componentes Principales con datos

estandarizados se obtuvieron, de acuerdo al principio de Hotelling (valores propios
mayores o0 iguales a 1), un componente significativo para las 2 poblaciones
provenientes de Isla de Guadalupe y de igual manera 1 componente significativo

para las 4 poblaciones de L. keenae provenientes de Isla de Cedros.
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La proporcién de la varianza explicada por el primer componente siempre fue >
80% con excepcion de LKGUCO, y la proporcion acumulativa entre el componente
I'y Il siempre fue > 90% con excepcion de LKGUPS (89%).

De acuerdo a los valores de correlacion se identifico para la poblacion de
LKCEPM que tres caracteres estaban asociados al CPI; A-B, C-D y E-B, y variaron
directamente entre si, mientras que al componente Il se asoci6 el caracter F-D. De
igual manera se obtuvieron resultados similares para las poblaciones de LKCESA,
LKCEPN y LKCECO. (Tabla II).

Para el caso de la poblacion de LKCEPP los caracteres A-B y E-B se asociaron al
CPI mientras que C-D y F-D se asociaron al CPIl variando directamente entre
ellos. En LKGUPS, los caracteres A-B, C-D y F-D se asociaron al CPl mientras
que E-B se asocié al CPIl y varid inversamente con respecto a los otros

caracteres.

De acuerdo a las relaciones encontradas, la caracteristica que fue explicada en
general por el CPIl es el ancho de la apertura (F-D) de cada individuo de las
poblaciones exceptuando el caso de LKGUPS en el que el caracter que se asocio
al CPIl y varid inversamente a los diferentes caracteres fue la altura de la apertura
(E-B), como se muestra en la tabla Il.
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Tabla Il. Valores de los dos Componentes Principales por caracter morfométrico: Altura de la concha (A-B), ancho de la concha (C-D), altura de la
apertura (E-B) y ancho de la apertura (F-D), de organismos de L. keenae en cada una de las localidades.

LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
Variable PCI PCII PC I PC I PCI PCII PC I PCII PC I PCII PC I PCII
A-B 0.524 -0.108 0.514 0.035 0.5 -0.497 0.501 -0.495 0.522 -0.094 0.506 -0.136
C-D 0.539 -0.179 0.512 0.388 0.506 -0.141 0.508 -0.318 0.462 -0.747 0.501 -0.238
E-B 0.496 -0.451 0.477 -0.842 0.507 0.175 0.507 0.037 0.533 0.167 0.503 -0.419
F-D 0435 0.868 0.496 0.373 0.484 0.838 0.484 0.808 0.479  0.637 0.491 0.854
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Como se observa en la figura 9, la gréfica del CPl'y CPIl generd una distribucion
de localidades basada en las semejanzas de sus parametros morfométricos,
partiendo de un eje central y variando en la amplitud de los angulos (entre mayor
sea la amplitud del angulo, mayor es la diferencia de las poblaciones y viceversa),
obteniendo asi tres grupos. El primero muy compuesto por: LKCEPN, LKGUCO e
LKGUPS (con valores dentro del plano cartesiano (+,-), el segundo LKCEPP y
LKCESA (+,+) y el tercero por LKCEPM (-,-).

Distribucion espacial de los CP

LKCEPP

LKCESA

Fgura 9. Distribucién espacial de los dos componentes principales de las seis localidades de
acuerdo al ACP, segln sus similitudes en las medidas transformadas de los cuatro parametros:
Altura de la concha (A-B), ancho de la concha (C-D), altura de la apertura (E-B) y ancho de la
apertura (F-D), de organismos de L. keenae.
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En la tabla Ill, se muestran los valores de los CP |y CPII con una varianza de 3.44
y 2.12 respectivamente y que juntos explican una varianza mayor al 90%. Se
puede observar que Unicamente la localidad de LKCEPM presenta un valor
negativo en el CPI, por lo tanto, varia inversamente a las diferentes localidades;
para el caso de LKCESA, LKCEPN Y LKGUPS, su varianza se encuentra mejor
explicada por el CPl y con valor positivo lo cual indica una varianza lineal;
LKCEPP e Isla LKGUCO presentan valores mayores en el CPIl y un valor negativo

para el dltimo caso.

Tabla Ill. Valores de los dos Componentes Principales de cada una de las localidades con varianza
y porcentaje de varianza de cada poblacién de L. keenae.

Variable Componente | Componente I
LKGUCO 0.361 -0.437
LKGUPS 0.441 -0.383
LKCEPN 0.440 -0.257
LKCESA 0.503 0.211
LKCEPP 0.404 0.446
LKCEPM -0.257 -0.593
Varianza 3.44 2.12

% Varianza. 57 35
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5.1.2 Prototipo de poblaciones (FEO).

Las Funciones Empiricas Ortogonales estandarizadas (SFEO) de LKCEPM,
LKCESA, LKCEPP, LKCEPN, LKGUCO y LKGUPS, explicaron una proporcion de
la variancia >96% y presentaron un valor propio (eigenvalue) > a 1, por lo tanto,
segun el principio de Hotelling, las funciones empiricas ortogonales o los
organismos “prototipo” por cada localidad se consideran estadisticamente

significativos.

De acuerdo a los coeficientes de correlacion existentes entre los organismos
prototipo de L. keenae de las diferentes localidades, se obtuvo un dendrograma
que agrupa de mayor a menor similitud las siguientes localidades: LKGUCO
LKGUPS en un 97% de similitud y estos a su vez con LKCEPN en 85.8% de
similitud. En un siguiente grupo se encontr06 a LKCESA y LKCEPP que se
asemejan en 94% y a su vez en 69.7% al primer grupo y finalmente LKCEPM que

se asemeja 36.2% a los dos grupos anteriores como se muestra en la figura 10.

36.23
—_
é 57.49 -
o
=
£
£
(7))

78.74 -

100.00 I. I.
LKCEPM LKCESA LKCEPP LKCEPN LKGUCO LKGUPS
Localidades

Figura 10. Analisis de Claster de similitud de organismos “prototipo” de L. keenae generados con
las FEO estandarizadas de las seis localidades: LKCEPM (P. Morro), LKCESA (S. Agustin),
LKCEPP (P. Prieta), LKCEPN (P. Norte), LKGUCO (Isla de Gpe. Campo Oeste) y LKGUPS (lIsla de
Gpe. Sur).
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A partir de los resultados obtenidos del Andlisis de Componentes Principales y la
creacion de Funciones Empiricas Ortogonales estandarizadas, se podria describir
el efecto de las condiciones ambientales sobre los organismos estudiados. De
acuerdo a las caracteristicas de temperatura, exposicion al oleaje, inclinacion de la
pendiente, corrientes y diferenciaciones latitudinales se podria explicar la variacion
en los caracteres morfométricos en los organismos de cada localidad.

En un primer grupo, por semejanza, se tiene a los organismos de Isla LKGUCO,
LKGUPS y LKCEPN, siendo estos, en promedio, los organismos mas grandes
(tabla 1V) que coinciden con las poblaciones que se encuentran a mayores
latitudes; 28°58'40”, 28°53’01” y 28°22°29” respectivamente y, como ya se ha
explicado, algunos fendmenos y procesos bioldégicos cambian regularmente de
acuerdo a la latitud donde se presentan, es decir, que varian en direccion del
ecuador a los polos. Una de estas variaciones se da en relacion a la edad,
dimensiones de los organismos y contenido de lipidos, los cuales incrementan
notablemente en latitudes mayores. Otra caracteristica que puede explicar esta
similitud es que, de acuerdo a las regiones biogeogréaficas del Pacifico Oriental
propuestas por Correa Sandoval en 1995, Isla de Guadalupe se encuentra dentro
de la Provincia Californiana, influida por la corriente de California y caracterizada
por temperaturas templado célidas (17, 17.5°C), las cuales alcanzan a influir a
Punta Norte de Isla de Cedros la cual se encontraria en el limite austral de la
Provincia Californiana y el limite septentrional de la zona llamada de transicion.
Estas caracteristicas podrian asociarse a la regla de Bergmann, la cual explica
qgue las poblaciones de una especie de sangre caliente que habitan en regiones
frias tienden a tener el cuerpo mas voluminoso que las que viven en tierras
calidas, esta reduccion relativa de la superficie minimiza la pérdida de calor del
cuerpo para los organismos mas tropicales. La presencia de mayores tallas en
organismos de Littorina keenae para las zonas mas australes también pueden
interpretarse desde el punto de vista ecoldgico, por ejemplo para la localidades de
Isla Guadalupe, por ser de temperaturas mas bajas en comparacion con Isla de

Cedros, presenta menor diversidad de especies lo cual implica menor
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competencia por el nicho idéneo, esto permitiria a los organismos administrar la
energia y dirigirla al crecimiento, evitando de esta manera la inversion de energia
en la competencia con otros organismos. Otra posibilidad es el efecto producido
por el oleaje, el norte de las dos islas esta expuesto a mayor oleaje a causa de la
Corriente de California con un sentido Norte a Sur. En una primera instancia seria
l6gico pensar que los organismos mas pequefios serian los mas favorecidos, sin
embargo, son precisamente los mas grandes los que pudieran ser seleccionados a

favor al poder sujetarse con mayor fuerza la superficie de las rocas.

Para el caso del segundo grupo, de acuerdo a su similitud; los organismos de
LKCESA y LKCEPP, fueron los organismos de L. keenae en promedio mas
pequefios (ver tabla IV). Ambas localidades fueron las Unicas que mostraron
valores positivos para los primeros dos componentes principales. Esta distribucion
de semejanzas aunado a los valores mas pequefios de organismos podria estar
relacionados con la accion de la Corriente de California, la cual incide con mucha
energia en la costa oeste de Isla de Cedros provocando que mayor fuerza de
oleaje choque contra la zona rocosa y habitat de los Litorinidos. Asociado a estas
caracteristicas, las poblaciones de LKCESA y LKCEPP presentan las pendientes
mas pronunciadas. Al presentar una mayor pendiente, el ancho de la franja del
litoral tiende a reducirse y, por lo tanto, implica una menor superficie lo que traeria
como consecuencia una reduccion o disminucion del nimero de organismos por
especie. Esto tiende a disminuir la presion de competencia dentro de la especie,
pero incrementa la presion para una competencia entre especies. Por otro lado,
también se podria interpretar como una menor area para la distribucion de
organismos Yy por lo tanto un gasto mayor de energia destinada a la competencia

por el nicho, repercutiendo de esta manera en las tallas de organismos.

El tercer grupo de organismos representado Unicamente por la poblacion de
LKCEPM, la cual presento valores negativos en ambos componentes principales
(ver figura 9). Esto posiblemente se deba a que esta poblacion se encuentra en un
ambiente con caracteristicas Unicas. LKCEPM se encuentra situado en la parte

Oriental de la Isla de Cedros, por lo tanto, no recibe tanta energia de oleaje

34




Caracterizacion morfogenética de Littorina keenae. J. Alfredo Ortiz-Sartorius

generada por la Corriente de California, sumado a esto, presenta una pendiente
de 5° lo cual les permite a los organismos tener mucho mas espacio para
distribuirse y desplazarse. Es la poblacién que se encuentra mas cercana a la
region peninsular la cual presenta surgencias por lo menos en primavera y verano,
(Durazo et al 2010). También se presentan caracteristicas propias de la zona
como reportd Durazo en el 2010, se presentan dos giros ciclénicos frente a Punta
Eugenia, la mayor prominencia costera y la contracorriente de California localizada
sobre el talud continental en todas las estaciones del afio exceptuando en

primavera lo cual propicia caracteristicas unicas para los organismos.

El analisis de datos morfométricos mediante la creacion de Componente
Principales permite proponer hipotesis para asociar las caracteristicas del medio
ambiente con la biologia del organismo, de esta forma es posible identificar
diferencias morfométricas entre las localidades que se presentarian como
respuesta de un rasgo fenético sin presentar propiamente una base genética que
las separase de la misma especie y que le permitiera sobrevivir a la intensidad del

oleaje, variaciones de temperatura, diferencias latitudinales entre otros.

Estudios basados en caracteres morfométricos en organismos de poco
movimiento en el intermareal rocoso han sido realizados con anterioridad para
intentar describir la respuesta a nivel morfométrico a la sinergia de las diferentes
caracteristicas ambientales, asi como las estrategias que desarrollan los
organismos para contrarrestarlas. Por ejemplo, Gracia, (2017), en su trabajo de
tesis, realiz6 un analisis morfométrico utilizando ACP y FEO donde se pudo
explicar las variaciones de Lottia gigantea en la Isla de Cedros, asociando rasgos

fenéticos que presentd cada poblacion a las caracteristicas propias de la zona.

5.1.3 Prototipo de organismos (FEO) para diferenciar entre especies de
Litorinidos.

El uso de prototipos generados mediante la creacion de Funciones Empiricas
Ortogonales Estandarizadas (SFEO) no fueron lo suficientemente sensibles para

diferenciar entre poblaciones de L. keenae pero si a nivel de especie. Se
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construyeron SFEO de razones de medidas de la concha con referencia a la altura
total de la concha y el ancho total, obteniendo resultados similares en ambas

ocasiones.

De todas las combinaciones de SFEO que emplearon datos meristicos y razones
y con datos crudos y transformados, las combinaciones que permitieron separar
los organismos de L. plena y L. keenae fueron el uso de promedios sin
estandarizar (XAB, XCD, XEB y XFD en tabla 1V), FEO de datos crudos sin
estandarizar (AB, CD, EB Y FD) y las FEO de razones con respecto a la altura y
ancho de la concha sin transformar (AB/EB, AB/EB, AB/FD, CD/FD Y CDI/EB),
considerado este conjunto de razones, en este analisis, como la mayor cantidad

de datos que podria ejemplificar y representar el volumen total de los organismos.

Distribucién espadal de los CP.

=

plena

LKGLICO
KCEPM
LIPS

LKCEPM

LKCESA

LKCERF

Figura 11. Distribucion espacial de los dos componentes principales de las poblaciones de L.
keenae y L. plena de acuerdo a los promedios de medidas meristicas de los organismos de las
diferentes localidades.
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Tabla IV. Valores en promedio de los caracteres meristicos de las diferentes poblaciones de L. keenae. y L. plena. (Valores expresados en mm.).

LKCEPM LKCESA LKCEPP LKCEPM LKGUCO LKGUPS L. plena
A-B 9.7796 7.1438 6.166 11.2124 13.2574 12.9512 6.279
C-D 7.2348 5.8642 5.4872 9.1844 9.9282 9.7688 4.0422
E-B 7.1396 5.4224 4.4958 7.9046 8.6022 8.6108 3.8026
F-D 3.9318 2.7368 2.275 4.7572 5.1774 4.8566 2.3252
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Segun la distribucion espacial de los dos principales componentes de las
poblaciones de L. keenae en las diferentes localidades y L. plena en una localidad
se puede observar una diferencia clara en la magnitud de angulo de separacion
entre L. plena y las poblaciones de L. keenae. (fig. 11)

De acuerdo al analisis de cluster que se realizé con los promedios meristicos de
los organismos de L. keenae de las diferentes localidades, los organismos de L.
plena se observa que existe una similitud de 97.8% entre los organismos de una
sola localidad de L. plena y el siguiente grupo compuesto por todos los
organismos de L. keenae de las 6 diferentes localidades. De igual manera con las
FEO de los datos meristicos (AB, CD, EB Y FD) sin estandarizar, se obtuvieron
resultados similares.

El ACP de las razones morfométricas sin estandarizar, en funcion al alto de la
concha, asi como a las razones en funcion al ancho de la misma de los
organismos de todas las localidades para L. keenae y la Unica poblacién de L.
plena, ayudaron a diferenciar a los organismos por especie como se muestra en

las figuras 12 y 13.
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Distribucion espacial de los CP.

LKGUCO

Figura 12. Distribucién espacial de los dos componentes principales de la razén de medidas con
respecto a la altura de la concha (AB/EB, AB/CD, AB/FD) de los organismos de L. keenae y L.

plena.

Distribucion espacial de los CP.

LK

LKCEPM

LKGUCO

LKGUPS

Figura 13. Distribucion espacial de los dos componentes principales de la razén de medidas con

respecto al ancho de la concha (CD/FD Y CD/EB) de los organismos de L. keenae y L. plena.
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De acuerdo al analisis de cluster que se realiz6 a partir de las razones
morfométricas con referencia a la altura y ancho total de los organismos, se
obtuvo una similitud entre el grupo de organismos de L. keenae de las 6
localidades muestreadas y los organismos de L. plena de una sola localidad de
93.2% en razones con funcién a la altura de la concha y 89.8% en razones con
funcién al ancho de la concha.

En la tabla V, se muestra el analisis de Componentes Principales con los datos
sin transformar de las razones morfométricas con respecto a la altura y ancho de
la concha, con varianza de 6.4 y 6.3 respectivamente donde se puede observar
que en el caso de todas las poblaciones de L. keenae de las 6 diferentes
localidades el CP | fue el que mejor expresé la varianza de las razones con
respecto a la altura de la concha y variaron directamente por tener valores
positivos y negativos en el CP Il a diferencia de la muestra de L. plena en la cual la
varianza fue mejor expresada por el CP Il donde, de igual manera vario

inversamente a los valores de las diferentes poblaciones en funcion al CP |I.

En el caso de las razones en funcién al ancho de la concha de obtuvieron los
mismos resultados, mostrando nuevamente que Unicamente la varianza de la
poblacion de L. plena e LKGUPS fueron mejor expresadas por el CP 1l y sélo L.
plena varié inversamente a los valores negativos en el CP Il de las diferentes

poblaciones, como se muestra en la tabla V.
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Tabla V, Valores de los Componentes Principales de razones morfométricas en relacion a la altura
y ancho de la concha individuos de L. keenae y 1 de L. plena de 7 localidades.

AB/CD, AB/EB y AB/FD CD/FD y CD/EB
VARIABLE C.P.I C.P. 1l C.P.I C.P. 1l
LKCEPM 0.378 -0.168 0.383 -0.116
LKCESA 0.385 -0.093 0.390 -0.026
LKCEPP 0.378 -0.129 0.379 -0.023
LKCEPN 0.382 -0.062 0.389 -0.00
LKGUCO 0.375 -0.302 0.378 -0.244
LKGUPS 0.384 -0.121 0.372 -0.408
L. plena 0.363 0.915 0.353 0.871
Varianza 6.4 0.17 6.1 0.28
% Varianza. 92 0.2 88 0.9

Con el proposito de ampliar y sustentar de mejor forma la explicacion para poder
diferenciar morfométricamente a las especies de L. keenae y L. plena, a partir de
los resultados observados durante la realizacion de las combinaciones de los
parametros fenéticos para determinar las caracteristicas meristicas que fueran
mas sensibles a la separacion de las especies y con base a las caracteristicas o
rasgos de la morfologia de las especies en cuestion, se realiz6 un ACP
considerando las razones de resta; AB-EB (producto de restar la altura de la
concha menos la altura de la apertura obteniendo de esta forma una nueva
medida AE) y CD-FD (producto de restar el ancho de la concha menos el ancho

de la apertura obteniendo asi una nueva medida CF). (Figs. 14 y 15).
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Distribucion espacial de los CP

LKGUCO

LKCEPM

L.plena

LKCEPN

LKCEPP
—1LKCESA

LKGUPS

Figura 14. Distribucion espacial de los dos componentes principales de la raz6n de medidas
producto de la resta referente a la altura de la concha AE y con respecto al ancho de la concha CF
de los organismos de L. keenae y L. plena.

Distribucion espacial de los CP

LKGUPS

LKCESA
LKCEPP

LKCEPN

EKEEPM

L.plel

Figura 15. Distribucién espacial de los dos componentes principales, empleando una rotacion
VARIMAX en la razén de medidas producto de la resta referente a la altura de la concha AE y con
respecto al ancho de la concha CF de los organismos de L. keenae y L. plena.
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En la figura 15 se muestran los resultados de la distribucion espacial de los dos
CP de cada localidad, aplicando una rotacion VARIMAX la cual permite visualizar
la distribucion de la varianza de factores dandole mayor énfasis a los factores con

valores de correlacibn mas altas sobre los factores con valores de correlacion

nula.
35.85
c 4 D
o
—_ ol
§ 57.23 - L
-]
=
s
£
(7}
78.62
100-00 T T T T
LKCEPM  LKCESA  LKCEPP LKCEPN LKGUPS LKGUCO L. plena
Localidades

Figura 16. Analisis de Cluster de similitud de medidas AE y CF de L. keenae en las seis
localidades: LKCEPM (P. Morro), LKCESA (S. Agustin), LKCEPP (P. Prieta), LKCEPN (P. Norte),
LKGUCO (Isla de Gpe. Campo Oeste), LKGUPS (Isla de Gpe. Sur). y L. plena en una sola
localidad.
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De acuerdo al andlisis de correlacion candnica (cluster) realizado tomando en
cuenta las nuevas medidas (AE y CF) en las seis localidades de L. keenae y L.
plena, incluyendo los datos crudos, sin estandarizar, la correlacion que existe
entre ellos se puede explicar de la siguiente forma: en un primer grupo se ubica a
LKCEPM, LKCESA y LKCEPP con 75.8% de similitud, en un segundo grupo
LKCEPN, LKGUPS. y LKGUCO. con 53% de similitud y en un tercer grupo
independiente de los anteriores, L. plena con 33% de similitud con las poblaciones
anteriores.

Como se puede observar la poblacion de L. plena se diferencia completamente de
las poblaciones de L. keenae permitiendo suponer que las medidas obtenidas del
producto de las restas del alto de la concha menos el alto de la apertura y el ancho
de la concha menos el ancho de la apertura; AE y CF en crudo y sin estandarizar,
pueden ser considerado un rasgo fenético, sin ser un rasgo taxonémico, que
podria ser de utilidad para diferenciar entre especies, ademas de que por la
naturaleza de sus medidas (razén) permite descartar las variaciones de
organismos por edad en la que se encuentran los organismos al momento de ser

capturados.

Trabajos donde se aplica el ACP con rasgos fenéticos o meristicos bajo el mismo
enfoque que en el presente estudio han ayudado a diferenciar a Lyropecten a nivel
de subgénero (Cid Becerra, 2002) y Chione (Licona-Chavez et al., 2007). En el
caso del género Lyropecten el ACP ayudé a resolver la diferenciacion taxonémica
en dos subgéneros, (Nodipecten) para el Pacifico Nororiental (Lyropecten) para el
Atlantico Occidental. En el Trabajo realizado con genero Chione (Licona-Chéavez,
2007) los resultados del ACP concuerdan y apoyan la clasificacién taxondémica
propuesta anteriormente por Keen (1972) y no asi la de Roopnaire (2009).

Haber encontrado que el analisis de componentes principales (ACP) de razones
de medidas de las conchas permite diferenciar entre especies del genero Littorina
genera interés en realizar estudios similares donde se pueda utilizar el mismo
método para diferenciar entre especies de moluscos bivalvos cercanos

filogenéticamente y que presenten variacion intraespecifica. Esta metodologia
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puede ser muy Util para estudios de taxonomia en el caso de no contar con un
organismos “tipo” como tal, o cuando estos organismos no presentan las
caracteristicas necesarias que permitan diferenciar entre especies ya que la
creacion de SFEO y el ACP con razones de medidas permite integrar la riqueza
morfométrica de las especies implicadas eliminando el sesgo que podria
representar las diferencias por tallas con relaciéon a la edad de los organismos y

sin la necesidad de contar con organismos adultos en etapa reproductiva.

5.2.1 Andlisis genético.

En el presente estudio se emplearon 11 loci pertenecientes a 3 sistemas
enzimaticos para comparar las 6 poblaciones de Littorina keenae, sin embargo,
para las poblaciones de Isla de Guadalupe el niumero de loci que revelaron fueron
21 de 5 sistemas: Pgi, Pgm, Idh, Mdh y Me mientras que para isla de Cedros se
obtuvieron 11 loci de diferentes sistemas: Pgi, Pgm y Mdh. En total, resolvieron 21
loci, pero con la finalidad de realizar comparaciones entre Islas, evitando el sesgo
que se podria generar por la diferencia de sistemas enzimaticos, en el presente
trabajo se tomaron en cuenta 11 loci de 3 sistemas enzimaticos (tabla I). La
frecuencias alélicas y genotipicas se presentan en la tabla VI y VI

respectivamente.

Los polimorfismos genéticos pueden ser usados como marcadores para ayudar a
esclarecer ciertos patrones y/o procesos bioldgicos; ademas, pueden establecer
parentescos. También se puede determinar la cantidad de entrecruzamiento entre
diferentes grupos de la misma especie (flujo genético), y la informacion ser usada
para identificar poblaciones Udnicas, potencialmente importante para la
sobrevivencia de la especie. Puede no ser claro si dos grupos distintos de
organismos deben ser clasificados como de diferentes especies y el comparar los
polimorfismos genéticos de los dos grupos puede ayudar a su clasificacion
(Checa, 2007).
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Cuando se usa el polimorfismo genético para estimar la variabilidad de una
poblacion, este estadistico podria verse, hasta cierto punto arbitrario, ya que
depende del criterio que se use para designar la frecuencia del alelo mas comun,
0.95 0 0.99 (Dobhzanski et a, 1980). En afios recientes se ha utilizado el estudio
de polimorfismos funcionales que afectan o regulan la expresion génica, en este
contexto se ha demostrado asociacion de cierto gen con funcionalidad de
mecanismos propio de los organismos, lo cuales se ven afectados o

potencializados dependiendo las condiciones ambientales.

Una enzima puede considerarse polimorfica solo si la frecuencia del alelo méas
comun es menor que 0.95 en una o mas de las poblaciones analizadas, para lo
cual, en el presente estudio se obtuvo un porcentaje de polimorfismo de 90.1%
para isla de Guadalupe a diferencia de Isla de Cedros donde se obtuvo 100% de
polimorfismo para todas las localidades. Correa-Sandoval (1994), analizé
poblaciones de Littorina keenae y L. scutulata por medio de alozimas como
marcador molecular. En su estudio analiza organismos provenientes de las dos
especies y de localidades diferentes (con diferentes caracteristicas como
exposicion al oleaje y desecacion), donde obtuvo porcentajes de polimorfismo del
20% para keenae y del 10% para scutulata. Dichos resultados pueden variar en
funcién de los sistemas enzimaticos principalmente pero también en funcion de la
sensibilidad ambiental de los genes que se estudian. Otros estudios realizados
con las mismas especies mencionadas anteriormente en la Costa Oeste de los
Estados Unidos de Norte América y sur de Canada (Mastro et al 1982), con el

analisis de 10 loci obtuvo valores de 80% de polimorfismo.

Los organismos de las dos localidades de Isla Guadalupe (LKGUCO y LKGUPA)
muestran similitudes en todos los loci, en la tabla VI se observa frecuencias
similares de los alelos A y B con excepcion del locus Pgi-1, donde predomina el

alelo Ay, Mdh-2 donde predomina el alelo B.
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En las cuatro localidades de Isla de Cedros, se observa en el locus Pgm-1 mayor
frecuencia del alelo A, asi como en Mdh-7, con excepcion de LKCEPN y Mdh-8
con excepcion de LKCESA. En Mdh-1, Mdh-2, Mdh-3, Mdh-4 Mdh-6 se registra
una mayor frecuencia del alelo B, asi como Ldh-8 en LKCESA. En Mdh-6 se
observa similitud en las frecuencias de ambos alelos, con excepcién de LKCEPM
donde se puede observar la presencia del alelo B en un 75% de la muestra 'y 25%

el alelo A.
Es importante sefialar que, en forma global todas las poblaciones presentan

similitud entre islas en la presencia de alelos A y B, aunque esta igualdad se

percibe con mayor facilidad en organismos de Isla de Guadalupe.
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Tabla VI. Variacién alélica de 11 loci en 6 poblaciones de Littorina keenae de Isla de Guadalupe y
Cedros en el Pacifico mexicano.

ISLA GUADALUPE ISLA DE CEDROS
LOcuUs ALELO LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
Pgm-1 (n) 37 50 24 13 12 17
A 1.000 1.000 0.771 0.808 0.917 0.824
B 0.000 0.000 0.229 0.192 0.083 0.176
Pgi-2 (n) 37 36 24 18 21 6
A 0.568 0.611 0.458 0.417 0.548 0.583
B 0.432 0.389 0.542 0.583 0.452 0.417
Mdh-1 (n) 21 22 13 6 6 12
A 0.500 0.545 0.269 0.333 0.167 0.208
B 0.500 0.455 0.731 0.667 0.833 0.792
Mdh-2 (n) 31 35 22 14 19 13
A 0.403 0.414 0.386 0.464 0.342 0.385
B 0.597 0.586 0.614 0.536 0.658 0.615
Mdh-3 (n) 35 43 27 21 27 18
A 0.500 0.535 0.407 0.381 0.352 0.389
B 0.500 0.465 0.593 0.619 0.648 0.611
Mdh-4 (n) 41 46 35 25 31 25
A 0.537 0.533 0.457 0.440 0.435 0.480
B 0.463 0.467 0.543 0.560 0.565 0.520
Mdh-5 (n) 41 46 39 34 38 31
A 0.512 0.478 0.551 0.382 0.382 0.387
B 0.488 0.522 0.449 0.618 0.618 0.613
Mdh-6 (n) 42 48 30 29 41 30
A 0.500 0.531 0.517 0.483 0.476 0.283
B 0.500 0.469 0.483 0.517 0.524 0.717
Mdh-7 (n) 41 47 27 20 30 22
A 0.488 0.521 0.481 0.650 0.717 0.636
B 0.512 0.479 0.519 0.350 0.283 0.364
Mdh-8 (n) 42 48 24 11 12 19
A 0.536 0.583 0.542 0.318 0.708 0.605
B 0.464 0.417 0.458 0.682 0.292 0.395
Mdh-9 (n) 37 45 11 6 6 11
A 0.527 0.633 0.636 0.500 0.500 0.686
B 0.473 0.367 0.364 0.500 0.500 0.318

Abreviaciones: Para isla de Cedros: LKCESA (San Agustin), LKCEPN (Punta Norte), LKCEPM
(Punta Morro) y LKCEPP (Punta Prieta) y para Isla de Guadalupe: LKGUCO (Campo Oeste) y
LKGUPS (Punta Sur). (n) nimero de individuos analizados.
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Isla Guadalupe Isla de Cedros
LKGUCO  LKGUPS LKCEPN  LKCESA  LKCEPP LKCEPM
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Figura 17. Representacion esquemaética de la variacién alélica en 6 poblaciones de Littorina
keenae en Isla Guadalupe y Cedros en el Pacifico mexicano. Para Isla de Guadalupe: LKGUCO
(Campo Oeste) y LKGUPS (Punta Sur). Para isla de Cedros: LKCESA (San Agustin), LKCEPN
(Punta Norte), LKCEPM (Punta Morro) y LKCEPP (Punta Prieta).
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Con respecto a las frecuencias genotipicas, se observa un patrén de variacion
similar a las frecuencias alélicas, es decir, se encuentran diferencias evidentes

entre Islas y similitudes dentro de islas 0 entre localidades dentro de cada isla.

En el caso de Isla de Guadalupe, se observa en la figura 17 y tabla VII que existe
una frecuencia mayor del genotipo AB para todos los loci. En el locus PGM-2 se
observa una equidad entre las frecuencias de los tres genotipos (AA, AB y BB)
para ambas localidades de Isla Guadalupe. LKGUCO presenta casi ausencia de
genotipo AA y BB en el loci Mdh-6 y Mdh-7 y ausencia total de AA en Mdh-2, asi
como LKGUPS en Mdh-7. También se puede observar que para Mdh-8 y Mdh-9

casi es nula la presencia del genotipo BB.

Para Isla de Cedros se observa dominancia del genotipo AA en el locus Pgi-1 en
las cuatro localidades, ausencia del genotipo AB en Mdh-9 de LKCESA vy, por el
contrario, ausencia del genotipo AA y BB en Mdh-9 para LKCEPP (tabla VII, figura
18). En la localidad LKCESA esta ausente el genotipo AB para el locus Mdh-1 y
ausencia por igual del genotipo AA en LKCEPP. En LKCEPM se pierde casi por
completo el genotipo AA en Mdh-6 asi como AB en LKCESA para Pgm-2. Una
diferencia notable entre las localidades de Isla de Cedros es la dominancia del
genotipo AA en LKCEPP para los loci Mdh-5, Mdh-6, Mdh-7 y Mdh-8.

Las similitudes que se observan entre islas son la dominancia del genotipo AB en
Mdh-3, Mdh-4, Mdh-6 y Mdh-9 con excepcion de LKCESA y las diferencias
evidentes es la presencia de genotipo BB en Isla de Cedros y la casi ausencia del

mismo en Guadalupe.

En general se pueden distinguir dos grupos de acuerdo a las Islas donde se
obtuvieron las muestras: en la figura 18, principalmente en el locus Mdh-4 se
puede observar, de acuerdo a los puntos donde se obtuvieron las muestras, como
disminuye latitudinalmente la presencia del genotipo AB y aumentan los genotipos
AA'Y BB hacia zonas mas australes.
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Isla Guadalupe Isla de Cedros
LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP  LKCEPM

R T X T
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e 000

Figura 18. Representacidon esquemaética de la variacién genotipica en 6 poblaciones de Littorina
keenae en Isla Guadalupe y de Cedros en el Pacifico mexicano. Genotipos observados AA, AB y
BB (tabla VII). Para Isla de Guadalupe: LKGUCO (Campo Oeste) y LKGUPS (Punta Sur). Para isla
de Cedros: LKCESA (San Agustin), LKCEPN (Punta Norte), LKCEPM (Punta Morro) y LKCEPP
(Punta Prieta).
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Tabla VII. Variacién genotipica en 11 loci de 6 poblaciones de Littorina keenae en Isla Guadalupe y
de Cedros en el Pacifico mexicano.

Isla Guadalpue Islade Cedros
LOCUS GENOTIPO LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
Pgm-1 (n) 50 50 24 13 12 17
AA 14 10 10 12
(14.17) (8.4) (10.043) (11.455)
AB 9 1 2 4
(8.66) (4.2) (1.913) (5.091)
BB 1 2 0] 1
(1.17) (0.4) (0.043) (0.455)
X2 0.04 9.143 0.048 0.914
(1) (1) (1) (1)
D 0.039 -0.762 0.045 -0.214
P 0.841 0.002 0.827 0.339
NS *k NS NS
Pgi-2 (n) 37 36 24 18 21 6
AA 15 16 7 7 9 3
(11.795) (13.324) (4.915) (3) (6.171) (1.909)
AB 12 12 8 1 5 1
(18.411) (17.352) (12.17) (9) (10.659) (3.182)
BB 10 8 9 10 7 2
(6.795) (5.324) (6.915) (6) (4.171) (0.909)
X2 4.616 3.533 2.942 15.111 6.221 3.429
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D -0.348 -0.308 -0.343 -0.889 -0.531 -0.686
P 0.032 0.06 0.086 (o] 0.013 0.064
NS NS NS Hokx * NS
Mdh-1 (n) 21 22 13 6 6 12
AA 4 6 7 2 0] 2
(5.122) (6.419) (4.915) (0.545) (0.091) (0.435)
AB 13 12 8 (0] 2 1
(10.756) (11.163) (12.17) (2.909) (1.818) (4.13)
BB 4 4 9 4 4 9
(5.122) (4.419) (6.915) (2.545) (4.091) (7.435)
X2 0.96 0.13 0.053 7.619 0.111 8.337
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.209 0.075 -0.06 -1 0.1 -0.758
P 0.327 0.719 0.817 0.006 0.739 0.004
NS NS NS *E NS kel
Mdh-2 (n) 31 35 22 14 19 13
AA 0] 4 5 3 5 1
(4.918) (5.884) (3.163) (2.889) (2.108) (1.8)
AB 25 21 7 7 3 8
(15.164) (17.232) (10.674) (7.222) (8.784) (6.4)
BB 6 10 10 4 11 4
(10.918) (11.884) (8.163) (3.889) (8.108) (4.8)
X2 13.514 1.726 2.746 0.014 8.807 0.889
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.649 0.219 -0.344 -0.031 -0.658 0.25
P 0] 0.189 0.098 0.905 0.003 0.346
lalel NS NS NS sl NS

N: nimero de individuos analizados; X? valor de la prueba Ji-cuadrada (entre paréntesis grados de
libertad), He: heterocigotos esperados por estimacion sin sesgo de Nei (1978), Ho: heterocigotos
observados por conteo directo, D: deficiencia (-) o exceso (+) de heterocigotos, P: probabilidad,
Nivel de significancia después de la correcciéon secuencial de Boferroni: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P
< 0.001, NS: No Significativo.
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Continuacién de tabla VII.

Isla Guadalpue Islade Cedros
LOCUS GENOTIPO LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
Mdh-3 (n) 35 43 27 21 27 18
AA 4 8 2 3 2 2
(8.623) (12.176) (4.358) (2.927) (3.226) (2.6)
AB 27 30 18 10 15 10
(17.754) (21.647) (13.283) (10.146) (12.547) (8.8)
BB 4 5 7 8 10 6
(8.623) (9.176) (9.358) (7.927) (11.226) (6.6)
X2 9.773 6.556 3.546 0.005 1.08 0.357
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.521 0.386 0.355 -0.014 0.195 0.136
P 0.002 0.01 0.06 0.946 0.299 0.55
% * NS NS NS NS
Mdh-4 (n) 41 46 35 25 31 25
AA 4 9 5 6 5 7
(11.679) (12.923) (7.188) (4.714) (5.754) (5.633)
AB 36 31 22 10 17 10
(20.642) (23.154) (17.623) (12.571) (15.492) (12.735)
BB 1 6 8 9 9 8
(8.679) (9.923) (10.188) (7.714) (9.754) (6.633)
X2 23.27 5.401 2.223 1.091 0.304 1.201
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.744 0.339 0.248 -0.205 0.097 -0.215
P [e] 0.02 0.136 0.296 0.581 0.273
Hokok * NS NS NS NS
Mdh-5 (n) 41 46 39 34 38 31
AA 3 5 12 7 11 6
(10.63) (10.396) (11.727) (4.851) (5.413) (4.525)
AB 36 34 19 12 7 12
(20.741) (23.209) (19.545) (16.299) (18.173) (14.951)
BB 2 7 8 15 20 13
(9.63) (12.396) (7.727) (12.851) (14.413) (11.525)
X2 22.748 10.167 0.031 2.445 14.801 1.252
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.736 0.465 -0.028 -0.264 -0.615 -0.197
P [e] 0.001 0.86 0.118 (0] 0.263
Mdh-6 (n) 42 48 30 29 41 30
AA 1 6 5 10 14 1
(10.373) (13.421) (7.881) (6.632) (9.148) (2.305)
AB 40 39 21 8 11 15
(21.253) (24.158) (15.237) (14.737) (20.704) (12.39)
BB 1 3 4 11 16 14
(10.373) (10.421) (6.881) (7.632) (11.148) (15.305)
X2 33.476 18.507 4.439 6.77 9.233 1.4
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.882 0.614 0.378 -0.457 -0.469 0.211
P (o] (0] 0.035 0.012 0.002 0.237
3% 3k K 3% 3k %k N S * 3k N S

N: nimero de individuos analizados; X? valor de la prueba Ji-cuadrada (entre paréntesis grados de
libertad), He: heterocigotos esperados por estimacion sin sesgo de Nei (1978), Ho: heterocigotos
observados por conteo directo, D: deficiencia (-) o exceso (+) de heterocigotos, P: probabilidad,
Nivel de significancia después de la correccion secuencial de Boferroni: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P
< 0.001, NS: No Significativo.
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Continuacién de tabla VII.

Isla Guadalpue

Islade Cedros

LOCUS GENOTIPO LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
Mdh-7 (n) 41 47 27 20 30 22
AA (o] 3 4 9 18 9
(9.63) (12.645) (6.132) (8.333) (15.305) (8.791)
AB 40 43 18 8 7 10
(20.741) (23.71) (13.736) (9.333) (12.39) (10.419)
BB 1 1 5 3 5 3
(10.63) (10.645) (7.132) (2.333) (2.305) (2.791)
X2 36.237 31.791 2.702 0.434 5.97 0.038
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.929 0.814 0.31 -0.143 -0.435 -0.04
P (o] 0 0.1 0.51 0.015 0.846
ok 3k %k % %k %k N S NS * N S
Mdh-8 (n) 42 48 24 11 12 19
AA 4 8 8 2 7 7
(11.928) (16.211) (6.915) (1) (5.913) (6.838)
AB 37 40 10 3 3 9
(21.145) (23.579) (12.17) (5) (5.174) (9.324)
BB 1 [0} 6 6 2 3
(8.928) (8.211) (4.915) (5) (0.913) (2.838)
X2 24.198 23.805 0.797 2 2.407 0.024
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.75 0.696 -0.178 -0.4 -0.42 -0.035
P (o] 0] 0.472 0.157 0.121 0.876
FAx falalel NS NS NS NS
Mdh-9 (n) 37 45 11 6 6 11
AA 3 13 4 3 (o] 4
(10.151) (17.933) (4.333) (1.364) (1.464) (5)
AB 33 31 6 (o] 6 7
(18.699) (21.135) (5.333) (3.273) (3.273) (5)
BB 1 1 1 3 (o] 0
(8.151) (5.933) (1.333) (1.364) (1.364) (1)
X2 22.249 10.063 0.192 7.2 5 2
(1) (1) (1) (1) (1) (1)
D 0.765 0.467 0.125 -1 0.833 0.4
P (o] 0.002 0.661 0.007 0.025 0.157
3k ok %k N S k% N S N s
# organismos 38 42 25.1 17.9 22.1 18.5
(sd) (2.2) (2.5) (2.5) (2.7) (3.7) (2.4)
Ho 0.725 0.622 0.502 0.255 0.358 0.41
(sd) (0.091) (0.078) (0.044) (0.057) (0.077) (0.054)
He 0.458 0.451 0.479 0.479 0.434 0.453
(sd) (0.046) (0.045) (0.015) (0.017) (0.034) (0.022) |

N: ndmero de individuos analizados, # organismos: numero en promedio de organismos
analizados, X2: valor de la prueba Ji-cuadrada (entre paréntesis grados de libertad), He:
heterocigotos esperados por estimacion sin sesgo de Nei (1978), Ho: heterocigotos observados por
conteo directo, D: deficiencia (-) o exceso (+) de heterocigotos, P: probabilidad, Nivel de
significancia después de la correccién secuencial de Boferroni: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001,
NS: No Significativo.
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Para las poblaciones de Isla de Cedros, en el locus Pgm-1, se observd en
LKCEPN y LKCEPP valores de heterocigosis observada (9 y 2 respectivamente)
mayores a los esperados (8.66 y 1.91 respectivamente) bajo el equilibrio de HW,
asi como valores menores observados en LKCESA (Ho 1, He 4.2) y LKCEPM (Ho
4, He 5) (tabla VII). De los valores del estadistico D es posible sefialar que las
poblaciones de LKCEPN y LKCEPP presentaron exceso de heterocigotos (0.039 y
0.045 respectivamente) y de esta manera LKCESA al igual que LKCEPM
deficiencia de heterocigotos (-0.76 y -0.21 respectivamente). Sin embargo, la
prueba de bondad de ajuste ji-cuadrada revel6 diferencias significativas (P< 0,01)
en los organismos de LKCESA, lo cual sugiere que la deficiencia de heterocigotos

en dicha poblacion si es estadisticamente significativa.

En las dos localidades de Isla Guadalupe y en las 4 localidades de la Isla de
Cedros se observaron valores de heterocigosis menores a los esperados para el
locus Pgi-2. Los valores del estadistico D son negativos para todas las
poblaciones, pero de acuerdo a la prueba de ji-cuadrada sélo se tiene una
deficiencia de heterocigosis estadisticamente significativa en LKCESA (P< 0.001)
y LKCEPP (P< 0,05). (Tabla V).

En las dos poblaciones de Isla de Guadalupe y LKCEPP para Cedros, los valores
observados en el locus Mdh-1 de acuerdo al estadistico D son positivos, pero
presentan diferencias estadisticamente significativas en LKCESA y LKCEPM (P<
0.01). En las poblaciones de Isla de Cedros en Mdh-2 la heterocigosis observada
fue menor y mayor en las localidades de Isla de Guadalupe; sin embargo, solo se
tiene exceso significativo de heterocigotos en LKGUCO (P< 0.001) y deficiencia de
heterocigotos en LKCEPP (P<0.01) (tabla VII; figura 18).

De acuerdo al modelo de H-W, los organismos provenientes de las localidades de

Isla de Guadalupe presentan en Mdh-3, Mdh-4, Mdh-5, Mdh-6, Mdh-7, Mdh-8 y
Mdh-9, exceso estadisticamente significativo de heterocigotos (tabla VII).
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Para el caso de la poblacion de San Agustin, en Isla de Cedros (LKCESA) se
observa en Mdh-3, Mdh-4, Mdh-5, Mdh-6, Mdh-7, Mdh-8 y Mdh-9, exceso de
homocigotos reflejado en los valores negativos del estadistico D, aunque ésta
deficiencia de heterocigotos solo es estadisticamente significativa en Mdh-6 y
Mdh-9. Un patron similar se observa en la localidad de Punta Prieta en Isla de
Cedros (LKCEPP) presenta deficiencia de heterocigotos en los loci Mdh-5, Mdh-6,
Mdh-7 y Mdh-8, aunque estas deficiencias solo son significativas de acuerdo a la
prueba de bondad de Ji-cuadrada en Mdh-5, Mdh-6, Mdh-7 (tabla VII; figura 18).

En relacion a los valores de heterocigosis observada y esperada para Isla
Guadalupe, los valores oscilan de Ho = 0.622 y He = 0.451 para Punta Sur y de
Ho = 0.725 y He = 0.456 para Campo Oeste. Para ambas localidades a Ho es
mayor que la esperada y de acuerdo al modelo de H-W se observa un exceso de
heterocigosis. Para el caso de Isla de Cedros, la poblacion de Punta Norte
presentd el valor mas alto de Ho = 0.502, He = 0.479 y la poblacion de San
Agustin registré Ho = 0.255 y He = 0.479. De las cuatro poblaciones, Unicamente

Punta Norte presentd un exceso de Ho de acuerdo al equilibrio de H-W.

Por otro lado, los valores obtenidos en este trabajo para las 6 poblaciones de
Littorina keenae en Isla de Cedros e Isla de Guadalupe y divididos por isla son
relativamente altos comparados con trabajos que se han realizado en Littorinidos
con anterioridad por Bearmore y Morris 1979, Ward y Janson 1985 y Correa-

Sandoval 1994 como se muestra a continuacion en la tabla VIII.
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Tabla VIIIl. Comparacién de la variabilidad genética entre diversas especies de Littorina en estudios
realizados con anterioridad. WBearmore y Morris 1979, @Ward y Janson 1985 y ®)Correa-Sandoval
1994.

ESPECIE # Poblaciones # de Loci Prom. Alelos Ho He

@L. littorea 9 10 0.117 0.127
(L. nigrolineata 3 10 0.080 0.091
@L. rudis 9 10 --- 0.209 0.244
L. arcana 4 7 2.1 0.219 0.253
@)L. saxatilis 5 7 2.3 0.339 0.361
G)L. keenae 2 10 14 0.015 0.099
G)L. scutulata 2 10 1.2 0.002 0.017
L. keenae, Isla 2 11 2 0.633 0.454
Guadalupe.

L. keenae, Isla 4 11 2 0.381 0.461
Cedros.

Estos valores de Ho y He siguen siendo altos al compararlos con otras especies
de gasteropodos marinos como Astraea undosa, los cuales de acuerdo a estudios
realizados por Fernandez-Apango en 1992 donde obtuvieron valores de 0.128 y
0.164 respectivamente, para Crepidula onyx valores de 0.106 y 0.195,
respectivamente (Woodrof, 1986), Patella vulgata con 0.122 y 0.128,
respectivamente (Wilkins, 1977) y P. aspera con 0.177 y 0.368, respectivamente
(Wilkins op. Cit).

Valores de heterocigosis altos ya han sido reportados con anterioridad por
Andrade S.C. y otros en el 2002 en un estudio que desarroll6 en tres especies de
Littorinidos en Brasil, donde identificaron la estructura y flujo genético entre
poblaciones, asi como los mecanismos de desarrollo de cada uno, obteniendo asi
valores de He desde 0.021 hasta 0.059 en Littoraria flava.

La heterocigosis también es una estimacion, la cual se consideraria mas precisa,
ya que esta refleja el grado de diversidad génica entre los loci analizados sin
embargo su valor también puede variar sustancialmente cuando se analizan
diferentes sistemas enzimaticos (Dobhzansky et al, op. Cit.).
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En el caso del presente estudio, los porcentajes de polimorfismo fueron altos, asi
como los valores de heterocigosis, pero estos resultados y los de otros estudios se

podrian ver sesgados por los sistemas que se elijan al azar para ser analizados.

Los valores del estadigrafo D (Nei 1978) fueron siempre positivos para todos los
loci de las poblaciones de Isla Guadalupe, lo cual indica que las diferencias se
deben a exceso de heterocigotos, mientras que en Isla de Cedros solo algunos

valores fueron negativos, pero no significativos (tabla VII).

Con el fin de explicar el exceso en la porcion de individuos que poseen mas de un
alelo por locus en una poblacién (heterocigotos), es necesario tener en cuenta
algunas consideraciones. La composicion y variabilidad genética de las
poblaciones es determinada por multiples factores como: la seleccion natural, las

mutaciones, la deriva y el flujo génico (Ayala y Kiger, 1984).

La evolucion se produce al modificarse el equilibrio génico por los cambios
ambientales. Estas modificaciones permiten mantener una alta variabilidad
genética, la cual se mide por el nimero de heterocigotos. La heterocigosis no solo
tiene valor adaptativo si no que constituye una reserva de variabilidad que puede
utilizarse cuando se presentan los cambios (Fontdevila, 1978). La ventaja del
heterocigoto se puede manifestar, entre otras formas, cuando la seleccion es
disruptiva o periddica (diferentes genotipos seleccionados en diferentes tiempos y

lugares, en ambientes variables) (Fincham, 1972).

5.2.2 Diferenciacién poblacional.
Las comparaciones de la variacion alélica a nivel interpoblacional por locus, por
isla, se muestran en la Tabla IX (incisos a - k) y las comparaciones de variacion

alélica interpoblacional con base en los 11 loci se presentan en la tabla X (inciso ).
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En el locus Pgm-1 se encuentran diferencias significativas en la variacion alélica
entre los organismos de Isla de Guadalupe y los de Isla de Cedros, pero no se
observan diferencias entre organismos de la misma Isla. En caso de los loci Pgi-2,
Mdh-2, Mdh-4 y Mdh-9 no se encontraron diferencias significativas entre
localidades entre y dentro de las islas (tabla IX incisos b, d, f y k). Para el caso del
locus Mdh-1 se observo diferenciacion significativa entre LKGUCO y LKCEPM, asi
como entre LKGUPS vy tres localidades de Isla de Cedros: LKCEPN, LKCEPP y
LKCEPM (tabla 1X inciso c¢). En Mdh-3 sdélo se encontrdé diferencia significativa
entre LKGUPS y LKCEPP. La localidad de Isla de Cedros (LKCEPN), mostré
diferencias con dos localidades de la misma Isla: LKCESA y LKCEPP para el
locus Mdh-5.

Los organismos de Punta Morro, en Isla de Cedros (LKCEPM), presentaron
caracteristicas interesantes ya que en el locus Mdh-6 se diferencié de todas las
localidades de la misma isla y de las provenientes de Isla de Guadalupe (tabla IX
inciso h). Las tres localidades mas septentrionales (LKGUCO, LKGUPS vy
LKCEPN) mostraron diferencias significativas con la poblacion méas austral
LKCEPP en el locus Mdh-7 asi como en Mdh-8 se diferenciaron LKGUPS vy
LKCEPP de LKCESA.

Con base en los 11 loci, la comparacion de frecuencias alélicas interpoblacionales
mostro diferencias significativas entre las dos localidades de Isla de Guadalupe e
Isla de Cedros, pero no asi entre las 4 poblaciones de la misma isla, ya sea entre
las dos poblaciones de Guadalupe ni entre las cuatro poblaciones de Cedros,
siendo las diferencias mas significativas (P< 0.001) entre LKGUCO con LKCEPN y
LKGUPS y LKCEPM (tabla I1X inciso ).

En lo referente a la variacidon genotipica por pares de poblaciones por locus, los
datos se muestran en la tabla X (incisos a — k). Con base en los once loci, la
variacion de las frecuencias genotipicas interpoblacionales se presentan en la

tabla IX (inciso I). Los resultados que se obtuvieron son similares a los de las
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frecuencias alélicas excepto en la comparacion de la variacion genotipica de todos
los loci donde se demostré diferencias muy significativas (P< 0.001) entre el grupo
de isla Guadalupe (LKGUCO y LKGUPS) con las tres localidades de Cedros
(LKCEPN, LKCEPP y LKCEPM) y significativas (P< 0.01) con LKCESA.

El valor de Fis en promedio de todos los loci para Isla de Guadalupe fue de -0.502,
Fir= -0.0495 y Fst= 0.002. Estos valores concuerdan con los obtenidos en la
comparacion de variaciones alélicas y fenotipicas por pares de poblaciones por el
método de cadena de Markov (Tabla IX) donde se observa que no existen
diferencias significativas entre las poblaciones de Isla de Guadalupe.

Para el caso de Isla de Cedros se obtuvieron los siguientes resultados: Fis =
0.146, FiIT = 0.167 y FsT = 0.0125 en promedio de todos los loci. Estos resultados
concuerdan con los valores de variaciones alélicas y fenotipicas por pares de
poblaciones por el método de Markov (tabla IX) donde, de igual manera que en
Isla de Guadalupe, de observa que no existen diferencias significativas entre los

organismos de las cuatro poblaciones de Isla de Cedros.
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Tabla IX. Comparacion interpoblacional por pares de poblaciones por locus de la variacion alélica por Método de cadena de Markov. Valores P
debajo de la diagonal y nivel de significancia arriba de la diagonal. a) Pgm-1, b) Pgi-2, ¢) Mdh-1, d) Mdh-2, e) Mdh-3, f) Mdh-4. Abreviaciones:
Para Isla de Guadalupe: LKGUCO (Campo Oeste) y LKGUPS (Punta Sur). Para isla de Cedros: LKCESA (San Agustin), LKCEPN (Punta Norte),
LKCEPM (Punta Morro) y LKCEPP (Punta Prieta). Nivel de Significancia: NS = No Significativo, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

3 . Guadalupe 1. de Cedros b) . Guadalupe 1. de Cedros
Pgm-1 LKGUco LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Pgl-2 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKkGuco - NS e e * e LKkGuco - NS NS NS NS NS
LKGUPS 1 - o E ¥ o LKGUPS 0.6114 - NS NS NS NS
LKCEPN 0 0 - NS NS NS LKCEPN 0.2692 1 - NS NS NS
LKCESA 0.00028 0.00025 0.77616 - NS NS LKCESA 0.1604 0.0628 08222 - NS NS
LKCEPP 0.03505 0.03521 0.1905 (-4226 - NS LKCEPP 0.8448 0.5339 0.5252 0.2671 - NS
LKCEPM 0.00017 0.00022 0.5986 1 0.4484 - LKCEPM 1 1 0.5277 0.5066 1 -

0 . Guadalupe 1. de Cedros d . Guadalupe I. de Cedros
Mdh-1 LKGuco LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-2 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGuco _ NS NS NS NS * LKkGuco _ NS NS NS NS NS
LKGUPS 0.8321 - ¥ NS ¥ ¥ LKGUPS 1 - NS NS NS NS
LKCEPN 0.0762 0.0281 - NS NS NS LKCEPN 1 0.8476 - NS NS NS
LKCESA 0.3503 033 0.7132 _ NS NS LKCESA 0.6432 0.8227 0.6304 - NS NS
LKCEPP 0.053 0.0251 0.6911 0.6421 - NS LKCEPP 0.6734 0.5397 0.819 0.4455 - NS
LKCEPM 0.0217 0.0101 0.745 0.6828 1 - LKCEPM 1 0.8165 1 0.58% 0.7941 -

e) . Guadalupe 1. de Cedros f) . Guadalupe I. de Cedros
Mdh-3 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-4 LKGuco LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGUCO . NS NS NS NS NS LKGUCO o NS NS NS NS NS
LKGUPS 0.7463 - NS NS ¥ NS LKGUPS 1 - NS NS NS NS
LKCEPN 0.3688 0.1647 - NS NS NS LKCEPN 0143 0429 - NS NS NS
LKCESA 0.2441 01293 0.8404 - NS NS LKCESA 04712 03821 0.8561 - NS NS
LKCEPP 0.1097 0.0387 0.6897 0.8328 - NS LKCEPP 0.2344 0.2438 0.8601 1 - NS
LKCEPM 0.309 0.165% 1 1 0.825 LKCEPM 0.5955 0.5942 0.8507 0.8434 0.700L
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Continuacion Tabla IX. Comparacién interpoblacional por pares de poblaciones por locus de la variacién alélica por Método de cadena de Markov.
Valores P debajo de la diagonal y nivel de significancia arriba de la diagonal. g) Mdh-5, h) Mdh-6, i) Mdh-7, j) Mdh-8, k) Mdh-9, I) Promedio de
todos los Loci. Abreviaciones: Para Isla de Guadalupe: LKGUCO (Campo Oeste) y LKGUPS (Punta Sur). Para isla de Cedros: LKCESA (San
Agustin), LKCEPN (Punta Norte), LKCEPM (Punta Morro) y LKCEPP (Punta Prieta). Nivel de Significancia: NS = No Significativo, *P < 0.05, **P <
0.01, *»**P < 0.001.

g . Guadalupe 1. de Cedros h) . Guadalupe 1. de Cedros
Mdh-5 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-6 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGUCO - NS NS NS NS NS LKGUCO - NS NS NS NS *
LKGUPS 0.7598 - NS NS NS NS LKGUPS 0.769 - NS NS NS *
LKCEPN 0.6439 03642 - * ¥ NS LKCEPN 0.8652 0.86% - NS NS *
LKCESA 0.1359 0.2501 0.0495 - NS NS LKCESA 0.8651 06172 0.8519 - NS *
LKCEPP 0.1141 0217 0.0376 1 - NS LKCEPP 0.7545 0.5563 0.7362 1 - *
LKCEPM 0.1793 03142 0.0615 1 1 _ LKCEPM 0.0107 0.0017 0.0141 0.0366 0.027 _
i) I. Guadalupe . de Cedros i . Guadalupe I. de Cedros
Mdh-7 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-8 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGUCO - NS NS NS * NS LKGUCO - NS NS NS NS NS
LKGUPS 0.7614 - NS NS * NS LKGUPS 0.5536 - NS * NS NS
LKCEPN 1 0.7342 - NS ¥ NS LKCEPN 1 0.7175 - NS NS NS
LKCESA 01212 0.187 0.1386 - NS NS LKCESA 0.0921 0337 0.1167 _ * NS
LKCEPP 0.0097 0.0202 0.013 05113 - NS LKCEPP 0.1634 0.3485 0.2081 0.0165 - NS
LKCEPM 0.1385 0.2682 01523 1 0409 - LKCEPM 0.5578 0.8475 0.6616 0.0616 0.0426 -
k) I. Guadalupe . de Cedros 1) . Guadalupe I. de Cedros
Mdh-9 LkGUco LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM TODOS LOCI LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGUCO - NS NS NS NS NS LKGUCO - NS hE * * *hE
LKGUPS 0.2015 - NS NS NS NS LKGUPS 0.9922 o HE ¥ ¥ E
LKCEPN 0.4649 1 - NS NS NS LKCEPN 0 0 - NS NS NS
LKCESA 1 0.5287 04897 - NS NS LKCESA 0.008 0.002 0.6354 - NS NS
LKCEPP 1 05317 04858 1 - NS LKCEPP 0.0147 0.0078 0.2031 0.7755 - NS
LKCEPM 0.2203 0.8054 1 0.4627 04652 - LKCEPM 0.0007 0.0006 04663 0.7495 0.8442 -
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Tabla X. Comparacion interpoblacional por pares de poblaciones por locus de la variacién genotipica por Método de cadena de Markov. Valores P
debajo de la diagonal y nivel de significancia arriba de la diagonal. a) Pgm-1, b) Pgi-2, ¢) Mdh-1, d) Mdh-2, e) Mdh-3, f) Mdh-4. Abreviaciones:
Para Isla de Guadalupe: LKGUCO (Campo Oeste) y LKGUPS (Punta Sur). Para isla de Cedros: LKCESA (San Agustin), LKCEPN (Punta Norte),
LKCEPM (Punta Morro) y LKCEPP (Punta Prieta). Nivel de Significancia: NS = No Significativo, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

a) I. Guadalupe 1. de Cedros b) I. Guadalupe I. de Cedros
Pgm-1 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Pgi-2 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
tkeuco | NS Hoxk *k * *okk lkeuco | NS NS NS NS NS
LKGUPS 0 . ok x * NS LKGUPS 0.6578 - NS NS NS NS
LKCEPN 0 0 - NS NS NS LKCEPN 0.3364 0.1958 _ NS NS NS
LKCESA 0.0074 0.0065 0.8016 - NS NS LKCESA 0.2704 0.1356 0.859 - NS NS
LKCEPP 0.0342 0.0344 0.1904 0.525 . NS LKCEPP 0.8721 0.617 0.603 0.3945 NS
LKCEPM | 0.0005 0.0004 0.6049 1 0.4998 L LKCEPM 1 1 0.6052 0.634 1 L

) I. Guadalupe 1. de Cedros d) I. Guadalupe I. de Cedros
Mdh-1 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-2 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGUCO _ NS NS NS * * LKGUCO - NS NS NS NS NS
LKGUPS 0.8151 . * NS * * LKGUPS 1 . NS NS NS NS
LKCEPN 0.065 0.0303 - NS NS NS LKCEPN 1 0.8456 _ NS NS NS
LKCESA 0.3675 0.3692 0.7553 - NS NS LKCESA 0.5437 0.8058 0.6566 - NS NS
LKCEPP 0.0363 0.0237 0.701 0.6924 NS LKCEPP 0.6392 0.5546 0.852 0.5274 - NS
LKCEPM 0.03 0.0208 0.7866 0.8462 1 _ LKCEPM 1 0.7962 1 0.5681 0.8179 -

e) I. Guadalupe 1. de Cedros f) I. Guadalupe I. de Cedros
Mdh-3 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-4 LKGUCO LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGUCO _ NS NS NS * NS LKGUCO - NS NS NS NS NS
LKGUPS 0.663 . NS NS * NS LKGUPS 1 . NS NS NS NS
LKCEPN 0.2156 0.0795 - NS NS NS LKCEPN 0.2398 0.338 - NS NS NS
LKCESA 0.1599 0.0807 0.8146 - NS NS LKCESA 0.2529 0.3441 0.8518 . NS NS
LKCEPP 0.0396 0.0142 0.6418 0.8267 . NS LKCEPP 0.1121 0.1888 0.8464 1 - NS
LKCEPM 0.1888 0.0998 1 1 0.8066 LKCEPM 0.4918 0.5757 0.8513 0.8554 0.7127
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Continuacion Tabla X. Comparacién interpoblacional por pares de poblaciones por locus de la variacidon genotipica por Método de cadena de
Markov. Valores P debajo de la diagonal y nivel de significancia arriba de la diagonal. g) Mdh-5, h) Mdh-6, i) Mdh-7, j) Mdh-8, k) Mdh-9, I)
Promedio de todos los Loci. Abreviaciones: Para Isla de Guadalupe: LKGUCO (Campo Oeste) y LKGUPS (Punta Sur). Para isla de Cedros:
LKCESA (San Agustin), LKCEPN (Punta Norte), LKCEPM (Punta Morro) y LKCEPP (Punta Prieta). Nivel de Significancia: NS = No Significativo,

*P <0.05, *P < 0.01, **P<0.00.

g) I. Guadalupe 1. de Cedros h) I. Guadalupe I de Cedros
Mdh-5 LKGUCO  LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-6 LKGUCO  LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LKGUco - NS NS NS NS NS LKGUCO - NS NS NS NS Fhx
LKGUPS 0.6322 - NS NS NS NS LKGUPS 0.5504 - NS NS NS o
LKCEPN 0.5582 0.297 - NS NS NS LKCEPN 0.7718 0.8099 - NS NS x
LKCESA 0.0807 0.2141 0.0666 - NS NS LKCESA 0.8345 0.579 0.8542 - NS *
LKCEPP 0.0927 0.2293 0.0698 1 - NS LKCEPP 0.7287 0.5218 0.7482 1 . NS
LKCEPM 0.0941 0.271 0.079 1 1 - LKCEPM 0 0 0.0045 0.0528 0.0407 -
i) I. Guadalupe I. de Cedros i I. Guadalupe I de Cedros
Mdh-7 LKGUCO  LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM Mdh-8 LKGUCO  LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
LkGuco | NS NS * *rx * lkuco | NS NS * * NS
LKGUPS 0.376 - NS NS X NS LKGUPS 0.2537 - NS *x NS NS
LKCEPN 1 0.568 _ NS * NS LKCEPN 1 06459 NS NS NS
LKCESA 0.0137 0.0517 0.1176 - NS NS LKCESA 0.0151 0.0029 0.1698 - NS NS
LKCEPP 0.0009 0.0037 0.0157 0.5632 - NS LKCEPP 0.043 0.1769 0.2699 0.0514 - NS
LKCEPM 0.0162 0.0927 0.1247 1 0.4553 - LKCEPM 0.3954 0.7867 0.6838 0.0922 0.4696 .
k) I. Guadalupe 1. de Cedros k) I. Guadalupe 1. de Cedros
Mdh-9 LKGUCO  LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM TODOS LOCI| LKGUCO  LKGUPS LKCEPN LKCESA LKCEPP LKCEPM
Lkguco | NS NS NS NS * lkGuco | NS *hx * *hx *hx
LKGUPS 0.0428 - NS NS NS NS LKGUPS 0.766 . o * orx e
LKCEPN 0.2176 1 - NS NS NS LKCEPN 0 0 - NS NS NS
LKCESA 1 0.4561 0.549 - NS NS LKCESA 0.0031 0.0014 0.7273 - NS NS
LKCEPP 1 0.3527 0.3745 1 - NS LKCEPP 0.0004 0.0007 0.2798 0.9431 - NS
LKCEPM 0.0326 0.7352 1 0.5092 0.2336 LKCEPM 0 0 0.3688 0.8753 0.8492
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El resumen de los estadisticos de F de Wright (Fis, FIT y FsT) para los organismos
de Littorina keenae en Isla de Guadalupe e Isla de Cedros se presentan en la tabla
XI. El coeficiente de endogamia dentro de las poblaciones Fis, indica que tres loci
presentan una deficiencia de heterocigotos (Pgm-1, Pgi-2 e Idh-1), y ocho loci
presentan un exceso de heterocigotos (Idh-2, Idh-3, 1dh-4, Idh-5, 1dh-6, Idh-7, Idh-
8 e 1dh-9). El indice Fis total de los loci dio un valor de -0.071, indicando un exceso
de heterocigocis. Los coeficientes de endogamia entre poblaciones (Fis) y
endogamia total (FIT) mostraron correspondencia en todos los loci. La correlacion
de Fis y Fit en el promedio total es negativa en ambas (tabla XI) El coeficiente de
fijacion FsT presento valores cercanos a cero para todos los loci, lo cual indica que
no existe estructuracion significativa desde el punto de vista genética entre las
cuatro poblaciones de Isla de Cedros y las dos poblaciones de Isla de Guadalupe,
a diferencia de los resultados de Correa-Sandoval 1994, quien observé en dos

poblaciones de L. scutulata un valor de FST = 0.747.

Tabla XI. Resumen de estadistico de F de Wright (Fis, FiT y FsT) de seis poblaciones de Littorina
keenae en Isla de Guadalupe e Isla de Cedros en el Pacifico mexicano.

Locus Fis FiT FsT
Pgm-1 0.229 0.293 0.083
Pgi-2 0.505 0.514 0.019
ldh-1 0.195 0.267 0.090
ldh-2 -0.048 -0.042 0.006
ldh-3 -0.291 -0.268 0.018
ldh-4 -0.186 -0.178 0.007
ldh-5 -0.040 -0.020 0.019
ldh-6 -0.209 -0.175 0.028
ldh-7 -0.292 -0.249 0.033
ldh-8 -0.115 -0.052 0.056
ldh-9 -0.316 -0.287 0.022
Todos Loci -0.071 -0.037 0.031
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5.2.3 Flujo genético y aislamiento por distancia.
Los valores de identidad genética de Nei (1978) para las dos poblaciones de Isla

de Guadalupe y las cuatro poblaciones de Isla de Cedros se presentan en la tabla
XIl. El valor mas bajo de identidad la presentd LKGUPS y LKCEPP con 0.954,
correspondiente al valor de distancia genética 0.047. EIl valor mas alto de
identidad asocia LKGUCO y LKGUPS con 0.996 que a su vez presentan el valor
mas bajo de distancia genética con 0.004.

Los organismos de las localidades de Isla de Cedros que presentan mayor
identidad genética son LKCEPP y LKCEPM con un valor de 0.984, su distancia
genética es de 0.017 (tabla XllI), valores que concuerdan con el mayor numero de
migrantes dentro de la Isla con 22.4 organismos por generacién y el menor
namero de FsT para la isla con 0.011 (tabla XIIl). Los altos valores de identidad
genética y numero de migrantes indican alto flujo genético entre los organismos de
dichas poblaciones, lo cual se puede explicar por la influencia de la Corriente de
California. Como se puede observar en la figura 21, el flujo de la Corriente de
California es constante en direccion Norte a Sur desde el mes de abril hasta
noviembre, invirtiendo la direccion, es decir, de sur a norte, en el mes de

diciembre.

Organismos de San Agustin (LKCESA) y Punta Prieta (LKCEPP) fueron los que
presentaron menor identidad genética: 0.963, la mayor distancia génica: 0.037
(tabla XII), el menor nimero de migrantes por generacién: 10.62 y los valores de
FsT1 (0.023) més altos dentro de la Isla de Cedros (tabla Xlll). Estos resultados se
deben principalmente a la barrera fisica que podria representar la posiciéon
geografica de San Agustin, ya que esta localidad se encuentra en la zona mas
Austral de la Isla y, ademas, se encuentra en una zona protegida del oleaje y con
poco contacto con las corrientes de direccion norte a sur (fig. 21).

66




Caracterizacion morfogenética de Littorina keenae. J. Alfredo Ortiz-Sartorius

Tabla XII. Identidad genética (debajo de la diagonal) y distancia genética sin sesgo (arriba de la
diagonal) de acuerdo a Nei (1978) entre organismos de seis localidades del Pacifico mexicano.
Valores representados en escalas de grises de menor a mayor.

I. Guadalupe I. de Cedros

| tkeuco  ikeups [TIKGEPN TEKCESA T IKCEPP [ TLKCEPM |

LKGUCO 0.004 0.025 0.035 0.042 0.410

LKGUPS 0.031 0.046  0.0470 0.043
0.975 0.969 0.024 0.028 0.022
0.966 0.955 0.976 0.037 0.035
0.959 0.954 0.972 0.963 0.017
0.960 0.958 0.978 0.966 0.984

Tabla XIIl. Nimero de migrantes por generacién (valores por arriba de la diagonal) y valores de Fst
(debajo de la diagonal) por pares de localidades de organismos de Littorina keenae. Valores
representados en escala de grises de menor a mayor.

I. Guadalupe I. de Cedros

| KGUCO  iKGUPS  IKCEPN _ LKCESA  LKCEPP _ LKCEPM _

LKGUCO 124.750 17.607 12.250 9.365 9.750

LKGUPS 13.639 9365 8371 9.365
0.014 0.018 17.607 13.639 18.981
0.020 0.026 0.014 10.620 11.655
0.026 0.029 0.018 0.023 22.477
0.025 0.026 0.013 0.021 0.011

Respecto al nimero de migrantes (Nm en tabla XIIl), se obtuvo valores que van de
8.37 a 124.75 migrantes por generacion, donde se observa un mayor nimero de
migrantes entre las localidades de Isla de Guadalupe, LKGUCO y LKGUPS
(124.75), y menor numero entre LKGUPS y LKCEPP con 8.37 ademas de
LKGUPS con LKCESA y LKCEPM asi como LKGUCO con LKCEPP con 9.36

migrantes por generacion.

La prueba de aislamiento por distancia de las poblaciones de Littorina keenae en
las islas del Pacifico indicé que existe una relacion positiva y significativa entre las
variables Fst y la distancia geografica (R? = 0.355, P = 0.019, fig. 19) y los valores
de distancia geogréfica y distancia genética de Nei (1978), (R? = 0.404, P = 0.011,
fig. 20).
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Figura 19. Relacidn entre divergencia genética (Fst) y distancia geografica entre las poblaciones de
Littorina keenae en el Pacifico mexicano. Prueba Mantel (10 000 permutaciones) R2 = 0.355, P =
0.019.
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Figura 20. Relacién entre distancia genetica (Nei, 1978) y distancia geogréafica entre las
poblaciones de Littorina keenae en el Pacifico mexicano. Prueba Mantel (10 000 permutaciones) R?
=0.40, P =0.011.
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La relacion encontrada entre la divergencia genética y la distancia geografica, asi
como la distancia genética y la distancia geogréfica indica que el flujo genético
ocurre principalmente en las poblaciones mas cercanas y disminuye
considerablemente a las poblaciones mas distantes debido a las formas o medidas
de dispersion de Littorinidos. Estos organismos de dispersan por medio de
capsulas que contienen cientos de huevos que, al pasar de 5 a 9 dias eclosionan
en una larva veliger que puede mantenerse en la columna de agua hasta por 60
dias (Schmidt 1979). Lo anterior explica por lo general la relacion directa entre
distancia geogréfica y divergencia genética, aun cuando las distancias genéticas y

divergencias sean minimas.
Este proceso de transporte de organismos responde principalmente a la influencia

de las corrientes marinas, en este caso la Corriente de California que se desplaza
de Norte a Sur como se indica en la figura 21.
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6.- Discusion general

La variabilidad fenotipica en Littorina ha sido bien documentada (Gooch, 1975;
Rafaelli, 1979; Correa-Sandoval 1992). La concha esta influida por una gran
cantidad de factores, como se ha sefialado para L. marinae y L. obtusata (Murray,
1975). Esta variabilidad ha sido relacionada con factores ambientales (Struhsaker,
1968; Behrens, 1972; Janson, 1982; Correa-Sandoval, 1992) y geograficos
(Vermeij, 1973; Chow, 1987). Se han encontrado considerables diferencias
intraespecificas a distancias tan cortas como 30 m (Janson y Sundberg, 1983), o
por ejemplo, méximas mediciones de la concha en Littorinidos se registraron en su
limite austral de distribucion en el Pacifico mexicano (presente estudio) ver anexo
5.

El haber encontrado diferencias en tamafio promedio de las conchas de Littorina
keenae entre las poblaciones analizadas para Isla de Guadalupe e Isla de Cedros
podria indicar diferencias latitudinales y regionales. Especificamente se
encontraron tamafios mas grandes para las dos poblaciones de Isla de Guadalupe
y la poblacién mas septentrional de Isla de Cedros lo cual posiblemente tenga una
relacion con uno de los patrones fundamentales de la biodiversidad biolégica en el
planeta, la diversidad del gradiente latitudinal (Willig, Kaufman, and Stevens 2003,
Hillebrand 2004). La presencia del gradiente latitudinal en la riqgueza taxonémica
se encuentra claramente marcado en grupos como moluscos marinos,
especialmente en el hemisferio norte (Fischer 1960; Roy, Jablonski, and Valentine
1994; Roy et al. 1998). Thorson en 1957 argumenta que especies principalmente

marinas experimentan un declive en riqgueza de areas articas hacia los tropicos.

Stevens (1989) argument6é que, para la mayoria de los organismos, el rango
latitudinal promedio de la especie aumenta con la latitud, una tendencia que él
denomind Regla de Rapoport, y uso esta observacion empirica para proponer una
nueva explicacion del por qué existe la diversidad del gradiente latitudinal; las
especies de bajas latitudes presentan una variacién climatica mas estrecha en
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comparacién con sus contrapartes de altas latitudes, lo que le permite a més
especies convivir en los trépicos. En otras palabras, las especies tropicales estan
adaptadas a un entorno con escasa 0 nula variacion estacional, lo que les permite
subdividir el habitat en un mosaico de microhabitats distintivos, lo que a su vez
permite la coexistencia de mas especies denominado "efecto de masa" (Stevens
1989). En el caso de las species de latitudes altas, estas han evolucionado con
mayor tolerancia ambiental como respuesta a grandes fluctuaciones estacionales
en la temperatura y otros parametros ambientales, por lo que, no se experimenta
el aumento de riqgueza de especies y, por ende, no subdividen el habitat donde se
encuentran (Stevens 1989).

Bergmann en 1847, propuso la regla que actualmente lleva su nombre donde se
postula que las subespecies o razas geogréficas tienen mayor tamafio cuanto mas
baja sea la temperatura media del ambiente en que viven. Es una generalizacion

gue relaciona la temperatura ambiental con la morfologia (Bergmann 1847).

De acuerdo con lo anterior, las diferencias encontradas entre las poblaciones de
Isla de Cedros, pueden explicarse en funcion de las caracteristicas del medio.
Struhsaker, 1968) menciona que los principales factores que propician diferencias
en el tamafio de la concha en Littorinidos posiblemente sean; la accion de las olas,
la inmersion prolongada, la desecacion, altas temperaturas y la salinidad extrema.
A estos factores abioticos se le puede agregar la disponibilidad del alimento, los
depredadores, los parasitos, la existencia de refugios, ademas de otros factores

guimicos en el medio.

Rolan-Alvarez (2015) hace una revision de 71 trabajos sobre en temas sobre
adaptacion, de los cuales en 48 analizaron directamente o atribuyeron
parcialmente sus resultados a la seleccibn natural por depredadores como
cangrejos y peces. En la gran mayoria de los estudios del Océano Atlantico Norte
han considerado el cangrejo de orilla verde (Carcinus maenas) como un gran

depredador de Littorina spp. La presion de seleccibn mas comun era la masa de la
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concha, la cual estd altamente correlacionada con el peso de la concha seca o el
grosor de la misma. Experimentos en laboratorio demostraron que los cangrejos
generalmente prefieren presas de menor tamafio (Behrens et al, 1998), con
conchas mas pequefias y delgadas o, con grandes aperturas (Rochette et al.,
2007, Baldridge & Smith 2008). Estos resultados de laboratorio han sido
respaldados por otros experimentos en el noroeste Atlantico (Perez et al., 2009).
Sin  embargo, en experimentos controlados realizados en el Pacifico,
especificamente en costas protegidas del oleaje, a menudo se ha demostrado una
mayor mortalidad de organismos mas grandes en comparacion con los individuos
mas pequefios de las mismas poblaciones, esto generalmente se atribuye al
forrajeo en el intermareal durante marea alta por peces (Rhacochilus vacca)
(Behrens Yamada & Boulding 1996, Boulding et al 1999).

El segundo agente de seleccion mas comun analizado directa o indirectamente en
10 de estos estudios fue el desalojo por las olas. Un estudio utilizé diferentes
tamafos y formas promedio de la concha ante un evento de tormenta extrema y
concluye que a partir de la seleccion se habia favorecido formas de concha lo
suficientemente angostas para caber en los refugios disponibles (Trussell 1997).

McQuaid (1996) revisé evidencias de la variacion en la morfologia de la concha
entre poblaciones de Littorinidos y concluye que la variacion observada se debe
en gran parte a una base genética en especies de desarrollo directo (por ejemplo,
Littorina saxatilis) pero mayoritariamente por efecto ambiental en especies con
desarrollo larval de nado libre (por ejemplo, L. littorea).

Hollander et al. (2006) llevaron a cabo en Suecia un analisis morfométrico en el
cual demostraron que dos ecotipos de L. saxatilis y juveniles de L. littorea
agrupados en el mismo sitio presentan magnitudes similares de plasticidad cuando
se expone a cuatro tratamientos diferentes en ambientes simulados, desde alta

depredacion hasta el choque de oleaje intenso; depredacion del cangrejo costero,

73




Caracterizacion morfogenética de Littorina keenae. J. Alfredo Ortiz-Sartorius

competencia con otros caracoles, intenso movimiento de agua y un ambiente

controlado.

Numerosos estudios han demostrado experimentalmente la plasticidad
morfolégica adaptativa en varias especies (Trussell 1997). Estos estudios los
subdividieron en: 1) respuesta al impacto de olas o 2) plasticidad en respuesta a la
presencia de cangrejos. El autor experimentd con L. obtusata, en un flujo de agua
intenso por lo que los organismos desarrollaron un pie mas grande, pero el
aumento en el tamafio del pie fue proporcionalmente mas grande para los
organismos provenientes de una de costa protegida al oleaje que para aquellos
que provenian de una costa expuesta (Trussell 1997). Ambos ecotipos de L.
obtusata crecieron mas rapido en las zonas de flujo bajo de agua, pero el ecotipo
de L. obtusata de costa expuesta siempre crecié mas rapido que el de costa
protegido contra olas. El crecimiento se midié en términos de un aumento en la
longitud de la concha, masa de la concha o masa corporal (Trussell 2000). De esta
manera se demostrdo que debido a que los ecotipos pueden mostrar diferentes
grados de plasticidad fenotipica, la hipétesis de que la plasticidad es en si misma
adaptativa y esta bajo control genético es discutible (Via & Lande 1985, Pigliucci
2005).

Estudios que vinculan la variacion genética (causa) con el fenotipo (efecto) en el
género Littorina son pocos, aunque este enlace es fundamental para la
comprension de los mecanismos evolutivos, especialmente aquellos cambios
relacionados con la adaptacién, aunque este tipo de investigacion en Littorina

todavia se considera en vias de desarrollo.

En este género en particular, los diversos estudios realizados hasta el momento
han llegado a diferentes conclusiones al analizar la variabilidad genética. Algunos
han encontrado una notable diferenciacion geografica inter e intraespecifica en las
frecuencias alélicas de algunos loci (Berger, 1973, Correa-Sandoval, 1992). Por

otra parte, otros estudios han demostrado una gran homogeneidad en algunos loci
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a grandes distancias (Mastro et al., 1982). Sin embargo, con la escasa cantidad de
informacion disponible en la actualidad y la implementacién de nuevas técnicas de
analisis solo se podrian caracterizar genéticamente de manera parcial algunas

especies.

El primer método utilizado para determinar las bases moleculares de la adaptacion
se baso en la variabilidad alozimica, ya que esta estrechamente relacionada con
los productos genéticos y también puede afectar la concentracion de metabolitos
en cada célula (Watt 1994). En este contexto, Hull et al. (1999) encontraron que la
actividad de las enzimas metabdlicas (utilizando aspartato aminotransferasa, AAT
y alanina aminotransferasa, ALAT) y la resistencia al estrés por calor eran mas
altas en el supramareal que en el inframareal en especies de Littorinidos. Del
mismo modo, Sokolova y Pértner (2001) estudiaron los patrones de actividad
alozimica en cinco loci a través de todos los niveles de la costa y ubicaciones
geograficas en Littorina saxatilis, encontrando que las subpoblaciones, que
tipicamente experimentan temperaturas mas bajas, tienen enzimas con
actividades superiores que aquellas subpoblaciones ubicadas mas arriba del
intermareal.

Panova & Johannesson (2004), demostraron que en la parte baja de la costa los
genotipos homocigotos tenian una mayor actividad enzimatica que genotipos
homocigotos en la parte alta de la costa. y que el genotipo heterocigotos tuvo
actividad intermedia. Un enfoque similar fue seguido por Galindo et al. (2009),
quien detectd un patron selectivo en un locus (Pgm-2, fosfoglucomutasa 2) de seis
loci polimorficos en la misma especie de Littorina saxatilis. Conclusiones similares
se tuvieron después de examinar los patrones de variacion geograficos en varios
marcadores moleculares en el genoma de Littorina fabalis (Johannesson &
Mikhailova 2004). Un locus (Ark) de 29 loci alozimaticos mostraron una clina

relacionada con el tamafio y la exposicion a las olas en esta especie.

Por otro lado, estudiar la respuesta metabodlica y la expresion genética de

organismos a través de gradientes abioticos también ha mostrados resultados
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importantes. Uno de los casos més estudiados ha sido la respuesta metabdlica en
Littorinidos a la exposicion a desecacion y anoxia. Los niveles internos de oxigeno
varian considerablemente en los organismos intermareales; por lo tanto, cada
especie debe equilibrar su consumo de adenosin trifosfato (ATP) y las tasas de
produccion. Por ejemplo, durante la inmersion cuando el oxigeno se vuelve
limitado, hay un cambio a catabolismo de hidratos de carbono a través del
glucolisis, que es menos productivo que el catabolismo aerébico. Este cambio
metabdlico requiere mas ajustes metabdlicos como mantener un suministro de
tejido especifico (por ejemplo, glucégeno y aminoacidos), una acumulacién de
ribosomas en monosomas como consecuencia de la traduccion inhibicion, varias
estrategias para reducir la acidificacién causada por la glucdlisis al favorecer otros
metabolitos relacionados con el lactato y mediante el control de la disolucién del
carbonato de calcio de la concha y una reduccién en los niveles generales de
transcripcion (Biggar et al., 2012).

La respuesta metabdlica de Littorina littorea bajo dos factores ambientales
estresantes, la congelacion y anoxia, fue revisado por Storey et al. (2013). En
muchas regiones del norte, individuos de esta especie deben tolerar tanto la
congelacion (por debajo de -1.9 ° C) como la anoxia durante multiples horas
durante las mareas bajas de invierno (Biggar et al., 2012). La congelacion produce
una respuesta metabdlica similar, pero no idéntica, a la anoxia (Storey et al. 2013).
Ambos estresores favorecen la glucélisis para el suministro de energia, que, a su
vez, no modifica la cantidad de aminoacidos celulares libres. Sin embargo, una
diferencia es la acumulacion de cantidades mayores de D-lactato y succinato
(subproductos de glucdlisis) bajo congelacién que, bajo anoxia, mientras que
productos de fermentacibn como L-aspartato, muestra la tendencia opuesta
(Churchill & Storey 1996). En resumen, el congelamiento y la anoxia no solo
reducen la tasa metabdlica, sino que también causan otros cambios en los tejidos
gue ayudan a mantener el metabolismo de los caracoles en estas duras
condiciones, tales como el aumento de las defensas antioxidantes y la

funcionalidad de las proteinas (Storey et al., 2013).
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Los tamafios de la concha, las razones de medidas de la concha y los promedios
de medidas de la concha en L. keenae no aparentan mostrar una relacion directa
con las caracteristicas genéticas. Si comparamos la disminucion de tamafos de
concha con relacion a la latitud de las poblaciones podriamos atribuir este efecto a
una variacion clinal (solo tomando en cuenta rasgos morfométricos) que podria
respaldarse con la seleccion negativa del genotipo heterocigoto (AB) de Norte a
Sur, coincidiendo con los principios postulados por las teorias seleccionistas de la
evolucion. La disminucién del genotipo AB posiblemente tendria una relacion con
el aumento de la temperatura y las diferencias de disponibilidad de oxigeno como

se menciond6 con anterioridad,

Contradictorio a los supuestos establecidos en la Teoria Neutral de la evolucion;
las variaciones morfométricas reportadas en este trabajo posiblemente son
respuesta a la plasticidad fenotipica, considerada como el fenémeno de un
genotipo produciendo diferentes fenotipos en respuesta a diferentes condiciones
ambientales el cual es un aspecto intrinseco de todos organismos (Travis 1994;
West-Eberhard 2003). Esta plasticidad fenotipica puede ser adaptativa, no
adaptativa o neutral con respecto a la forma fisica de un individuo. La forma
particular del fenotipo del individuo (o del genotipo) varia de acuerdo a los

entornos y se pueden describir como una norma de reacciéon (Woltereck 1909).

Los valores bajos de Fst con relacién a otros trabajos realizados en Litorinidos
(Correa-Sandoval, 1992) asi como los valores altos de Ho (Tabla VIIl) y el nimero
de migrantes registrados entre ambas islas (tabla XIIl) demuestran la existencia
del flujo constante de genes que obedece a la Corriente de California con
direccion de Norte a Sur principalmente (Fig. 21). Las diferencias significativas
encontradas en la totalidad de loci analizados entre Isla de Guadalupe e Isla de
Cedros indican que podria haber una diferenciacién genética que, para el caso de
este estudio y los sistemas analizados, podrian hacerse presentes, pero seria
necesario analizar mas sistemas para poder determinar la direccion y el tipo de

diferenciacion que posiblemente se esté presentando.
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Encontrar una relacion positiva y significativa entre la distancia geogréfica y los
valores de FST, asi como la distancia geografica y la distancia genética de Nei
(1978) (fig. 19 y 20) demuestra parcialmente que éste aislamiento geografico
corresponde a los principios de Teoria de Islas propuestos por MacArthur y Wilson
en 1967 donde se expone que la distancia geografica es unos de los principales

factores que determina la riqueza y presencia de especies en un cuerpo insular.

7.- Conclusiones.
» El Andlisis de Componentes Principales (ACP) con el uso de rasgos

morfométricos de la concha de organismos de Littorina keenae, permitié
diferenciar entre poblaciones de la misma especie y relacionar las
diferencias de las medidas de la concha con factores ambientales como: la
pendiente de la costa, la temperatura y la exposicién al oleaje. De esta
manera se generaron 3 grupos en general; el primero con dos poblaciones
de Isla de Guadalupe (LKGUCO y LKGUPS) y la poblacion mas
septentrional de Isla de Cedros (LKCEPN). El segundo grupo compuesto
por LKCESA y LKCEPP vy por ultimo la poblacién de LKCEPM en Isla de

Cedros, de acuerdo a sus similitudes.

» La creacion de Funciones Empiricas Ortogonales Estandarizadas (SFEO) y
con medidas crudas, de razones de medidas de la concha de organismos
permiti6 diferenciar entre especies; Littorina keenae y Littorina plena,
ademas de diferenciar entre localidades de ambas Islas; Guadalupe y
Cedros. El uso de razones de medidas de la concha es una herramienta
que permite disminuir los errores que se podrian cometer al capturar
organismos de diferentes edades ademdas de que se propone en este

estudio como un método alterno para diferenciar especies de Littorinidos.
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Las dos localidades de Isla de Guadalupe (LKGUCO y LKGUPS) mostraron
un exceso significativo de Heterocigotos de acuerdo al equilibrio de HW en
los 11 loci que se analizaron en este trabajo. Las cuatro poblaciones de Isla
de Cedros (LKCEPN, LKCESA, LKCEPP y LKCEPM) mostraron en genera
una deficiencia significativa de heterocigotos de acuerdo al equilibrio de
HW.

De acuerdo a la variabilidad alélica de los organismos de Littorina keenae
por pares de acuerdo al método de cadena de Markov, estos mostraron
diferencias significativas entre las dos poblaciones de Isla de Guadalupe y

las custro poblaciones de Isla de Cedros.

La variacion genotipica por pares de acuerdo al método de Markov en
conjunto de todos los loci, por pares de poblaciones, fue significativa (P<
0.05) entre LKGUCO y LKCESA, (P< 0.01) entre LKGUPS y LKCESA y
muy significativa (P< 0.001) entre las dos poblaciones de Isla de Guadalupe
y LKCEPN, LKCEPP y LKCEPM.

La disminucién significativa del genotipo heterocigoto AB de Norte a Sur, se
presenta como una variacion clinal ademéas de que se puede interpretar
como una seleccion negativa del genotipo en la Isla de Cedros y, de esta

manera, concordar con los supuestos de las teorias de seleccion.

Los organismos con mayor similitud genética fueron los provenientes de las
dos localidades de Isla de Guadalupe (LKGUCO y LKGUPS), ya que
registraron los valores mas altos de identidad genética (0.996), mas bajos
de distancia génica (0.004), los valores de FsT mas bajos (0.002) y el mayor
namero de migrantes por generacion (124.7). Estos resultados concuerdan
con la menor distancia geografica entre ambas localidades y con la

direccion de la Corriente de California.
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» En Isla de Cedros las poblaciones con mayor similitud genética fueron las
de LKCEPP y LKCEPM con valores de identidad genética de 0.984,
distancia génica de 0.017, valor de Fst de 0.011 y 22.47 organismos
migrantes por generacion. Las poblaciones con mayor diferenciacion
genética dentro de Isla de Cedros fueron LKCESA y LKCEPP con los
valores de identidad mas bajos (0.963), mayor distancia génica (0.037) el
mayor valor de FsT1 (0.023) y el menor nimero de migrantes por generacion
(10.62).

» En general las poblaciones de organismos de Littorina keenae de Isla de
Guadalupe e Isla de Cedros muestran pocos signos de estructuracion
genética, esto se debe principalmente a las estrategias de reproduccion de
los Litorinidos que le permite a los huevos y larvas permanecer en la
columna de agua hasta por 60 dias hasta encontrar las condiciones éptimas
para fijarse. El transporte de organismos se da a través de la Corriente de
California con direccion de Norte a Sur durante todo el afio y algunas
variaciones para el caso de Isla de Cedros en las poblaciones de Punta
Morro y San Agustin en los meses de diciembre y enero en los cuales la

corriente invierte su direccion de Sur a Norte.

8.- Futuras lineas de investigacion.
De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo y, de acuerdo a la

literatura consultada, se presentan las siguientes recomendaciones para futuros

trabajos, comenzando con la perspectiva general y dirigiéndose a la particular.

» Es importante continuar con los estudios encaminados a la ecologia
descriptiva ya que, con la optimizacion de estudios y la correcta eleccion de
organismos como indicadores del efecto del medio ambiente, se podria
comenzar a entender y explicar las vias y las formas en que los factores

abidticos influyen en la expresién fenética de los organismos.
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En método de Andlisis de Componentes Principales y la creacién de
Funciones Empiricas Ortogonales, es un aspecto que aun no se ha
explorado del todo en estudios referentes a la morfometria de moluscos, es
por ello que se recomienda continuar corroborando con estudios dirigidos a
otros organismos con la finalidad de homologar resultados y poderse
proponer como una herramienta mas para diferenciar entre especies o
incluso intra especificamente en poblaciones de diferentes localidades, con

la ventaja de ser relativamente sencillo de realizar.

En el campo de la genética de poblaciones, es importante seguir analizando
la distribucion de la variabilidad alélica y genética en organismos que, de
acuerdo a su forma de vida, las respuestas son producto de las fuerzas de
la seleccion, deriva, mutacion y migracion a las condiciones en que habitan.
Este tipo de estudios en el intermareal rocoso es de gran importancia ya
que, entender estos ambientes y las respuestas de los organismos nos
permitiria crear predicciones con respecto a escenarios que se podrian

presentar.

Incrementar la cantidad de sistemas enzimaticos y, elegir los que pudieran
ser indicadores de alguna respuesta al medio ambiente. Esto con la
finalidad de mejorar y aumentar la informacion que ya se tiene de esta
especie y de alguna manera corroborar las conclusiones a las que se llego

en el presente estudio.

En el presente estudio se cumplieron parcialmente los principios de Teoria
de Islas propuesta por MacArthur y Wilson (1967), desde el punto de vista
gue se obtuvo una correlacién positiva entre la distancia geografica y la
distancia genética, por ello, continuar con estudios ecoldgicos descriptivos
en Isla de Guadalupe e Isla de Cedros, generaria mas argumentos para

confirmar o rechazar dichos principios.

Continuar con el presente estudio, comparando organismos de la misma
especie, en el intermareal rocoso, pero aumentando el gradiente latitudinal,

es decir, obtener muestras de las mismas caracteristicas, pero en mayores
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0 menores latitudes, asi como también, tomar muestras de las Islas de
Todos los Santos para corroborar la variacion en las frecuencias alélicas y

verificar si la distancia geografica sigue correlacionandose con la distancia

genética.
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10.- Anexos.

1.- Preparacion de geles discontinuos.

A. Gel concentrador (100 x 1000 x 0.7 mm de espesor; 3.8% T, 0.34% C).

Reactivo Cantidad
Agua Destilada 1.38 ml
Amortiguador Concentrador 0.56 ml
Solucion de Acrilamida 0.29 ml
APS 10% 11 p
TEMED 3u
TOTAL 2.25 ml
B. Gel separador (8% T, 0.71% C).
Reactivo Cantidad
Agua Destilada 3.82 ml
Amortiguador Separador 2 mi
Solucion de Acrilamida 2.13 ml
APS 10% 40 p
TEMED 5u
TOTAL 8 ml
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— Gel
Concentrador

— Gel
separador

Estructura del gel discontinuo de bis-acrilamida.

94




2.- Ejemplo de esquema de sembrado para la realizacion de la electroforesis.

L. keenae Isla Guadalupe C. Oeste
L. keenae Isla Guadalupe Punta Sur.

L. plena 110
Lottia
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PROBLACION
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A
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3.- Férmulas de tincion para los sistemas enziméticos que se emplearon en
el analisis genético de las poblaciones de L. keenae, el volumen que se
especifica en éstas permite tefiir un gel.

PGM: E.C.2.7.5.1 13)
1) Fosfoglucomutasa
225 mg glucosa-1-fosfato
18 mg NADP+
45 mg NBT
9 mg PMS
315 mg MgCI2-6H20
90 Uni. G6PDH

90 ml Tris-HCI 0.1 M pH 8.0
(Abreu-Grobois, 1983)

MDH E.C.1.1.1.37
2) Malato deshidrogenasa
675 mg L-acido malico
2700 mg Tris
50 mg NBT
45 mg NAD+
10 mg PMS

90 ml H20 destilada
(de la Rosa-Vélez, 1986)
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PEP: E.C.3.4.11 6 13
3) Peptidasas
100 mg leucil leucina
50 mg peroxidasa
25 mg L-aminoacido oxidasa
25 mg O-dionisidina

100 ml Tris-HCI 0.1 M pH 8.0
(Abreu-Grobois, 1983)

PGI: E.C.5.3.1.9
4) Glucosa fosfato isomerasa
90 mg fructosa-6-fosfato
18 mg NADP+
50 mg NBT
10 mg PMS
90 mg MgCI2:6H20
90 Uni. glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

90 ml Tris-HCI 0.1 M pH 8.0
(Abreu-Grobois, 1983)

IDH: E.C.1.1.1.42
5) Isocitrato deshidrogenasa
50 mg NADP+
45 mg NBT
18 mg PMS
70 mg acido isocitrico
18 mg MgCI2-6H20

90 ml Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0
(Krause et al., 1994)
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HK: E.C.2.7.1.1
6) Hexoquinasa
360 mg DL-glucosa
108 mg ATP
18 mg NADP+
18 mg MTT
10 mg PMS
33 mg MgCI2-6H20
63 U G6PDH

90 ml Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5
(Licona-Chavez, 1999)
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4.- Formato para captura de informacion con base en los electromorfos.

Especie Localidad Hoja
Fecha recolecta Fecha procesado Nombre
Por: José Alfredo Ortiz Sartorius
Locus Alelo 112[3[4[5[6]7]|8|9[10[11|12] 13/ 14/15|16]17|18]19(20|21|22|23|24|25| 26| 27 |28 |29 |30 |3132(33/34[35(36(37|38(39|40|41|42|43|44|45|46|47|48|49]50 TQ GT f 0Obs
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5.- Longitud de la concha de Litorinidos en la costa del Pacifico americano.

ESPECIE Y LOCALIDAD

LONGITUD (MM)

REPORTADO

Isla de Vancouver, Canada
Littorina scutulata
Littorina sitkana

California

Littorina keenae
Littorina scutulata

Ensenada, Baja California
Littorina keenae

Littorina scutulata

Isla Naos, Zona del Canal de Panama

Littorina modesta

Littorina aspera

Estacion Bioldgica Darwin, Galapagos

Nodilittorina galapagiensis
Littorina modesta paytensis
Littorina astrata
Punta Cornero, Ecuador
Littorina modesta paytensis
Isla San Lorenzo, Peru
Littorina peruviana
Montemar, Chile
Littorina peruviana
Isla Guadalupe
Littorina keenae
Isla de Cedros
Littorina keenae
Ensenada, Baja California

Littorina plena

95-98
8.0-12.4

9.2-153
73-12.2

55-11.0
5.3-10.1

85-124

10.1-141

7.5-8.7

58-7.8

48 -5.7

79-141

8.0-11.7

8.6 -16.0

17-8.9

13.9-6.0

89-42

Sacchi y Voltonia (1987)
Sacchi y Voltonia (1987)

Vermeij (1973)
Vermeij (1973)

Correa-Sandoval (1994)
Correa-Sandoval (1994

Vermeij (1973)
Vermeij (1973)

Vermeij (1973)

Vermeij (1973)

Vermeij (1973)

Vermeij (1973)

Vermeij (1973)

Vermeij (1973)

Este estudio (2018

Este estudio (2018)

Este estudio (2018)
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