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... “Aunque las hipotesis de especies son probablemente las hipotesis
mas probadas en las ciencias naturales, esto no implica, que los
nombres asignados a cada una de ellas no sean hechos inmutables. Una
vez asignado el nombre, este sigue siendo un hecho cientifico, siempre y
cuando se siga corroborando con pruebas posteriores. Basicamente, los
nombres de las especies son hipétesis evolutivas, de las relaciones
genealdgicas que pueden cambiar cuando vuelven a ser probadas con
nuevos datos™ (De Carvalho et al., 2007).

..... "Generalmente los taxbnomos son reacios a describir una nueva
especie basados Unicamente sobre el estudio de un solo espécimen. Sin
embargo, la escasez y / o singularidad del material a analizar pueden
inducir al taxénomo a acufiar un nuevo nombre de la especie después
de haber estudiado s6lo una muestra, si una muestra es asignada con
una especie incorrecta, la identificacion erronea puede persistir en la

literatura durante muchos afios " (Ross, 1974).

..."Cada naturalista que ha dirigido su
atencion al tema de la distribucion
geogréfica de los animales y las plantas,
debe haber estado interesado en los hechos
singulares que presenta..... de los Gltimos
afos, ... una gran luz ha sido arrojada sobre
el tema por las investigaciones geologicas ,
que han demostrado que el estado actual de
la tierra, y los organismos que ahora
habitan, no son mas que la ultima etapa de
una serie larga e ininterrumpida de cambios
gue han presentado y, por consiguiente, el
tratar de explicar y dar cuenta de su actual
condicion sin ninguna referencia a los
cambios (como con frecuencia se ha hecho)
debe conducir a conclusiones muy
imperfectas y erroneas "

Alfred Russel Wallace (1855)
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linea continua representan las frecuencias de las distribuciones pareadas observadas. Las
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GLOSARIO

A
ADNmt. ADN mitocondrial, Material
genético  contenido dentro de las

mitocondrias, encargado de la codificacion
del RNA ribosémico, ARN transferencia y
proteinas relacionadas con la respiracion y
generacion de energia celular.

AMOVA. Andlisis de Varianza Molecular.
Método para explicar la diferenciacion
genética poblacional directamente de los
datos moleculares y que permite probar
hip6tesis acerca de dicha diferenciacion.

Arbol filogenético. Representacion
grafica de las relaciones evolutivas.

Auctorum non. En latin significa: Usado
para nombres mal aplicados o por error para
un taxoén, el cual es otro diferente al que esta
publicado por el autor como tal.

Auriculas. Extensién de la bisagra en
forma de ala, caracteristica de la superfamilia
Pectinacea.

Andlisis de Variables Canonicas.
Método estadistico para encontrar los ejes
sobre los cuales los grupos son mejor
discriminados. Los ejes (variables candnicas)
maximizan la varianza entre grupos, relativos
a la varianza dentro del grupo.

C

Caracter taxondémico.  Estructura
observable de un organismo, utilizada para
distinguirlo o discriminarlo de otros.

Caracteristicas Geronticas. Rasgos
fenéticos que solamente pueden ser
observados o caracteristicos de etapas
adultas.

Charnela. Regién articulada que une las
dos valvas de un molusco bivalvo.

viii

COl. Subunidad | del gen del Citocromo
oxidasa.

Convergencia evolutiva. Proceso
mediante el cual dos estructuras similares
han evolucionado independientemente a
partir de estructuras ancestrales distintas y
por procesos de desarrollo muy diferentes,
resultando en estructuras o0 ambientes
compartidos.

Criterio de Informacién Akaike.
Medida de la bondad relativa de ajuste de un
modelo estadistico. Ofrece una medida
acerca de la perdida de informacién cuando
un determinado modelo se utiliza para
describir la realidad de los datos.

Criterio de Informacién Bayesiano.
Es un criterio para la selecciéon de un modelo
entre un set finito de modelos, basado en
parte por funciones de maxima verosimilitud.

Cuello de botella. Evento en el cual una
poblacién o especie ha experimentado un
drastico descenso en el nuamero de
miembros, dando como consecuencia una
disminucién en su diversidad genética.

D

Dispersalismo. Supone que las especies
se originan en centros de origen, a partir de
las cuales se dispersan al azar, atraviesan
barreras preexistentes y colonizan nuevas
areas.

Distancias de Mahalanobis. Medida
de distancia entre dos variables aleatorias en
un espacio multidimensional.

Divergencia Evolutiva. Proceso de
especiacién en donde grupos relacionados
con un ancestro comun, se han separado
evolutivamente, adaptandose casi
completamente al nuevo ambiente.



E

Especie. Categoria taxonomica sujeta a
varias definiciones. Fenética, conjunto de
organismos que se parecen entre si y que
pueden distinguirse de otros conjuntos
analogos. Bioldgica, grupo natural de
individuos que pueden cruzarse entre si, pero
que estan aislados reproductivamente de
otros grupos afines.

Estructura Poblacional (genética).
Se refiere a cOmo se encuentran constituidas
las poblaciones en términos genéticos a
través del tiempo y el espacio. Una
disminucién del flujo genético entre ellas
propicia una diferencia en la conformacion y
frecuencias alélicas.

Evolucion. Cambio de las frecuencias
alélicas a través del tiempo, originando
diversidad de formas, a partir de un
antepasado comun.

Evolucién Molecular Neutral. Modelo
que sugiere que la gran mayoria de los
cambios evolutivos a nivel molecular son
causados por deriva génica de mutaciones
selectivamente neutros.

F

Filogenia. Historia y relacion del desarrollo
evolutivo de un grupo de organismos o taxa.

Fenotipo. Expresion del genotipo en
funcion de wuna determinada presion
ambiental dada.

Forma. Es toda aquella informacion
geomeétrica de un objeto una vez que ha sido
removida, la posicion, escala y rotacion.

Fst. Indice de fijacién de Wright, que indica el
grado de diferenciacién genética de las
poblaciones analizadas.

G

Gen. Secuencia ordenada de nucledtidos
del ADN, que contiene informacién necesaria
para la sintesis de proteinas.

Genética. Es el campo de la biologia que
busca comprender los procesos relacionados
con la herencia biologica que se transmite de
generacion en generacion.

Genotipo. Informacion genética que
posee un organismo.

H

Haplotipo. En el caso del ADNmt es una
secuencia de nucledtidos Udnica, 0 un
marcador genético heredado de uno de los
progenitores, generalmente de la madre.

Homologia. Relacion que existe entre dos
partes organicas diferentes cuando sus
determinantes genéticos tienen el mismo
origen evolutivo.

ICZN. Abreviatura en Ingles de: Cédigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica.

Iniciador. Oligonucledtido de 10 a 20 pares
de bases (pb). aproximadamente. Secuencia
con la que se inicia la replicacién in vitro del
ADN mediante la utilizaciéon de la polimerasa
(PCR).

L

Lambda de Wilks. Estadistico empleado
en el analisis de datos multivariados que
mide las desviaciones que se producen
dentro de cada grupo, respecto a las
desviaciones totales sin distincién de grupo.

Larva Planctotrofica. Larva que
sobrevive alimentandose generalmente de
plancton.



M

MANOVA. Analisis de varianza que cubre
los casos donde hay mas de una variable
dependiente que no puede ser combinada
de manera simple. Identifica si las variables
independientes tienen efectos significativos
en las variables dependientes.

Maxima Parsimonia. Método de
generacion de hipétesis filogenéticas, la cual
se basa en encontrar la soluciéon con el
menor nimero de sucesos evolutivos en
forma de caracteres derivados compartidos.

Maxima Verosimilitud. Método que
busca el arbol filogenético que tenga la
mayor probabilidad de explicar los datos
observados utilizando como criterio un
modelo de cambio.

Método Filogenético Bayesiano.
Aproximacion estadistica utilizada para la
inferencia de filogenias, en donde a partir de
observaciones se calcula la probabilidad de
que una hipotesis sea verdadera o modificar
las probabilidades calculadas previamente.

Método de Superposicion
Procrustes. Una superposicion de la
forma que minimiza las distancias entre el
arreglo de las configuraciones, eliminando el
$esgo por posicion, rotacién y tamafio.

Mismatch. De idioma Inglés. Es una
contabilizacion del nimero de diferencias en
sitios especificos entre las secuencias de
ADN especifica de dos individuos en una
muestra o poblacion.

Mutacidn. Alteraci6n o cambio en la
informacion genética (genotipo) de un
organismo. Puede o no producir un cambio
en las caracteristicas del fenotipo;
regularmente se puede presentar al azar, se
puede transmitr o heredar a la
descendencia.

Morfometria Geométrica. Conjunto de
métodos Utiles para el analisis multifactorial,
con el fin de evaluar la forma, a partir de
coordenadas en un plano cartesiano.

N

nh. Numero de haplotipos encontrados

Nomenclatura. En taxonomia es el
procedimiento para asignar los nombres
cientificos a los organismos de acuerdo con
los codigos pertinentes.

Nucledtido. Unidades organicas
monoméricas de ADN o ARN conformados
por una base nitrogenada (purina o
pirimidina), un grupo fosfato y un azlcar.

P

Panmixia. Es el sistema de apareamiento
que se realiza al azar, es decir no existe una
estructura de grupos o restriccion de
apareamiento en la poblacién, todos los
individuos son parejas potenciales de
recombinacion.

PCR. (Polymerase Chain Reaction, por sus
siglas en Inglés) Reaccion en Cadena de la
Polimerasa. Técnica aplicada en biologia
molecular, cuyo objetivo es obtener un gran
namero de copias de un fragmento de ADN
en particular. A partir de un fragmento
original o molde.

Poblacion. Conjunto local de individuos
que pertenece a una misma especie, que
tienen la posibilidad de reproducirse entre si,
en un tiempo y espacio dado.

Polimorfismo. Hace referencia a la
existencia de mudltiples alelos de un gen o
locus en una poblacién, es decir variacion en
la secuencia de un lugar determinado de
ADN entre los individuos de una poblacién.
También puede ser referido a multiples
expresiones morfolégicas.

Potencial genético. Se puede deducir
como el limite de rasgos adaptativos, y no
adaptativos (en su momento) contenidos en
un genotipo.



R

Radiacién adaptativa. Proceso que se
desarrolla en un determinado nimero de
especies para ocupar una determinada
cantidad de nichos ecolégicos, cuyos
procesos para realizarlo pueden ser la
mutacion, deriva génica y seleccién natural.

S

SSD. Idioma Inglés (sum of square
deviations). Suma de desviaciones
cuadradas entre dos distribuciones de

frecuencias.

Subespecie. Nivel taxonémico inferior al
de especies, y que se componen de
individuos que, ademas de los caracteres
propios de la misma, tienen en comun otros
caracteres morfolégicos por los cuales se
asemejan entre si y se distinguen de los de
las demas subespecies.

T

Taxonomia. Rama o disciplina de la
Biologia que se encarga de ordenar y
clasificar a los organismos.

U

Unidad Taxondomica Operacional.
(OTU, “Operational Taxonomic Unit”, por sus
siglas en inglés), definida como aquellos
individuos o poblaciones que son el objeto
del estudio y pueden ser representados en
un dendograma.

Vv

Vicarianza. Proceso de fragmentacion de
la distribucion de las especies ancestrales,
por el surgimiento de barreras geoldgicas o
de otro tipo, luego de lo cual las especies
pueden evolucionar separadamente.

Xi

@st. indice analogo al Fg, que mide asi
mismo la  diferenciacion entre las
poblaciones, tomando en cuenta la
diversidad nucleotidica y no la diversidad
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RESUMEN

En México, se distribuyen tres especies reconocidas del género Spondylus (Bivalvia:
Spondyldae): Spondylus calcifer, S. princeps y S. leucacanthus; sin embargo las
variaciones morfolégicas intra e inter-especificas y el traslape de caracteres empleados
para su identificacion, adn generan dudas respecto a la robustez del nUmero de especies
existentes. El género Spondylus ha jugado un papel econdmico, politico y cultural
importante en comunidades costeras del Pacifico Oriental Tropical, particularmente S.
calcifer cuyo muasculo ha sido altamente valorado. Actualmente, debido a la disminucion
del tamafio poblacional, esta especie se encuentra enlistada bajo la categoria de
Proteccion Especial (NOM-059) en México. El objetivo del presente trabajo fue estimar el
grado de diferenciacion morfométrica y genética de las especies del género Spondylus
distribuidas en el Golfo de California y Pacifico mexicano con la intencion de realizar su
revision taxonémica y variacion intra-especifica. Se revisaron 286 valvas izquierdas y 383
muestras de tejido muscular para las tres especies. Se realizaron analisis de morfometria
geométrica basados en las configuraciones de la valva y charnela y analisis moleculares
basados en secuencias de la Subunidad | del gen Citocromo Oxidasa (COI) del ADNmt,
para revisar las variaciones inter e intra-especificas. Los analisis morfométricos basados
en variables candnicas soportaron estadisticamente la existencia de tres morfotipos, en
donde la VC1 (79.8%) discrimind a S. calcifer del resto (A wilks=0.01, P<0.001), y la VC2
(20.2%) separ6 el morfotipo S. princeps de S. leucacanthus (A Wilks=0.1, P<0.001). Por
su parte, los datos genéticos soportaron también la existencia de tres entidades
taxondmicas asociadas a las tres especies reconocidas, ya que los niveles de divergencia
intra-especifico (entre el 0.1% y 0.4%) presentaron ordenes de magnitudes muy por
debajo de las divergencias encontradas entre especies (del 3.7% al 16.9%). Estos valores
de diferenciacion inter-especifica son congruentes con los reportados para otras especies
del mismo género. Un analisis de diferenciacion poblacional realizado en S calcifer y S.
princeps no detectd una estructura genética clara en ninguna de las dos especies (Pst =
0.00621, P = 0.139, para S. calcifer, y ®st=0.027, P= 0.041 para S. princeps); sin
embargo, estudios con marcadores moleculares mas polimérficos podrian arrojar mayor
informacion sobre esta estructura. Se reconoce la existencia taxon6mica y validez
nomenclatural de las tres especies del género Spondylus presentes en el Pacifico

mexicano y Golfo de California.

Palabras clave: Spondylus, ADNmt, COI, morfometria geométrica, taxonomia, filogenia,

método Bayesiano.



ABSTRACT

In Mexico, three recognized species of the genus Spondylus (Bivalvia: Spondyldae)
Spondylus calcifer, S. princeps, and S. leucacanthus are distributed, however, the
morphological variations at intra- and inter-specific levels and the overlapping of
characters used for identification still raise doubts about the robustness of the number of
the existing species. The genus Spondylus has played an important economic, political,
and cultural role in tropical Pacific coastal communities, particularly S. calcifer, whose
abductor muscle is highly valued. Currently, due to the decrease in population size, this
species is now listed under the category of Special Protection (NOM-059) in Mexico. The
aim of this study was to estimate the degree of morphometric and genetic differentiation of
the species in genus Spondylus, distributed in the Gulf of California and the Mexican
Pacific to review its taxonomic status and intra-specific variation. A total of 286 left valves
and 383 samples of muscle tissue of the three species were analyzed. Geometric
morphometrics analyses based on the configurations of the valve and hinge were made,
and molecular analyses of the mtDNA COI gene sequences were performed to review
morphometric and genetic variations within and between-groups respectively. The
canonical variable analysis from morphometric data, statistically supported three
morphotypes, where CV1 (79.8%) discriminated S. calcifer against the rests of the species
(A Wilks = 0.01, P <0.001) and CV2 (20.2%) separated the morphotype S. princeps from
S. leucacanthus (Wilks A = 0.1, P <0.001). Moreover, genetic data also supported the
existence of three taxa associated with the three recognized species, since the levels of
intra-specific divergence (between 0.1% and 0.4%) presented orders of magnitude well
below the differences found among species (from 3.7% to 16.9%). These values of inter-
specific differentiation are consistent with those reported for other species of the same
genus. An analysis of population differentiation performed in S. calcifer and S. princeps
(for samples having different localities) did not detect any genetic structure for neither of
the species (Pst = 0.00621, P = 0.139 for S. calcifer, and ®st = 0.027, P = 0.041 for S.
princeps); nevertheless, molecular studies with more polymorphic markers could bring
more information on this structure. The taxonomic and nomenclatural validity of the three
species of the genus Spondylus present in the Mexican Pacific and Gulf of California are

recognized.

Keywords: Spondylus, mtDNA, COI, geometric morphometrics, taxonomy, phylogeny,

Bayesian method.



.  INTRODUCCION

0s moluscos, integrantes de la clase Bivalvia Linaeus, 1758, son conocidos
L por poseer una concha integrada por dos valvas calcareas unidas por una
bisagra (denominada charnela) en la parte dorsal; que son conectadas por un
ligamento elastico parcialmente calcificado y uno o dos musculos abductores
encargados del sistema de cierre-apertura de las valvas (Keen, 1971; Giribet y
Wheeler, 2002).

Dentro de la clase de los bivalvos se encuentra la subclase Pteriomorphia, la cual
integra individuos que se caracterizan principalmente por tener conchas de
formas muy variadas, por ser principalmente sedentarios, con margenes del manto
de forma libre y que pueden llegar a presentar fijacibn o cementacién (Keen,
1971). Algunas de las familias ubicadas dentro de esta subclase tienen gran
importancia econémica como las familias Ostreidae (ostras), Pectinidae (almejas),

Mytilidae (mejillones), Pinnidae (Callos de hacha) y Spondylidae (escarlopas).

La familia Spondylidae (Gray, 1826), se encuentra representada por un solo
género, Spondylus (Linnaeus, 1758) que integra individuos conocidos
comunmente como “escarlopas” u “ostras espinosas” y comprende cerca de 76
especies alrededor del mundo (Lamprell, 2006). La familia Spondylidae presenta
una concha de tamafio mediano a grande, fuertemente esculpida con costillas
radiales y espinas, auriculas pequefias y sin muesca bisal (extensiones de la
bisagra en forma de ala, caracteristico de la superfamilia Pectinacea) (Figura 1)
(Coan y Valentich-Scott, 2012). La concha se adhiere al sustrato cerca del umbo
de la valva derecha la cual es convexa. Los organismos poseen una concha con
una cicatriz grande asociada al muasculo aductor. Son monomiarios (un solo
musculo aductor), presentan una gran area cardinal de la bisagra en la valva
derecha, bisagras con dos grandes dientes en cada valva, un ligamento profundo
en ranura triangular y en adultos muestran dos crestas crurales adyacentes al
ligamento (Keen, 1971). Los espondilidos se han relacionado con los pectinidos
por compartir la caracteristica de ojos complejos alrededor del manto y un sistema

nervioso relativamente desarrollado (Mackensen et al., 2011).
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Los bivalvos son organismos que han invadido una gran variedad de ambientes
marinos. Su habilidad para dispersarse ha tenido consecuencias ecoldgicas y
evolutivas, favoreciendo “la divergencia simultdnea de numerosas lineas con
ancestria comun, a la formacion de grupos con caracteristicas a otras zonas
adaptativas diferentes” (Simpson, 1953). Como resultado de su potencial genético
y adaptativo, ha surgido una alta variabilidad de expresiones morfoldgicas
relacionadas con su amplio rango de distribucién y con eventos de convergencias
y divergencias evolutivas. Esa amplia diversidad fenotipica existente, asociada a la
incertidumbre de los procesos causales, ha dificultado la determinacion
taxonomica y el soporte de las propuestas filogenéticas en el grupo (Johnson et
al., 2001).

Figura 1. Valva izquierda de Spondylus representada con sus caracteristicas estructurales, Aa
Auricula anterior, Ap Auricula posterior, U Umbo, Mb Muesca bisal (sin muesca bisal para
Spondylus), E1 Espina primarias, E2 Espinas secundarias, E3 Espinas terciarias, LC Ligamento de
la Charnela, Me Margen exterior, Mi Margen interior, Cma Cicatriz musculo aductor.



Los integrantes del grupo de los Bivalvos han sido reclasificados en varias
ocasiones en casi todos los niveles (i.e., género, subgénero, especie, subespecie
e incluso variedades), lo cual ha derivado en confusiones filogenéticas vy
problemas nomenclaturales (Therriault et al., 2004; Coan y Valentich-Scott, 2008).

La taxonomia de los bivalvos marinos debe ser revisada debido a que se piensa
que pueden existir varias especies aun no descritas y que los criterios empleados
para la definicién e identificacion de especies son imprecisos. Por tal motivo, se
requiere realizar una revisibn mas profunda empleando procedimientos
metodoldgicos alternos a los actualmente utilizados que permitan un mejor soporte

de las propuestas taxondémicas y filogenéticas.

En particular, las especies del género Spondylus distribuidas en la provincia
Panamica han presentado controversias taxonomias. Especificamente, para el
Noroeste de México durante algun tiempo se reconocid la existencia de dos
especies (Keen, 1971), pero posteriormente fue sugerida por Skoglund y Mulliner
(1996) una especie mas. Considerando el area que comprende las islas
Revillagigedo, recientemente la riqueza especifica se incrementé a cuatro si se
toma en cuenta el trabajo de Coan y Valentich-Scott (2012), en donde se propone
como una cuarta especie a S. gloriosus. Estos esfuerzos requieren del soporte de
estrategias alternas a las revisiones morfolégicas tradicionales, tales como el
empleo de técnicas que permitan cuantificar las diferencias morfologicas de la
concha y que aporten datos sobre los niveles de divergencia genética entre las

especies; las cuales aun no han sido implementadas.

El presente trabajo se enfoca especificamente al estudio del género Spondylus
distribuido en el Pacifico mexicano, incluyendo el Golfo de California, con la
intencion de evaluar las variaciones morfométricas, y genéticas y la de aportar
argumentos solidos para definir su situacion taxonomica. En este estudio se
emplean marcadores moleculares basados en secuencias de ADN mitocondrial y

variables morfométricas basadas en la forma de la concha.

Debido a que la variacién en la forma es un fenémeno multivariado y la morfologia

de los individuos es multidimensional, la morfometria geométrica ha permitido
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medir la variacion en la forma y por tal razon ha permitido ser aplicada a la

resolucién de problemas taxonémicos (Zelditch et al., 2004).

La técnica de morfometria geométrica consiste en la deteccién y registro de
marcas corporales homologas (i. e. hitos, cotas corporales, Landmarks)
empleando coordenadas (X, Y) que permiten representar de manera numeérica la
forma del cuerpo (configuracion). Estas aproximaciones permiten cuantificar las
diferencias entre entidades taxondmicas con base en la intensidad y direccién del
cambio de forma. También permiten observar de manera grafica las diferencias a
partir de una gradilla (Bookstein, 1989), la cual representa la deformacion entre las
configuraciones y es basada en interpolaciones de los cambios de forma entre las
marcas. La aplicacibn mas comun en trabajos taxondmicos ha sido para
discriminar grupos y cuantificar las diferencias entre éstos (i.e. Rohlf, 1998; Adams
et al., 2004, Zelditch et al., 2004).

La taxonomia basada en analisis moleculares ha sido ampliamente utilizada para
la determinacion e identificacion de especies, haciendo que el término de
“Taxonomia molecular” sea cada vez mas frecuente. En particular, el ADN
mitocondrial (ADNmt) ha permitido aportar nueva informacion sobre la historia de
las especies y sobre procesos evolutivos (Matsumoto, 2003; Lee, 2004; Vogler y
Monaghan, 2006). Su naturaleza no recombinante permite reconstruir la
taxonomia e historia filogenética de las especies o0 poblaciones (Shaklee y
Bentzen, 1998; Diaz-Ferguson et al., 2010; Alejandrino et al., 2011; Matsumoto,
2003).

La taxonomia molecular se sustenta sobre la idea de que las divergencias de las
secuencias de ADNmt son mucho mas grande entre especies que al interior de
cada especie, lo cual resulta en genealogias que generalmente capturan las
discontinuidades biologicas reconocidas por los taxdbnomos como especies
(Hebert et al., 2004).

El estudio del ADNmt muestra una perspectiva evolutiva en estudios de genética
de poblaciones vy filogeografia, por lo que al estudiar una variedad de poblaciones

de una misma especie, se pueden generar arboles filogeograficos, que permiten
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inferir patrones de demografia historica y de flujo genético entre un taxon en
particular (Avise et al., 1987; Palumbi, 1994).

Los estudios de filogeografia tratan de comprender como los acontecimientos
histéricos han ayudado a dar forma a la dispersion geografica actual de los genes,
poblaciones y especies. Lo anterior debido a que los procesos actuales de flujo de
genes pueden tener poca semejanza con las conexiones historicas entre
poblaciones, pero ambos son relevantes para las distribuciones actuales de las
especies y genes (Avise et al., 1987; Avise, 2000).



[I.  ANTECEDENTES

| género Spondylus presenta una incertidumbre taxonomica respecto al
E namero de especies reconocidas. Actualmente, se ubica dentro de la
familia Spondylidae, aunque desde el tratado sobre paleontologia de invertebrados
realizado por Cox et al., (1969-1971), se han propuesto diversas clasificaciones
basadas en variaciones de un solo caracter (Atkins, 1936-1938; Stasek, 1963;
Taylor et al.,, 1969; Yonge, 1978), lo cual dificulta el consenso sobre el estado
taxonomico del género. Aun a nivel de familia, en Spondylidae existen algunas
discrepancias, ya que su ubicacién taxondémica ha sido poco consistente, de este
modo se le ha ubicado dentro de la superfamilia Ostreoidea (Turgeon et al., 1998),

y recientemente dentro de la superfamilia Pectinoidea (Matsumoto, 2003).

En la costa oeste de América el género Spondylus se distribuye principalmente en
el Pacifico Oriental Tropical (POT), desde el Golfo de California, México, hasta
Ecuador; sin embargo se ha reportado que el género puede colonizar las costas
de Pera (Puerto Lima) como resultado de eventos Nifio, cuando las aguas calidas
imperan en el lugar (Keen, 1971; Sandweiss, 1992; Poutiers, 1995) (Figura 2).
Keen (1971), reconoce que en el Pacifico mexicano se distribuyen dos especies
(Spondylus calcifer y S. princeps) y dos subespecies (S.princeps princeps y
S.princeps unicolor) para esta ultima. Sin embargo, Skoglund y Mulliner (1996)
sugieren que S. princeps unicolor deba ser considerada como una especie distinta
de S. princeps y proponen gue sea denominada S. leucacanthus, reconociéndola

como una especie valida.

Segun Skoglund y Mulliner (1996), las tres especies difieren solo por
caracteristicas geronticas tales como peso y tamafio de la concha, y nimero de
dientes en posicion vertical. Spondylus leucacanthus posee dientes blancos en la
bisagra, una cicatriz profunda en el muasculo aductor, con callo pronunciado,
ausencia de costillas radiales largas y estrechas, frecuentemente espinas largas y
habita zonas mas profundas (~25-90m) que las otras especies. Spondyus princeps

posee dientes de color café en las bisagras de la valva izquierda, una cicatriz en la



base del musculo aductor, sin callo sobre el lado ventral, una banda ancha en el
borde interno, espinas espatuladas cortas (normalmente no blancas), color exterior
purpura o naranja, y se encuentra regularmente a profundidades entre los 3 y 28
m, aunque en ocasiones se puede localizar a mas de 32 m. (Skoglund y Mulliner,
1996). Por ultimo, S. calcifer, es la especie de mayor talla, habita en la zona
intermareal y submareal, tiene los dientes de las bisagras en color café (marrén),
una cicatriz plana en el musculo aductor, y una banda ancha interior. El color
exterior comunmente es pulrpura, haranja 0 una combinacion de ambos. Esto es
usualmente atribuido en mayor proporcién a la valva derecha. Los especimenes
jovenes pueden tener espinas espatuladas cortas lo cual es usualmente extrafio

en ejemplares adultos (Skoglund y Mulliner, 1996).
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Figura 2. Distribucion de las especies de Spondylus para la provincia Panamica: Spondylus calcifer
(morado), Spondylus princeps y Spondylus leucacanthus (naranja). Especies reconocidas por autores
como Skoglund y Mulliner (1996).



A pesar de las caracteristicas puntuales que Skoglund y Mulliner (1996) describen
de cada especie, las diferencias entre éstas a partir de tales criterios no son
claras. Spondylus princeps y S. calcifer son dificiles de distinguir, sobre todo en
etapas juveniles, ya que son similares en color y tienen espinas bastantes
conspicuas (Holguin-Quifionez y Gonzéalez-Pedraza, 1994; Skoglund y Mulliner,
1996; Cudney-Bueno, 2007). Villalejo-Fuerte y Mufieton-Gomez (2002) sostienen
que ambas especies pueden distinguirse por el tamafio y coloracion del rifién.
Segun sus observaciones, en S. princeps y S. leucacanthus el rifién es de color
negro y mas grande que el de S. calcifer cuya coloracion es café claro.

Recientemente, Coan y Valentich (2012) proponen cambios nomenclaturales a las
especies reconocidas por Skoglund y Mulliner (1996) y reconocen una cuarta
especie adicional para el POT (S. gloriosus Dall, Bartsch y Rehder, 1938)
distribuida en las Islas Revillagigedo. Segun estos autores éstas cuatro especies
pueden ser identificadas a partir de crenulaciones ubicadas en los margenes

interiores de las conchas.

La alta similitud morfolégica en las especies del género Spondylus permite
plantear la duda si las diferencias podrian reflejar variantes intra-especificas o la
existencia de caracteres diagnésticos de cada especie. Existen varios ejemplos en
la literatura (Stanley, 1970; Anderson y Roopnarine, 2005; Alejandrino et al., 2011)
gue indican que en bivalvos la morfologia de la concha se encuentra influenciada
por efectos ambientales y genéticos, y en algunos estudios realizados en otros
moluscos como gaster6podos, sefialan que un mismo genotipo puede dar lugar a
una gran diversidad de formas y colores como resultados de un alto polimorfismo
en donde el genotipo se expresa de formas distintas a distintos ambientes (Gould
et al., 1974; Woodruff y Gould, 1980, Lam y Calow, 1988; Sanchez et al., 2011).

En general, las especies del género Spondylus, y en patrticular las del POT, han
sido poco estudiadas, principalmente respecto a su taxonomia y aun previo al
presente estudio, ningan analisis taxonémico basado en datos genéticos o en la
cuantificacion de las diferencias en la forma de la concha habia sido realizado. Los

trabajos existentes contemplan principalmente descripciones anatoémicas y
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morfolégicas (Yonge, 1973; Dakin, 1928a, b, Mufetén-Goémez et al., 2001;
Villalejo-Fuerte y Muiieton-Gémez, 2002; Villalejo-Fuerte et al., 2005).

Tomando en cuenta lo anterior, se requiere de una propuesta mas solida para
adoptar una postura clara del estado taxondmico de este género. La utilizacion de
meétodos alternos a los empleados a la fecha, tales como los basados en medidas
detalladas y objetivas de la morfologia y en datos genéticos resultan de gran
utilidad (Zelditch et al., 2004; Lee, 2004). Las técnicas morfométricas permiten
cuantificar las diferencias existentes en la forma del cuerpo, lo cual resulta
importante debido a que muchos procesos biologicos tales como enfermedades,
desarrollo ontogenético, adaptacion a factores geograficos locales, o divergencias
debido a procesos evolutivos producen cambios en la forma de los individuos
(Zelditch et al., 2004).

Particularmente, la aplicacion de técnicas de morfometria geométrica ha permitido
reconocer variaciones morfolégicas dificiles de detectar mediante otras
aproximaciones (Marquez et al.,, 2010). Estas técnicas también han permitido
visualizar graficamente los cambios en la forma ocurridos entre especies y entre
poblaciones (Marquez et al., 2010; Pereira y Silva, 2011; Vergara-Solana, 2012).
Por otra parte, el empleo de datos genéticos resulta primordial para determinar los
niveles de divergencia y de relaciones filogenéticas. Por tal motivo, el uso de
secuencias de ADN, principalmente ADN mitocondrial, correspondientes a genes
tales como el 16SrRNA vy la sub-unidad | del Citocromo Oxidasa (COIl), ha sido
ampliamente utilizados en estudios taxonomicos y de sistemética (Matsumoto,
2003; Campbell et al., 2005; Chen et al., 2009).

El ADN mitocondrial (ADNmt) se ha utilizado ampliamente en estudios
filogenéticos (Matsumoto, 2003, Chen et al.,, 2009) y poblacionales (Garcia-
Rodriguez y Pérez-Enriquez, 2006; Medina-Espinoza, 2010). Sus ventajas para
fines taxondmicos y filogenéticos resultan de la presencia de una tasa de
sustitucién nucleotidica de 5 a 10 veces mayor que la del genoma nuclear y a la
presencia de una herencia matrilineal. Su arreglo espacial y su tamafio mantienen

genes con un alto grado de conservacion entre especies de distintos niveles
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taxondémicos, lo cual facilita la resolucion de diferencias entre individuos de
especies cercanamente emparentadas (Brown, 1985; Moritz et al., 1987; Saccone
et al., 1999). Algunas regiones del ADNmt son variables (COI, D-loop), lo cual ha
permitido su uso en estudios poblacionales (Shearer et al., 2002; Arnaud et al.,
2003; Pfeiler et al., 2005).

Debido a que la mayoria de los estudios producidos en México sobre el género
Spondylus (Baqueiro et al., 1982; Holguin-Quifionez y Gonzalez-Pedraza, 1994;
Villalejo-Fuerte y Garcia-Dominguez, 1998; Cudney-Bueno, 2000; Mufieton-
GOmez et al., 2001; Villalejo-Fuerte y Mufieton-Gomez, 2002; Villalejo-Fuerte et
al.,, 2002, 2005; SEMARNAT, 2005; Cudney-Bueno, 2007; Cudney-Bueno y
Rowell, 2008) consideran el trabajo de Skoglund y Mulliner (1996) y reconocen
tres especies, en el presente estudio la asignacion a priori de las entidades se
basa en esta postura, la cual no necesariamente debera ser compartida en el

planteamiento de la hipétesis.
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. JUSTIFICACION

E | presente estudio aportara informacion que permitira estimar los niveles de
divergencia genética y variabilidad morfométrica de los individuos
integrantes del género Spondylus distribuidos en el Pacifico mexicano. Su

realizacion se sustenta en lo siguiente:

La situacion taxondémica de los integrantes del género Spondylus no es clara. Las
propuestas existentes reconocen por una parte la presencia de dos especies, una
de las cuales se encuentra integrada por dos subespecies. Alternativamente,
otros autores aceptan la existencia de tres a cuatro entidades en el rango de
especie, para las cuales incluso, aplican una nomenclatura diferencial. Este
desacuerdo tiene como causa el empleo de caracteres diagndsticos poco
consistentes, que en ocasiones permiten discriminar grupos con facilidad, pero en
otras, generan confusiones y dudas debido a la dificultad de ubicar individuos en

algun determinado grupo taxonoémico.

Los organismos integrantes del género Spondylus han sido de gran interés
econdémico, por lo que las decisiones aplicadas para su manejo y conservacion
deben tener una consideracion clara del conocimiento bioldgico y taxonémico del
recurso. En el noroeste de México, las especies del género Spondylus y en
particular S. calcifer son reportadas como sobre-explotadas (Baqueiro et al.,
1982), consideracion por la cual esta especie, fue designada en la categoria de
proteccion especial en la Norma Oficial Mexicana NOM-059. Si los resultados
obtenidos de una revision mas profunda sobre la sistematica de este género
soportan a Spondylus calcifer como entidad con validez taxondmica, las
decisiones de proteccion como una unidad de manejo pueden ser justificadas. Sin
embargo si las evaluaciones taxonomica sustentadas en métodos alternos
sugieren un arreglo taxonémico que involucre una relacion filogenética mayor
entre Spondylus calcifer con otra entidad reconocida ahora como especie distinta,

un planteamiento diferente de administracion del recurso deberia ser considerado.
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Tomando en cuenta lo anterior, llama la atencidon que a la fecha no exista un
respaldo sdlido sobre aspectos basicos de la biologia de las especies que integran
el género, como es la validacion de las entidades taxondémicas. Una vez clarificada
con mayor rigor ésta, sera conveniente para fines de manejo, conocer de manera
particular otros aspectos basicos de cada entidad reconocida, como los niveles de
abundancia y los niveles de variabilidad genética. En el presente estudio ademas
de considerar la variabilidad inter-especifica como referencia al planteamiento
taxonomico, también se aportara informacion sobre la variabilidad intra-especifica
como una aproximacion para inferir la estructura poblacional en dos de las tres

entidades revisadas.
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IV. DISENO DE HIPOTESIS

Planteamiento de premisas:

e La propuesta planteada por (i.e. Keen, 1971) reconocen que el género

Spondylus esta integrado por dos especies para la provincia Panamica (S.
calcifer y S. princeps); una de las cuales integrada por dos sub-especies (S.

princeps princeps, y S. princeps unicolor).

Las revisiones realizadas por Skoglund y Mulliner (1996), sobre la taxonomia
de Spondylus, provenientes de individuos del Noroeste de México, sugiere la
existencia de tres especies. Sin embargo, los criterios morfolégicos sobre los
cuales se sustentan no son claros. Existen varios ejemplos en moluscos en
donde las expresiones fenotipicas se han asociado en mucho mayor grado a
presiones ambientales que al producto de divergencias evolutivas asociadas a

sus relaciones filogenéticas.

Planteamiento de hipétesis

En la region del Pacifico Mexicano y Golfo de California existen solamente dos

especies (S. calcifer y S. princeps)
La especie reconocida por Skoglund y Mulliner (1996) como Spondylus

leucacanthus es una variante morfolégica dentro de la especie Spondylus

princeps.

15



V. OBJETIVOS

General

Aportar informacion sobre la integridad taxonomica de las especies del género

Spondylus distribuidas en localidades del Pacifico mexicano y Golfo de California

estimando el grado de diferenciacion genética y morfométrica.

Particulares

Determinar el grado de divergencia genética de las especies del género
Spondylus distribuidas en el noroeste de México, y comparar dichos
porcentajes con los de especies taxondmicamente establecidas en

Spondylus del indopacifico.

Determinar el grado de divergencia morfométrica de las especies del
género Spondylus, distribuidas en el noroeste de México, a partir de la

configuracion del contorno de la concha.

Evaluar el grado de diferenciacion genética y morfométrica a nivel intra-

especifico entre los sitios de recolecta.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Recolecta de muestras e identificaciéon morfoldgica

Se obtuvieron muestras de individuos de 11 localidades mexicanas. Todos los
individuos fueron identificados tomando en cuenta los trabajos de Keen (1971) y
Skoglund y Mulliner (1996) y se analizaron los caracteres diagnosticos utilizados
en la identificacion taxondémica de la manera tradicional de las especies de
Spondylus (Tabla I). Estos fueron la coloracion externa e interna de la valva, la
coloracion de dientes, la disposicion y tipo de espinas y de la charnela, entre otros.
A partir de esta revision se obtuvieron tres grupos los cuales fueron tratados como
especies putativas a partir de las cuales se realizaron las evaluaciones posteriores
empleando los datos genéticos y morfométricos con caracteres diagndsticos

distintos: S. calcifer, S. princeps y S. leucacanthus.

Las muestras de S. calcifer provinieron de nueve sitios, dos en el Pacifico
mexicano (Guerrero y Oaxaca) y siete en el Golfo de California (Las Cruces, Agua
Verde, Santa Rosalia, Bahia de los Angeles, Isla Angel de la Guarda (norte), La
Cholla, Isla Tiburén). En La Cholla, Isla Angel de la Guarda e Isla Tiburon, no fue
posible obtener organismos completos, solo muestras de tejido; por tal motivo la
informacion proveniente de estas localidades solo fue utilizada en los analisis
genéticos. De la especie S. princeps se recolectaron muestras de cinco
localidades, una ubicada en la costa Oeste de la Peninsula de Baja California
(Laguna Ojo de Liebre) y el resto dentro del Golfo de California (Agua Verde, Isla
Danzante, Santa Rosalia y Bahia de los Angeles). De Bahia de los Angeles solo
fue posible obtener muestras de tejido muscular; de las demas localidades, se
obtuvieron los organismos completos. Para la especie S. leucacanthus se
recolectaron 39 muestras en dos localidades del Golfo de California (Santa
Rosalia e Isla Danzante). Se obtuvo un total de 286 valvas y 383 tejidos de las tres
especies. Las muestras de tejido fueron debidamente etiquetadas, preservadas en

alcohol al 96% y almacenadas a -20°C hasta su posterior analisis. La Tabla 1l y
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Figura 3 muestran las localidades y el tamafio de muestra de cada especie

utilizado en cada andlisis.

Tabla 1. Comparacion de la informacion requerida para la identificacion de Spondylus calcifer,
Spondulys princeps y Spondylus leucacanthus (tomado de Skoglund y Mulliner, 1996).

Caracter

Caracteristicas externas

Color

Espinas

Costillas radiales
Area de fijacién de la
valva derecha
Caracteristicas internas
Dientes de la charnela en
la valva Izquierda
Dientes de la charnela en
la valva derecha
Cicatriz del musculo
aductor en la valva

derecha

Banda interna

Crenulaciones del margen

Habitat

Spondylus
leucacanthus

De blanco a naranja,
Rojo Coral

Largas, rectas,
estrechas

Apenas aparentes

Vida libre o sobre
mantos de conchas
muertas o rocas

Delicados, angostos,
blancos, gruesos en
especimenes adultos

Delicados, anchos y
blancos

Profunda con callo

Estrecha, usualmente
presente cerca de la
charnela,
ocasionalmente en
todo margen

Mas pronunciado,
menos que en S.
princeps

Arena, 18 a90 m

18

Spondylus
princeps

Rosa arena, parpura
con espinas
naranjas

Medianas y
espatuladas
Pronunciadas
Adheridas a rocas

sobre una pequeiia
area

Delicados, anchos,
cafés

Delicados, angostos
y blancos

superficial

A lo largo de todo el
ancho del margen

Mas fino, mas

espaciado que en S.

leucacanthus

Roca,3a28 m

Spondylus
calcifer

Parpura/naranja,
parpura,
naranja/amarillo,
naranja.

Cortas, espatuladas o
ausentes en adultos

Gruesas

La mayor parte de la
valva adherida a rocas

Gruesos, de color café

grandes y blancos

superficial a profundo

A lo largo de todo el
ancho del margen

Mas fuerte, extendido
adicionalmente hacia la
concha

Roca, intermareal hasta
los 18m




Tabla 2. Localidades de muestreo y niumero de organismos utilizados por especie para el analisis
genético (tejidos) y morfométrico (valvas). Sc= Spondylus calcifer; Sp= Spondylus princeps; Sl=
Spondylus leucacanthus.

Localidad Abreviatura Coorde,n.adas Genética Morfometria
geogréficas
Sc Sp Si Sc Sp SI
Laguna Ojo de Liebre LOL 27°14.8 N 39 39
114°10.0° O
Las Cruces LC 24° 148 N 18 18
110°8.9° O
Agua Verde AV 25°31.2’ N 37 30 39 27
111°4.0° 0O
Isla Danzante ID 25°48.6" N 10 26 10 26
111°15.2° O
Santa Rosalia SR 27°21.4 N 30 28 35 28 4
112°16.2° O
Bahia de los Angeles BA 28°49.9°N 49 12 46
113°16.1° O
Isla Angel de la Guarda AN 29°33.1°'N 32
113°34.00 O
La Cholla LCH 31°206°N 32
113°38.6" O
Isla Tiburén IT 28°44.0 N 29
112°17.5° O
Guerrero (Pacifico) GUE 16° 49.0' N 5 8
99°54.2" O
Oaxaca (Pacifico) OAX 15°39.5" N 6 6
96°29.7 O
TOTALES 238 119 26 152 104 30

El trabajo de laboratorio fue realizado en las instalaciones de la seccién de

genética y morfometria de la Coleccion Ictiologica (Cl) del CICIMAR-IPN.

(http://coleccion.cicimar.ipn.mx).
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Figura 3. Sitios de muestreo de Spondylus en el noroeste de México: 1) Laguna Ojo de Liebre,
B.C.S.; 2) Las Cruces, B.C.S.; 3) Agua Verde, B.C.S.; 4) Isla Danzante, B.C.S.; 5) Santa Rosalia,
B.C.S.; 6) Bahia de los Angeles, B.C.; 7) Isla Angel de la Guarda, B.C.; 8) La Cholla, Son.; 9) Isla
Tiburén, Son.; 10) Acapulco, Gro., y 11) Puerto Angel, Oax.

Obtencién de datos genéticos

i. Extracciéon de ADN

De cada individuo se emplearon aproximadamente 200 pg de tejido y se realizo la
extraccion del ADN total empleando dos paquetes comerciales: QIAGEN® “Spin-
Column Protocol” (Animal Tissues) y DNAzol® Reagent (Invitrogen). Para el
primero se siguid la metodologia sugerida por el fabricante y para el segundo se

realizaron modificaciones al protocolo original, tal como se describe en el Anexo I.
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Se verifico la calidad de la extraccion mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1% corriendo a 100V durante aproximadamente una hora. Posteriormente los
fragmentos amplificados se visualizaron por fluorescencia de acidos nucleicos
utilizando el reactivo GelGreen™ y un transiluminador UV Labnet International,

Inc.

ii. Disefio de iniciadores

En el presente estudio se aislaron y caracterizaron secuencias parciales del gen
de la Sub-unidad I del Citocromo Oxidasa (COI) debido a que es posible observar
niveles o6ptimos de variabilidad para desarrollar trabajos poblacionales
(conclusiones acerca de procesos de adaptacidén) y taxondmicos en organismos

marinos (De Oliveira-Ribeiro, 2012).

Debido a que no se contaban con iniciadores especificos para la amplificacion del
COl en estas especies, se disefiaron iniciadores utilizando como base secuencias
conocidas de este gen procedentes de otras especies del mismo género. Primero,
se realizé una busqueda en la plataforma del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) a través de su base de datos publica GenBank®:
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). De todas las secuencias existentes
correspondientes al gen COI de la familia Spondylidae, se cre6 una base de datos
con cinco secuencias de las especies Spondylus nicobaricus (No. Acceso
AB033685), S. sinensis (No. Acceso AB033683), S. varius (No. Acceso
ABO076909), S. squamosus (No. Acceso AB033684) y S. gaederopus (No. Acceso
JF496776). Posteriormente, se realizé un acoplamiento empleando el algoritmo
Clustal W implementado en el programa MEGA Ver. 5.05® (Tamura et al., 2011)
con la finalidad de detectar la especie con menor cantidad de sitios variables. Se
selecciond a S. nicobaricus, y con base en esta secuencia se disefio un par de
iniciadores (en sentido y anti-sentido) que fueron denominados SnicCOI-F (5°-
GTTTGGCTTCTTCCAGCAG-3") y SnicCOI-R (5-CCAGTTACTCCGCCAACTGT-
3"). Para incrementar la posibilidad de éxito en las amplificaciones, se disefi6 otro

par de iniciadores utilizando todas las secuencias en conjunto. La idea fue
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considerar la existencia de sitios variables para disefiar iniciadores degenerados
(SponCOil-F, 5TTYAGDTTYTGRCTWYTKCCRGCRG-3’ y SponCOI-R
5 CCMGTDAYYCCBCCWAYYGTRAAYT-3"). Una vez obtenidos estos dos pares
de iniciadores se procedié a la estandarizacion del protocolo a través de varios
ensayos combinando los iniciadores diseflados. Los mejores productos
amplificados mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés), fueron secuenciados y a partir de las secuencias obtenidas se
disefiaron iniciadores especificos con la intencidn de tener una mayor probabilidad
de éxito en las amplificaciones futuras. De esta manera se disefiaron los
iniciadores nombrados como SpriCOI-F (5"-TCGGGGTTTATTGAAGATGG) vy
SpriCOI-R (5"-CCAAACAAAGTCGCAATTCA) para amplificar las secuencias de S.
princeps, y los iniciadores ScalCOI-F (5-GGTGGCTGTGTCAGGGTTTA) vy
ScalCOI-R  (5"-CCACATCCAACCCAACAGTA) para S. calcifer. Las
amplificaciones en S. leucacanthus se realizaron combinando los iniciadores
SpriCOI-F y SponCOI-R.

Para el disefio y la seleccién de los iniciadores se tuvo en cuenta el nimero y
porcentaje de bases (G+C~ 50%), longitud del iniciador (preferentemente de 20
pb), temperatura de alineamiento (entre los 50° y 65°C), diferencia en las
temperatura de acoplamiento de ambos iniciadores (< 2°C) y no

complementariedad entre ellos (Abd-Elsalam, 2003).

iii. Amplificacion y edicion de secuencias

A partir del ADN total extraido se amplificaron secuencias parciales del gen COI
mediante la PCR y los iniciadores correspondientes de cada especie. El volumen
de la reaccion fue de 35ul y fue constituida de la siguiente manera: 1.5ul de ADN
gendmico (~40ng); 3.5ul PCR Buffer Taq (10x); 0.7ul dNTP’s (10mM) (Invitrogen);
2.1ul MgClI (50mM) (Invitrogen), 0.7l iniciador sentido (10mM); 0.7ul iniciador anti-
sentido (10mM); 2.1ul BSA (1%); 23.85ul H,O grado molecular y 1.25 U de Taq
DNA polimerasa (Invitrogen). Se emple6 un termociclador Applied BioSystems™
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utilizando el siguiente protocolo: una desnaturalizacion a 94°C por 4 minutos,
seguido de 35 ciclos integrados por una desnaturalizacion a 94°C durante 1
minuto, un alineamiento a 59°C durante 1 minuto, y una extension a 72°C por 50
segundos. Se realiz6 una extension final a 72°C durante 4 minutos. La calidad de
los productos resultantes fue corroborada en un gel de agarosa al 1%. La
electroforesis en gel fue corrida a 100V por un periodo de 1.5 horas
aproximadamente y los geles fueron tefiidos por fluorescencia  mediante
GelGreen™ vy visualizados utilizando un transiluminador UV Labnet. Los productos
obtenidos de manera exitosa de la PCR fueron purificados y secuenciados

(Macrogen INC, Corea del Sur) en sentido y antisentido.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas mediante el software BLAST: Basic
Local Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), con las secuencias
encontradas en la base de datos de genes del NCBI (GenBank®:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), para verificar si efectivamente las
amplificaciones obtenidas correspondian al mismo fragmento del ADN
mitocondrial. Una vez realizada dicha comprobacion, las secuencias fueron
arregladas y editadas empleando las secuencias obtenidas por los dos iniciadores
para cada individuo. Se verificé la complementariedad de las hebras, y a ojo, se
corrigieron las ambigtedades, obteniendo una secuencia Unica de cada individuo.
Lo anterior fue realizado en el software Sequencher 4.8 y Chromas Pro 1.41.
Posteriormente, todas las secuencias fueron alineadas a partir del algoritmo
Clustal W (= 85%) y limitadas a un mismo tamafio (583 pb) en el software MEGA
5.05® (Tamura et al., 2011).

23


https://www.google.com.mx/search?hl=es&spell=1&q=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/&sa=X&ei=yzOlUIKJE47tqAGP3oD4Ag&ved=0CB4QvwUoAA

Obtencion de datos morfométricos

Los andlisis morfométricos se basaron en la comparacion de la forma de la valva
izquierda de un total de 286 individuos de las tres especies identificadas
morfoldégicamente como S. calcifer (n=152), S. princeps (n=104) y S. leucacanthus
(n=30) (Tabla 1).

Se obtuvieron imagenes fotograficas empleando una camara digital (OLYMPUS
SP-320®, 7.1 megapixeles, pantalla de 115,000 pixeles) con la intencién de
realizar un analisis de morfometria geométrica. Todas las imagenes fueron
cargadas en formato .jpg sobre una computadora personal, se seleccionaron y
digitalizaron cotas o marcas anatémicas naturales (“‘Landmarks” término con el
gue se le conoce en la literatura inglesa) utilizando el software TpsDig (Rohlf,
2004).

Debido a que la morfometria geométrica emplea coordenadas como variables de
forma, es importante considerar un nimero adecuado de marcas con la intencién
de tener una representacion adecuada de la forma (Zelditch et al., 2004). Se
encontraron pocas marcas naturales que cumplieran con el criterio de homologia,
por lo que a partir de éstas se generaron lineas angularmente equidistantes como
referencia para ubicar marcas adicionales (semi-marcas o semi-landmarks) que
pudieran ser comparables en todos los organismos. La estrategia fue la siguiente:
se seleccionaron tres marcas nhaturales ubicadas en el Centro del Ligamento de la
Charnela; (CLCh), Interior Izquierdo de la Charnela (lICh) e Interior Derecho de la
Charnela (IDCh) y a partir de estas marcas se generaron tres referencias con un
origen diferente (CLCh, IICh y IDCh) de las lineas angularmente equidistantes
(Figura 4). Las semimarcas fueron ubicadas en la interseccion de cada linea con
el borde interno de la valva. De esta manera se seleccionaron 49 puntos de
referencia (considerando marcas y semi-marcas; Figura 5), y todas ellas fueron

digitalizadas empleando el software TpsDig® (Rohlf, 2004).
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Figura 4. Ubicacion de marcas
naturales (Imagen izquierda superior),
centro del ligamento de la charnela
representada por el punto en color
verde, (CLCh), interior izquierdo de la
charnela en azul (IICh) y el interior
derecho de la charnela en rojo (IDCh).
Figuras de lado derecho indican las
referencias y el contorno de la forma
representativa de la valva.

Para eliminar los efectos ajenos a la propia variacion de la forma las coordenadas
fueron estandarizadas empleando el método de superposicion de Procrustes, el
cual consiste en rotar, escalar y posicionar una configuracién sobre otra que es
tomada como referencia. La forma promedio es calculada, optimizando el

alineamiento sobre la forma promedio de las configuraciones. La referencia final
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es la que minimiza las distancias medias de las configuraciones, dicho resultado
depende de la distribucion de las formas en la muestra y no de la configuracion
inicial tomada como referencia. Los analisis previamente descritos fueron
realizados en el programa CoordGen6f (IMP) (Sheets, 2004). A partir de estas
coordenadas fueron obtenidas nuevas coordenadas correspondientes a los
valores de las deformaciones parciales, los cuales representan la interpolacion
entre los puntos de referencia, teniendo todos los desplazamientos de todas las
marcas de referencia en relacion con todos las demas utilizadas, siendo variables
gue se extienden por todo el espacio de nuestros datos pero en dos dimensiones.
De esta manera, es posible utilizarlos en pruebas estadisticas convencionales sin
necesidad de ajustar los grados de libertad. Estas nuevas coordenadas, fueron

empleadas para los posteriores analisis multivariados.
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Figura 5. Configuracion de las marcas empleadas para la comparacién morfométrica de la valva
izquierda de las especies de Spondylus.
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Analisis de datos

I Variabilidad inter-especifica

Un total de 383 secuencias de gen Citocromo Oxidasa Subunidad | (COIl) fueron
editadas y alineadas utilizando el algoritmo de Clustal W® (Larkin et al., 2007)
implementado en el programa MEGA 5.05® (Tamura et al., 2011) con la intencién

de encontrar la homologia entre los sitios de las secuencias analizadas de COlI.

El nimero total de haplotipos, sitios polimérficos y composicion nucleotidica fueron
estimados en el software MEGA 5.05® y Dna SP® (Tamura et al., 2011; Librado y
Rosas, 2009). También se estim6 el porcentaje de divergencia intra e inter-
especifica con base en el modelo de Kimura-2 parametros (modelo de sustituciéon
nucleotidica que asigna distinto peso a una transversion de una transicion)
(Kimura, 1980). Se estimaron también los niveles de divergencia con respecto a
otras especies de Spondylus empleando secuencias obtenidas del Genbank®: S.
nicobaricus (No. Acceso AB033685), S. sinensis (No. de acceso AB033683), S.
squamosus (No. Acceso ABO033684), S. varius (No. Acceso AB076909), S.
gaederopus (No. Acceso JF496776) y Eltopera sanguinea (Spondylidae) (No.
Acceso AB033686).

También se realiz6 un arbol empleando el método de Neighboor Joining (vecino
mas cercano), el cual construye un arreglo basado en distancias a partir de la
bdsqueda de secuencias o0 grupos de secuencias similares cuyas distancias sean
las minimas. Las longitudes de las ramas del arbol se encuentran dadas por las
distancias genéticas pareadas mas cortas entre los taxa. Se utilizé el modelo de
sustitucion de Kimura-2 parametros y la robustez de las ramas fué estimada a
partir de 1000 iteraciones. ElI mejor arbol es aquel que minimiza las diferencias
genéticas (Lemey et al., 2009; Tamura et al., 2011). Como grupo externo se utilizé

a S. sinensis.

Para robustecer la aproximacion de las relaciones filogenéticas de las tres
especies, se construyeron arboles empleando el método de Maxima Parsimonia y

método Bayesiano. El primero se basa en encontrar un arbol filogenético que
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explica un conjunto dado de secuencias alineadas, utilizando el menor nimero de
eventos evolutivos. Los eventos evolutivos que se pretenden minimizar son las
mutaciones de nucleotidos. En este contexto, la diferencia entre dos secuencias
alineadas esta dada por el numero de posiciones en el cual ellas difieren (Huson
et al., 2011). El arbol de Maxima Parsimonia fue generado en el programa MEGA
5.05® (Tamura et al.,, 2011). El método Bayesiano se basa sobre la nocidén de
probabilidades posteriores: probabilidades que son estimadas con base en un
modelo de evolucion molecular. El algoritmo busca el mejor arbol que sea
consistente con el modelo de evolucion y con los datos o secuencias alineadas
(Hall, 2005). Previo a la busqueda del arbol mediante el método Bayesiano, se
probé el mejor modelo de sustitucion nucleotidica empleando el programa
JModelTest (Posada, 2008). El mejor modelo fue seleccionado con base en el

criterio de informacion de Akaike (CIA) y criterio de informacién Bayesiano (CIB).

La obtencion de los arboles 6ptimos obtenidos a partir del método Bayesiano se
bas6 en la generacion de distribucion de probabilidades de los arboles
filogenéticos utilizando el enfoque de Cadenas de Markov Monte Carlo (Markov
Chain Monte Carlo), el cual emplea el muestreo de la distribucién posterior de la
probabilidad, utilizando una cadena de construccion adecuada de los resultados
(arboles). Para la busqueda del mejor arbol se utilizaron dos cadenas de
1,000,000 de generaciones, con una frecuencia de muestreo de 100, en el
software Mr. Bayes v. 3.1.2® (Huelsenbeck y Ronquist, 2001). Se elimino el primer
cuarto de los arboles con la intencién de conservar aquellos arboles con los
valores estables de verosimilitud. Se empleé como grupo externo a Crassostrea
gigas (Ostreidae) (No. Acceso ABO033687). En las tres aproximaciones

filogenéticas solo se incluy6 el haplotipo mas frecuente de cada especie.

Para la revision de las variaciones morfolégicas de la concha se realizaron Andalisis
de Variables Canonicas (AVC), el cual permitié estimar el grado de diferenciacion
morfométrica. EI AVC es un método que permite encontrar el conjunto de ejes (o
combinacion lineal de variables) que maximicen la varianza entre dos 0 mas
grupos. En el programa CVAGen6m (Sheets, 2004), se calcularon las

deformaciones parciales a una referencia comun y luego se realizé un Analisis
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Multiple de Varianza (MANOVA) que probd la robustez estadistica de la
diferenciacion entre las formas de las especies, determindndose el niUmero de ejes
(VC) distintos y estadisticamente significativos (P=0.05), se calcularon los pesos
de las variables canodnicas para todos los organismos analizados. Finalmente, se
obtuvieron las distancias de Mahalanobis para asignar todos los especimenes
agrupados al clado de menor distancia afin y a partir de dichas distancias se

construyé una matriz de asignacion correcta.

ii.  Variabilidad intra-especifica

Se realiz6 un estudio de la variabilidad genética para revisar la estructura
poblacional de Spondylus calcifer y Spondylus princeps en recolectas
provenientes dentro y fuera del Golfo de California. La intencion del andlisis, fue
evaluar el grado de diferenciacion (divergencia) dentro de cada especie y estimar
los niveles de variabilidad genética por medio de las diversidades haplotipicas y
nucleotidicas, calculadas en el programa ARLEQUIN 3.5® (Excoffier et al., 1992;
Excoffier y Lischer, 2011; Schneider et al., 2000). Debido a que no fue posible
obtener muestras de S. leucacanthus de distintos sitios, no se realiz6 una

evaluacion poblacional para esta especie.

Se realizé un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA), utilizando informacion
sobre el contenido alélico de los haplotipos, asi como sus frecuencias (Excoffier et
al.,, 1992). La informacién sobre las diferencias en el contenido alélico entre los
haplotipos se introduce como una matriz de distancias cuadraticas euclidianas. La
significancia de los componentes de covarianza asociados con los diferentes
niveles posibles de estructura genética (dentro de los individuos, dentro de las
poblaciones, dentro de los grupos de poblaciones, entre grupos) se prueba
utilizando procedimientos de permutacion no paramétricos (Excoffier et al., 1992).
A partir de este andlisis se calculé el indice de fijacién ®st (analogo al Fst) que
puede ser usado como distancia genética entre poblaciones. El indice de fijacion
de ®st compara el grado de variacion genética entre dos o mas subpoblaciones en

relacion con todas las combinaciones de subpoblaciones posibles. Si el
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apareamiento en la poblacién es al azar (panmixia), la poblacion y subpoblaciones
tendran un valor de ®st igual o cercano a cero, por otra parte si el apareamiento
no es al azar, las poblaciones tendran una mayor variacion genética que respecto
a la poblacion total, por lo que el valor de ®st se incrementara a un valor maximo
de 1, encontrando poblaciones altamente diferenciadas (Hedrick, 2005; Meirmans
y Hedrick, 2011; Wright, 1978).

El indice de ®st se obtiene a partir del coeficiente estimado de la varianza de las
diferencias entre las poblaciones e incorpora informacion del grado de
diferenciacion molecular entre las secuencias, asi como la frecuencia de los
haplotipos en cada poblacién (Excoffier et al., 1992; Michalakis y Excoffier, 1996).
Con la intencion de evaluar el nivel de diferenciaciébn genética entre poblaciones,
se realizaron comparaciones pareadas a partir del dst para evaluar las diferencias
genéticas entre pares de localidades, dicho analisis se realizé pemutando los
haplotipos entre poblaciones 1000 veces utilizando procedimientos de
permutacion no paramétricos establecidos por el programa ARLEQUIN 3.5
(Excoffier y Lischer, 2011). El nivel de significancia fue corregido de acuerdo con
el procedimiento de Bonferroni (Rice, 1989), debido a la realizaciéon de

comparaciones multiples.

Para explorar algun patrén filogeografico se construyeron redes de minima
expansion, utilizando el programa de computo Network 4.2.0.1®
(www.fluxusengineering.com/sharenet.htm), basadas en las diferencias vy
frecuencias de los haplotipos. Asi mismo, los patrones demograficos a nivel
historico fueron explorados a partir de las distribuciones de las diferencias
pareadas entre secuencias (“mismatch distribution”), a partir de las cuales puede
inferirse si las muestras proceden de una poblacion en equilibrio demografico o si
ha pasado por una expansion poblacional repentina (Rogers y Harpending, 1992).
La validez del modelo de expansion puede ser probada a partir del analisis de la
suma de las deviaciones cuadradas (SSD) entre la distribucion de las frecuencias
de las diferencias observadas y la distribucién obtenida a partir del modelo. La
probabilidad de encontrar una SSD observada es obtenida de la comparacion con

la distribucion de SDD simuladas y dicha probabilidad se emplea como una
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aproximacion del nivel de significancia (Rogers y Harpending, 1992). Cuando los
valores de las SSD son altos, las distribuciones tienden a ser multimodales y
comunmente representan una poblacion estable, mientras que cuando los valores
de las SSD son bajos, las distribuciones tenderan a ser unimodales, sugiriendo
una poblacion en expansidon (Rogers y Harpending, 1992; Rogers, 1995;
Schneider y Excoffier, 1999; Excoffier, 2004). Los resultados de este analisis
fueron obtenidos para cada localidad empleando el 95% de confiabilidad y 1000
réplicas, como es implementado en el software ARLEQUIN 3.5® (Excoffier y
Lischer, 2011).

Finalmente, se realizaron las pruebas de neutralidad de Tajima D y de Fu F, con la
finalidad de evaluar las desviaciones de los datos a los modelos de evolucion
molecular neutral. La significancia del estadistico D se prueba mediante la
generacion de muestreos aleatorios bajo la hipotesis de seleccion neutral y
poblacion en equilibrio, utilizando un algoritmo de simulacion coalescente
(Hudson, 1990; Excoffier y Lischer, 2011). Los valores significativos de D pueden
ser debido a factores distintos de efectos selectivos, como la expansion
poblacional, cuello de botella o heterogeneidad de las tasas de mutacion (Tajima,
1993; Aris-Brosou y Excoffier, 1996; Tajima, 1996). El estadistico F de Fu es muy
sensible a la expansion demografica, que por lo general conduce a grandes
valores F negativos, al igual que D de Tajima. F de Fu se prueba mediante la
generacion de muestras aleatorias bajo la hipétesis de seleccién neutral y
poblacion en equilibrio (Fu, 1997). La significancia estadistica de ambos modelos
se bas6 en la comparacion de los valores observados con los valores esperados
obtenidos a partir de 1000 simulaciones en el programa ARLEQUIN 3.5®
(Excoffier y Lischer, 2011).

El manejo de datos morfométricos fue similar al empleado para las comparaciones
inter-especificas, solo que en este caso los grupos fueron asociados a cada

localidad para cada entidad taxondmica.
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VIl. RESULTADOS

Variabilidad Inter-especifica

Se obtuvo un total de 383 secuencias parciales del gen de la Subunidad | del
Citocromo Oxidasa (583 pb) del ADNmt correspondientes a las tres especies:
S.calcifer (n= 235); S. princeps (n= 122); S. leucacanthus (n= 26).

Se obtuvieron 33 haplotipos en Spondylus calcifer, 37 en S. princeps y ocho en S.
leucacanthus. Estas diferencias no pueden ser directamente comparables debido
a gue el tamafio de muestra entre las especies fue distinto. Una mejor idea
alternativa podria ser considerar el nimero de haplotipos por secuencia, en donde
el valor maximo esperado es de 1.0, cuando cada secuencia representa un
haplotipo distinto y 0.0, cuando todas las secuencias se encuentran representadas
por el mismo haplotipo. De esta revision se observa los siguientes valores: 0.14
(33/235) para S.calcifer, 0.30 (37/122) para S. princeps y 0.31 (8/26) para S.

leucacanthus.

El &rbol generado mediante el método de Neighbor-Joining, a partir de todas las
secuencias, sustentd de manera robusta la existencia de tres clados
genéticamente distintos, con un soporte del 100% para cada uno de ellos. Dentro
de cada clado las distancias genéticas (0.001, 0.004, 0.001) fueron mucho
menores que las distancias inter-clados (0.165, 0.137, 0.169) (Figura 6, Tabla 3 y
4).
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Spondylus calcifer

Spondylus leucacanthus

Spondylus princeps

Spondylus sinensis

Figura 6. Arbol de agrupacion construido por medio del método Neighbor Joining, (Bootstrap
1000) y utilizando distancias genéticas basadas en el modelo de Kimura 2-parametros. La
anchura de los triangulos terminales refleja la variabilidad de todas las secuencias de cada clado y
la altura el tamafio de muestra. Se pueden observar tres grupos genéticamente diferentes.
Spondylus sinensis fue empleado como grupo externo.
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El porcentaje de divergencia intra-especifico, fue en promedio de 0.2%; alrededor
de 45 veces menor que la divergencia mas baja encontrada entre cualquier par de
especies (13.7%, encontrada entre S.calcifer y S. leucacanthus) (Tabla 3y 4). Las
divergencias inter-especificas fluctuaron entre 13.7% y 16.9% entre las tres
especies de interés. Aunque menores, estos valores fueron relativamente
similares a las divergencias encentradas entre otras especies del mismo género
(Tabla 4).

Tabla 3. Porcentaje de divergencia genética dentro de cada especie.

(%) divergencia

Especies . o
intra-especifico

S. calcifer 01

S. princeps 0.4

S.leucacanthus 01

Promedio 0.2

La topologia de los arboles construidos a partir de las diez especies presentes en
la Tabla IV fueron relativamente similares (Figuras 7, 8 y 9). Todos sugieren la
existencia de tres especies del género Spondylus como un grupo genéticamente
separado para la provincia Panamica. La relacion filogenética entre las tres
especies obtenida a partir del arbol de Neighbor-Joining fue relativamente
diferente a la obtenida a partir de los otros dos métodos. Debido a que el arbol
Bayesiano fue basado en el mejor modelo encontrado y en la exploracion de
arboles con mayor probabilidad de soportar los datos, las relaciones obtenidas a
partir de este método podrian tener un mayor sustento. El mejor modelo de
sustitucion nucleotidica encontrado fue el de Tamura Nei93, con una distribucion

Gama de 0.61, y un porcentaje de sitios invariables de 0.45.
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Tabla 4. Valores de divergencia genética (distancias genéticas * 100) encontrados en este estudio
y obtenido de otros trabajos (i.e. Matsumoto, 2003). Debajo de la diagonal se encuentran las
distancias genéticas y por encima de ésta los valores de sus desviaciones estandar.

Spp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1- S. calcifer 19 1.7 2.2 19 2.3 21 2.2 2.2 3.7
2- S. princeps 16.5 19 2.3 2.2 24 2.5 2.1 24 3.6
3- S.leucacanthus  13.7 16.9 21 20 22 2.2 22 21 35
4- S. nicobaricus 22.3 21.0 20.8 2.0 2.2 2.3 2.1 2.3 3.4
5- S. sinensis 184 215 19.1 194 21 2.3 19 21 3.2
6- S. squamosus 239 253 231 224 20.2 24 2.3 2.6 3.8
7- S.varius 212 259 217 227 227 25.7 24 24 3.7
8- S. gaederopus 247 238 250 229 20.7 245 269 2.3 3.7
9- E. sanguinea 249 265 246 272 236 285 274 275 3.4
10- C. gygas 46.8 44.6 439 427 420 46.6 46.3 46.4 446

El &rbol de Maxima Parsimonia indicd una relacién entre las tres especies similar
al Bayesiano; ambos soportaron una mayor relacion entre S. calcifer y S. princeps.
Es importante resaltar que en ningun caso (empleando cualquier método de
construccion) S. princeps y S. leucacanthus fueron encontradas como
genéticamente mas afines. Este resultado contradice la propuesta de Keen (1971)
que sugiere un mayor parentesco filogenético entre S. leucacanthus y S.princeps.
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Casiostrea gigas
I Eltopera sanguinea
46 Spondylus calcifer
Spondylus leucacanthus
Spondylus princeps
Spondylus varius
Spondylus nicobaricus
Spondylus squamosus
Spondylus sinensis
Spondylus gaederopus

97

15

0.05

Figura 7. Topologia del arbol de Neighboor-Joining (Kimura 2 — parametros) utilizando secuencias
(Haplotipos) de la region del COl del ADNmt en ocho especies del género Spondylus, e
incluyendo adicionalmente la especie Eltopera sanguinea y la especie Crassostrea gigas, (grupos
externos). Los valores de los nodos corresponden al soporte estadistico utilizado con 10,000
réplicas.

Crassostrea gigas

I Eltopera sanguinea

® Spondylus princeps
Spondylus calcifer
Spondylus leucacanthus
Spondylus varius
Spondylus sinensis
Spondylus nicobaricus
Spondylus gaederopus
Spondylus squamosus

Figura 8. Topologia del arbol de Maxima Parsimonia, utilizando secuencias (Haplotipos) de la
regiéon del COI del ADNmt en ocho especies del género Spondylus, e incluyendo la especie
Eltopera sanguinea y la especie Crassostrea gigas (grupos externos). Los valores de los nodos
corresponden al soporte estadistico utilizado con 10,000 réplicas.

36



Crassostrea gigas

Eltopera sanguinea

Spondylus calcifer A

Spondylus princeps - % Provincia Panamica

Spondylus leucacanthus J

e SPONdylus nicobaricus

.53

e OPONdYlUS SQUAMOSUS

Spondylus sinensis » Pacifico Sur e Indo-Pacifico

e SPONylus gaederopus

Spondylus varius

02

Figura 9. Topologia del arbol Bayesiano utilizando secuencias (Haplotipos) de la regién COI del
ADNmt, en ocho especies del género Spondylus, e incluyendo la especie Eltopera sanguinea y la
especie Crassostrea gigas, (grupos externos) utilizando el modelo y los pardmetros arrojados por
jModelTest (Tamura Nei93 + G + I, G= 0.61, I= 0.45). Los valores posteriores a los nodos
corresponden al soporte probabilistico utilizado con 1,000,000 de generaciones, con una
frecuencia de muestra de 100.

El analisis comparativo de los tres morfotipos del género Spondylus, se realizé
aplicando un Andlisis de Variables Candnicas (AVC). Dicho analisis genero dos
variables candnicas estadisticamente significativas, que soportaron la existencia
de morfotipos distintos (Lambda de Wilks (A)= 0.01, P < 0.001, VC1; Lambda de
Wilks (A) = 0.1, P < 0.001; VC2). Cuando el valor de lambda de Wilks es pequefio
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la variabilidad total se debe a las diferencias entre grupos. La VC1 represento el
79.8% de la varianza total, y estuvo relacionada con la diferenciacién morfologica
existente entre S. calcifer y las otras dos especies. El resto de la varianza (20.2%)
explicado por VC2, refleja la diferencia entre S. leucacanthus y las otras dos
especies. De esta manera, estos resultados muestran que los morfotipos S.
princeps y S. leucacanthus mantienen mayor similitud morfologica respecto a la

forma de la concha (Figura 10).

S. leucacanthus e

S. calcifer ..

S. princeps 3"

Figura 10. Gréfica del Analisis de Variables Candnicas correspondiente al contorno de la forma de
la concha en las tres especies de Spondylus: S.calcifer (circulo), S. princeps (cruz) y S.
leucacanthus (estrella).
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Las diferencias previamente descritas fueron también visualizadas a partir de las
distancias cuadréticas de Mahalanobis, las cuales soportan tres diferentes
morfotipos (correspondientes a las tres especies genéticamente sustentadas) e
indican que el morfotipo de S. leucacanthus es mas cercano al morfotipo de S.
princeps, y mas distante al morfotipo de S. calcifer.(Figura 11).

23.3

Spondylus princeps

Figura 11. Arbol sin enraizar que muestra la distancia morfométrica de los tres morfotipos
estadisticamente separados. Lo anterior utilizando distancias cuadraticas de Mahalanobis (P <
0.001).

El porcentaje de asignacién correcta fue en promedio del 99.2% para los tres
morfotipos. Basado en los resultados anteriores se soporta la idea de que existen
tres morfologias estadisticamente distintas que sustentan la distincion de tres

especies distintas (Tabla 5).
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Tabla 5. Matriz de asignacién correcta del género Spondylus, basada en las distancias cuadraticas
de Mahalanobis de la forma de la concha.

Especies Spondylus | Spondylus Spondylus Total | (%) asignacién
calcifer princeps leucacanthus correcta

Spondylus
calcifer 150 2 0 152 98.7
Spondylus
sprinceps 0 103 1 104 99.0
Spondylus
leucacanthus 0 0 30 30 100.0
Total/Promedio 150 105 31 286 99.2

Se realizaron andlisis exclusivamente con aquellas marcas relacionadas al
contorno de la charnela, con la finalidad de evaluar el poder discriminante de esta
zona de la concha. Los resultados del AVC-MANOVA soportan diferencias
estadisticamente significativas a partir de las dos variables candnicas (A
wilk’'s=0.097, p < 0.01 para la VC1; A Wilk’s=0.46, p < 0.01 para la VC2), en
donde el 76.3% de la varianza total es explicada por el VC1 y el 23.75% por la
VC2. De lo anterior, se puede observar que la separacion de los grupos se sigue
manteniendo aun después de considerar Unicamente la forma de la charnela
(Figura 12), sin embargo el poder discriminante disminuyd, como puede apreciarse
de la reduccion de las distancias cuadraticas de Mahalanobis entre los grupos
(Figura 13) y en consecuencia en la ligera disminucion de los porcentajes

correctos de clasificacion (Tabla 6).
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Figura 12. Gréfica del Andlisis de Variables Candnicas correspondiente al contorno de la charnela
de la concha en las tres especies de Spondylus: S.calcifer (circulos), S. princeps (cruz) y S.
leucacanthus (estrella).
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Figura 13. Arbol no enraizado de las distancias cuadraticas de Mahalanobis de las marcas que
delimitan el contorno de la charnela, mostrando a su vez tres morfotipos estadisticamente
separados, P < 0.001.
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Tabla 6. Matriz de asignacion correcta del género Spondylus, basada en las distancias cuadraticas
de Mahalanobis de la forma de la concha.

Especies Spondylus | Spondylus Spondylus Total | (%) asignacion
calcifer princeps | leucacanthus correcta

Spondylus
calcifer 147 5 0 152 96.71 %
Spondylus
princeps 2 99 3 104 95.19 %
Spondylus
leucacanthus 0 1 29 30 96.66 %
Total /
Promedio 149 105 32 286 96.18

Variabilidad Intra-Especifica de Spondylus calcifer

i Datos moleculares
Los valores estimados de diversidad genética fueron relativamente similares en los

ocho sitios de colecta. Los tamafios de muestra fueron distintos entre las
localidades; sin embargo, éstos no mostraron una relacion directa con el nimero
de haplotipos (r= 0.48; P=0.228), con las diversidad Haplotipica (r=0.46, P=0.248)
o diversidad nucleotidica (r=0.51, P=0.194). Estos dos ultimos indicadores de
diversidad también fueron relativamente similares entre las localidades. Los
valores de diversidad més bajos se encontraron en Agua Verde y los mas altos en
Las Cruces (Tabla 7).

A partir del AMOVA se encontr6 que el mayor porcentaje de varianza estuvo
asociado a las diferencias genéticas encontradas dentro de las poblaciones
(99.39%), mas que a las encontradas entre poblaciones (0.61%). Con base en
estos datos las diferencias entre las poblaciones no fue estadisticamente
significativa (dst = 0.00621, P = 0.139). Con respecto a las comparaciones
pareadas se encontré que el unico par de localidades que fueron diferentes entre
si, fue Santa Rosalia y Angel de la Guarda (®st = 0.0222, P= 0.0439); aunque
esta diferencia fue marginal. Después de ajustar el nivel de significancia (0.00625)

mediante la correccion de Bonferroni por realizar comparaciones pareadas, las
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diferencias entre ambas localidades no fue estadisticamente significativa (Tabla
8).

Tabla 7. Diversidad genética del gen COI en S. calcifer en los ocho sitios de recolecta. nh indica el
numero de haplotipos. Los valores de diversidad estan acompafiados de la desviacion estandar.

Sitios de Colecta Diversidad Nucleotidica

-- Diversidad Haplotipica

Isla Tiburén 0.4286 +/- 0.1142 0.0011 +/- 0.00101
La Cholla 32 9 0.6391 +/- 0.0925 0.0015 +/- 0.00128
Angel Norte 32 9 0.5645 +/- 0.1006 0.0016 +/- 0.00128
Bahia de los Angeles 46 9 0.5662 +/- 0.0838 0.0016 +/- 0.00128
Santa Rosalia 30 10 0.6391 +/- 0.0987 0.0020 +/- 0.00153
Agua Verde 37 7 0.3453 +/- 0.1002 0.0009 +/- 0.00093
Las Cruces 18 9 0.7582 +/- 0.1056 0.0028 +/- 0.00199
Pacifico 11 5 0.6182 +/- 0.1643 0.0018 +/- 0.00152
Total 235

*ver Anexo 2. Tabla de frecuencias haplotipicas para Spondylus calcifer.

Tabla 8. Comparaciones pareadas de los valores de ®st estimados a partir del COI, entre las
localidades de Spondylus calcifer. Los valores sobre la diagonal representan el valor de ®st
(Tamura-nei), mientras que los valores bajo la diagonal indican los niveles de significancia. En
negritas (*) se indican las comparaciones estadisticamente significativas a un nivel de 0.05.

Tiburén | Cholla | Norte Ange|eS Rosalia | Verde Cruces
Isla Tiburdn -0.005 0.002 0.001 -0.004 -0.013 0.022 0.002
La Cholla 0.563 0.021 0.013 -0.002 -0.001 0.024 0.008
Angel Norte 0.309 0.075 0.001 0.022"  0.008 0.019 -0.009
B.de los Angeles  0.423 0.125 0.354 0.007 -0.001 0.023 -0.018
Santa Rosalia 0.637 0.516  0.043" 0.207 0.000 0.013 -0.001
Aguaverde 0.924 0.481 0.174 0.437 0.488 0.017 -0.008
Las Cruces 0.117 0.092 0.122 0.084 0.206 0.150 -0.015
Pacifico 0.460 0.303 0.551 0.692 0.510 0.527 0.655
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El haplotipo mas frecuente (Haplotipo_1) en el total de sitios fue también el mas
importante a nivel local. No se aprecia una relacion entre la similitud genética y la

procedencia geogréfica de los individuos (Anexo 2; Figura 3; Figura 14).

Los resultados de las pruebas de neutralidad (D de Tajima y F de Fu) indicaron
valores negativos de los parametros y en todos los casos fueron estadisticamente
significativas, indicando una desviacion a la neutralidad (Tabla 9). Cabe mencionar
que en solo un caso (Las Cruces) la prueba de D de Tajima no fue significativa.
Las sumas de las desviaciones cuadradas (SSD) no fueron significativamente
diferentes de cero (Tabla 9) y en todos los casos se observo una tendencia
unimodal (Fig. 5). De esta manera, ambos andlisis soportaron eventos de

expansion poblacional repentina.

Figura 14. Red de minima expansion (median joining) realizada a partir de las similitudes
existentes entre las secuencias del gen Citocromo Oxidasa sub-unidad |, de Spondylus calcifer
provenientes de 8 localidades estudiadas del Golfo de California y Pacifico mexicano. Las
porciones de color morado corresponden a Isla Tiburén, en amarillo a La Cholla, en verde a Angel
Norte, en negro a Bahia de los Angeles, en azul a Santa Rosalia, en rojo a Agua Verde, en rosa a
Las Cruces y en agua a Pacifico (Guerrero y Oaxaca). El tamafio de los circulos es proporcional a
su frecuencia.
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Tabla 9. Resultados de las pruebas de neutralidad “D” de Tajima y “F” de Fu, y los valores de las
sumas de las desviaciones cuadradas del andlisis de la distribucién de las diferencias pareadas
bajo el modelo de expansién repentino. En paréntesis se muestran los valores estadisticos de (p)
para el analisis de las poblaciones de Spondylus calcifer.

Numero de diferencias Pareadas

45

Numero de diferencias Pareadas

Localidad “D” de Tajima m SSD
Isla Tiburén -2.0650 (0.0050) -5.2350 (0.0000) 0.0013 (0.6500)
La Cholla -1.8175 (0.0130) -6.5397  (0.0000) 0.0186 (0.0770)
Angel Norte -2.0047 (0.0050) -6.5992  (0.0000) 0.0010 (0.8290)
Bahia de los Angeles -1.7473 (0.0160) -5.5556  (0.0010) 0.0004 (0.6900)
Santa Rosalia -2.2055 (0.0030) -7.0337  (0.0000) 0.0044 (0.4510)
Agua Verde -2.1677 (0.0060) -5.3264  (0.0000) 0.0055 (0.5250)
Las Cruces -1.2791 (0.0990) -5.8721 (0.0000) 0.0058 (0.5040)
Pacifico (Gue-Oax) -1.7910 (0.0180) -2.3099 (0.0090) 0.0002 (0.9950)
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Figura 15. Distribuciones de las frecuencias las diferencias pareadas “Mismatch Distributions” del
COl en S. calcifer: en donde la linea punteada representa las frecuencias esperadas calculadas
basados en un modelos de expansion demogréfica poblacional (Rogers, 1995), mientras que la
linea continua representan las frecuencias de las distribuciones pareadas observadas. Las

frecuencias hacen referencia al numero de iteraciones pareadas que muestran un “x” numero de
diferencias nucleotidicas

ii. Datos morfométricos
La forma del contorno de la concha indic6 diferencias estadisticamente

significativos a partir de las dos primeras VCs (Lambda Wilk's A = 0.0344, P <
0.01, para la VC1 y Lambda Wilk's A = 0.1310, P< 0.01, para la VC2). La VC1
represento el 49% de la varianza y discrimin6 con mayor grado a Santa Rosalia
del resto de las localidades. Una mayor discriminacién fue encontrada entre Santa
Rosalia y Pacifico, cuando la VC2 (21 %) fue considerada (Figura 16). Los
mejores porcentajes de asignacion correcta basados en las distancias cuadraticas
de Mahalanobis fueron para Santa Rosalia (97.22 %) y Pacifico (Guerrero-
Oaxaca) (92.85 %) (Tabla 10). La figura (16), construida a partir de las dos
primeras variables canonicas, no sugiere un patron que relacione la similitud

morfoldgica con la distancia geografica.
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Figura 16. Gréfica del AVC intra-especifico en Spondylus calcifer utilizando la configuracion total
de la concha, Bahia de los Angeles (circulo), Santa Rosalia ( X ), Agua verde (estrella), Las
Cruces (cuadro) y Guerrero-Oaxaca (cruz).

Tabla 10. Matriz de asignacion correcta de la especie Spondylus calcifer, basada en las distancias
cuadraticas de Mahalanobis del contorno de la concha.

Localidad B. de los Santa Agua Las Pacifico | Total | (%) asignacién
Angeles Rosalia Verde Cruces Correcta

B. de los Angeles 39 0 1 3 3 46 84.78 %
Santa Rosalia 1 35 0 0 0 36 97.22%
Agua Verde 2 1 35 1 0 39 89.74 %
Las Cruces 1 0 1 16 0 18 88.88 %
Pacifico 0 0 1 0 13 14 92.85%
Total 43 36 38 20 16 153 90.7 %
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iii.  Variacion Intra-especifica basado en la configuracion de la
“Charnela”

Al analizar aunicamente la morfologia de la charnela y realizar el AVC, no se
aprecia un patrén claro de separacion de los grupos en las primeras dos variables
canonicas siendo estas en conjunto las que expresan el 70 % de la varianza
explicada para discriminar entre los grupos (VC1 Lambda Wilk’'s A = 0.1563, P <
0.01; VC2 Lambda Wilk’'s = 0.3350, P < 0.01; VC3 Lambda Wilk's A = 0.5349,
P<0.05 ), la tercera variable candnica explico un 18% del total de la varianza
(Figura 17).
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Figura 17. Gréfica del CVA-MANOVA intra-especifico en Spondylus calcifer utilizando solo las
marcas que conforman la configuracién de la “Charnela”, Bahia de los Angeles (circulo), Santa
Rosalia (X), Agua verde (estrella), Las Cruces (cuadro) y Guerrero-Oaxaca (cruz).
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Lo anterior sugiere una disminucion en el poder discriminante al compararlo con la
utilizacion total del contorno de la concha. Esto, se ve reflejado y soportado al
comparar de igual manera la matriz de clasificacion correcta utilizando solo la

configuracion de las marcas en la Charnela (Tabla 11).

Tabla I. Matriz de asignacién correcta de la especie Spondylus calcifer, basada en las distancias
cuadraticas de Mahalanobis, utilizando la configuraciéon que delimita Gnicamente el contorno de la
“Charnela”.

los Angeles Rosalia Verde | Cruces Correcta
B. de los Angeles 26 7 5 6 2 46 56.52 %
Santa Rosalia 5 27 1 3 0 36 75.00 %
Agua Verde 3 1 29 6 0 39 74.35 %
Las Cruces 0 2 3 13 0 18 72.22 %
Pacifico 1 0 2 1 10 14 71.42 %
Total 35 37 40 29 12 153 69.90 %

Variabilidad Intra-Especifica Spondylus princeps

I Datos moleculares
El nimero de haplotipos fue distinto en las cuatro localidades (Tabla 12). Estas

diferencias fueron principalmente afectadas por las diferencias en el tamafo de
muestra, ya que ambas variables presentaron una correlacion significativa (r=0.97,
P=0.034). Por lo anterior, una mejor medida para comparar el nimero de
haplotipos entre localidades puede ser la razon del nimero de haplotipos por
secuencia. Con base en éste las cuatro localidades mostraron valores
relativamente parecidos: 0.50 (6/12) para Bahia de Los Angeles, 0.39 (11/28) para
Santa Rosalia, 0.40 (16/40) para Agua Verde-Isla Danzante, y 0.33 (13/39) para
la Laguna Ojo de Liebre. Los valores de diversidad haplotipica y nucleotidica

fueron relativamente parecidos entre los cuatro sitios de muestreo (Tabla 12).
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Estos indices no mostraron correlaciéon con el tamafio de muestra (r=0.09, P=0.91

para la diversidad haplotipica; r=0.70, P=0.30 para la diversidad nucleotidica).

Tabla 12. Diversidad genética del COI en Spondylus princeps en cuatro sitios de colecta. nh, indica
el nimero de haplotipos. Los valores de diversidad estan acompafados de la desviacion estandar.

Localidad n nh Diversidad Diversidad
Haplotipica Nucleotidica

Bahia de los Angeles 12 6 0.8485 +/- 0.0744 0.0033 +/- 0.00232
Santa Rosalia 28 11 0.8201 +/- 0.0605 0.0041 +/- 0.00262
Agua Verde-Isla Danzante 40 16 0.8564 +/- 0.0455 0.0041 +/- 0.00260
Laguna Ojo de Liebre 39 13 0.8404 +/- 0.0332 0.0037 +/- 0.00241
Total 119

El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) también sugirié para esta especie que
la maxima varianza encontrada fue explicada por variaciones dentro de las
poblaciones (97.30%), mas que entre poblaciones (2.70%). EI AMOVA indic6
diferencias significativas (®st=0.027, P= 0.041). En la comparacion pareada de
las localidades, se encontraron diferencias significativas entre Laguna Ojo de
Liebre y Agua Verde-Isla Danzante (®st=0.037, P=0.035) (Tabla 13); aunque las
diferencias no fueron significativas después de ajustar el nivel de significancia
(0.0125) una vez realizada la correccion de Bonferroni. El haplotipo més frecuente
(Haplotipo_3) en conjunto, también fue el mas frecuente en cada localidad (Figura
18).
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Tabla 13. Comparaciones pareadas de los valores de ®st estimados a partir del citocromo oxidasa
sub-unidad I, entre localidades de S. princeps. Los valores sobre la diagonal representan el valor
de ®st mientras que los mostrados debajo de la diagonal indican los niveles de significancia. En
negritas se indican los valores de las comparaciones estadisticamente significativas a un nivel de
significancia de 0.05.

Localidades Bahia de los Santa Rosalia | Agua Verde-Isla Laguna Ojo de
Angeles Danzante Liebre

Bahia de los Angeles -0.009 -0.007 0.020
Santa Rosalia 0.453 0.031 0.034
Agua Verde-Isla Danzante 0.463 0.080 0.037"
Laguna Ojo de Liebre 0.190 0.052 0.035"

Figura 18. Red de minima expansion (median joining) realizada a partir de las similitudes
existentes entre las secuencias del gen COI, de Spondylus princeps, proveniente de cuatro sitios
geograficos reconocidos, las porciones indican el numero de haplotipos encontrados en Bahia de
lo Angeles (morado), Santa Rosalia (negro), Agua Verde (azul) y Laguna Ojo de Liebre (rojo). El
tamafio de los circulos es proporcional a su frecuencia.
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Las pruebas de neutralidad F de Fu y D de Tajima, mostraron valores negativos

(apoyando una expansién poblacional), sin embargo solo se encontraron valores

significativos en las localidades de Agua Verde-Isla Danzante para “D” de Tajima 'y

Santa Rosalia, Agua Verde-Isla Danzante y Laguna Ojo de Liebre para “F” de Fu.

Los valores de SSD fueron muy bajos y solo en la Laguna Ojo de Liebre no se

ajustaron al modelo de expansion (P<0.05) (ver Tabla 14; Figura 19).

Tabla 14. Resultados de las pruebas de neutralidad “D” de Tajima y “F” de Fu, y los valores de las

sumas de las desviaciones cuadradas durante el analisis de “Mismatch”

bajo el modelo de

expansion repentino, en los paréntesis se muestran los valores estadisticos de (p) para el andlisis

de las poblaciones de Spondylus princeps.

SSD

Bahia de los Angeles -0.4691 (0.3520)
Santa Rosalia -0.9991 (0.1350)
A. Verde-Isla Danzante -1.6825 (0.0310)
Laguna Ojo de Liebre -1.1040 (0.1480)

-1.6999 (0.0780)
-4.1204 (0.0160)
-8.9625 (0.0000)

-5.6910 (0.0040)

0.0096 (0.5020)
0.0198 (0.2020)
0.0102 (0.2030)

0.0410 (0.0110)
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Figura 19. Las graficas anteriores muestran las distribuciones pareadas “Mismatch Distributions”
en las secuencias de COlI, en S. princeps (localidades del Golfo de California y costa oeste de la
Peninsula de Baja California) en donde la linea punteada representa las frecuencias esperadas

calculadas basados en un modelos de expansion demografica poblacional (Rogers,

1995),

mientras que la linea continua representan las frecuencias de las distribuciones pareadas
observadas. De acuerdo con esto, las frecuencias hacen referencia al nUmero de iteraciones
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ii. Morfometria Geométrica

Para el caso de Spondylus princeps la primer Variable Candnica (VC1 Lambda
Wilk’'s A = 0.0133, P < 0.01) (66% poder discriminante) separé las localidades
Santa Rosalia y Agua Verde (Golfo de California) de la localidad Laguna Ojo de
Liebre (Océano Pacifico). El poder discriminante de la segunda Variable Candnica
(VC2 Lambda Wilk’'s A = 0.0870, P < 0.01) (34 % de poder discriminante) permitio
separar las formas de las localidades dentro del Golfo de California (Santa Rosalia
de la localidad de Agua Verde) (Figura 20).

VC 2
X x |
151
X |
T x|
%
X
T * xx x | %
x X'x
%ex x| ®
X x4 %
05+ % );( ,{I
x *
Ox « X x | ****
O = - —— ﬁ———*ti*————vcn
0 0© ' '* 4 #
o l ****#3
05k O | **
o8 : *
O *
1+ 00 ch |
o o |
| | | O O | I| | | |
2 A5 1 05 0 05 1 15

Figura 20. Gréfica del AVC intra-especifico en Spondylus princeps , Santa Rosalia (circulo), Agua
Verde (X )y Laguna Ojo de Liebre (estrella).
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Mediante el uso de distancias cuadraticas de Mahalanobis, se realiz6 una matriz
de clasificacion correcta, misma que permitié identificar acertadamente en un 96%
los especimenes de Spondylus princeps de la localidad de Santa Rosalia y un
97% de las localidades de Agua Verde y Laguna Ojo de Liebre, obteniendo un

promedio de clasificacion correcta del 97% entre las tres localidades (Tabla 15)

Tabla 15. Matriz de asignacion correcta de la especie Spondylus princeps, basada en las
distancias cuadraticas de Mahalanobis, utilizando la configuracion que delimita todo el contorno de

la concha.
Localidades (%) Asignacion
Rosalia de Liebre Correcta
Santa Rosalia 27 1 0 28 96.42 %
Agua Verde - Isla Danzante 1 36 0 37 97.29 %
Laguna Ojo de Liebre 0 1 38 39 97.43 %
Total 28 38 38 104 97.05 %

iii. Variacion Intra-especifica basado en la configuracién de la
“Charnela”

A diferencia de S. calcifer, en S. princeps no disminuyo el poder discriminante al
solo incluir en el AVC la configuracién de la regiéon de la Charnela. La VC1, fue la
Unica variable estadisticamente significativa (Lambda de Wilk's A = 0.2389,
P<0.01), con un poder discriminante del 73% del total de la varianza explicada.
Fue capaz de separar a los tres grupos (Localidades) (Figura 21), sin embargo en
la matriz de asignacién correcta basada en las distancias cuadraticas de
Mahalanobis (Tabla 16), los porcentajes de clasificacion se vieron disminuidos en
un 83%, contra el 97% utilizado el contorno de la concha.
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Figura 31. Gréfica del AVC intra-especifico en Spondylus princeps utilizando solo las marcas que
conforman la configuracién de la “Charnela”, Santa Rosalia (circulo), Agua Verde ( X ) y Laguna
Ojo de Liebre (Estrella).

Tabla 16. Matriz de asignacién correcta de la especie Spondylus princeps, basada en las
distancias cuadraticas de Mahalanobis, utilizando la configuracion que delimita Gnicamente el
contorno de la charnela”.

Localidad (%) Asignacién
Rosalia Liebre Correcta
Santa Rosalia 22 2 4 28 78.57 %
Agua Verde 7 30 0 37 81.08 %
Laguna Ojo de Liebre 3 1 35 39 89.74 %
Total 32 33 39 104 83.13

56



VIIl. DISCUSION

Aspectos taxonémicos

partir de los resultados encontrados en el analisis molecular se soporta que

para la provincia Panamica existen tres entidades taxondmicas que
integran el género Spondylus. Los porcentajes de divergencia con base en el COI
sustentan fuertemente lo anterior. La longitud de las ramas del arbol de Neighbor-
Joining (Fig. 5), relacionadas con los altos porcentajes de divergencia entre clados
respecto a los bajos porcentajes de divergencia dentro de cada clado apoyan un
resultado robusto que sugiere que los tres grupos deben ser reconocidos como
entidades taxondmicas distintas. Lo anterior da soporte a la propuesta de
Skoglund y Mulliner (1996) quienes sugieren la existencia de tres entidades

taxondmicas distintas a nivel de especie.

Los métodos de morfometria geométrica basados en el contorno de la forma de la
concha y de la forma de la charnela apoyaron también la existencia de tres
morfotipos discretos, cada uno relacionado con cada una de las tres entidades
reconocidas mediante las distancias genéticas. Los porcentajes de asignacion
correcta observados en este estudio, utilizando el contorno de las conchas, fueron
altos (99.2 %) comparados con otros trabajos publicados para vertebrados e
invertebrados (Pereira y Silva, 2011, 85.0% para moluscos; Marquéz et al., 2010,

>88.0% para moluscos; Yakubu y Okunsebor, 2011, 98.0% para peces).

Los andlisis morfométricos de la concha son comunmente usados como una
herramienta taxonGmica para corroborar variaciones morfolégicas a nivel local o
regional en moluscos (Lam y Calow, 1988; Caetano et al., 2010). Algunos trabajos
se han centrado en determinar patrones en conchas de bivalvos, relacion de la
forma de la concha con su habitat o diferenciacion poblacional (Estebenet y
Martin, 2003; Oliveira y Morales, 2010). Particularmente, la importancia de la
charnela en la discriminacion de especies ha sido mostrada por Pereira y Silva
(2011), quienes pudieron construir un modelo para discriminar correctamente el
85.0% de los casos estudiados; este porcentaje es superior a lo obtenido de

variables utilizadas comunmente (como altura total, altura dorsal y longitud total)
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para distinguir especies de bivalvos. Los valores encontrados por estos autores
son relativamente bajos comparados con los observados en la presente
investigacion cuando se considera al contorno de la concha, pero similares

utilizando solo la informacion de la charnela.

En las especies de Spondylus consideradas en el presente trabajo la forma de la
concha fue distinta. Se presentaron diferencias en la anchura y altura de la
charnela lo cual podria ser consecuencia de las relaciones filogenéticas de las
especies 0 de eventos de seleccion natural asociados al tipo de habitat en el cual
se desarrolla cada una de ellas. Como muchas expresiones morfolégicas, ambas
causas deben tener cierta influencia, y en consecuencia el aspecto morfolégico
debe ser en parte un producto filogenético y en parte una adaptacién anatomica,
al tipo de sustrato y ambiente sobre el cual se desarrollan los individuos. Con
respecto al tipo de sustrato, una mayor area en la charnela permitiria una mayor
area de cementacion y un desarrollo menor de espinas, o viceversa en el caso de
Spondylus (Logan 1973; Hautmann, 2001).

Considerando lo anterior, los resultados de este estudio permiten reconocer la
importancia de los datos genéticos en la resolucion taxondémica. Otros autores
previamente han sustentado sus propuestas a partir de descripciones
morfolégicas; sin embargo, la falta de consistencia y acuerdos sobre la sistematica
del género han dado lugar precisamente a interpretaciones erréneas debido al
empleo solo de las expresiones fenotipicas para la definicion de las especies. La
plasticidad morfoldgica observada en este grupo es resultado de la capacidad del
genotipo de producir variantes (expresadas en distintas caracteristicas: colores de
la concha, tipos de espinas, tipos de hojas, tipos de ornamentaciones, entre otros)
y del efecto de las presiones ambientales que éstas experimentan. Asi mismo, es
en parte una consecuencia de la respuesta a la variabilidad ambiental que ocurre
donde las especies habitan (Schmalhausen, 1949; Levins, 1963, 1968; Bradshaw,
1965). En el presente, las variaciones encontradas en la morfologia de la concha
pueden ser el resultado también de las diferencias en la distribucién batimétrica de
las especies de Spondylus. Spondylus calcifer, es reportada por los buzos desde

la zona intermareal hasta los 18 m. de profundidad. Spondylus princeps, se
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encuentra de los 3 a los 28 m y su limite mas profundo puede coincidir con el de
S. leucacanthus, encontrdndose grandes bancos de ambas especies
compartiendo los mantos de coral negro. Sin embargo, S. princeps nunca se le ha
encontrado a mas de 31 m de profundidad, excepto por una sola concha
recolectada en Isla La Plata, Ecuador a 32 m (Shasky, 1980). Finalmente, S.
leucacanthus, se encuentra a profundidades de entre 25 y 90 m y raras veces se
registra por arriba de los 15 m. Los grandes bancos se encuentran entre los 32 y
43 m (Shasky, 1980; Skoglund y Mulliner, 1996).

Considerando el traslape en el rango de distribucion y batimetria, asi como la
presencia de caracteres comunes, Keen (1971) designé a Spondylus princeps
unicolor (=S. leucacanthus) como subespecie de S. princeps. Los resultados
morfométricos encontrados en el presente estudio soportan efectivamente una
mayor similitud entre estas entidades; sin embargo la significancia estadistica
morfométrica y los andlisis genéticos (que sugieren las especies filogenéticamente
mas distantes) indican, por una parte que se trata de dos entidades distintas y por
otra, que las similitudes morfologicas deben ser producto de presiones
ambientales y de un probable parentesco genético estrecho, por lo que S.

leucacanthus debe ser considerada diferente y al mismo nivel que S. princeps.

La elevada diversidad morfolégica presentada en grupos de moluscos ha
propiciado una gran cantidad de controversias en cuanto al numero total de
especies que deben ser reconocidas. Mayr (2000) sefala: “Defino las especies
biolégicas como grupos de poblaciones naturales que procrean entre ellas y estan
reproductivamente aisladas de otros grupos similares. Alternativamente, se puede
decir que una especie bioldgica es una coleccion (assemblage) reproductivamente
cohesiva de poblaciones”. Debido a que en general los organismos de una misma
especie tienden a ser muy parecidos entre si, una estrategia metodoldgica, es
emplear las similitudes morfologicas (para definir especies dentro de un concepto
gue algunos autores denominan tipoldgico) para aproximarse al concepto biolégico
de especie; sin embargo, se ha observado que una elevada diversidad morfolégica
no refleja necesariamente grupos con aislamiento reproductivo o0 especies

genéticamente distintas, tal es el caso del género Cerion (Gastropoda) en donde
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se ha encontrado una gran cantidad de variantes morfolégicas sin la existencia de

grupos o clados genéticamente diferenciados (Gould et al., 1974).

Aspectos Nomenclaturales en Spondylus spp de la provincia Panamica.

| género Spondylus fue propuesto por Linneo en su obra monumental
E Systema Naturae, con la especie Spondylus gaederopus Linneo 1758, del
Mar Mediterraneo y costa Nor-Atlantica de Africa, como la especie tipo (Linneo,
1758: 690). Considerando al mas de medio centenar de especies actualmente
reconocidas dentro del género (Coan y Valentich, 2012), solo cuatro de ellas se
reconocen como validas y distribuidas en la region del Pacifico Oriental Tropical
(POT), incluyendo una de las islas oceanicas (Spondylus gloriosus Dall, Bartsch y
Rehder, 1938). Para la costa continental occidental de nuestro pais se han
registrado tres especies; sin embargo, su estatus taxondmico y nomenclatural ha

sido largamente debatido, sobre todo en los ultimos 45 afos.

Los primeros trabajos sobre la taxonomia del género Spondylus fueron revisados
por Carol Skoglund y David Mulliner, en su articulo sobre las especies habitantes
de la provincia Panamica (Skoglund y Mulliner, 1996). Estos autores concluyeron
gue de las 13 especies citadas histéricamente en la porcidon continental de la
provincia Panamica, solo tres deberian ser reconocidas como vélidas: Spondylus
princeps Broderip, 1833, Spondylus leucacanthus Broderip, 1833 y Spondylus
calcifer Carpenter, 1857. En dicho trabajo, los autores sefialan que las mejores
caracteristicas para diferenciar a las especies de la zona son: el color de la
charnela y los dientes, la profundidad de la cicatriz del callo, longitud y forma de
las espinas presentes, color de la concha y del margen interno y el hébitat que

ocupan.

Previo al analisis filogenético, a continuacion se hace una revision de la
nomenclatura de cada especie con la intencion de adoptar una postura ante las

modificaciones historicas que han sufrido las denominaciones de cada entidad.
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i. Clasificacion taxonémica.

Reino: Animalia. Phyllum: Mollusca. Clase: Bivalvia. Subclase: Pteriomorphia.
Orden: Pectinoida. Superfamilia: Pectinoidea. Familia: Spondylidae. Género:
Spondylus. Especie:

a). Spondylus leucacanthus Broderip, 1833. Sindnimos: S. ursipes Berry, 1959:
107; S. pictorum “Chemnitz” non S. pictorum de Schroter, 1787; S. princeps
Broderip, auctorum non Broderip, 1833; S. victoriae G. B. Sowerby II, auctorum
non G. B. Sowerby Il, 1860. Conocida como concha-espina o almeja espinosa, se
distribuye desde el alto Golfo de California, en Bahia de Los Angeles, B.C. hasta
Isla la Plata, Manabi en Ecuador. En la costa occidental de la peninsula de Baja

California, se tienen registros en la Isla de Cedros, B.C.

De las tres especies de Spondylus distribuidas en la costa oeste de nuestro pais,
la almeja espinosa (S. leucacanthus) es la que podria afirmarse como in-
controvertida taxonédmicamente. Por ejemplo, en el sitio de Internet del Registro
Mundial de Especies Marinas (WoRMS, por sus siglas en inglés:
http://www.marinespecies.org/index.php- Natural History Museum Rotterdam), se

ilustra a Spondylus crassisquama Lamarck, 1819, con una fotografia de S.
leucacanthus. El material tipo se encuentra depositado en el Museo de Historia
Natural de Londres, Inglaterra bajo el nimero de catdlogo: NHMUK 1950.8.28.5,

correspondiente a un ejemplar de la Isla La Plata, Ecuador.

b). Spondylus princeps Broderip, 1833. Sinonimos: Spondylus crassisquama
Lamarck, 1819: 191; S. dubius Broderip, 1833a; S. basilicus Reeve, 1856: pl. 11,
S. princeps unicolor G. B. Sowerby II, auctt., non S. unicolor G. B. Sowerby I,

1847; S. pictorum “Chemnitz”, auctt., non Schreibers, 1793, ex Chemnitz ms.

Huber (2009) en una revision de la nomenclatura de los espondilidos de la

provincia Panamica, propuso la sinonimizacién de Spondylus princeps Broderip,

1833 con Spondylus crassisquama Lamarck, 1819, argumentando que la revision

del material tipo de esta Ultima, depositada en el Museo de Historia Natural de
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Ginebra, Suiza (No. de catalogo: MHNG 1089/5), era virtualmente idéntico a un
espécimen obtenido por el autor en las inmediaciones de la Bahia de San Carlos,
Sonora. En este caso, como en el de S. calcifer, se argumenta que existe un error
en la referencia de la localidad tipo del ejemplar de Lamarck, quien la ubica como
“les mers de I'Inde” (mares de la India). Huber (2009: 104) argumenta, basado en
una comunicacion personal con G. Coan (suponemos Dr. Eugene V. Coan), que
como Lamarck poseia especimenes de la provincia Panamica (y de todo el

mundo, suponemos también) seria mas plausible “...un origen ecuatoriano o
peruano para el material tipo de Lamarck”. Acto seguido, designa como lectotipo al
espécimen ya referido del MHNG, con Ecuador como la localidad tipo. Como
refuerzo al acto nomenclatural propuesto, Huber (2009) menciona que de mas de
mil ejemplares revisados por él y procedentes del mar Caribe, del Mediterraneo,
Africa occidental, Japon y Hawaii, ninguno se asemeja al material de Lamarck. Sin
embargo, un afio antes, Finet y Lamprell (2008: 5-6) basados en una revision de
las colecciones historicas de Spondylidae en el MHNG, descritas por Lamarck y
Chenu y en el trabajo de Lamy (1938: 288; citado por aquellos autores),
establecen que Spondylus crassisquama Lamarck, 1819 es un sinénimo de
Spondylus foliaceus Schreibers, 1793, una especie del Indopacifico. Este punto de
vista fue también establecido por Lamprell (2006). No obstante que el trabajo de
Huber (2009) se podria considerar riguroso y con planteamientos taxondémicos
concluyentes, en el caso de la especie S. calcifer, la consideracion de no someter
una “reversion de la precedencia” (Articulo 23.9) a la ICNZ (2009), en aras de la
estabilidad en la clasificacion de las especies Panamicas, pudiera no estar
sustentada (en el caso de aceptar y demostrarse que el material tipo de Lamarck
procede de América). Sobre el particular, el Articulo 23, seccion 23.9.1.1, asienta
que: “El sinénimo senior u homonimia no ha sido usado como un nombre valido
después de 1899”, mientras que la seccién 23.9.1.2 dice: “El sinébnimo junior u
homonimia ha sido usado para un taxon particular, como su nombre valido
supuesto, en al menos 25 trabajos publicados por al menos 10 autores en los 50
afios inmediatos precedentes y que abarca un periodo de no menos de 10 afios.”
Para la especie S. crassisquama existe la duda razonable sobre su utilizacion

como un nombre valido, aplicado para organismo alguno de la provincia Panamica
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(previo a Huber, 2009), por al menos el namero y frecuencia de trabajos
requeridos de acuerdo a lo estipulado por el Cédigo de Nomenclatura Zooldgica
(citado arriba). Lo anterior compromete el acto nomenclatural de Huber (2009) y
en todo caso si se aceptara la procedencia americana del material tipo,
favoreceria en aras de la estabilidad nomenclatural, la reversion de la precedencia
a favor del binomio Spondylus princeps, un nombre que ya cuenta con proteccion
de homonimia de Spondylus princeps Schreibers, 1793 (ICZN, caso 3014: 2000).

c). Spondylus calcifer Carpenter, 1857. Sindénimos: Spondylus limbatus G. B.
Sowerby I, 1847: 427; S. radula Reeve, 1856: pl. 4, non Lamarck, 1806; S. smithi
Fulton, 1915: 357, nom. nov. pro S. radula Reeve, non Lamarck; S. lamarckii

Chenu [*Hanley ms”], auctt., non Chenu, 1845.

De acuerdo con Lamprell et al. (2001), después de realizar una comparacion
(realizada por el coautor P. Clarkson) de los especimenes recolectados por Phillip
Pearsall Carpenter en el afio de 1857 en el Golfo de California, con muestras
recolectadas por autores en la region del Golfo Pérsico y el material tipo de
Spondylus limbatus de George Brettingham Sowerby I, obtenido en el Golfo
Pérsico (No. de catdlogo: NHMUK 1846.12.4.1), llegaron a la conclusion de
sinonimizar a S. calcifer con S. limbatus, invocando el principio de prioridad en el
nombre y a un error (sic) en la referencia a la localidad tipo de S. limbatus, evento
ciertamente a la fecha no cabalmente demostrado. Esta postura y acto
nomenclatural de Lamprell et al. (2001) ha sido seguida por autores recientes (e.g.
Coan y Valentich, 2008; 2012).

Sin embargo, se debe de hacer notar que los materiales tipo de ambas entidades
taxondmicas, no existen para uno de los casos y para el otro, estan extraviados o
no han sido localizados. Asi, para S. calcifer se conoce que el holotipo fue
practicamente destruido por el propio P.P. Carpenter en la busqueda de
organismos simbiontes de su concha (Keen, 1968: 393). En el caso de S.
limbatus, Skoglund y Mulliner (1996) han demostrado que el material tipo no se

encuentra disponible o localizable (“...Without type material, which we were unable
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to locate...”. Skoglund y Mulliner, 1996: 102). Esto ultimo fue comprobado
mediante una bldsqueda actual en la base de datos del Museo de Historia Natural

de Londres (NHMUK): http://www.nhm.ac.uk/research-curation/scientific-

resources/collections/zoological-collections/zoology-specimen-database, utilizando

los siguientes parametros de busqueda: “Curation group contains Mollusca,
Registration no. contains 1846.12.4.1., Kind of object contains Shell, Type status
contains Holotype, Taxonomic details contains sowerby. Spondylus, Ocean
contains Gulf Persian”. Sin embargo, en comunicacién personal® con la curadora
de la seccion de Moluscos del NHMUK, ella refiere al sintipo de S. limbatus en el
acervo del museo, apoyada en una publicacion de Lamprell (1998), sobre los
Spondylus del Medio Oriente y regiones adyacentes: Tambien comenta la razén
de la ausencia de registro en la base de datos computarizada del NHMUK: “Me
temo que sélo una parte de nuestra coleccién se encuentra en la base de datos en

linea - tenemos alrededor de 8 millones de ejemplares ..." (I'm afraid only a
fraction of our collection is in the online database — we have around 8 million
specimens...). De acuerdo a la informacion proporcionada, el ejemplar de S.
limbatus estaria etiquetado como sintipo (i.e. el autor no designo holotipo), porque
G.B. Sowerby Il menciona materiales adicionales de su propiedad y de la
coleccion de Gruner en la descripcion original de S. limbatus. Sin embargo, la
ilustracion de Lamprell (1998: Lamina 2, Figura 10), Unica evidencia fisica
actualizada de este material tipo, demuestra con toda claridad las diferencias entre
S. calcifer y S. limbatus y la semejanza morfologica de esta ultima, de acuerdo con
el propio autor (Lamprell, 1998) con S. coccineus Lamarck, 1819, del Golfo
Pérsico. Las diferencias observables entre S. calcifer y S. limbatus (Lamina 2, Fig.
10 de Lamprell, 1998) se denotan en: La disposiciéon de las espinas primarias,
secundarias y terciarias (estas Ultimas ausentes en S. calcifer), espinas cortas y
espatuladas presentes en S. calcifer, largas y conspicuas en S. limbatus, color de
las espinas naranjas en S. limbatus, purpura o marron en S. calcifer, mayor
namero y disposicion de costillas radiales y espinas en S. limbatus que en S.

calcifer. Finalmente el holotipo de S. limbatus tal como se observa en la figura

! Ms. Kathie Way, Senior Curator of Mollusca. Department of Life Sciences. Natural History Museum, Cromwell Road,
London SW7 5BD +44 (0)2079 425186. Mayo 2013.
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citada, con ambas valvas expuestas, sugiere una débil cementacién con respecto
a S. calcifer, ya que esta Ultima presenta una cementacion fuerte al sustrato. Esto
hace practicamente imposible la remocion de los organismos de la superficie de
adhesién, por lo que tipicamente solo se recolecta una de sus valvas (i.e. valva
izquierda), caso contrario a S. limbatus quien presenta ambas valvas (i.e. Lamina
2, Figuras 8, 9y 10 de Lamprell (1998)).

De esta forma, la aseveracion de Lamprell et al. (2001) sobre la comparacion de
los materiales tipo de estas especies y por ende la sinonimizacion de S. calcifer,

no tiene sustento alguno.

Adicionalmente, Skoglund y Mulliner (1996) designaron como lectotipo de la
especie S. calcifer, al sintipo mas completo de la serie de ejemplares recolectados
por P.P. Carpenter en el Golfo de California; (No. de catadlogo: USNM 715914).
Este ultimo acto nomenclatural fue omitido por Lamprell et al. (2001), al referir la
supuesta comparacion de materiales tipo de las especies citadas. Finalmente, la
propuesta de Lamprell et al. (2001) en relacién a lo aqui discutido, llevo a Coan y
Valentich (2008) a afirmar que el nombre S. limbatus presenta una década de
precedencia sobre S. calcifer, basando ademas tal afirmacién en las siguientes

premisas:

1. Elnombre S. limbatus ha sido usado repetidamente en la literatura, aunque
reconociendo que el uso es sobre ejemplares de otra region ["...in the wrong
province" Coan y Valentich (2008: 49)].

2. Se juzga por lo tanto que S. limbatus no es un nomen oblitum, de acuerdo
con el Codigo de Nomencaltura Zoologica (IZN, 1999).

3.  Que debido a que el nombre S. calcifer "no es tan universalmente conocido”,
no se considera pertinente solicitar una peticién a la Comisién Internacional
de Nomenclatura Zooldgica para establecer una Reversion de la Precedencia
(Art. 23.9. 1-3).

Ademas de lo argumentado por Skoglund y Mulliner (1996) y lo expuesto
anteriormente, el acto nomenclatural invocado por Lamprell et al. (2001) y Coan y

Valentich (2008) es cuestionable por:
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El acto nomenclatural de Lamprell et al. (2001) no esta consumado ya que no
han sido revisados los materiales tipo de S. limbatus del Golfo Pérsico
(catalogados como ilocalizables por Skoglund y Muliner (1996)), como
tampoco demostrado el error en la referencia geografica del origen del
material tipo de S. limbatus. Adicionalmente estos autores no han
demostrado que G.B. Sowerby II, manej6é simultaneamente materiales de la
costa Pacifico de Norteamérica y del Golfo Pérsico en su trabajo (i.e.
Sowerby, 1847), que diera lugar a una confusion de materiales biolégicos.

El material tipo de P.P. Carpenter (Golfo de California) fue destruido por él
mismo y Peter Clarkson y sus coautores nunca detallaron que materiales de
P.P. Carpenter revisaron y bajo que protocolo, para referir sus conclusiones
(Lamprell et al. 2001: 617).

El nombre de S. calcifer si es conocido universalmente y se ha usado en al
menos 25 obras, publicadas por lo menos por 10 autores distintos, en los 50
aflos inmediatamente anteriores a la fecha y los cuales abarcan un periodo
de no menos de 10 afios (ICNZ, 1999: 23.9.1.2). Por lo cual, los actos
nomenclaturales aqui aludidos (i.e. Lamprell et al. 2001 y Coan y Valentich,
2008) amenazarian la estabilidad universal nomenclatural o causaria
confusion al respecto (ICNZ, 199: 23.9.3).

Por tanto lo anterior se justificaria en mayor medida, en el supuesto caso de
demostrarse de manera fehaciente el error de la referencia de la localidad
tipo de S. limbatus, una solicitud de Reversion de la Precedencia a la
Comisién de Nomenclatura Zoolégica, por lo argumentado en el numeral 3
inmediato anterior y en aras de la estabilidad taxondmica y para evitar la
introduccién de incertidumbre y confusién (ICNZ, 1999: Art. 23.9. 1-3), en

favor de S. calcifer.

Finalmente, cabe hacer notar que algunos autores, no obstante que conocen el

acto nomenclatural propuesto por Lamprell et al. (2001), seguido por Lamprell
(2006) y Coan y Valentich (2008; 2012), han decidido continuar usando el nombre

Spondylus calcifer, argumentando la falta de pronunciamiento al respecto de la

Comision Internacional de Nomenclatura Zoologica (e.g. Mackensen et al., 2011).
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Aspectos filogenéticos

na vez realizada la revision nomenclatural del género Spondylus los
U apartados siguientes adoptan como validos a las siguientes especies:
Spondylus calcifer Carpenter, 1857, Spondylus princeps Broderip, 1833 vy
Spondylus leucacanthus Broderip, 1833.

Con base en las consideraciones de Keen (1971) y Skoglund y Mulliner (1996),
basados en rasgos morfologicos, la relacion filogenética al interior del género
deberia mostrar una mayor cercania entre Spondylus princeps y Spondylus
leucacanthus, debido a la similitud morfolégica y traslape de caracteristicas que
estas dos especies presentan. Sin embargo, en el presente estudio ninguno de los
arboles filogenéticos basados en métodos de Maxima Parsimonia, Neighboor
Joining y Método Bayesiano soportan esta idea. Considerando estos resultados, la
similitud morfol6gica entre S. princeps y S. leucacanthus, como previamente fue
comentado, puede ser una consecuencia importante de procesos de convergencia
evolutiva relacionada con eventos de adaptacion asociados con la batimetria y el

tipo de habitat, como ha sido discutido en otros trabajos (Alejandrino et al., 2011).

Los analisis del contorno de la concha, asi como de la charnela, permitieron
diferenciar claramente a las tres especies. En contraste con los resultados
obtenidos a partir de los datos morfolégicos provenientes de la valva completa, la
configuracion obtenida Unicamente con marcas en la charnela, arrojé distancias
cuadraticas de Mahalanobis que sustentan los resultados basados en datos
moleculares. Las variaciones en la reduccion de la charnela (biso) y el area donde
la valva cementa, coinciden con la conclusién de que la pérdida o reduccién de la
misma puede tener un profundo efecto en la evolucién y diversificacion fenotipica
en Pectinidos (Hautman, 2001; Alejandrino et al., 2011). Todos los Pectinoideos
incluidos Spondylus poseen una etapa de desarrollo con la presencia de “biso”, el
cual les permite adherirse al sustrato para posteriormente desarrollar una
metamorfosis a su estado adulto, sin embargo la reduccién o desarrollo de éste,
dependera del ambiente donde Spondylus habite (Losos, 1992; Larson y Losos,

1996). Alejandrino et al. (2011) sugieren que dentro de los Pectinidos los
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organismos que se adhieren temporalmente a un sustrato mediante el “biso” y que
pueden liberarse y reorientarse, son los mas comunes dentro del grupo y fueron
los que en su momento dieron origen al resto de Pectinidos. Mientras que los
géneros que cementan de linajes mas recientes, tales como Crassadoma
gigantea, Talochlamys pusio (Mioceno), (no Spondylus, Cretacico), surgieron
como linajes derivados de un ancestro cementante (Jurasico) (Waller, 1991;
Harper et al., 1996).

El género Spondylus, integrado por aproximadamente 76 especies (Lamprell,
2006), ha radiado en especies gque no necesariamente se reconocen por Ssu
capacidad cementante en adultos. En consecuencia, las relaciones ancestro-
descendencia sugeridas a partir de la morfologia como Spondylus princeps-
Spondylus leucacanthus (Keen, 1971) no son soportadas como causa de una
relacion filogenética, sino de eventos de convergencia evolutiva. Spondylus ha
radiado en repetidas ocasiones como resultado de habitats similares, sugiriendo
de igual manera que en otros bivalvos, el alto polimorfismo ha dado como
resultado una alta plasticidad fenotipica representada por potenciales
adaptaciones a habitats especificos (Stanley, 1970; Waller, 1991; 2006; Minchin,
2003; Serb et al., 2011).

Los arboles filogenéticos basados en secuencias de COIl permitieron también
detectar el grado de relacion filogenética de las especies de Spondylus de la
provincia Panamica respecto a las otras especies distribuidas en el Indopacifico.
Estos arboles muestran la presencia de dos clados; uno integrado por S. calcifer,
S. princeps y S. leucacanthus y el otro por las especies encontradas en el
Indopacifico. Debido a que la asociacion entre un clado y un area geografica
determinada aporta elementos para sugerir un origen comun de las especies
integrantes del clado, los datos genéticos encontrados en el presente estudio
indican que las especies encontradas en el Noroeste de México tuvieron un origen
comun a partir de un ancestro que divergié en el Pacifico Occidental. Una
propuesta alterna estaria relacionada con una especiacion en el Indopacifico y una
posterior incursion de las especies recién formadas hacia las costas de México.

Sin embargo esta hipotesis resulta menos parsimoniosa.
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Para obtener una topologia enraizada en los arboles filogenéticos, en el presente
estudio se incorpor6 a Crassostrea gigas (Ostreidae) y Eltopera sanguinea
(Spondylidae). Los arboles generados sustentan que la especie Eltopera
sanguinea no representa un clado fuertemente vinculado a las especies del
género Spondylus. Sin embargo las distancias calculadas basadas en las
distancias de Kimura-2 parametros no fueron en todos los casos més altas que las
encontradas entre las especies del mismo género Spondylus. (Tabla 4). Lamprell
(2001) y Bouchet (2012) proponen que Eltopera deberia ser considerada como
Spondylus; sin embargo, este ultimo autor solo emple6 datos morfologicos para tal
sugerencia. Los resultados en el presente estudio soportan su propuesta, pero es

necesario un mayor numero de analisis para soportar dicha hipotesis.

Existen investigaciones donde el uso del COI como unico marcador ha permitido
realizar interpretaciones sobre la filogenia en Bivalvos (Matsumoto, 2003:
Subclase Pteriomorpha; Chen et al., 2009: Veneridae; Loeza-Quintana, 2009:
Atrina spp). Sin embargo, un soporte mas robusto debe ser sustentado con un
mayor numero de genes mitocondriales y nucleares (16SrRNA, 12SrRNA,
intrones, ITS) analisis filogenéticos y la incorporacion de mas especies integrantes

del género.

Andlisis intraespecifico

I Spondylus calcifer

Estructura poblacional

Los resultados encontrados en el presente estudio basados en secuencias de
ADN de la Subunidad | del Citocromo Oxidasa (COI) no permitieron soportar que
la especie Spondylus calcifer se encuentre estructurada en poblaciones.
Resultados similares han sido observados en otros trabajos tanto en invertebrados

(i.,e. moluscos) como vertebrados marinos (i.e. peces) en varias regiones del
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mundo (Als et al.,, 2011; Katsares et al., 2008). Particularmente, en el Golfo de
California y Pacifico mexicano también existen ejemplos de trabajos que reportan
baja 0 ausente estructura poblacional en diversas especies de moluscos, peces y
crustaceos (Arnaud et al., 2000; Bernardi et al., 2003; Loeza-Quintana, 2009;
Medina-Espinoza, 2010), empleando a su vez secuencias de ADNmt con

diferentes tasas de mutacion (16SrRNA, COIl y Region Control).

Al igual que en Spondylus calcifer, existen especies marinas con altos niveles de
diversidad genética intra-poblacional, mismas que muestran deébil estructura
poblacional debido a los altos niveles de flujo genético (Palumbi, 1992; Ward et al.,
1994; Waples, 1998; Donrung et al., 2011). La homogeneidad genética en
especies marinas puede ser mantenida por factores tales como: grandes tamafos
poblacionales, alta varianza intra-poblacional, alta fecundidad, presencia de larvas
pelagicas, ausencia de fuertes barreras oceanograficas o la presencia de
corrientes oceanicas que pueden facilitar el flujo de genes a través de grandes
distancias geogréficas. En invertebrados marinos en donde los adultos son sésiles
el flujo de genes podria producirse a través de la alta capacidad de dispersion de
larvas planctonicas, en donde se espera que una prolongada fase larval tienda a

producir una distribucion mas homogénea (Donrung et al., 2011).

La ausencia de diferencias genéticas y morfologicas en S. calcifer dentro y fuera
del Golfo de California podria obedecer a dos condiciones principales: 1) la
biologia de la especie (presencia de estadio larval), y 2) las caracteristicas de los
procesos oceanograficos que imperan en la region del noroeste de México. El
desarrollo larval de aproximadamente 15 dias en Spondylus (Soria et al., 2010), y
el patrén de circulacidn de las corrientes oceanogréficas presentes en la peninsula
de Baja California durante la mayor parte del afio, podrian estar permitiendo un
elevado flujo genético via transporte de larvas entre las localidades estudiadas a
través de un modelo de estructura de “Islas” (Islands) (Wright, 1931; Maruyama,
1970) o “salto en salto” (Stepping-stone) (Kimura y Weiss, 1964).

Existe poca informacién de dispersién larval en el medio marino, y en particular las
distancias de dispersion han sido estimadas de manera indirecta y derivadas de

inferencias de datos en oceanografia, biologia de larvas o genética de poblaciones
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en adultos (Levin et al., 1993; Palumbi, 2001; Marinone et al., 2011; Marinone,
2012; Marinone y Lavin, 2012; Sanchez-Velazco et al.,, 2013). Algunas
excepciones son aquellas realizadas para larvas de especies marinas con baja
dispersion (Olson, 1985; Stoner, 1992; Eckert, 2003; Diaz-Ferguson et al., 2010).
La duracién de las larvas es variable, pero se ha encontrado que periodos de un
mes son comunes en larvas planctonicas (Grantham et al., 2003). Durante este
tiempo, una corriente que fluye a 0.1 m/s, tedricamente podria desplazar una larva
cientos de kilometros, de esta manera la rapida propagacion de larvas, explica el
potencial que tienen las especies marinas para dispersarse grandes distancias
(Palumbi, 2003).

En Spondylus calcifer el periodo reproductivo para la zona de estudio se limita a
los meses de verano. El desove se inicia a principios de julio cuando la
temperatura alcanza valores de entre 28° y 29°C, y termina a mediados de
septiembre e incluso puede prolongarse hasta octubre. Luego, viene un periodo
inactivo de noviembre a febrero, el cual termina con el incremento en la
temperatura del mar durante la primavera, cuando nuevamente inicia el proceso
de maduracién gonadal (Villalejo-Fuerte et al., 2002; Cudney-Bueno y Rowell,
2008). El desarrollo larvario de S. calcifer es de 15 dias (Soria et al., 2010); sin
embargo, el tipo de alimentacion (larva planctotréfica), podria permitirle extenderse
a tres semanas como ocurre en otros bivalvos cuando las condiciones para
asentarse al sustrato no son las favorables (Rose et al., 1988; Robles-Mungaray,
2004), (’com. pers. M. Villalejo-Fuerte). De acuerdo con Hellberg et al. (2002),
algunas especies marinas planctotréficas muestran alta similitud genética a
grandes escalas geograficas, la cual se debe aparentemente al flujo de genes.
Winans (1980) estudio la variacién geografica en Chanos chanos y proporcioné
uno de los ejemplos mas tempranos de este patron. Un analisis numeroso de loci
con localidades desde Filipinas hasta Hawaii, reveld un bajo nivel de
diferenciacion genética (Fst = 0.039) sin variacién significativa en las frecuencias

alélicas por mas de 12,000 km.?

2 M.C. Marcial Trinidad Villalejo Fuerte. CICIMAR-IPN. Laboratorio de Invertebrados. La Paz, B.C.S. Enero
2013.
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Las condiciones descritas anteriormente podrian permitir que las larvas
permanecieran un tiempo considerable en el plancton, ser transportadas de forma
pasiva por las corrientes marinas y en consecuencia presentar una dispersion a lo
largo de grandes distancias. Esta alta capacidad para la colonizacion de habitat a
través del transporte larval, explica el amplio intervalo de distribucion que tiene
esta especie, que va desde Peru hasta el alto Golfo de California (Keen, 1971;
Poutiers, 1995; Skoglund y Mulliner, 1996).

Por su parte, la dinamica marina de la region puede ser delineada de la siguiente
manera. Durante el verano en la parte norte del Golfo de California se presenta un
giro ciclonico, el cual fue reportado por primera vez por Lavin et al. (1997). Durante
este periodo, el recorrido de las larvas podria ser mayor del lado del continente,
transportando dichas larvas a la costa de la peninsula (por el alto Golfo de
California), en donde mediante la corriente costera, mas tarde podrian ser
capturadas por los giros o la circulacién del Norte del Golfo, transportdndolas
desde Isla Tiburon haciala parte norte de Angel de la Guarday probablemente
con menor fuerza al sur de Bahia de los Angeles. Durante octubre la Gltima etapa
del reclutamiento en Spondylus calcifer las larvas de esta &area podrian ser

transportadas hacia el sureste dentro de la corriente costera continental.

En la parte media y sur del Golfo de California se podria tener un flujo genético
entre localidades debido a la aparicion de giros ciclénicos y anticiclonicos durante
el verano (julio-octubre). Estas areas donde las larvas recorren grandes distancias
(costa continental), podrian ser vias adecuadas de interconexion entre el norte y el
sur del Golfo de California y Pacifico mexicano, con distancias de dispersion de
alrededor de 400 km y velocidades medias mensuales de 0.15 ms™ (Marinone et
al., 2011; Marinone, 2012; Marinone y Lavin, 2012; Sanchez-Velasco et al., 2013;
Lavin et al., 2013). Estas grandes distancias indican que muchos sitios al parecer
bastantes separados pueden tener fuerte conectividad, sugiriendo que las pocas
larvas que se dispersan, se reclutan y se reproducen entre las localidades
muestreadas (a lo largo de un poco méas de 2,000 km). De acuerdo con Wright
(1978), un migrante por generacion (de La Cholla a Guerrero-Oaxaca) seria
suficiente para asegurar que el haplotipo mas frecuente dentro de todas las
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poblaciones fuera el mas frecuente en cada una de las poblaciones. En el Golfo de
California, los cambios en la circulacibn oceanica son importantes para la
conectividad biologica y transporte de nutrientes, haciendo particularmente las
costas ricas en larvas (Sanchez-Velasco et al., 2009; Sanchez-Velasco et al.,
2013; Peguero-lcaza et al., 2011). Considerando lo anterior, esta conexién
genética parece ser debida en su mayoria a una reproduccion aleatoria a gran
escala, resultado de una amplia tolerancia ambiental, alta fecundidad y desarrollo
larval moderado en S. calcifer, permitiendo la aparente falta de diferenciacion
poblacional (Palumbi, 1992, 1994; Waples, 1998; Villalejo-Fuerte et al., 2002).

Con base en lo anterior, las caracteristicas reproductivas de Spondylus calcifer y
la dindmica oceanografica (patron de corrientes, giros ciclonicos y anticiclonicos)
presentes en el Golfo de California (Marinone et al., 2011; Marinone, 2012;
Marinone y Lavin, 2012; Sanchez-Velasco et al., 2013; Lavin et al., 2013) podria
ayudar a explicar los resultados hallados en el presente estudio sobre la falta de

estructura poblacional de S. calcifer en el Pacifico mexicano y Golfo de California.

La falta de estructura poblacional también ha sido reportada en especies de
cangrejos Callinecte bellicosus (Pfeiler et al., 2005), Pachygrapsus crassipes
(Cassone y Boulding, 2006), caracol Strombus gigas (Perez-Enriquez et al., 2011),
y callo de hacha Atrina maura (Loeza-Quintana, 2009), empleando secuencias del
COl. Utilizando otros marcadores moleculares tampoco se ha observado
estructura poblacional en el Golfo de California, tal es el caso de o reportado por
Aranceta-Garza (2010) sobre el coral Pocillopora verrucosa quien empleo
marcadores tipo microsatélites en localidades desde Loreto a La Paz BCS., y
Pérez-Enriquez et al. (2008) sobre Crassostrea corteziensis en Sonora, Sinaloa y

Nayarit empleando alozimas.

Otros trabajos, sin embargo, han reportado diferencias poblacionales en el
gasterépodo Cittarium pica (Diaz-Ferguson et al., 2010), en el cangrejo Carcinus
maenas (Roman y Palumbi, 2004) y en el bivalvo Macoma balthica (Luttikhuizen et
al., 2003) empleando también secuencias de COI.

Es necesario realizar analisis genéticos adicionales, empleando marcadores

moleculares con mayor variabilidad (i.e. regiébn control del ADNmt vy
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microsatélites), que permitan inferir con mas detalle la estructura poblacional y el
flujo genético en Spondylus calcifer (Karl y Avise, 1992). Algunos estudios han
proporcionado resultados alternos como consecuencia del tipo de marcador
molecular empleado. Por ejemplo, el andlisis poblacional en moluscos realizado
por Arnaud et al. (2003) a partir del empleo de distintos marcadores moleculares
(ADNmt, ADN nuclear, Alozimas) detect6 diferencias poblacionales en funcion del
marcador empleado. Estos autores sefalan que “la diversidad del ADN
mitocondrial puede ser demasiado baja para proporcionar evidencia de
diferenciacion poblacional” debido a que el flujo génico fue reflejado de mejor

manera por el ADN nuclear.

Los resultados de los analisis morfométricos soportaron la presencia de grupos
morfologicamente distintos. El grado de diferenciaciéon no estuvo relacionado con
la distancia geografica entre las localidades, de tal manera que hubo sitios de
muestreo muy distantes (Guerreo-Oaxaca y Bahia de los Angeles con aprox.
2,000 km de separacion) que no fueron los que presentaron la morfologia de la
concha mas diferente. Considerando, lo anterior, los cambios en la morfologia
deben estar fuertemente influenciados por el tipo de ambiente o sustrato sobre el
cual los individuos son reclutados (S. calcifer “cementando sobre grande
complejos de rocas”; S. princeps “en ocasiones cementando sobre roca o sobre
cascajo sin cementar”; S. leucacanthus “adherida a otros invertebrados tales como
coral negro o sobre arenas finas”), como ha sido propuesto previamente a nivel de
especie. Sanchez et al. (2011) sugieren que la alta variabilidad en moluscos
gasterépodos aparentemente se encuentra afectada por las condiciones
ambientales, por lo que es de esperarse que en organismos sésiles, como S.

calcifer, este efecto sea aun mayor.
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Demografia histérica

Los resultados relacionados con la dinamica histérica de las poblaciones indican
que S. calcifer pudo haber experimentado un evento de expansion demografica
repentina. Esta idea es soportada por la distribucion unimodal de las diferencias
pareadas entre las secuencias (Rogers y Harpending, 1992) y los valores no
significativos de las SSD encontrados en todas las localidades del Golfo de
California y Pacifico mexicano. Lo anterior, también es soportado por las pruebas
de neutralidad de D de Tajima y F de Fu en donde ambas presentaron valores
negativos estadisticamente significativos (a excepcion de Las Cruces “D de
Tajima” P=0.09) (Tajima, 1989; Fu, 1997).

Los bajos niveles de diversidad nucleotidica han sido atribuidos en algunas
especies marinas a eventos de expansion poblacional (Avise et al.,, 1984;
Watterson, 1984; Stamatis et al., 2004). También, la presencia de pocos
haplotipos en altas frecuencias y la ocurrencia de una gran cantidad de haplotipos
en bajas frecuencias puede estar relacionado con una poblacion en expansion
(Watterson, 1984), ya que aun no ha ocurrido el tiempo evolutivo suficiente como
para generar un elevado niamero de haplotipos frecuentes. En consecuencia, una
baja diversidad (haplotipica y nucleotidica) podria presentarse, tal como ocurre
con S. calcifer. El marco teorico anterior tiene que ver también con el efecto de
cuello de botella y el nimero efectivo de individuos fundadores ya que una
disminucién en la abundancia, traera consigo una menor variabilidad genética, la
cual aun podra presentarse una vez recuperado el tamafio poblacional original
(Wright, 1931; Nei et al., 1975; Denniston, 1978). Esta prediccién fue soportada
por datos experimentales con Gambusia holdbrooki (h=0.143 a 0.327) (Leberg,
1992). Quizéa uno de los ejemplos mas claros sobre los cambios en la variabilidad
genética en funcién de las fluctuaciones poblacionales es el del elefante marino
del norte, Mirounga angustirrostris, documentado por Hoelzel et al. (2002). Los
resultados de estos autores empleando muestras previas y posteriores a la
reduccion poblacional propiciada por la intensa explotacion durante el siglo XIX,
indican una disminucién considerable de la diversidad genética, aun cuando la

poblacional actual ya haya alcanzado una tamafo poblacional considerable.
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La distribucion de las diferencias pareadas fue ligeramente diferente en Isla
Tiburdén y en Agua Verde respecto a las otras localidades. En estos dos sitios la
moda de la distribucion tendié al valor de cero, lo cual indica que un gran numero
de comparaciones entre pares de secuencias no presentaron diferencias. Una
hipotesis de lo anterior podria ser que, estos resultados estuviesen relacionados
con el mayor impacto asociado a la pesca en estos sitios, reflejandose también en
los bajos valores de diversidad genética encontrados en dichas localidades.

Baqueiro et al. (1982) calcularon las densidades poblacionales muy bajas de S.
calcifer en Baja California Sur, de aproximadamente 1 organismo por cada 100 m?.
Asi mismo Villalejo-Fuerte et al. (2002) reportaron densidades similares para el
area de Loreto, B. C. S., localidad cercana a “Agua Verde”. Sin embargo, su
investigacion no provee estimaciones de densidad poblacional ya que su estudio
fue sobre el ciclo reproductivo de la especie. En el caso del sur de Isla Tiburdn, la
pesca de S. calcifer, al igual que la de otras pesquerias mediante buceo, se inicié
principalmente en la comunidad de Bahia Kino desde finales de los 70°s (Cudney-
Bueno, 2000; SEMARNAT, 2005). La baja diversidad genética en ambos sitios
también puede deberse a un histérico bajo tamafio poblacional historico dentro de
estas localidades o al efecto combinado de ambos factores, bajo tamafo

poblacional histérico y una falta de regulacién pesquera.

ii.  Spondylus princeps

Estructura poblacional

Los resultados obtenidos de la comparacion de las secuencias de la COI no
soportaron la existencia de poblaciones distintas en Spondylus princeps. La red de
minima expansion no sugiri0 tampoco una clara asociacion entre la similitud
genética y la procedencia geografica de los haplotipos. Considerando las

observaciones de Soria et al. (2010) para el desarrollo larval de S. calcifer (15
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dias), S. princeps también podria tener un periodo larval similar (*Com. Pers. M.
Villalejo-Fuerte). De esta manera dichas larvas se deben encontrar sujetas a la 3

influencia de la direccién e intensidad de las corrientes oceanograficas que
contribuyen a la homogeneizacién de las poblaciones. Una de las corrientes
marinas mas importantes que ocurre en el area de distribucion de S. princeps es la
Corriente de California, la cual es considerada las mas importante sobre la costa
Oeste de la Peninsula de Baja California (Lynn y Simpson, 1987; Kessler, 2006).
La fuerza y direccion de la Corriente de California podria estar originando el
transporte larval a lo largo de toda la costa. El efecto ascendente de la Corriente
del Oeste de México a lo largo del Pacifico mexicano, podria estar dirigiendo
larvas hacia dentro del Golfo de California. Considerando la morfologia de la
Peninsula y las corrientes marinas que ocurren en general en esta zona, uno
podria esperar un flujo genético actual acorde con el modelo de migracién en
saltos entre islas (“Island-Stepping-Stone”, Wright, 1931; Maruyama, 1970; Kimura
y Weiss, 1964) ya que la disposicion de las localidades estudiadas siguen una
disposicion aproximadamente lineal y adyacentes a la costa. Sin embargo, las
localidades mas cercanas no fueron precisamente las que presentaron las
diferencias genéticas menores (i.e. Santa Rosalia y Agua Verde). Esto podria
deberse a que dentro del Golfo los giros ciclénicos y anticiclénicos locales, podrian
estar dando como resultado un flujo y mezcla del material genético entre las
localidades (Kessler, 2006; Marinone, 2012) alterando los resultados esperados de

acuerdo con el modelo.

Una explicaciéon parcialmente distinta a lo mencionado previamente es que exista
un flujo genético limitado (sobre todo entre individuos de la costa Oeste y Este de
la Peninsula de Baja California) el cual no detectamos en este estudio. Un aspecto
que llama la atencion y que podria soportar lo anterior es la falta de registros y
pequefias poblaciones (bancos) o demes de Spondylus princeps entre Punta
Eugenia y la parte sur de la Peninsula (Keen, 1971; Poutiers, 1995; Skoglund y
Mulliner, 1996). La ausencia de registros en esta area geografica que conecta las

poblaciones de los extremos de su area de distribuciéon genera dudas sobre la

% Ibidem

77



existencia de un flujo genético considerable. Adicionalmente, los valores
encontrados de las comparaciones pareadas de los valores de ®st , sin bien no
fueron estadisticamente significativos, en general sugieren una tendencia a
presentar valores que indican una mayor diferenciacion entre los organismos del
Golfo de California y Pacifico que entre los organismos dentro del Golfo de
California. Los datos morfométricos también coinciden con esta idea. Los
resultados basado en la comparacién de la forma de concha indican diferencias
significativas entre las localidades y llama la atencion que la principal
discriminacion fue entre Laguna Ojo de Liebre y Santa Rosalia y una menor
diferenciacion entre Santa Rosalia y Agua Verde. Esto puede ser notado a partir
de la VC1 de los individuos de la Laguna Ojo de Liebre respecto a los
provenientes de las otras localidades. La VC2 (con un menor poder discriminante
que la VC1) discrimind las localidades de Agua Verde y Santa Rosalia. Estas
diferencias podrian ser el resultado de las condiciones ambientales sobre la forma
de la concha. Se ha reportado que cuando dos especies o0 poblaciones ocupan un
nicho trofico comparable, fenotipos similares pueden ser generados, via analoga a
respuestas evolutivas (Ruber et al.,, 199; Riber y Adams, 2001). La mayor
diferencia de los individuos de Laguna Ojo de Liebre, podria también ser
consecuencia de una menor relacion filogenética. La configuracion de la charnela
aporté informacién similar a la de la forma total de la concha; solo que las
distancias de Mahalanobis entre los individuos fueron menores.

La ausencia de individuos de esta especie al sur de la costa Oeste de la Peninsula
podria ser debido a una pérdida de conectividad por cambios ambientales tal
como ha sido sugerido para explicar la ocurrencia de especies con poblaciones
disjuntas (Bernardi et al., 2003). Alternativamente, procesos de vicarianza podrian
ser una explicacion alterna. De esta manera, una gran cantidad de especies
regionales han sido fuertemente afectadas por la complicada historia geoldgica de
la Peninsula; sin embargo, analisis moleculares han permitido esclarecer la
biogeografia historica, investigando las relaciones genealégicas entre los linajes
de ADNmt (Riddle et al.,, 2000; Murphy y Aguirre-Ledn, 2002). Basados en la
genealogia de varias especies, algunos autores (Upton y Murphy, 1997; Riddle et

al., 2000) han sugerido que la region media peninsular estaba sumergida hace 1-
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1.6 millones de afos, resultando en una conexidn temporal entre el Golfo de
California y el Océano Pacifico. Es importante sefialar que una gran cantidad de
divergencias geograficamente concordantes han sido encontradas en la regiéon
central peninsular, para genealogias adicionales con ADNmt en lagartijas,
serpientes, mamiferos, aves y arafias (Riddle et al., 2000). De acuerdo con lo
anterior la estructura actual de las especies distribuidas en ambas costas de la
Peninsula podria también tener alguna influencia de su distribucion historica
influida por procesos geoldgicos.

Deberan ser realizados esfuerzos adicionales empleando marcadores moleculares
mas polimorficos como secuencias de la Region Control del ADNmt o el uso de
microsatélites como ha sido abordado en algunas zonas del area de distribucion
de S. calcifer (Munguia-Vega, 2010; Soria et al., 2012) con la intencion de tener

una mejor comprension de la estructura poblacional de S. principes.

Demografia histérica

Los valores de la SSD, relacionados con la distribucion de las frecuencias de las
diferencias pareadas entre las secuencias, soportan que en las poblaciones de S.
princeps han ocurrido eventos de expansion poblacional repentina en Bahia de
Los Angeles, Santa Rosalia y Agua Verde. El patron encontrado en Laguna Ojo de
Liebre no fue estadisticamente similar al predicho por el modelo de expansion
poblacional. Los valores negativos en D de Tajima soportaron un evento de
expansion poblacional s6lo en Agua Verde y la prueba F de Fu, soportd este
evento histdrico en todos los sitios, excepto en Bahia de los Angeles (Fu, 1997).
Considerando lo anterior, las localidad de Laguna Ojo de Liebre y Bahia de Los
Angeles, podrian albergar poblaciones que han sido aparentemente mas estables.
Las curvas obtenidas de las diferencias pareadas indican de manera relativamente
mMAas notoria para ambos sitios la presencia incipiente de mas de una moda, lo cual
puede ser un reflejo de poblaciones estables (Rogers y Harpending, 1992). Sin
embargo, los valores de diversidad genética no fueron sustancialmente diferentes

entre los cuatro sitios.
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La region del COI ha sido recurrentemente utilizada para estimar la estructura
poblacional y deducir relaciones filogenéticas en una gran cantidad de especies de
vertebrados e invertebrados debido a su moderada variabilidad genética, que
provee informacion valiosa para la identificacion de especies, para su taxonomia, y
para la validacion de la posicion sistemética (Moritz et al., 1987; Matsumoto,
2003; Roman y Palumbi, 2004; Samadi et al., 2006; Katsares et al., 2008; Chen et
al., 2009; De Oliveira et al., 2012). Sin embargo, igual a lo sugerido para la
revisiébn de la estructura poblacional, un analisis de la historia poblacional en S.
princeps podria verse enriguecido de secuencias de ADN con un mayor
polimorfismo que la region COI, de tal manera que se puedan detectar diferencias

genéticas mas sutiles a nivel poblacional.

Finalmente, llama la atencion que la diversidad genética de S. princeps fue
considerablemente mayor que la encontrada en S. calcifer. Estas diferencias
podrian estar asociadas a un tamafio poblacional, a eventos historicos diferentes o
a impactos distintos entre ambas especies como la pesca o el paso por cuellos de

botella; como fue discutido previamente para S. calcifer.

Hipotéticamente podriamos creer que los niveles de diversidad genética asociados
a éste 0 a efectos de explotacion pesquera parecen haber tenido un mayor
impacto sobre S. calcifer que en S.princeps. Lo anterior como resultado de un

esfuerzo pesquero diferencial entre ellas.
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IX. CONCLUSIONES

e La existencia de tres entidades taxondmicas asociadas a las tres especies
reconocidas del género Spondylus presentes en el Pacifico mexicano y
Golfo de California, se soportan con pruebas moleculares y de morfometria

geomeétrica.

e Se reconoce la validez nomenclatural de Spondylus calcifer Carpenter,
1857, Spondylus princeps Broderip, 1833 y Spondylus leucacanthus
Broderip, 1833.

¢ No se soporta que Spondylus princeps Yy Spondylus leucacanthus sean las
especies genéticamente mas cercanas, para las reconocidas dentro de la
provincia Panamica, de tal manera que las similitudes morfologicas
empleadas previamente para entablar su relacién filogenética no sustentan

dicha propuesta.

e Las especies distribuidas en el Noroeste de México comparten una mayor
relacion filogenética entre ellas que con las especies distribuidas en el
Indopacifico.

¢ No se detecté una estructura genética poblacional en Spondylus calcifer ni
en Spondylus princeps., por lo que las variaciones morfolégicas podrian ser
consideradas como variantes fenotipicas dentro de cada especie asociadas
a efectos ambientales. Una explicacion de estos hallazgos puede ser los
procesos de deriva larval asociadas a corrientes oceanicas que
incrementan el flujo genético y la homogeneizacion las poblaciones.
Alternativamente, los resultados podrian ser debido a la inhabilidad de la

COl para detectar diferencias poblacionales en estas especies.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda solicitar a la Comision Internacional de Nomenclatura
Zoologica la reversion de precedencia para las especies Spondylus calcifer,
Spondylus princeps y Spondylus leucacanthus en aras de la estabilidad
taxonomica y evitar asi la introduccion de incertidumbre y confusion, de
acuerdo con el articulo 23.9.1-3 del cédigo de nomenclatura zoolodgica. La
falta de pronunciamiento ha traido como consecuencia la utilizacion de
nombres sin6nimos para ambas especies (i.e. Mackensen et al., 2011;
Coan y Valentich, 2012). Dichos trabajos argumentando la falta de
pronunciamiento por parte de la Comision Internacional de Nomenclatura

Zooldgica.

Es importante desarrollar un método que pueda discriminar entre especies
sin la necesidad de evaluar la forma (configuracion) total del espécimen, lo
anterior debido a que durante la practica en campo y en asentamientos
arqueoldgicos de importancia ceremonial de culturas pre-ceramicas, se han
encontrado piezas de Spondylus en mal estado (no completos, en muchas
ocasiones Unicamente la parte correspondiente a la Charnela) (Paulsen,
1974; Bauer y Lunniss, 2010), Dicha técnica proporcionaria informacion
acerca de la distribucién del género. Ademas, en estudios de arqueoldgicos
la identificacion de piezas a nivel de especie podria ayudar a conocer las
posibles relaciones y conexiones entre culturas de América latina en ambos
lados del continente. Lo anterior podria ser una buena opcién, ya que la
técnica de extraccion de ADN en la concha expuestas al ambiente durante
largos periodos de tiempo aln no es una opcién alternativa (Geist et al.,
2008).

Se recomienda realizar una mayor cantidad de andlisis genéticos en las
especies S. calcifer y S. princeps, con la finalidad de probar otros genes

mas variables del ADNmt (i. e. regién control) u otros marcadores
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moleculares tipo microsatélites, que permitan clarificar la falta de estructura

poblacional en esta especie.

Es importante realizar estudios de genética poblacional basados en
marcadores tipo microsatélites o de ADNmt (regién control) en la especie S.
leucacanthus, y observar si obedecen o0 no a una misma estructura

poblacional, como resultado de un mismo rango de distribucion.

Es necesario realizar mas estudios acerca de la relacion filogenética entre
el género Eltopera y Spondylus, que permitan dar mayor soporte a la

inclusién de Eltopera dentro del grupo de los espondilidos.
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A n eX O 1 Protocolo de Extraccion de ADN total

utilizando “DNAZol”

110



10.

11.

12.

Agregar 250 pl de DNA zol (Invitrogen) y 20 pl de proteinasa “K™ (para una
digestibn mas rapida) en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, que contiene una
pequefia porcion de tejido.

Dejar reposando durante 6 horas (en el caso de moluscos) o toda la noche de
ser necesario (12 aprox.) a una temperatura de entre 38 y 46°C (para mejor
resultado) 6 a temperatura ambiente.

Mezclar con la ayuda de un “vortex” durante 15 segundos aproximadamente.
Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 minutos.

Con la ayuda de una micropipeta recuperar el sobrenadante, mismo que
deberd ser depositado en tubos nuevos y estériles (1.5 ml) debidamente
etiquetados, ya que en esta solucion se encuentra contenido el ADN total y
demas residuos.

Agregar 250 pl de etanol al 100% (de preferencia a una temperatura
aproximada de entre -20 y 0 °C), mezclar perfectamente y dejarlo reposar a -
20°C (lo anterior servira para precipitar el ADN total que se encuentre en la
solucién)

Centrifugar nuevamente a 14,000 rpm. Durante dos minutos.

Descartar de nuevo el sobrenadante, sin perder de vista el pelet de color entre
blanco y transparente que debe quedar dentro del tubo (este pelet es el ADN
total).

Agregar 250 pl de etanol al 70% al tubo que contiene el pelet y homogenizar la
muestra (este lavado del pelet, ayuda a eliminar material que no es
precisamente ADN, impurezas del reactivo, proteinas de tu tejido etc.)

Centrifugar a 14,000 rpm. Durante 10 minutos.

Descartar el sobrenadante con mucho cuidado de no eliminar el pelet, dejar
secar a temperatura ambiente.

Una vez seco el pelet, resuspender al ADN en 100 ul de Agua grado molecular

(MQ).
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A n eX O 2 Frecuencias haplotipicas de COI en

Spondylus calcifer.
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Frecuencias haplotipicas de secuencias parciales del gen Citocromo Oxidasa sub-
unidad | en la especie Spondylus calcifer, para cada una de las localidades de
recolecta: Isla Tiburon (IT); La Cholla (LCH); Isla Angel de la Guarda posicion
norte (AN); Bahia de los Angeles (BA); Santa Rosalia (SR); Agua Verde (AV); Las
Cruces (LC); Guerrero-Oaxaca (Pac). El nimero entre paréntesis indica el total de
secuencias por localidad.

B8

Hap_1 0759 0594  0.656  0.652 0.811 0.636
Hap_2 0.034 0 0 0 o 0 o 0
Hap_3 0069 0062 0125 0087 0033 0054  0.111  0.090
Hap_4 0.034  0.062 0 0.043  0.066  0.027  0.055 0
Hap_5 0.034 0 0 0 0 0 0 0
Hap_6 0.034  0.125 0 0 0.033  0.027 0 0
Hap_7 0.034 0 0 0 0 0 0 0
Hap_8 0 0.031 0 0.087 0 0.027 0 0.090
Hap_9 0 0.031 0 0 0.033 0 0 0
Hap_10 0 0.031  0.031 0 0 0 0 0
Hap_11 0 0.031 0 0 0 0 0 0
Hap_12 0 0.031 0 0.021 0.1 0 0 0
Hap_13 0 0 0.031 0 0 0 0 0
Hap_14 0 0 0.031 0 0 0 0 0
Hap_15 0 0 0.031 0 0 0 0 0
Hap_16 0 0 0.031 0 0 0 0 0
Hap_ 17 0 0 0.031 0 0 0 0 0
Hap_18 0 0 0.031 0 0 0 0 0
Hap_19 0 0 0 0.043 0 0 0 0
Hap_20 0 0 0 0.021 0 0 0 0
Hap_21 0 0 0 0.021 0 0 0 0
Hap_22 0 0 0 0.021 0 0 0 0
Hap_23 0 0 0 0 0.033 0 0 0
Hap_24 0 0 0 0 0.033 0 0 0
Hap_25 0 0 0 0 0.033 0 0 0
Hap_26 0 0 0 0 0.033 0027 0055  0.090
Hap_27 0 0 0 0 0 0.027 0 0
Hap_28 0 0 0 0 0 0 0.055 0
Hap_29 0 0 0 0 0 0 0.055 0
Hap_30 0 0 0 0 0 0 0.055 0
Hap_31 0 0 0 0 0 0 0.055 0
Hap_32 0 0 0 0 0 0 0.055 0
Hap_33 0 0 0 0 0 0 0 0.090
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A n eX O 3 Frecuencias haplotipicas de COI en

Spondylus princeps.
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Frecuencias haplotipicas de secuencias parciales del gen Citocromo Oxidasa sub-
unidad | en la especie Spondylus princeps, para cada una de las localidades de
recolecta: Bahia de los Angeles (BA); Santa Rosalia (SR); Agua Verde-Isla
Danzante (AV-ID); Laguna Ojo de Liebre (LOL). EI nimero entre paréntesis indica
el total de secuencias por localidad.

Haplotipo AV-ID | LOL
(15) (28) (40) (39)

Hap_ 1

Hap 2 0.066 0 o o
Hap_3 0.133 0 0 0
Hap_4 0.267 0.393 0.35 0.256
Hap 5 0.2 0.143 0.1 0.231
Hap_6 0.066 0 0 0
Hap_ 7 0.066 0 0 0
Hap_8 0 0.071 0 0
Hap 9 0 0.143 0.05 0
Hap_10 0 0.035 0 0
Hap_11 0 0.035 0 0
Hap_12 0 0.035 0 0
Hap_13 0 0.035 0 0
Hap_14 0 0.035 0 0
Hap_15 0 0.035 0.075 0.231
Hap_16 0 0.035 0 0
Hap_17 0 0 0.125 0
Hap_18 0 0 0.025 0
Hap 19 0 0 0.05 0
Hap_20 0 0 0.025 0
Hap_21 0 0 0.025 0
Hap_22 0 0 0.025 0
Hap_23 0 0 0.025 0
Hap 24 0 0 0.025 0.025
Hap_25 0 0 0.025 0
Hap_26 0 0 0.025 0
Hap_27 0 0 0.025 0
Hap_28 0 0 0.025 0
Hap_29 0 0 0 0.025
Hap_ 30 0 0 0 0.025
Hap_31 0 0 0 0.025
Hap_ 32 0 0 0 0.025
Hap_33 0 0 0 0.025
Hap 34 0 0 0 0.025
Hap_35 0 0 0 0.025
Hap 36 0 0 0 0.025
Hap_37 0 0 0 0.025
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