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PROSOBRANCHIAY) EN DOS LOCALIDADES DE LA COSTA DE ENSENADA,
BAJA CALIFORNIA, MEXICO

Resumen aprobado por :
Dra.
Dirctor de Tesis

Se compararon las caracteristicas biométricas de la
concha y se estimé la variacion génica en las poblaciones de
Littorina keenae Rosewater, 1978 y L. scutulata Gould,. 1849
de dos localidades de la costa de Ensenada, Baja California,
México. Se encontré una considerable variabilidad en los
tamafios de la concha en ambas especies y localidades.
Particularmente, L. keenae presentd diferencias en funcidn de
su ubicacion en el intermareal. Ambas situaciones reflejan
diferencias locales. Las poblaciones de L. keenae no
mostraron diferencias morfoldgicas entre localidades, y en la
localidad de Punta Morro las diferencias entre el nivel de
recio de marea y el nivel medio fueron menores. La variacion
génica de L. keenae Yy L. scutulata resultd comparativamente
baja con respecto a otras especies del género, en funcidn de
la muestra genética analizada. En L. keenae los loci
polimorficos fueron AKP-1 y EST-2 y en L. scutulata sOlo AKP-
1. Los valo-es promedio de P (g 95) Y He fueron 20% y .099 +
071, % 10¥ vy .@017 = _014, E)a'ra L. keenae Yy L. scutulata
respectivamente. Existe una elevada deficiencia de
heterocigosis en todas las poblaciones. Ambas especies
presentaron intraespecificamente una alta similitud genética
e interespecificamente una apreciable diferenciacion. Ademas,
L. keenae presenta una escasa estructuracion genética de sus
poblaciones y L. scutulata una elevada estructuracién, la
cual puede estar asociada al tamafio de la muestra.
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BIOMETRIA Y VARIABILIDAD GENETICA DE Littorina keenae
Rosewater, 1978 y L. scutulata Gould, 1849 (GASTROPODA:
PROSOBRANCHIA) EN DOS LOCALIDADES DE LA COSTA DE ENSENADA,

BAJA CALIFORNIA, MEXICO.

I. INTRODUCCION

La variabilidad es un rasgo comin de los organismos que
se puede presentar en sus caracteristicas fisioldgicas,
etoldgicas, morfoldgicas y genéticas. Esta tuGltima clase de
variabilidad, asi como las caracteristicas genéticas en si
mismas reflejan, segin Dobzhansky et al. (1980), la forma
como las poblaciones de organismos han reaccionado y estéan

reaccionando frente a los cambios ambientales.

Lo anterior puede conducir finalmente a la adaptacién, e
indica por lo tanto que la eficacia bioldégica de un organismo
estd determinada por 1la interaccién entre su fenotipo y 1la

totalidad de su entorno ambiental (Pianka, 1982).

En este sentido, una herramienta importante de 1la
biologia de las poblaciones que ayuda a entender la relacidn
de los organismos y su medio, es el analisis de alguna de las
clases de variabilidad que presentan, lo cual puede sentar

las bases de una comprensién bioldgica mas profunda.



En el presente estudio se analizan caracteristicas
biométricas y genéticas de Littorina keenae Rosewater, 1978 y

L. scutulata Gould, 1849, especies representativas en la

emplearse como indicadores ecolo6gicos (Dixon 1983; ‘Thorson,

1946, citado por Janson, 1985), previo conocimiento del

__________comportamiento _biologico _de una _poblacion o _comunidad local |



En el aspecto biométrico de este estudio se comparan
estadisticamente diversas medidas de 1las conchas, y en el
genético se emplea la comparacién de electroferogramas, la
cual permite estimar la variabilidad genética de 1las
poblaciones mediante el examen de las variantes proteinicas
expresadas por los distintos individuos (Ayala, 1978). Este
método es recomendable ya que permite con cierta precisidn
(Avise, 1974) el andlisis simultdneo y rapido de varios genes

en el mismo individuo (Pasteur et al., 1988).



Il. ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios en moluscos tomando
en cuenta las caracteristicas morfométricas de la concha y
las caracteristicas genéticas. Entre éstos podemos mencionar
el estudio de Brock (1978), que se realizé con el fin de
proponer un criterio morfoldégico y bioquimico para la
separacion taxonémica de dos especies de cardium; el de
Beaumont y Khamdan (1991) para definir el grado de parentesco
de diversas poblaciones de la ostra perlera Pinctada radiata
y el de Dillon y Davis (1980) en el cual se revisan las
relaciones morfométrico-genéticas de varias poblaciones del
prosobranquio dulceacuicola Goniobasis. Algunos otros
estudios han observado la variabilidad en estos caracteres,
para dos especies y sus zonas de hibridaciéon, como el de
Dillon y Manzi (1989), con las almejas Mercenaria mercenaria

Y M. campechiensis.

Sin embargo, los estudios genéticos en relacidon a otros
aspectos de la biologia de moluscos han sido mas variados y
numerosos: se han utilizado para diferenciar poblaciones en
funcion de su polimorfismo proteinico (Burton, 1983) y para
establecer relaciones con la fecundidad (Gardner y Skibinski,
1990) y con el aislamiento reproductivo (Johnson et al.,

1977). También se han usado para analizar la variacion génica



en poblaciones afectadas por derrames de petroleo (Cole,

1978), conocer la divergencia de especies simpatri

migracion  larval (Burocker, 1983). Asi como también,




mas elevadas y menor mortalidad y concluye que los
principales factores de seleccion para las variaciones de la
concha son la accion de las olas, la sumersion prolongada, la

desecacion, la alta temperatura y la salinidad extrema.

Behrens (1972), con apoyo en estudios de campo Yy
laboratorio, indica que Littorina scutulata es menos facil de
ser movida por la acciéon de las olas que L. sitkana que, con
su forma redondeada y los surcos de su concha, ofrece mas

resistencia a las olas.

Vermei]j (1973) en un estudio sobre los patrones
morfolégicos de la concha en gasteropodos herbivoros del
intermareal concluye que existen gradientes morfoldgicos en
varias familias, incluida la de los Littorinidae. Es posible
distinguir en algunas especies de litorinidos tropicales un
incremento en el desarrollo de esculturas externas en la
concha, asi como un aumento en la altura de la espira
siguiendo un gradiente desde las partes bajas del intermareal
a las altas. Este gradiente se hace también evidente desde

las latitudes templadas a las tropicales.

Janson y Sundberg (1983) comparan morfométricamente dos
poblaciones de L. saxatilis, una proveniente de una costa

protegida y otra expuesta, relativamente cercanas entre si.



Las poblaciones se encontraron separadas fenotipicamente sin
traslape alguno. Sin embargo, otra poblacidén geografica vy
ambientalmente intermedia abarcdé biométricamente a las dos,
indicando una variacidén morfoldgica <clinal del ambiente

expuesto al protegido.

Chow (1987) al analizar morfoldégicamente conchas de
Littorina scutulata y L. plena encuentra que existen
considerables variaciones intraespecificas de tipo geogréafico
y de habitat, lo cual hace dificil la separacién taxondmica
de estas especies, cuando se consideran localidades
diferentes. Sin embargo, mediante funciones estadisticas
discriminantes, logré establecer para una localidad con costa
expuesta, que cerca del 92% de 1los especimenes pueden ser
correctamente separados.

El método resulta de escasa efectividad cuando se toman
en cuenta costas protegidas en el caso de L. plena, pero no
con L. scutulata, donde la clasificacidn correcta tiene una

efectividad del 86%.

El género Littorina es un excelente grupo de organismos
para estudiar los efectos de 1la dispersidén sobre 1la
diferenciacién genética entre poblaciones, ya que las
especies del género tienen ciclos de vida con diferentes

grados de dispersidén larval (Purchon, 1968, citado por



Gaines, et al., 1974). Por ejemplo, L. saxatilis es
ovoviviparo (Gooch, 1975), con un desarrollo completo que
ocurre en la cavidad corporal de la hembra; L. angulifera es
parcialmente ovovivipara, con desarrollo larval en la cavidad
corporal de la hembra hasta que en la etapa de veliger es
liberada a 1la columna de agqua; L. littorea 1libera huevos
directamente a la columna de agda, donde ocurre el desarrollo

completo (Gaines et al., 1974),

Las especies de este estudio, L. keenae y L. scutulata,
junto con L. plena presentan un desarrollo planctdénico

(Behrens, 1992).

En un estudio sobre la heterogeneidad interpoblacional
de L. saxatilis y L. 1littorea se encontrd una gran
diferenciacién geografica en relacién a las frecuencias
alélicas de tres loci esterasa. La diferenciacidén geogréafica
fue mayor en la primer especie con respecto a la segunda

(Berger, 1972, 1973).

Gaines et al. (1974) hallaron para 20 poblaciones de L.
angulifera la existencia de diferencias significativas en las
frecuencias génicas del loci esterasa-2. No se encoﬁtré una
asociacién entre la distancia de las localidades muestreadas

(islas) y la heterogeneidad genética, aunque las diferencias



fueron notables entre poblaciones a menos de 300 m de
distancia. Sin embargo, se pudo establecer una asociacidn

entre la latitud y una clina en la frecuencia de genes.

Beardmore y Morris (1978) analizaron 1las relaciones
entre la coexistencia de L. littorea y L. rudis en siete
localidades y la variacibén genética en diez loci. Encontraron
una mayor heterocigosis (.244) en la segunda especie Yy que
los niveles de heterocigosis en ambas especies (junto con L.

nigrolineata) son elevados en la parte alta de la costa.

Wilkins y O’Regan (1980) comparan siete especies
europeas de Littorina en funcidén de los loci glucosa fosfato
isomerasa (GPI) y fosfoglucomutasa (PCM). Para las espech

gemelas L. rudis, L. neglecta y L. nigrolinea

pero

dif

variabilidad geogréafica en estog

L. 11

neglecta en GPI (.395 y .413, respectivamente) y PGM (.582 Y g

.495, respectivamente) indican que la seleccidén natural -

mantiene una alta variabilidad en estas especies. ﬁ
B
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Janson (1982) al estudiar poblaciones dimorficas de L.
saxatilis en localidades expuestas y protegidas distingue
diferencias en las tasas de crecimiento de las conchas entre
los dos morfos de la especie en un mismo habitat y también
encuentra diferencias dentro de cada morfo entre ambientes
protegidos vy expuestos- Sefiala que aunque las tasas de
crecimiento tienen un componente ambiental, las divergencias
entre los dos morfos iIndican diferencias evidentemente

genéticas.

El estudio de Mastro et al. (1982) confirma por
electroforesis la separacidon taxondémica basada en diferencias
morfolégicas y de desarrollo de L. scutulata y L. plena.
Estos autores indican que de diez loci analizados ocho son
polimérficos y que la similitud genética interespecifica es
consistentemente mas baja que la intraespecifica, promediando
.707. Los loci fosfatasa acida {ACP) y aspartato

aminotransferasa {AAT) fueron monomérficos.

Ward y Johnson {1985) al analizar morfométrica Yy
genéticamente subpoblaciones simpatricas de L. saxatilis y L.
arcana concluyen que aunque existen diferencias en las
conchas de las mismas especies en sitios diferenteé, en un
mismo sitio el traslape morfoldgico entre especies es muy

ligero. De todas formas, cuando se muestrean especimenes de
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dos sitios puede realizarse una razonable separacidén de las
dos especies. Encuentran que L. saxatilis posee en sus
subpoblaciones una mayor heterocigosis media por loci que L.
arcana y que de siete loci considerados un promedio de 88% de
la variacidén se atribuye a la diversidad génica dentro de
subpoblaciones y un 12% a la diversidad entre subpoblaciones.
No se enocntraron diferencias interespecificas para las
enzimas aspartato aminotransferasa (AAT) y fosfoglucomutasa
(PGM), pero se notaron diferencias marcadas en las
frecuencias fenotipicas de esterasa-2. La heterocigosis en L.
saxatilis fue de .361 y en la de L. arcana resultd ser de

'253.

111. OBJETIVOS

Comparar las caracteristicas biométricas de la concha en
las poblaciones de Littorina keenae y L. scutulata en dos

localidades de la costa de Ensenada, Baja California, México.

Conocer la variacidén, distancia y similitud genética de

las poblaciones de ambas especies.
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IV. ASPECTOS BIOLOGICOS DE Littorina keenae y L. scutulata

Los litorinidos se hallan entre los caracoles marinos
mas comunes del mundo y pocas son las areas costeras rocosas
que no los poseen adheridos desde el nivel medio de marea
hasta la linea de marea alta y nivel de rocio de marea.
Probablemente sean un linaje ancestral para algunos de los

caracoles terrestres actuales (Keen, 1971).

El género Littorina aparece en la escala del tiempo
geologico desde el Liasico (capas inferiores del Jurasico)

hasta la actualidad (Black, 1976).

La branquia ronopectinada se encuentra colocada al
frente dentro de [la <concha, 1la cual es brillosa. La
superfarilia tiene coro caracteristicas una concha turbinada,
de tamano pequefio a mediano, lisa o0 con una escultura de
incipiente a nodulosa, nunca espinosa. La abertura es

completa y el opérculo es paucispiral (Keen, 1971).

El opérculo bloquea efectivamente la abertura y de esta
forma permite mantener dentro de la concha la suficiente
humedad cuando el animal se encuentra retraido. Se alimentan
de cobertura vegetal microscéopica en la superficie de las

rocas (Keen, op. cit.).
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De acuerdo al Dr. Reid, del Museo Britanico de Historia
Natural (comunicacién personal), Littorina keenae se
caracteriza por una espiral de 1la concha baja, patrones
negros y Dblancos 1irregulares, a veces bandeados; area
desgastada en la zona parietal de 1la concha cercana a la
columela; usualmente dos glandulas peniales en el macho. L.
scutulata presenta una espiral alta, patrones de coloracidn
formando un mosaico azul y gris sobre un fondo olivo, a veces
negro o blanco; usualmente la banda paleal basal esta ausente

y el pene presenta un filamento corto.

En el anexo se incluye una sintesis comparativa de 1la
morfologia y la distribucién en el intermareal de L. keenae y

L. scutulata de acuerdo a la literatura y este estudio.

IV.1l Ubicacion taxonodmica.

La clasificacidon taxondémica de L. keenae y L. scutulata

seglin Keen (1971) y Keen y Coan (1974) es la siguiente:

Clase Gastropoda
Subclase Prosobranchia
Orden Mesogastropoda

Superfamilia Littorinacea
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Familia Littorinidae
Género Littorina
Especies L. keenae Rosewater, 1978

L. scutulata Gould, 1849

IV.2 Distribucidn de especies de Littorina en la zona.

En la Tabla I se indican 1las especies de Littorina

distribuidas en la zona, segin Ricketts y Calvin (1968), Keen

(1971), Reid (1990a) y Behrens (1992).
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Tabla I. Distribucién geografica de las especies de Littorina
presentes en la costa noroccidental de Baja California.

ESPECIES DISTRIBUCION
L. keenae Rosewater Oregon a Baja California.
L. modesta Philippi Ensenada,Baja California

a Ecuador.

L. plena Gould Columbia Briténica a
Ensenada Baja California.*

L. scutulata Gould Alaska a Baja California.

* La distribucién en Ensenada, B. C. es indicada por
carta del Dr. Reid al Dr. Voltolina en 1991. Con autorizacidn
del Dr. Voltolina.
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V. AREA DE ESTUDIO

Organismos de ambas especies fueron colectados en las
localidades de Punta Morro (PM) y el area sur de La Bufadora
(BU), ambas ubicadas en la costa noroccidental del municipio

de Ensenada, Baja California, México (Fig. 1).

La primer localidad se encuentra en 1los 31° 52’ de
latitud norte y en 1los 116° 40’ de longitud oeste, y 1la
segunda en los 31° 44’ de latitud norte y en los 116° 44’ de

longitud oeste.

La localidad PM se ubica en la zona norte dentro de 1la
Bahia de Todos Santos y la BU fuera de la Bahia, hacia el
sureste de Punta Banda. En ambos sitios segin CETENAL (1976,

1977) el intermareal posee rocas basalticas.

En el anexo se describen las caracteristicas especificas

de los sitios donde se encontraron los organismos.

El &rea de estudio recibe influencias de diversas
corrientes. La corriente de California originada cerca de 1la
frontera de los Estados Unidos de Norteamérica y Canada,
contiene caracteristicas de aguas subarticas. Al desplazarse

hacia el sur por 1la costa, 1las aguas superficiales van
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modificadndose por el calentamiento solar, 1la influencia de
rios y el intercambio con otras masas de agua procedentes de
esteros y bahilas. En las costas del norte de Baja California
la porcidén principal de la corriente de California se dirige
al sureste y el flujo se divide en dos ramas; la
contracorriente del sur de California, la cual regresa al
norte formando la parte costera del giro del sur de
California; y otra que se dirige al sur y continGa a lo largo
de la peninsula de Baja California. Estas aguas frias y de
baja salinidad, son alteradas por eventos de surgencias que
prevalecen desde mediados de febrero hasta finales de julio.
Son procesos mediante los cuales la componente del viento
paralela a la costa (NO) aleja de ella el agua superficial
que es sustitulda por masas de agquas profundas, frias y de

salinidad relativamente alta (U.S. Dept. Int., 1978).

Particularmente en la Bahia de Todos Santos, los eventos
de surgencias ocurren principalmente en primavera y verano

(Chavez-De Ochoa, 1975).

A una profundidad mayor de 30 metros y con viento del
norte, la circulacién superficial en la bahia involucra dos
giros, uno anticiclénico en la parte norte y otro ciclénico

en la parte sur (Argote-Espinoza et al., 19795).
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. ISLA DE TODOS
S I
T AT BAHIA DE TODOS SANTOS

116°45' 116°40'
1 1

Fig. 1. Sitios de colecta en el intermareal rocoso, dentro y __

-

Morro Yy 2) area sur de La Bufadora.
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VI. METODOLOGIA

VI.1 Obtencidén de material biolégico y transporte.

La localidad de Punta Morro fue visitada el 23 de
septiembre de 1993 y el area sur de La Bufadora, el 27 del
mismo mes. Ambas localidades fueron visitadas nuevamente el
17 y 22 de octubre con el fin de obtener material bioldgico
adicional para ampliar la comparacion morfométrica en el caso

de Littorina keenae, segun su ubicacion en el intermareal.

Los caracoles se colocaron en recipientes de plastico
con tapa perforada, y se transportaron vivos al laboratorio

de Acuicultura del CICESE.

La nomenclatura para las muestras obtenidas es la
siguiente: 1 KM = L. keenae - Punta Morro; 2 KB = L. keenae -
area sur de La Bufadora; 3 SM = L. scutulata - Punta Morro;
4 SB = L. scutulata - area sur de La Bufadora; 5 KM = L.
keenae - Punta Morro - nivel medio de marea; 6 KB = L. keenae

- area sur de La Bufadora - nivel medio de marea.
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VI.2 Biometria

La obtencién de datos (a décimas de milimetro) se
realizdé bajo un microscopio esteroscdépico marca Olympus con
reglilla ocular. Se consideraron las siguientes medidas :
longitud y didmetro total de la concha, longitud y diametro
de la abertura y el nlimero de espiras. Con el fin de comparar
la forma de la concha se obtuvieron las sigquientes razones de
acuerdo a Dillon y Davis (1980) y Chow (1987): longitud de 1la
concha/ diadmetro de 1la concha, diametro de 1la abertura/
didmetro de la concha y longitud de la abertura/ longitud de
la concha. Ademas se obtuvo la razdén nGmero de espiras/

longitud de la concha.

Se revisaron 55 organismos de cada especie para cada
localidad y ademds dos lotes adicionales de 55 especimenes de
Littorina keenae, cada uno del nivel medio de marea de ambas

localidades, para un total de 330 conchas.

Para el anadlisis y comparacién de los datos se usaron
los paquetes estadisticos Sigma Stat versién 1 y Statgraphics
versidn 4. Se realizaron pruebas de normalidad de los datos y
se practicé un andlisis de varianza de una via no parametrico
de Kruskal-Wallis (P < .00l1). Ademas se aplicaron pruebas de

comparacién miltiple de Student-Newman-Keuls (P < .05) para
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Valentine (1974), hasta el momento de iniciar la elaboracidn

de los homogenizados, al dia siguiente.

VI.3.2 Homogenizado.

Cada caracol fue desconchado en bafho de hielo para
evitar la descomposicién de 1los tejidos. En las mismas
condiciones se obtuvo un homogenizado de cada uno de 1los
organismos completos (dado el tamaho pequeho) en tubos de
vidrio con interior esmerilado. Este consiste en un
rompimiento de los tejidos en dos volimenes de una solucidn
amortiguadora de tris-acido clorhidrico .5 M a pH 7.1 (Mastro

et al., 1982).

Los homogenizados se colocaron en microtubos de plastico
con tapa etiquetada, y se congelaron a -70° C nuevamente,

hasta la realizacidén de los anadlisis electroforéticos.

VI.4 Electroforesis

Se realizaron electroforesis horizontales en gel de
almiddén, de acuerdo a los principios sehalados por Ayala
(1978) y Harris y Hopkinson (1978) y segin el método empleado

por Escobar-Fernandez (1991). Se hicieron ligeras
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modificaciones al método, que se describen a continuacién. El

procedimiento fue el siguiente :

a) En una plancha se calentaron hasta ebullicién 300 ml

de solucidén amortigquadora para gel (Tabla II).

b) En forma separada se mezclaron en un matraz kitasato
para filtracidén de 2000 ml y a temperatura ambiente 52.8 g de
almiddén hidrolizado y 140 ml de solucidén amortiguadora,

agitando hasta obtener una suspensidén homogénea.

c) Se mezcld la solucidn amortiguadora en ebullicidn con
la solucidén de almiddén y se agitd vigorosamente hasta una

completa suspensidn.

d) Se elimind el aire atrapado en el gel aplicando vacio

durante 45 sequndos.

e) El1 gel se vacid rapidamente en el centro de un
contenedor perfectamente limpio constituilido por una base de
vidrio y un marco de acrilico de 25x15x1 cm. Rapidamente se

cubridé con otro vidrio evitando atrapar burbujas de aire, ya

que éstas pueden interferir en el andlisis electroforético.
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f) Con los homogenizados (descongelados y en bafio de
hielo) se saturaron individualmente 25 mechas de papel filtro
Whatman numero 3 de Ix.3 cm las cuales se insertaron en el
corte longitudinal del gel a 3.5 cm del borde catédico. Una
mecha adicional saturada con azul de bromofenol al .0002 % se
sembr6 en la parte media del gel para indicar el avance de la

electroforesis.

g) Se reintegré la porcion menor del gel aprisionando
las mechas, se colocé nuevamente el marco de acrilico y se
puso el gel en la celda de electroforesis. A esta se le
agregaron previamente 500 ml de amortiguador del electrodo en

los recipientes anddico y catoédico.

h) La solucion amortiguadora del electrodo y el gel se
pusieron en contacto por medio de mechas de papel Tiltro
Whatman numero 1 de 25x9 cm con las cuales se transmitio la
corriente eléctrica. Se colocaron ocho mechas empalmadas
tanto en el lado anddico como en el catédico, y se empaparon
del amortiguador con una pipeta Pasteur. Se colocOd nuevamente

la cubierta de vidrio sin atrapar burbujas de aire.

i) La celda electroforética se tapdé y se introdujo a un
refrigerador REVCO a temperatura constante de 4° C y se

conectdo a la fuente de poder HBI. A ésta se le aplicaron de



25

acuerdo a los amortiguadores empleados, los valores de
voltaje, amperaje, wattaje y tiempo (Tabla III). Se usaron
simultaneamente cuatro celdas (100 individuos) y se aplicaron

50 miliamperes por cada una.

j) Luego de 20 minutos se detuvo el paso de corriente y
se retiraron con pinzas de diseccidén todas 1las mechas

pequenas de los geles.

m T O & b 114, OIS
D D it Wy ©  ©°02

1) FiNaImeHte g e P o ggenererta,sey
eliminaron plasy mechasydelmelec

-

una cuerda tensada. La rebanada media colocd

las esterasas, que se 1incubd a temperatura ambiente. Se

P * -

elimi

de metanol, acido acético y agua (3:1:6, v:v:Vv).




Tabla Il. Relacion de sistemas amortiguadores para gel y
electrodo empleados en los corrimientos electroforéticos.

Continuo TRIS-BORATO-EDTA

I O U0 TR RATO-EDTA |
I i ol B . | ——
E— “CT0C : UZS W | —
E— ol - | —
I [ —

L
- - » D A () () () ]
-| Selander et al., 19/1

I
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(continuacién Tabla II)

E. Continuo, TRIS-CITRATO
(Selander et
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Tabla III. Condiciones electroforéticas utilizadas para cada
sistema amortiguador.

Sistema Voltaje Corriente Potencia Tiempo
Amortiguador (V) Aplicada Eléctrica (Horas)
(mA) (W)

A 200 50 40 5

B 100 50 30 6

C 100 50 30 14
D 100 50 30 *,3::*

y 13

E 100 50 20 6

F 200 50 40 5

* Para glucosa fosfato isomerasa.

*%* Para Esterasa-l.
**% Para Esterasa-2.
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Tabla IV. Sistemas enzimdticos analizados, amortiguadores,
mezclas de tincidén empleadas y nimero de loci expresados.

Enzimas . |Amorti— No. de Tincidn
guador loci

Fosfatasa &acida (ACP) A 1 Shaw y Prasad(1970)
Isocitrato B 2 Abreu (1983)
deshidrogenasa (IDH)
Malato deshidrogenasa e 2 Schaal y Anderson
Jr(MDH) ﬂ
- 1 —
. Glucosa fosfato D 1 Pasteur et al. —
(i -isomerasa (GPI) (1988) -

Shaw y Koen (1968
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Se analizaron diez loci, pertenecientes a siete sistemas :

enzimaticos.

La lectura de los geles con las bandas_de tincion

conocidas como zimogramas (Pasteur et al., 1988) fuero

realizados con base en
Hopkinson (1978), Dobzhansky et al. (1980) y Dillon (1991).

El procesamiento de datos se realizé6 por medio

p
obtiene lo siguiente: -

B

a) Frecuencias génicas.- Numero de veces que se presenta a

un alelo en el total de alelos en la poblacion (Ayala H
Kiger, 1984).

b) PW‘ i { i imorfi

-, - -

polimorfico (Ayala y Kiger, op. cit.). v -y

c) Heterocigosis.

c.1) Heterocigosis observada (Ho).- Numero dej
s "=

organismos heterocigéticos por locus sobre la media de lo .

—

L
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loci analizados en la muestra poblacional (Ayala y Kiger, op.

cit.).

c.2) Heterocigosis esperada (He).- Se basa en el
equilibrio teérico de Hardy-Weinberg. Se calcula para cada

locus y para todos los loci.

Por locus .- he = 1-2(X2i), donde X, = frecuencia del i-

ésimo alelo del locus.

Para todos los loci.- He = §™j=1 (he/n)j, donde j= j-

ésimo locus.

d) Prueba de bondad de ajuste de ji-cuadrada. Se usa
para comparar las frecuencias genotipicas observadas con las
esperadas, donde los grados de libertad son iguales al minimo
de genotipos menos el nimero de alelos. En caso de mads de dos
alelos el programa agrupa tres clases: a) homocigotos para el
alelo mds comin, b) heterocigotos para el alelo mds comin con

algin otro alelo y c) genotipos restantes.

e) Deficiencia de heterocigotos.- Segin Koen et al.
(1971) es 1igual a la diferencia entre 1la heterocigosis

observada y esperada sobre la esperada.
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) Similitud genética entre las poblaciones. Con la

prueba sin sesgo de Nei (1978):

I=¥ Xivi / /[in2+(l-2Xi2)/2nX][2Yi2+(1-2Yi2)/2ny]

Donde Xi = frecuencia del alelo 1 en la muestra

poblacional X.

Yi = frecuencia del alelo i en la muestra

poblacional Y.

ng Yy ny = numero de iIndividuos muestreados de la

poblacién X o Y, respectivamente.

g) Distancia genética entre poblaciones. De acuerdo a

Nei (1978).
D =-In 1.
h) Con el estadistico F de Wright (1965) se efectua el

analisis de la diferenciaciéon genética de las muestras

poblacionales (Nei, 1973).
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Donde Fyp es homogeneidad poblacional en relacién a las

otras poblaciones, y F;g homogeneidad intrapoblacional.

Ambas son correlaciones entre dos gametos al azar
producidas por un individuo en relacidén con la subpoblacidn
Frg Y la poblacidén total en Fyp. Fgp es la correlacidn de
gametos al azar de cada una de las subpoblaciones, respecto a
la poblacién total. Esto es, Fgp es iqual a Grpiz / DP(1-Dp),
donde p representa la media ponderada -de las frecuencias
génicas, Yy Giﬂ? es la suma ponderada de las desviaciones al
cuadrado de las frecuencias alélicas de 1las subpoblaciones
individuales, y de 1la media de las frecuencias alélicas,
dividida entre el nimero de subpoblaciones. Es decir, 6'p12

es igqual a (ﬁ—pi)2 / n (Burocker, 1983).
VI.5 Corroboracidén taxondmica de especies.

Para llevar a cabo la corroboracidén taxondmica de las
especies analizadas se realizaron disecciones al microscopio
estereoscépico, para la obtencidn y .observacidén de 1la
morfologia de penes y la presencia o ausencia de filamentos o
glandulas en éstos. Estas observaciones se realizaron con la
ayuda de las notas proporcionadas por el Dr. David G. Reid
del Museo Britdnico de Historia Natural. Ademds se observaron

las radulas, que en ambas especies son de tipo moderado, de
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acuerdo a los criterios establecidos por Rosewater (1979).
Las disecciones se practicaron para las seis muestras
poblacionales analizadas, incluyéndose los dos lotes

adicionales de Littorina keenae.

Por otra parte, material adicional de L. keenae y L.
scutulata de las dos localidades muestreadas fue enviado para
corroboracién al Dr. Reid, cuyas observaciones vy notas,
gentilmente enviadas por el mismo, se encuentran en el anexo
excepto el material ilustrativo, el cual forma parte de un
tratado sobre 1litorinidos del Pacifico Americano y el

Atlantico, todavia inédito.
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VII. RESULTADOS

VII.1l Biometria.

Los conjuntos de datos obtenidos de cada una de las
medidas de las conchas y las respectivas razones biométricas
de las distintas poblaciones de Littorina keenae y de L.
scutulata no mostraron normalidad en su distribucién. El
andlisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis mostréd
diferencias significativas (P < .00l1) en todos 1los casos,
incluyendo los lotes adicionales de L. keenae del nivel medio

de marea.

La mayoria de las comparaciones miltiples de Student-
Newman-Keuls para los conjuntos de medidas (Tabla V) muestran
también diferencias significativas (P < .05). Las excepciones
fueron la longitud total para las muestras 2KB (L. keenae -
area sur de La Bufadora) y 4SB (L. scutulata - area sur de La
Bufadora), el diametro total entre 1KM (L. keenae - Punta
Morro) y 4SB Yy el numero de espiras entre 1KM y 4SB. Es
decir, las poblaciones en su conjunto, no traslapan sus
dimensiones. S6lo dos poblaciones, una de cada especie,
traslapan hasta cierto punto dos de 1las variables medidas
(didmetro total y nGmero de espiras) pero en localidades

distintas.
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Tabla V. Estadisticos descriptivos de cada una de las medidas
(en mm) de las conchas en 1las cuatro poblaciones. Los
asteriscos alineados que unen los grupos de datos de cada
poblacién indican igualdad de acuerdo al método de
comparacién miltiple de Student-Newman-Keuls (SNK) (P < .05).
M = Mediana; E.E. = Error estandar; D.E.= Desviacidn
estandar; VMM = Valor minimo y médximo; X = Media; 1KM =
Littorina keenae - Punta Morro; 2KB = L. keenae - area sur de
La Bufadora; 3SM = L. scutulata - Punta Morro; 4SB= L.
scutulata - area sur de La Bufadora. '

LONGITUD TOTAL

Poblacidn M E.E. D.E. VMM bl
1 KM 7.4 .11 .87 6.2-11.0 7.49 %
2 KB 8.1 .11 .82 6.8-10.2 8.26
3 SM 6.2 .08 .61 5.3~ 8.2 6.34 *
4 SB 8.0 .09 .67 7.0-10.1 7.99

DIAMETRO TOTAL

Poblacién M E.E. D.E. VMM X
1 KM 5.8 .09 .7% 5.0- 8.4 5.89
2 KB 6.5 .08 .65 5.4-°8.1 6.64 *




(continuacién Tabla V)

LONGITUD ABERTURA

Poblacidn M J E.E. D.E. VMM X
1 KM 5.0 .08 - 62 4.02= 7.5 SIN0E]
2 KB 5e 5 .80 «59 83.9- 7.6 5.44
3 SM 3s 5 .04 %29 295 4.1 3.49
4 SB 4.5 .05 .39 3:.9% 9.5 4.48

DIAMETRO ABERTURA

Poblacidn M E.E: D Bl VMM X
1 KM 3.9 .05 .43 32= 5.8 3/.910
2 KB 4.2 .10 .80 3.5= 7.9 4.48
3 SM 2.8 105 .40 2.2- 4.1 2 ol 4
4 SB 3.4 .05 « 318 3.0- 4.8 3. 53




(continuacién Tabla V)

NUMERO DE ESPIRAS

Poblacién M E.E. D.E. VMM X
1 KM 3.7 .03 .23 3.0-.4.5 3.8
2 KS 4.0 .05 37 2.7- 4.5 3.8
3 SM 4.0 .04 .30 3.5 4.7 4.1

4 SB 4.0 .04 .56 3.2- 4.7 8.9
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En términos generales las conchas de ambas especies del
drea sur de La Bufadora son mds grandes que las de Punta

Morro.

Por otro lado, al tomar en cuenta los lotes adicionales
de L. keenae (Tabla VI) s6lo las comparaciones de 1KM y 6KB
en didmetro total de la concha, y didmetro de la abertura no

mostraron diferencias significativas.

En las comparaciones de las razones biométricas de L.
keenae y L. scutulata (Tabla VII) en todos los casos las
poblaciones de la primera especie no mostraron diferencias.
En el caso de L. scutulata, por otro lado, las poblaciones
resultaron iguales solo en la razdén de longitud de

abertura/longitud total.

Por otra parte, al considerar los lotes adicionales de
L. keenae (Tabla VIII) las poblaciones 1KM (nivel de rocio de
marea) y 5KM (nivel medio) no mostraron diferencias en las
razones de 1longitud de abertura/longitud total y ndmero de
espiras/longitud total. S6lo en 1la razdén de didmetro de
abertura/didmetro total 1las poblaciones 1KM y 6KB (nivel

medio) resultaron,
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Tabla VI. Comparacién de 1KM y 2KB con los lotes adicionales
de L. keenae. 5KM = L. keenae = Punta Morro-nivel medio de
marea; 6KB = L. keenae - rea sur de La Bufadora-nivel medio
de marea. El resto de la notacidn es similar a la de la Tabla
V.

LONGITUD TOTAL

Poblacién M E.E D.E VMM X
1 KM 7.4 .11 .87 6.2-11.0 7.49 *
2 KB 8.1 .11 .82 6.8-10.2 8.26 *
5 KM 6.9 .11 .88 5.9-11:10 7.08 *
6 KB 6.3 .08 .61 5.5- 8.1 6.41 *

DIAMETRO TOTAL

Poblacidn M E.E D.E VMM R
1 KM 5.8 .09 .72 5.0- 8.4 5.89 ¥
2 KB 6.5 .08 .65 5.4- 8.1 6.64 *
5 KM 5 8 .08 .63 4.9- 8.5 5.87 |*
6 KB 5.7 .06 .47 4.9- 7.5 b5.73 *




W)l




(continuacién Tabla VI)

NUMERO DE ESPIRAS

Poblacién M E.E D.E VMM
1 KM 3.7 .03 .23 3.0- 4.5 3.8
2 KB 4.0 . 05 - 3t/ 2.7- 4.5 3.8
5 KM 3.7 .02 .18 3.0- 4.0 3.7
6 KB 3,15 +03 .24 3.0—‘4.0 3.4
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Tabla vii. Estadisticos descriptivos de cada
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una de las

razones biométricas obtenidos a partir de las medidas de las

conchas en las cuatro poblaciones. La notacign

la de la Tabla V.

LONGITUD TOTAL/DIAMETRO TOTAL

es similar a

Poblacion g—, E-E. , 0.E. =~ viM X

1 KM 1.29 .01 .08 .94-1.41 1.27

2 KB 1.24 .01 .08 .06-1.51 .25 I

3 SM 1.43 s @ i .23-1.95 44 *
4 SB 1.38 . O .08 .12-1.56 ad7 *

DIAETRO ABERTURA/DIAMETRO TOTAL

Poblaci()n|c)1 E.E. . O0.E. .~ VMM =

1 KM 0.67 .01 .04 .51-0.75 0.66

2 KB 0.66 .01 .10 .56-1.41 0.67 I
3 SM 0.62 .01 .08 .52-0.89 0.63  *
4 SB 0.60 .01 .04 .48-0.71 .60 *
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(continuacién Tabla VII)

LONGITUD ABERTURA/LONGITUD TOTAL

S i
=
|

0, 4 SB . 0.56 .00 .04 0.46-0.70 0.56 I
‘Jﬁ

NUMERO'DE ESPIRAS/LONGITUD TOTAL

.06  0.34-0.64

1

g I
| Rk Ot O er 0.6 s Qre53:27, 010,50 Oy
1

0.65

.01 .07

0.49-0.85

0.66
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Tabla VIII. Comparacién de 1las razones biométricas de 1KM y
2KB con los lotes adicionales de L. keenae. Notacién similar
a la de la Tabla VI.

LONGITUD TOTAL/DIAMETRO TOTAL

Poblacién M E.E D.E VMM X

1 KM 1.29 .01 .08 .94-1.41 Ve 2 *

2 KB 1.24 .01 .08 1.06-1.51 1.25 *

5 KM 1.19 .01 .06 1.08-1.34 1.20 =*

6 KB 1.12 2.0l .06 0.97-1.27 1.12 *
DIAMETRO ABERTURA/DIAMETRO TOTAL

Poblacidén M E.E D.E VMM X

1 KM 0.67 : 3 .04 0.51-0.75 0.66 ¥

2 KB 0.66 .01 .10 0.56-1.14 0.67 *

5 KM 0.66 .00 .03 0.57-0.73 0.66 |[*

6 KB 0.64 .00 .03 0.56-0.71 0.64 *




(continuacién Tabla VIII)

LONGITUD ABERTURA/LONGITUD TOTAL

Poblacién M E.E D.E VMM X

1 KM 0.68 .00 .05 .60-0.97 0.68
2 KB 0.66 g al « 07 .51-1.01 0.66
5 KM 0.66 .01 .04 .57-0.84 0.66
6 KB 0.67 .01 .05 .60-0.82 0.68

NUMERO DE ESPIRAS/LONGITUD TOTAL

Poblacién M E.E D.E VMM X

1 KM 0.51 .01 .06 .34-0.64 0.51
2 KB 0.48 .01 .06 .32-0.59 0.47
5 KM 0.56 =l .06 .34-0.64 0.55
6 KB 0.54 .01 .04 .43-0.64 0.54
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VII.2 Variabilidad génica, polimorfismo y heterocigosis.

De los 10 loci analizados para las dos poblaciones de
Littorina keenae y L. scutulata ocho fueron monomdérficos en
la primera especie (AAT-1, ACP-1,EST-1, GPI-1, IDH-1, IDH-2,

MDH-1, MDH-2).

En la seqgunda especie, ademas de los loci anteriores,
EST-2 también resultd ser monomdérfica para distintos alelos,
en cada localidad (Tabla IX). En EST-1 el monomorfismo para

las dos especies de Littorina se did para diferentes alelos.

es suficiente de acuerdo al criterio de Beardmore Yy MorH

(1978). Una enzima se puede considerar;polimérfica solo'm

frecuencia del alelo mas co

de las poblaciones analizadas. En este caso la frecuencia del

alelo mads comin en GPI-1 para L. scutulata en BU

localidades el alelo mé&s comin es A. El locus polimérfico Hq

=1 mm
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EST-2 de L. keenae tiene en la presencia del alelo mas comin

(B) un patrdén similar en ambas localidades.

Como resultado de todo lo anterior el polimorfismo (P)
en L. keenae y L. scutulata fue del 20 y del 10%,

respectivamente (Tabla X).

Los valores de heterocigosis observada (Ho) en las
poblaciones PM y BU de L. keenae fueron de .013 y .018,
respectivamente. En las de L. scutulata fueron de .000 Yy
.004. Los valores correspondientes a heterocigosis esperada
(He) fueron en el mismo orden, .102, .097, .013 y .021
respectivamente. La poblacidén 3SM presentdé los valores de Ho
y He mds bajos. El1 promedio general de alelos presentes por

locus en las cuatro poblaciones fue de 1.3.

En todas las poblaciones los valores de Ho son menores
gque He lo cual implica un desequilibrio de Hardy-Weinberg, el
que a su vez puede estar dado por una deficiencia o exceso de

heterocigotos.

Lo anterior se confirma al aplicar la prueba de bondad
de ajuste de Jji-cuadrada para comparar las frecuencias

genotipicas en los loci polimérficos.
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La prueba nos indica diferencias significativas en todos
los loci polimérficos con un nivel de significancia de .001
ain en EST-2 con agrupamientos de valores. Todos los valores
del estadigrafo D fueron altos y negativos (AKP-1: =-1.000 en
todas las poblaciones excepto en 4SB que fue de -.846; EST-2:

-.756 en 1lKM, =-.752 en 2KB), io cual nos muestra que las
diferencias se deben a la deficiencia, a veces completa, de

heterocigotos.
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Tabla IX. Variacidén génica en 1las poblaciones de Littorina
keenae y L. scutulata. N es el numero de organismos
analizados; Ho es la heterocigosis observada por locus; He es
la heterocigosis esperada por locus. 1KM y 2KB se refiere a
L. keenae en Punta Morro Yy area sur de La Bufadora. 3SM y
4SB se refiere a L. scutulata en las mismas localidades.

LOCUS ALELO 1KM 2KB 3SM 4SB
AAT-1 n 49 50 48 50
A 1.000 1.000 1.000 1.000
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
He 0.000 0.000 0.000 0.000
ACP-1 n 41 50 30 82
A 1.000 1.000 1.000 1.000
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
He 0.000 0.000 0.000 0.000
AKP-1 n 50 50 44 42
A 0.600 0.860 0.932 0.917
B 0.400 0.140 0.068 0.083
Ho 0.000 0.000 0.000 0.024
He 0.480 0.241 0.127 0.153
EST-1 n 50 50 50 50
A 1.000 1.000 0.000 0.000
B 0.000 0.000 1.000 1.000
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
He 0.000 0.000 0.000 0.000




(continuacién de la Tabla IX)

LOCUS ALELO 1KM 2KB 3SM 4SB
EST-2 n 46 .50 50 50
A 0.033 0.120 0.000 0.000
B 0. 522 0.430 0.000 0.000
@ 0.446 0.170 0.000 0.000
D 0.000 0.220 1.000 0.000
E 0.000 0.060 0.000 0.000
F 0.000 0.000 0.000 1.000
Ho 0.130 0.180 0.000 0.000
He 0.528 0.720 0.000 0.000
GPI-1 n 50 50 50 50
A 1.000 1.000 0.000 0.020
B 0.000 0.000 0.000 0.010
C 0.000 0.000 1.000 0.970
Ho 0.000 0.000 0.000 0.020
He 0.000 0.000 0.000 0.059
IDH-1 " 35 50 49 50
A 1.000 1.000 1.000 1.000
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
He 0.000 0.000 0.000 0.000
IDH=-2 n 23 39 26 27
A 1.000 1.000 1.000 1.000
Ho 0.000 0.000 0.000 0.000
He 0.000 0.000 0.000 0.000
MDH-1 50 46 50 42
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Tabla X. Polimorfismo y heterocigosis promedio en L. keenae
y L. scutulata en dos localidades del nor6ccidente de Baja
California. P es la proporcion de loci polimorficos con el
criterio de la frecuencia de alelo mas comin menor o igual a
.95; Ha = Heterocigosis media observada; He= Heterocigosis
media; e.e.= Error estandar.

POBLACION 1KM 2KB 3SM 4SB
No. de loci estudiados 10 10 10 10
No. promedio de_
organismos analizados 43.5 48.1 44 .7 43.5
(e.e.) (2.8) (1.1) (2.9) (2.6)
No. promedio de alelos
por locus 1.3 1.5 1s2 1.3
(e.e.) (+72) (.4) (.1) (2 @)
P < .95 20 20 10 10
Ho .013 .018 .000 .004
(e.e.) (.013) (.018) (.000) (.003)
He .102 .097 .013 .021

(e.e.) (.068) (.074) (.013) (.016)
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VII.3 Similitud y distancia genética.

Los valores de similitud genética (Tabla XI) son altos
intraespecificamente (.986 entre 1KM y 2KB; .898 entre 3SM Yy

4SB) .

Interespecificamente los valores muestran una apreciable
diferenciacidén genética (desde .699 entre 1KM y 3SM, hasta

.745 entre 2KB y 3SM).

Los valores de similitud en el locus AKP-1 (Tabla XII)
son altos inter e intraespecificamente, y se 1llega a una

similitud total (1.000) entre 4SB y 2KB, y entre 4SB y 3SM.

En EST-1 (Tabla XIII) la similitud es completa

intraespecificamente y nula interespecificamente.

La misma situacidén se presenta en GPI-1 (Tabla XIV) en

un grado ligeramente menor.

En EST-2 la similitud es alta entre las poblaciones de

L. keenae, pero en las de L. scutulata es cero (Tabla XV).

El dendrograma (Fig. 2) de acuerdo al analisis de

agrupamiento con base en los valores de identidad genética,
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muestra una separacidén clara de L. keenae y L. scutulata.
Indica también wuna diferenciacién comparativamente mayor

entre las poblaciones de L. scutulata.

En las Tablas XVI y XVII se dan los valores para cada
especie obtenidos con el estadistico F de Wright para conocer
el grado de estructuracién intra e interpoblacional y 1la
divergencia intrapoblacional en la escala de cero a uno. Un
valor de uno, por ejemplo en Frq para alguna de las especies,
nos indicaria que las dos poblaciones analizadas no tienen

diferencias genéticas entre si.

Los valores de Fig Y Fyq en ambas especies son altos. En
L. keenae son .842 y .853 respectivamente. En L. scutulata
son .871 y .967 respectivamente. El1 valor de Fgp para L.

keenae es de sb6lo 6.6% y en L. scutulata es de 74.7%.



Tabla XI. Coeficientes

(sin sesgo de Nei,

1978)

distancia y sobre la diagonal la similitud
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de similitud y de distancia genéticas
para Littorina
scutulata en los 10 loci analizados. Debajo de

keenae Yy .
la diagonal 1la

POBLACIONES 1KM 2KB 3SM 4SB

1 KM * 0.986 0.699 0.704
2 KB 0.014 * 0.745 0.725
3 SM 0.357 0.295 * 0.898
4 SB 0.350 0.321 0.107 *




Tabla XII.

Nei,
L.

scutulata en el locus AKP-1.
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Coeficiente de similitud genética (sin sesgo de
1978) 1interespecifica e interpoblacional

de L. keenae y

POBLACIONES KM 2KB JSM 4SB
1 KM *

2 KB 0.916 *

3 SM 0.875 0.999 *

4 SB 0.884 1.000 1.000 *




Tabla XIII. Coeficiente

Nei, 1978) interespecifica e interpoblacional de L.
L. scutulata en el locus EST-1.

57

de similitud genética (sin sesgo de

POBLACIONES 1KM 2KB 3SM 4SB
1 KM *

2 KB 1.000 *

3 SM 0.000 0.000 *

4 SB 0.000 0.000 1.000 *

keenae y
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Tabla x1v. Coeficiente de similitud genética (sin sesgo de

Nei, 1978) interespecifica e interpoblacional

L. scutulata en el locus GPI-1%*.

de L. keenae Yy

POBLACIONES 1KM 2KB JSM 4SB
1 KM *

2 KB 1.000 *

3 SM 0.000 0.000 *

4 SB 0.021 0.021 1.000 *

* Este loci no es polimorfico al

criterio de P 0 .95
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Tabla XV. Coeficiente de similitud genética (sin sesgo de

Nei, 1978) interespecifica e interpoblacional
L. scutulata en el locus EST-2.

de L. keenae y

POBLACIONES IKM 2KB 3SM 4SB
1 KM *

2 KB 0.852 *

3 SM 0.000 0.421 *

4 SB 0.000 0.000 0.000 *
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L .

|

Fig. 2. Dendrograma de acuerdo al analisis de agrupamiento en
funcién de los coeficientes de identidad genética sin sesgo
de Nei (1978).
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Tabla XVI1. Valores obtenidos con el estadistico F de Wrigth y
sSu promedio para Littorina keenae en dos localidades de la
costa noroccidental de Ensenada, Baja California, México.
Frs es la homogeneidad intrapoblacionalj Frt es la
homogeneidad de una poblacion respecto a la otra; Fst es la
estructuracion genética intrapoblacional o porcentaje de loci
heterogéneos respecto a la frecuencia de sus alelos entre las
poblaciones.

LOCUS Fig Frp Fgp
AKP-1 1 1 0.086
EST-2 0.751 0.765 0.055
PROMEDIO 0.842 0.853 0.066

BIBLIOTECA
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Tabla XVII. Valores obtenidos con el estadistico F de Wrigth

Yy su promedio para Littorina scutulata. La
similar a la de la Tabla XVI.
LOCUS Fis FiT FsT
AKP-1 0.915 0.915 0.001
EST-2 @ ————- 1.000 1.000
GPI-1 0.659 0.663 0.012
PROMEDIO 0.871 0.967 0.747

notacidn

es
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VI1Il. DISCUSION

La considerable variacion de las- dimensiones de la
concha de los litorinidos locales se muestra al traslaparse
el didmetro total y el ndmero de espiras en poblaciones de
distinta especie y localidad. Esto dificulta la separacion
taxénomica si se consideran solo estas variables y es aun mas
dificil si se considera que estas variaciones son intra e
interespecificas y que L. keenae Yy L. scutulata traslapan su

distribucion en el nivel medio de marea.

El polimorfismo fenotipico en Littorina Y
particularmente de su concha ha - sido documentado
anteriormente (Gooch, 1975; Rafaelli, 1979). La concha tiene
influencias multifactoriales como se ha sefialado para L.
mariae Yy L. obtusata (Murray, 1975). Esta variabilidad ha
sido relacionada con factores ambientales (Struhsaker, 1968;
Behrens, 1972; Janson, 1982) y geograficos (Vermeij, 1973;
Chow, 1987). Incluso se han encontrado considerables
diferencias intraespecificas a distancias tan cortas como 30

m (Janson y Sundberg, 1983).

El hecho de que las conchas del area sur de La Bufadora¥d
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ambientales que pueden influir en las variaciones del tamafo
de la concha, en Littorina {Struhsaker, 1968). Este autor
menciona que los principales factores son probablemente la
accion de las olas, iInmersion prolongada, desecacion, alta
temperatura y salinidad extrema. A estas pudiéramos agregar
ademas la disponibilidad de alimento, depredadores,
parasitos, existencia de refugios, ademas de otros factores

fisicos o quimicos del medio.

Sin embargo, cabe mencionar que al considerar las
razones de las medidas de las conchas, las poblaciones de L.
keenae de ambas localidades no presentaron diferencias
morfoldégicas. A su vez, fue evidente una mayor variabilidad
en la forma de la concha en L. scutulata, ya que solo en la
razon longitud de abertura/longitud total no hubo

diferencias.

En cuanto a las comparaciones de las poblaciones de L.
keenae de ambas localidades con los Ilotes adicionales del
nivel medio de marea de la misma especie, se observan
diferencias en el tamafio de la concha, de acuerdo a la
posicion en que se ubica una poblacién en el intermareal.
Estas diferencias estan dadas en las dos localidades por

valores promedio mayores de todas las variables para los
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organismos del nivel alto y de rocio de marea con respecto al

nivel medio.

Peterson (1964, citado por Behrens, 1992) encontré una
relaciéon directa entre el limite inferior de L. keenae y la
intensidad del movimiento del agua. North (1954) demostré que
los individuos grandes de L. keenae Y L. scutulata SOn
removidos mas fTacilmente por la corriente. Es decir, éstas
ofrecen menos resistencia al movimiento del agua. Esto
probablemente explica la distribucion de tallas en las

localidades de este estudio.

Sin embargo, un factor adicional a considerar, ademas de
los varios ya sefalados anteriormente, es el de la edad, la
cual puede afectar en cierto grado la distribucién de los

organismos en el intermareal (Struhsaker, 1968).

Por otro lado, al considerar las razones biométricas de
L. keenae incluidas las poblaciones del nivel medio de marea,
se observa que la variabilidad morfoldégica es menor en la
localidad de Punta Morro, pues en dos de las razones hubo
igualdad (longitud de abertura/longitud total y numero de
espiras/longitud total). Por el contrario, en la localidad
del area sur de La Bufadora las diferencias morfologicas son

mayores entre las poblaciones del nivel alto de marea y el



nivel medio, ya que en todas las razones obtenidas hubo

diferencias.
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Tabla XVIII.- Longitud (en mm) de la concha de 1litorinidos

adultos en la costa del Pacifico Americano.

Isla de Vancouver, Canada
Littorina scutulata

L. sitkana

California
L. keenae

L. scutulata

Ensenada, Baja California, México
L. keenae

L. scutulata

Isla Naos, Zona del Canal de Panama
L. modesta

L. aspera

Estacién Bioldégica Darwin, Galéadpago
Nodilittorina galapagiensis
L. modesta paytensis

L. astrata

Punta Cornero, Ecuador

L. modesta paytensis

9/,

8.

9.

7.

5.

5

8.

10.1-14.1

S

e

5.

5-9.8

0-12.4

2=15.3

3-12.2

5-11.0

3-10.1

5-12.4

.9-14.1

* %

* %

* k%

* k%

* %

* %

* %

* %

* %

* %



(continuacion de la Tabla XVII1I)

Isla San Lorenzo, Peru

L. peruviana 8.0-11.7

Monterar, Chile

L. peruviana 8.6-16.0

* Sacchi y Voltolina (1987)
*x  Verreij (1973)
***x Este estudio

* %

* %

68
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En cuanto a los aspectos genéticos'de este estudio los
valores de P obtenidos son inferiores de los reportados para
L. scutulata y L. plena en cinco localidades de la costa
oeste de Estados Unidos de Norteamérica y sur de Canada por
Mastro et al. (1982) al analizar 10 loci. En su caso, el

valor de P fue de 80% en ambas especies.

Por otro lado, los valores de Ho y de He obtenidos para
L. keenae y L. scutulata en este trabajo son bajos si se
comparan con los de otras especies de Littorina (Beardmore y
Morris, 1978 y Ward y Janson, 1985). Por ejemplo para L.
littorea, L. nigrolineata y L. arcana los valores de Ho son

.117, .080 y .219 respectivamente (Tabla XIX).

Los valores de Ho y He de‘ L. keenae y L. scutulata
también son bajos si se comparan con los de otras especies de -
gasterdpodos marinos como Astraea undosa, con valores de .128
y .1l64, respectivamente (Fernandez-Apango, 1992), Crepidula
onyx, con valores de .106 y .195, respectivamente (Woodrof,
1986), Patella vulgata, con .122 y .128, respectivamente

(Wilkins, 1977) y P. aspera, con .177 y .368, respectivamente

(Wilkins, op. cit.).

Aunque 1la proporcidén de loci polimérficos (P) puede

emplearse para estimar la variabilidad de una poblacidn, este
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estadistico es hasta cierto punto arbitrario, ya que si se
usara como criterio la frecuencia del alelo mads comin igual o
inferior a .99 (Dobhzanski et al., 1980) en vez de .95, L.
scutulata tendria un polimorfismo de 20% .en la localidad BU,

ya que PGI-1 seria un locus polimdérfico.

Una estimacidén més precisa de la variacidén génica se
logra por medio de la heterocigosis, ya que esta refleja el
grado de diversidad génica entre los loci analizados, Yy su
valor puede variar sustancialmente cuando se estudian

distintos conjuntos de loci (Dobhzansky et al., op. cit.)

De acuerdo a esto udltimo, los valores de P y H en este
estudio quizd fueron bajos por el sesgo que implicd una
eleccidén arbitraria de 1los loci en funcidén de una buena
resolucién. Variaran también, y probablemente los valores se
incrementaran, si se amplia el nimero de loci a analizar, mas

que el naimero de individuos por 1locus.

Los promedios generales de heterocigosis observada vy
esperada para el género Littorina obtenidos de diversos
estudios (Beardmore y Morris, 1978; Wilkins y O’Regan, 1980;

Ward y Janson, 1985) son .217 y .170 respectivamente.
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Tabla XIX. Comparacién de la variabilidad genética entre

diversas especies de Littorina. PA es el nimero de
poblaciones analizadas; NL es el numero de loci analizados;
NA es el numero promedio de alelos por locus; Ho es la
heterocigosis observada promedio; He es 1la heterocigosis

esperada promedio.

— e

|—|m
-IEII-I‘

e
Sl

|

. L. scutulata ;i 10 1.2 .002 .017 xk=x

'B blaciones Bor localidad en cinco localidades. :

“po
b
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Por otra parte, para tratar de explicar la defi

de heterocigotos es necesariqugteneiny

'seleccidén natural, mutaciones, deriva y g!l.IjO génico !Xya!a Y

- z lq
Kiger, 1984; Cook, 1991; Dobhzansky et al., 1980).

mide por el ndmero de loci heterocigotos. La heterocigosis no =
s6lo tiene valor adaptativo si no que constituye una reservam
e variabillidad que puede utilizarse cuando se presentan los

cambios (Fontdevila, 1978). La ventaja del heterocigoto se J

uede manifestar, entre otras formas, cuando la seleccidn es

disruptiva o peridédica (diferentes genotipos seleccionados en

diferentes tiempos y 1lugares, en ambientes variables)

_

Ademds, si la seleccidén natural sobre el genotipo

constante, entonces el equilibrio estable también indica
ventaja de heterocigotos (Cook, 1991).
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En el caso particular del género Littorina los diversos
estudios realizados hasta ahora han 1llegado a diferentes
conclusiones al analizar 1la variabilidad genética. Algunos
han encontrado una notable diferenciacidén geografica inter e
intraespecificamente en las frecuencias alélicas de algunos
loci (Berger, 1972, 1973). Por otra parte, otros estudios han
demostrado una gran homogeneidad en algunos loci a grandes
distancias (Mastro et al., 1982). Sin embargo, con la escasa
cantidad de informacién disponible en la actualidad sbélo se
podrian caracterizar genéticamente de manera parcial algunas
especies europeas. Para la zona de estudio y 1las regiones

cercanas aun existe una evidente falta de informacidn.

Dentro de este contexto se pueden sefnalar algunas
posibles causas de la deficiencia de heterocigotos en algunas
especies de Littorina. Por ejemplo, Beardmore y Morris (1978)
la atribuyen al traslape en la distribucidn Y
consecuentemente la reduccién del nicho de L. littorea y L.

rudis.

Gaines et al. (1974) se 1lo adjudica al efecto de
Walhund, al estudiar a L. angulifera en poblaciones dispersas

en diferentes islas relativamente cercanas.
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Particularmente, L. keenae y L. scutulata traslapan su
distribucién en el &rea de estudio en el nivel medio de
marea. Pero se carece de alguna evidencia que indique
seleccidén natural en relacién a ia deficiencia de
heterocigotos como podrian ser interacciones biolégicas aun
con otras especies. Algunas de estas interacciones que pueden
presentarse en estos organismos son la competencia y 1la
depredacidén, ademds de factores fisicos o la interaccidén de
todos éstos (Scheltema, 1978). Bingham (1972) seflala como
ejemplos de factores del medio que afectan a L. irrorata la

escasa humedad o variaciones en la salinidad.

Una variabilidad génica menor entendida como la fijacidén
de alelos flexibles que operan en ambientes oscilantes
(Valentine, 1978), podria también explicar la deficiencia de
heterocigotos. Este tipo de proceso ya ha sido sefalado en
otros gasterdépodos marinos como Patella vulgata (Wilkins,

1977) .

Sobre el efecto de Walhund, que se refiere a 1la
existencia de poblaciones cercanas de las mismas especies con
diferentes frecuencias alélicas, que al mezclarse producen
deficiencias de heterocigotos, es dificil opinar por la poca

informacién disponible.
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Por otra parte, la condicién didica de L. keenae.y AR
scutulata (Murray, 1979; Sacchi y Voltolina, 1987; Reid,
1990b), su desarrollo plancténico (Behrens, 1977, 1989, 1992)
Yy las densidades poblacionales elevadas {en ambas localidades
y especies las densidades alcanzaban en ocasiones hasta més
de 300 individuos por metro cuadrado) nos dan elementos para
suponer que la probabilidad de endogamia es limitada, y por

lo tanto no es la explicacidén mas exacta.

Factores adicionales a considerar para explicar 1la
deficiencia de heterocigotos son la subestimacién de 1la
cantidad de variacidén génica por electroforesis (Pasteur et
al., 1988) y los errores o el sesgo contra heterocigotos que
pueden presentarse en la lectura de los geles (Ayala et al.,
1973) . Ademéds, las variantes alélicas no detectables por este
método (Dobhzansky et al., 1980), ya que sblo una tercera
parte de todas las sustituciones de aminodcidos son
detectables por electroforesis, segun Lewontin (1974, citado

por Dobhzansky et al., 1980).

La enzima del locus polimérfico EST-2 para L. keenae se
ubica dentro de aquellas que emplean sustratos originados del
ambiente, los cuales pueden presentar considerable variacién
en su disponibilidad, concentracién o ambos. Por esta razén,

estas enzimas son también mds variables o polimbérficas que



aquellas que usan sustratos especificos. Tanto esterasa como

fosfatasa alcalina (AKP-1) en Drosophila y el hombre usan
sustratos variables y lo mismo se ha demostrado, para la

esterasa en pequehos vertebrados. Este polimorfismo puede
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como dos loci diagnésticos, utiles para distinguir ambas

especies.

En el locus EST-2 se puede apreciar en las poblaciones
de L. keenae una respuesta al medio relativamente similar.
Interespecificamente, es evidente la diferencia entre
especies. Sin embargo en 1las poblaciones 4SB y 3SM (L.
scutulata) la similitud es cero, lo que puede implicar que

ambas poblaciones



78

vista genético. El1 valor de Fgqn, que en L. scutulata es de
74.7%, se deriva de la influencia de las diferencias alélicas
ya sefialadas de un solo locus, esterasa-2. Este valor indica

una elevada estructuracién genética intrapoblacional.

Sin embargo, un solo locus, que ademds es monomdrfico,
no posee informacién suficiente para aiscernir sobre las
estructuras de las poblaciones de una especie, pues aGn un
locus polimérfico puede proporcionar una informacidén débil
(Burton, 1983). Asimismo, es posible que a muestras mayores
de 50 individuos se puedan detectar mds variantes alélicas. Y
por otra parte, se carece de informacidén suficiente de otras

zonas aledaflas sobre la variabilidad de este locus.

Por todo 1lo anterior resulta dificil wuna conclusién

definitiva en este aspecto.

Aunque la relacién entre datos morfblégicos Yy genéticos
ha sido estudiada anteriormente en otros grupos animales
(Schell et al., 1978, citado por Dillon y Davis, 1980) y en
Littorina (Newkirk y Doyle, 1975; Janson, 1982; Janson Y
Ward, 1984), en general se ha encontrado poca evidencia de la

misma (Dillon y Davis, 1980).
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Los tamahos de la concha de L. keenae y L. scutulata no
muestran relacidén con las caracteristicas genéticas. Pero al
considerar las razones biométricas se podria sugerir una
relacién entre la falta de diferencias morfoldgicas de las
poblaciones de L. keenae en ambas localidades y su mayor
similitud genética. Igualmente, las diferencias observadas en
las razones entre variables morfométricas apoyarian la mayor

distancia genética entre las dos poblaciones de L. scutulata.

Sin embargo, para establecer con mayor precisidén alguna
relacién morfométrico-genética, son necesarios un mayor
nimero de experimentos, en los cuales también se analice 1la

influencia de los factores ambientales, en un mayor nidmero de

localidades.
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IX. CONCLUSIONES.

Existe una considerable variacién en las dimensiones de
la concha tanto de Littorina keenae como de L. scutulata, y
particularmente la primera especie presenta diferencias en
funcidén de su ubicacién en el intermareal. Ambas situaciones

reflejan diferencias locales.

Morfoldégicamente las poblaciones de L. keenae no
presentaron diferencias entre localidades. En la localidad de
Punta Morro las variaciones entre el nivel de rocio de marea

y el nivel medio fueron menores.

Las poblaciones analizadas de L. keenae y L. scutulata
tienen valores comparativamente Dbajos de variabilidad
genética respecto de otras especies del género, en funcidén de

la muestra genética analizada.

Ambas especies muestran intraespecificamente una alta
similitud genética e interespecificamente una apreciable
diferenciacién. A su vez L. Kkeenae presenta una escasa
estructuracidén genética entre sus poblaciones y L. scutulata
una elevada estructuracién, la cual se debe a la influencia
de un solo 1locus (esterasa-2) y puede estar asociada al

tamano de la muestra.
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