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RESUMEN

Variabilidad morfologica y de la aloenzima malato deshidrogenasa en poblaciones
peruanas del gasterépodo intermareal Stramonita haemastoma (Linnaeus, 1767)

Stramonita haemastoma presenta una amplia distribucion en una gran diversidad de
ambientes reflejando una alta variabilidad en su morfologia y a nivel aloenzimatico,
tanto dentro como entre poblaciones. En este estudio, 11 poblaciones de la zona norte,
centro y sur del Peru fueron colectadas para el andlisis de 14 caracteres de la
morfologia externa de la concha; mientras que 4 poblaciones fueron consideradas para
el andlisis de la aloenzima malato deshidrogenasa (Mdh), a lo largo de una diversidad
de hébitats de acuerdo a la temperatura superficial del mar (TSM), exposicion al
oleaje y corrientes marinas. A nivel morfolégico, altas correlaciones fueron
observadas entre longitud y peso total. Mayores longitudes fueron observadas en
poblaciones expuestas a altas TSM y de alta variabilidad genética. Esto fue atribuido a
una mayor actividad, capacidad de fijacion a sustrato y en consecuencia a un mayor
fitness de los organismos. Ademas, la mayor diferenciacion poblacional estuvo
influenciada por la variabilidad en la relacion entre la longitud total y de la abertura
de la boca (indice Ltt/Lb) sobretodo entre los organismos de la zona norte. Entre los
caracteres cualitativos de influencia ambiental, el desarrollo de tubérculos estuvo
relacionado con el nivel de exposicion al oleaje. Una diferenciacion marcada de las
poblaciones del norte se observd a nivel de la coloracion y de la variabilidad
aloenzimatica. A nivel aloenzimatico, existe una alta heterocigosidad (H, 0,14) en el
total de las poblaciones de S. haemastoma. El indice de fijacién de Wright mostr6 un
alto flujo génico (Fst 0,06) entre las poblaciones, mientras que una divergencia de
individuos en relacion a las poblaciones (Fis 0,154) y al total de las poblaciones (Fr
0,210). Variaciones en el numero y frecuencias alélicas estuvieron relacionadas con
diferencias en la TSM. Los rangos de la distancia genética de Nei estuvieron entre
0,006 y 0,018, mostrando una mayor similitud entre las poblaciones del norte
(Zorritos) y sur (Atenas) de altas TSM. La poblacién de Pucusana (baja TSM) mostro
ser monomorfico para Mdh-2, mientras que poblaciones de Zorritos y Atenas (altas
TSM) presentaron una mayor variabilidad alélica. Ademas, las variaciones en la
heterocigosidad estuvieron relacionadas con variaciones en las tallas de las conchas.
La alta H, (0,9) en Atenas estuvo correlacionada con grandes longitudes de la concha
(41.28 mm), mientras un déficit de heterocigotos (0,26) observado en Lagunilla
estuvo correlacionado con menores tamarios de conchas (32,38 mm). Sin embargo, no
se observo esta correlacion cuando las frecuencias alélicas se encontraron cercanos al
HWE.

Palabras claves: Stramonita haemastoma, morfologia, malato deshidrogenasa,
variabilidad poblacional, temperatura, distribucion.



ABSTRACT

Morphological and malate dehydrogenase allozyme variability in Peruvian
populations of the intertidal gastropod Stramonita haemastoma (Linnaeus, 1767)

Stramonita haemastoma has a wide distribution in a high environmental diversity,
showing a high morphological and allozyme variability, within and between
populations. In this study, 11 populations form the north, central and south of Peru
were collected, for the analysis of 14 morphological traits of the external shell;
whereas 4 populations were considered for the analysis of the malate dehydrogenase
(Mdh) allozyme, along a diversity of habitats according to the sea surface temperature
(SST), wave exposure and marine currents. Morphologically, high correlations were
observed between total length and weight. Higher lengths were observed in
populations exposed to high SST and of high genetic variability. This was related to a
higher activity, fixation capacity to the substrate and in consequence a higher fitness
of the organisms. A better population differentiation was influenced by the total —
aperture lengths index (Ltt/Lb), moreover for the north zone. Among the qualitative
traits with environmental influence, the growth of nodules was related with the wave
exposure level. A wide differentiation of the northern populations was related to the
shell color and the allozyme variability. At the allozyme evaluation, a high
heterozygosis (H, 0.14) was observed in the total of S. haemastoma populations.
Wright’s index fixation showed a high gene flow among populations (Fst 0.06), a
divergence of individuals relative to the populations (F;s 0.154) and to the total of
populations (Fr 0.210). Variations in the allelic number and frequencies were related
with the SST differences. Nei’s genetic distances range was from 0.006 to 0,018,
observing the highest similarity between populations of the north (Zorritos) and south
(Atenas) zones with a high SST. Pucusana population (with low SST) was
monomorphic for Mdh-2, while Zorritos and Atenas populations (with high SST)
showed a higher allelic variability. Moreover, variations in the heterozygosis were
related with size shell variations. The high Ho (0.9) in Atenas was correlated with
larger shells (41.28 mm), while the deficit in heterozygosis observed (0.26) in
Lagunilla was correlated with smaller shell sizes (32.38 mm). But, there was no
correlation when the allelic frequencies were near the HWE.

Keywords: Stramonita haemastoma, morphology, malate dehydrogenase, population
variability, temperature, distribution.



INTRODUCCION

La zona intermareal posee una serie de condiciones ambientales muy extremas que
influyen en la distribucion y abundancia de los organismos que habitan estos
ambientes. La variacion de los parametros abioticos, como la temperatura, salinidad,
desecacion, intensidad de oleaje, entre otros, hacen de éste un ambiente muy
heterogéneo, y en ocasiones pueden ser causantes del incremento de la mortalidad
poblacional. En este sentido, la diversidad de los microhabitats constituye un factor
importante en el desarrollo de mecanismos de adaptacion de los organismos, con
fluctuaciones en la variabilidad fenética y genética, que pueden significar variaciones

en su distribucion espacial y temporal.

Uno de los grupos de gasteropodos marinos predadores de exitosa dispersion
adaptativa son los muricidos, familia perteneciente al orden Neogastropoda. La
mayoria de estos organismos presentan una amplia distribucion en la zona
intermareal rocosa, y son generalmente utilizados para estudios ecolégicos,
taxondmicos, fisiolégicos o genéticos, debido a su alta variabilidad. Inicialmente,
muchos estudios taxondmicos en este grupo estuvieron basados en la morfologia
externa de la concha; sin embargo, ciertas variaciones son consecuencia de diferencias
abidticas tipicas de su habitat, conllevando a una frecuente confusién en su taxonomia

(Chiu et al., 2002; Katoh & Foltz, 1994; Kool, 1993).

Diversos autores mencionan que, la influencia de las diferencias geogréficas son
agentes causantes de presiones selectivas a nivel poblacional, ocasionando variaciones
ecofenotipicas en la morfologia de la concha (Palmer, 1985a; Palmer, 1985b),

referidas como un valor adaptativo a los cambios ambientales. Asi por ejemplo, Byers



(1990) y Johannesson et al. (1993) reportaron una alta variabilidad en la coloracion de
la concha en individuos de Littorina saxatilis, influenciada por el tipo de sustrato de
su habitat. Variaciones en las esculturas del gasterépodo Thais lamellosa han sido
relacionados con efectos de predacion (Parsons, 1997); mientras que el engrosamiento
de la concha ha sido atribuido a diversas causas, como diferencias en el tamafio de los
predadores (Kirby et al., 1994), o por efectos de la accion del oleaje (Boulding,

1990).

Por otro lado, cambios en los parametros abidticos, como la temperatura o salinidad,
también han sido relacionados con el desarrollo de procesos adaptativos a nivel
fisiologico. Kapper et al. (1985) reportaron cambios en la concentracion de
aminoacidos como alanina y glicina, como mecanismos de regulacion de la presion
osmotica y de resistencia de los gasteropodos frente a las gradientes de salinidad.
Estudios en el género Haliotis han correlacionado los cambios de temperatura con las
variaciones observadas en el polimorfismo estructural de proteinas (Dahlhoff &
Somero, 1991), asi como con variaciones cinéticas de algunos alelos aloenzimaticos

(Dahlhoff & Somero, 1993).

Muchas veces estas adaptaciones a nivel fisioldgico se encuentran relacionadas con
cambios ocurridos a nivel genético, de tal manera que le proporcionan a los
organismos un mayor fitness, es decir una mayor capacidad de sobrevivir y
reproducirse ante factores abioticos fluctuantes. Algunos autores mencionan que estas
adaptaciones pueden reflejarse en una mayor ventaja en el crecimiento, abundancia y
comportamiento (Gosselin & Chia 1995; Langston et al,. 2002; Przeslawski, 2004),

asi como en la capacidad de distribucion y dispersion de los organismos, con el



consecuente incremento en el flujo génico (Liu et al., 1991; Apte & Gardner, 2001).
Asi, Foltz et al. (1993) sugieren una aparente ventaja en la viabilidad, dada por
cambios en la tasa de crecimiento y consumo de oxigeno, entre los organismos que

presentan una alta variabilidad genética o heterocigosis.

Variaciones en las frecuencias alélicas y en la cinética de ciertas aloenzimas como por
ejemplo la malato deshidrogenasa (Mdh), lactato deshidrogenasa (Ldh), entre otras,
han sido evaluadas en su relacion con una mayor eficiencia catalitica entre
poblaciones expuestas a fluctuaciones de temperatura. Asi, Freeth & Sin (1986)
reportaron variaciones en las frecuencias génicas poblacionales del poliplacéforo
Sypharochiton pelliserpentis frente a diferencias térmicas a lo largo de una gradiente
latitudinal. En este sentido, la diferenciacion a nivel intraespecifica varia no solo de
acuerdo a una correlacién entre el genotipo y el fenotipo, sino también considerando
su interaccion con parametros ambientales (Piggliucci 1996; Johanesson et al., 1993,
Astorga et al., 2002), pudiendo existir, tal como ha sido reportado en gasterépodos,
variaciones morfoldgicas a pesar de un alta similaridad genética intraespecifica

(Laudien et al., 2003; Staton et al., 2000).

La familia Muricidae comprende especies que se encuentra distribuidas a lo largo del
litoral peruano, incluyendo algunas especies de importancia ecologica y econdmica.
Stramonita haemastoma es un gasterépodo perteneciente a este grupo, de amplia
distribucion, que habita en la zona intermareal rocosa (Clench, 1947; Kool, 1993).
Estudios previos realizados por Liu et al. (1991) para poblaciones de las costas del

Atlantico norte, mencionan la presencia de una alta variabilidad morfoldgica de esta



especie influenciado por diferencias en su distribucién geografica, sin presentar

grandes diferencias genéticas.

En el Per(, S. haemastoma es una de las especies de amplia distribucion a lo largo de
dos zonas biogeogréaficas, comprendiendo una zona de transicién entre la Provincia
Panamefia y Peruana (de aguas calidas) en la costa norte; y una Provincia Peruana (de
aguas frias) en la costa centro y sur del Per (Ramirez, et al., 2003). Si bien la zona
sur se caracteriza por presentar temperaturas mas bajas, sin embargo diferencias en la
circulacion de aguas y en la plataforma continental de la Reserva Nacional de Paracas
(RNP, Pisco, Ica), incrementan la temperatura de este lugar, registrandose promedios
mas altos comparado por ejemplo con las temperaturas de la zona central (Romero,
2000). En tal sentido, en este estudio se buscd determinar la variabilidad de la
morfologia externa de la concha y la variabilidad alélica de la aloenzima Mdh, dentro
y entre poblaciones de S. haemastoma distribuidas entre los 3°28’ y 14°02° LS,
considerando una diversidad de héabitats como diferencias en tipos de orillas,
corrientes marinas y temperatura superficial del mar (TSM) de la costa norte (Tumbes

y Piura), centro (Lima) y sur (RNP) del Peru.

Las diferencias a las que se encuentran expuestos los organismos de esta especie, son
factores importantes que estarian incrementando la variacion intra e interpoblacional,
sea por cambios en su distribucion o en su genética poblacional. Sin embargo, las
caracteristicas morfologicas y genéticas pueden alterarse en el tiempo por la presencia
de cambios eventuales, sea por influencia antropogénica, como contaminacion, o por
factores naturales como la ocurrencia de Eventos El Nifio (EN). Asi, variaciones en la

distribucion de poblaciones o de especies marinas han sido reportados por efectos de



corrientes de aguas durante EN (Paredes et al., 1998), y a lo largo de gradientes
latitudinales de temperatura con variaciones a nivel genético (Vermeij & Kool, 1994;
Rugh, 1997). Por lo tanto, la determinacion de la variabilidad poblacional de la
morfologia y genética de S. haemastoma, resulta importante en la medida en que se
encuentran relacionados con procesos adaptativos frente a diferencias abidticas a lo
largo de su distribucion, permitiendo de esta forma el entendimiento de los procesos
involucrados en el mantenimiento y la divergencia poblacional, ademas de ser

importantes a considerar para la conservacion de los habitats.



OBJETIVO GENERAL
e Determinar las variaciones fenéticas dentro y entre poblaciones de Stramonita
haemastoma (Linnaeus, 1767) distribuidas en una gradiente latitudinal y frente a

diferentes tipos de orilla rocosa de las costas del Peru.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Describir las variaciones de los caracteres cuantitativos y cualitativos de la
morfologia externa de la concha en 11 poblaciones de S. haemastoma
e Describir las variaciones de las frecuencias alélicas de dos loci de la enzima
Malato deshidrogenasa en 4 poblaciones S. haemastoma.
e Determinar la relacion entre la variacion morfologica y la variabilidad alélica en
las poblaciones de S. haemastoma distribuidas en condiciones ambientales

diferentes.



ANTECEDENTES

1. Clasificacion taxonomica y distribucion de Stramonita haemastoma

(Linnaeus, 1767)

La familia Muricidae es la segunda familia mas grande del orden de los
Neogastropoda, con 500 a 600 especies exclusivamente marinas y de distribucion
global. Muchos estudios filogenéticos en los Neogastropoda se han basado en el
analisis de caracteres de la concha, opérculo, anatomia interna de la proboscide, entre
otros. Kool (1993) considera a la morfologia de la radula (importante en la
perforacion de las valvas para la obtencion de su alimento) como un caracter util para
la clasificacion taxonémica a nivel de géneros, y como fundamental para los estudios
de adaptacion en los mecanismos de alimentacion. Los Muricidae se distinguen de
otros neogastropodos por la presencia de tubérculos o espinas en la concha; sin
embargo, el estado taxonomico de los miembros dentro de esta familia no se

encuentra bien definido.

Dentro de los Muricidae, la subfamilia Rapaninae son un grupo de gasterépodos
predadores, predominantemente habitantes de la zona intermareal rocosa, expuestos a
grandes variaciones del oleaje que, consecuentemente, representa un gran impacto en
las variaciones de su morfologia externa. Vermeij & Carlson (2000) realizaron un
analisis filogenético de la subfamilia Rapaninae de acuerdo a descripciones de los
caracteres de la concha, en la que se incorporaron ademas caracteres funcionales,
ecologicos, asi como evidencia fosil. Ciertas variables como la longitud de la abertura

de la boca, denticulos del labio o tamafio de los tubérculos, son considerados como



caracteres de defensa que han evolucionado mdaltiples veces, sin proporcionar

inferencias a nivel filogenético.

Entre los Thaididae, existe una amplia variabilidad en la morfologia de la concha
conllevando a una frecuente confusion en su taxonomia. Inicialmente, el género
Stramonita fue ubicado dentro del género Thais (Clench, 1947; Abbot, 1974),
incluyendo especies carnivoras generalmente predadores de otros moluscos. Keen
(1971) hace referencia a los Thaididae como una subfamilia que integra al género
Thais, posteriormente siendo incluidos dentro de la subfamilia Rapaninae (Kool,
1993). Ademas, Kool (1993) reporta una separacion entre el género Thais vy

Stramonita, basado en diferencias anatémicas y morfologicas.

La especie Stramonita haemastoma es un gasteropodo marino, frecuente de la zona
intermareal rocosa. Posee una amplia distribucién geogréafica, extendiéndose por el
Atlantico Este: Francia, Mar Mediterraneo, oeste del Africa; Atlantico oeste: Trinidad
y Uruguay; y por el Pacifico: Islas Cedros, Baja California, México hasta Valparaiso,
Chile. En el Perq, su distribucion se encuentra extendida en toda la costa, abarcando
dos ecorregiones marinas, reportadas como la zona de transicion entre la provincia
Panamefia y Peruana, y la otra denominada la Provincia Peruana (Ramirez et al.,
2003), presentando una gran diversidad morfoldgica. Algunos autores reportan a esta
especie dentro del género Thais, y la presencia de subespecies como T. h.
haemastoma, T. h. floridiana y T. h. haysae para las costas del Atlantico (Clench,
1947; Abbott, 1974; Andrews, 1971). Bandel (1984) se refiere a la especie T.
floridana como una forma ecolégica de T. haemostoma. Dentro del género

Stramonita, se han reportado la presencia de dos especies para la zona sur de Estados
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Unidos, S. rustica distribuida desde Florida a Brasil y la especie S. haemastoma
distribuida desde Virginia hasta el este de Texas. Sin embargo, otros reportes sugieren
que las mencionadas subespecies tan solo se refieren a diferentes morfos de una
misma especie, basado en las variaciones externas de la concha. Por otro lado, Kool

(1993) sugiere que para la zona del Pacifico ser denominada como S. biserialis.

2. Variabilidad morfoldgica y plasticidad fenotipica

Los organismos marinos, en particular los de la zona intermareal, se encuentran
expuestos a una serie de factores causantes de estrés sea por desecacion, oleaje, entre
otros, que junto con los efectos de predacion, competencia, o por impacto humano a
causa de la contaminacidn, destruccién de habitats, etc., hacen de éste un ambiente de
alta variabilidad. El desarrollo de mecanismos adaptativos, base para los procesos de
seleccion natural, permite a los organismos dentro de una poblacién sobrevivir ante
los cambios ambientales y que en el tiempo puede conducir a cambios en la

variabilidad genética.

Entre los organismos marinos, en particular de la zona intermareal, los caracteres
morfoldgicos pueden responder plasticamente ante los factores ambientales
caracteristicos de estas zonas como cambios térmicos, intensidad del oleaje, etc (De
Wolf et al., 1997, Leonard et al., 1999). Estudios en la especie de coral Briareum
asbestinum reportaron la presencia de plasticidad morfoldgica a nivel del esqueleto
que es regulada como una respuesta ante la intensidad de la exposicion solar o
relacionada con la profundidad del arrecife (West et al., 1993). Reportes en el

cirripedio Chthamalus anisopoma mencionan modificaciones en la forma de los
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individuos a causa de la depredacion (Lively, 1986). Por otro lado, entre los
crustaceos, las variaciones en los apéndices y del tamafio del cuerpo han sido
reportadas estar reguladas por diferentes condiciones oceanograficas (Sarda et al.,

1998).

Entre los muricidos, caracteres morfolégicos como el tamafio, forma, color y
estructura de la concha son utilizados para su clasificacion taxondmica, siendo ésto
una limitante debido a la presencia de una plasticidad fenotipica caracteristica de este
grupo frente a cambios ambientales. Palmer (1985b) menciona la influencia de
presiones selectivas por diferencias en los tipos de orillas que explican las variaciones
observadas entre los morfotipos, con una respuesta morfologica adaptativa. Kirby et
al. (1994) reportaron un engrosamiento de los labios de la concha en Nucella lapillus
como un mecanismo de reduccion de la vulnerabilidad al ataque de los cangrejos.
Parsons (1997) report6 variaciones en la presencia de tubérculos en Thais lamellosa
relacionado con efectos de depredacion. Ademas, también menciona que si bien el
crecimiento en los gasteropodos es parcialmente derivado de una parte genética,
también posee una componente de plasticidad fenotipica estacional dada por

variaciones en la temperatura, disponibilidad del alimento o densidad poblacional.

La variacion de caracteres cuantitativos en los moluscos ha sido relacionada con
diferencias en los microhabitats. Asi, por ejemplo Chiu et al., (2002) reportaron una
reduccion en la porcion espiral de la concha frente bajas cantidades de calcio en el
agua, en la medida en que constituye una limitante en el crecimiento de los
gasteropodos. Por otro lado, entre los caracteres cualitativos se ha reportado un alto

polimorfismo en la coloracion de la concha que se encuentra relacionado con una
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variabilidad jerarquica dentro de especies (Ekendahl & Johannesson, 1997). Algunos
estudios han determinado la presencia de correlaciones entre los pardmetros
ambientales (como el color del sustrato) y la frecuencia en la coloracion en L.
saxatilis. Conchas de color mas oscuras han sido encontradas en tipos de roca oscura,
sugiriendo asi la presencia de un efecto de seleccion criptica (Byers, 1990), mientras
que el tipo de coloracién de la concha bandeada ha sido relacionada a sustratos mas

variables y con zonas de bajos niveles de marea (Johannesson et al., 1993).

Si bien las diferencias morfoldgicas se relacionan con respuestas plasticas moduladas
ambientalmente, también pueden estar determinadas por procesos selectivos vy
genéticos, asociados con algunos loci polimdrficos. Asi, la correlacion entre el tipo de
sustrato y la coloracion de la concha estaria relacionada con un proceso selectivo
visual por parte de los predadores en los gasterépodos, cambiando por lo tanto su
componente genética. Por otro lado, el incremento de la plasticidad fenotipica
también se encuentra relacionado con la amplia dispersion de los organismos. Los
organismos que presentan una restriccion en la dispersion de sus larvas estarian
relacionados con una adaptacion genética local; mientras que largas distancias de
migracion incrementan el flujo génico de los organismos influenciando en la
presencia de diferencias intraespecificas en una pequefia escala, y que no siempre

promueven una homogeneidad fenotipica (Parsons, 1997).
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3. Diversidad genética

Heterocigosidad

La deriva, seleccion, flujo génico y dindmica de las metapoblaciones son factores
importantes en los procesos evolutivos y que afectan el nivel de la diversidad
genética. La migracion se define como el movimiento de los individuos entre
poblaciones en donde ocurre un flujo de genes; mientras que las fluctuaciones en las
frecuencias de alelos que ocurren al azar y particularmente en pequefias poblaciones,
se denomina deriva génica. Otro de los factores importantes en los procesos
evolutivos es la seleccion natural, que actla directamente en el fenotipo de los
organismos, y que junto con la interaccion del ambiente, finalmente actdan en el

genotipo produciendo cambios en las frecuencias alélicas.

Una de las medidas de variabilidad genética mas utilizadas son las frecuencias alélicas
0 genotipicas, que expresan la proporcién de un determinado alelo o genotipo
respecto a todos los alelos o genotipos presentes en un locus en una poblacion. La
variabilidad genética que esta relacionada con las frecuencias de genotipos
heterocigotos son medidos como Heterocigosidad (H). Esta H puede incrementarse
dependiendo de la capacidad de dispersion de los organismos asi como de la
variabilidad en el tamafio poblacional, y cuya variacion representa un potencial

adaptativo.

Levinton y Suchanek (1978) reportaron para individuos de gran capacidad de

dispersion dentro del género Mytilus, un alto flujo génico dando como resultado altos
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niveles de variacion genética. Selander & Kaufman (1973) determinaron que los
niveles de heterocigosidad aloenzimatica disminuyen en poblaciones grandes y que
presenten organismos con altos niveles de migracién (como los vertebrados),
comparado con aquellos mas pequefios y de relativa inmovilidad (como la mayoria de
invertebrados). Sin embargo, la variacion genética poblacional también se encuentra
influenciada por patrones espaciales y temporales de la variacién ambiental,
presentando estrategias adaptativas relaciona. Levins (1968) propuso la idea de una
estrategia de adaptacion en individuos que presentan una baja tasa de migracion ya
que se encuentran expuestos a cambios ambientales espaciales y temporales mas

drasticos.

Estructura de poblaciones

La pérdida de heterocigosidad relativa a lo esperado dentro del equilibrio de Hardy-
Weinberg puede medirse a diferentes niveles jerarquicos mediante la denominada
Estadistica F, explicando una estructura de las poblaciones a nivel genético. La
estructura genética de poblaciones se puede inferir a partir de la distribucién de los
alelos en los loci de los genes. Asi, por ejemplo, mediante la estadistica F se puede
medir la reduccion proporcional de heterocigotos dentro de las subpoblaciones debido
al entrecruzamiento (Fys), la diferenciacion entre subpoblaciones que generalmente se
denomina como Indice de Fijacion (Fst), y la reduccion en la heterocigosidad de un
individuo relativo al total de la poblacion debido al entrecruzamiento dentro de las

subpoblaciones (Fir).
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Diversos estudios de la estructura poblacional, capacidad de dispersion, niveles de
flujo génico, reclutamiento, o efectos de seleccidn realizados en organismos marinos,
se han basado en el analisis del polimorfismo de proteinas, observando en ocasiones
la presencia de efectos selectivos por factores ambientales que afectan a un locus

determinado (Burton, 1994).

Las estrategias de respuesta frente a las variaciones ambientales dependen del nivel de
heterocigosidad y de las variaciones en el flujo génico entre las poblaciones, y que en
consecuencia se relacionan con la capacidad de dispersion de los individuos.
Generalmente, entre los organismos marinos sésiles, la estructura genética
poblacional se encuentra correlacionada con los diferentes niveles de dispersion de
sus estadios larvales; asi por ejemplo, los organismos con estadio larval plancténico
presentan amplia dispersion y por ende bajos niveles en su estructura genética
poblacional. Sin embargo, existen ciertas barreras que varian la estructura
poblacional, impidiendo la dispersién larval a causa de diferentes corrientes
oceanicas, la presencia de un estadio larval corto, o por eventos histéricos que
ocasionan una fragmentacion poblacional. Ciertas poblaciones, a pesar de presentar
una amplia dispersion larval, pueden presentar una divergencia genética debido a la
presencia de procesos selectivos que se encuentran relacionados con diferencias
geograficas y que ocasionan subdivisiones genéticas poblacionales (Burton, 1994;

Hilbish, 1996).

Variabilidad genotipica y cambios ambientales
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Cambios en las condiciones ambientales pueden inducir a la diferenciacion fenotipica
de poblaciones que comparten una misma variabilidad genética. Altos niveles de
diferenciacion genética en especies de desarrollo directo, dan por resultado un
mosaico de poblaciones o ecotipos adaptados localmente que se traduce como altos
niveles de variacion fenotipica entre las poblaciones. Por otro lado, generalmente se
menciona que entre los organismos que poseen un estadio larval plancténico ocurre
una mayor homogeneidad poblacional a nivel fisiolégico y morfolégico comparado
con aquellos de desarrollo directo. Sin embargo, la amplia dispersion de estos
individuos en ocasiones se puede ver restringida por diferencias en los parametros
ambientales, y se refleja con variaciones a nivel genético, en la determinacion del

flujo génico (Burton, 1994; Knowlton et al., 1993; Parsons, 1998).

Asi, los organismos que presentan un bajo flujo génico por una restriccion en la
dispersion de los individuos, y cuyas diferencias ambientales son mantenidas en el
tiempo pueden conducir a una adaptacion local por medio de la diferenciacion
genética. Sin embargo, aunque un alto flujo génico restringe la diferenciacién
poblacional, también se sabe que ante un alto flujo génico durante variaciones
temporales de las condiciones ambientales podrian conducir a una adaptacion local
donde ciertas variaciones genotipicas confieren un alto fitness. Estas diferencias
existentes entre los macro-ambientes pueden causar efectos selectivos entre los loci
responsables de procesos adaptativos a los cambios ambientales, y generando en
consecuencia una diferenciacion genética a nivel interpoblacional (Endler, 1995;

Carvalho et al., 1996).

17



Si bien diversos estudios de estructura de poblaciones se han basado en el analisis
aloenzimatico, también es conocido que ciertas enzimas no son selectivamente
neutrales ya que se encuentran relacionadas con ciertos procesos adaptativos. Asi,
variaciones en la fisiologia de los organismos pueden observarse a nivel de
diferencias en la bioguimica de ciertas aloenzimas que se encuentran sujetas a
procesos de seleccidn ligadas al fitness del organismo frente a las diferencias abioticas

de su habitat.

La aloenzima Lactato B deshidrogensasa (Ldh) ha sido muy relacionada con procesos
adaptativos. Reportes en poblaciones del pez Fundulus heteroclitu de la costa norte de
América mencionan la existencia de una alta correlacion entre las diferencias en las
frecuencias alélicas del locus Ldh con respecto a su distribucion latitudinal. Estas
diferencias en las frecuencias alélicas estarian relacionadas con la concentracion
intracelular de la molécula de ATP en los eritrocitos y la capacidad de disociacion del
oxigeno en la hemoglobina, permitiéndoles a los organismos adultos una mayor
capacidad y resistencia a migraciones por grandes distancias (Crawford & Powers,

1989).

Por otro lado, cambios en la salinidad parecen también ser otro factor que actia como
un agente selectivo con relacién a las variantes en las frecuencias alélicas de
aloenzimas, y ligado a un genotipo dependiente. Diferencias en la aloenzima
Glutamato — piruvato transaminasa (Gpt) han sido relacionadas con la distribucién
poblacional del copépodo T. californicus en las zonas intermareales altas frente a
severas fluctuaciones de la salinidad. De igual forma, variaciones alélicas de la

enzima Leucina amino peptidasa (Lap) reportadas en el bivalvo Mytilus edulis han
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sido relacionadas con una mayor capacidad de respuesta celular del organismo frente
a cambios de salinidad (Burton, 1994). Al parecer, el mantenimiento de la
variabilidad genética para ambos loci sugiere la presencia de un rol selectivo

enzimatico de tolerancia frente a las fluctuaciones de la salinidad.

La temperatura es uno de los parametros fisicos importantes que afecta la distribucion
y abundancia de los organismos marinos. Al parecer cambios en la temperatura se
relacionan con diferencias adaptativas térmicas que ocurren en la estructura o funcion
de algunas proteinas proporcionandole al organismo, por ejemplo, una mayor
eficiencia catalitica. Una de las aloenzimas que ha sido considerada para estudios de
estructura de poblaciones asi como para la evaluacion de sus variaciones como
respuestas adaptativas a los cambios ambientales es la Malato deshidrogenasa (Mdh).
Dahlhoff & Somero (1993) reportaron en cinco especies del género Haliotis del
Pacifico este, diferencias en la estabilidad térmica y la sensibilidad de las propiedades
cinéticas de la enzima Mdh en su forma citosélica, frente a alteraciones de la
temperatura, y que ademas estaria relacionado con una historia evolutiva en este

género.

Reportes en invertebrados mencionan la presencia de dos loci que codifican la enzima
Mdh, correspondiente a una isoforma mitocondrial (Mdhm), y a una isoforma
citosélica (Mdhc), utilizando como sustrato el malato, compuesto organico implicado
en las rutas principales del metabolismo que interviene en el ciclo de Krebs.
Generalmente, esta enzima se encuentra en altas concentraciones en tejidos de alta
actividad, tales como en el tejido muscular de los invertebrados (Lazou et al., 1987);

actua en coordinacion metabdlica a nivel del citosol y la mitocondria, encontrandose
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en mayor expresion en animales con alta actividad y frecuencia alimenticia (Maly et
al., 1994; Dahlhoff & Somero, 1991). La isoforma mitocondrial (Mdhm) es
primariamente una enzima del ciclo de acido tricarboxilico Krebs, presente en tejidos
de alta actividad aerdbica, que cataliza un importante paso en la oxidacion de
carbohidrato; ademas esta isoforma juega un importante rol en la glucogénesis de
procesos anaerdbicos. Por otro lado, la isoforma citosélica (Mdhc) ha sido relacionada
con el mantenimiento del balance redox en el citosol, asi como en la reduccién de la

conexion de equivalentes entre citosol y mitocondria.
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MATERIAL Y METODOS

a. Colecta de material biologico.

Se colectaron un total de 443 individuos procedentes de 11 playas distribuidas en tres
zonas (Tabla a.1). En la zona norte, se realizaron colectas en el departamento de
Tumbes: en la Playa Zorritos (nimero de muestra n = 95), Puerto Pizarro (n = 23); y
en el departamento de Piura: en Méancora (n = 36) y Paita (n = 44). En la zona centro
del Perd, se realizaron colectas en el departamento de Lima: Playa Ancon (n = 32) y
Playa Pucusana (n = 35). En la zona sur, se colectd en cinco playas en el
departamento de Ica (Reserva Nacional de Paracas): Playa Atenas (n = 55), Playa
Arquillo (n = 36), Playa La Mina (n = 27), Playa Lagunilla (n = 26), y Mendieta (n =
31) (Fig. a.1). Todas las muestras fueron colectadas al azar en poblaciones naturales
de la zona intermareal hasta los 3 m de profundidad. Dentro de las 24 horas de la
colecta, las muestras fueron transportadas vivas al laboratorio, limpiadas vy
acondicionadas en peceras con agua de mar para su posterior diseccién y analisis.
Inmediatamente luego de la colecta de los organismos, porciones de tejido muscular
del pie fueron extraidas y almacenadas en tubos eppendorfs a — 70 °C para el posterior
analisis aloenzimético. Todas las conchas fueron limpiadas de tejido blando vy

almacenadas para su analisis morfoldgico.

b. Analisis Morfoldgico.
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La variabilidad morfoldgica a nivel poblacional se evalud en 16 caracteres externos de
la concha, incluyendo variables cuantitativas y cualitativas (Tabla b.1). Entre los
caracteres cuantitativos, se consideraron el peso total (Pt) (x 0,1 g), asi como
mediciones de longitud como la longitud total de la concha (Ltt) y del didmetro mayor
de la abertura de la boca (Lb) que fueron medidos utilizando un vernier con 0,1 mm
de precision. Con el fin de excluir el efecto de la longitud total en las diferencias del
diametro de la boca, se calculd una nueva variable denominada indice de longitud
(IndLo) que consistio en la relacién entre Lb y Ltt. También se considero el analisis
de la relacion entre el peso y longitud totales denominadolo como indice Peso-
Longitud (IndPl). Por otro lado, entre los caracteres cualitativos, se evaluaron
diferencias en la coloracion externa (Col) de la concha (Fig b.1), del labio interno
(Licol) y del labio externo (Lexcol) (Fig. b.2), diferencias en el grosor (Gr), la
presencia y el tamafio de nédulos o tubérculos tanto espirales (TbH) (Fig b.3) como
axiales (ThV), tamafio (Dta) y simetria (Dsi) de los denticulos, simetria de las lineas
conceéntricas (Lcc), y la forma del labio interno (Lifo). Ademas, también se evalu6 la

presencia de epibiontes (Ep) y perforadores (Perf) (Fig. b.4).

Para el analisis estadistico, los datos fueron previamente transformados utilizando
l0g10(X), luego fueron sometidos al ANOVA para probar las diferencias entre las
zonas, y se aplico la Prueba de Tukey para establecer las diferencias entre las
categorias consideradas. Se realiz6 el andlisis de correlacion de Pearson entre las
variables cuantitativas y entre las cualitativas. Para identificar la relacion entre las
variables e identificar aquellas que proporcionan la mayor variabilidad, se realizé el
analisis de Componentes Principales (CP) (Liu et al., 1991; Day et al., 2000).

Ademas, se aplico el analisis de Discriminante para identificar las variables que
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determinan las mayores diferencias entre los grupos predefinidos como norte, centro y
sur, asi como para determinar una maxima discriminacion entre los individuos de los
grupos poblacionales predefinidos (Janson & Sundberg, 1983). Todos los analisis

estadisticos se realizaron utilizando el Programa estadistico SPSS 16.0.
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TABLA a.l. Lugares de colecta, coordenadas y abreviaturas de las localidades consideradas para el

andlisis morfoldgico del gasterépodo Stramonita haemastoma (RNP = Reserva Nacional de Paracas)

Zona Lugar Departamento Coordenadas Cadigo
NORTE Puerto Pizarro Tumbes 3°30” S-80°22" O NPI
Zorritos Tumbes 3°40° S -80°39° O NzO
Mancora Piura 4°06” S - 81°03’ O NMA
Paita Piura 5°05* S - 81°06” O NPA
CENTRO San Francisco, Bahia Ancén Lima 11°47° S-77°10" O CAN
Pucusana Lima 12029° S - 76°48’ O CPU
SUR Atenas, Bahia Paracas Ica (RNP) 13°50’ S - 76°18’ O SAT
Lagunilla, Bahia Lagunillas Ica (RNP) 13°53’ S - 76°18’ O SLN
La Mina Ica (RNP) 1354’ S - 76°19’ O SLA
Arquillo Ica (RNP) 13%55” S - 76°20° O SAQ
Mendieta Ica (RNP) 14002’ S - 76°15’ O SMN
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FIGURA a.l. Zonas de colecta de las poblaciones de S. haemastoma
procedentes del norte (NPl = Puerto Pizarro, NZO = Zorritos, NMA =
Mancora, NPA = Paita), centro (CAN = Ancén, CPU = Pucusana), y sur (SAT
= Atenas, SAQ = Arquillo, SLA = La Mina, SLN = Lagunilla, SMN =
Mendieta) del Peru.
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TABLA b.1. Relacién de los caracteres considerados para el andlisis de la morfologia

externa de la concha de S. haemastoma.

Caracter Morfoldgico Categorias
Caracteres cuantitativos

1. Ltt Longitud total (milimetros)
2. Lb Didmetro mayor de abertura de la boca (milimetros)
3. Pt Peso total (gramos)

4. IndLo indice de Longitud Lb/Ltt

5. IndPI indice Peso-Longitud Pt/Ltt

Caracteres cualitativos

6.

10

11

12

13

14

15

16

17

ThH

ThV

Gr
Lsi

Dsi

Dta

Col

Lexcol

Licol

Lifo

Ep

Perf

Nodulos espirales

Nodulos axiales

Grosor

Lineas concéntricas: simetria

Denticulos del labio externo: simetria

Denticulos del labio externo: tamafio

Coloracién de la concha

Coloracién labio externo

Coloracién labio interno

Labio interno: forma

Epibiontes

Perforadores

(0O)=ausencia; (1)=pequefios;
(2)=medianos; (3)=grandes

(0)=ausencia; (1)= presencia
(1)=delgado; (2)=grueso
(0)=simétrico; (1)= asimétrico
(0)=simétrico; (1)=asimétrico

(1)=pequefios; (2)=medianos;
(3)=grandes

(O)=ausencia; (1)=moteado;

(2)=bandas espirales;
(3)=bandas axiales

(1)=blanco-marron; (2)=marrén-
naranja; (3)=naranja

(1)=marrén; (2)=naranja

(0)=curvo; (1)=recto

(0) = ausencia; (1) = poca presencia:

(2) = parcial; (3)= abundante

(0) = ausencia; (1) = poca presencia:

(2) = parcial; (3)= abundante

26



FIGURA b.1. Ejemplares de S. haemastoma diferenciados segln la coloracién de la concha. (A) Categoria 0 o
ausencia de coloracion, (B) Categoria 1 o0 moteado, (C) Categoria 2 o patron de bandas espirales, (D) Categoria 3 0

patrén de bandas axiales
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FIGURA b.2. Ejemplares de S. haemastoma diferenciados segun la coloracion del labio
interno y externo. (A) Lexcol categoria 1y Licol categoria 1, (B) Lexcol categoria 2 y Licol

categoria 2, (C) Lexcol categoria 3y Licol categoria 2.
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FIGURA b.3. Ejemplares de S. haemastoma diferenciados segun la presencia de nédulos espirales en la concha. (A)
Categoria 0 o ausencia de nddulos, (B) Categoria 1 o ndédulos pequefios, (C) Categoria 2 0 nédulos medianos, (D)

Categoria 3 0 nddulos grandes.
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FIGURA b.4. Ejemplares de S. haemastoma diferenciados de acuerdo a la presencia de epibiontes y perforadores
Epibiontes: (A) Categoria 0 0 ausencia de epibiontes, (B) Categoria 1 0 poca presencia;

Perforadores: (C) Categoria 2 o presencia parcial (D) Categoria 3 o total.
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c. Analisis aloenzimatico

Para la extraccion de las proteinas, aproximadamente 50 mg de tejido muscular fueron
colocados en tubos eppendorfs de 1,5 ml y homogenizados en frio en presencia de un
buffer de homogenizacion. Para la estandarizacion de la extraccion de aloenzimas, se
probaron diferentes volimenes y concentraciones del buffer de homogenizacion,
evaluando la presencia de compuestos como Tritdn X-100 y otros que contribuyan a
la disminucién de la degradacion proteica, como EDTA, DMSO, NAD o PMSF
(Anexo 1). Las muestras fueron centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos y el
sobrenadante fue almacenado a -70 °C. Las proteinas fueron separadas por
electroforesis utilizando membranas de acetato de celulosa (Laboratorios Helena)
como soporte, previamente sumergidas en un buffer de corrida. Las muestras fueron
colocadas en las membranas con la ayuda de un aplicador de 0,5 pl, y luego las
membranas fueron colocadas en una camara electroforética horizontal Microzone. La
electroforesis se realizd a 200 voltios por 20 min. Dos loci de la enzima Malato
deshidrogenasa (Mdh EC 1.1.1.37) fueron evaluados. Para el revelado, se utiliz6 una
solucion Malato pH 8,0 como sustrato. Las membranas fueron incubadas a 37 °C por
20 min de acuerdo a Herbert & Beaton (1993), con algunas modificaciones (Anexo
2). Los alelos de cada locus fueron designados por letras teniendo como referencia la
movilidad relativa del alelo mas comdn, el cual fue designado como “a”. Para el
analisis aloenzimatico se consideraron poblaciones distribuidas en localidades que
presentan diferencias respecto a tipos de orilla, TSM y distribucion latitudinal. Se
evaluaron cuatro poblaciones procedentes de la Playa Zorritos (Tumbes), Playa

Pucusana (Lima), Playa Atenas (Ica) y Playa Lagunillas (Ica).
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La estadistica descriptiva fue calculada utilizando el programa POPGENE version
1.32 (Yeh et al., 1999). Para cada poblacion se calculd el nimero de alelos por locus,
las frecuencias alélicas, heterocigocidad observada (Ho), heterocigosidad esperada
(He) y heterocigosidad promedio (H’) segin Nei (1978). Ademas, para cada locus, se
evaludé la desviacion de las frecuencias alélicas respecto al equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW) mediante la prueba de Chi-cuadrado. La deficiencia de heterocigotos

se expresd como D = (Ho — He)/He.

Para identificar los alelos de mayor utilidad en la diferenciacién poblacional, se
realiz6 el andlisis de CP mediante el programa estadistico Multivariado SPSS vs.16.
Los alelos de cada locus fueron considerados como variables, donde para cada
individuo los alelos de cada loci fueron codificados de la forma binaria, es decir como
presencia o ausencia y fueron anotados en la matriz de datos como 0 o0 1 (Day et al.,

2000).

Tres estadisticas jerarquicas denominados como indice F (Weir & Cockerman, 1984)
fueron calculados para medir, a partir del equilibrio esperado de HW, la reduccién en
heterocigotos de individuos dentro de subpoblaciones (F;s), de individuos en relacién
al total de la poblacion (Fi7), y la cantidad de divergencia entre subpoblaciones
respecto a la cantidad limitante bajo total fijacion de toda la poblacién (Fst). Cada

poblacidn fue considerada como una submuestra.

A fin de establecer una diferenciacion genética a partir de las diferencias en

frecuencias alélicas, se calculé la distancia genética entre poblaciones segin Nei

(1978) calculada mediante el programa POPGENE. Ademas, se realizd el anélisis de
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agrupamiento utilizando el método UPGMA (Unweighted Pair-group Method with
Arithmetic mean) mediante el programa MEGA vs.4, donde las relaciones mas
cercanas entre las poblaciones se identifican en orden de similaridad genética

decreciente.
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RESULTADOS

1. Analisis morfoldgico

1.1. Descripcion de la morfologia externa de la concha

Los resultados del analisis de los caracteres cuantitativos (Tabla 1.1.1) y cualitativos
como ThH (Fig. 1.1.1), Col (Fig. 1.1.2), Lexcol (Fig. 1.1.3), Licol (Fig. 1.1.4), TbV
(Fig. 1.1.5), Lifo (Fig. 1.1.6), Gr (Fig. 1.1.7), Dta (Fig. 1.1.8), Dsi (Fig. 1.1.9) y Lsi
(Fig. 1.1.10), asi como la presencia de epibiontes y perforadores (Tabla 1.1.2) en los
individuos de cada poblacion, se describen a continuacion agrupados de acuerdo a las

tres zonas colectadas:

- Zona Norte:

Puerto Pizarro y Zorritos: Los individuos presentaron valores del indice de longitud
de 0,76 y 0,75; y el indice peso-longitud entre 0,23 y 0,24 respectivamente. Conchas
muy nodulosas predominando la categoria 3 (52% y 35% respectivamente). Al igual
que para todas las poblaciones colectadas de la zona norte, se observo una
predominancia de bandas distribuidas en un patron axial (> 52%), coloracion del labio
interno naranja y del labio externo naranja. Escasa presencia de nddulos axiales (35%
de los individuos aproximadamente), lineas concéntricas asimétricas. Denticulos
pequerios y asimétricos. Ausencia de epibiontes (entre 61 y 65%) y de perforadores

(85 a 91% de los individuos).
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Mancora: Los individuos presentaron los valores morfométricos promedio mas altos
de la zona norte, con una longitud total de 34,86 mm, didametro abertural de 26,86
mm, e Indice de longitud (0,78), e indice peso-longitud de 0,22. Las conchas son
nodulosas, presentando entre las categorias 1y 2 (42% y 47%, respectivamente), con
de bandas distribuidas en un patron axial en la concha, labio interno naranja y labio
externo naranja y naranja - marrén. Predominancia de denticulos pequefios y

simétricos (75%). Escasa presencia de epibiontes y perforadores.

Paita: Los individuos colectados presentaron los valores morfométricos menores de la
zona norte, con un peso total de 5,41 g, longitud total 30,76 mm, diametro abertural
de 23,91 mm y el indice peso-longitud de 0,17, sin embargo presentaron el indice de
longitud promedio mas alto (0,78), al igual que Mancora,. Conchas delgadas (59%) y
gruesas (41%), y poco nodulosas (64% de los individuos de categoria 1).
Predominantemente ausencia de bandas (38%) o con bandas axiales (32%), labio
interno curvo naranja, y labio externo naranja. Ausencia de nddulos axiales (68%),
lineas concéntricas simétricas. Los denticulos son predominantemente grandes (82%)

y simétricos (75%). Nula o escasa presencia de epibiontes y perforadores (categoria 0

yl).

- Zona Centro:

Los individuos de la Playa Ancén mostraron valores morfométricos promedio mas

bajos respecto a la poblacion de Pucusana, con un peso total promedio de 5,32 g,

longitud total promedio de 31,28 mm, longitud abertural promedio de 20,34 mm e
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indice peso-longitud de 0,17. Tanto Ancén (0,65) como Pucusana (0,66) presentaron
indices de longitud muy bajos respecto al resto de poblaciones colectadas de la zona

norte y sur (excepto La Mina).

Respecto a los caracteres cualitativos, los individuos entre ambas localidades
mostraron conchas frecuentemente ausente de coloraciéon ( > 50%), de labio interno
marréon (100%) y labio externo marron — blanco ( > 90%). Predominantemente
ausentes de tubérculos verticales ( > 65%). Simetria de dientes ( > 78%) y de lineas

concéntricas ( > 75%).

Se observaron diferencias entre ambas poblaciones respecto a la presencia de nddulos,
grosor de la concha y tamafio de dientes. Los individuos de AncOn mostraron
predominantemente conchas poco nodulosas (63% con categoria 1), conchas delgadas
(72%) y de dientes pequefios a medianos. Mientras que los individuos de la localidad
de Pucusana mostraron conchas nodulosas (60% de individuos con categoria 2),
conchas mas gruesas (> 57%) y de dientes pequefios (94% de grado 1).Ademas, los
individuos de Pucusana mostraron mayores valores promedio de longitud total (34,98

mm) y longitud de abertura (23,13 mm) respecto a Ancén.

- Zona Sur:

Atenas: Los individuos colectados presentaron los valores promedios cuantitativos

mas altos respecto al resto de localidades del sur, Con una longitud total promedio de

41,28 mm, longitud de abertura de 29,21 mm, peso total 12, 71 g, e indice de longitud

de 0,72 (x 0,02), e indice peso-longitud de 0,27 al igual que Arquillo. Predominando
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individuos de concha gruesa (64%) y de dientes del labio pequefios (56% con
categoria 1). En cuanto a la coloracion, se observd la presencia de bandas axiales y
espirales, con coloracién del labio interno naranja (67%) y labio externo marron-
blanco (51%) o marrén-naranja (44%). Conchas poco nodulosas (entre categorias 0 y
1) y predominantemente ausencia de tubérculos axiales. Simetria en las lineas
concéntricas (53%) y los dientes (66%). Predominantemente ausente de epibiontes
(54% de individuos de categoria 0 y 40% de categoria 1), y perforadores (78% de

categoria 0).

La Mina: Los individuos presentaron los valores cuantitativos mas bajos respecto al
resto de localidades colectadas en la zona sur. Con una longitud total promedio de
32,38 mm, longitud de abertura 21,13 mm, indice peso-longitud de 0,18m, e indice de
longitud 0,65 (x 0,04), similar a las poblaciones del centro, Ancon y Pucusana. Con
conchas delgadas y de dientes del labio gruesas. Coloracion de la concha
predominantemente ausente (74% de los individuos), con labio interno marrén (93%)
y labio externo de color marrén (92%). Presencia de nddulos medianas de categoria 2
en un 52% de los individuos, y de categoria 1 en un 33%. Ausencia de nodulos
axiales. Asimetria en las lineas concéntricas (96%) y en los dientes (82%). Gran
presencia de perforadores, predominando individuos (74%) con tipo 3, y menor

presencia de epibiontes (52% de individuos de categoria 1).

Arquillo, Lagunilla y Mendieta: Los individuos presentaron valores promedio de
indice de longitud similares entre estas poblaciones (0,69 en Mendieta, 0,70 en
Arquillo y 0,71 en Lagunilla), mientras que se encontraron diferencias en el indice

Pt/Ltt observandose valores mas altos en Arquillo (0,27) respecto a Lagunilla (0,18) y
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Mendieta (0,16). De acuerdo al analisis cualitativo, presentaron conchas gruesas y
presencia de dientes pequefios en el labio externo. Conchas poco a medianamente
nodulosas (categoria 1 y 2). Ausencia de coloracion de la concha, labio interno
marron y labio externo marrén — blanco predominantemente, 0 marrén — naranja. Sin
embargo, Arquillo se diferencid de las otras localidades por presentar ademas
individuos con coloracion a manera de bandas axiales, labio interno de color naranja.
Los individuos de la zona de Arquillo mostraron lineas concéntricas y dientes
simétricos y asimétricos, mientras que en Lagunilla y Mendieta predominaron los
individuos con simetria en lineas y dientes. Poca presencia de epibiontes y abundante

incidencia de perforadores.
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TABLA 1.1.1. Promedios de los caracteres cuantitativos evaluados de S. haemastoma colectados en 11 localidades de las zonas
norte, centro y sur del Perd. Ademas, se incluyen los Indice de longitud e indice Longitud-Peso. (n = nimero de individuos, D.E.

= Desviacion Estandar)

NORTE CENTRO SUR

Localidad  —75~NpI  NMA NPA  CAN _ CPU SAT SAQ SLA SLN SMN

(n) 95 23 36 44 32 35 55 36 27 26 31
Ptt 808 902 820 541 532 805 1271 10,68 605 620 567
(D.E) 6.28) (856)  (391)  (1,99) 122  (1,85) (1096)  (637) (2,38)  (246)  (5,02)
Ltt 32,88 3326 3486 3076 31,28 34,98 4128 3676 32,38 34,03 32,69
(DE) 6,84) (846) (632)  (3.21) 2,64) (3,09 (11,03) (837) (3,70)  (402)  (8.95)
Lb 2488 2493 2686 2301 20,34 23,13 2921 2584 2113 2424 22,59
(DE) (.20) (672  (428)  (2,37) 171)  (2,02) (764)  (7,19) (2,75)  (348) (7,05
indLo 076 075 078 078 0,65 0,66 071 070 065 071 0,69
(D.E) 0,03) (0,02) (0,06  (0,04) 004)  (0,03) 0,02)  (006) (004)  (004)  (0,04)
indPI 023 024 022 017 017 021 027 027 018 018 0,16
(D.E.) ©011) (0,14) (0,08 (0,05 0,03)  (0,06) ©017) (012) (0,05) (0.05)  (0.08)
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FIGURA 1.1.1. Variacion de las categorias de tubérculos
espirales en la concha (%) observada en S. haemastoma por cada
localidad colectada.
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FIGURA 1.1.2. Variacion de las categorias de coloracion
externa de la concha (%) observada en S. haemastoma por cada
localidad colectada.
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FIGURA 1.1.3. Variacion de las categorias de coloracion del labio
externo en la concha (%) observada en S. haemastoma por cada localidad

colectada.
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FIGURA 1.1.4. Variacion en la coloracion del labio interno la concha (%)

de S. haeemastoma por cada localidad colectada
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FIGURA 1.1.5. Presencia de tubérculos verticales en la concha

(%) observada en S. haemastoma por cada localidad colectada.
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FIGURA 1.1.6. Variacion de la forma del labio interno de la concha

(%) en S. haemastoma por localidad colectada.
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FIGURA 1.1.7.

25% 50% 75% 100%

Gr

‘ O Grado 1 W Grado 2 ‘

Variaciones en el grosor de la concha (%) de S.

haemastoma por localidad muestreada.
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Variaciones en el tamafo de los dientes del labio

externo de la concha (%) de S. haemastoma por localidad colectada.
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FIGURA 1.1.9. Variaciones en la simetria de los dientes del labio externo

de la concha (%) de S. haemastoma de cada localidad colectada.
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FIGURA 1.1.10. Variaciones en la simetria de las lineas concéntricas de la concha

(%)de S. haemastoma por localidad muestreada.
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TABLA 1.1.2. Presencia de epibiontes y perforadores (%) observada en individuos de S. haemastoma procedentes de

11 poblaciones de las costas del Perd.

. % Epibiontes % Perforadores
ZONA Localidad

0 1 2 3 0 1 2 3

NORTE NPI 65,22 26,09 8,70 - 91,30 4,35 4,35 -
NzO 61,05 26,32 9,47 3,16 85,26 11,58 2,11 1,05

NMA 33,33 41,67 11,11 13,89 69,44 25,00 5,56 -
NPA 72,73 22,73 4,55 - 38,64 43,18 13,64 4,55

CENTRO CAN 21,88 78,13 - - 3,13 65,63 9,380 -
CPU 74,29 20,00 571 - 8,57 51,43 25,71 14,29

SUR SAT 54,55 40,00 5,45 - 78,18 20,00 1,82 -
SLN 92,31 7,69 - - 11,54 23,08 26,92 38,46
SLA - 51,85 29,63 18,52 3,70 741 14,81 74,07
SAQ 66,67 25,00 2,78 5.56 - 27,78 27,78 44,44
SMN 47,06 47,06 2,94 2,94 29,41 47,06 2,94 20,59
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1.2. Analisis estadistico

De acuerdo al analisis de ANOVA para los caracteres cuantitativos, se encontraron
valores significativos entre las variables relacionadas con la longitud mas no asi entre
los caracteres que involucran el peso total. La comparacién de medias entre las zonas
muestreadas presentaron diferencias muy significativas (P = 0,000) respecto al indice
de longitud. Diferencias significativas entre la zona sur respecto al resto estuvo dada
por la longitud total, mientras que diferencias significativas entre la zona centro
respecto al norte y sur estuvo dada por la abertura de la boca. Ninguna diferencia
significativa se encontrd cuando se comparo el peso total (F = 0,441; P =0,644) o el

indice Pt/Ltt (F = 0,742 ; P = 0,477) entre las zonas (Tabla 1.2.1).

De acuerdo al andlisis de correlacion de Pearson entre los caracteres cuantitativos,
correlaciones muy significativas fueron observadas entre el peso total y el indice
Peso-Longitud (0,979), entre longitud total y diametro de la boca (0,945), entre peso
total y longitud total (0,923), asi como entre peso total y diametro de la boca (0,913).
Los menores valores de correlacion se obtuvieron entre el indice de longitud y la

longitud total (- 0,047). (Tabla1.2.2).

Para el andlisis de correlacion entre los caracteres cualitativos, también se considero a
la variable IndLo debido al bajo nivel de correlacion observado con las variables
cuantitativas y a la alta diferenciacidn observada entre las zonas colectadas respecto
al IndLo. Bajos valores de correlacion pero con altos niveles de significancia (P =
0,0000) se observaron entre las variables. Asi, los mayores valores de correlacion

ocurren entre el indice de longitud y la coloracion del labio interno (0,646) y la
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coloracion del labio externo (0,508), asi como entre la coloracion del labio interno y

externo (0,619) (Tabla 1.2.3).
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TABLA 1.2.1. Andlisis de varianza (ANOVA) y Test de Tukey para la comparacién
multiple entre los caracteres cuantitativos de las poblaciones de S. haemastoma
agrupadas por zonas (P = valores de significancia)

Caracteres ANOVA F Test de Tukey (P)
Cuantitativos (P) Norte-Centro Norte-Sur Centro-Sur
Ltt 9,878 -0,011 - 0,034 0,280
(0,000) (0.652) (0.000) (0.063)
Lb 9,819 0,055 0,002 - 0,053
(0,000) (0.000) (0.978) (0.000)
IndLo 231,563 0,066 0,041 - 0,025
(0,000) (0.000) (0.000) (0.000)
Pt 0,441 - 0,016 - 0,019 - 0,035
(0,644) 0.925 0,770 0.682
IndPl 0,742 0,029 0,019 - 0,009
(0,477) (0,585) (0,578) (0,947)

TABLA 1.2.2. Valores de correlacion de Pearson (diagonal superior) y
nivel de significancia (diagonal inferior) entre los caracteres

cuantitativos evaluados en 11 poblaciones de S. haemastoma

Carécter Ltt Lb IndLo Pt IndPI
Ltt 0,945 - 0,047 0,923 0,898
Lb 0,000 0,273 0,913 0,908
IndLo 0,162 0,000 0,069 0,121
Pt 0,000 0,000 0,074 0,979
IndPlI 0,000 0,000 0,005 0,000
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TABLA 1.2.3. Correlaciones de Pearson (diagonal superior) y valores de significancia (diagonal inferior) entre los caracteres

cualitativos evaluados en 11 poblaciones de S. haemastoma.

Carécter IndLo ThH Lsi Dsi Dta Licol  Colext Gr Col Lifo ThVv
IndLo 0,089 0,179 0,041 0,114 0,646 0,508 0,009 0,276  -0,033 0,067
TbH 0,032 -0,007 -0,041 0,128 0,128 0,180 0,008 0,094 0,050 0,245
Lsi 0,000 0,446 0,468 0,160 0,286 0,179 0,177 0,193 -0,086 0,058
Dsi 0,197 0,198 0,000 0,128 0,192 0,110 0,178 0,133 0,026 0,033
Dta 0,009 0,004 0,000 0,004 0,206 0,176 0,323 0,043 -0,135 0,045
Licol 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,619 0,039 0,407  -0,069 0,145
Lexcol 0,000 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000 0,122 0,256  -0,145 0,088
Gr 0,424 0,438 0,000 0,000 0,000 0,210 0,006 0,002 -0,169 -0,012
Col 0,000 0,026 0,000 0,003 0,184 0,000 0,000 0,435 0,051 0,051
Lifo 0,244 0,149 0,038 0,293 0,002 0,076 0,001 0,000 0,171 0,067
ThVv 0,083 0,000 0,115 0,248 0,175 0,001 0,033 0,399 0,145 0,083
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- Analisis de Componentes Principales (CP):

De acuerdo al analisis de CP para los datos cuantitativos (Tabla 1.2.4), el 96,74% de
la varianza puede explicarse considerando los dos primeros componentes, donde el
primer CP acumula el mayor porcentaje de la varianza (75,97%) e integra a todos los
caracteres morfométricos incluyendo el indice Peso-Longitud. El segundo CP
representa el 20,77% de la varianza y esta integrado por el indice de longitud (IndLo)
con un alto valor (0,989). A partir del ploteo de los dos primeros CP, las variables se
distribuyen en dos grupos, presentando las variables cuantitativas una distribucién
muy cercana a 1 en el eje CP1; mientras que el indice de longitud se observd estar
asociado al eje CP2 (Fig 1.2.1). El ploteo de los otros CP no fue considerado pues no

mostraron una agrupacion diferencial entre las variables.

Cuando se realiza el ploteo considerando las poblaciones con relacion a los dos
primeros CP, se observd una diferenciacion entre las poblaciones del norte respecto al
centro y sur dada por el segundo CP. Ademas, una mayor semejanza se observo entre
las poblaciones del centro (Ancén y Pucusana) con la poblacion de La Mina, mientras
que las poblaciones de Atenas, Arquillo y Mendieta presentaron una alta variabilidad

alo largo del CP 1 (Fig 1.2.2)

A partir del analisis de CP para los caracteres cualitativos y el indice de longitud
(Tabla 1.2.5), un 61,3% de la varianza puede explicarse considerando los cuatro
primeros CP. El primer CP integra, con los mayores valores, al indice de longitud
(0,71), coloracion del labio interno (0,85), coloracion del labio externo (0,75) y la

coloracion externa de la concha (0,52). El segundo CP incluye el grosor (0,63), la
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simetria de los dientes (0,52) y de las lineas concéntricas (0,49). Finalmente, el cuarto
CP representa la presencia de nddulos espirales (0,55) y axiales (0,66) con los

mayores valores.

Los dos primeros CP explican el 39,12% de la varianza acumulada, mientras que el
tercero y cuarto CP representan el 11,28% y 10,91% de varianza, respectivamente. De
acuerdo al ploteo de los dos primeros CP se observéd una agrupacion de las variables
diferencidndose en: (1) Caracteres de influencia Genética que estuvieron relacionados
con el CP 1, (2) Caracteres relacionados al Crecimiento que estuvieron agrupados
segun el CP2 e integrados por grosor, tamafio de los dientes, la simetria de las lineas y
simetria de los dientes, y (3) un tercer grupo formado por Caracteres con influencia
del Ambiente e integrado por el tamafio de tubérculos axiales y verticales (Fig.
1.2.3a). Un segundo ploteo entre los CP 3y 4, permitié diferenciar a las variables de

grosor y tamarfio de dientes con la simetria (Fig 1.2.3b).

La mayor diferenciacién entre las poblaciones colectadas se obtuvo mediante el
ploteo de los dos primeros CP, mientras que los otros CP no mostraron una
diferenciacion entre poblaciones o zonas muestreadas. Los dos primeros CP
mostraron una marcada diferenciacion entre las poblaciones de la zona norte (con
valores positivos en el eje del CP 1) de las poblaciones de la zona centro y la
poblacion de La Mina de la zona sur (con valores negativos en el eje del CP 1). Entre
los individuos colectado en la Reserva de Paracas, se observo que poblaciones como
Mendieta y Arquillo presentan individuos distribuidos entre ambos grupos (del norte

y centro), mientras que la poblacion de Atenas y Lagunilla se ubicé en una zona
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intermedia entre las poblaciones del norte y centro, con diferencias en relacién al CP2

(Fig 1.2.4).

- Anélisis Discriminante:

A partir de los tres grupos o zonas de colecta prefijados, se observé que un 100% de
la varianza puede ser explicado considerando dos funciones discriminantes (FD)
segun el analisis de variables cualitativas y el indice de longitud. La primera FD
representa el 95% de la varianza y estuvo relacionada con el indice de longitud
(0,568), coloracion del labio externo (0,564), coloracion del labio interno (0,608) y
coloracion externa de la concha (0,210). La segunda FD mostr6 una relacion con la
coloracion del labio interno (0,637), presencia de nodulos espirales (-0,545), tamafio
de dientes (0,419) y simetria de dientes (0,331). Ademas, todas estas variables

presentaron altas correlaciones con cada funcién discriminante (Tabla 1.2.6).

Considerando los valores de los grupos centroides obtenidos se observo una
diferenciacion entre los individuos de la zona norte (1,74) con las zonas centro y sur (-
2,24 y -1,29) respecto a la primer FD. Mediante la segunda funcién, se observé una
diferenciacion entre los individuos de la zona centro (-0,93) con respecto a las zonas

norte (-0,07) y sur (0,28) (Fig. 1.2.5).

De acuerdo al analisis de membresia de grupos, el 76,7% de los individuos estuvieron
correctamente agrupados en cada zona. Asi, considerando para cada zona, se
observaron altos porcentajes de correcta clasificacion de los organismos en base a los

caracteres cualitativos, donde el 93% de los individuos de la zona norte y el 96% de
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los individuos de la zona centro se encontraron correctamente clasificados en los
grupos prefijados. Sin embargo, cuando se analiz6 la zona sur, se observé que los
individuos presentaron caracteristicas morfologicas mas relacionadas a los individuos
de la zona centro (44%) y a los individuos de la zona sur (46%) predominantemente

(Tabla 1.2.7).
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TABLA 1.2.4. Resultados del analisis de Componentes Principales
basado en la matriz de correlacion entre los caracteres cuantitativos de

S. haemastoma.

Componentes Principales

Variable Comunalidad
1 2

Ltt 0,962 - 0,188 0,960

Lb 0,974 0,135 0,966
IndLo 0,145 0,989 1,000

Pt 0,979 - 0,073 0,964
IndPL 0,973 - 0,021 0,947
Autovalor 3,798 1,038

Varianza 75,969 20,766

Var. acumulada 75,969 96,736

FIGURA 1.2.1. Ploteo bidimensional de las
primera y segunda Componentes Principales para

las variables cuantitativas.

55



FIGURA 1.2.2. Posicidn relativa de las poblaciones de S. haemastoma basado en el primer y segundo CP a partir de una matriz de

correlacion de las variables cuantitativas.
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TABLA 1.2.5 Resultados del andlisis de Componentes Principales basado en la matriz de correlacion
entre 11 caracteres morfoldgicos de S. haemastoma. La varianza de cada CP se expresa por los

Autovalores y la proporcion acumulada de varianza expresada.

Componentes Principales

Variable Comunalidades
1 2 3 4

IndLo 0,710 - 0,327 0,009 -0,271 0,684
ThH 0,242 - 0,288 - 0,426 0,547 0,622
Lsi 0,510 0,458 0,391 0,176 0,653
Dsi 0,374 0,516 0,488 0,288 0,727
Dta 0,381 0,411 - 0,462 0,117 0,542
Licol 0,848 - 0,226 0,052 - 0,140 0,792
Lexcol 0,748 - 0,183 - 0,166 -0,201 0,661
Gr 0,245 0,628 - 0,345 0,042 0,576
Col 0,519 - 0,209 0,302 0,010 0,405
Lifo - 0,149 - 0,335 0,423 0,447 0,513
TbV 0,207 - 0,230 - 0,186 0,662 0,569
Autovalor 2,780 1,523 1,240 1,200

Varianza 25,273 13,842 11,277 10,909

Var. acumulada 25,273 39,115 50,392 61,301
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FIGURA 1.2.3. Ploteo bidimensional de las variables cualitativas respecto a los cuatro primeros componentes principales. (a) CP1
vs CP2, (b) CP3 vs CP4
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FIGURA 1.2.4. Posicion relativa de las poblaciones de S. haemastoma de acuerdo a los cuatro primeros CP basado en una matriz de

correlacion de las variables cualitativas.
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TABLA 1.2.6. Funciones discriminantes calculadas para
11 variables morfoldgicas evaluados en individuos de S.

haemastoma agrupados en tres zonas (norte, centro y sur)

Funcién Discriminante

Caracter
1 2

IndLo 0,568 * 0,175
Lexcol 0,564 * - 0,043
Col 0,210 * 0,047
ThV 0,088 * - 0,019
Licol 0,608 0,637 *
TbH 0,151 -0,545 *
Dta - 0,043 0,419 *
Lsi 0,115 0,331 *
Dsi - 0,001 0,247 *
Gr - 0,049 0,085 *
Lifo - 0,016 0,073 *
Grupos Centroides

NORTE 1,738 - 0,065
CENTRO - 2,243 -0,931
SUR -1,292 0,283
Autovalor 2,649 0,126
Varianza (%) 95,4 4,6
Correlacion 0,852 0,335

canodnica

(* = altos valores de correlacion entre la variable y la
funcién discriminante)
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FIGURA 1.2.5. Posicién relativa de los individuos de S. haemastoma
agrupados en tres zonas muestreadas de acuerdo a las dos primeras

funciones canénicas discriminantes.

TABLA 1.2.7. Porcentaje de los individuos correctamente clasificados
de acuerdo a los tres grupos predefinidos de S. haemastoma. Obtenido

segun el analisis discriminante.

Membresia de grupos (%)

Zona
Norte Centro Sur
Norte 93,42 0 6,6
Centro 0 95,5 45
Sur 10,5 45,7 45,8
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2. Analisis aloenzimatico

2.1 Estandarizacion de la técnica electroforética

La extraccion de proteinas se realizo utilizando un buffer de homogenizacion en
presencia de 1% Triton y con una concentracion final de 5 mM EDTA pH 7,0 asi
como DMSO en concentraciones finales entre 0,5 — 1%. La presencia de NAD dio por
resultado la presencia de falsas bandas, mientras que la adicion de PMSF no mejord
las condiciones de extraccion. Finalmente se utilizd para todas las muestras una
proporcion de 1:1 del volumen del buffer respecto al volumen del tejido, debido a la
alta concentracion de la enzima Mdh observado, sobretodo entre los individuos de la

Zona sur.

Se analizaron dos loci de la Mdh, denominadas de acuerdo a su migracién
electroforética como Mdh-1 (correspondiente a la forma mitocondrial de la enzima) y
Mdh-2 (correspondiente a la forma citosolica de la enzima). Las corridas
electroforéticas utilizando el buffer de corrida Tris Maleato-EDTA pH 7,6 permitio
revelar ambos loci, obteniendo una mejor definicion de la forma Mdh-2, mientras que
el uso de buffers mas alcalinos como Tris — Glicina pH 8,9 s6lo permitid revelar la

forma Mdh-1, también reportado por Herbert & Beaton (1993).

2.2. Estadistica descriptiva de la variabilidad aloenzimatica

- Frecuencias alélicas y heterocigosidad
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Las frecuencias alélicas para ambos loci polimérficos y los valores de heterocigosidad

se muestran en la Tabla 2.2.1.

Se identificaron tres alelos (“a”, “b” y “c”) para el locus Mdh-1, predominando el

alelo Mdh-1¢ en todas las poblaciones. Las poblaciones NZO y CPU presentaron dos
alelos Mdh-1* y Mdh-1¢; la poblacion SLA present6 dos alelos Mdh-1* y Mdh-1¢;
mientras que sélo la poblacion SAT presentd los tres alelos. El alelo Mdh-1¢ estuvo
presente en todas las poblaciones mostrando un valor promedio de 0,866. El alelo
Mdh-1% presentd un frecuencia promedio de 0,081, con una mayor frecuencia en la
poblacion SAT (0,205); mientras que el alelo Mdh-1P presenté una frecuencia

promedio de todas las poblaciones de 0,052 presentando poblacion SLA la frecuencia

mas alta (0,152).

Para el locus Mdh-2, se diferenciaron dos alelos denominados como Mdh-22 y Mdh-

2b. Todas las poblaciones presentaron el alelo MDH-2P presentando una frecuencia
promedio total de 0,936. La poblacion CPU es monomorfica para este locus,

presentando el alelo Mdh-2P. El alelo Mdh-22 estuvo presente en una frecuencia

promedio de 0,064 en el total de las poblaciones, observando una mayor frecuencia en

la poblacion de NZO (0,167).

La heterocigosidad observada promedio para todas las poblaciones de Hy’ 0,14 fue

menor que la esperada (He * = 0,181). Las poblaciones procedentes de zonas mas
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calidas como NZO y SAT presentaron los valores de heterocigosis mas altos (0,233 y
0,296 respectivamente), mientras que las poblaciones procedentes de orillas
protegidas como CPU y SLA presentaron los valores méas bajos de heterocigosidad

(0,019 y 0,065 respectivamente).

De acuerdo a las frecuencias alélicas observadas respecto al equilibrio esperado de
Hardy-Weinberg (HWE), se obtuvo una deficiencia de heterocigotos (D = - 0,227) en
promedio para el total de las poblaciones, dado principalmente por las deficiencias
observadas en las poblaciones NZO y SLA. La poblacion NZO mostr6 una
deficiencia de heterocigotos en el locus Mdh-2, obteniendo un D final de - 0,114. Por
otro lado, la poblacion SLA mostré una deficiencia significativa en el locus Mdh-1,

obteniendo un D promedio final de - 0,626 (Tabla 2.2.2).
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TABLA 2.2.1. Frecuencias alélicas, heterocigocidad observada (H,), heterocigosidad esperada

(He) y heterocigosidad promedio para cada locus en cuatro poblaciones de S. haemastoma.

Poblacion
Locus  Alelo NZO CPU SAT SLA Promedio
(n) (18) (26) (22) (24)
Mdh-1 a 0,133 0,019 0,205 ; 0,081
b A i 0,046 0152 0,052
c 0,867 0,981 0750 0848 0,866
H, 0,267 0,039 0409 0,044 0,174
He 0,239 0,039 0403 0264 0,242
Mdh-2 a 0.167 ; 0,091 0044 0,064
b 0,833 1,000 0,909 00957 0,936
H, 0,200 ; 0182 0087 0,105
He 0.287 ; 0169 0085 0,120
Promedio H' 0,233 0,019 0296 0065 0,140
H’ 0.263 0,019 0286 0,174 0,181

n = tamafio de muestra
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TABLA 2.2.2. Valores de deficiencia de heterocigotos (D), Chi-

cuadrado (x?) para cada locus en las cuatro poblaciones de S.

haemastoma.
Poblacion Locus Promedio
Mdh-1 Mdh-2

NZzO D 0,117 - 0,303 -0,114
e 0,258 1,685
P) (0,611) (0,194)

CPU D 0,000 * 0,000
r 0,000 *
P) (1,000) *

SAT D 0,015 0,077 0,014
e 0,622 0,162
(P) (0,891) (0,688)

SLA D - 0,833 0,024 - 0,626
e 18,374 0,023
P) (0,000) (0,879)

Promedio D - 0,281 -0,125 - 0,227
e 41,200 1,615
P) (0,000) (0,204)

(*) = locus monomorfico; P = valores de significancia
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- Estructura genética poblacional

El anélisis de estructura genética de las poblaciones se muestra de acuerdo a la

estadistica F. Considerando ambos loci, se observo una mayor diferenciacion genética
entre los individuos de todas las poblaciones (F;r = 0,210) y una menor diferenciacion
genética existe entre las poblaciones respecto al total de las poblaciones muestreadas
(Fst =0,066). Ademas, los mayores valores de Fs, Fjt y Fst se observaron para el

alelo Mdh-1 (Tabla 2.2.3).

De acuerdo al andlisis de distancias genéticas de Nei (Nei’s unbiased distance), se
observo una mayor identidad genética entre las poblaciones NZO y SAT (0,994) asi
como entre las poblaciones CPU y SLA (0,992); mientras que una mayor distancia
genetica (0,018) se observo entre las poblaciones de NZO y SLA, y entre CPU y SAT
(Tabla 2.2.4). Asi, de acuerdo al andlisis de agrupamiento por UPGMA basado en las
distancias geneticas, se observo la formacion de dos grupos. El grupo conformado por
NZO y SAT corresponden a poblaciones procedentes de zonas de mayores TSM,
mientras que el segundo grupo formado por CPU y SLA, presentando una mayor
distancia génica respecto al anterior grupo, corresponde a poblaciones distribuidas en

ambientes mas protegidos y de menores TSM (Fig. 2.2.1).
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TABLA 2.2.3. indice F (Nei, 1987) para cada locus de cuatro
poblaciones de S. haemastoma

- Locus )
Indice F Promedio
Mdh-1 Mdh -2
Fis 0,177 0,109 0,154
Fir 0,235 0,158 0,210
Fst 0,071 0,055 0,066

TABLA 2.2.4. ldentidad genética (diagonal superior) y distancia genética
de Nei (1978) (diagonal inferior) basado en dos loci para cuatro poblaciones
de S. haemastoma.

Poblacion NzO CPU SAT SLA
NZO falolale 0,989 0,994 0,983
CPU 0,012 el 0,983 0,992
SAT 0,006 0,018 falalale 0,984
SLA 0,018 0,008 0,016 i
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NZO
SAT
CPU
SLA

! ] ! ] ! ] ! |

0.006 0.004 0.002 0,000

FIGURA 2.2.1. Dendograma UPGMA mostrando las relaciones entre
poblaciones basado en la distancia genética de Nei (NZO = Zorritos; CPU =

Pucusana; SAT = Atenas; SLA = Lagunilla).
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- Andlisis de correlacion y CP de la variacion alélica

De acuerdo al andlisis de la variabilidad de las frecuencias alélicas, una

correlacion negativa muy significativa (- 0,540) se observo entre los alelos de un
sélo locus Mdh-1P y Mdh-1¢; mientras que una baja correlacion positiva (0,377)
aunque significativa se observd entre los alelos de dos loci, Mdh-12 y Mdh-22

(Tabla 2.2.5).

El andlisis de CP para los loci Mdh-1 y Mdh-2 generaron 2 CP que explican el

63,59% de la varianza acumulada. EIl primer CP explica el 32,68% del total de la

varianza de los alelos, y comprende a los alelos Mdh-12, Mdh-22 y Mdh-2P. Los
alelos Mdh-12 y Mdh-22 presentaron los mayores coeficientes positivos (0,750 y

0,765 respectivamente), mientras que el alelo Mdh-2b presentd el mayor

coeficiente negativo (- 0,687). Por otro lado, el segundo CP explica el 30,92%

de la varianza genética y presentd el mayor coeficiente positivo para el alelo
Mdh-1P (0,886) y el mayor coeficiente negativo para el alelo Mdh-1¢ (0,857)

(Tabla 2.2.6)

A partir de la proyeccion de los dos CP, se observo una diferenciacion entre las
poblaciones, donde el primer CP describe diferencias entre la poblacion del

norte NZO respecto al resto de poblaciones (Fig. 2.2.2), asociado con la
variabilidad de los alelos Mdh-12 y Mdh-22; mientras que el segundo CP
describe la diferenciacion de la poblacion CPU respecto al resto de poblaciones,

y esta asociado con la variabilidad del alelo Mdh-1¢ (Fig. 2.2.3).
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TABLA 2.2.5. Correlaciones de Pearson (diagonal superior) y valores de
significancia (diagonal inferior) entre alelos de los loci evaluados en cuatro

poblaciones de S. haemastoma.

Mdh -1 Mdh -2
Locus Alelos
a b c a b
Mdh -1 a bkl -0,120 -0,70 0,377 - 0,269
b 0,136 faiakel - 0,540 0,157 0,032
c 0,260 0,000 kel 0,080 - 0,024
Mdh-2 a 0,000 0,074 0,232 Fokx - 0,299
b 0,006 0,384 0,413 0,003 fakaie

TABLA 2.2.6. Analisis de Componentes Principales de los loci Mdh-1

y Mdh-2 evaluado en cuatro poblaciones de S. haemastoma.

Componentes Principales

Locus Alelo Comunalidad
1 2
Mdh -1 a 0,750 0,032 0,563
b - 0,075 0,886 0,791
c 0,103 - 0,857 0,745
Mdh -2 a 0,765 0,159 0,610
b - 0,687 -0,013 0,472
Autovalor 1,634 1,546
Varianza 32,679 30,915
Var. Acumulada 32,679 63,594
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FIGURA 2.2.2. Posicion relativa de los individuos de cuatro
poblaciones de S. haemastoma de acuerdo al ploteo del

primer y segundo componente principal de los loci Mdh 1y 2

FIGURA 2.2.3. Primer y segundo componentes principales
de los alelos de los loci Mdh 1 y 2 para las poblaciones de
NZO, CPU, SAT y SLA de S. haemastoma.
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DISCUSION

1. Variabilidad morfologica

Caracteres cuantitativos de la concha

Entre los gasteropodos existe una alta variabilidad a nivel de la morfologia de la
concha, lo que frecuentemente ha sido fuente de confusién para una correcta
clasificacion taxondémica. Su gran diversidad morfolégica generalmente ha sido
relacionada con las variaciones que ocurren en el habitat, ejerciendo presiones
selectivas diferenciales, ademas de ser influir en la distribucion vertical y latitudinal
de los organismos (Rilov et al., 2005). Asi, diferentes condiciones oceanogréaficas son
responsables de las variaciones morfoldgicas, sea por ejemplo en adaptaciones en la
coloracion externa debido a influencia de diferencias en el sustrato, o a nivel del
crecimiento como una respuesta ante la intensidad del oleaje 0 como una reduccién a
la vulnerabilidad a predacion, etc. (Palmer, 1985b; Kirby et al., 1994; Ekendahl &

Johannesson, 1997; Chiu et al., 2002).

En este estudio, variaciones significativas entre los individuos de la zona norte y sur
(P = 0.000) fueron observadas a nivel de las longitudes totales de la concha. La
presencia de organismos con menores longitudes totales puede estar relacionada con
su distribucion en zonas mas expuestas en la zona de Mendieta (longitud total
promedio 32,69 mm) en comparacion con otros organismos presentes en zonas mas
protegidas y cerradas de la zona sur como Atenas (41,28 mm). Ramirez et al. (2005)

reportaron para los gasterépodos Osilinus atrata procedentes de la zona intermareal

73



rocosa de las Islas Canarias, una relacion entre organismos de tallas menores con una
mayor oportunidad de éstos para encontrar zonas refugio en grietas y huecos,
reduciendo asi la vulnerabilidad al desalojo de los organismos por impacto del oleaje
y ademas permitiendo una mayor proteccion ante los predadores. Mientras que por el
contrario, para O. sauciatus los organismos de mayores tallas parecen encontrarse
mas afectados por el oleaje. Por otro lado, Rugh (1997) también reporta la presencia
de variaciones intraespecificas en el tamafio de la concha de los gasterépodos del

género Littorina relacionadas con diferencias en el tipo de orilla.

Las variaciones observadas en S. haemastoma entre longitud y peso se encontraron
estar altamente correlacionadas explicando, segun el analisis de CP, el 75,97% de la
variabilidad existente entre las poblaciones analizadas, posiblemente relacionado con
el tipo de habitat y de alimento. De igual forma, Toro (1996) reportdé para Ostrea
chilensis la presencia de variaciones en la longitud de los organismos relacionados
con la disponibilidad del alimento, considerando variaciones dentro de los rangos de
tolerancia. Sin embargo, para estas relaciones entre pardmetros cuantitativos con la
variabilidad de habitat s6lo se pudo observar para algunas poblaciones S.
haemastoma. Al parecer, otros factores ambientales también estarian ejerciendo

influencia en la variabilidad entre pesos y longitudes en estas poblaciones.

Por otro lado, diferencias en las tallas de los organismos marinos parecen presentar
una mayor relacion con las variaciones en la TSM. Entre los lugares muestreados de
la zona norte, una menor TSM se registra en Paita, segun reportes de IMARPE para
los afios 2006 y 2007 (Anexo Va,c y Vla,c), donde los individuos presentaron las

menores longitudes totales (30,76 mm) entre las poblaciones del norte. Por otro lado,
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entre las poblaciones de la zona sur de la Reserva Nacional de Paracas (RNP), Atenas
ha sido reportado como una zona de mayor temperatura superficial del mar (TSM)
comparado con el resto de lugares de la RNP (Anexo Vb,d y VIb,d), donde los
individuos presentaron las mayores longitudes totales promedio (41,28 mm) respecto
a las otras poblaciones de la zona como Lagunilla (32,38 mm) o Arquillo (36,76 mm)
que presentan menores temperaturas a lo largo del afio comparado con Atenas.
Ademas, mayores longitudes de la concha en la poblacion de Atenas también estarian
relacionadas con una mayor variabilidad a nivel genético, proporcionandoles a los
organismos un mayor fitness frente a altas temperaturas, como se discute mas
adelante. Por otro lado, reportes en la especie Acanthina punctulata atribuyen los
aumentos de la longitud por incrementos en la longevidad de los organismos ante

bajas temperaturas (Gianniny & Geary, 1992).

Una mayor diferenciacion poblacional se observo estar muy relacionada por la
variabilidad en el indice de longitud (IndLo 0,989) en relacion a diferencias en la
TSM. De acuerdo a la proyeccion del segundo componente principal, existe una
marcada diferenciacion en IndLo entre los organismos de la zona norte (con mayores
valores) respecto al resto de poblaciones, sobretodo con las poblaciones de la zona
centro (con menores valores). Mayores IndLo se observaron en las poblaciones
presentes en ambientes con las mayores TSM de la zona norte, mientras que menores
valores del indice corresponden a menores longitudes de la apertura de la boca

respecto a la longitud total presentes en ambientes de menor TSM.

Boulding (1990) menciona para gasterdpodos de orillas expuestas, incrementos en la

abertura de la boca en organismos que presentan un aumento en el area del pie. Asi,
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mayores areas del pie de los gasterépodos podrian estar relacionados con el
incremento de la actividad de los organismos frente a altas temperaturas, a su vez que
mejoran su capacidad de fijacion a la roca. Por otro lado, también se ha reportado para
Littorina scutulata incrementos de la abertura de la boca en organismos que presentan
una mayor exposicion al oleaje (Rugh, 1997), o la predominancia de formas
elongadas y boca estrecha en ejemplares de Nucella lapillus presentes en zonas
protegidas al oleaje (Kirby et al., 1994). Ramirez et al. (2005) menciona que menores
longitudes de la abertura de la boca se relacionan con un incremento en la resistencia
a la desecacion tipico de orillas protegidas, permitiéndole una mayor retencion de
agua y soportado mejor la desecacion durante largos periodos de emersion, asi como

una reduccion al ataque por predadores.

Caracteres cualitativos de la concha de influencia ambiental

A diferencia del anlisis de caracteres cuantitativos, solo el 61% de la varianza de los
caracteres cualitativos de S. haemastoma puede ser explicado considerando los cuatro
primeros CP, relacionado con la alta diversidad y plasticidad morfolégica que se

observa entre las diferentes poblaciones.

Las poblaciones del centro (Lima) presentan una alta correlacion entre las variaciones
de las esculturas axiales y verticales. La presencia de tubérculos o esculturas en la
concha son referidos como caracteres de influencia ambiental. Boulding (1990)
reportd para gasteropodos intermareales la predominancia de individuos con conchas
lisas y de amplias aberturas de la boca en zonas expuestas al oleaje. Sin embargo,

contrario a lo mencionado, la ausencia de tubérculos entre las poblaciones estudiadas
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se encontrd predominantemente en zonas protegidas (La Mina, Lagunilla); mientras
que organismos con tubérculos desarrollados se encontrd en zonas mas expuestas
(norte del Peru). Al parecer, la presencia de formas redondeadas estarian relacionadas
con una mayor resistencia a la predacion, también reportado por Gianniny & Geary
(1992) en poblaciones de Acanthina spirata, y por Rugh (1997) en Littorina plena y

L. scutulata habitando ademas zonas con mayor exposicion al oleaje.

Por otro lado, las variaciones de un segundo grupo de caracteres denominados como
caracteres del crecimiento, como el grosor de la concha, el tamafio y simetria de los
dientes de la abertura de la boca presentaron un patrén similar. El engrosamiento de la
boca parece estar influenciado por el grosor de los dientes y la presencia de esculturas
axiales, proporcionandole al individuo una mayor resistencia al ataque de predadores.
Palmer (1985) también reportd esta relacion para la especie Thais lamellosa. A pesar
que el engrosamiento proporciona ventajas a los organismos reduciendo su
vulnerabilidad, sin embargo también requiere un mayor costo energético que es
dependiente de las condiciones ambientales, de tal manera que pueden estar limitando

0 Nno su crecimiento, aun frente a disponibilidad de alimento en el ambiente.

Las fluctuaciones temporales de la abundancia de predadores y epibiontes influyen en
la diferenciacion fenotipica en un lugar determinado. Asi, una similaridad encontrada
en el tamario de los dientes, y en la simetria de dientes y de lineas concéntricas de las
conchas se registrd en organismos con una mayor incidencia de perforadores y
epibiontes, sobretodo entre las poblaciones de la zona centro y de La Mina (sur). Si
bien, el engrosamiento puede ser considerado como un caracter ecofenotipico, por

otro lado la presencia de predadores actia como un factor selectivo en las

77



poblaciones, con efectos a nivel del flujo génico y en consecuencia en su variabilidad
a nivel genético entre poblaciones expuestas a las diferentes intensidades de
predacion. Pero ademas, las diferencias en el hébitat también pueden constituir

barreras para la dispersion de los organismos, limitando el flujo génico.

Las diferencias en corrientes, temperaturas, o tipos de orilla como expuestas o bahias
protegidas constituyen condiciones importantes que permiten una diferenciacion
morfoldgica entre las poblaciones del norte y centro. Mas aln, las poblaciones RNP
correspondiente a la denominada zona sur, presentaron de acuerdo al analisis
discriminante, una variabilidad morfoldgica similar entre las poblaciones de la zona
norte y centro. Esta gran variabilidad esta relacionada con la alta variacion de
microhabitas de tipos de orilla, zonas méas cerradas y diferencias en temperaturas por
diferencias en la plataforma continental que existe en el Reserva. Areas pequefias o
bahias protegidas, también constituye barreras en el flujo génico, tal como se
demuestra en el analisis aloenzimatico. Gosselin & Chia (1995) reportaron para
Nucella emarginata una limitada capacidad de dispersion a causa de la variabilidad de
microhabitats, siendo de importancia para la determinacion del tamafio y distribucion

de sus poblaciones.

Caracteres cualitativos de influencia genética: Coloracion de la concha.

La coloracién es uno de los pocos caracteres fenotipicos que varia en forma discreta

como un caracter heredable. Rugh (1997) reportd diferencias a lo largo de varias

generaciones de Littorina indicando un polimorfismo en el bandeo influenciado por

un factor genético. Palmer (1985b) reportd para poblaciones de Stramonita
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emarginata de las costas del Pacifico norte, la relacién entre el caracter de coloracién
con la presencia de un locus autosdémico que, interactuando con otros genes, varia la

intensidad de la coloracion externa.

Una diferencia poblacional de S. haemastoma se explica en gran parte gracias a los
patrones diferenciales observados en la coloracion, tanto de la concha, del labio
interno como del labio externo. La variabilidad de estos caracteres se encontro estar
correlacionada de forma positiva con los cambios en el indice de longitud, siendo
considerados como un grupo de caracteres de influencia genética, responsables de la
mayor diferenciacion de los organismos de la zona norte. De acuerdo al analisis de
discriminante, la variabilidad en la coloracion determina una diferenciacion
principalmente entre las zonas norte y centro, y no a nivel de tipos de orilla. Ademas,
la alta diversidad de ambientes de la RNP esta relacionado con la presencia de una
mayor variabilidad de los organismos de la zona sur, presentando una similitud con
los organismos del norte y centro, al igual que ocurrié con el andlisis de los otros

caracteres morfoldgicos.

En general, se han propuesto una seria de agentes selectivos que estarian
influenciando en la variabilidad de la coloracion de las conchas tanto en caracoles
marinos como terrestres, como por efectos de estrés ante predacion, temperatura, o
desecacion (Tucker, 1991), diferencias en los tipos de sustrato, exposicion al oleaje
(Burla & Gosteli, 1993), rara vez variando con la edad. Ekendahl & Johannesson
(1997) reportaron un alto polimorfismo en el bandeo de las conchas de Littorina

saxatilis de acuerdo a diferencias en escalas geogréficas.
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La presencia de un factor genético en la determinacién de la coloracion de la concha
explicaria la ausencia de una correlacion entre la coloracion y los tipos de orilla, y
ademas permitiria explicar la mayor diferenciacion entre la zona norte y centro debido
a la presencia de diferentes corrientes marinas que limitan la dispersion de los
organismos. Mientras que una mayor similitud entre la poblacién de Atenas con las
poblaciones del norte, estaria relacionado con una mayor dispersion de los organismos
por cambios en la corriente de aguas (como durante eventos El Nifio), y su

mantenimiento en esta zona debido a condiciones ambientales.

De acuerdo a las variaciones de temperatura tanto la zona norte como Atenas (RNP)
presentan altas TSM. Por lo tanto, el mantenimiento de las diferencias en el
polimorfismo de la coloracion entre las poblaciones puede estar relacionado con una
interaccion entre los efectos selectivos por parte de variaciones abidticas. En tal
sentido, las variaciones oceanograficas eventuales que ocurren en la costa peruana por
ejemplo durante eventos El Nifo, involucra desplazamientos de masas de aguas
calidas del norte hacia el sur, con cambios en la temperatura, oxigeno, salinidad, entre
otros, ocasionando procesos de dispersion de los organismos (larvas). Estos procesos
migratorios junto con las altas TSM de las zonas, estarian interactuando como una
fuerza selectiva permitiendo su adaptacion y el mantenimiento del caracter, pudiendo

afectar ademas en su variabilidad genética.
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2. Variabilidad genética poblacional

Diferencias estructurales y funcionales a nivel de las isoenzimas, asi como en sus
patrones de regulacion y distribucion han sido ampliamente estudiados para el
entendimiento de las relaciones filogenéticas entre los organismos acuéticos (Buth,

1983; Whitt, 1987).

En general, diferencias en la distribucion de los organismos marinos a lo largo de
grandes distancias geograficas han sido generalmente relacionadas con una escasa
diferenciacion genética estimada en base a la variabilidad alélicas de isoenzimas que
presentan los individuos de una poblacion. En particular las isoenzimas lactato
deshidrogenasa (Ldh) y malato deshidrogenasa (Mdh) han sido muy utilizadas para el
entendimiento de caracteristicas metabodlicas, genéticas, ecoldgicas asi como

evolutivas en muchos estudios de sistematica (Coppes, ZL., 1990).

Los resultados obtenidos en este estudio basados en el analisis de los loci Mdh-1y
Mdh-2, de las isoformas de la enzima mitocondrial y citosolica respectivamente,
determinan la presencia de una alta heterocigosidad promedio (0,14) o variabilidad
genética en las poblaciones de S. haemastoma del Per(, comparado con los valores de
heterocigosidad reportados para otros gasterépodos marinos. Algunos autores
reportan valores cercanos a 0,08, y un polimorfismo de 17,5%. Foltz et al. (1993)
reportaron para Littorina littorea una heterocigosidad observada de 0,073. Si bien, los
altos valores de heterocigosidad encontrados podrian incrementarse ligeramente con
el nimero de muestra analizada, sin embargo estudios realizados por Liu et al. (1993)

en la especie S. haemastoma del Atlantico también mencionan valores de
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heterocigosidad desde 0,04 para la coleccion S. haemastoma canaliculata hasta 0,149
para la poblacion S. h. floridana. Por lo tanto, los resultados obtenidos en poblaciones
peruanas indicaria la influencia de factores ambientales que determinan la
diferenciacion genética poblacional, aun entre poblaciones que se encuentren en

sistemas marinos abiertos.

Comparando la variabilidad genética entre poblaciones distribuidas en diferentes
provincias biogeograficas, una baja heterocigosidad fue observada en las poblaciones
de la provincia Peruana de aguas frias como Pucusana (0,019) y Lagunilla (0,065),
excepto en la poblacion de Atenas (0,296). Como se menciond anteriormente, Atenas
presenta una extensa plataforma lo que reduce la capacidad de intercambio de aguas y
aumenta la TSM en relacion a otras zonas de la RNP (Anexo V y VI). Ademas, alta
heterocigosidad también fue encontrada en la poblacion de Zorritos (0,233) que
también habita en aguas calidas de la provincia Peruana-Panamefia. Asi, diferencias
en parametros abidticos como la temperatura, pleamares o presencia de predadores
han sido relacionados con un efecto de presiones selectivas lo que se relaciona una

diferenciacion genética poblacional en los organismos marinos.

La baja heterocigosidad promedio observada (0,14) respecto a la heterocigosidad
esperada (0,18) encontrada se traduce como una deficiencia de heterocigotos (D = -
0,227). La deficiencia de heterocigotos generalmente ha sido relacionada con
incrementos en el entrecruzamiento o aislamiento reproductivo, con efectos selectivos
en el intercambio poblacional, entre otros (Parker et al., 2003). Una deficiencia
significativa de Ho en la poblacién de Lagunilla (3°, P = 0,000) para el locus

mitocondrial Mdh-1 indicaria una restricciobn en la dispersion de lavas de los
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organismos dado por la disminucién en la circulacién de aguas de sur a norte
originado por la formacion geografica de la Bahia Lagunilla., y observandose en
consecuencia una disminucion en el flujo génico con otras poblaciones. Esto
explicaria ademas la ausencia del alelo Mdh-12 y la baja frecuencia del alelo Mdh-2 2

en esta poblacion.

Reportes en bivalvos Mytilus edulis también sugieren la ocurrencia de una reduccion
de heterocigotos por efectos de seleccion que ocurren durante el estadio larval, pero
ademas mencionan estar relacionados con sus requerimientos nutricionales
(Fairbrother & Beaumont, 1993). En ocasiones la presencia de mutaciones nulas
podria conducir a una aparente deficiencia en la heterocigosidad poblacional. Estas
mutaciones nulas se relacionan con la pérdida de la actividad enzimatica en un locus
determinado ocurrido por adaptaciones del organismo a cambios ambientales. De esta
manera, las deficiencias en la heterocigosidad observadas han sido relacionadas con

un mayor fitness de los organismos (David et al., 1997).

Flujo génico y dispersién larval

En general, de acuerdo a los valores F se encuentra que existe un alto flujo génico
entre las poblaciones de S. haemastoma, aunque diferencias en la variacion genética
fueron observadas en diferentes niveles jerarquicos. Asi, entre poblaciones se observa
una baja heterogeneidad genética (Fst 0,06), comparado con el mayor desequilibrio
genético encontrado en individuos dentro de una poblacion y en el total de las

poblaciones muestreadas (Fr 0,210).
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Similares valores F han sido reportados para otros gasterépodos marinos cuyas
variaciones han sido relacionadas al tipo de reproduccion. Los organismos que poseen
un estadio larval plancténico presentan un amplio flujo génico, reportado en el
gasteropodo Littorina scutulata. Liu et al. (1991) reportd para poblaciones de
Stramonita floridana del Atlantico norte, un Fst de 0,025, presentando valores de

hasta Fst 0,106 para la aloenzima glutamato-piruvato transaminasa (Gpt).

La variacion genética intraespecifica se encuentra parcialmente relacionada con la
cantidad de material genético que se intercambia mediante el flujo génico entre
poblaciones. Largas distancias de dispersién larval o de organismos que ocurren en
los océanos representan un potencial extenso para el flujo génico, sin embargo la
presencia de diferencias entre las corrientes son un factor importante que determinan
la subdivisién entre poblaciones. Asi, la presencia de dos provincias biogeograficas en
las costas del Per(, de aguas calidas procedentes del norte y de aguas frias
procedentes del sur, delimita la distribucién de especies diferentes entre ambas
provincias. Sin embargo, la presencia de eventos como EI Nifio (EN) en la que ocurre
el desplazamiento de las aguas célidas del norte hacia el sur, conllevan a su vez al
desplazamiento de especies de la Provincia Panamefia hacia la zona sur y en
consecuencia cambios en la dispersion de los organismos. Paredes et al. (1998)
reportaron para la costa centro y sur del Per( la presencia de especies de la zona
tropical del norte, atribuyéndolo a un proceso dindmico entre las provincias de ambas

zoogeograficas.

Las migraciones latitudinales ocurridas durante eventos El Nifio podrian explicar el

flujo poblacional de la zona norte hacia el sur del Pert, donde los organismos pueden
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lograr establecerse en ciertas zonas de la zona sur que presenten de ambientes de altas
temperaturas. Tal como se mencion0 anteriormente, la zona de Atenas presenta TSM
mayores a las reportadas para otras zonas de la RNP, lo que explicaria la existencia de
una similitud a nivel genético con la poblacién de Zorritos de la zona norte. Asi, por

ejemplo una alta frecuencia del alelo Mdh-1* y Mdh-2% fue observada en las

poblaciones de Atenas y Zorritos, en comparacién con las otras poblaciones
analizadas. Mientras que presencia de sistemas de circulacion cerrados de agua en
Lagunilla estaria ejerciendo una restriccion de la dispersién larval, ocasionando en
consecuencia restricciones en el flujo génico y por lo tanto un déficit de heterocigotos

observado.

A pesar de haber encontrado un alto flujo génico de acuerdo al analisis de estructura
poblacional de S. haemastoma, sin embargo existe una desviacion del HWE entre las
poblaciones para el locus Mdh-1 (Fst 0,071) respecto al promedio de los loci
analizados (Fst 0,066). Esta desviacion estuvo relacionada al gran déeficit de
heterocigotos observado en Lagunilla para el locus Mdh-1. Estas diferencias en la
variaibilidad genética entre las poblaciones indicarian diferencias adaptativas de los

individuos ante diferencias ambientales. Aparentemente, las altas frecuencias del alelo
Mdh-22 del locus citosélico en la poblacion del norte y en Atenas permitiria un mayor

fitness a los organismos frente a altas temperaturas, como se vera mas adelante.

Estudios a nivel aloenzimatico entre poblaciones del molusco Crassostrea virginica,
determinaron la presencia de frecuencias genéticas relativamente uniformes a lo largo
de amplios rangos geograficos, pero una marcada diferencia genética poblacional de

acuerdo al analisis del DNA mitocondrial. Es decir, existiria una restriccion del flujo
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génico evidenciada a nivel del DNA, pero que a nivel enzimatico existe la presencia
de efectos selectivos que favorecen a individuos heterocigotos determinando entonces

una similitud entre las poblaciones distribuidas bajo patrones abiéticos similares.

La diferenciacion poblacional de S. haemastoma observada de acuerdo a las distancias
genéticas de Nei determinaron valores dentro del rango de diferenciacion de
poblaciones cercanamente relacionadas (D < 0,1), y menor al valor para poblaciones
alejadas o especies separadas (D > 0,2). De acuerdo a las frecuencias alélicas de los
loci Mdh, se puede determinar que existe una mayor similitud genética entre las
poblaciones de Zorritos y Atenas, con una distancia genética de 0,006 unidades,
mientras que la mayor distancia genética (D = 0,018) se encontrd entre Zorritos y
Lagunilla, y entre Atenas y Pucusana. Estudios en gasteropodos del género Thais
también reportaron bajas distancias genéticas entre poblaciones utilizando datos
aloenzimaticos. Tan & Liu (2001) reportaron para poblaciones de Thais clavigera
procedentes de Taiwan y Hong Kong una distancia genética de 0,006 unidades,
mientras que entre poblaciones de Taiwan de la especie T. rufotincta reportaron

distancias menores a 0,0007 unidades.

Mas aun, de acuerdo a las distancias genéticas calculadas, se observan dos grupos de
poblaciones asociadas por una mayor similaridad genética (segin método UPGMA),
uno formado por las poblaciones (Atenas y Zorritos) distribuidas en zonas de mayores
TSM, y otro formado por poblaciones (Pucusana y Lagunilla) distribuidas en zonas de
menor TSM. Este patron del agrupamiento parece estar relacionado con el patrén de

variacion del locus citosolico Mdh-2, donde las poblaciones CPU y SLA tienen una

presencia nula o casi ausente del alelo Mdh-2%, tal como se observd mediante el
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analisis de componentes principales. Asi, de acuerdo al anélisis de componentes
principales, un 33% de la variabilidad genética poblacional estd dada por el locus
Mdh-2 (con los mayores valores encontrados segun el CP1). Si bien, mediante el
ploteo de los dos CP no se observa una similitud en la agrupacion geografica obtenida
segun la distancia genética, sin embargo si se pudo observar que existe una mayor
diferenciacion de la poblacion de Zorritos dada por la variabilidad del alelo “a” de
ambos loci, encontrandose correlacionados positivamente. Por otro lado, para el locus

Mdh-1, se observo que las poblaciones de Lagunilla y Atenas estan diferenciadas por

variabilidad del alelo Mdh-1P que ademéas se encuentra correlacionado de forma

negativa con la variabilidad del alelo Mdh-1¢.

Variabilidad genética e influencia de factores ambientales

Si bien las variaciones en las frecuencias alélicas aloenzimaticas pueden reflejar
patrones de ocurrencia 0 no de flujo génico entre poblaciones, pero ademas estas
diferencias también pueden indicar un efecto selectivo del ambiente sobre la actividad
de las enzimas funcionales. Mitton & Koehn (1975) mencionan que un alto
polimorfismo aloenzimatico refleja una mayor heterogeneidad de ambientes, siendo
esto relevante en la medida en que representa un potencial adaptativo intra e

interespecifico.

En este estudio, se observd el locus citosdlico Mdh-2 ser monomorfico en la

poblacion de la costa central del Pert (Pucusana), y poca variabilidad alélica para el

locus de la isoforma mitocondrial Mdh-1, encontrandose casi fijado el alelo Mdh-1¢

(0.98) en esta poblacion. Por el contrario, la alta variabilidad de los loci analizados
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entre poblaciones de la RNP estaria relacionado con la alta diversidad de ambientes
caracteristico de la Reserva, observado sobretodo en la isoforma Mdhm en la

poblacién de Atenas.

No solo las diferencias entre los tipos de orilla serian factores causantes de las
variaciones en las frecuencias alélicas aloenzimaticas, sino que ademas reportes de
variaciones en particular de la enzima Mdh han sido relacionadas con adaptaciones a
cambios de temperatura y de presion. Lin et al. (2002) reportd para peces teledsteos
una mayor estabilidad térmica de la isoforma citosolica de la Mdh comparado con la
isoforma mitocondrial. Por lo tanto, las diferencias en la TSM entre las zonas
muestreadas también serian causantes de las variaciones alélicas observadas, lo que
explicaria el mayor nimero de alelos encontrado para el locus citosolico Mdh-1 en

comparacion con el locus Mdh-2. Mas aun, la presencia del mayor nimero de alelos

en la poblacion de Atenas (alelos Mdh-12: b, ©) 'y las mayores frecuencias alélicas

(Mdh-12 y Mdh-2P) parecen estar relacionadas con poblaciones distribuidas en zonas

de mayores TSM (Zorritos y Atenas).

La temperatura del habitat es probablemente uno de los factores fisicos mas
importantes que afecta la distribucion y abundancia de los organismos marinos.
Mitton & Koehn (1975) mencionan que los alelos que signifiquen un mejor fitness en
los organismos para altas temperaturas frecuentemente se presentan con mayores
frecuencias en ambientes calidos. De esta manera, una mayor variabilidad a nivel
genético incrementaria la capacidad de sobrevivir en los organismos, que a su vez se
traduce en cambios a nivel morfoldgico, otorgandole asi una mayor capacidad

adaptativa frente a los cambios ambientales.
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Estudios de la isoforma de la Mdh para el género Haliotis mencionan diferencias
interespecificas de acuerdo a la estabilidad térmica y la sensibilidad de las
propiedades cinéticas de la enzima a altas temperaturas (Dahlhoff & Somero, 1993).

Es asi que, los organismos de la zona intermareal presentan la forma citosélica (Mdh-
2) de la enzima de mayor resistencia al estrés térmico comparado con especies
distribuidas en la zona subtidal o de altas latitudes que presentan mayores frecuencias
de la forma Mdh-2. Esto sugiere que existe una evolucién entre las proteinas
resistentes a la denaturacién térmica, otorgandole una mayor ventaja selectiva a los
organismos. Ademas, diferencias en la sensibilidad de la enzima Mdh-2 frente a
cambios en presiones también han sido relacionadas con diferencias adaptativas entre
los invertebrados a lo largo de la columna de agua del mar (Dahlhoff & Somero,

1991).

Cambios en las frecuencias alélicas de otras aloenzimas también han sido vinculados
con mecanismos adaptativos de los organismos ante habitats diferentes. Freeth & Sin
(1986) reportd para el poliplacéforo Sypharochiton pellispentis variaciones en las
frecuencias alélicas del locus Mdh-1 asociado a ambientes protegidos y a la edad del
organismo, y diferencias en la actividad enzimatica del locus Idh-2 asociado con
diferencias entre ambientes protegidos y expuestos. Altas frecuencias alélicas de las
aloenzimas Ldh, Est y Mdh han sido reportados en poblaciones del pez Fundulus
heteroclitus distribuidos en ambientes de altas temperaturas (Mitton & Koehn, 1975).
Variaciones en la actividad enzimatica de la aloenzima Ldh-B también han sido
reportadas por Crawford & Powers (1989) para poblaciones de F. hetetoclitus en

relacion con variaciones térmicas de su habitat. Ademas, diferencias en los alelos
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codominantes fijados del locus Ldh han sido asociadas a diferencias en las tasas de

desarrollo, flujo metabdlico y sobrevivencia ante altas temperaturas.

Schulte et al. (2000) menciona una mayor expresion genética entre poblaciones de F.
heteroclitus de aguas frias frente a incrementos de temperatura, respecto a
poblaciones de aguas célidas, con importantes consecuencias evolutivas en la
variacion de la regulacion génica. Variaciones en la transcripcion parecen ser un
mecanismo compensatorio de las diferencias en temperaturas (Crawford & Powers,
1992a), como respuesta de una evolucion adaptativa en diferencias heredables, sea

dentro como entre especies.

Diversos autores han relacionado la ocurrencia de variaciones a nivel aloenzimatico
con una respuesta adaptativa a los cambios ambientales tanto en vertebrados como en
invertebrados marinos (Crawford & Powers, 1989; Fevolden & Garner, 1987,
Dahlhoff & Somero, 1993; Correa et al., 1998). Es entonces que, las variaciones en el
numero y frecuencias alélicas observadas entre las poblaciones de S. haemastoma,
estarian relacionadas con un patrén de distribucién latitudinal de acuerdo a una
variedad de microhabitats térmicos. Estas adaptaciones a los cambios ambientales
involucran un desarrollo de mecanismos que actdan en el proceso de aclimatacion
fisioldgica. Dahlhoff et al. (1990) reportaron diferencias intraespecificas en la cinética
de las enzimas relacionadas con un patrén vertical en la distribucion de peces en la

columna de agua.

Estas variaciones en la estructura de proteinas permiten a los organismos incrementar

la capacidad de colonizacion diferentes habitats. Por lo tanto, los patrones
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biogeograficos de los invertebrados estarian influenciados por diferencias adaptativas
en la estructura y funcion de proteinas, quizas por sustituciones de aminoacidos que
pueden caracterizar cambios entre especies filogenéticamente distantes. Mas aun, en
ocasiones una mayor adaptacion de los organismos por variaciones genéticas se

refleja a nivel de cambios morfoldgicos entre poblaciones.

Heterocigosidad y variabilidad morfologica

Tal como se mencion¢ anteriormente, incrementos en la heterocigosidad proporcionan
a la poblacion mayor capacidad de sobrevivir y reproducirse, o también llamado
fitness, en un ambiente determinado (David et al., 1997). Esta caracteristica le
proporciona a los organismos una mayor viabilidad que puede reflejarse a nivel
morfoldgico, en la medida en que esta relacionado con el nivel fisiologico, una mayor
tasa de alimentacion, condiciones ambientales, o producto de una interaccién entre

varios factores.

Algunos autores mencionan una dependencia entre cambios en las frecuencias alélicas
con el tamafio o la edad, observandose incrementos de heterocigosidad en animales
mas largos, de mayor edad, o de mayor tasa de crecimiento (Foltz et al., 1993). Esta
relacion H, - tamafio también se observo en este estudio, donde los individuos de la
poblacion de Atenas presentaron la mayor longitud total de la concha (41,28 mm) asi
como una mayor heterocigosidad observada que esperada (D = 0,014; P = 0,7). Esta
relacion sugeriria entonces una mayor ventaja en la viabilidad de los individuos que
presentan mayor heterocigosis ya que estaria relacionado con un nivel fisiolégico que

demande menores costos en la ruta metabolica. Sin embargo, algunos autores reportan
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una mayor correlacion entre el fitness y la deficiencia de heterocigotos (Foltz et al.,
1993; Gaffney et al., 1990) en poblaciones naturales de moluscos marinos (Zouros &
Foltz, 1987; David et al., 1997), asi como una influencia de la estructura genética

poblacional y la correlacion H, - fitness.

En este estudio, entre las poblaciones del sur, la mayor heterocigosidad observada
(0,9) se presentd en individuos de Atenas de mayores promedios de longitud total de
la concha (41,28 mm), mientras que la poblacion de Lagunilla mostré el menor valor
de heterocigosidad observada promedio (0,26) con individuos de menores longitud
total promedio (32,38 mm). Muchas hipdtesis existen respecto la heterocigosidad y el
fitness, sugiriendo ademas estar influenciado por la estructura genética poblacional.
Gaffney et al. (1990) reportaron una correlacion entre la cantidad de deficiencia de
heterocigotos y su efecto en la longitud de la concha de la almeja Mulinia laterales,

sugiriendo una aparente ventaja en la viabilidad de los méas heterocigotos.

Por el contrario, cuando las poblaciones de S. haemastoma presentaron valores de
heterocigosidad cercanos a lo esperado, no se observé ninguna correlacion con la
longitud de la concha. Ademas, la heterocigosidad observada en las poblaciones de
Zorritos (0,7) y Pucusana (0,4) fueron mayores a lo esperado (0,63 y\ 0,39
respectivamente). Algunos autores mencionan que la correlacion entre
heterocigosidad — fitness en poblaciones naturales no se observa cuando las
frecuencias genotipicas son cercanas a los valores esperados de Hardy-Weinberg.
Esto también ha sido reportado en poblaciones de Littorina littorea (Foltz et al.,

1993).
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Por otro lado, algunos escasos trabajos muestran procesos selectivos que actian sobre
la variabilidad aloenzimatica de ciertos loci modulados por la intensidad del oleaje, a
nivel de gradientes del flujo génico. Incrementos de la variabilidad genética en N.
lapillus se han encontrado en organismos habitando zonas protegidas por el oleaje
(Goudet et al., 1994). Estudios en el locus ldh-1 del tunicado Pyura praeputialis
muestran un patrén similar de diferencia de habitat especifico, mas no asi respecto a
la variabilidad del locus Pgm-1 (Astorga et al., 2002), y ademas mostrando una alta

variabilidad morfoldgica.

De esta forma, el uso de marcadores moleculares permite discriminar si la
variabilidad morfoldgica corresponde a una expresion de diferencias interespecificas
(diferentes especies) 0 a una expresion de la variacion ecotipica intraespecifica
ambiental o modulada genéticamente (Johanesson et al., 1993; Astorga et al., 2002)

como variaciones en la coloracion sujetas a una seleccién natural.
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CONCLUSIONES

- A nivel morfolégico, existe una alta variabilidad dentro y entre poblaciones. La
variabilidad poblacional de la zona centro y sur estd mas relacionada con
variaciones en la longitud, pardmetros de crecimiento (grosor, tamafio y simetria
de dientes) y de influencia ambiental (tubérculos); mientras que la variabilidad de
poblaciones del norte estd relacionada con parametros de influencia genética

(coloracién externa de la concha, coloracion de la boca e indice de longitud).

- Las diferencias significativas encontradas entre poblaciones respecto a la longitud
de la concha estan relacionadas con variaciones de la TSM. Las mayores
longitudes totales y de abertura de la boca ocurren en poblaciones distribuidas en

zonas de mayores TSM.

- Entre los caracteres cualitativos de influencia ambiental, la variabilidad del

desarrollo de tubérculos estuvo relacionado con el nivel de exposicion al oleaje.

- Existe una significativa diferenciacion entre las poblaciones del norte respecto al

centro y sur a nivel de los caracteres cualitativos de influencia genética y de la

variabilidad genética de la aloenzima Mdh.

- Anivel aloenzimatico, existe una alta heterocigosidad promedio y un mayor flujo

génico entre las poblaciones de S. haemastoma.
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Existen variaciones en el nimero y frecuencias alélicas de las isoformas de la
aloenzima Mdh entre las poblaciones de S. haemastoma de acuerdo a su

distribucién latitudinal en una variedad de microhabitats térmicos.

Una mayor similitud genética y una alta variabilidad se observa entre las
poblaciones distribuidas en ambientes de alta TSM de la zona norte (Zorritos) y

sur (Atenas).

La poblacion de Pucusana (menor TSM) es monomorfica para la Mdh-2, mientras
que las poblaciones de Zorritos y Atenas (de alta TSM) presentaron una mayor
variabilidad de la Mdh-2. Estas diferencias poblacionales en la isoforma
citosolica estarian relacionadas con una resistencia a altas temperaturas,

otorgandole quizas una ventaja selectiva a los organismos.

Existe una relacién entre el nivel de heterocigosidad y la talla de los organismos.
La poblacion de Atenas mostrd altas Ho y mayores longitudes, mientras que
organismos de Lagunilla mostraron un déficit de Ho y menores tallas. Ademas,
no se observa esta correlacion cuando las heterocigosidades estan cercanos al

HWE.
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1. SISTEMAS DE BUFFER

a. Buffer de Homogenizacion

Buffer Tris-HCI pH 7.0
10 mM Trizma
Ajustar el pH = 7,0 utilizando 1M HCI

Luego agregar:

1% Triton X-100
1% DMSO
5mM EDTAO0.1 M

Soluciones anexas:
0,05% NAD 10 mg/ml

0,5 mM PMSF

b. Buffers de Corrida

Buffer Tris — Glicina pH 8,7
Trizma

Glicina

Diluir 1:9 en agua destilada.

Ajustar a pH = 8,7 con 0,5 M NaOH

109



Buffer Tris — Maleato - EDTA Ph 7,6

0,1 M Trizma
0,1 M Acido maleico
0,01 M EDTA
0,01 M Mg.Cl

Ajustar pH = 7,6 con 2,0 M NaOH

2. SOLUCIONES STOCK PARA REVELADO

a. Buffers para el Revelado

Buffer de revelado “A”
0.09 M Trizma

Ajustar a pH = 8.0 con HCI 1M

Buffer de revelado “B”
0.2M Trizma

Ajustar a pH = 8,0 con HCI 1M

Buffer de revelado “C”

0.09 M Trizma

Ajustar a pH = 7.0 con HCI 1M
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b. Soluciones Stock

Malato
0.16 M Acido Maleico
0.20M Buffer Tris— HCI 9.0

Ajustar a pH 8,0

Agar
49 Agar bacterial grade
250 ml Agua bidestilada

Almacenar a 60 °C para su uso

Solucion: 3 - nicotinamida adenine dinucleotido (NAD)
2 mg NAD

1mil Agua bidestilada

Solucion: Metosulfato de N-metilfenazina (PMS)

2 mg PMS

1mil Agua bidestilada

Solucion : Bromato de 3-(4,5-dimetiltiazol — 2 — il) 2,5 difenil tetrazolio

(MTT)
10 mg MTT
1mil Agua bidestilada
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2. VARIACIONES DEL pH EN EL BUFFER DE CORRIDA

En la eleccion del pH de un buffer a utilizarse en un sistema continuo para proteinas,
se debe de considerar que el rango de pH sobre el cual las proteinas de interés son
estables, para el mantenimiento de su actividad biol6gica y prevenir la disociacion de
la proteina nativa en sus subunidades. Dentro de este rango, la seleccion del pH del
buffer de electroforesis a partir del punto isoeléctrico para ser separado aumenta la
carga de las proteinas. Esto conduce a menores tiempos requeridos para la separacién
electroforética y reduce la dispersion de las bandas debido a su difusion. Por otro
lado, el pH mas cercano al punto isoeléctrico de la proteinas, conduce a una mejor

diferencia de cargas entre las proteinas, incrementando la oportunidad de separacion.

3. TINCION ENZIMATICA

Existen diferentes métodos que permiten la localizacion de las proteinas en la matriz
del gel separados por la electroforesis, como la tincion de proteinas totales con azul de
comassie, tincion histoquimica, el uso de sustratos fluorescentes luego de la actividad
enzimatica, entre otros. EI método utilizado de tincién por reaccion enzima — sustrato
por transferencia de electrones de colorantes: MMT (methyl thiazolyl tetrazolium) y 3
— amino — 9 ethyl carbozole. Las sales de tetrazolio son amarillas y solubles en un
estado oxidado pero azul — morado e insoluble cuando esta en estado reducido por una
cadena de transferencia de electrones iniciada por la accién enzimatica. Este método
puede ser utilizado para casi todas las enzimas deshidrogensas que reducen los

cofactores NAD o NADP a NADH o NADPH. EIl electron pasa al aceptor de
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electrones PMS (Phenazine methosulphate) que espontaneamente reduce MTT a la

forma de banda azul — purpura.

113



FIGURA i. Lugar de colecta en la Playa Paita, Piura, Peru

FIGURA ii. Lugar de colecta en la Playa Atenas, Reserva Nacional de

Paracas, Ica, Perd
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FIGURA iii. Lugar de colecta en la Playa Lagunilla, Reserva Nacional de

Paracas, Ica, Peru

FIGURA iv. Lugar de colecta en la Playa Mendieta, Reserva Nacional de

Paracas, Ica, Perl
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FIGURA V. Mapa de temperatura superficial del mar correspondiente a
Marzo de las zonas norte (a), centro y sur (b) del afio 2006; y de la zona norte

(c), centro y sur (d) del afio 2007.
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FIGURA VI. Mapa de temperatura superficial del mar correspondiente a
setiembre de las zonas norte (a), centro y sur (b) del afio 2006; y de la zona

norte (c), centro y sur (d) del afio 2007.
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