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RESUMEN

La zona de transiciéon marino-costera ubicado entre los 4°-6°S es el dnico limite
biogeografico reconocible en el ecosistema marino del Perd. A pesar de su
relevancia oceanogrifica, biogeogrifica y ecoldgica, no se conocen las implicancias
de dicha region en la conectividad genética entre especies marinas cuyos rangos de
distribucion atraviesen este limite biogeografico. El presente estudio evalu6 el
efecto de esta zona de transicion sobre el flujo génico de dos especies de moluscos
intermareales (Echinolittorina paytensis y Brachidontes adamsianus) haciendo uso
de andlisis filogeograficos y de genética de poblaciones basados en secuencias de
dos marcadores mitocondriales: Citocromo Oxidasa [ y 16STRNA. Se encontr6 que
los linajes genéticos detectados en ambas especies no son concordantes con la
zonacion biogeografica, sugiriendo que la presencia de la zona de transicion no ha
funcionado como una barrera para el flujo génico. Los altos niveles de flujo génico
y la falta de estructuracion genética en estas especies parecen ser el efecto de sus
altas capacidades de dispersion larval. Pero debido a los cambios oceanograficos
interanuales provocados por los eventos ENSO es posible que la zona de transicion
constituya una barrera inestable. Por ello se propone que los Eventos ENSO son la
causa de la falla en la barrera al flujo de genes en la zona de transicion siendo un
factor importante en gatillar la conectividad genética en Echinolittorina paytensis.
Asi mismo, los andlisis de historia demogréfica revelaron que Echinolittorina
paytensis paso por una expansion demografica ancestral, mientras que el mitilido
B. adamsianus mantuvo un tamafio poblacional constante a través del tiempo. Se
propone que la aparicidn de los eventos ENSO durante el Pleistoceno tardio generd

condiciones ambientales ideales para una expansion poblacional en E. paytensis. Se



concluye que la especie intermareal Echinolittorina paytensis puede traspasar tres
unidades biogeograficas sin presentar estructuracion genética.
Palabras Clave: Zona de Transicion, ADN mitocondrial, Biogeografia, Flujo

génico, Intermareal rocoso, eventos ENSO



ABSTRACT

The marine transition zone located between 4°-6°S is the only recognizable
biogeographical boundary in the Peruvian marine ecosystem. Despite its
oceanographic, biogeographic and ecological relevance, studies regarding genetic
connectivity in marine species whose distribution ranges across this transition zone
are lacking. This study researched the transition zone effect on gene flow of two
intertidal mollusk species (Echinolittorina paytensis and Brachidontes
adamsianus) using both phylogeographical and population genetics analyses based
on two mitochondrial markers (Cytochrome Oxidase I and 16SrRNA). No
concordant genetic lineages in both species with biogeographical zonation were
found, which it suggests that the presence of the transition zone has not functioned
as a historical barrier to gene flow.

The high levels of gene flow and lack of genetic structure across the transition zone
appear to be the effect of their high capacities of larval dispersion. But due to the
interannual oceanographic changes provoked by the ENSO events, it is possible
that the transition zone constitutes an unstable barrier . Therefore it is proposed that
these events are the cause of the failure in the barrier to gene flow through the
transition region and are responsible for triggering the genetic connectivity in E.
paytensis. Likewise, historical demography analyses revealed that Echinolittorina
paytensis went through an ancestral demographic expansion, while that B.
adamsianus maintained a constant population size through the time. It is discussed
and proposed that the appearance of ENSO events during the late Pleistocene

generated ideal environmental conditions for a population expansion in E.



paytensis. It is concluded that the intertidal species Echinolittorina paytensis can
cross the three biogeographic units without presenting genetic structure.
Keywords: Transition Zone, Mitochondrial DNA, Biogeography, Gene Flow,

Rocky Intertidal, ENSO events
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1. INTRODUCCION

Los limites biogeograficos marinos juegan un rol importante en la
conectividad de las poblaciones al actuar potencialmente como barreras para la
dispersion. En particular, los patrones de circulacion marina y los gradientes
abidticos presentes en estos limites biogeograficos pueden limitar el reclutamiento
y fomentar la retencion larval. A escalas de tiempo evolutivo, estos factores pueden
demarcar linajes genéticamente distintos dentro de las especies e impactar la
estructura genética via seleccion natural o regulacion del flujo génico
interpoblacional. La existencia de linajes genéticos asociados con limites
biogeograficos son conocidos como “quiebres filogeograficos”.

La costa norte del Peru presenta un escenario oceanografico complejo
debido a la convergencia entre el sistema de la corriente de Humboldt y el Pacifico
Este tropical. La consecuencia ecoldgica directa es el establecimiento de limites en
los rangos de distribucidn de las especies dependiendo de su afinidad biogeografica
por uno u otro ecosistema. Este limite biogeografico no constituye un cambio
brusco sino una zona de transicioén gradual dado los reportes de coexistencia de
especies marinas provenientes de la Provincia Panamefa y Peruana. Aunque esta
zona de transicion ha sido objeto de estudios biogeograficos y taxondmicos, hasta
la fecha no se han reportado estudios de genética molecular que investiguen el rol
de esta zona de transicion de los 4°-6°S sobre la conectividad marina y su influencia
en la estructuracion genética de las especies distribuidas a lo largo de esta regién

(e.g. invertebrados intermareales).



Los andlisis genéticos de especies distribuidas en ambos sistemas
adyacentes contrastantes pueden proveer una prueba adecuada para evaluar la
concordancia entre la distribucion de linajes genéticos y la biogeografia. Los
moluscos, al ser organismos conspicuos en el habitat intermareal y tener historia de
vida particulares (e.g. dispersién larval y sesilidad adulta), constituyen un taxa
apropiado para estudiar estos procesos de conectividad y formacioén de linajes
genéticos. Asi, en el presente trabajo se investigo el rol de la zona de transicion en
el flujo de genes y, por ende, en la conectividad genética de las poblaciones de dos
especies moluscos intermareales: el litorinido Echinolittorina paytensis y el
mitilido Brachidontes adamsianus, haciendo uso de las herramientas de la
filogeografia y genética de poblaciones. Principalmente, se examino la hipdtesis de
que la zona de transicion del norte peruano constituye una barrera para el flujo de
genes que provoca la aparicion de linajes genéticos concordantes con las zonas

biogeograficas.



2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema

Las barreras oceanograficas constituyen todos los cambios en las
condiciones fisico-quimicas del océano capaces de restringir la dispersion de los
organismos marinos. Las zonas limitrofes entre provincias biogeograficas marino-
costeras, o zonas de transicidén, son un ejemplo de barrera oceanografica. Estas
zonas suelen aparecer generalmente en puntos de convergencia entre sistemas
marinos asociados con corrientes marinas o giros oceanicos.

Se han reportado quiebres filogeograficos en especies marinas en varios
limites biogeograficos alrededor del mundo. Por ejemplo, en la Peninsula de
Florida, la cacerola de mar Limulus polyphemus y la ostra del Atlantico Crassostrea
virginica exhiben discontinuidades genéticas concordantes con el extremo sur de la
peninsula de Florida (Saunders et al., 1986; Reeb & Avise, 1990). A los 30°S de la
costa chilena, limite entre la Provincia Peruana y el Area Intermedia, el cirripedo
Notochthamalus scabrosus, el alga parda Lessonia nigrescens, y los gastrépodos
Acanthina monodon y Crepipatella dilatata también exhiben discontinuidades
genéticas a lo largo de este quiebre biogeogréfico (Tellier et al., 2009; Zakas et al.,
2009; Sanchez et al., 2011; Brante et al., 2012; Zakas et al., 2014).

Desde el punto de visto biogeografico, el litoral peruano se encuentra
dividido en dos provincias: la Provincia del Pacifico Sureste Templado-calido y la
Provincia del Pacifico Este Tropical (Spalding et al., 2007) conocidas también
como Provincia Peruana y Provincia Panamefia respectivamente. La regidn costera

comprendida entre los 4°S y 6°S es considerada la zona de transicidn entre estas
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dos provincias (Olsson, 1961; Hooker, 2013; Ibafez, 2016; Tejada, 2016).
Contrastantes creando un ecotono. En aguas superficiales, convergen dos corrientes
marinas: la Corriente Costera Peruana (PCC: Peruvian Coastal Current o Corriente
de Humboldt) y la Corriente Costera Ecuador-Pert (EPCC: Ecuador-Peru Coastal
Current o Corriente El Nifio) (Strub et al., 1998).

Hasta la fecha, no se conoce si la zona de transicién de los 4°-6°S actua
como una barrera para el flujo génico en especies marinas ;Afecta este limite
biogeografico a la conectividad de las especies marinas, en especifico, de las
especies de invertebrados del intermareal rocoso? Para responder esta pregunta, se
realiz6 un estudio filogeografico y genético-poblacional empleando los marcadores
mitocondriales Citocromo Oxidasa I (COI) y 16SrRNA en dos especies de
moluscos comunes en el intermareal rocoso de la costa norte del Peru:
Echinolittorina  paytensis  (Philippi, 1847) (Gastropoda: Littorinidae) y
Brachidontes adamsianus (Dunker, 1857) (Bivalvia: Mytilidae) (Ramirez et al.,

2003; Paredes et al., 2016).



2.2. Marco tedrico

2.2.1. Flujo génico a través de las barreras oceanograficas

Debido a la aparente ausencia de barreras fisicas en el océano, es
generalmente predicho que el flujo génico esta correlacionado con la capacidad de
dispersién larval (Scheltema, 1975; Hedgecock, 1986). Las larvas pueden
dispersarse grandes distancias al ser transportadas por las corrientes y conectar
poblaciones separadas por cientos de kilometros (Lessios et al., 1998; Waples,
1998) y debido a esto se cred la expectativa de que las poblaciones marinas son
demograficamente “abiertas” (Cowen et al., 2000). El reporte de larvas de
invertebrados costeros a menudo muy alejadas de la costa (Scheltema, 1988) y el
bajo nivel estructuracidon genética cominmente encontrado reforzaba esta premisa
(Palumbi, 1994; Kinlan & Gaines, 2003; Levin, 2006). Sin embargo, altos niveles
de dispersion no siempre se traducen en altos niveles de flujo génico (Weersing &
Toonen, 2009). Hay reportes de estructuracion genética en organismos marinos con
alta capacidad de dispersion (Jolly et al., 2005; Kenchington et al., 2006; Ayre et
al., 2009). Estas faltas de correlacion entre el potencial de dispersion y la dispersion
real revelaron que existen factores conocidos como barreras oceanograficas que
pueden restringir la dispersion larval.

Existen varias barreras oceanograficas alrededor del mundo que funcionan
a su vez como barreras al flujo génico. Por ejemplo, las barreras oceanograficas
mas grandes son las que se encuentran entre cuencas oceanicas, e.g. la Barrera del
Pacifico Oriental (Lessios et al., 1998), la Barrera Indo-Pacifica (Gaither et al.,

2010) y la Barrera Sureste-Australiana (Coleman et al., 2011). A una escala espacial



menor, algunas barreras oceanograficas incluyen las plumas de agua dulce (Lessios
et al., 2003), los focos de afloramiento (Henriques et al., 2014; Rocha et al., 2005),
los frentes ocednicos (Gilg & Hilbish, 2003; Galarza et al., 2009; Patarnello et al.,
2007), los giros ocednicos (Weersing & Toonen, 2009) y la convergencia entre
corrientes marinas (Palumbi, 1994; Zane et al., 1998; Rocha-Olivares & Vetter,
1999; Zane & Patarnello, 2000; Barber et al., 1998; White et al., 2010; Schunter et
al., 2011). Estas ultimas barreras oceanograficas usualmente coinciden con zonas
de transicidn biogeogréfica (Collin, 2001; Dawson, 2001; Luttikhuizen et al., 2008;
Kelly & Palumbi, 2010; Teske et al.,2011; Haye et al., 2014; Villamor et al., 2014).

El flujo génico en el medio marino depende de la dispersion larval, la cual
es el producto de la interaccion entre factores biologicos (e.g. modo de desarrollo,
duracion pelagica, comportamiento gregario) (Toonen & Pawlik, 2001) y factores
fisicos tales como las mencionadas barreras oceanograficas (Toonen & Pawlik,

2001; Skold et al, 2003; Ayre et al., 2009).

2.2.2. Limites biogeograficos marino-costeros

Una de las barreras oceanograficas mas reconocidas son los limites entre
provincias biogeograficas marinas (Avise, 2000; Dawson, 2001). Los limites
biogeogrificos aparecen en zonas donde coinciden los limites de distribucion de
varias especies ampliamente distribuidas (Briggs, 1974). En América, estos limites
ocurren tipicamente sobre varios grados de latitud exhibiendo un gradiente de
reemplazo gradual de especies, i.e. son zonas de transicidon (Hayden & Dolan, 1976;
Seapy & Littler, 1993). Las zonas de transicion son areas con caracteristicas fisicas,

condiciones ambientales y/o factores ecoldgicos que permiten el sobrelape o co-



ocurrencia de dos o més componentes bidticos con afinidades biogeogréficas
distintas (Ferro & Morrone, 2014).

En el medio marino, las caracteristicas fisicas que originan zonas de
transicién suelen estar relacionadas con la convergencia o divergencia entre
corrientes y/o giros costeros/ocednicos. Debido a que las corrientes tienen su origen
en latitudes y profundidades diferentes, estas se componen por masas de agua con
distintas caracteristicas. En particular, sus temperaturas son usualmente diferentes.
Como resultado, la convergencias de corrientes generan cambios abruptos en la
temperatura del agua los cuales imponen cambios fisiologicos en algunos
organismos marinos limitando su distribucion geografica y por ende generando un
limite biogeografico (Gaylord & Gaines, 2000). Por tanto, se espera que las zonas
de transicion actien como barreras oceanogréficas para la dispersion larval debido
a que poseen (i) regimenes hidrodindmicos que limitan el reclutamiento larval y
(i) gradientes en parametros abidticos, e.g. TSM vy salinidad, que limitan
potencialmente el rango de tolerancia fisiolégica de las especies marinas (Briggs,

1974; Fischer, 1960).
2.2.3. Analisis genético
2.2.3.1. Diversidad genética
La diversidad genética se define la cantidad o suma de la variacién genética
presente en una poblaciébn o especie como consecuencia de su evolucion

(Frankham et al 2002). La diversidad genética actia como un reservorio que

permite la adaptacién a los cambios ambientales y es estimada mediante



pardmetros o indices que cuantifican la variacién genética encontrada en los
marcadores moleculares empleados.

Por ejemplo, en base a alineamientos de secuencias de ADN (e.g.
marcadores mitocondriales) se puede contar directamente varios estimadores de
diversidad genética tales como (1) el nimero de sitios polimoérficos (S), el cual
indica el nimero de posiciones en el alineamiento donde ha ocurrido un
polimorfismo (el cual puede ser una transicion o una transversion), (2) los indels o
eventos de insercion-delecion, los cuales también pueden ser considerados como
sitios polimorficos, (3) el nimero de mutaciones (Eta) que indica el numero de
cambios mutacionales y (4) el nimero de haplotipos (H) indica el nimero de
secuencias diferentes que existen en la poblacion. Un haplotipo mitocondrial se
define como una variante de secuencia producto de la combinacién determinada de
polimorfismos.

Pero los indices de diversidad genética méas utilizados son (1) la diversidad
haplotipica (Hd) (Nei, 1987), definida como la probabilidad de que dos haplotipos
tomados al azar sean diferentes, y (2) la diversidad nucleotidica (n) (Nei, 1987),
definida como la probabilidad de que dos nucle6tidos tomados al azar sean
diferentes. El valor de la diversidad haplotipica es cero cuando todos los individuos
de la poblacién poseen el mismo haplotipo, y 1 cuando todos los individuos exhiben
haplotipos diferentes. Este indice depende tanto del nimero de haplotipos como de
sus frecuencias (nimero de individuos que posean un determinado haplotipo). Si
las frecuencias de los haplotipos son relativamente equitativas, sin predominancia
de un haplotipo en particular, la diversidad haplotipica sera alta. Por el contrario, si

un haplotipo en particular es predominante en la poblacidn, se espera que la
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diversidad haplotipica de dicha poblacién sea baja. Por su lado, la diversidad
nucleotidica depende de las frecuencias de los haplotipos como del nimero de

diferencias nucleotidicas entre ellos (i.e. diferencias a pares de secuencias).

2.2.3.2. Redes de haplotipos

Una red de haplotipos (haplotype network, en inglés) es un grafico que
permite visualizar, ademas de las relaciones genéticas entre los haplotipos, las
frecuencias de estos, los pasos mutacionales que los separan y los haplotipos
faltantes o no muestreados. También permite investigar el nivel de flujo génico, el
grado de estructuracion genética, la asociacion geografica e incluso dar informacion
acerca del pasado demografico de la poblacion. En estas redes, los haplotipos son
representados como circunferencias con tamafios proporcionales a sus frecuencias,
y las conexiones entre haplotipos representan a los eventos coalescentes. En base a
los principios de coalescencia se pueden hacer las siguientes predicciones: (i) los
haplotipos de mayor frecuencia tienen alta probabilidad de ser ancestrales, (i1) los
haplotipos que tienen multiples conexiones muy probablemente sean ancestrales,
(i11) dentro de la red los haplotipos ancestrales son interiores y los haplotipos nuevos
tienen mayor probabilidad de ser periféricos o “de punta”, (iv) se espera que los
haplotipos ancestrales tengan una amplia distribucién geografica bdsicamente
porque los individuos han tenido mas tiempo para dispersarse, y (v) los haplotipos
con una Unica conexion se espera que estén unidos a haplotipos de la misma
poblacién dado que han evolucionado recientemente y no han tenido mucho tiempo

para dispersarse (Clement et al., 2000).



2.2.3.3. Estructura genética

La estructura genética se define como la distribucion espacial de la
diversidad genética (Chakraborty, 1993). Una estructuracidon genética alta implica
fuertes diferencias en las frecuencias genéticas (frecuencias de los haplotipos) entre
las poblaciones. En contraste, una baja estructura genética implica que las
poblaciones que la constituyen son casi idénticas a nivel genética, con nulas o muy
pocas diferencias en las frecuencias de los haplotipos.

La estructura genética estd determinada por dos fuerzas principales: la
deriva génica y el flujo génico (migracién). Si una poblacion esta estructurada es
casi seguro que la poblacién ha sido pequeiia (ha habido una intensa deriva génica)
y/o ha existido poco flujo génico (migracion). Si la poblacion es pequeiia la deriva
génica es la fuerza principal que determina las frecuencias de los haplotipos, lo cual
genera pérdida de diversidad genética y por tanto es méas factible que la poblacion
se estructure. Sin embargo si existe flujo génico, esto contrarrestaria los efectos de
la deriva. El flujo génico es un componente principal de la estructura poblacional
porque determina hasta qué punto cada poblacidn local de una especie es una unidad
evolutiva independiente (aislada). Si hay una gran cantidad de flujo génico entre
poblaciones locales, todas estas poblaciones evolucionan juntas (homogeneidad
geografica), es decir, el fluyjo génico funcionaria como una fuerza evolutiva
cohesiva; pero si hay poco flujo génico cada poblacidén evoluciona en forma casi

independiente (estructuracion genética).
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2.2.3.4. Flujo génico

El flujo génico es la transferencia de material genético entre poblaciones
como producto del movimiento de individuos o sus gametos. El flujo génico es
notoriamente dificultoso de monitorear directamente, pero cominmente es inferido
de la distribucién espacial de los marcadores genéticos empleando métodos
estadisticos a través de estimadores tales como la tasa de migracién (M) y nimero

de migrantes (Nm) (Larson et al 1984).

2.2.3.5. Filogeografia

La filogeografia es el analisis de la distribucion de linajes de genes de una
especie con la finalidad de inferir los procesos historicos que determinaron dicha
distribucion (Avise, 2000). La filogeografia engloba tanto aspectos temporales
(procesos evolutivos) como espaciales (estructura genética) y utiliza basicamente
dos métodos de andlisis: un método grifico, basado en arboles de genes o en
coalescencia, y un método que considera estadisticos de resumen y parametros
demograficos (Posada & Crandall, 2001). Las genealogias o linajes de genes trazan
las relaciones evolutivas entre los haplotipos, y los métodos para construirlas se
basan en coalescencia, que es una herramienta matematica que permite "rastrear
hacia atras" en el tiempo hasta el punto en que los haplotipos "coalescen" en un
haplotipo ancestral comun. La coalescencia también permite estimar parametros
poblacionales tales como las tasas de mutacidén, migracién y otros procesos
(Rosenberg & Nordborg, 2002). Para ello, usualmente se utilizan secuencias de

ADN altamente variables y selectivamente neutrales, e.g. ADN mitocondrial, que
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permitan reconstruir genealogias y estudiarlas en un contexto geografico (Avise,
2000).

La filogeografia se considera una rama de la biogeografia histérica. Por ello,
tanto los estudios biogeograficos como los filogeograficos son muy similares en
cuanto a su alcance: ambos se enfocan en comprender la distribucion geografica de
la diversidad y los procesos responsables de estos patrones. La diferencia es que la
biogeografia se enfoca en la distribucidn de especies y comunidades, mientras que
los estudios filogeograficos se enfocan en la distribucion de la diversidad genética
(Avise, 2000).

Los primeros trabajos en filogeografia consideraron que los limites genéticos
en especies ampliamente distribuidas podrian coincidir con limites biogeograficos
(Avise et al., 1987; Avise, 1992;) puesto que los mismos procesos fisicos que
limitan las distribuciones de las especies pueden actuar como filtros al flujo génico,

creando el paradigma de la “concordancia entre la filogeografia y la biogeografia”.

2.2.4. Estudios de filogeografia en zonas de transicion biogeografica

La presencia de linajes genéticos dentro de las especies marinas parece estar
correlacionada con los limites biogeograficos. Estas discontinuidades filogenéticas
fueron inicialmente reportadas en la costa este de Estados Unidos en el quelicerado
Limulus polyphemus (Saunders et al., 1986) y en el ostion americano Crassostrea
virginica (Reeb & Avise, 1990). Ambos casos de discontinuidad filogenética fueron
atribuidos a barreras al flujo génico originadas por convergencia entre corrientes
locales. En la costa Pacifica de Estados Unidos, un estudio filogeografico en 50

especies costeras encontrd que el centro de surgencias de Cabo Mendocino funciona
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como una importante barrera al intercambio genético, principalmente para especies
que habitan el intermareal superior (Kelly & Palumbi, 2010).

En Indonesia, la denominada “Linea de Wallace” constituye un quiebre
biogeografico que separa la flora y fauna terrestres del norte y sur de dicho pais y
que bisecta los océanos Indico y Pacifico simultineamente. Se pensaba que esta
“barrera” no afectaba a la fauna marina y que la velocidad de las corrientes locales
(de hasta 1 m/s) facilitaria la dispersion larval existiendo la hipotesis de una fuerte
conectividad genética entre poblaciones. Sin embargo, un estudio en el camaron de
arrecife Haptosquilla pulchella, con una duraciéon larval peldgica entre 4-6
semanas, encontro altos niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones del
norte y sur de Indonesia de esta especie sugiriendo la presencia de un equivalente
marino a la Linea de Wallace. Estos resultados han sido atribuidos a la vicarianza
provocada por la disminucidén de los niveles del mar durante el Pleistoceno
(levantamiento de las plataformas continentales Sahul y Sonda) (Barber et al.,
2000). En un estudio posterior, con un muestreo mas extensivo colectando
individuos de Papua Nueva Guinea, se logré encontrar otro quiebre genético
adicional, el cual fue atribuido a la retrofleccién de la Corriente Sur-Ecuatorial la
cual estaria limitando la dispersion larval (Barber et al., 2002).

Un estudio en el Tridngulo de Coral (Pacifico suroeste) encontrd fuertes
concordancias entre los patrones filogeograficos y las ecorregiones marinas
propuestas por Spalding et al (2007) en tres especies de almejas del género Tridacna
(De Boer et al., 2014). Estos resultados sugieren que los mismos factores fisicos

relacionados con la formaciéon de limites biogeograficos, e.g. corrientes y
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temperatura, también estarfan limitando la conectividad genética de estas tres
especies a través del Tridngulo de Coral.

La costa sur de Australia constituye una importante barrera biogeogréfica
marina (Ayre et al., 2009). Varios estudios filogenéticos en invertebrados
intermareales han encontrado quiebres filogeograficos significativos concordantes
con el Promontorio Wilsons, peninsula que en el pasado fue parte de un puente de
tierra entre Tasmania y Australia, lo que en actualidad se conoce como Estrecho de
Bass (Dawson, 2005; Waters et al., 2005; York et al., 2008; Ayre et al., 2009). Estos
estudios concuerdan que esta zona del sur de Australia, debido a la convergencia de
corrientes antagonicas, constituye una importante barrera al flujo génico.

Nueva Zelanda también constituye un escenario biogeografico interesante
debido a la expectativa de que los procesos oceanograficos en el Estrecho de Cook
tales como un intenso afloramiento costero, fuertes flujos de marea y turbulencia
puedan restringir el flujo génico y promover la diferenciacion genética. Un estudio
en la estrella de mar Patiriella regularis encontrd linajes genéticos concordantes
entre el norte y el sur ademés de una divergencia genética sugiriendo un flujo génico
restringido (Waters & Roy, 2004). Similares hallazgos se encontraron en el
ofiuroideo Amphipholis squamata (Sponer & Roy, 2002), en el mitilido Perna
canaliculus (Apte & Gardner, 2002; Star et al., 2003) y en especies del género
Cellana (Goldstien et al., 2006) y Nacella (Goldstien et al., 2006).

La costa de Sudafrica constituye la zona de transicién entre los océanos
Atlantico e Indico. En esta importante zona de transicion, ubicada entre Punta del
Cabo y Punta de las Agujas, se han detectado varios quiebres filogeograficos en

organismos marinos (Gopal et al., 2006; Teske et al., 2006; Zardi et al., 2007; Teske
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et al.,, 2008; Teske et al., 2011). Estos quiebres han sido atribuidos a
discontinuidades en pardmetros ambientales tales como temperatura del agua,
salinidad y concentraciones de nutrientes, ademas de factores fisicos como
corrientes y celdas de afloramiento (Teske et al., 2011).

En la costa de Chile, a los 30°S, se encuentra el limite biogeografico entre
la Provincia Peruana y la zona biogeografica denominada Area Intermedia (Camus,
2001). Varios organismos marinos han mostrado un quiebre filogeografico
consistente con este limite biogeogrifico: el cirripedo Notochthamalus scabrosus
(Zakas et al., 2009; Zakas et al., 2014), las algas Lessonia nigrescens (Tellier et al.,
2009), Mazzaella laminarioides (Montecinos et al., 2012) y Macrocytis pyrifera
(Macaya & Zuccarello, 2010), y los gastrépodos con desarrollo directo Acanthina
monodon (Sanchez et al., 2011) y Crepipatella dilatata (Brante et al., 2012). Un
estudio en ocho especies costeras, cinco con larga duracién de tiempo larval
pelagica (Emerita analoga, Petrolisthes violaceus, Heliaster heliantus, Stichaster
striatus y Tetrapygus niger), dos de corta duracién larval (Scurria scurra 'y Tegula
atra) y una especie con desarrollo directo o “brooder” (Oschestoidea tuberculata)
reportd baja diferenciacion en cuatro de las cinco especies con alta capacidad de
dispersion y quiebres filogeograficos concordantes con el limite de los 30°S en las
especies con baja o nula dispersion larval (Haye et al., 2014). Estos resultados
sugirieron que la divergencia entre linajes al norte y al sur de los 30°S es
consecuencia de la interaccidn entre este limite biogeografico y la capacidad de

dispersion larval.
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2.2.5. La zona de transicion biogeografica de la costa norte del Pera

A lo largo del Pacifico Suroriental, la zona de transicién en el norte de Perd
es considerada un importante limite biogeografico (Briggs, 1974). Esta zona de
transicion constituye el limite entre la Provincia del Pacifico Sureste Templado
Calido y la Provincia del Pacifico Este Tropical (4°-6°S) (Spalding et al., 2007),
conocidas también como Provincia Peruana y Provincia Panamefia (Forbes, 1856)
(Figura 1). Las corrientes costeras superficiales que convergen frente a esta linea
de costa son la Corriente Costera Peruana y la corriente Costera Ecuador-Peru
(Cucalon, 1987; Strub et al., 1998; Chaigneau et al., 2013). La Corriente Costera
Peruana, proveniente de Chile, fluye por las costas peruanas con aguas frias hasta
el sur de Punta Aguja (6°S), donde se desvia hacia el oeste hacia las Islas Galapagos
(Strub et al., 1998). La Corriente Costera Ecuador-Peru por su lado constituye una
rama de la Contracorriente Ecuatorial que se desplaza con direccidn hacia el sur a
lo largo de las costas de Ecuador y del norte del Perd. Al llegar a Cabo Blanco
(4°15°S) esta corriente se desvia hacia el oeste para formar parte de la corriente
Ecuatorial (Chaigneau et al., 2013). Esta convergencia de corrientes genera
gradientes en la TSM vy la salinidad por lo que se considera una zona de mezcla
(Flores et al., 2013). Dependiendo de la estacion del afio, en la zona de transicion
prevalecen condiciones de uno u otro sistema: en el invierno-primavera prevalecen
las condiciones frias del Sistema de Humboldt, y en el verano-otofio las condiciones
calidas del Sistema Tropical (Flores et al., 2013).

La zona de transicién de la costa norte del Peru es dindmica en cuanto a su
rango latitudinal debido a los cambios oceanograficos que vienen ocurriendo desde

la aparicion de los eventos ENSO (EIl Nifio-Southern Oscillation). ENSO es un
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fendmeno acoplado océano-atmésfera de macroescala que presenta dos fases
alternadas con caracteristicas opuestas: una fase calida llamada El Nifio y una fase
fria 1llamada La Nifa (Philander, 1985). Generalmente, la manifestacion
oceanogrifica de la fase calida en la costa norte del Peru es la proyeccion hacia el
sur de las ATS (ubicadas normalmente al norte de los 4°S, TSM > 25°C) hasta los
6°S, y de las AES (ubicadas normalmente al norte de los 6°S, 19°C < TSM < 25°C)
usualmente hasta los 8°S (Zuta & Guillén, 1970). La fase fria se asocia a un
repliegue hacia el norte de las AES y a una surgencia de aguas frias (Mor6n, 2000).
Debido a estos flujos de agua, la zona de transicion puede desplazarse hacia el norte
de los 4°S durante el invierno y afios La Nifia, hacia el sur de los 6°S durante el
verano, y hacia el sur de los 7°S durante afos El Nifio (Strub et al., 1998).

Historicamente, esta zona de transicion ya ha sido reportada por varios
autores. En base a la ocurrencia de peces tropicales y templados, se propuso al area
comprendida entre la Bahia de Cardquez (Ecuador) y Punta Aguja (Peninsula de
Illescas) como una zona de transicién entre ambas provincias (Koepcke, 1957,
1958; Lopez, 1963; Medina, 1969). Estudios zoogeograficos basados en moluscos
también han sugerido la existencia de una zona de transicién (Dall, 1909; Balech,
1954; Olsson, 1961; Stuardo, 1964). Especificamente Olsson (1961), quien trabajo
con bivalvos, propuso a la region comprendida entre Cabo Blanco (4°15°S) y Punta
Aguja (6°S) como una zona de transiciéon. Més adelante, se plante6 una subdivision
de cuatro distritos biogeograficos para la costa sureste del Pacifico, proponiéndose
al rango de los 3°30’S - 7°S como una zona intermedia (Vegas-Vélez, 1980).

Un trabajo biogeogréfico reciente en comunidades de invertebrados y algas

intermareales de la costa centro-norte del Peru report agrupamientos concordantes
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con las tres zonas biogeograficas: una unidad biogeografica norte (3°30°S —4°30°S)
concordante con la Provincia Panamefia, seguida de una unidad biogeografica
intermedia concordante con la zona de transiciéon (5°S - 5°30°S) y una unidad
biogeografica centro-sur (6°S - 13°30°S) concordante con la Provincia Peruana

(Ibafiez, 2016).
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Figura 1. Ubicacién geografica de la Zona de Transicion de la costa norte del Perd. Se
indican algunas localidades importantes. Leyenda de corrientes superficiales: PCC
(Peruvian Coastal Current) y EPCC (Ecuador-Peru Coastal Current) (Fuente: Sergio
Barahona)
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2.2.6. Capacidad de dispersion en invertebrados intermareales

Los invertebrados intermareales poseen generalmente una historia de vida
bipartita caracterizada por una fase larval peldgica y una fase post-asentamiento
sedentaria. Al ser el estadio adulto predominantemente sésil o hemisésil, la larva es
considerada como la fase dispersiva y la que influye notablemente en la
conectividad en estas especies (Hedgecock, 1986). La capacidad de dispersion de
una larva depende mayormente de su modo de desarrollo y de la duracién de su
larva peldgica en la columna de agua (PLD, Pelagic Larval Duration), puesto que
estos factores estdn involucrados con una menor diferenciacion genética entre
poblaciones (Scheltema, 1971; Kyle & Boulding, 2000). Las larvas pueden
presentar un modo de desarrollo pelagico planctotréfico (alta capacidad de
dispersion y alto PLD), pelagico lecitotrofico (limitada capacidad de dispersion y
un PLD corto) o un desarrollo no pelagico o directo (PLD cero, “brooders” o

viviparos, eclosionan en juveniles) (Thorson, 1950).

2.2.7. Marcadores mitocondriales: COI y 16SrRNA

Los marcadores mitocondriales Citocromo Oxidasa I (COI) y 16SrRNA
(subunidad mayor ribosomal) son fragmentos internos de sus respectivos genes
(Figura 2). El marcador COI exhibe una tasa de evolucidén molecular intermedia-
moderada siendo de gran utilidad para abordar cuestiones de genética
intrapoblacional (Avise, 2000), asi como para la identificacidon genética de especies
mediante el Codigo de Barras de ADN (Hebert et al., 2003). El marcador 16STRNA

(RNA de la subunidad mayor ribosomal) suele exhibir una tasa de evolucion
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molecular alta, por lo que es utilizado generalmente como marcador a nivel intra-

poblacional (Romano & Palumbi, 1996; Saccone et al., 1999).
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Figura 2. Ubicacion de los genes 16S y COI en el genoma mitocondrial

Fuente: (http://www.larapedia.com/scienze/tassonomia_significato.html)

2.2.8. Especies en estudio

Los modelos bioldgicos escogidos para la presente investigacion fueron los
moluscos intermareales Echinolittorina paytensis y Brachidontes adamsianus. Los
criterios para elegir estas especies fueron (1) su distribucidén geografica, el cual
atraviesa la zona de transicion, (2) son moluscos abundantes en el intermareal
rocoso del norte peruano, que los hace faciles de muestrear, (3) su no importancia
economica, puesto que al no ser especies extraidas, explotadas o cultivadas por el

hombres, su diversidad y estructura genética es natural.

2.2.8.1. Echinolittorina paytensis

El caracol Echinolittorina paytensis (Philippi, 1847) (Gastropoda:

Littorinidae) habita el intermareal rocoso desde Costa Rica hasta el norte del Perd
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(Reid, 2002; Giraldo-Cardona et al., 2014). En el Perd ha sido reportada como
abundante en la costa norte (Ramirez et al., 2003), pero también ha sido reportada
mas al sur (como Littorina paytensis) hasta Pimentel (6°50°S) (Pefia, 1970) y
Pacasmayo (7°31°S) (Vegas-Vélez, 1968; Peiia, 1970; Alamo & Valdivieso, 1997).
La morfologia de esta especie (como Nodilittorina paytensis) ha sido descrita en
detalle (Reid, 2002). Esta especie fue incluida en un estudio de filogenia molecular
dentro del género Echinolittorina (Williams & Reid, 2004 ), pero no reporta estudios

genético-poblacionales ni filogeograficos.
2.2.8.2. Brachidontes adamsianus

El mitilido Brachidontes adamsianus (Dunker, 1857) (Bivalvia: Mytilidae)
habita el intermareal rocoso desde el Golfo de California hasta Paita, incluyendo
las Islas Galdpagos (Olsson, 1961). Esta especie ha sido incluida recientemente en
la lista de especies de bivalvos de la costa peruana (Paredes et al., 2016). No ha sido

considerada en estudios filogeograficos hasta la fecha.
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2.3. Justificacion del estudio

Las zonas de transicion son ecosistemas de interés para estudiar la
diversidad genética y estructura poblacional de especies costeras. Esto se debe a
que estos lugares son puntos de convergencia entre sistemas con caracteristicas
oceanogrificas contrastantes que pueden potencialmente restringir el flujo génico.
En especial, permiten poner a prueba la hipétesis de la barrera oceanografica y
como consecuencia, la existencia de linajes afines a las zonas biogeograficas.
Debido a que el estudio de la conectividad poblacional utilizando métodos directos
(e.g. marcaje de larvas para seguimiento) es dificil, e inferir la historia evolutiva de
las especies con métodos tradicionales es practicamente imposible, la aplicacion de
herramientas moleculares, e.g. marcadores del genoma mitocondrial, resulta
valioso para abordar estas interrogantes.

La zona de transicion en el rango latitudinal costero de los 4°- 6°S merece
una atencion especial debido a que, aparte de ser el tnico limite biogeografico
reconocible dentro del extenso ecosistema marino del Peru, su estudio es critico
para entender la historia evolutiva y conectividad de aquellas especies cuyas
distribuciones geogréaficas incluyen a este limite biogeografico.

Los moluscos, especialmente los gasteropodos y bivalvos, son taxa
conspicuos en el intermareal rocoso y son especialmente sensibles a cambios
oceanograficos tales como El Nifo. Las especies Echinolittorina paytensis
(Gastropoda: Littorinidae) y Brachidontes adamsianus (Bivalvia: Mytilidae)
constituyen excelentes modelos bioldgicos para testear la hipotesis filogeografica

debido a su amplia distribucidn en el intermareal rocoso del norte peruano.
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La importancia de este estudio también radica en la generacién de
conocimiento nuevo para la costa peruana, escalando desde genes a la
estructuracion en la distribucidén biogeogrifica de invertebrados. Este tipo de
estudios que investiguen procesos de conectividad genética y filogeografia, no ha
sido atn considerado en el cuerpo de conocimiento sobre el ecosistema marino del
Peri. Ademas, la informacion obtenida puede ser potencialmente usada a futuro
para desarrollar o implementar areas marinas protegidas basadas en conocimientos

de conectividad genética.
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2.4. Objetivos

24.1.

2.4.2.

General

Describir los patrones filogeograficos de los moluscos intermareales
Echinolittorina paytensis (Gastropoda: Littorinidae) y Brachidontes
adamsianus (Bivalvia: Mytilidae) a través de la zona de transicién y parte

de las Provincias Biogeograficas Panamefia y Peruana.

Especificos

Identificar genéticamente mediante el uso del marcador mitocondrial
Citocromo Oxidasa I (COI) a las especies estudiadas.

Estimar la diversidad genética de las especies estudiadas en base a los dos
marcadores genéticos utilizados (COI' y 16STRNA)

Determinar las relaciones filogenéticas entre las poblaciones y la
biogeografia para ambas especies

Determinar la estructura genética en base a los dos marcadores utilizados en
ambas especies.

Describir la historia demogréfica de las especies estudiadas.
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2.5. Hipotesis

La zona de transicién de los 4°-6°S actia como una barrera para la
conectividad genética de los moluscos intermareales Echinolittorina paytensis y
Brachidontes adamsianus. Como consecuencia, existen linajes genéticos separados
geograficamente y ubicados a ambos lados de este limite biogeografico existiendo
una concordancia filogeografica con las provincias biogeograficas Panamefa y

peruana.
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3. METODOLOGIA

3.1. Diseio del estudio

La presente investigacion es un estudio descriptivo, observacional y
transversal. No hubo intervencién por parte del investigador y sélo se recogieron
los datos de secuencias de ADN de los individuos. El esquema de muestreo fue
disefiado para analizar el efecto genético de la zona de transicidn sobre las especies

Echinolittorina paytensis y Brachidontes adamsianus.
3.2. Poblacion

La poblacion investigada constituye el conjunto total de individuos
asentados de las especies E. paytensis y B. adamsianus en el intermareal rocoso
entre las costas de Anconcito (Salinas, Ecuador) y Puémape (La Libertad, Pert)

durante el mes de mayo del 2016.
3.3. Muestra

La muestra constituye el subconjunto de individuos de ambas especies que
fueron colectados durante el viaje de campo. Se seleccionaron a priori 18
localidades costeras que presentaron intermareal rocoso desde Anconcito (Cantén
Salinas, Provincia de Santa Elena, Ecuador) hasta Puémape (Distrito de San Pedro
de Lloc, Provincia de Pacasmayo, La Libertad) (Tabla 1), cubriendo de esta manera
la totalidad de la Zona de Transicion y partes adyacentes de la Provincia Panamefia

y Peruana (Figura 3).
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Tabla 1. Informacion de las localidades de muestreo

Zona Biogeografica  Localidad Eggﬁﬁigg F:gllé i tie Lo?vgvl; ud La(tét)Ud
Provincia Panamefia ~ Anconcito ANC 16/05/2016  80°53> 2°19'S
Provincia Panamefia = Bonanza BON 18/05/2016  80°45°  3°43'S
Provincia Panamena  Acapulco ACA  19/05/2016 80°46° 3°44'S
Provincia Panamefia ~ Punta Mero PME 19/05/2016  80°52°  3°54'S
Provincia Panamefia  Punta Sal PSA 19/05/2016  80°59°  3°59'S
Provincia Panamefia  El Bravo BRA 19/05/2016  80°59°  4°00'S
Zona de Transicion La Punta PUN 19/05/2016  81°03°  4°06'S
Zona de Transicién Las Pocitas POC 19/05/2016  81°05° 4°06'S
Zona de Transicion Punta Veleros PVE 20/05/2016  81°08”  4°10'S
Zona de Transicién El Nuro NUR  20/05/2016 81°10° 4°13'S
Zona de Transicion Cabo Blanco CAB  20/05/2016  81°13> 4°15'S
Zona de Transicién Yacila YAC  21/05/2016 81°10° 5°07'S
Zona de Transicion ~ Cangrejos CAN  21/05/2016 81°10° 5°08°S
Zona de Transicién Islilla ISL 21/05/2016  81°11° 5°12'S
Zona de Transicion La Tortuga TOR  21/05/2016 81°07° 5°17'S
Zona de Transicion Punta Aguja AGU  22/05/2016  81°03° 5°47'S
Provincia Peruana Media Luna MED  23/05/2016  79°51°  6°57'S
Provincia Peruana Puémape PUE  24/05/2016  79°32> 7°31'S

3.4. Operacionalizacion de variables

Considerando a un individuo como unidad de analisis, el dato es su secuencia de
ADN. Pero una secuencia de ADN no constituye un dato numérico. Debido a la
presencia de mutaciones, no todos los individuos en la muestra poseeridn la misma
secuencia. Una secuencia de ADN es una variable discreta politomica, debido a que
puede tomar varias categorias (haplotipos). Un individuo se clasificara en una
categoria y solo en una categoria (haplotipo). En la muestra, varios individuos
pertenecerdn al mismo haplotipo por lo que se podra calcular las frecuencias de
cada haplotipo. Considerando a la poblaciéon como unidad de analisis (llamese
“poblacion” al conjunto de individuos muestreados provenientes una misma

localidad geogréfica) es posible reconocer algunas variables numéricas basado en
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el alineamiento de secuencias: el nimero de sitios polimérficos (S), el nimero de

haplotipos (H) y la diversidad haplotipica (Hd) (Tabla 2).

Tabla 2. Operacionalizacion de variables

) Tipo de Escala de ) L.
Variable p‘ .., Indicadores Técnica
variable medicidén
. L. Secuenciamiento
Haplotipo Categorica . .
(Polimorfismo politémica Nominal  1- n categorias de ADN
de secuencia)
Nimero de Cuantitativa Secuenciamiento
.. ) Razo6n 0O-n
Sitios discreta de ADN
polimoérficos (S)
Cuantitativa Secuenciamiento
Numero de Jiscreta Razoén 1-n de ADN
haplotipos (H)
. .- Secuenciamiento
Diversidad Cuantl‘tatlva Razén 0—-Hd min{ma de ADN
continua 1 — Hd maxima

haplotipica (Hd)

3.5. Procedimientos y técnicas

3.5.1. Procedimiento de Muestreo

La salida de campo fue realizada durante el mes de mayo del 2016 en
direccion de norte a sur. Se muestrearon de dos a tres localidades por dia durante la
bajamar. La busqueda de especimenes adultos consistio en la exploraciéon completa
de la zona intermareal, revisando también entre grietas y por debajo de las rocas.
De preferencia, se colectaron individuos solitarios, pero en caso de agregaciones se
colectaron individuos alejados entre si. En promedio, se colectaron entre 10-15
individuos por cada localidad los cuales fueron almacenados en tubos de plastico

conteniendo agua de mar. Los tubos de plastico contuvieron ademas papel
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impermeable para codificar al individuo. Posteriormente los individuos fueron

almacenados en alcohol 96%.
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Figura 3. Mapa indicando las localidades de muestreo y las zonas biogeograficas a las que
pertenecen. El mapa en la esquina superior derecha indica el contexto geografico del
estudio (Fuente: Sergio Barahona)

Los caracteres morfologicos externos de la concha fueron utilizados para
verificar los especimenes colectados a nivel taxondémico. Para la especie
Echinolittorina paytensis, se empled el articulo sobre especies del género
Nodilittorina (antiguo nombre del género Echinolittorina) del Océano Pacifico
oriental (Reid, 2002), y para los individuos de Brachidontes adamsianus se

emplearon dos articulos que describen a moluscos bivalvos de la Provincia
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Panameifia (Olsson, 1961; Keen, 1971). Previo a la diseccién en laboratorio, los
animales fueron registrados fotograficamente con ayuda de un estereoscopio.

Los tejidos blandos de cada individuo (tejido del pie en caso de E. paytensis
y musculo abductor en caso de B. adamsianus) fueron separados de sus conchas,
lavados con agua destilada estéril y almacenados en etanol 70%. Se realizaron
recambios de alcohol cada cinco horas por un lapso tres dias para depurar la carga
de sales marinas y microalgas. Finalmente, los tejidos fueron almacenados en etanol
100% y transportados al laboratorio Analisis Biomoleculares (BIOAL SAC, Lima,
Peru) para su procesamiento molecular desde extraccion de ADN hasta purificacion

de productos de PCR.

3.5.2. Procedimiento de Laboratorio

3.5.2.1. Extraccion de ADN y electroforesis

Para el aislamiento de ADN genémico se utiliz6 el E.Z.N.A® Mollusc DNA
Kit (Omega BioTek, Inc) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Este kit
estd basado en las propiedades del detergente catiénico CTAB (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) el cual permite la eliminacién selectiva de
mucopolisacaridos, sustancias inhibitorias abundantes en los tejidos de los
moluscos (Sokolov, 2000). Al finalizar la extraccion, el ADN de cada individuo fue
cuantificado (ng/ul) empleando el método fluorimétrico QuBit® (dsDNA-BR) y se

evalué el grado de fragmentacién en geles de agarosa.
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3.5.2.2. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia
molecular que permite amplificar (copiar) millones de veces una secuencia de ADN
especifica y poderle efectuar diversos técnicas posteriores tales como el
secuenciamiento. El producto final del PCR se denomina “producto de PCR” o
“amplicon”. Esta técnica utiliza una enzima ADN Polimerasa y consiste en ciclos

térmicos (que usualmente son 35) de tres etapas (Figura 4):

1) Desnaturalizacion: En esta etapa la temperatura es de 94°C-95°C generando
que el ADN se desnaturalice, esto es, que las hebras se separen.

2) Alineamiento: En esta etapa la temperatura varia de 35°C-60°C y depende
de los cebadores a utilizarse. Los cebadores son pequefias secuencias de
ADN de cadena simple que flanquean la region de interés.

3) Extension: La temperatura en esta etapa es usualmente de 72°C, que es la

temperatura Optima para la activacion de la enzima ADN polimerasa.
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0 cycle #1 cycle #2 cycle #3 cycle #4

Figura 4. Ciclos de una reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)
(Fuente: http://www.btci.org/k12/bft/pcr/PCR_studentscenario_files/PCR_basic principlel.ipg)

Para amplificar por PCR los marcadores COI y 16SrRNA se utilizaron los
cebadores universales reportados en la literatura (Tabla 3). Se estandarizaron las
reacciones de PCR variando las concentraciones finales de Cloruro de Magnesio
(MgClp), la cantidad de ADN (ng) y la temperatura de alineamiento (Ta). Las
condiciones de amplificacion estandarizadas para cada marcador fueron similares,
solo diferencidndose en la concentracion de Cloruro de Magnesio (MgCl2) y la
temperatura de alineamiento. Se utilizaron las siguientes concentraciones finales
para un volumen de 25 pl de reaccion: 10X Buffer Taq (1X), MgClz (1.5 mM para
COI 'y 2 mM para 16SrRNA), cebadores (0.5 uM cada uno), dNTPs (0.2 mM cada

uno), ADN (25 ng) y Maxima Hot Start Taq Polimerasa (0.5 U). El perfil térmico
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de la reaccion utilizado fue: 95°C (3 min), 35 ciclos de [95°C (40 s), 46°C (1 min,

para COI) o 52°C (40 s, para 16S), 72°C (1 min)], 72°C (7 min).

Tabla 3. Cebadores de los marcadores COl 'y 16STRNA

Gen Cebador Secuencia (5° — 37) Referencia

COI LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al 1994
COI HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al 1994
16S 16S-ar CGCCTGTTTATCAAAAACAT Palumbi, 1996
16S 16S-br CCGGTCTGAACTCAGATCATGT Palumbi, 1996

Finalizando la reaccidn se procedio a verificar las amplificaciones corriendo
los productos de PCR en geles de agarosa 2%, los cuales fueron previamente tefiidos
con bromuro de etidio y posteriormente visualizados en un transiluminador UV.
Luego, los productos de PCR fueron tratados con las enzimas Exonucleasa I y

Fosfatasa Alcalina para eliminar los dNTPs y cebadores no incorporados.
3.5.2.3. Secuenciamiento de ADN

Para obtener las secuencias de ADN, los productos de PCR ya purificados
fueron enviados a la empresa MACROGEN (Maryland, USA). Esta empresa presta
el servicio de secuenciamiento con el método de Sanger. Se solicito el
secuenciamiento de los amplicones para ambos marcadores genéticos utilizando los

dos sentidos (Forward y Reverse).
3.6. Consideraciones éticas

El proyecto de investigacion de la presente tesis, titulado ‘“Patrones
filogeograficos de moluscos intermareales a lo largo de un gradiente biogeografico
en la costa norte del Pert” con cédigo de Inscripcidon SIDISI 66621, fue aprobada

en la sesién CIEA (Comité Institucional de Etica para el uso de animales) el dia 11
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de julio del 2016, por lo que los objetivos y procedimientos desarrollados en la

presente investigacion estan de acuerdo a lo estipulado en el protocolo del comité.

3.7. Plan de analisis

3.7.1. Ensamblaje y comprobacion de secuencias de ADN

El ensamblaje de secuencias de cada individuo, i.e. la generacién de una
secuencia consenso a partir de las hebras forward y reverse, fue realizado con la
ayuda del programa Sequencher™ 5.4.6 (Gene Codes Corporation, MI). Este
programa permite el recorte automatico de extremos de baja fidelidad asi como del
ensamblaje y de la curacién de bases nitrogenadas ambiguas. Las secuencias
ensambladas finalmente fueron exportadas en formato Fasta (*.fas) para su
alineamiento.

Un paso importante es la comparacién de secuencias contra una base de
datos. BLAST, del inglés Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al.,
1990), es un programa de buisqueda de similaridad que permite encontrar secuencias
similares o evolutivamente cercanas a la secuencia problema dentro de la base de

datos del Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Esta herramienta

otorga también la significancia estadistica de los matches.

BOLDSYTEMS (http://boldsystems.org/) es una plataforma web de la

iniciativa BOLD (The Barcode of Life Data) que provee herramientas para el
ensamble y uso de datos de cddigo de barras. Una de estas herramientas es el IDS
(The BOLD lIdentification System), que con un algoritmo similar al BLAST permite

identificar a nivel de especie secuencias de Citocromo Oxidasa I. Se utiliz6 el
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BLAST para verificar los resultados de ambos marcadores, mientras que el

BOLDSYSTEMS para las secuencias COI unicamente.

3.7.2. Alineamiento

El alineamiento muiltiple de secuencias es la comparacion de dos o mas
secuencias de ADN de tal manera que los sitios homélogos compartan la misma
posicidn vertical. El alineamiento permite identificar posiciones que posean
polimorfismos, i.e. mutaciones. Este paso fue realizado con la ayuda de la
herramienta CLUSTAL-W (Thompson et al., 1994) disponible en el software
BIOEDIT v.7.0.5.3 (Hall, 1999). Para el alineamiento se utilizaron los parametros
que el programa utiliza por defecto (Gap Open Penalty = 10, Gap Extension Penalty

=0.05, Weight Transition = 0.05, Weight Matrix = CLUSTAL W).

3.7.1. Coédigo de barras de ADN

Se construyeron arboles de distancia Neighbor-Joining empleando el
modelo de sustitucién Kimura 2-parametros (K2P) en base a las secuencias COI
obtenidas en este estudio y de otras secuencias de especies evolutivamente cercanas
disponibles en la base de datos del Genbank. Otro enfoque utilizado fue el analisis
de divergencia genética intra vs interespecifica (“barcode gap”) (Hebert et al., 2003)
El Cédigo de barras de ADN se considera efectivo cuando la distancia genética
intraespecifica (entre individuos de una misma especie) es mucho menor que la
distancia genética interespecifica (entre individuos de especies diferentes). Si estas
divergencias se sobreponen (“Barcoding overlap”) seria sefial de la presencia de

especies cripticas en la muestra (Meyer & Paulay, 2005).

35



3.7.2. Diversidad genética

El nimero de sitios polimérficos (S), el nimero de mutaciones (Eta), el
nimero de haplotipos (H), la diversidad haplotipica y la diversidad nucleotidica
fueron calculados con el programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Las
formulas para calcular los dos ultimos indices de diversidad genética son

especificadas en el Anexo 1.

3.7.3. Redes de haplotipos

Se construyeron redes de haplotipos para cada marcador y especie con ayuda
del software TCS vl1.1 (Clement et al., 2000) el cual emplea el algoritmo de
parsimonia estadistica (Templeton et al., 1992). Este algoritmo simplifica patrones
de ramificacién compleja y representa las relaciones mas parsimoniosas (i.e. con
una probabilidad > 95%) entre los haplotipos. Las conexiones ambiguas
representadas tipicamente como reticulaciones o “loops” fueron resueltas de

acuerdo a los criterios sugeridos en la literatura (Crandall & Templeton, 1993).

3.7.4. Analisis de clados anidados

Las redes de haplotipos resultantes fueron usadas para aplicar el Andlisis de
Clados Anidados (NCA, del inglés Nested Clade Analysis) (Templeton, 1998). El
NCA permite testear la hipdtesis nula (HO) de no asociaciéon geografica entre
haplotipos, i.e. una distribucién aleatoria de haplotipos. El software ANeCA v 1.1
(Panchal, 2007), el cual implementa el programa GeoDis (Posada et al, 2000), fue
utilizado para realizar el analisis NCA.

El primer paso del NCA consiste en definir un disefio de clados anidados

jerarquicamente sobre la red de haplotipos. Primero se establecen los clados de
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primer nivel (de un paso) agrupando haplotipos de punta con el haplotipo inmediato
superior el cual se encuentra separado por una sola mutaciéon (puede ser un
haplotipo intermediario o faltante). Estos clados de primer nivel se anidan a su vez
en clados de segundo nivel (de dos pasos) y se continda el anidamiento hasta que el
dltimo nivel de anidamiento contenga a toda la red. Como resultado, los niveles
mds altos de anidamiento corresponden a los eventos de coalescencia mas antiguos
y viceversa (Vasquez-Dominguez et al.,, 2009). Este paso es realizado
automaticamente por ANeCA el cual utiliza el algoritmo de anidamiento provisto
en la literatura (Templeton & Sing, 1993; Templeton et al., 1987).

El siguiente paso es testear las asociaciones geograficas mediante los
estadisticos Dc (distancia de clado) y Dn (distancia del clado anidado) los cuales
son calculados para cada clado. La significancia de la asociacion geogréfica de los
clados es obtenida mediante un analisis de contingencia de permutacion categdrica
(analisis chi-cuadrado %) realizado por GeoDis. Finalmente, en todos aquellos
clados donde se rechace la hipdtesis nula, los mecanismos evolutivos mas probables
que expliquen estos patrones filogeograficos fueron inferidos usando la clave de
inferencia de Templeton (Templeton, 2004). Esta clave proporciona una serie de
criterios que permiten discriminar el papel que han tenido procesos recurrentes (e.g.
restriccion al flujo génico principalmente debido al aislamiento por distancia) y
procesos histéricos no recurrentes (e.g. colonizaciones por efecto fundador,
vicarianza, expansiones de rango). La clave de inferencia implementada en ANeCA

v1.1 corresponde a la del 4 de noviembre del 2005.
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3.7.5. Analisis filogenético

Para reconstruir la historia evolutiva de ambas especies basada en los
especimenes colectados se construyeron arboles de haplotipos con el método
Maixima Verosimilitud (Maximum Likelihood o ML) usando el software RAXML
(Stamatakis, 2014). El mejor modelo de sustitucion nucleotidica que se ajuste a las
secuencias fue el sugerido por el software jModelTest v.0.1.1 (Posada, 2008)
basado en el Criterio de Informacién Bayesiana (BIC). Arboles filogenéticos

Un clado en un arbol filogenético se define como un grupo de haplotipos
presente en una serie de ramas anidadas, y para proporcionar soporte estadistico a

cada nodo del arbol se aplicaron 1000 réplicas de bootstrap (Felsenstein, 1985).

3.7.6. Estructura genética

Para conocer si existe estructura genética a través de la zona de transiciéon
se utilizdé el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA). Este test calcula las
contribuciones de varianza molecular y los estadisticos @ en tres niveles: @cr (entre
grupos), @sc (entre poblaciones dentro de grupos) y @st (dentro de las poblaciones)
(Excoffier et al., 1992). Las significancias para cada célculo fueron calculadas
mediante 10000 permutaciones. Se testearon tres posibles estructuraciones
genéticas asociadas con las zonas biogeogrificas.

Para conocer las diferencias genéticas entre poblaciones se calcularon las
distancias genéticas Fst a pares de poblaciones empleando 1000 permutaciones y
un nivel de significancia de 0.05. Ambas pruebas fueron llevadas a cabo usando el

programa Arlequin.
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Las distancias genéticas Fst a pares también fueron usadas para detectar
barreras putativas al flujo génico con ayuda del software BARRIER v2.2. (Manni
et al., 2004). Este software construye las barreras sobre una triangulacién de
Delaunay (construida sobre las coordenadas geograficas) usando el algoritmo de
diferencia maxima de Monmonier (Monmonier, 1973) el cual identifica los bordes

poblacionales con mayores tasas de cambio en las distancias genéticas.

3.7.7. Flujo génico

Para inferir los patrones de dispersion histdrica, i.e. niveles y direccion del
flujo génico, se realizaron estimaciones del pardmetro Nm (nimero de inmigrantes
hembras por generacion) entre las tres zonas biogeograficas utilizando el software
MIGRATE-n v3.6.4 (Beerli, 2006). Este software estima las tasas de migracion (M
= m/u, donde m = tasa de inmigracion, p = tasa de mutacion por generacion y por
sitio) y los tamafios poblacionales efectivos (® = Np, donde N = tamafio
poblacional efectivo) utilizando un enfoque bayesiano basado en coalescencia
MCMC (Beerli & Felsenstein, 2001). El valor de Nm entre cada par de zonas
biogeograficas se obtuvo multiplicando M por ®. Este andlisis fue ejecutado con el
modelo de migracién que el software trae por defecto (full migration Matrix model)
y previo a la corrida se ajusté tanto la tasa de transicidn/transversion de acuerdo al
valor que proporciona el software jModelTest (el valor por defecto es 2.0, adecuado
para ADN nuclear) como el numero de pasos registrados en cadena a 10 000 (el
valor por defecto es 5000). Ademas se configur6 para la corrida un esquema de
calentamiento estitico con la finalidad de correr multiples cadenas MCMC de

forma simultanea.
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3.7.8. Historia demografica

Para responder a la pregunta ;las especies estudiadas sufrieron una
expansion poblacional en el pasado? se evaluaron las distribuciones mismatch
(Rogers & Harpending, 1992). Este analisis representa las frecuencias de las
diferencias entre pares de secuencias a modo de histogramas (Rogers &
Harpending, 1992). Se ha demostrado que la forma de la curva de la distribucién
mismatch es una sefial genética provocada por eventos demograficos pasados. Por
ejemplo, una curva en forma de campana o unimodal es sefial de un cuello de botella
genético seguido de una expansion poblacional sibita. Asi mismo, una curva con
varios picos (erratica o multimodal) seria sefial de una estabilidad demografica a
largo plazo (Rogers & Harpending, 1992). Para medir el ajuste de la curva
observada a una curva esperada bajo un modelo tedérico de expansion poblacional
se realizaron dos pruebas de bondad de ajuste: el indice de Irregularidad
(Raggedness) de Harpending (Hri) y la desviacion de la suma de cuadrados (SSD).
Valores bajos y no significativos de Hri y SSD indican un buen ajuste al modelo de
expansion poblacional mientras que valores altos significativos permiten rechazar
el modelo de expansion. El célculo y estimacion de la significancia de ambas
pruebas bajo 10000 permutaciones fueron realizados con el programa Arlequin
v3.5.

Con la finalidad de calcular la fecha de una posible expansion poblacional
se calculd el estimador de tiempo de expansion (tau) en unidades de tiempo
generacional empleando 1000 permutaciones y un 95% de intervalos de confianza.
Se utiliz6 la ecuacidn t = tau/2u (Rogers & Harpending, 1992), donde t es la fecha

de la expansion en generaciones y u es tasa de mutacidon acumulativa por generacion
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que se calcula como u = 2uk (u es la tasa de mutacién por nucleétido y k es la
longitud del marcador en pares de bases). Para el calculo del tiempo de expansion
en Echinolittorina paytensis se usé una tasa de mutaciéon de 2.6% por millén de
afios, la cual estd basado en un registro fésil del género Echinolittorina (Williams
& Reid, 2004), mientras que para B. adamsianus se uso la tasa de mutacion para el
genoma mitocondrial animal de 2% por millén de afos (Brown et al., 1979). Para
calcular el tiempo de expansidn, se consideré un tiempo generacional de un afio
para ambas especies.

Los test de Neutralidad Fu’s Fs (Fu, 1997) y R2 (Ramos-Onsins & Rozas,
2002) fueron calculados para examinar el pasado demogrifico de la especie.
Valores negativos de Fu’s Fs y valores positivos de R2 sugieren expansion
poblacional. La significancia de estos test fueron evaluadas empleando 10000
simulaciones de coalescencia con el programa DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009).

Se utiliz6 la técnica del Bayesian Skyline Plot (BSP) implementado en el
software BEAST v.1.6.1. (Drummond & Rambaut, 2007) para estimar las
tendencias en el tamafio poblacional efectivo a través del tiempo. Se utiliz6 un
modelo de reloj molecular estricto, usando las tasas de mutacién de 1.3x10°8 para
E. paytensis (u=2.6% por millén de afios, Williams & Reid, 2004) y 1.0x10® para
B. adamsianus (u= 2% por mill6én de anos, Brown et al., 1979). Ademas se emple6
mejor modelo de sustitucidon sugerido por el software jModelTest v.0.1.1. Se
realizaron tres corridas independientes con 100 millones de iteraciones MCMC
muestreando cada 1000 generaciones. Las primeros 10 millones de cadenas fueron
descartadas como burn-in. El nimero de intervalos agrupados fue establecido en 10

y se utiliz6 el modelo piecewise-constant para realizar el BSP. Los archivos log y
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tree de las corridas independientes fueron agrupadas usando LogCombiner v.1.8.1
(implementado en BEAST). Finalmente, el grafico BSP fue ploteado usando el

software Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond, 2009).
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4. RESULTADOS

4.1. Muestreo y obtencion de secuencias

Los ejemplares de la especie Echinolittorina paytensis pudieron ser
colectados en cinco localidades dentro de la Provincia Panameifia, en ocho dentro
de la Zona de Transicion y en dos dentro de la Provincia Peruana. Debido a las
pocas localidades en la Provincia Peruana las localidades de las otras dos zonas
biogeograficas fueron agrupadas en poblaciones. Para el andlisis genético se
consideraron finalmente nueve poblaciones divididas en tres zonas biogeograficas

para un total de 95 individuos analizados (Figura 5, Tabla 4).

Tabla 4. Numero de individuos secuenciados para ambos marcadores genéticos por
poblacién y zona biogeografica en E. paytensis

Zona Biogeogréifica Localidades Poblacion Codigo COI 16S
Provincia Anconcito Anconcito ANC 10 10
Panamena Bonanza, Acapulco  Zorritos ZOR 8 8
(n=28) Punta Sal, El Bravo  Punta Sal PSA 10 10
Las Pocitas Mancora MAN 8 8
Punta Veleros, El El Nuro NUR 8 8
Zona de &
Transicidén Nurg, Cabo Bla}nco )
(n = 37) Yagla, Cangrejos, Paita PAI 13 13
Islilla, Tortuga
Punta Aguja Punta Aguja AGU 8 8
Provincia Media Luna Media Luna MED 15 15
Peruana (n = 30) Puémape Puémape PUE 15 15
Total (n) 95 95

Leyenda: n: nimero de individuos secuenciados
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Figura 5. Poblaciones y zonas biogeograficas de E. paytensis utilizados para el anilisis
molecular (Fuente: Sergio Barahona)

En la especie B. adamsianus, los especimenes pudieron ser encontrados
desde Zorritos hasta Paita, abarcando la Provincia Panamefia y la Zona de
Transicidn. Se obtuvieron 55 secuencias para el marcador COI y 38 secuencias para
el marcador 16SrRNA, las cuales fueron repartidas en dos zonas biogeograficas y

cada una de ellas presentan tres poblaciones (Tabla 5, Figura 6).
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Tabla 5. Nimero de individuos secuenciados para ambos marcadores genéticos por

poblacién y zona biogeografica en B. adamsianus

Zona biogeografica Localidad Poblacion COI 16SrRNA
Provincia Acapulco Zorritos 9 6
Panamefia Punta Mero Punta Mero 9 6
(n=28) El Bravo Punta Sal 10 5
Zona de La Punta 3 Mancora 8 6
Transicién Punta Veleros, El Nuro  El Nuro 9 6
(n=27) Yacila Paita 10 9
Total 55 38
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Figura 6. Poblaciones y zonas biogeografica de B. adamsianus utilizados para el anilisis
molecular (Fuente: Sergio Barahona)
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4.2. Identificacion morfologica y genética

La forma y patron de coloracion de la concha de los especimenes de
Echinolittorina paytensis coinciden con los caracteres diagndstico previamente
reportados (Reid, 2002): color de la concha de blanco a crema con puntos de color
marron a gris, presencia de una banda oscura marron en el interior del dltimo

anfracto y una apertura color crema con banda color marrén (Figura 7).

Figura 7. Ejemplares de Echinolittorina paytensis colectados en A) Cangrejos (Paita), B)
Anconcito (Ecuador) y C) Bonanza (Zorritos) mostrando la apertura con el opérculo
retirado. Se aprecia el color blanco del dltimo anfracto con un patrén de puntos propio de
cada individuo y la banda color marrén oscuro en la apertura.

Los resultados tanto el BLAST como del BOLDSYSTEMS para el marcador COI
identifican con una alta probabilidad a las especies E. paytensis y E. apicina (Anexo
2 y Anexo 3), lo cual es corroborado por el arbol Neighbor-Joining (Figura 8). Sin
embargo, E. apicina no habita en la costa peruana y las caracteristicas morfoldgicas
de los especimenes colectados no coinciden con lo reportado para esta especie
(Reid, 2002), por lo que las dos secuencias COI publicadas de E. apicina (Accession

numbers: AJ622977 y AJ622978) corresponderian a secuencias de E. paytensis. El
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BLAST para el marcador 16SrRNA sugiere por su lado, con un 93% de identidad,
a la especie Echinolittorina interrupta (Anexo 4) lo cual se debe a la escasez de
secuencias publicadas de este marcador para el género Echinolittorina y en general

para la familia Littorinidae.

Echinolittorina apicina 2

Echinolittorina paytensis 1

99 L
28| Echinolittorina modesta

Echinolittorina ziczac
99

99
22 I Echinolittorina interrupta
55

<@ Echinolitorina tenuistriata/dubiosa/aspera
99 99

I Echinolittorina quadricincta
72

-« Echinolittorina peruviana
99

Figura 8. Arbol Neighbor-Joining (modelo de sustitucién Kimura 2-parametros) construido
con las secuencias COI de los especimenes colectados de E. paytensis (azul) y secuencias
COI obtenidos del GenBank de las especies evolutivamente mas cercanas (en colores)

La divergencia genética entre los especimenes colectados de E. paytensis
fue de 0 - 2% y la distancia genética interespecifica fue de 9% como minimo (Figura

9), mostrando un barcode gap aceptable.
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Figura 9. Barcode gap en E. paytensis

Las caracteristicas externas de las valvas de los ejemplares de Brachidontes
adamsianus colectados coinciden con lo reportado para la especie: una concha
estrecha y alargada, con el lado dorsal con una cresta umbonal alta, angulada y
abovedada, y el lado ventral aplanado: color del periostraco ptrpura en el lado
dorsal y blanco en el lado ventral, costillas granuladas en el lado dorsal y. medidas
de la concha promedio entre 15 mm de largo, 7 mm de didmetro y 9 mm de alto

(Figura 10).
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Figura 10. Diferentes especimenes B. adamsianus colectados en la costa norte del Perd. Se
aprecia una variabilidad en el patrén de coloracion y en la forma. Fotografias en posicion
dorsal

Los resultados del BLAST del marcador COl identificaron con un 99% de identidad
a la especie Brachidontes adamsianus (Anexo 5). A diferencia del BLAST,
BOLDSYSTEMS hasta la fecha no almacena secuencias de la especie B.
adamsianus (Anexo 6). Por su lado, el BLAST del marcador 16SrTRNA sugiri6 con
un 83% a las especies Brachidontes pharaonis y Brachidontes exustus debido a la
carencia de secuencias de marcador en la base de datos (Anexo 7). El arbol de
distancias Neighbor-Joining agrup6 a todas las secuencias COI de los especimenes
colectados en un solo clado (Figura 11). Se visualiza también la lejania genética de
B. adamsianus con otras especies tales como Semimytilus algosus y Perumytilus
purpuratus quienes son habitantes comunes del intermareal rocoso de la Provincia
Peruana. Las otras especies del género Brachidontes incluidas en el arbol no se

encuentran en el mar peruano.
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Figura 11. Arbol de distancias Neighbor-Joining (construido bajo el modelo de sustitucién
Kimura 2-pardmetros) con las secuencias COI de Brachidontes adamsianus mostradas
como haplotipos (azul) y secuencias COI de especies cercanas (en colores).

El andlisis de barcode gap también fue consistente con la presencia de una
Unica especie mostrando una divergencia genética intraespecifica maxima de 1% y

divergencia interespecifica minima de 13% (Figura 12).
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Figura 12. Barcode gap en B. adamsianus.

4.3. Diversidad genética

En 95 secuencias del marcador COI (604 pb) de E. paytensis se detectaron
58 sitios polimérficos, 53 haplotipos y ningin evento indel, mientras que para el
marcador 16SrRNA (475 pb) se detectaron 32 sitios polimérficos, 31 haplotipos y
un evento indel. El marcador COI exhibié valores mas altos de diversidad
haplotipica (Hdcor = 0.786 — 1.00) en comparacién con en el marcador 16SrRNA
(Hdies = 0.464 — 0.893). Los valores mas altos de diversidad haplotipica fueron
encontrados en las poblaciones de Media Luna (Hd cor = 1.000; Hd 16s = 0.800) y
Miéncora (Hd cor = 0.964; Hd 16s = 0.893), mientras que los valores mas bajos de
diversidad haplotipica fueron encontrados en la poblacion de Zorritos (Hdcor =
0.786, Hdies = 0.464).

La diversidad nucleotidica detectada para el marcador COI fue en promedio
tres veces mayor que la diversidad nucleotidica del marcador 16STRNA (7 cor =
0.00804; mes = 0.00270). Los valores mas altos de diversidad nucleotidica se

encontraron en Media Luna (ncor = 0.01072; mies = 0.00374) y Mancora (mcor =
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0.01236; mi6s = 0.00316), y los valores més bajos se encontraron en Zorritos (Tcor

=0.00290; mies = 0.00158) (Tabla 6).

Tabla 6. Indices de diversidad genética en E. paytensis

COlI 16SrRNA

Poblacién n S Eta h Hd T S Eta h Hd o

Anconcito 10 17 18 8 0.956 0.01019 5 5 5 0.756 0.00277
Zorritos 8 5 5 5 0.786 0.00290 3 3 3 0464 0.00158
Punta Sal 10 21 21 9 0.978 0.00909 7 7 5 0.667 0.00295
Mancora 8 25 25 7 0964 0.01236 6 6 6 0893 0.00316
El Nuro 8 16 17 6 0.893 0.00786 5 5 5 0.786 0.00264
Paita 13 18 18 11 0.962 0.00811 7 7 5 0.538 0.00281
Punta Aguja 8 10 10 6 0.893 0.00520 5 5 6 0.893 0.00301
Media Luna 15 29 29 15 1.000 0.01072 10 10 9 0.800 0.00374
Puémape 15 17 18 12 0.962 0.00598 5 5 4 0371 0.00165

Total 95 58 62 53 0.963 0.00851 32 32 31 0.662 0.00269
Leyenda: N = Numero de secuencias, S = Numero de sitios polimdrficos, Eta = Ntiimero de
mutaciones, h = Nimero de haplotipos, Hd = Diversidad haplotipica, ® = Diversidad
nucleotidica.

En 55 secuencias del marcador COI (660 pb) de B. adamsianus se
encontraron 22 sitios polimorficos, 14 haplotipos y ningun evento indel, mientras
que en 38 secuencias del marcador 16STRNA (536 pb) se detectaron 55 sitios
polimoérficos y 36 posiciones con eventos indels (Figura 13) dando un total de 91
sitios polimorficos. Considerando a los indels como sitios polimorficos, se

detectaron 11 haplotipos para este marcador (Tabla 7).
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Figura 13. Segmento del alineamiento del marcador 16SrRNA en B. adamsianus
mostrando eventos indels de gran longitud.

La diversidad genética de B. adamsianus fue baja para ambos marcadores
(Hdcor = 0.420, Hdiss = 0.533). Punta Mero fue la poblacién con menor cantidad
de sitios polimorficos y de haplotipos. Mancora y Punta Sal, al presentar un tnico
haplotipo en COI, presentan una diversidad haplotipica igual a cero. Las
poblaciones con mayor diversidad haplotipica en base a ambos marcadores
genéticos fueron El Nuro (Hd cor = 0.722, Hd 16s = 0.800) y Paita (Hd cor = 0.667,
Hd 16s = 0.805). La diversidad nucleotidica para la poblacién total en base al
marcador COI fue de 0.0026, y en base al marcador 16STRNA de 0.0434, siendo
esta ultima 10 veces mayor que el otro marcador debido a que se consideraron los

indels como sitios polimoérficos.
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Tabla 7. Indices de diversidad genética en B. adamsianus

COI 16STRNA

Poblacién n S h Hd o n S* Ts+Tv Indels h Hd T

Zorritos 9 6 4 05830.0023 6 8 49 36 3 0.600 0.0832
Punta Mero 10 0 3 0.378 0.0031 5 3 3 0 2 0.400 0.002
Punta Sal 9 0 1 0.0000.0000 6 82 47 35 2 0.333 0.0510
Mancora 8 0 1 0.0000.0000 6 O 0 0 1 0.000 0.0000
El Nuro 9 13 5 0.722 0.0056 6 85 51 35 4 0.800 0.0542
Paita 10 7 5 0.667 0.0033 9 86 51 35 5 0.805 0.0622
Total 55 22 14 0.420 0.0026 38 91 56 36 11 0.533 0.0434

Leyenda: n = nidmero de individuos, S = Nimero de sitios polimoérficos, Ts + Tv = Niumero
de sustituciones, indels = gaps, * Considerando sustituciones e indels

4.4. Redes de haplotipos y Analisis de clados anidados

La topologia de la red de haplotipos basado en el marcador COI del caracol
E. paytensis es compleja y atipica (Figura 14). Los haplotipos H2, H4, H7, H14 y
H15 fueron los mas frecuentes estando presentes en las tres zonas biogeograficas,
mientras que los haplotipos H5, H17, H20 y H30 estuvieron presentes en dos zonas
biogeograficas. Los haplotipos restantes fueron exclusivos de una sola poblacién
(Anexo 8). Los haplotipos se distancian entre si comtinmente por un dnico paso
mutacional, a excepcion del haplotipo H39 el cual se distancia del haplotipo 2 por
varias mutaciones. Se detectan varios haplotipos intermediarios o faltantes en la red
de haplotipos. Las poblaciones con mayor nimero de haplotipos fueron Media
Luna, Puémape, Paita, Punta Sal y Anconcito con 15, 12, 11, 9 y 8 haplotipos
respectivamente. Media Luna y Puémape fueron las poblaciones con el mayor
nimero de haplotipos privados con 11 y siete respectivamente. El disefio anidado
de la red de 53 haplotipos fue agrupado por el programa ANeCA en 31 clados de
primer nivel, 11 clados de segundo nivel, cuatro clados de tercer nivel, dos clados

de cuarto nivel y el Cladograma total. De todos los clados, solo tres clados tuvieron
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asociaciones significativas con la geografia (P < 0.05) mientras que en los demas
clados no se pudo rechazar la hipdtesis nula de no asociacion geografica (Anexo
12). Se pudo inferir eventos de restriccion al flujo génico en los clados 2-2 y 3-3,
mientras que el clado mas grande 4-1 se detecté un patrén de expansion de rango

de contiguo (Tabla 8).

Tabla 8. Cadena de inferencia para clados significativos en E. paytensis provistos
por el analisis NCA para el marcador COI

Clado Cadena (.16 Evento demografico inferido
Inferencia

22 1-2-3-4-NO F'1u10 génico restr}ngldg con
aislamiento por distancia

3.3 1-2-3-4-NO F'1u10 génico restr}ngldg con
aislamiento por distancia

4-1 1-2-11-12-NO Expansion de rango contiguo

(Csl_alc;ograma Total No se puede rechazar la hipdtesis nula

La cadena de inferencia corresponde a la clave del afio 2005 disponible en
(http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html), HO = No hay asociacién entre haplotipos
con la geografia

La red de haplotipos del marcador 16SrRNA para el caracol E. paytensis
exhibe una topologia tipo estrella, i.e. presencia de un haplotipo de alta frecuencia
de donde nacen varios haplotipos recientes y de baja frecuencia. H2 aparece como
el haplotipo més frecuente y extendido debido a que esta presente en todas las
poblaciones. El haplotipo HS5, si bien de baja frecuencia (7 individuos), fue
encontrado en seis poblaciones. Media Luna, Mancora y Punta Aguja son las
poblaciones con el mayor ndmero de haplotipos (nueve, seis y seis
respectivamente) (
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Anexo 9). El andlisis de clados anidados agrup6 a la red de haplotipos en 12 clados
de un paso, tres clados de dos pasos y el Cladograma total (Figura 15). Los dnicos
clados con asociacién significativa con la geografia fueron el clado 2-1 y el

Cladograma total (Tabla 9, Anexo 13).

Tabla 9. Cadena de inferencia para clados significativos en E. paytensis provistos
por el analisis NCA para el marcador 16STRNA

Clado Cadena (.16 Evento demografico inferido
Inferencia
2.1 1-2-11-17-4-NO Flujo génico restringido con

aislamiento por distancia
Cladograma Total (3-1) 1-2-11-12-NO Expansion de rango contiguo

La cadena de inferencia corresponde a la clave del afo 2005 disponible en
(http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html)

La topologia de la red de haplotipos en base al marcador COI para el mitilido
B. adamsianus exhibe una conformacién tipo estrella. H2 es el haplotipo mas
frecuente con 42 individuos de donde surgen otros nueve haplotipos de baja
frecuencia (1 individuo). Los haplotipos H13, H7, H6 y H10 se separan del
haplotipo H12 por més de evento mutacional. Paita, El Nuro y Zorritos fueron las
poblaciones con mayor numero de haplotipos (cinco, cinco y cuatro
respectivamente), mientras que Mancora y Punta Sal solo presentaron un unico
haplotipo (H2) (Anexo 10).

El Analisis de Clados Anidados agrupd a la red de haplotipos en nueve
clados de un paso, tres clados de dos pasos y el Cladograma total (clado 3-1) (Figura
16). Los clados internos no mostraron asociacidon geografica significativa (no se
pudo rechazar la HO) mientras que el Cladograma total sugiri6 una restriccion del

flujo génico por aislamiento por distancia (Tabla 10, Anexo 14).
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Tabla 10. Cadena de inferencia para clados significativos en B. adamsianus
provistos por el anélisis NCA para el marcador COI

Clado Cadena (.je Evento demogréfico inferido

Inferencia
Cladograma Total 1-2-3-4-NO FIUJO. génico restringido con aislamiento
(3-1) por distancia

La cadena de inferencia corresponde a la clave del afio 2005 disponible en
(http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html), HO = No hay asociacién entre haplotipos
con la geografia

La red de haplotipos en base al marcador 16STRNA para el mitilido B. adamsianus
exhibe dos haplogrupos claros y separados por varios pasos mutacionales (Figura
17). El haplotipo H1 estuvo presente en todas las poblaciones y fue el haplotipo
mas frecuente (26 individuos). Los haplotipos dentro de cada haplogrupo se separan
genéticamente por un maximo de dos eventos mutacionales. Al igual que con el
marcador COI, las poblaciones de Paita, E1 Nuro y Zorritos fueron las que
presentaron mayor nimero de haplotipos, mientras que Mancora solo presentd un
haplotipo (H1) (Anexo 11). El programa ANeCA agrup6 a esta red en ocho clados
de primer nivel, tres clados de segundo nivel y dos clados de tercer nivel. Ningtn

clado tuvo una asociacion geografica estadisticamente significativa (Anexo 15).
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4.5. Analisis filogenético

Para el caracol E. paytensis, el arbol filogenético basado en el marcador COI
construido con el modelo HKY85 (Hasegawa-Kishino-Yano, BIC = 3940.3356, -
InLL = 1355.4247) exhibi6 dos clados con un relativo soporte estadistico (bootstrap
= 47). Se observan algunas politomias y varios clados internos fuertemente
soportados (bootstrap > 50). En general, las posiciones filogenéticas de los
haplotipos no muestran una asociacién con sus distribuciones geogréficas (Figura
14). Para esta misma especie, la filogenia basada en el marcador 16S fue construida
con el modelo de sustitucion Tamura-Nei (TrN, BIC = 2970.5972, -InLL =
890.5387). El arbol exhibi6é dos clados también con relativo soporte estadistico
(bootstrap = 41) pero con un alto grado de politomias debido a la alta similitud
genética entre secuencias (Figura 15).

Para B. adamsianus, los arboles filogenéticos para ambos marcadores fueron
construidos con el modelo de sustitucion HKY85. Se aprecian dos clados
fuertemente soportados (bootstrap = 75) en el arbol basado en el marcador COI,
concordantes con los haplogrupos de la red de haplotipos. El clado més grande
exhibe varias politomias debido a la cercania genética de los secuencias y tampoco
se aprecia asociacion con la biogeografia (Figura 16). Para el arbol 16SrRNA,
principalmente debido a la presencia de indels, los haplogrupos se visualizan como
grupos completamente separados con un soporte estadistico maximo (bootstrap =
100). Similar al arbol filogenético de COI, esta discontinuidad filogenética no se

relaciona con la biogeografia (Figura 17).
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4.6. Estructura genética

El test de AMOVA para el caracol E. paytensis mostr6 que la variacion
genética entre grupos (i.e. entre zonas biogeograficas) fue pricticamente cero
revelandose ninguna concordancia genética regional con las zonas biogeogréficas
(Dct <0, P>0.05). La mayor parte de la variacion genética fue encontrada dentro
de las poblaciones independientemente de la zona biogeografica. En el caso del
marcador COI aproximadamente el 95% de la variacion genética se encontr6 dentro
de las poblaciones y mostrd una estructura genética débil pero significativa (Dst =
0.044, P < 0.05). En el marcador 16SrRNA, la totalidad de la variacién genética se
encontré dentro de las poblaciones sugiriendo una diferenciacién genética global

practicamente nula (@st< 0, P > 0.05) (Tabla 11).

Tabla 11. Pruebas de AMOVA en E. paytensis

COI 16SrRNA
Agrupamientos FV % V D P % V D P
A 387 @cr=-0.03 09850 -0.800 @ct=-0.008 0.830

PA/TRIPE B 7440 @sc=0.071 0.003* -0.150 @®sc=-0.001 0.563
C 9643 @sr=0.035 0.017* 100.9 @sr=-0.009 0.683
A 232 ®cr=-002 0772 -0.200 @cr=-0.002 0.554
PA-TRPE B 5680 @sc=0.055 0.012* -0.660 ®sc=-0.006 0.661
C  96.64 @sr=0.030 0.012* 100.8 @sr=-0.008 0.688
A 226 ®cr=-002 0899 -0.290 dcr=-0.002 0.548
PA/TR-PE B 5610 ®@sc=0.054 0.009* -0.620 ®sc=-0.006 0.656
C  96.60 @sr=0.033 0.023* 100.9 @sr=-0.009 0.681
PATRPE B 299 g—0044 0016+ 70 agr=-0007 0.687

@)

95.50 100.7

Leyenda: PA = Provincia Panamefia, TR = Zona de transicién, PE = Provincia Peruana, FV
= Fuente de variacion, %V = Porcentaje de varianza, * = P < (.05, A = Entre grupos (entre
zonas biogeograficas), B = Entre poblaciones dentro de grupos (entre poblaciones dentro
de las zonas biogeograficas), C = Dentro de las poblaciones
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Para el mitilido B. adamsianus se examinaron con el AMOVA dos
agrupaciones posibles (Tabla 12). En ambos marcadores practicamente la totalidad
de la varianza molecular se encontr6 dentro de la jerarquia “dentro de las

poblaciones”. Todos los estadisticos @ fueron no significativos.

Tabla 12. Pruebas de AMOVA en B. adamsianus

COI 16STRNA

Agrupacion FV %V O P %V O P

A 207 Dcr=-0.02 0.487 -4.1 Ocr=-0.040 0.777
PA/TR B 255 ®sc=0.025 0216 -237 ®sc=-0.022 0.526
C 995 @®sr=0.004 0.324 1064 Dst=-0.064 0.671

B 1.30 -4.74
PA-TR C 987 ®sr=0.013 0.294 104.7 Ost=-0.047 0.638

Leyenda: PA = Provincia Panamefia, TR = Zona de transicién, FV = Fuente de variacion,
%YV = Porcentaje de varianza, * = P < 0.05, A = Entre grupos (entre zonas biogeogréaficas),
B = Entre poblaciones dentro de grupos (entre poblaciones dentro de las zonas
biogeogrificas), C = Dentro de las poblaciones

Las distancias genéticas Fsr a pares de poblaciones para el caracol E.
paytensis se muestran en la Tabla 13. Segin el marcador COI, Zorritos exhibe
distancias genéticas significativas con Anconcito (Fstcor= 0.300%), Punta Aguja
(Fst cot = 0.213*) y Mancora (Fstcor = 0.262*). Anconcito y Mancora también
exhiben distancias genéticas significativas con otras poblaciones. Para el caso del
marcador 16SrRNA, la dnica distancia genética Fsr significativa fue detectada entre

las poblaciones de Anconcito y Puémape (Fst 165 = 0.06%).

Tabla 13. Distancias genéticas Fst a pares de poblaciones para ambos marcadores
en E. paytensis. Por debajo de la diagonal se muestran las distancias Fst para el
marcador COI y por encima las distancias Fsr para el marcador 16STRNA

ANC ZOR PSAL MAN NUR PAI AGU MED PUE
ANC 0 0.033 -0.026 -0.039 -0.046 0.0500 0.0230 -0.014 0.060*
ZOR  0.300* 0  -0.007 0.0000 -0.032 -0.025 0.0280 0.011 0.0110
PSAL 0.0180 0.145* 0  -0.034 -0.040 -0.038 -0.023 -0.041 -0.019
MAN -0.057 0.262* -0.024 0  -0.047 0.0200 0.0030 -0.016 0.0140
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NUR 0.0410 0.071* -0.043 0.032 0 0.0030 0.0030 -0.022 0.0240
PAI 0.0590 0.0820 -0.039 0.033 -0.041 0  -0.005 -0.007 -0.023
AGU 0.158* 0.213* -0.016 0.129* -0.026 0.033 0  -0.031 0.0050
MED -0.009 0.134* -0.044 -0.017 -0.034 -0.005 0.010 0 -0.004
PUE  0.172* 0.138* 0.0270 0.163* -0.024 0.019 -0.037 0.055 0
* = Distancias Fsr significativas (P < 0.05). Leyenda: ANC = Anconcito, ZOR =
Zorritos, PSAL = Punta Sal, MAN = Méncora, NUR = El Nuro, PAI = Paita,
AGU = Punta Aguja, MED = Media Luna, PUE = Puémape

En el mitilido B. adamsianus, las mayores distancias genéticas Fst fueron
encontradas entre Zorritos y Punta Sal (Fstcor = 0.125), Zorritos y Mancora (Fstcor
= 0.107, Fsti6s = 0.193) y Zorritos y Punta Mero (Fsties = 0.148). Todas las

distancias genéticas Fsta pares de poblaciones fueron no significativas (Tabla 14).

Tabla 14. Distancias genéticas Fsr a pares de poblaciones para ambos marcadores en B.
adamsianus. Por debajo de la diagonal se muestran las distancias Fsr para el marcador COI
(660pb) y por encima las distancias FST para el marcador 16SrRNA (536 pb). * Distancias
genéticas significativas, P < 0.05)

Zorritos Punta Mero Punta Sal Mancora ElNuro Paita

Zorritos 0 0.1480 -0.113 0.193 -0.110  -0.115
Punta Mero  -0.055 0 0.0000 0.040 -0.038  0.028
Punta Sal 0.1250 0.047 0 0.000 -0.188  -0.138
Mancora 0.1070 0.032 0.000 0 0.011  0.067
El Nuro -0.057 -0.034 0.118 0.100 0 -0.142
Paita -0.066 -0.045 0.138 0.121 -0.059 0

En el caracol E. paytensis, el software BARRIER detect6 las dos barreras
genéticas principales en base a la matriz de distancias Fst. La barrera mas
importante segliin ambos marcadores se encuentra entre Anconcito y Zorritos. Entre
Zorritos y Punta Sal y entre El Nuro y Paita también son sugeridos como barreras
genéticas. En el mitilido B. adamsianus, ambos marcadores coincidieron en que

existe una barrera genética entre Méncora y El Nuro (Figura 18).
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Figura 18. Ubicacién geografica de las dos barreras genéticas principales (mostradas como
lineas gruesas rojas) detectadas en E. paytensis y en B. adamsianus. Las barreras genéticas
fueron detectadas usando matrices de distancias Fsr con el software BARRIER. Se muestra
la triangulacién de Delaunay y el teselado de Voronoi como lineas verdes y cuadrilateros
azules respectivamente.
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4.7. Flujo génico

Para el anélisis de flujo génico en el caracol E. paytensis se utilizaron los
ratios transicion/transversion (sugeridos por jModeltest) los cuales fueron 11.8 y
14.9 para los marcadores COl y 16SrRNA respectivamente. Los valores obtenidos
del parametro Nm sugirieron un flujo génico bidireccional y asimétrico. Sin
embargo los niveles sugeridos por ambos marcadores parecen ser contradictorios.
En el caso de B. adamsianus, el ratio transicidon/transversion fueron 4.7 y 12.1 para
los marcadores COI y 16SrRNA respectivamente. Ambos marcadores fueron

concordantes: flujo génico débil desde de la Zona de Transicién a la Provincia

Panamefia y un flujo génico fuerte en sentido contrario (Tabla 15, Figura 19).

Tabla 15. Estimaciones del flujo génico en E. paytensis y B. adamsianus.

Especie Marcador ZB ® M Nm
M>.;=879.9 Nmy =49.5
PA) 005633\ _ 5566  Nms.i=313
Mi_,=274.1 Nmi_2 =4.00
Col TR (2) 0.01469 Ms_»=381.1 Nms_>=15.60
Mi3=521.0 Nmi_3;=34.8
R PE() 0.06688 \/ —9148 Nmo.s=611
- paytenst PA (1) 000528 M2—1=2388  Nmai=126
) M3 =137.8 Nm3z_1=0.72
Mi-2=889.5 Nmi-2=61.7
16STRNA TR (2) 0.06947 Ms o= 6114 Nms,=42.4
Mi-3=8399 Nmi-3=49.5
PE (3) 0.05898 My_3=524.3 Nmo-3=30.9
Col PA (1) 0.0315 My,1=5455 Nm-1=1.71
B. adamsianis TR (2) 0.05629 M;_»=8854 Nm;->=49.83
) 16SIRNA PA (1) 0.00624 My, =630.1 Nma-1=23.93
TR (2) 0.04274 Mi-2=753.9 Nmj_>=32.22
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Figura 19. Niveles y direccionalidad del flujo génico en E. paytensis y B. adamsianus
expresados como nimero de inmigrantes hembras por generaciéon (Nm) entre las zonas
biogeograficas. La Provincia Panameifia (1-rojo), Zona de Transicién (2-verde) y Provincia
Peruana (3-azul) son representadas por circunferencias cuyos tamafios son proporcionales
a sus respectivos tamafios efectivos poblacionales (®) estimados por el programa
MIGRATE.
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4.8. Historia demografica

La distribuciéon Mismatch para el caracol E. paytensis en base al marcador
COI exhibe una curva con dos picos, mientras que en base al marcador 16STRNA
la distribucién mismatch es una semicurva (Figura 20). Ambas curvas sugieren una
expansion poblacional. Las dos pruebas de bondad de ajuste (SSD y Hri) arrojaron
valores bajos aunque no significativos. El pardmetro demografico tau para la
muestra total en base al marcador COI fue de 6.13 (COI, 95% CI: 2.16 - 10.85) y
en base al marcador 16SrRNA fue de 1.78 (95% CI: 0.00 - 4.15), coincidiendo
ambos con las crestas de sus respectivas curvas de Mismatch. Considerando una
tasa de mutacion de 2.6% por millén de afios, el tiempo de expansién poblacional
de E. paytensis estimado en base al marcador COI es de 97 631 afios (95% CI: 172,
758 — 34, 386 afios) y en base a 16SrRNA es de 36 214 afios (95% CI: 84, 000 — 0

afos).
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Figura 20. Distribuciones Mismatch de E. paytensis. Se muestran los valores de las pruebas
de bondad de ajuste (SSD y Hri) a la curva esperada bajo el modelo de expansion. Leyenda:
SSD = Suma de las desviaciones de los cuadrados, Hri = Harpending’s Ragedness Index

Para la poblacion total de E. paytensis, los valores del estadistico Fs de Fu

en ambos marcadores fueron altamente negativos y significativos (Fu’s Fscor = -
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25.4%; Fu’s Fs 16s = -28.6%). Esto es una prueba de una expansién poblacional
ancestral. Los valores de estadistico R2, bajos y significativos, sugieren también

una expansion poblacional (Tabla 16).

Tabla 16. Tests de Neutralidad y estadisticos de Distribucion Mismatch en E.
paytensis

COI 16SrRNA
Poblacion Fu’'sFs R2 SSD Hri Tau Fu’sFs R2 SSD Hri Tau
Anconcito -1.44 0.14 0.09* 0.198 8.26 -1.58 0.11* 0.002 0.05 1.50
Zorritos -1.44 0.13 0.03 0.1452.71 -0.30 0.23 0.010 0.13 2.21
Punta Sal -3.28 0.08 0.01 0.0205.88 -1.43 0.16 0.037 0.14 0.94
Mancora -1.03 0.10* 0.03 0.108 5.84 -3.4* 0.11* 0.022 0.16 1.70
El Nuro -0.59 0.11* 0.02 0.062 5.75 -2.2* 0.13* 0.008 0.10 1.39
Paita -4.6* 0.10 0.01 0.0132.35 -1.04 0.12 0.38* 0.17 0.00

Punta Aguja -1.5 0.12 0.07 0.141 6.86 -3.1* 0.10* 0.011 0.10 1.82
Media Luna -10.1* 0.08* 0.01 0.012 6.45 -5.0* 0.07* 0.002 0.02 1.64
Puémape -6.5*% 0.09* 0.01 0.0301.69 -0.8* 0.11 0.025 0.28 2.75
Total -25.4% 0.04* 0.004 0.006 6.13 -28.6* 0.01* 0.0001 0.023 1.78
Leyenda: Tests de Neutralidad: Fu’s Fs = Estadistico Fs de Fu, R2 = Estadistico R2 de
Onsins-Ramos y Rozas; Test de bondad de ajuste: SSD = Desviaciéon de la suma de
cuadrados, Hri = Harpending’s Ragendess Index, * P < 0.05

La distribucién mismatch del mitilido B. adamsianus en base al marcador
COI muestra una distribucion multimodal con dos picos principales y para el
marcador 16STRNA exhibe una curva erratica con muchas diferencias a pares
debido a la presencia de indels en las secuencias (Figura 21). Las pruebas de bondad
de ajuste (SSD y Hri) arrojaron valores bajos y positivos para ambos marcadores
genéticos, a excepcion de SSDcor, 1o cual indicaria un ajuste moderado para la
curva de expansion poblacional en COI, pero un mal ajuste en la curva del marcador
16SrRNA. En cuanto a los test de neutralidad, el valor del estadistico Fs de Fu en
base al marcador COI es negativo y significativo para la muestra total, aunque las

poblaciones exhiben valores positivos, a excepcion de Punta Sal y Méancora donde
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no fue posible calcular este estadistico por exhibir solamente un haplotipo. El indice
R2 muestra un valor positivo y significativo para la poblacion total (R2 = 0.208%).
Ambos tests de neutralidad para el marcador COI sugieren, aunque de forma no
contundente, una expansién poblacional en esta especie. Sin embargo, en base al
marcador 16STRNA, ambos estadisticos son no significativos y exhibe valores
positivos para la muestra total, y curiosamente los estadisticos Fs de Fu exhiben

valores positivos (Tabla 17).
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Figura 21. Distribuciones Mismatch en B. adamsianus. Se muestran los valores de las
pruebas de bondad de ajuste (SSD y Hri) a la curva esperada bajo el modelo de expansion.
Leyenda: SSD = Suma de las desviaciones de los cuadrados, Hri = Harpending’s Ragedness
Index

Tabla 17. Tests de Neutralidad y Distribucién Mismatch en B. adamsianus

COl 16SrRNA
Poblacion Fu'sFs R2 SSD Hri Tau Fu’sFs R2 SSD Hri Tau
Zorritos 0.331 0.132 0.166 0.551 49 9.891 0.2450.6480.737 0.0

Punta Mero  2.064 0.144 0.124 0.459 0.0 1.687 0.4 0.1970.680 3.0
Punta Sal 0.000 N.A. 0.000 0.0003.0 12.26 0.3720.1540.666 4.2
Mancora 0.000 N.A. 0.000 0.0000.0 0.00 N.A. 0.0000.000 0.0

El Nuro 0.525 0.135 0.052 0.1557.1 5.125 0.3490.1020.16483.4
Paita -0.38 0.137 0.037 0.0855.3 7.354 0.1200.0920.111 0.2
Total -6.61* 0.04* 0.208* 0.315 0.0 12.22 0.1200.0970.173 0.5

Leyenda: n = Nimero de secuencias, h = nimero de haplotipos, Tests de Neutralidad: Fs =
Estadistico Fs de Fu, R2 = Estadistico R2 de Onsins-Ramos y Rozas; Test de bondad de
ajuste: SSD = Desviacion de la suma de cuadrados, Hri = Harpending’s Ragedness Index
(* P<0.05), N.A. = No puede calcularse (un solo haplotipo presente en dicha poblacién)
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El Bayesian Skyline Plot basado en las secuencias COI para el caracol E.
paytensis mostré una expansion del tamafio poblacional que tuvo inicio
aproximadamente hace 100 000 afios. Por su parte, el BSP basado en secuencias
16SrRNA sugiere una expansion poblacional mas reciente (aprox. 40 000 afios)
(Figura 22). Las fechas de expansion poblacional en estas dos pruebas son

cercanamente coincidentes con las fechas de expansion calculadas con el parametro

demografico tau.
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Figura 22. Bayesian Skyline Plots (BSP) mostrando las tendencias en el tamafio
poblacional efectivo a través del tiempo en E. payfensis. Las estimaciones del tiempo a lo
largo del eje-x fueron obtenidos asumiendo una tasa de mutacién de 2.6% por millén de
afios para ambos marcadores genéticos. El eje-y muestra el nimero efectivo de individuos
(Ne). La linea negra sé6lida representa el estimado promedio del tamafio poblacional. La

zona sombreada de azul muestra los intervalos de 95% HPD (Highest posterior density).
Leyenda: LGM = Ultimo Glacial Maximo

73



Los Bayesian Skyline Plot basados en ambos marcadores para el mitilido B.

adamsianus sugieren un tamafio poblacional constante a través del tiempo (Figura

23).
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Figura 23. Bayesian Skyline Plot (BSP) mostrando las tendencias en el tamafio poblacional
efectivo a través del tiempo en B. adamsianus. Las estimaciones del tiempo a lo largo del
eje-x fueron obtenidos asumiendo una tasa de mutacién de 2% por millon de afios para
ambos marcadores genéticos. El eje-y muestra el nimero efectivo de individuos (Ne). La
linea negra sélida representa el estimado promedio del tamafio poblacional mientras que la

zona sombreada de azul muestra los intervalos de 95% HPD (Highest posterior density).
Leyenda: LGM = Ultimo Glacial Maximo
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos para E. paytensis no proveen apoyo a la prediccion
de concordancia entre limites biogeograficos y quiebres filogeograficos (Avise,
2000). La carencia de una estructura genética en esta especie a través de la zona de
transicion contradice la hip6tesis aqui propuesta de que dicho limite biogeografico
funciona como una barrera efectiva para el flujo de genes. Pero este resultado se
encuentra en concordancia con el “paradigma de la conectividad” el cual predice
una alta homogeneidad genética en especies con fase larval dada la aparente
ausencia de barreras a la dispersion en el medio marino (Levin, 2006). Esta falla de
la barrera al flujo génico en la zona de transicion en E. paytensis ha sido atribuida
en esta investigacion a su (1) probable alta capacidad de dispersion que le permite
romper los mecanismos de retenciéon larval producto de la convergencia de
corrientes, y a la (2) incidencia de los eventos ENSO, los cuales aparecen de forma
interanual y que han traido cambios oceanograficos importantes en la costa oeste
de Sudamérica desde el Pleistoceno Superior. Asi mismo, se concluye que esta
especie ha pasado por una expansioén poblacional reciente, probablemente gatillada
por los eventos ENSO. Por otro lado, en el mitilido Brachidontes adamsianus se
detect6 la carencia de estructura genética en la costa norte del Perd y que esta

especie mantuvo constante su tamafo poblacional efectivo a través del tiempo.
5.1. Estructura genética

Los datos demostraron que, en el rango latitudinal estudiado, tanto la especie
E. paytensis como la especie B. adamsianus constituyen una sola unidad genética.

En E. paytensis, la carencia de una estructura genética concordante con la
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biogeografia sugiere altos niveles de flujo génico, lo cual es soportado por el NCA
(comportamiento panmictico). El marcador 16SrRNA sugiere una panmixis mayor
que la sugerida por el marcador COI (tests de AMOVA vy distancias genéticas a
pares). El andlisis de migrantes (Nm) sugirié que existe una conectividad genética
bidireccional asimétrica, la cual puede estar correlacionado con las corrientes
marinas superficiales. En general, ambos marcadores sugieren que la zona de
transicidn no actda como una barrera efectiva para el flujo génico en E. paytensis.
Las causas para explicar esta falla de la barrera al flujo de genes son explicadas

tanto del punto de vista larval (biolégico) como climético-ambiental.

5.1.1. Factor bioldgico: capacidad de dispersion larval

La planctotrofia podria explicar satisfactoriamente la falta de estructuracion
genética de E. paytensis a través de la zona de transicidn biogeogréfica. A pesar de
que la historia de vida de esta especie no ha sido caracterizada hasta la fecha, es
muy probable que presente larva planctotrofica puesto que se ha reportado este
modo de desarrollo en este género. Por ejemplo, las especies E. hawaiiensis y E.
peruviana, criadas en laboratorio, reportaron larvas veliger con duraciones larvales
de 28 y 37 dias respectivamente, desde el desove hasta la metamorfosis (Struhsaker
& Costlow, 1968; Jordan & Ramorino, 1975). Dadas las similaridades estructurales
del oviducto y de la protoconcha larval en algunas especies del género
Echinolittorina, se ha sugerido que el modo de desarrollo y duraciéon pelagica de
las larvas de los miembros de este género deben ser tipicas (Reid, 2002). Por ello,
es factible asumir que la larva de E. paytensis sea planctotréfica y presente una

duracién pelagica promedio de su género (i.e. entre tres a cinco semanas).

76



Dados los altos niveles de flujo génico detectados en esta especie, es
probable que esta larva tenga un fuerte comportamiento natatorio que le permita
traspasar los mecanismos de retencion generados por la convergencia de corrientes
en la zona de transicion. A diferencia de las larvas de los crustidceos exhiben un
comportamiento de migracion vertical (Young, 1996), es poco probable que las
larvas de E. paytensis presenten este comportamiento pues deben mantenerse a flote
en la superficie cerca del intermareal en donde deben asentarse (Hohenlohe, 2004).

La planctotrofia ha sido atribuida como el factor biolégico que explica la
carencia de estructuracion genética en varios gastropodos intermareales (Tabla 18).
Las especies planctotrdficas Littorina keenae (Lee & Boulding, 2007) y Littorina
scutulata (Lee & Boulding, 2009) en la costa Pacifica de Estados Unidos no
mostraron estructuracidon genética incluso a través del quiebre biogeografico de
Punta Concepcion. El gastropodo Concholepas concholepas, €l cual presenta una
duracion larval mayor de tres meses, tampoco exhibid estructuracion genética a
través de tres provincias biogeograficas en la costa de Chile (Céardenas et al., 2009).
Inversamente, gastropodos con desarrollo directo o lecitotréfico, i.e. con baja
capacidad de dispersion larval, mostraron fuerte estructuracién genética a lo largo
de la costa de Chile (Sanchez et al., 2011; Brante et al., 2012; Haye et al., 2014)

(Tabla 18).

Tabla 18. Comparaciéon de la estructura genética global (@st) y el modo de
desarrollo larval entre distintos gastropodos marinos intermareales.

Especie Desarrollo Gen @sr EG Referencia
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Littorina keenae Planctotréfico Cytb 0.005 No Lee & Boulding (2007)
Littorina sitkana Directo Cytb 0.279* Si Lee & Boulding (2009)
Littorina subrotundata Directo Cytb 0.058* Si Lee & Boulding (2009)
Littorina scutulata Planctotréfico Cytb 0.019 No Lee & Boulding (2009)
Littorina plena Planctotréfico Cytb 0.050* Si Lee & Boulding (2009)
Plicopurpura pansa Planctotréfico Cytb -0.004 No  Lopez et al (2016)

Concholepas Planctotréfico COI 0.003 No Cérdenas et al (2009)
concholepas

Acanthina monodon Directo COI 0.800* Si  Sanchez et al (2011)
Crepipatella dilatata Directo COI 0.97* Si  Brante et al (2012)
Scurria scurra Lecitotréfico COI 0.797* Si Haye et al (2014)
Tegula atra Lecitotréfico COI 0.362* Si Haye et al (2014)
Echinolittorina Planctotréfico COI 0.044% S Este estudio
paytensis

EChlilOl{llOl’lna Planctotréfico 16S -0.007 No Este estudio
paytensis

Leyenda: nimero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica
(m), diferenciacion genética intrapoblacional (@sr), Cytb (Citocromo b), COI (citocromo ¢
oxidasa Subunidad I), 16S (16SrRNA), Estructuracién genética (EG), * (estadisticamente
significativo, P < 0.05)

El marcador 16SrRNA sugiri6 una falta total de estructura genética en E.
paytensis (Dst = -0.007, P > 0.05). El marcador COI, en cambio, sugiri6 una
estructura genética global débil pero significativa (@st = 0.044, P = 0.016). Esta
diferenciacion global sugerida por el AMOVA se puede analizar con mayor
facilidad con las distancias genéticas @st a pares. Fueron detectadas varias
diferencias significativas entre poblaciones, las cuales podrian ser sefiales de
barreras locales a la conectividad larval. La distancia genética significativa entre
Zorritos y Anconcito, detectada como barrera genética por el software BARRIER,
posiblemente sea la consecuencia de un impedimento al flujo larval producida por
la pluma de agua dulce del rio Guayas (Lessios et al., 2003). Zorritos se encuentra
adyacente a potenciales barreras al flujo génico segun las distancias genéticas a

pares y el andlisis realizado en BARRIER. Es posible que debido el predominio de
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litoral arenoso adyacente a dicha zona (e.g. desde Caleta La Cruz hasta Puerto
Pizarro) y a la posible existencia de giros cercanos a la costa, las larvas estén siendo
retenidas y mantenidas cerca de su lugar de nacimiento (Largier et al., 2003).

Las franjas arenosas largas también han demostrado funcionar como
barreras al flujo génico en caracoles que habitan playas rocosas (Hurtado et al.,
2007). La larga franja litoral arenosa entre Punta Aguja y Media Luna (175km
aprox.) podria representar una zona de aislamiento debido a que representa una
potencial area no favorable para el asentamiento de larvas en E. paytensis. Pero
contrario a lo que podria esperarse, las distancias genéticas entre poblaciones
adyacentes a esta franja sugieren que no existe una dificultad para la conectividad

larval.

5.1.2. Factor climatico-ambiental: eventos ENSO

Las zonas de transicidén marina en el mundo son generalmente estables. Esto
debido a que los procesos oceanograficos asociados normalmente no presentan
variabilidad tanto espacial como temporal lo cual ha permitido aparicion de linajes
alopatricos dada la restriccion para la dispersion larval (Dawson, 2001; Waters et
al., 2005; Teske et al., 2007). Pero la zona de transicién de la costa norte del Pert
es un caso particular, pues debido a su ubicacion geografica se ve influenciada por
los eventos ENSO (Ortlieb & Macharé, 1989).

La hipoétesis que se propone para explicar la falta de diferenciacidon genética
en E. paytensis es que la barrera al flujo génico en la zona de transicion esta siendo
constantemente relajada o debilitada por los eventos ENSO. Por ejemplo, durante

eventos El Nifio extraordinarios, fuertes, moderados y/o débiles, las masas de agua
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calidas (ATS y AES) que se desplazan hacia el sur provocan el transporte de larvas
hacia el sur, y durante los eventos La Nifa el repliegue hacia el norte de las AES
provocan el transporte de las larvas hacia el norte (Diaz & Ortlieb, 1993; Paredes
et al., 1998). De esta manera, las larvas de individuos de la Provincia Panamefia se
estarian asentando en sustratos rocosos de la Zona de Transicion y de la Provincia
Peruana durante afios El Nifio, y en direccion inversa durante afios La Nifia. Este
intercambio de larvas estaria implicando un intercambio de genes (e.g. haplotipos).
El constante transporte de larvas hacia el norte por parte de la Corriente de
Humboldt y el transporte de larvas hacia el sur por parte de El Nifio con cierta
regularidad estarian creando un flujo génico bidireccional que previene cualquier
grado de diferenciacion genética a través de la zona de transicidn en esta especie.
Esta hipotesis que propone a los eventos ENSO como el factor climatico-
ambiental que relaja la barrera al flujo génico en la zona de transicion, y que influye
directamente en la homogeneidad genética de E. paytensis se apoya en las

siguientes evidencias:

@) El hecho de que E. paytensis, siendo una especie tipica de la
Provincia Panamena (Reid, 2002), habite hasta los 7°S (Pacasmayo, La Libertad)
en pleno Sistema de Humboldt. Dado que la corriente de Humboldt se mueve en
direccion norte, la inica forma de que esta especie haya llegado hasta los 7°S es por
una expansion promovida por El Nifio. El Nifio expande temporalmente el rango de
distribucion de varias especies marinas endémicas de la Provincia Panamefia hasta
el centro y sur del Perd (Vélez & Zeballos, 1985; Paredes et al., 1998; Paredes et

al., 2004) e incluso hasta Chile (Guzman et al., 2001; Ashton et al., 2008).
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Hallazgos de depdsitos malacoldgicos fosilizados de ambas provincias
biogeograficas (e.g. TAMASs en la regidn de Santa y en tablazos en Piura) prueban
de que este efecto expansor de El Nifo viene ocurriendo desde el Pleistoceno
(DeVries, 1987; DeVries & Wells, 1990; Diaz & Ortlieb, 1993; Macharé & Ortlieb,
1993). Pero a diferencia de la mayoria de la mayoria de especies tropicales las
cuales amplian su distribucioén geografica durante El Nifio solo de forma temporal,
la expansion de la distribucion geografica de E. paytensis hasta los 7°S parece haber
sido permanente. Una presunta tolerancia larval a las aguas frias puede explicar esta
permanencia.

(i1)  Las bajas distancias genéticas entre Puémape (la poblacion més
adentrada en la Provincia Peruana) y las otras poblaciones evidencian una elevada
conectividad genética en esta especie. Este flujo de genes debe estar necesariamente
influenciado por procesos oceanograficos: el desplazamiento de larvas desde
Puémape hacia el norte debe estar siendo mantenido por la Corriente de Humboldt,
y el desplazamiento de larvas desde las poblaciones nortefias hacia Puémape debe
estar siendo promovido por El Nifio.

(iii) La hipétesis propuesta de que las variaciones temporales pueden
relajar la barrera efectiva al flujo de genes en zonas de convergencia de corrientes
marinas (Hohenlohe, 2004). En dicho estudio, se realizaron modelos de simulacién
de flujo génico basados en las corrientes cerca de Punta Concepcion (California,
Estados Unidos) y en las historias de vida de dos especies de litorinidos con
desarrollo planctotréfico (Littorina scutulata y Littorina plena). Los resultados
sugirieron que variaciones temporales largas e infrecuentes en las corrientes tienen

un efecto mayor sobre el flujo génico que las variaciones mas cortas y frecuentes.
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Por tanto, cambios raros en las corrientes (i.e. escala interanual) como en El Nifio,
el cual puede persistir por un afio o mds, deberian tener un efecto mayor a largo
plazo en las barreras al flujo génico que la variacién estacional de las corrientes.
También se ha sugerido que escalas de variacidon temporal mas grandes pueden
remover de manera efectiva las barreras creadas por la convergencia de corrientes

(Hohenlohe, 2004).

No obstante, para que la hip6tesis propuesta sea factible, se deben cumplir

los siguientes requisitos:

(1) Mortandades larvales minimas durante los eventos ENSO. Por
ejemplo, los incrementos en la TSM durante El Nifio suelen tener un impacto
negativo en varias especies endémicas del Sistema de Humboldt, adaptados al
ambiente frio. Especies tales como Semimytilus algosus, Perumytilus purpuratus,
Aulacomya ater, Choromytilus chorus, Gari solida, Fisurella sp., Concholepas
concholepas y Stichaster striatus son fuertemente sensibles a los incrementos en
la TSM y han sufrido serias declinaciones poblaciones durante los ultimos
episodios fuertes de El Nifio (Tarazona et al., 1985; Romero, 2001). Otras especies
como el pectinido Argopecten purpuratus, el gastrépodo Thais chocolata y el
cefalépodo Octopus mimus se ven favorecidas por El Nifio debido a que son
especies tropicales adaptadas a las condiciones frias (Arntz ef al., 1988; Arntz &
Arancibia, 1989; Tarazona & Arntz, 2001; Mendo & Wolff, 2003).
Probablemente, dado que se trata de una especie originaria de la Provincia
Panameiia, E. paytensis se vea favorecida con El Nifio. Pero también debe haber
desarrollado mecanismos de tolerancia para adaptarse a las temperaturas frias de
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la Corriente de Humboldt y para eventos La Nifa, e.g. aumentando su tasa
metabolica (Paine, 1986). Esta presunta tolerancia larval a los cambios de TSM
indudablemente le ha otorgado E. paytensis una ventaja para colonizar zonas frias,
como por ejemplo hasta los 7°S, y soportar eventos ENSO con mortalidades
larvales minimas.

(ii))  Los eventos ENSO deben ser un proceso antiguo para ser atribuidos
como el factor climatico-ambiental que explique la falla de la barrera al flujo
génico. En primer lugar, la zona de transicion del norte del Peru probablemente
haya aparecido luego de la formacién del istmo de Panamé (Plioceno, hace 3.5
millones de afios) puesto que este evento permitid el establecimiento del patrén
moderno de circulacion oceanica en el Océano Pacifico (Keigwin, 1978; Duque-
Caro, 1990; Coates et al., 1992) asi como el nacimiento del actual Sistema de
Corriente de Humboldt y la intensificacion del afloramiento costero (Tsuchi, 1997).
Estudios sobre la composicion paleo-faunistica de los tablazos de la costa norte del
Peru sugieren que la zona de transicion ha persistido intacta durante el dltimo millén
de afos (DeVries, 1985, 1986, 1988). En segundo lugar, los eventos ENSO no
estuvieron presentes durante el Plioceno pues la evidencia paleoceanogrifica
sugiere que en dicha época se dio una condicién El Nifio permanente (Molnar &
Cane, 2002; Wara et al., 2005; Fedorov et al., 2006; Bonham et al., 2009). Segtin
un estudio paleoceanografico que utiliz6 como proxy a la composicidon isotopica
del oxigeno 18 (5'%0) de corales fésiles de Papua Nueva Guinea, los eventos ENSO
hicieron aparicién hace 130 000 afios durante el Pleistoceno, especificamente
durante el penultimo interglaciar (estadios isotopicos MisSa — Mis5d, 140 000 —

110 000 afios) y se mantuvieron constantes durante en el dltimo periodo glaciar y
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en el Holoceno sin cambios importantes en su regularidad y periodicidad (Tudhope
et al., 2001). Es posible que desde hace 130 000 afios, las fases El Nifio y La Nifia
empezaron a relajar de forma interanual la barrera al flujo génico en la zona de
transicion, siendo de gran importancia para la conectividad en E. paytensis.

De esta forma, la barrera al flujo génico en la zona de transicion se estaria
relajando o volviendo méas permeable cada cierto tiempo debido a los eventos
ENSO. Esta inestabilidad temporal explicaria por qué este limite biogeografico no
funciona como una barrera efectiva al flujo génico, al menos para E. paytensis.

Pero la zona de transicion de la costa norte del Perd no es el unico limite
biogeografico impactado por los eventos ENSO. Si bien El Nifio es considerado
generalmente como un evento tropical, también influye en el Sistema de
Afloramiento de California, en la costa Pacifica de Estados Unidos. En Punta
Concepcion (34°26°N), limite biogeografico entre las provincias biogeograficas
Californiana y Oregoniana (Briggs, 1974), El Nifio ha sido considerado como un
importante factor de dispersion larval (Behrens, 1974; Connolly & Roughgarden,
1999; Zacherl et al., 2003). Dado que El Nifio transporta cada cierto tiempo las
larvas hacia el norte alrededor de Punta Concepcién (Glynn, 1988), mientras la
corriente de California transporta las larvas hacia el sur (Wares et al., 2001), tal
flujo génico bidireccional previene la diferencia genética en varios taxa (Kelly &
Palumbi, 2010). Precisamente, alrededor de Punta Concepcién se han reportado
muy pocos casos de especies marinas con diferenciacion genética (Wares et al.,
2001; Sotka et al., 2004; Cassone & Boulding, 2006) pues la mayoria muestran

poco o nada de divergencia (Hellberg, 1996; Burton, 1998; Kyle & Boulding, 2000;
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Dawson, 2001; Dawson et al., 2002; Miner, 2002; Lee & Boulding, 2007; Kelly &

Palumbi, 2010; Craig et al., 2012).

5.2. Filogeografia e Historia demografica

Dado el gran ndmero de casos de quiebres filogeograficos concordantes con
las zonas de transicion (Patron Filogeogréfico tipo I) en zonas marino-costeras, se
esperaba un patron similar en E. paytensis. Sin embargo, E. paytensis exhibio el
Patrén filogeografico tipo II, el cual consiste en la presencia de clados sin una
concordancia geografica (Avise ef al., 1987). Una primera explicacién para este
tipo de patron filogeografico es la existencia de una barrera reproductiva entre dos
especies gemelas simpatricas (Avise et al., 1987). Esta hipétesis es poco probable
debido a que la maxima divergencia intraespecifica detectada en el marcador COI
fue de 2% y el umbral recomendado para diagnosticar especies es del 3% (Hebert
et al., 2003). Ademas, las especies hermanas dentro del género Echinolittorina
suelen tener distribucion alopétrica con muy poco o nada de sobrelape (Williams &
Reid, 2004).

La segunda hipdtesis para explicar el patron filogeografico de E. paytensis,
y la més probable, es que estamos frente a una zona de contacto entre dos
poblaciones previamente alopétricas (Avise ef al., 1987). Para explicar esta
hipodtesis es necesario analizar la historia evolutiva de E. paytensis.

En primer lugar, se ha sugerido que el evento de especiacion entre las
especies E. paytensis y E. apicina ocurrio luego de la formacién del istmo de
Panama, i.e. hace 3.5 millones de afios (Williams & Reid, 2004). En segundo lugar,
el patron de variacién genética observado en E. paytensis sugiere una expansion

85



poblacional. La alta diversidad haplotipica y la baja diversidad nucleotidica,
productos del exceso de haplotipos raros y las altas similitudes entre los haplotipos,
han sido encontrados también en otras especies de invertebrados marinos con altas
capacidades de dispersion larval (Uthicke & Benzie, 2003; Cassone & Boulding,
2006). Esta retencidén de un exceso de variantes de secuencia raras podria ser la
firma evolutiva de una expansioén poblacional reciente en E. paytensis, lo cual
implica que esta especie no ha alcanzado el equilibrio mutacion-deriva. Esta
hipdtesis es soportada por los test de neutralidad (Fu’s Fs y R2) los cuales permiten
comprobar una desviacidn significativa del tamafio poblacional constante, requisito
del equilibrio mutacidn-deriva (Aris-Brosou & Excoffier, 1996). Las formas de las
curvas de las distribuciones mismatch asi como los test de bondad de ajuste (SSD
y Hri) también soportan la hipotesis de una expansion demografica (Slatkin &
Hudson, 1991). Por su lado, las relaciones genealogicas entre haplotipos arrojaron
topologias de tipo estrella mas claramente en el marcador 16SrRNA, donde el
haplotipo mas comuin (H2), presuntamente ancestral, da origen a los haplotipos
raros. Segun la teoria coalescente esto puede ser interpretado como un indicativo
de una poblacidén recientemente expandida luego de un cuello de botella genético
(Slatkin & Hudson, 1991). Se ha sugerido que topologias similares a estrella y tests
de neutralidad significativos son producidos luego de una expansién solo si la
especie intercambia un gran nimero de migrantes debido a su alta capacidad de
dispersion (Ray et al., 2003). Los graficos de Bayesian Skyline Plot también
sugirieron un evento demografico de expansién ancestral. Y de acuerdo a los
valores calculados en base al pardmetro demografico tau, las estimaciones del

tiempo de expansion (97 631 anos para COI, 36 214 afios para 16SrRNA)
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concuerdan con el dltimo periodo glacial del Pleistoceno (periodos isotopicos MIS4
—MIS2, 110 000 — 10 000 afos).

Dada que ambas estimaciones de expansion poblacional son posteriores a la
aparicion de los eventos ENSO (130 000 afios) y previas al apogeo de ultimo
periodo glaciar, i.e. el LGM (20 000 — 18 000 afios), es factible que la expansion
poblacional de E. paytensis haya sido provocada por la aparicién de los eventos
ENSO (Figura 24). Pero ;Qué tan probable es que los eventos ENSO hayan
provocado una expansion poblacional en E. paytensis?

Es conocido que para organismos sensibles a la temperatura, las eras de
hielo del Pleistoceno suelen dejar una huella genética (Hewitt, 2000).
Probablemente, el pentltimo periodo glaciar (estadio isotopico mis6, 200 000 — 140
000 afios) haya provocado una disminucion en la poblacion de E. paytensis, pero
ésta pudo haberse recuperado en el subsiguiente periodo interglaciar con la
aparicion de los eventos ENSO. Como los eventos ENSO fueron recurrentes en el
Pleistoceno (Tudhope et al., 2001), probablemente estos hayan creado condiciones
ambientales ideales para E. paytensis. Esta hip6tesis propuesta aqui se fundamenta

en lo siguiente:

1) La TSM no cambié drasticamente durante el LGM en la zona
ecuatorial. En esta zona, la diferencia de la TSM fue muy pequeiia: Ratios de Mg/Ca
del foraminifero Globigerinoides sacculifer en las islas Galapagos sugirieron que
durante el LGM la temperatura superficial del mar en la lengua fria del Pacifico
Ecuatorial Oriental estuvo solo ~1.2°C por debajo de la temperatura actual

(Koutavas et al., 2002). En contraste, en las altas latitudes la diferencia en la TSM
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fue elevada (entre 9° y 15°C) y gruesas capas de hielo cubrieron gran parte del
hemisferio norte (Clark & Mix, 2002; Dyke et al., 2002) y los andes del sur de Chile
(Hulton et al., 2002).

(i1) Las fluctuaciones en el nivel del mar no parecen haber afectado a E.
paytensis. Durante el LGM el nivel del mar cayé 120 m en promedio a nivel
mundial (Lambeck & Chappell, 2001). Este evento gener6 la exposicion de gran
parte de la plataforma continental peruana provocando que la linea de costa se
desplazara hacia el oeste 100 km entre los 7°-9°S y 20 km a los 4°40’S (Ortlieb &
Macharé, 1989). Esta fuerte regresion marina probablemente haya ocasionado la
reduccion del habitat y subsecuente declinacidn poblacional en varias especies
pelagicas e invertebrados bentonicos (Hewitt, 2000; Hewitt, 2004). Sin embargo, el
habitat rocoso de E. paytensis puede haberlo hecho menos susceptible a los cambios
en el nivel del mar. Incluso, la exposicion de nuevos terrenos rocosos pertenecientes

a la plataforma continental pudo haberlo favorecido (Williams & Reid, 2004).

Dado que la dltima época glaciar no tuvo un impacto significativo en la zona
ecuatorial y las fluctuaciones en el nivel del mar posiblemente no hayan mermado
la poblacién de esta especie, los eventos ENSO pudieron haber tenido la intensidad
y tiempo suficiente para provocar la aparicion de condiciones ideales para un
crecimiento demografico en E. paytensis, e.g. mediante el calentamiento de las

aguas y la expansion de larvas.
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Figura 24. Probable secuencia de eventos histéricos que determinaron el patrén
filogeografico de E. paytensis en la costa peruana. Leyenda: LGM = Last Glacial
Maximum, ka = mil afios, ma = millén de afos, ENSO = El Nifio-Southern Oscillation, //
= Pleistoceno temprano y medio.

Se plantea la hipétesis de que la zona de transicion del norte peruano
apareci6 cuando se estableci0 el patron moderno de circulacién marina en el Océano
Pacifico luego de la formacidn del Istmo de Panama4, durante el Plioceno. Como su
aparicion fue mucho maés antigua que la aparicion de la oscilacion ENSO, este limite
biogeografico si pudo haber representado una barrera significativa para el flujo
génico de E. paytensis. En este lapso de tiempo la convergencia entre la Corriente
de Humboldt y la Corriente El Nifio pudo establecer un proceso ininterrumpido de
retencion larval (barrera efectiva) que restringi6 el flujo génico provocando una
separacion alopétrica entre las poblaciones fundadoras en la Provincia Peruana y
las poblaciones originales de la Provincia Panamefia. Luego, estas poblaciones
alopétricas fueron obligadas a ponerse en un contacto mediante la dispersion larval
promovida por los eventos ENSO.

Resumiendo, se plantea que la aparicion de la oscilacion ENSO hace 130
000 afios provocod (i) el debilitamiento de la barrera a la dispersion larval

promoviendo el flujo génico bidireccional entre poblaciones de ambas provincias
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biogeograficas, y (ii) la aparicién de condiciones propicias para una expansion

demografica durante el dltimo periodo glaciar del Pleistoceno (Figura 24).
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6.

CONCLUSIONES

Los patrones filogeograficos del litorinido Echinolittorina paytensis y del
mitilido Brachidontes adamsianus sugieren una falta de concordancia entre la
filogeografia y la biogeografia. Este hallazgo sugiere que la zona de transicion
de los 4°-6°S no funciona como una barrera efectiva para el flujo génico en
estas dos especies, lo cual parece ser consecuencia del efecto combinado de la
altas capacidades de dispersion larval y la incidencia de los eventos ENSO.
La diversidad genética de ambas especies resultd ser baja-moderada para el
litorinido E. paytensis y baja para el mitilido B. adamsianus

No se detect6 una asociacion significativa filogenética con la biogeografia en
las dos especies estudiadas en base a los dos marcadores genéticos empleados.
Ambas especies reportaron una carencia de estructuracion genética a través de
la zona de transicion y una carencia de estructuracion genética a nivel global.
Las pruebas de historia demografica en el litorinido E. paytensis confirmaron
que esta especie pasé por una expansion poblacional reciente luego de un cuello
de botella, evento que ocurrié6 muy probablemente en el Pleistoceno Superior.
En contraste, el mitilido Brachidontes adamsianus, no sufrié una expansion
poblacional sino que mantuvo un equilibrio demografico a través del tiempo

(tamafio poblacional constante).
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7.

RECOMENDACIONES

De acuerdo a los dos marcadores mitocondriales utilizados, la zona de
transicion del norte peruano no funciona como una barrera efectiva para el flujo
génico del caracol E. paytensis. Dado que este hallazgo no puede ser
generalizado para otros taxa, se recomienda la ejecucidon de estudios
moleculares considerando a otras especies marinas (cuyos rangos de
distribucion atraviesen este limite biogeografico) que puedan funcionar como
mejores modelos. Estudios que contrasten especies con historias de vida
diferentes, e.g. con diferentes modos de desarrollo larval, comportamiento y
duracion pelagica, son altamente recomendables (Filogeografia comparativa).
Se recomienda la utilizacion de marcadores moleculares con diferente modo de
herencia, tales como los del genoma nuclear (e.g. microsatélites y SNPs), para
obtener resultados de estructura genética con mejor resolucion.

Para comprobar el rol que juega la capacidad de dispersion larval sobre el flujo
génico a través de la zona de transicion, es necesario correlacionar los indices
de estructuracién genética y de flujo génico con la duracién peldgica larval
(PLD). Otros datos tales como la habilidad de dispersion larval (en Km) y las
temporadas de desove también son de vital importancia. Se recomienda la
recoleccion de este tipo de datos para conocer a detalle la historia de vida de
las especies destinadas a estudiarse con herramientas moleculares.

La hipétesis propuesta de que la barrera al flujo génico se relaja durante los
eventos ENSO requiere comprobaciéon. Se recomienda llevar a cabo

investigaciones de conectividad poblacional (mediciones directas de dispersion
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larval) y modelamiento (simulaciones de dispersion larval y de flujo génico)

comparando afios normales (No ENSO) contra afios ENSO.
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ANEXOS

Anexo 1. Férmulas para calcular los indices de diversidad genética

1. Diversidad haplotipica (Hd) (Nei, 1987)

Hgy =ni1(1_2pi2)
Donde:

n = nimero de secuencias,
pi = frecuencia de cada haplotipo

2. Diversidad nucleotidica (m) (Nei, 1987)

2n
T=1"7 § pipjdij
Donde:

n = ndmero de secuencias
pi = frecuencia del haplotipo i
pj = frecuencia del haplotipo j

dij = proporcién de nucledtidos diferentes entre los haplotipos iy j



Anexo 2. Resultados del BLAST para el marcador COIl en E. paytensis

. L Max | Total Query E- Ident
Individuo | Descripcion Cover o
Score | Score (%) Value | (%)

ANCO1 Echinolittorina paytensis | 1206 | 1206 | 96 0 99
ANCO02 Echinolittorina paytensis | 1175 | 1175 | 99 0 99
ANCO3 Echinolittorina paytensis | 1133 | 1133 | 100 0 99
ANCO04 Echinolittorina apicina | 1206 | 1260 | 94 0 99
ANCO05 Echinolittorina paytensis | 1160 | 1160 | 99 0 99
ANCO06 Echinolittorina paytensis | 1175 | 1175 | 96 0 99
ANCO7 Echinolittorina apicina | 1184 | 1184 | 97 0 99
ANCO08 Echinolittorina paytensis | 1175 | 1175 | 99 0 99
ANCO09 Echinolittorina paytensis | 1079 | 1079 | 100 0 99
ANCI0 Echinolittorina paytensis | 1142 | 1142 | 99 0 99
BONO1 Echinolittorina apicina | 1170 | 1170 | 99 0 99
BONO2 Echinolittorina apicina | 1195 | 1195 | 97 0 99
BONO04 Echinolittorina apicina | 1168 | 1168 | 99 0 99
BONO5 Echinolittorina apicina | 1197 | 1197 | 99 0 99
ACAO01 Echinolittorina apicina | 1123 | 1123 | 100 0 99
ACA02 Echinolittorina apicina | 1168 | 1168 | 97 0 99
ACA04 Echinolittorina apicina | 1173 | 1173 | 100 0 99
PSAO1 Echinolittorina paytensis | 1153 | 1153 | 99 0 99
PSA02 Echinolittorina apicina | 1182 | 1182 | 97 0 99
PSA03 Echinolittorina apicina | 1166 | 1166 | 99 0 99
PSA04 Echinolittorina paytensis | 1162 | 1162 | 99 0 99
PSAO05 Echinolittorina apicina | 1162 | 1162 | 99 0 99
BRAO1 Echinolittorina paytensis | 1184 | 1184 | 97 0 99
BRAO2 Echinolittorina apicina | 1179 | 1179 | 97 0 99
BRAO3 Echinolittorina paytensis | 1162 | 1162 | 99 0 99
BRAO4 Echinolittorina paytensis | 1195 | 1195 | 97 0 99
BRAOS Echinolittorina apicina | 1171 | 1171 | 99 0 99
POCO1 Echinolittorina paytensis | 1162 | 1162 | 98 0 99
POCO02 Echinolittorina paytensis | 1158 | 1158 | 99 0 99
POCO03 Echinolittorina paytensis | 1173 | 1173 | 99 0 99
POC04 Echinolittorina apicina | 1184 | 1184 | 97 0 99
POCO05 Echinolittorina paytensis | 1194 | 1194 | 99 0 99
POC06 Echinolittorina paytensis | 1160 | 1160 | 100 0 99
POCO7 Echinolittorina paytensis | 1129 | 1129 | 99 0 99
POCO08 Echinolittorina apicina | 1134 | 1134 | 99 0 98
PVEOI Echinolittorina apicina | 1175 | 1175 | 99 0 99
PVEO2 Echinolittorina paytensis | 1162 | 1162 | 98 0 99
PVEO3 Echinolittorina apicina | 1151 | 1151 | 99 0 99
NURO1 Echinolittorina apicina | 1175 | 1175 | 99 0 99
NURO02 Echinolittorina apicina | 1173 | 1173 | 100 0 99




NURO3 Echinolittorina paytensis | 1194 | 1194 | 99 0 99
CABO1 Echinolittorina apicina | 1173 | 1173 | 99 0 99
CABO2 Echinolittorina apicina | 1182 | 1182 | 99 0 99
YACO1 Echinolittorina apicina | 1164 | 1164 | 97 0 99
YACO02 Echinolittorina apicina | 1179 | 1179 | 97 0 99
YACO3 Echinolittorina paytensis | 1164 | 1164 | 97 0 99
YACO4 Echinolittorina apicina | 1184 | 1184 | 98 0 99
CANO1 Echinolittorina apicina | 1192 | 1192 | 99 0 99
CANO02 Echinolittorina apicina | 1171 | 1171 | 100 0 99
CANO3 Echinolittorina paytensis | 1123 | 1123 | 100 0 98
ISLO1 Echinolittorina apicina | 1166 | 1166 | 99 0 99
ISLO2 Echinolittorina apicina | 1201 | 1201 | 98 0 99
ISLO3 Echinolittorina paytensis | 1149 | 1149 | 99 0 99
ISLO4 Echinolittorina paytensis | 1129 | 1129 | 98 0 98
TORO02 Echinolittorina apicina | 1190 | 1190 | 99 0 99
TORO4 Echinolittorina paytensis | 1160 | 1160 | 99 0 99
AGUO1 Echinolittorina apicina | 1195 | 1195 | 97 0 99
AGUO2 Echinolittorina paytensis | 1195 | 1195 | 99 0 99
AGUO3 Echinolittorina paytensis | 1166 | 1166 | 98 0 99
AGU0O4 Echinolittorina apicina | 1162 | 1162 | 99 0 99
AGUOS5 Echinolittorina apicina | 1188 | 1188 | 99 0 99
AGUO06 Echinolittorina apicina | 1168 | 1168 | 99 0 99
AGUQ7 Echinolittorina apicina | 1184 | 1184 | 98 0 99
AGUOS8 Echinolittorina apicina | 1168 | 1168 | 98 0 99
MEDO1 Echinolittorina paytensis | 1158 | 1158 | 99 0 99
MEDO02 Echinolittorina apicina | 1175 | 1175 | 99 0 99
MEDO3 Echinolittorina apicina | 1170 | 1170 | 99 0 99
MEDO04 Echinolittorina apicina | 1188 | 1188 | 97 0 99
MEDO5 Echinolittorina paytensis | 1151 | 1151 | 98 0 99
MEDO06 Echinolittorina apicina | 1173 | 1173 | 97 0 99
MEDO7 Echinolittorina paytensis | 1144 | 1144 | 98 0 99
MEDOS8 Echinolittorina apicina | 1158 | 1158 | 99 0 99
MEDO09 Echinolittorina paytensis | 1179 | 1179 | 99 0 99
MEDI10 Echinolittorina paytensis | 1170 | 1170 | 98 0 99
MEDI1 Echinolittorina apicina | 1166 | 1166 | 99 0 99
MEDI12 Echinolittorina paytensis | 1195 | 1195 | 99 0 99
MED13 Echinolittorina paytensis | 1179 | 1179 | 98 0 98
MED14 Echinolittorina paytensis | 1179 | 1179 | 98 0 99
MED15 Echinolittorina apicina | 1160 | 1160 | 99 0 99
PUEO1 Echinolittorina apicina | 1184 | 1184 | 97 0 99
PUEO2 Echinolittorina paytensis | 1133 | 1133 | 99 0 99
PUEO3 Echinolittorina apicina | 1155 | 1155 | 98 0 99
PUEO4 Echinolittorina apicina | 1190 | 1190 | 99 0 99
PUEOQO5 Echinolittorina apicina | 1164 | 1164 | 100 0 99
PUEO6 Echinolittorina paytensis | 1155 | 1155 | 99 0 99




PUEO7 Echinolittorina apicina | 1160 | 1160 | 99 0 99
PUEOS Echinolittorina paytensis | 1179 | 1179 | 97 0 99
PUEO9 Echinolittorina apicina | 1155 | 1155 | 99 0 99
PUE10 Echinolittorina apicina | 1173 | 1173 | 99 0 99
PUEI11 Echinolittorina apicina | 1195 | 1195 | 99 0 99
PUE12 Echinolittorina apicina | 1147 | 1147 | 97 0 99
PUE13 Echinolittorina apicina | 1158 | 1158 | 100 0 99
PUE14 Echinolittorina apicina | 1162 | 1162 | 99 0 99
PUEI15 Echinolittorina apicina | 1181 | 1181 | 98 0 99

Cddigos de individuos: ANC = Anconcito (Anconcito), BON = Bonanza (Zorritos),
ACA = Acapulco (Zorritos), PSA = Punta Sal, BRA = El Bravo (Punta Sal), POC
= Las Pocitas (Mancora), PVE = Punta Veleros (El Nuro), NUR = El Nuro, CAB =
Cabo Blanco (El Nuro), YAC = Yacila (Paita), CAN = Cangrejos (Paita), ISL =
Islilla (Paita), TOR = Tortuga (Paita), AGU = Punta Aguja, MED = Media Luna,
PUE = Puémape



Anexo 3. Primeros 20 resultados de la Identificacién mediante BOLDSYSTEMS
del haplotipo H3 del marcador COI de E. paytensis.

Phylum [Class Order Family Genus Species Sim. (%)
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha Littorinidae[Echinolittorinapaytensis 99.83
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|Echinolittorinajapicina 98.83
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha Littorinidae[Echinolittorinapaytensis 98.33
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|Echinolittorinajapicina 98.33
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|[Echinolittorinajgalapagiensis |88.67
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha [Littorinidae[Echinolittorina|galapagiensis [88.5
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae Echinolittorinajmodesta 88.17
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae Echinolittorina penicillata 88.17
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae Echinolittorinajmodesta 88
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|Echinolittorinalinterrupta 38
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae[Echinolittorinapenicillata 87.83
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae[Echinolittorinalquadricincta  |87.83
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|Echinolittorinapulchella 87.83
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae Echinolittorinalinterrupta 87.67
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|LittorinidaeEchinolittorinajquadricincta  |87.67
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|[Echinolittorinapulchella 87.67
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|Echinolittorinapulchella 87.67
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|[Echinolittorinapulchella 87.67
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae Echinolittorina punctata 87.67
Mollusca|GastropodalLittorinimorpha|Littorinidae|Echinolittorinalinterrupta 87.67




Anexo 4. Resultados del BLAST para el marcador 16SrTRNA en E. paytensis

. C Max | Total uer E- Ident
Codigo Descripcion Score | Score 8ove)r/ Value | (%)
ANCO1 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 98 0 93
ANCO02 Echinolittorina interrupta | 771 771 100 0 93
ANCO3 Echinolittorina interrupta | 745 | 745 99 0 94
ANCO04 Echinolittorina interrupta | 789 | 789 97 0 93
ANCO05 Echinolittorina interrupta | 769 | 769 100 0 93
ANCO06 Echinolittorina interrupta | 778 | 778 99 0 93
ANCO7 Echinolittorina interrupta | 780 | 780 100 0 93
ANCO08 Echinolittorina interrupta | 752 | 752 99 0 94
ANCO09 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 100 0 93
ANCI0 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 100 0 93
BONO1 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 100 0 93
BONO02 Echinolittorina interrupta | 780 | 780 99 0 93
BONO04 Echinolittorina interrupta | 754 | 754 100 0 93
BONO5 Echinolittorina interrupta | 761 761 99 0 94
ACAO01 Echinolittorina interrupta | 782 | 782 99 0 93
ACAO02 Echinolittorina interrupta | 776 | 776 100 0 93
ACA04 Echinolittorina interrupta | 774 | 774 100 0 93
PSAO1 Echinolittorina interrupta | 769 | 769 100 0 93
PSA02 Echinolittorina interrupta | 782 | 782 99 0 93
PSA03 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 99 0 94
PSA04 Echinolittorina interrupta | 743 | 743 100 0 93
PSAO05 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 99 0 94
BRAO1 Echinolittorina interrupta | 769 | 769 100 0 93
BRAO2 Echinolittorina interrupta | 778 | 778 100 0 93
BRAO3 Echinolittorina interrupta | 758 | 758 100 0 93
BRAO4 Echinolittorina interrupta | 789 | 789 100 0 93
BRAOS Echinolittorina interrupta | 784 | 784 100 0 93
POCO1 Echinolittorina interrupta | 782 | 782 100 0 93
POCO02 Echinolittorina interrupta | 754 | 754 100 0 93
POCO03 Echinolittorina interrupta | 745 | 745 99 0 94
POC04 Echinolittorina interrupta | 765 | 765 99 0 94
POCO05 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 100 0 93
POCO06 Echinolittorina interrupta | 767 | 767 99 0 94
POCO7 Echinolittorina interrupta | 747 | 747 100 0 94
POCO08 Echinolittorina interrupta | 758 | 758 99 0 94
PVEO1 Echinolittorina interrupta | 760 | 760 100 0 93
PVEQ02 Echinolittorina interrupta | 782 | 782 99 0 93
PVEQ3 Echinolittorina interrupta | 778 | 778 100 0 94
NUROI Echinolittorina interrupta | 758 | 758 100 0 93
NURO02 Echinolittorina interrupta | 749 | 749 0 0 93
NURO3 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 99 0 94
CABO1 Echinolittorina interrupta | 776 | 776 100 0 93




CABO2 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 100 0 93
YACO1 Echinolittorina interrupta | 765 | 765 99 0 93
YACO02 Echinolittorina interrupta | 776 | 776 100 0 93
YACO3 Echinolittorina interrupta | 780 | 780 97 0 93
YACO4 Echinolittorina interrupta | 754 | 754 100 0 93
CANO1 Echinolittorina interrupta | 761 761 99 0 94
CANO02 Echinolittorina interrupta | 787 | 787 100 0 93
CANO3 Echinolittorina interrupta | 577 | 577 9E-161 |0 92
ISLO1 Echinolittorina interrupta | 761 761 100 0 93
ISLO2 Echinolittorina interrupta | 754 | 754 99 0 94
ISLO3 Echinolittorina interrupta | 763 | 763 100 0 93
ISLO4 Echinolittorina interrupta | 739 | 739 100 0 94
TORO02 Echinolittorina interrupta | 784 | 784 99 0 93
TORO4 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 100 0 93
AGUO1 Echinolittorina interrupta | 771 771 99 0 93
AGUO2 Echinolittorina interrupta | 761 761 98 0 94
AGUO3 Echinolittorina interrupta | 769 | 769 99 0 93
AGU0O4 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 100 0 93
AGUOS5 Echinolittorina interrupta | 782 | 782 99 0 93
AGUO06 Echinolittorina interrupta | 771 771 100 0 93
AGUQ7 Echinolittorina interrupta | 771 771 100 0 93
AGUOS8 Echinolittorina interrupta | 754 | 754 100 0 93
MEDO1 Echinolittorina interrupta | 761 761 100 0 93
MEDO02 Echinolittorina interrupta | 739 | 739 99 0 94
MEDO3 Echinolittorina interrupta | 773 | 773 100 0 93
MEDO04 Echinolittorina interrupta | 758 | 758 100 0 93
MEDO5 Echinolittorina interrupta | 739 | 739 100 0 94
MEDO06 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 99 0 93
MEDO7 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 100 0 93
MEDOS Echinolittorina interrupta | 785 | 785 99 0 94
MEDO09 Echinolittorina interrupta | 763 | 763 100 0 93
MEDI10 Echinolittorina interrupta | 782 | 782 100 0 93
MEDI11 Echinolittorina interrupta | 739 | 739 100 0 94
MEDI12 Echinolittorina interrupta | 771 771 100 0 93
MED13 Echinolittorina interrupta | 776 | 776 100 0 93
MED14 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 100 0 93
MED15 Echinolittorina interrupta | 776 | 776 100 0 93
PUEO1 Echinolittorina interrupta | 752 | 752 99 0 94
PUEO2 Echinolittorina interrupta | 784 | 784 100 0 93
PUEO3 Echinolittorina interrupta | 782 | 782 99 0 93
PUEO4 Echinolittorina interrupta | 771 771 100 0 93
PUEOS5 Echinolittorina interrupta | 741 741 99 0 94
PUEO6 Echinolittorina interrupta | 728 | 728 99 0 93
PUEO7 Echinolittorina interrupta | 747 | 747 99 0 93
PUEOS Echinolittorina interrupta | 765 | 765 99 0 93




PUEO9 Echinolittorina interrupta | 785 | 785 100 0 93
PUE10 Echinolittorina interrupta | 767 | 767 100 0 93
PUEI11 Echinolittorina interrupta | 756 | 756 99 0 94
PUE12 Echinolittorina interrupta | 760 | 760 100 0 93
PUE13 Echinolittorina interrupta | 743 | 743 100 0 94
PUE14 Echinolittorina interrupta | 774 | 774 100 0 93
PUEI15 Echinolittorina interrupta | 763 | 763 100 0 93

Cdédigos de individuos: ANC = Anconcito (Anconcito), BON = Bonanza (Zorritos), ACA
= Acapulco (Zorritos), PSA = Punta Sal, BRA = El Bravo (Punta Sal), POC = Las Pocitas
(Méncora), PVE = Punta Veleros (El Nuro), NUR = El Nuro, CAB = Cabo Blanco (El
Nuro), YAC = Yacila (Paita), CAN = Cangrejos (Paita), ISL = Islilla (Paita), TOR =

Tortuga (Paita), AGU = Punta Aguja, MED = Media Luna, PUE = Puémape




Anexo 5. Resultados del BLAST del marcador COI para B. adamsianus

.. . Max Total Query E- Ident
Individuo | Descripcion Cover o
Score |Score (%) Value | (%)

ACAO1 | Brachidontes adamsianus| 1208 1208 100 0 99
ACAOQ3 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
ACAO04 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
ACAOQ5 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
ACAO06 | Brachidontes adamsianus | 1208 1208 100 0 99
ACAOQ7 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
ACAO8 | Brachidontes adamsianus | 1208 1208 100 0 99
ACAQ9 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
ACAI10 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
BRAO1 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
BRAO2 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
BRAO4 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
BRAOS | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
BRAO6 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
BRAO7 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
BRAOS | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
BRAQ9 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
BRA10 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
NURO1 |Brachidontes adamsianus | 1186 [1186 | 100 0 99
NURO2 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
NURO3 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
NURO4 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
NUROS | Brachidontes adamsianus | 1203 1203 100 0 99
PMEO1 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEQ2 | Brachidontes adamsianus | 1208 1208 100 0 99
PMEOQ3 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEO4 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEOQS5 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEQ6 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEOQ7 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEO8 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEQ9 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PMEI10 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PUNO1 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PUNO2 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PUNO4 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PUNOS5 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PUNO6 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PUNOQ7 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PUNO8 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 100 0 99
PVEOl | Brachidontes adamsianus| 1197 1197 | 100 0 99




PVEQ2 | Brachidontes adamsianus | 1192 1192 | 100 0 99
PVEO3 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
PVEO4 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
PVEO5 | Brachidontes adamsianus | 1214 | 1214 | 100 0 99
YACO1 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
YACOQ2 | Brachidontes adamsianus | 1197 |1197 |100 0 99
YACO03 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
YACO04 | Brachidontes adamsianus | 1197 |1197 |100 0 99
YACOS5 | Brachidontes adamsianus | 1214 | 1214 | 100 0 99
YACOQ6 | Brachidontes adamsianus | 1197 |1197 |100 0 99
YACO7 | Brachidontes adamsianus| 1203 1203 100 0 99
YACO8 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 |100 0 99
YACO09 | Brachidontes adamsianus | 1197 1197 | 100 0 99
YACI10 | Brachidontes adamsianus | 1208 1208 100 0 99




Anexo 6. Primeros 20 resultados de la Identificacion mediante BOLDSYSTEMS
del haplotipo H4 del marcador COI de B. adamsianus.

Phylum Class Order Family Genus Species Sim (%)
Mollusca  [Bivalvia Mytilida  Mytilidae [Perna perna 81.62
Mollusca  Bivalvia  Mytilida  [Mytilidae |Brachidontes |darwinianus [78.4
Mollusca  [Bivalvia Mytilida  Mytilidae [Brachidontes [darwinianus [78.21
Mollusca  [Bivalvia Mytilida  Mytilidae [Brachidontes [darwinianus [78.21
Mollusca  [Bivalvia  Mytilida  |[Mytilidae [Brachidontes [darwinianus [78.21
Mollusca  [Bivalvia  Mytilida  |[Mytilidae [Brachidontes [darwinianus [78.21
Mollusca  Bivalvia  Mytilida  |[Mytilidae [Brachidontes [darwinianus [78.21
Mollusca  [Bivalvia  Mytilida  |[Mytilidae [Brachidontes [darwinianus [78.21
Mollusca Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae |Brachidontes [darwinianus [78.03
Mollusca  [Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae [Brachidontes [pharaonis 77.63
Mollusca  [Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae [Brachidontes [pharaonis 77.49
Mollusca [Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae [Brachidontes [pharaonis 77.47
Mollusca  Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae [Brachidontes [pharaonis 77.47
Mollusca Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae [Brachidontes [pharaonis 77.47
Mollusca  [Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae |[Hormomya lexustus 77.43
Mollusca  [Bivalvia  [Mytilida  [Mytilidae |Hormomya lexustus 77.28
Mollusca  [Bivalvia Mytilida  [Mytilidae [Hormomya |exustus 77.28
Mollusca  [Bivalvia Mytilida  [Mytilidae [Hormomya |exustus 77.28
Mollusca  [Bivalvia Mytilida  [Mytilidae [Brachidontes [pharaonis 77.23
Mollusca  Bivalvia  Mytilida  [Mytilidae |Brachidontes [niger 77.18




Anexo 7. Resultados del BLAST del marcador 16StRNA para B. adamsianus

Individuo | Descripcion Sl\(/;[ sfe ST f;?é (CQES?; E-Value Ig)zr)lt
ACAO3 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
ACAO04 | Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |2.00E-114| 83
ACAQ06 | Brachidontes exustus 453 453 99 |2.00E-113| 83
ACAOQ7 Brachidontes exustus 460 460 99 |1.00E-125| 84
ACAO08 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
ACAQ9 | Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
BRAO1 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
BRAO3 Brachidontes exustus 464 464 99 [9.00E-127| 84
BRAO4 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
BRAO6 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
BRAO7 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
BRAO9 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
NURO1 Brachidontes exustus 459 459 99 |4.00E-125| 84
NURO2 | Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
NURO4 | Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
NURO5 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PMEQO2 Brachidontes pharaonis | 429 429 92 |3.00E-116| 83
PMEO3 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PMEO06 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PMEOQ7 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PMEI10 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PUNO1 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PUNO02 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PUNO3 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PUNO5 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PUNO7 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PUNO8 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PVEO1 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
PVEQ02 Brachidontes pharaonis| 424 424 92 |2.00E-114| 83
YACO1 Brachidontes pharaonis| 424 424 92 |2.00E-114| 83
YACO2 | Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
YACO3 Brachidontes exustus 464 464 99 [9.00E-127| 84
YACO04 | Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
YACO5 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
YACO7 Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
YACO8 Brachidontes exustus 459 459 99 |4.00E-125| 84
YACOQ09 | Brachidontes pharaonis| 435 435 92 |7.00E-118| 83
YACI10 | Brachidontes pharaonis| 424 424 92 |2.00E-114| 83




Anexo 8. Distribucion de las frecuencias de los haplotipos COI por poblacién en E.
paytensis

Haplotipo |ANC |ZOR | PSAL | MAN |NUR |PAI| AGU | MED |PUE | TOTAL
H1 1 1

H2 1 4 3 1 1 1 1

H3 1

H4 2 1
HS5
H6
H7 2 1
HS8
HO9
HI10
HI11
H12
H13
H14
HI15 1 1 3 1
HI16
H17
H18
H19
H20
H21 1
H22 1
H23 1
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30 1
H31
H32
H33
H34
H35
H36
H37
H38
H39
H40
H41 1
H42 1
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H43 1
H44
H45
H46
H47
H48 1
H49
HS50
H51 1
HS52 1
HS53 1
TOTAL 10 8 10 8 8 13 8 15 15 95
Leyenda de poblaciones: ANC = Anconcito, ZOR = Zorritos, PSA = Punta Sal, MAN =
Mancora, NUR = El Nuro, PAI = Paita, AGU = Punta Aguja, MED = Media Luna, PUE =
Puémape.
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Anexo 9. Distribucion de las frecuencias haplotipicas 16SrRNA por poblacién en
E. paytensis

Haplotipo |ANC|ZOR |PSAL | MAN NUR |PAI|AGU | MED |PUE | TOTAL
H1 1

H2 5
H3
H4
H5 2 1 1 1
H6
H7
HS
H9
H10
H11
H12 1 1
H13 1
H14 1
H15 1
H16
H17
H18 1
H19
H20
H21
H22 1
H23 1
H24
H25
H26 1
H27 1
H28
H29
H30 1
H31 1
TOTAL 10 8 10 8 8 13 8 15 15 95
Leyenda dg poblacioges: ANC = Anconcito, ZOR = Zorritos, PSA = Punta Sal, MAN =
Mancora, NUR = El Nuro, PAI = Paita, AGU = Punta Aguja, MED = Media Luna, PUE =
Puémape.
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Anexo 10. Distribucién de las frecuencias haplotipicas COI por poblacién en B.
adamsianus

Haplotipo | Zorritos | Punta Mero | Punta Sal | Mancora | El Nuro |Paita| TOTAL
H1 1 1

H2 6 8 9 8 5 6

H3 1

H4 1

HS 1
H6 1
H7
HS8
HO9
H10
H11
H12
H13
H14
TOTAL 9 10 9 8 9 10
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Anexo 11. Distribuciéon de las frecuencias de los haplotipos 16SrRNA por
poblacién en B. adamsianus

Haplotipo

Zorritos

Punta
Mero

Punta
Sal

Mancora

El Nuro

Paita

TOTAL

H1

4

5

6

3

4

[\
(@)

H2

H3

—_ =

H4

HS5

H6

H7

H38

H9

HI10

HI11
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Anexo 12. Estadisticos del Analisis de clados anidados (NCA) e inferencia
filogeografica de E. paytensis en base al marcador COL

Distancias de Clado Distancias Cadena de
Clado | 2 | Clados Interior-Punta Inferencia e
Dc Dn I-Tc I-Tn Interpretacion
1-1 0.0 316.07 INo se pudo rechazar la
2-1 2.0 125 0.0 21075 0.0 -105.32 HO
1-2 67.49 1682.55 1-2-3-4-NO
1-3 0.0 1677.43 (Flujo génico
2-2 7.2 3694.24 | 1631.04 restringido con
1-6 |3739.23*L| 1631.04 aislamiento por
distancia)
1-4 0.0 49.30 INo se pudo rechazar la
2-3 1.2 130 95.10 20.47 95.10 40.16 HO
1-7 0.0 29.89
1-8 252.88 253.78 N do rechazar |
-4 |213] 19 0.0 12403 | -59.21 | 4826 |0 °" PUOO TS
1-11 166.87 163.05
1-10 92.96 115.63
1-12 0.0 70.60 N d h 1
-5 747 1-17 | 00 113.56 | 14333 | 39,09 |0 " PUO TR
1-18 143.33 138.34
1-13 185.54 190.78 INo se pudo rechazar la
2-6 2.22 122 20157 203.00 106.03 | 102.22 HO
1-16 0.09 22217 INo se pudo rechazar la
2-8 4.00 123 734 11376 7.84 | -103.40 HO
1-19 35.48 2878.95 N d hazar |
2-9 |7.42[ 1-21 | 430572 | 4191.57 |1394.58| 29349 | 0 °° PHOOTEHIAE
1-14 | 3993.21 | 3960.01
1-24 8.22 1394.46 INo se pudo rechazar la
2-10 |8.00 129 | 297676 | 2673.47 2968.54| 1279.01 HO
1-5 0.0 699.08 INo se pudo rechazar la
1116467700 [ 1437.23 | 141274 ] ~_HO
2-2 2646.48 | 2026.14
2-5 129.09 | 646.066 INo se pudo rechazar la
- *
3-1 49 ] 0.0 669.65 341.895| 139.076 HO
2-11 | 1380.53 | 1288.06
2-4 151.65 152.99 INo se pudo rechazar la
3-2  14.961 3 3135 75 383 -70.30 | -80.60 HO
2-6 246.90 | 2063.89 1-2-3-4-NO
2-8 154.73 | 2094.32 % (Flujo génico
3-3 23;96 371i'79 1549.54*Ljrestringido por
2-9 |3918.73*L|2626.98*L aislamiento por
distancia)
2-10 | 2317.46 | 2162.35 INo se pudo rechazar la
3-4 1.66 B 75288 | 1131.87 -2064.57| -1030.47 HO
3-3 [3157.08*L|2720.95*L - i 12-11-4
- *
-l (1284 3-1 |1183.42*S|1717.63*S 197;'6 1003.32*S|12-NO




(Expansion de rango
contiguo)

34

1986.20

1456.42

INo se pudo rechazar la

+2 291735 126000 | 430302 | 18602 | 102612 1
Clado |, | &1 [2150319 [ 196,843 | - o ve pudo rechaar
el x| a2 | 784771 | 1313580 | - - o

Leyenda: 42 = estadistico chi-cuadrado, *L. = largamente significativo, *S = poco
significativo, HO = No hay asociacién entre haplotipos con la geografia. La cadena de
inferencia  corresponde a la clave del afio 2005 disponible en
(http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html)


http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html

Anexo 13. Estadisticos del Analisis de clados anidados (NCA) e inferencia
filogeogréfica de E. paytensis en base al marcador 16STRNA

Distancias de Clado Distancias Evento‘
Clado x2 [Clados Interior-Punta |  demografico
Dc Dn I-Tc | I-Tn inferido
1-1 0.0 2529.76 1-2-11-17-4-NO
1-12 | 149.10 | 2653.00 (Flujo génico
2-1 11.0 3822.12263.4*] restringido con
1-9 | 3946.42 4895.87*L aislamiento por
distancia)
1-2 0.0 947.33
1-4 | 2317.46 | 2009.92 N J
o) 32.34 1-8 | 4178.17 | 5257.17 |-715.9-764.76| 0 *° P
1-10 | 80.73 931.90
1-3 | 1365.38 | 1497.15
1-5 0.0 371.90 No se pudo
>3 S0 7 9659 [ 9700 %% 270 rechazar 1a HO
1-6 0.0 106.97 No se pudo
24 30 1-11 | 35.39 42.13 3539 -64.84 rechazar la HO
2-1 [3670.16*1L13010.39*L
Cladograma,, | 2-3 | 13445 | 1016.12 | o o a0 1]::2'11'1.2,'Nf
Total 3-1) [~~""] 2.4 | 57.38 | 102132 | ~~°| 7% r;n’g‘gacncfr‘ft’i‘; u(‘:’)
2-2 | 1632.07 | 1694.15




Anexo 14. Estadisticos del Analisis de clados anidados (NCA) e inferencia
filogeografica de B. adamsianus en base al marcador COL.

Distancias de Distancias Evento demogréfico
Clado x2 [Clados Clado Interior-Punta inferido
Dc Dn I-Tc I-Tn
1-1 0.0 |[100.54
1-2 0.0 | 23.23 No se pudo rechazar
2-1 17250 1-6 | 0.0 | 4940 | 68.68 | 14.81 la HO
1-7 | 85.34 | 85.16
1-9 | 35.39 | 47.28
1-3 | 55.39 | 65.50 No se pudo rechazar
2-2 5.03 13 13702 | 33.08 -18.36 | -27.41 la HO
b3 20 1-4 0.0 | 23.50 i i No se pudo rechazar
) 1-5 0.0 | 25.60 la HO
Cladograma 2-2 | 39.28 | 40.33 Flujo génico
total 111123 [ 2425 | 2692 byg 39141 g 74+1]  TESUINgIdO con
(3-1) 2-1 167.02%L64.54*1] alSlgfmemf’ por
istancia

Leyenda: y2 = estadistico chi-cuadrado, *L. = largamente significativo, *S = poco
significativo, HO = No hay asociacién entre haplotipos con la geografia. La cadena de
inferencia  corresponde a la clave del afio 2005 disponible en
(http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html)


http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html

Anexo 15. Estadisticos del Analisis de clados anidados (NCA) e inferencia
filogeografica de B. adamsianus en base al marcador 16STRNA

Distancias de| Distancias Interpretacion
Clado x2 [Clados]  Clado Interior-Punta|  (Evento demografico
Dc Dn | I-Tc | I-Tn inferido)

1-1 | 0.0 [111.13

1-2 122.85]35.70
2-1 8.0 13 1 00 161.06 -13.71|55.27 | No se pudo rechazar la HO

1-4 | 0.0 [111.13

1-5 | 0.0 [114.26
2-2 3.39 18 138.8440.02 38.84 |-74.24| No se pudo rechazar la HO

1-6 | 0.0 [24.31
2-3 2.0 17 1 00 12432 0.0 |0.0023| No se pudo rechazar la HO

4.69] 2-2 141.75]41.29
3-2 2.3 24.32126.92 - - | No se pudo rechazar la HO

Cladograma 3-1 |58.46|57.08
Total (4-1) 3.73 35 1403514075 - - | No se pudo rechazar la HO

Leyenda: y2 = estadistico chi-cuadrado, *L. = largamente significativo, *S = poco
significativo, HO = No hay asociaciéon entre haplotipos con la geografia. La cadena de
inferencia  corresponde a la clave del afio 2005 disponible en
(http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html)
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