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Resumen

El presente trabajo contribuye al conocimiento de la variacion fenotipica de la concha de
Neritina virginea mediante la determinacion y cuantificacion de su coloracién, patrones y
tallas a lo largo de un gradiente ambiental, representado en cuatro localidades estuarinas
del litoral de Veracruz, México. Se muestrearon 20 estaciones en la Laguna de la Mancha
en mayo del 2011 y 30 estaciones en la regién de los Tuxtlas en agosto del 2013; se midio
el tamafo de la concha y en cada estacién de muestreo se midié la profundidad, tipo de
sustrato, salinidad y velocidad de corriente. Los colores y patrones de la concha fueron
cuantificados utilizando un método estandarizado de fotografia digital y analisis de imagen

basado en un sistema continuo de RGB.

La gran cantidad de cambios reportados en los caracteres coloracién y patrones de
la concha sugiere que sean altamente plasticos. Se determinaron cinco cromotipos de
coloracion de la concha y cuatro patrones de pigmentacion en las poblaciones de Veracruz
como primer paso para categorizar la variacion fenotipica. La salinidad fue la variable que
mejor explico la diversidad de la coloracién en la concha debido a posibles modificaciones
en los gradientes de los pigmentos. La relacion positiva de la talla con la profundidad se
afectd por el gradiente del muestreo en temporadas diferentes. La variacion de la coloraciéon
de la concha entre los organismos de la Laguna de La Mancha y Sontecomapan es distinta
que la coloracion en Arroyo de Liza y Balzapote. La variacion ocurre a nivel local y regional;
sin embargo se necesita un analisis de mayor escala para comprender la influencia de las

variables ambientales, en conjunto con el desarrollo de la concha del organismo.



. Introduccién
1.1. La variacién en las poblaciones biolégicas

La variacién es una propiedad intrinseca de los sistemas bioldgicos a ser diferentes en
cualquiera de sus elementos. Dentro de una poblacion, existen multiples fuentes
potenciales de la variacion y los procesos que influyen su expresién son tan variados que

es complicado comprenderla desde un punto de vista determinista (Byers, 2008).

La variacion puede presentarse a todos los niveles, a nivel genético, molecular,
fisioldgico, morfolégico e inclusive conductual, y la distincion entre los niveles de la variaciéon
es fundamental. Hernandez-Marroquin (2011) propone un enfoque util para comprender la
variacion en tres niveles acumulativos: la variacion en la informacién genética y gendmica,
la variacion en la forma de expresar dicha informacion (variacion epigenética) y la variacion
en el significado de la informacion (variacion fenotipica). En donde a cada nivel se presentan

factores especificos y causas exclusivas, generalmente de relaciones complejas.

La variacion fenotipica, es el punto de encuentro de numerosos fenémenos vy
regularidades biologicas. Para facilitar su estudio, se pueden hacer dos grandes
generalidades con base en su origen: la variacion fenotipica como resultado de factores
intrinsecos o genéticos y de factores extrinsecos o ambientales. Los factores intrinsecos
son todos aquellos procesos que ocurren previo a la expresion fenotipica, por ejemplo,
factores genéticos, factores hereditarios no gendmicos, estabilidad e inestabilidad en el
desarrollo, canalizacién de la variacion genética y autoorganizacién de caracteres

fenotipicos (Hernandez-Marroquin, 2011).

Los factores extrinsecos o ambientales corresponden a todos los fendmenos
externos que inciden en la construccion del fenotipo. La variacién producto de factores
ambientales sin respuesta alguna en el desarrollo de los organismos, es llamada
canalizacién ambiental, mientras que la variacién influida por el ambiente con una respuesta

en la expresion del fenotipo, es llamada plasticidad fenotipica (Sultan y Stearns, 2005).

Si bien los factores intrinsecos no son el objeto de analisis en esta tesis, se reconoce
su importancia en la construccion del fenotipo y no se descarta su interrelacién, pues el
desarrollo de un organismo es resultado de la integracion de respuestas genéticas vy

ambientales (Schlichting y Pigliucci, 1998).



1.2. La variacién biolégica en gasterépodos

En los gasterépodos existe una enorme variacion fenotipica en caracteres como el
color, la forma, la direccion del enrollamiento y ornamentacion de la concha (Urbano, 2011).
Los primeros polimorfismos genéticos conocidos, son los variantes visibles que afectan la
coloracién, la forma, los patrones y otros aspectos morfolégicos por mecanismos genéticos
simples (Hedrick, 2011). Por otro lado se reconoce que muchas de las expresiones
fenotipicas son resultado de mecanismos genéticos complejos, en donde no se conoce el
namero de alelos, su relacibn de dominancia o numero de genes involucrados
(Roughgarden, 1996).

En el gasteropodo Cepaea nemoralis, una serie de polimorfismos mendelianos
afectan el color y el bandeo, en relacién con la heterogeneidad ambiental en distintas areas.
Un gran numero de estudios han indicado que el mantenimiento del polimorfismo se debe
a una depredacion diferencial de aves (Cain y Shepard, 1954) y a distintos factores de

heterogeneidad ambiental que varian de localidad a localidad (Davidson y Clarke, 2000).

Los caracteres modulares como las conchas de los gasteropodos estan limitados en
su desarrollo debido a que durante el proceso de construccién de la concha, las estructuras
formadas previamente no pueden ser alteradas. Se ha observado que durante el desarrollo
de la concha, existe una gran flexibilidad en el fenotipo en respuesta a una heterogeneidad
ambiental y espacial, debido a la disponibilidad de material en el medio para la acrecion de
la concha. En este sentido, la concha puede considerarse como un caracter modular

altamente flexible (Hovermann y Reylea, 2007).

1.3. La formacion de la concha

La formacion de la concha se da a partir de la secrecién de fluido extrapalial por parte de
las células externas del epitelio del manto. El manto primero secreta una membrana
proteica denominada periostraco, y el proceso de calcificacidon ocurre entre el periostraco y
el manto. Durante este proceso se forman las dos capas subsiguientes: la capa externa o
prismatica, formada principalmente por carbonato de calcio (calcita o aragonita) y la capa

interna o nacarada, formada por aragonita (Addadi et al., 2006; Furuhashi et al., 2009).



El proceso de incorporacion de carbonatos en la concha aun no es comprendido por
completo; sin embargo se sabe que los iones necesarios son asimilados a través del medio
externo y en gran parte por de la dieta del organismo (Nudelman et al., 2007; Furuhashi et
al., 2009). La coloracion y patrones de la concha son un reflejo de la expresion estructural
de diferentes pigmentos incorporados en la capa prismatica de la concha; sin embargo el
proceso de expresion ha sido estudiado en muy pocas especies de moluscos, por ejemplo,
a nivel genético es conocido que en Haliotis asinina parte de la expresion de los puntos
azules y rojos caracteristicos de la concha, son resultado de la activacién de un solo gen
(Jackson et al., 2006).

Existen otras formas de explicar la expresion de los pigmentos ante la complejidad
en el ensamblaje de la concha, por ejemplo, Meinhardt (1995) propone un modelo basado
en un mecanismo fisicoquimico autoorganizante llamado modelo de reaccion y difusion, el
cual consiste en un sistema donde compuestos quimicos con mensajes morfogenéticos
generados por células, se difunden en los tejidos de los organismos. El modelo propone
que se pueden formar caracteristicas fenotipicas esenciales sin la intervencion directa de

genes construidos por seleccién natural (Hernandez Marroquin, 2011).

Los caracteres labiles se definen como rasgos que varian libremente a nivel
individual o poblacional de forma reversible o irreversible (Silvertown et al., 2006; Forsman,
2014). En este sentido, la coloracién y los patrones de la concha constituyen un ejemplo de

rasgos irreversibles, pues su expresion depende de la configuracién de la concha.

1.3.1 La variacién en la coloracion y patrones de la concha

La coloracion y patrones que se forman son caracteres importantes en la mayoria
de los organismos por las diversas funciones atribuidas, tales como la termorregulacion,
comunicacion intraespecifica, evasion de depredadores, dimorfismo sexual y cripsis
(Endler, 1978). En el gasteropodo terrestre Cepaea nemoralis (Cain y Sheppard, 1950), la
coloracion y patrones se han correlacionando con la depredacion selectiva sobre el fenotipo
de los morfos, mientras que en gasterdpodos marinos se han relacionado con la exposicion
al oleaje (Palmer, 1985), seleccion criptica (Byers, 1990), niveles bajos de marea y sustratos
variables (Johannesson et al., 1993), absorcién de la radiaciéon solar (Mitton, 1977) y

depredacion diferencial (Hoagland, 1977).
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En moluscos, a nivel taxondémico, la coloracion y los patrones son caracteres poco
recomendados por el gran nivel de variabilidad (Gitternberg et al., 2004); sin embargo aun
son utilizados en las descripciones taxonémicas (Keen, 1971). Por ello, reconocer e
identificar la gran variacion fenotipica presente en la concha de los gasterépodos es un
paso importante que delimita de una mejor forma las descripciones taxonémicas. En el
presente trabajo, la gran variacién de Neritina virginea (Linneaus, 1758) se categoriza como
preambulo para buscar relaciones explicativas de la enorme diversidad de coloracion y

patrones expresados en la concha.

La variacion en el color y patrones en la concha funcionan independientemente y
pueden ser explicados de diversas formas (Meinhardt, 1995; Boettiger et al., 2009). Los
patrones de la concha en gasteropodos pueden ser desde lineas hasta puntos continuos o
superpuestos y son resultado de la actividad especial de grupos de células determinadas

que forman dibujos que van de complejos a simples (Comfort, 1950; Menhardt, 1995).

En el gasterépodo Haliotis asinina se conoce el proceso de pigmentacion de la
concha a nivel ontogénico. Se ha observado que la teleoconcha (concha postlarval)
adquiere una coloracion marron cuando se establece sobre algas coralinas y que
posteriormente sufre diversos cambios morfogenéticos que modifican su pigmentacién y
estructura en relacién a los cambios de habitat ocupado durante su desarrollo; sin embargo
aun quedan preguntas abiertas sobre el mecanismo celular de regulacion de los pigmentos

y sobre la consolidacion de los pigmentos en la concha adulta (Jackson et al., 2007).

Se ha propuesto que los patrones de coloracion son estables en el tiempo y se
pueden alterar facilmente, por lo que son considerados un epifendbmeno (fendémeno
acompanante) complejo del desarrollo del organismo (Meinhardt, 1995; Boettiger y Oster,
2009). En la actualidad la explicacién de la formacién y modificacion de los patrones de
pigmentacion en la concha, ha tenido un mayor éxito desde el enfoque de la modelacion
matematica y computacional (Waddington y Cowe, 1969; Meinhardt y Klinger, 1987;
Ermentrout, et al., 1986) que desde el punto de vista biolégico. En la presente tesis se
reconoce el papel fundamental de diversos factores externos que inciden en la expresion

de la coloracion y patrones en la concha a partir de datos experimentales.

Se ha demostrado que la coloracién y los patrones de la concha son caracteres

adaptativos en moluscos, por ejemplo en los gasterépodos Cepaea nemoralis (Cain y
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Sheppard, 1950; 1952; 1954), Littorina saxatilis (Sokolova y Berger, 2000; Ekendahl y
Johannesson, 2008; Phifer-Rixey et al., 2008) y en algunos opistobranquios (Rudman,
1991; Cimino y Ghiselin, 1999; Valdés et al., 2013). La evidencia de la plasticidad fenotipica
registrada en moluscos es amplia y su mantenimiento dentro de las poblaciones es un

objeto clave en los estudios ecolégicos y evolutivos.

La coloracién y los patrones son propiedades que son parte de la forma de un objeto.
En el contexto del presente trabajo la separacién de los organismos sobre la base del color

y patrones de la concha se referiran como cromotipos.

1.4. La variacion biologica en las zonas de transicion ambiental

Las zonas de transicién como los estuarios y humedales costeros, son zonas criticas que
conectan tierra con ambientes dulceacuicolas y marinos. Representan ecosistemas que
varian espacial y temporalmente, en una gran cantidad de variables ambientales (Ruehl et
al., 2011), en este sentido, los organismos pueden estar afectados en una gran variedad de
formas y responder de una manera directa o indirecta en su desarrollo (Schlichting, y
Pigliucci, 1998).

Los organismos que habitan estas zonas, tienen una alta plasticidad y es conocida
la diferenciacién entre poblaciones debido a la heterogeneidad del ambiente (Solokova y
Boulding, 2004) por lo que estas zonas, son ideales para estudiar la variacién fenotipica.
En moluscos gasterépodos estuarinos se han identificado cambios en la concha en relacion
con gradientes ambientales y geograficos, tipos de sustrato de adhesion (Byers, 1990),
exposicion al oleaje (Trussel, 1997), estrés fisiologico y preferencia de microambientes
(Etter, 1988; Sokolova y Berger, 2000).

En los estuarios, la salinidad juega un papel importante en la quimica del agua, en la
capacidad de amortiguamiento y en la fisiologia de los organismos. La relacion entre la
salinidad y los organismos se refleja en los patrones de distribucion de distintas especies
(Kaiser, et al., 2005). Existen diversos mecanismos a nivel fisioldgico que permiten a los
organismos eurihalinos adaptarse a condiciones variables de salinidad, por ejemplo,
algunos crustaceos poseen largas glandulas excretoras de sal (Gajardo y Beardmore, 2012)

y en los gasterdépodos parte del rifién remueve las sales para diluir la orina (Little, 1971).
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La salinidad puede influir en modificaciones estructurales de los organismos
invertebrados. Uno de los casos mas estudiados, es el del crustaceo Artemia salina, en
donde se reconocen diferentes formas segun la concentracion de salinidad (Gajardo y
Beardmore, 2012). Andrews (1940) menciona que en el gasteropodo N. virginea, a una
mayor concentracion de sales, la deposicion de los pigmentos en la concha es menor, por

lo que la reflexion y brillo es mayor.

1.5 La variacion en Neritidae

La familia Neritidae comprende especies que se encuentran distribuidas a lo largo de las
zonas estuarinas del Golfo de México. Nertinia. virginea es un gasteréopodo perteneciente
a este grupo y se distribuye ampliamente en zonas salobres y dulceacuicolas de rios,
arroyos y lagunas. Los individuos de esta especie se adhieren a diferentes tipos de sustrato
(Flores y Caceres, 1973) y presentan gran tolerancia a condiciones adversas, como las
variaciones de salinidad, oxigeno disuelto (Aaron, 1989 en Martins, et al., 2002) y altas
tasas de sedimentacion (Taborda, 2013). Las grandes diferencias a las que se encuentran
expuestos los organismos de esta especie, son factores importantes que pueden influir en

la variacion.

La concha de N. virginea es pequena, de entre 14 y 16 mm de longitud, su forma es
globulosa, con la vuelta corporal muy expandida; la abertura es semilunar, con el area
parietal extendida ligeramente convexa, de color blanca o amarilla y con un nimero variable
de pequenos dientes columelares dispuestos irregularmente; el opérculo es liso vy

calcificado de color gris oscuro a negro (Garcia-Cubas y Reguero, 2004).

La coloracion y patrones de la concha son muy variados en N. virginea. Las
tonalidades pueden ser purpuras en combinacién con negro, blanco, gris, rojo, crema, verde
y amarillo. La variacion de patrones incluye lineas axiales, bandas espirales de colores
contrastantes y pequefios triangulos bordeados de lineas negras. Algunas conchas son

negras con pocos puntos blancos (Redfern, 2001).
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Phylum Mollusca
Clase Gastropoda
Subclase Neritimorpha
Orden Cycloneritimorpha
Superfamilia Neritoidea
Familia Neritidae Rafinesque, 1815
Género Neritina Linnaeus, 1758

Especie Neritina virginea

La variacion en la pigmentacién de la concha en Neritidae dificulta la taxonomia del
grupo basada en caracteres conquiliolégicos (Hill, 1980), por ejemplo, los patrones de la
concha de Neritina violacea y N. cornucopia son de color purpura y de reticulaciones
similares. Las conchas son tan parecidas que su clasificacion ha sido controversial desde

las primeras descripciones (Qin, 1995).

Existen numerosos ejemplos dentro de la familia que reflejan la complejidad de la
coloracién y patrones de la concha, en donde probablemente intervengan fendmenos a gran
escala y de caracter multifactorial, por ejemplo, Gunderson y Minton (1997) determinaron
que los patrones y coloracién en Puperita tristis en realidad corresponden a la expresion de
un ecofenotipo de P. pupa relacionado con cambios en la salinidad y Valdéz y Villalobos
(1982) relacionaron una mayor depredacién diferencial sobre los morfotipos mas coloridos

de Neritina latissima.

Dentro de los trabajos paleontoldgicos, sobre coloraciéon y patrones, se encuentran
los trabajos de Hollingsworth y Barker (1991) y Symonds (2012), en donde relacionan
cambios abruptos en los patrones de coloracién con cambios en la salinidad, y en algunos
casos, coinciden con dafos en la forma de la concha debidos a cambios abruptos en el

ambiente.

La mayoria de los registros fosiles de moluscos pierden su coloracion durante el
proceso de fosilizacion, en los neritidos se conservan debido a que la concha tiene mayor
proporcion de calcita, la cual es menos soluble y protege a los pigmentos. Se han
encontrado registros de neritidos foésiles con un rango considerable de colores y patrones
similares a las especies actuales (Symonds, 2012), lo que sugiere que sean caracteres

ampliamente preservados.
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1.6. Cuantificacion del color y los patrones

La informacién de la coloracién juega un papel importante en los animales, algunos
ejemplos son la termorregulacién, la comunicacién intraespecifica, la evasion de
depredadores, la comunicacion eficiente durante el cortejo y el mimetismo, entre muchas
otras (Endler, 1990).

La comparacién con base en el juicio humano es subjetiva, por ello, existen métodos
estandarizados para comparar la coloracién el campo de la biologia (Endler, 1990; Stoddard
y Stevens, 2010), que van desde el uso de patrones control (ej. paleta de colores Pantone
y Macbeth ColorChecker) hasta el uso de espectrofotémetros. En el analisis de la coloracién
y los patrones de la concha de los gasterépodos, el analisis tradicional basado en la
morfologia geométrica es inadecuado por la inconsistencia en el uso de landmarks (puntos
de muestra informativos) debido a que cuando se analizan los patrones y la coloraciéon

generalmente son rasgos no conservativos (Taylor et al., 2013).

Una alternativa para evitar subjetividad en su evaluacion, es el uso de métodos
computacionales que permitan comparar la coloracién y patrones. Para extraer la
informacion del color y la disposicion de los patrones, existen dos tipos de aproximaciones
flexibles y relativamente sencillas desarrolladas en el analisis digital de imagenes: la
comparacion entre la distancia euclidiana de los pixeles (unidad minima de una imagen) y

la comparacion individual de regiones (Taylor et al., 2013).

En la captura de una imagen digital, el sensor o dispositivo de carga acoplada de
una camara fotografica capta los fotones de la luz reflejada por los objetos. Los fotones son
traducidos en cargas eléctricas y transformados en representaciones numéricas por cada
célula fotoeléctrica del sensor, es decir, cada célula fotoeléctrica corresponde a la expresion
de un pixel. Los pixeles registran la luz en tres colores basicos rojo, verde y azul, y su

combinacion codifican cualquier color (Kenneth et al., 2005).

El analisis de la informacion de la distribucion de los pixeles, a través de un software
de analisis digital de imagenes, brinda el color adquirido en cualquier punto de la imagen
(Conde-Acevedo y Baéz-Rojas, 2000). Para cuantificar el color el modelo mas utilizado es
el modelo RGB (en inglés Red, Green, Blue, en espafol rojo, verde y azul) el cual se basa

en la adicion de los tres colores primarios (Gonzalez y Woods, 2008).
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La fotografia y analisis digital se han incorporado a numerosos estudios de la
coloracién animal debido a su objetividad (Stevens et al., 2007). Se han utilizado
ampliamente en insectos himendpteros y lepidopteros (Taylor et al., 2013) y en menor
medida en aves (Stoddard y Stevens, 2010), mamiferos (Godfrey et al., 1987) y moluscos
(Barbosa et al., 2008).

Il. Justificacion

En gasterépodos la variacion fenotipica es un fenémeno poco estudiado, sobre todo en
caracteres continuos como la coloracién y patrones de pigmentacién. El gasterépodo
Neritina virginea habita zonas de transicién y su concha posee una enorme diversidad de
colores y patrones. La variacion en la concha a nivel de familia ha sido estudiada por varios
autores (Symonds, 2012) y a nivel de especie ha sido abordada de forma anecddética. En
su mayoria, los estudios correlacionan los factores ambientales con cambios en la
morfologia de la concha y pocos son los que relacionan propiedades de la forma como la
coloracién y los patrones, por ejemplo en Puperita pupa ([Linnaeus, 1767) los patrones de
coloracién se deben a su posicion en el intermareal (Gunderson y Minton, 1997) y en
Neritina granosa se ha observado diferencias en el grosor del opérculo y de la concha en

el gradiente agua salada-dulce (Vermeij y Covich, 1978).

Con el presente trabajo se pretende contribuir al conocimiento sobre la variacion
fenotipica (color, patrones y talla) de la concha de Neritina virginea en relacion con un
gradiente ambiental y plantear una metodologia para evaluar caracteres labiles como el

color y patrones a través de la fotografia y analisis digital.
lll. Objetivos e hipoétesis
Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la variacion fenotipica de la concha de Neritina virginea
mediante la determinacién y cuantificacién de su coloracién, patrones y tallas a lo largo de
un gradiente ambiental, representado en cuatro localidades estuarinas del litoral de

Veracruz, México.
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Particulares

1. Determinar una relacién entre la coloracion, los patrones y las tallas de la concha
con respecto a la profundidad, salinidad, sustrato y velocidad de la corriente en dos

localidades: Roca Partida y Laguna de Sontecomapan.

2. Caracterizar y comparar la coloracion y la talla de la concha de Neritina virginea en

Roca Partida, Balzapote, Laguna de Sontecomapan y Laguna de La Mancha.

Hipoétesis general

Dado que los gasteropodos de la especie Neritina virginea se encuentran asociados a
ambientes heterogéneos y toleran condiciones contrastantes, las variables abidticas de los
cuerpos de agua, tales como velocidad de corriente, tipo de sustrato, profundidad y
salinidad, influiran sobre los caracteres coloracion, patrones de pigmentacién y talla de la

concha del organismo.

Hipotesis particulares

1. Los individuos con cromotipos que habitan zonas con una mayor variacion de salinidad
presentaran una concha mas colorida y patrones mas distintos que aquéllos en las zonas
de menor variacion.

2. Existira una relacion de la talla del organismo con la coloracion y patrones de la concha
debido a que constituyen caracteres labiles que se maodifican a lo largo del ciclo de vida del

organismo.

3. La talla de los organismos se relacionara directamente con la profundidad y la velocidad

de la corriente debido a su comportamiento reofilico y preferencia de habitat.
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IV. Materiales y método

4 1. Sitio de estudio

El presente estudio se realiz6 en la zona centro y sur de la costa del estado de Veracruz,

México. Los muestreos abarcaron cuatro localidades: Laguna de La Mancha, perteneciente

al municipio de Actopan; Balzapote y Arroyo de Liza, al municipio de San Andrés Tuxtla; y

la Laguna de Sontecomapan, al municipio de Catemaco (Fig. 1).

» r
Ey | Golfo de México

Arroyo de Liza
( % A

Golfo de México

Balzapote>"!

Laguna de Sontecomapéf;::'-;:.,,.> o

Laguna de la Mancha

Figura 1. Area de estudio y localidades muestreadas al centro y sur del estado de Veracruz, México.

A continuacioén se describen las localidades muestreadas:

1. La Laguna de La Mancha se localiza entre los 19°34’ y 19°42’ N y los 96°27’ y

96°32’ O, en la planicie costera del Golfo de México. El clima es célido subhimedo y con

lluvias en verano (Awz). El periodo de secas es de noviembre a mayo y el de lluvias, de
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junio a octubre (Soto y Garcia, 1989); la precipitacién media anual es de 1,286 mm. La
profundidad varia estacionalmente con un maximo de 1.4 m con la barra cerrada y un
minimo de 0.67 m cuando se encuentra abierta (Barreiro-Glemes y Balderas-Cortés, 1991).

El suelo se constituye por sedimento de tipo fangoso, limo-arcilloso y rocoso.

2. La Laguna de Sontecomapan se localiza entre los 18°31° y 18°34’ N y los 95°00’
y 95°03’ O, situada en la region de la cuenca que forma el volcan de San Martin Tuxtla y la
Sierra Santa Marta. El clima es de tipo calido humedo Am (f), el maximo de precipitacion se
presenta en verano y los meses mas secos corresponden a febrero y marzo (Lara-
Dominguez et al., 2009). Tiene una profundidad promedio de 1.50 m, con una transparencia
media de 0.60 m y una temperatura superficial promedio de 24 °C similar a la de fondo
(Contreras et al., 1993). El sustrato va de fangoso en la parte sur a arenoso en la parte
Norte (Resendez, 1983).

3. El arroyo Balzapote se encuentra a los 18°40° N y 95°10’ O, dentro de la localidad
del mismo nombre, la cual colinda al N y NE de la Estacién de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”
de la Universidad Nacional Auténoma de México (EBT-UNAM). Este cuerpo de agua es
intermitente, proviene de las regiones altas de la cuenca y se comunica directamente con

la playa arenosa de Balzapote.

4. El Arroyo de Liza desemboca en el lado Este de Punta Roca Partida en el ejido
de Arroyo de Liza, localizado a los 18°41’ N y los 95°11’ O. Es de corto recorrido, fuerte
pendiente y su cauce se inicia desde las cimas; en las partes bajas lleva agua sélo en
épocas de lluvias (Vazquez et al., 2004). En la desembocadura existe gran cantidad de roca

basaltica y arena depositada por la accién del mar.

4.2. Trabajo en campo

Se realizaron dos salidas al campo. La primera fue de tipo prospectivo, a la Laguna de La
Mancha en mayo del 2011. El muestreo consistio en recolectar dos litros de sedimento con
una cubeta a nivel, desde la linea de desembocadura de la laguna en direccion al manglar.
En total se realizaron 20 estaciones cada cinco metros, el sedimento fue tamizado (abertura
de malla de 1.13, 2.00 y 2.38 mm) in situ, enjuagado con agua de la laguna y depositado

en frascos de polietileno con alcohol etilico al 70%.
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Los organismos grandes de Neritina virginea fueron recolectados de manera directa
en el tamiz y se tomaron muestras de sustrato para buscar organismos de menor tamafio.
En cada estacion se registro la ubicacion con un GPS (Garmin eTrex20 + 14 m ee.), la
temperatura de fondo se obtuvo con un termoémetro, el tipo de sustrato se registrd
visualmente y la profundidad utilizando un flexémetro. EI muestreo prospectivo fue incluido

en los analisis debido al esfuerzo de recoleccion y validez de los datos (Castillo et al., 2011).

La segunda salida se realizo en agosto del 2013. El muestreo abarco tres
localidades en la region de Los Tuxtlas, Veracruz. En todas las localidades se recolectaron
dos litros de sedimento con una cubeta y pala en zonas someras y con draga tipo Van Veen
en zonas profundas. Los sedimentos fueron tamizados (abertura de malla de 1.13, 2.00 y
2.38 mm) in situ con agua de la laguna y depositados en frascos de polietileno con alcohol
etilico al 70%. Los organismos grandes fueron seleccionados directamente en el tamiz y se
tomaron muestras de sedimento para buscar organismos pequefios. En cada estacion se
registro, la temperatura de fondo (YSI), profundidad con un flexémetro y plomada, tipo de
sustrato, velocidad de la corriente utilizando un correntometro (Global Water, + 0.1 cm s™)

y salinidad con un refractometro ocular (Atago).

El numero de estaciones y distancia entre puntos de recoleccién varié debido a la
accesibilidad y condiciones del sitio: 1) En la Laguna de Sontecomapan, se realizaron 10
estaciones cada dos kilometros desde el afluente del rio Basura hasta “El Corral’. Se
excluyd el banco de ostiones y almejas al centro de la laguna. En las zonas profundas se
utilizé una draga tipo Van Veen con capacidad de dos litros para recolectar el sedimento.
De la linea de desembocadura en direccion al manglar se realizaron otras 10 estaciones de
muestreo cada cinco metros. 2) En el arroyo de Liza y Balzapote se realizaron 10 estaciones

cada cinco metros desde la linea de desembocadura en direccidén al manglar.

4.3. Determinacion del color de la concha

Se procedié a la separacion de los ejemplares de Neritina virginea de cada estacion de
muestreo con ayuda de un microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi DV4) y pinzas de
diseccion, dentro del Laboratorio de Malacologia del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia. En la separacion no se tomaron en cuenta conchas vacias, deterioradas,

fragmentadas o ausentes de pigmentos.
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Cada individuo por estaciéon se midié desde el apice de la concha hasta el labio
externo con un vernier digital (Truper £ 0.01 mm). Solo se considerd el largo total debido a
la proporcién 1:1 (ancho y largo) de la concha globosa. Las medidas de las conchas
menores a tres mm fueron tomadas con ayuda de un microscopio estereoscopico (Zeiss
Stemi DV4). Las conchas se clasificaron de acuerdo al grupo de tallas propuesto por Blanco
y Scatena (2005): <4.00 mm “semillas” (en moluscos se refiere a larvas que se han fijado y
sufrido metamorfosis), 4.01—6.00 mm (juveniles tempranos), 6.01-8.00 mm (juveniles

tardios) y >8.00 mm (adultos).

4.3.1. Fotografia

La determinacion objetiva de cromotipos se estandarizé a través de la toma de fotografias
en el Laboratorio de Microcine de la Facultad de Ciencias de la UNAM por el M. en C.
Alejandro Martinez Mena. Previo a la toma de fotografias, las conchas se humedecieron

con agua, se secaron y limpiaron con pincel cuando fue necesario.

Los organismos de cada estacion fueron fotografiados de la parte dorsal. Se utilizé
una camara tipo réflex modelo CANON REBEL EOS T3i de 18 megapixeles acoplada a un
microscopio estereoscoépico (Zeiss Stemi DV6) a través de un tubo de extension. Las
fotografias se tomaron en un tamafo de 5184 x 3456 pixeles en formato de archivo RAW+L.
El modo de toma de fotografia se estandarizé a AV, sensibilidad 1ISO 100, balance de
blancos tungsteno 3200 K. La iluminacion se realizé a 45° con una lampara de fibra 6ptica

de dos salidas con concentrador y a maxima intensidad.

Antes de la toma de fotografias se realizé una calibracion de la luz en relacion al
zoom del microscopio con la finalidad de determinar una escala en la toma de fotografias.
Para ello se hizo una toma de fotografias del encuadre con una escala milimétrica a los

diferentes niveles de aumento (de 0.8x a 5.0x).

Las fotografias se tomaron sobre un porta objetos flotado sobre dos cubos de cobre
solido de 3.8 cm?® sobre un fondo negro mate. Las conchas se colocaron a la misma
distancia sin importar el tamario, se utilizé un disparador para evitar vibraciones mecanicas

y cuando fue necesario se realizaron los acercamientos pertinentes.
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4.3.2. Analisis digital

Cada fotografia se proceso en el programa de analisis digital de plataforma independiente
Imaged 1.49b (Rasband, 2014). El analisis se dividié en dos partes: procesamiento de

coloracién de fondo de la concha y procesamiento de la disposicién de patrones.

Para facilitar el analisis y procesamiento de los datos, el color de la concha se
determiné seleccionando solo una region de interés promedio de 460 x 325 pixeles de un
area sin reflejo, nitida y completamente enfocada, que incluyera la coloracion de la concha
y una mayor proporcion del patrén. Se discrimind manualmente el area correspondiente al
patrén y se extrajo el histograma de la coloracién de fondo de la concha. Se obtuvo la media
del conteo de cada pixel de los tres canales de RGB (numeros digitales de rojo, verde y
azul). Los valores de RGB se dividieron entre 255 para obtener una escala en un rango de
0 a1 (Fig. 2).

[
2550 255 255

(=]

Figura 2. Procesamiento de la fotografia para analizar la coloracion de fondo de la concha.

En la determinacién de los cromotipos se tomaron en cuenta los tres componentes
r, g y b; sin embargo para la relacién lineal de la coloracion se realizé una reduccion del
modelo de color de tres dimensiones a dos dimensiones normalizado por la intensidad a
través de la ecuacion (1) y se utilizaron solo los valores de r y g, de acuerdo con la ecuacion
(2) (Jahne, 2005).
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(Nr=r/(r+g+b), g= g/(r+g+b), b=b/(r+g+Db)

(2)

r+g+b=1

En la disposicién de los patrones se trabajo con la misma imagen en escala de

grises. Primero las imagenes se convirtieron a ocho bits y se procesaron de forma binaria

o bitonal para poder discriminar el fondo del patron. Se seleccionaron la mitad de las

imagenes por localidad y se procesaron con el complemento Feature Finder para ImageJ

(Schmid, 2010), el cual se basa en calcular la desviacion estandar entre los pixeles de las

imagenes para identificar su similitud. Posteriormente se obtuvo una matriz de datos con

valores de 0 (correspondientes al fondo blanco) y 255 (correspondientes al patrén de color

negro) para cada una de las imagenes y un posterior analisis cuantitativo (Fig. 3).
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Figura 3. Procesamiento de la fotografia para determinar patrones. a. Imagen transformada a 8 bits (escala de

grises) b. Imagen binaria y c. Fragmento de la matriz (460 x 325 pixeles) del patrén. Para ver otro ejemplo y

detalle del procesamiento, ver Apéndice a, Fig.1.
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4 .4 Analisis estadistico

La relacion entre los patrones de pigmentacion, coloracion de la concha vy tallas respecto a
la profundidad, salinidad, sustrato y velocidad de corriente se realizé solo en Arroyo de Liza
y la Laguna de Sontecomapan como lo plantea en un inicio el objetivo particular debido a

la comparabilidad entre los datos.

El procesamiento de los datos se realizé en el software de analisis estadistico
Minitab Student 14 (Minitab Inc., 2004). Para determinar si existe alguna relacion entre la
coloracién de la concha y las variables medidas (talla, profundidad, salinidad y velocidad de
corriente) en Arroyo de Liza y la Laguna de Sontecomapan se aplicd un analisis de
regresion lineal; para conocer si la coloracion de la concha se relaciona con el tipo de

sustrato (arena, limo y vegetacion sumergida) se utilizé un analisis de varianza (ANDEVA).

Se realiz6é una prueba de independencia de Chi cuadrada para determinar si el tipo
identificado de patrones, se relaciona con la talla del organismo y con la profundidad. Los
datos correspondientes a la variable de profundidad se agruparon en dos categorias: zona
somera (ZS) y zona profunda (ZP); y para los datos de talla se agruparon con las tallas
propuestas para N. virginea por Blanco y Scatena (2005). En este analisis las categorias
de 4.00-6.00 mm (juveniles tempranos) y de 6.01-8.00 mm (juveniles tardios), se unieron
para hacer que la frecuencia de las celdas esperadas fuera mayor a cinco (Cochran, 1952).
Los valores de frecuencia del patrén axial y bandeado de las conchas recolectadas en la
localidad de la Laguna de Sontecomapan fueron excluidos del analisis debido a su baja
frecuencia. Para evaluar la relacién entre los patrones de coloracion en la localidad de la
Laguna de Sontecomapan con respecto a la salinidad y velocidad de la corriente se realizd
un analisis de regresion no paramétrico. Para determinar si la coloracion de las tallas varia

significativamente entre las cuatro localidades se aplicé un ANDEVA.

V. Resultados

5.1. Variacion de los cromotipos

Se recolectaron un total de 344 individuos en las cuatro localidades muestreadas
(115 individuos en la Laguna de La Mancha, 51 en Arroyo de Liza, 135 en Balzapote y 43
en la Laguna de Sontecomapan). Los individuos por localidad y estacion fueron clasificados

en cromotipos con base en los rangos de los valores de RGB obtenidos en el software
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Image J. Se determinaron cinco cromotipos de coloracion de la concha, el mas frecuente

fue el olivo (58.7 %) seguido por el café (26.2 %), negro (8.7 %), amarillo (5.8 %) y purpura

(0.6 %). En la categorizacion de los cromotipos no se incluyeron colores intermedios cuando

las frecuencias de los individuos fueron menores a cinco (Tabla 1). Se obtuvieron “semillas”

de tallas menores a 2 mm (n= 7) que no presentaron patrones en la concha (Apéndice b,

figura 6).

Tabla 1. Clasificacion de los cromotipos con base en la coloracién y formas de los patrones de pigmentacion de N. virginea

por localidad y estacion de muestreo. Se observa el valor maximo y minimo del rango de valores de RGB para cada

cromotipo. Localidades: L.M. Laguna de La Mancha; A.L. Arroyo de Liza; B. Balzapote; L.S. Laguna de Sontecomapan.

Patrones: a. Dentado regular; b. Dentado irregular; c. Lineas axiales; y d. Bandeado. El simbolo s/p, indica sin patron.

Maximo Minimo Cantidad Localidad Estacion Forma de los patrones
Cromotipo (R, G, B) (R, G, B)
78 LM 1,2,4,5,7,10,11,12
24 AL 5,8,9,10 a(14),b (10)
(107.74, 127.28, 103.55)  (205.08, 168.73, 78.91) 66 B. 1,234
34 LS. 4,5,6,7 a(14),b (12),c (8)
Olivo 202
23 LM 1,2,5,6,11,12
6 AL 7,10 a(3), b (1),s/p(2)
53 B. 1,2,34,5
(57.42, 69.59, 62.28) (106.61, 82.74, 50.48)
8 LS. 4,567 a(5),b(2),c(1)
Café 90
8 LM 2
4 AL 8,9,10 a(2),b(2)
(205.01, 168.73, 78.91) (254.85, 225.00, 98.75) 7 B. 1,3
1 LS. 2 d(1)
Amarillo 20
2 LM 1 b (1), c(1)
(78.05, 80. 34, 33. 09) (65.43, 31.50, 62.60)
Pdrpura 2
4 LM. 1,2,15 a(1)b(1),c(1),d (1)
17 AL 5,7,8,9 a(11)b (6), ¢, d
(56.89, 70.64, 54.13) (7.15, 8.50, 15.02) 9 B. 3
Negro 30
Total 344
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A partir de la conversién de las imagenes binarias y analisis en el complemento
Feature Finder, el programa agrup6 las imagenes en cuatro tipos o formas. Una vez
obtenida la separacion de las imagenes se describieron y definieron los patrones generales:
dentado regular, dentado irregular, lineas axiales y bandeadas. Para definicion de los
cromotipos se establecieron los siguientes criterios tomando en cuenta las descripciones

taxonomicas (Fig. 4):

a. Dentado regular: Pequefios triangulos o motas en direccion opuesta al crecimiento.

b. Dentado irregular: Triangulos o motas entrecruzadas, desproporcionadas o esporadicas
en direccién opuesta al crecimiento.

c. Lineas axiales: lineas perpendiculares a las espiras.

d. Bandeado: interrupcion del patrén en forma de una banda no pigmentada.

S AN
: L&

Figura 4. Tipo de patrones de la concha de N. virginea. a. Dentado regular: Pequefios triangulos o motas en

\ A

4

a b C d

direccion opuesta al crecimiento. b. Dentado irregular: Triangulos o motas entrecruzadas, desproporcionadas o
esporadicas en direccion opuesta al crecimiento. c¢. Lineas axiales: lineas perpendiculares a las espiras. d.

Bandeado: interrupcion del patrén en forma de una banda no pigmentada.

El tipo de sustrato se clasificé de la siguiente forma: arena, limo y vegetacion
sumergida. Los sustratos intermedios se incluyeron dentro de la clasificacion anterior con
base en la mayor proporcion presente en la muestra. No hubo distincién entre el tipo de
plantas identificadas Halodule wrightii Aschers y Ruppia maritima (Linnaeus, 1753); ni de

las plantulas de mangle Rhizophora mangle (Linnaeus, 1753) en ninguna de las regiones.
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5.2. Coloracién, patrones y talla de la concha en relacién a variables abidticas en Arroyo de

Liza y Laguna de Sontecomapan

5.2.1. Coloracion de la concha

En la localidad de Arroyo de Liza, el analisis para evaluar la relacion entre la coloracion de
la concha con las variables mostro que existe una diferencia estadisticamente significativa
para la coloracion y la salinidad; sin embargo el coeficiente de determinacién (R?) es muy
pequenio, lo que significa, que la variabilidad explicada por el modelo de regresién lineal es
muy poca. Para las demas variables no se encontré una diferencia estadisticamente
significativa y es atribuido a que las variables medidas durante la recoleccion de los

organismos en Arroyo de Liza fueron muy homogéneas (Tabla 2; Fig. 5)

En la Laguna de Sontecomapan se enconiré6 que existe una diferencia
estadisticamente significativa para la talla, la profundidad y la salinidad, mientras que para
la relacién entre el sustrato y la coloracion no se encontré significancia (N= 51 F= 0.2, p=
0.66, g.l.=1) (Tabla 2; Fig. 5).

Tabla 2. Regresion lineal entre variables en Arroyo de Liza y Laguna de Sontecomapan, Veracruz. El asterisco
(*) indica significancia (P<0.05); N, nimero total de organismos; R?, coeficiente de determinacion; F, estadistico

de Fisher; g.l., grados de libertad; y P, probabilidad.

Arroyo de Liza Laguna de Sontecomapan
Variables
N R2 F g.l P N R2 F g.l P
Coloracion vs. Talla 51 0.04 022 1 0.64 43 0.27 2154 1 0.000*
Coloracién vs. Profundidad 51 0.01 0.06 1 0.80 43 0.12 8.19 1 0.006*
Coloracion vs. Salinidad 51 0.10 550 1 0.02* 43 0.34 9.79 1 0.003*

Coloracion vs. Velocidad de la corriente 51 0.04 0.19 1 0.66 43 0.08 5.09 1 0.228
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Figura 5. Regresiones lineales con la linea de ajuste para cada comparacion entre variables a) coloraciéon contra talla b)
coloracion contra salinidad y c) coloraciéon contra profundidad. El rombo (¢) indica la localidad de Arroyo de Liza y la cruz (+)
la localidad de Laguna de Sontecomapan. La escala de coloracién va de 0 a 1; valores cercanos a 0 corresponden a
coloraciones oscuras, mientras que valores cercanos a 1 a coloraciones claras. La linea continua muestra el ajuste para la

localidad de Sontecomapan, mientras que la linea punteada el ajuste para la localidad de Arroyo de Liza.

En la Fig. 5 se grafican las regresiones lineales entre las variables significativas para
observar la dispersién de los datos. En la relacién entre la coloracion y la talla de las
conchas se observa que a coloraciones mas claras las tallas son menores en la localidad
de Laguna de Sontecomapan. En la relacion de la coloracion contra la salinidad en Laguna
de Sontecomapan se observa que a una coloracidon mas clara la salinidad es mayor. A pesar
de que hay significancia entre la relacion coloracion y profundidad en la Laguna de
Sontecomapan y para la relacion entre la coloracién y la salinidad en Arroyo de Liza, no es

posible identificar una tendencia de los valores.

5.2.2. Patrones de la concha

La prueba de Chi cuadrada no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los

patrones de la concha con respecto a las tallas y la profundidad en Arroyo de Liza, ni para
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la Laguna de Sontecomapan (Tabla 3). La regresion lineal no paramétrica tampoco mostro

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4).

Tabla 3. Frecuencias de los patrones observados en relacion a la talla en Arroyo de Liza (A.L.) y Laguna de

Sontecomapan (L.S.); zona somera (ZS) y zona profunda (ZP).

Talla (mm) Profundidad (m)
AL L.S. AL L.S. AL L.S. AL L.S. L.S.
Patron <4.00 4.00 - 6.00 6.00 - 8.00 > 8.00 VAS ZP
(<0.5)  (0.5-2.5)

Dentado 5 11 6 1 0 1 10 2 8 6
irregular
Dentado 7 9 5 4 3 1 14 5 14 5
regular
Lineas 0 8 0 0 0 0 0 0 7 2
axiales
Bandeado 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0

Tabla 4. Regresion lineal no paramétrica del patrén contra la salinidad y velocidad. La N indica el niumero total

de organismos; DE, desviacion estandar; F, estadistico de Fisher; g.l., grados de libertad; y P, probabilidad.

Laguna de Sontecomapan

Variables N Media DE F g.l. P
Patrén vs. Salinidad 43 9.27 2.59 24.5 3 0.545
Patrén vs. Velocidad 43 0.36 0.06 12.66 3 0.302

5.2.3. Talla de la concha

La regresion lineal entre la talla de la concha con la profundidad y salinidad mostré una

diferencia estadisticamente significativa para la Laguna de Sontecomapan (Tabla 5). A

mayor profundidad y salinidad una talla mayor de las conchas (Fig. 6).
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Figura 6. Regresiones lineales con la linea de ajuste para talla contra profundidad y salinidad en Laguna de Sontecomapan.

Tabla 5. Regresion lineal entre la talla contra la profundidad, salinidad y velocidad de la corriente.

Laguna Sontecomapan

Variables N R? F g.l. P
Talla vs. Profundidad 43 0.54 89.18 1 0.000*
Talla vs. Salinidad 43 0.67 157.35 1 0.000*
Talla vs. Velocidad corriente 43 0.07 6.32 1 0.214

5.3 Variacién de la coloracion y la talla en Roca Partida, Balzapote, Laguna de

Sontecomapan y Laguna de La Mancha

5.3.1. La coloracién

En la Fig. 7, se observa que la coloracion de las conchas entre las cuatro localidades fue
significativamente diferente (N=343; F= 14.32; p<0.00001). La variacion de la coloracion de

la concha entre los organismos de las lagunas de Laguna de La Mancha y Laguna de

Sontecomapan fue significativamente diferente que la coloraciéon en Arroyo de Liza y

Balzapote (Tabla 6).
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Tabla 6. Prueba post hoc de Tukey del andlisis de ANDEVA de la coloraciéon de las conchas entre las cuatro
localidades muestreadas. Letras diferentes indican diferencias significativas. La N, indica numero total de

organismos y D.E, desviacién estandar.

N Media DE. Agrupacion
Coloracion por localidad
Laguna de La Mancha 114 1.4983 0.4701 A
Laguna de Sontecomapan 43 1.4556 0.6681 A
Balzapote 135 1.2115 0.4269 B
Arroyo de Liza 52 0.998 0.6432 B

Para determinar la variacion de los cromotipos por localidad, se obtuvo el indice de
Shannon (H’) propuesto por Shannon y Wiener (1963), el cual permite cuantificar la
variabilidad en una poblacién con respecto a un proceso de clasificaciéon en términos del
numero de clases y de la probabilidad de cada una de esas clases (Pardo, 1993). Si bien
el indice es comunmente utilizado para hablar de diversidad en términos ecoldgicos, en el

presente trabajo se utiliza para distinguir la variacion de cromotipos entre las localidades.

Los indices de Shannon obtenidos entre localidades fueron muy bajos en general.
La localidad de Arroyo de Liza fue la mas variable en coloracion, mientras que la localidad
de Laguna de Sontecomapan fue la menos variable (Tabla 7). En la localidad de la Laguna
de La Mancha, hay una alta dominancia de cromotipos olivos lo que posiblemente este
afectando el indice, pues la probabilidad de obtener un individuo de esta muestra es

considerablemente alta (67%).
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Tabla 7. indice de Shannon entre localidades. N, indica nimero de individuos.

Indice Shannon

Localidad Cromotipo N
H =-— Z pilnpi
Laguna de La Mancha Olivo 78 0.957917697
Café 23
Amarillo
Pdrpura
Negro
Laguna de Sontecomapan  Olivo 34 0.586042205
Café 8
Amarillo
Arroyo de Liza Olivo 24 1.17234224
Café 6
Amairillo 4
Negro 17
Balzapote Olivo 66 1.050911248
Café 53
Amarillo
Negro 9
+

1

Figura 7. Laguna de La Mancha (+), Laguna de Sontecomapan (+); Balzapote (¢) y Arroyo de Liza (¢). Variacion de coloracién
de los patrones de N. virginea en las cuatro localidades de Veracruz. R, G, B (y, X, z) indican rojo, verde y azul. El origen (0,
0, 0) corresponde a la coloracién negro, el vértice, (0, 1, 0) al verde, el (1, 1, 0) al amarillo y el (1, 0, 1) al purpura. Para

abstraer mejor el rango de colores, ver modelo de RGB Apéndice a, figura 2.
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5.3.2. Talla

La talla entre las cuatro localidades fue significativamente diferente (N=598; F=1009.9;
p<0.00001) (Fig. 6). En la Laguna de La Mancha se encuentran principalmente juveniles
tempranos (4.00—6.00 mm), en la Laguna de Sontecomapan y Balzapote “semillas” (<4.00
mm) y en Arroyo de Liza adultos (>8.00 mm). Los juveniles tempranos (6.01-8.00 mm) no

se encontraron bien representados en ninguna de las poblaciones.
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Figura 8. Variacién de la longitud de la concha en las cuatro localidades muestreadas.
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VI. Discusion

6.1. Variacion de los cromotipos

En este trabajo se determinaron los cromotipos de Neritina virginea como primer
paso para categorizar la variacion fenotipica y poder abordar de una mejor forma el estudio
de la especie. Las conchas de color purpura fueron las menos frecuentes mientras que las
mas, fueron las de color olivo (Tabla 1). Los cromotipos establecidos correspondieron a los
rangos de color expresados por las porfirinas (verde a rojo), las cuales corresponden a los
pigmentos reportados de mayor abundancia en la concha de los neritidos (Comonfort,
1951).

Para determinar si los pigmentos estructurales corresponden a los cromotipos
determinados, es necesario realizar otro tipo de estudios, como una cromatografia de capa
fina para extraccién de pigmentos. No obstante es importante mencionar, que la presencia
de la gran diversidad de cromotipos en los neritidos, ha sido relacionada con la
disponibilidad de pigmentos y materiales para la construccion de la concha (Comonfort,
1951) y con la regulacion proteinica de la secrecion del manto (Mann y Jackson, 2014), lo
cual podria ser una evidencia de la complejidad de su regulacién y de su dependencia del

medio.

A pesar de lo reportado en las descripciones taxondmicas, se encontré que los
patrones de Neritina virginea varian relativamente poco. Los patrones descritos se
encuentran dentro de los limites modelados por Meinhardt (1995) para los neritidos, sin
embargo se observan procesos asincronicos propios del desarrollo de la concha (Guniji,
1990), que salen fuera del modelo. La formacion biolégica de los patrones, muestra en
mucha de las situaciones, un alto grado de regulacién (Vermeij, 1993) e identificar el por

qué y su significado se encuentra fuera del alcance de este trabajo.

Las interrupciones observadas en los patrones en forma de bandeo (Apéndice b,
figuras 4 y 10) podrian sugerir alguna falta en la disponibilidad del pigmento como lo
reportado para Nucella emarginata (Palmer, 1985) o deberse a cambios abruptos de
salinidad en el medio, como en el caso del desplazamiento de las bandas oscuras de
Puperita pupa (Gunderson y Minton, 1997). Es necesario realizar un estudio experimental

de tipo longitudinal para observar esta clase de cambios en la concha de N. virginea.
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Para las “semillas” encontradas que no presentaron patrones es necesario realizar
un seguimiento en el desarrollo de la concha de los organismos para determinar si la
expresion de los patrones es posterior o hay una alta mortalidad de “semillas” que no llegan
a juveniles, pues no se encontraron y no han sido registrados organismos de tallas

superiores sin patrones de pigmentacién en la concha.

6.2. Coloracion, patrones y talla de la concha en relacién con variables abiéticas en Arroyo

de Liza y Laguna de Sontecomapan

En la localidad de Arroyo de Liza la relacién significativa entre la coloracion de la concha
con la salinidad no es explicada por el modelo de regresién lineal, la dispersion de los datos
no muestra una tendencia clara. En la Laguna de Sontecomapan si se encontré una
diferencia estadisticamente significativa con respecto a la talla, la profundidad y la salinidad.
En este trabajo, en la localidad de Sontecomapan, la salinidad mostré relacionarse
positivamente con la coloracién, la unica variable, en donde se explica mas del 30% la
relacion positiva (R?= 0.34) con respecto a la coloracién, mientras que las demas relaciones

son muy bajas, posiblemente debidas al efecto del muestreo y a la eleccién de las variables.

La relacion de la coloracion con respecto a la salinidad toma sentido en la
modificacion de los gradientes de los pigmentos bajo el sistema de reaccidn-difusion de
Meinhardt (1995); segun el cual, cambios en las concentraciones en la salinidad del medio
repercuten en la disponibilidad de pigmentos durante el desarrollo del organismo. Las
evidencias fisiolégicas de esta afirmacion deben ser probadas de forma experimental para
evaluar mas ampliamente el efecto de esta variable sobre el desarrollo del fenotipo de los

organismos y su posible valor adaptativo.

La coloracion de la concha de N. virginea en relaciéon con la salinidad, concuerda
con las observaciones de Bandel y Wedler (1987) en el Caribe Colombiano, quienes
describieron, con base en una zonacién del intermareal, la presencia de conchas de color
purpura a rojo en zonas de elevadas salinidad, mientras que conchas grises en zonas de
agua dulce. La salinidad claramente constituye un fuerte componente ambiental, que
modifica como se expresan los pigmentos en la concha. Las respuestas plasticas alteran la
distribucion de los fenotipos (Price, 2006) y las repercusiones posibles de este efecto son

diversas y desconocidas por el momento para esta especie.

35



No se encontré relacién en la forma de los patrones con alguna de las variables. A
pesar de que los patrones se expresan de forma independiente de la coloracion de fondo
de la concha, el efecto debe ser evaluado en conjunto con la coloracién. Mas alla de las
descripciones de los patrones aqui presentadas, éstos deben ser observados como un
mosaico de parches de varias dimensiones, colores, formas geométricas y brillos que
interactuan con el medio (Endler, 1978), y de esta forma establecer una relaciéon adecuada

de los fenotipos.

En este estudio no se encontrd una relacion de la coloracion y los patrones de la
concha con el tipo de sustrato; sin embargo, para otros neritidos ha sido reportado que si
existe una relacion de la coloracién de la concha, por ejemplo, para Neritina latissima en
Costa Rica, los morfotipos de la concha mas llamativos o contrastantes son los menos
frecuentes y mas depredados (Valdéz y Villalobos, 1982). Existen estudios de depredacion
sobre N. virginea por peces, aves y decapodos (Layman y Silliman, 2002) enfocados en la
depredacion diferencial con base en el tamafo de la concha (hipétesis del tamano eficiente;
Lampert y Sommer, 1997); sin embargo es necesario evaluar una posible seleccion visual
por depredadores como aves y cangrejos, en el contexto de la poca especificidad que tienen

con el sustrato.

Se encontro una relacion positiva de la talla con la profundidad (R?= 0.54, p<0.0001)
en la Laguna de Sontecomapan, esta relacién se puede explicar, con base en que los
neritidos generalmente presentan una distribucién diferencial en su ciclo de vida, los
individuos mas pequefios se agregan en las partes bajas y en desembocaduras de rios;
mientras que los individuos mas grandes en zonas altas o profundas (Blanco y Scatena,
2005). Este tipo de distribucion no siempre es observada (Nishiwaki et al. 1991) pues los
organismos pueden distribuirse de forma inversa debido a la presion de depredadores que
invaden los estuarios y a las grandes crecientes durante la época de lluvias (Blanco y
Scatena, 2006; Blanco-Libreros y Arroyave-Rincon, 2009). La época del afio del muestreo
para esta localidad correspondié con la época de lluvias, en la que se ha reportado que
para N. virginea en Puerto Rico ocurren migraciones de juveniles a zonas profundas; sin
embargo en el presente estudio no fue observado este tipo de comportamiento migratorio

durante la recoleccion en campo.

La salinidad es la principal determinante de la distribucién de la fauna asociada a

estuarios (Vermeij, 1971). Para N. virginea se ha mencionado que la talla esta influida por

36



la salinidad a una meso escala (Ortiz y Blanco, 2012). En este trabajo el efecto de la
salinidad también mostré una relacion positiva (r>= 0.67, p<0.0001) con respecto a la talla;
sin embargo es discutible, ya que el resultado se ve influido por el gradiente del muestreo,
en donde la salinidad disminuye conforme incrementa la profundidad para la época de

lluvias (Contreras, 2010) y no hay una relacion directa entre la talla y la salinidad.

6.3. Variacion de la coloracion y la talla en Arroyo de Liza Balzapote, Laguna de

Sontecomapan y Laguna de La Mancha

La variacion de la coloracién de la concha entre los organismos de las lagunas de La
Mancha y de la Laguna de Sontecomapan fue significativamente diferente que la coloracion
en Arroyo de Liza y Balzapote. Los indices de Shannon obtenidos entre localidades fueron
muy bajos en general. La localidad de Arroyo de Liza fue la mas variable en coloracion,
mientras que la localidad de Laguna de Sontecomapan fue la menos variable (Tabla 7). En
la localidad de la Laguna de La Mancha, hay una alta dominancia de cromotipos olivos lo
que posiblemente este afectando el indice, pues la probabilidad de obtener un individuo de

esta muestra es considerablemente alta (67%).

Encontrar una explicacion a la variabilidad entre localidades requiere un analisis de
tipo multifactorial, debido a que las localidades poseen ambientes con condiciones
contrastantes, a pesar de la naturaleza salina de las lagunas (Contreras, 1995), éstas
difieren notoriamente de la salinidad de los arroyos lo que da pie a extrapolar la necesidad

de abordar el presente estudio a una escala mayor o mediante la experimentacion.

La variacion en la coloracion observada ocurrio a nivel local y regional, por lo que es
necesario comprender con mayor detalle la influencia de las variables ambientales en
conjunto con el desarrollo de la concha del organismo. A partir de la interaccion de ambas
respuestas en la expresion del fenotipo se pueden establecer regularidades y determinar el

rumbo de la variacion (Pigliucci y Schlichting, 1995; Pigliucci et al., 1996).

Se encontré que la talla en las cuatro localidades fue significativamente diferente En
la Laguna de La Mancha se encontraron principalmente juveniles tempranos (4.00—6.00
mm), en la Laguna de Sontecomapan y Balzapote “semillas” (<4.00 mm) y en Arroyo de

Liza adultos (>8.00 mm). El tamafo de N. virginea coincidié con lo reportado para esta
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especie, de entre 4 mm, para los individuos recientemente reclutados hasta 25 mm para los
adultos mas grandes (Blanco y Scatena, 2005; 2006; 2007).

La diferencia de tallas puede deberse a la estacionalidad del muestreo, el cual se
realizé durante la época de lluvias en la Laguna de Sontecomapan, Balzapote y Arroyo de
Liza, y durante la época de secas en la Laguna de La Mancha. La gran cantidad de
“semillas” y juveniles encontrados en Balzapote y Sontecomapan coinciden con el periodo
de liberacion de larvas de N. virginea ocurrido durante las inundaciones, en el cual, las
larvas son arrastradas al océano para alimentarse del plancton (Myers et al., 2000). En
Arroyo de Liza se recolecté una gran mayoria de adultos; por la época en que se efectud la

recoleccion (lluvias) se esperaba que hubiera una gran cantidad de “semillas” o juveniles.

En la Laguna de La Mancha se recolecté una gran cantidad de juveniles tempranos,
en donde se esperaba una mayor cantidad de adultos Las tallas de la poblacién de N.
virginea en esta localidad correspondieron a las tallas reportadas para eventos de
reclutamiento recientes (4 a 7 mm) (Ortiz y Blanco, 2012). La estrategia larval de N. virginea
es teleplanica (Cook et al. 2009); lo que sugiere, que en una poblaciéon determinada haya
distintos origenes de las larvas. Las diferencias en la composicion de los grupos
poblacionales, tanto dentro, como entre las localidades, muestran que no existe una
sincronizacién en los ciclos reproductivos de estas poblaciones, una caracteristica muy

comun entre los neritidos (Valdéz y Villalobos, 1982).

Para N. virginea en Puerto Rico, es reportado que las “semillas” registran una
coloracién de café a oscuro, mientras que los juveniles y adultos exhiben una coloracién
verde (Blanco y Scatena 2005). En este trabajo se registr6 una mayor variacién en los
cromotipos y se observé que para el caso de la Laguna de Sontecomapan si hay una
relacién entre la coloracién y la talla de las conchas, a coloraciones mas claras tallas
menores, lo que podria ser una evidencia de que la coloracion depende de la talla como lo
reportado para Cerithium maculosum, en donde la concha se vuelve mas oscura a lo largo

de la vida de los organismos (Urbano, 2011).
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6. 4. La adquisicion del color

La definicién y significado del color puede ser controversial en la naturaleza y es
dependiente del contexto (Endler, 1990). La forma mas adecuada de medir el color es a
través del uso de un espectrofotometro, debido a que provee informacion mas detallada y
precisa (Johnson et al., 1998). En el presente estudio se prefirid el empleo del analisis de
fotografias digitales debido a dos causas: la accesibilidad del equipo y el reconocimiento de
las diferencias del color y patrones al mismo tiempo, de manera objetiva y en una escala

continda.

A pesar de que se estandarizé el método de captura del color y los patrones que se
forman en la concha, no se descartan sesgos inherentes al modelo de captura de la imagen.
Estos se trataron de minimizar realizando las capturas por el mismo sujeto y comparando

los valores obtenidos de RGB entre los individuos.

En la naturaleza, las sefiales de color son amplias y son dependientes del contexto
en el que se evalue. La mayoria de los modelos de adquisicion del color se basan en el
sistema visual humano (Hill, 1995), por lo que la captura del color utilizada en este trabajo
se hizo con fines descriptivos y para establecer relaciones cuantitativas con las variables
abidticas. En estudios posteriores los valores de RGB y los patrones obtenidos podrian
incorporarse a sistemas de vision de depredadores y de esta forma ampliar el significado

del color.

El andlisis de las fotografias para evaluar el color bajo el modelo clasico de RGB es
complicado debido a su tridimensionalidad; por ello el modelo fue reducido a dos
dimensiones normalizando la intensidad (Jahne, 2005; Koschan y Abidi, 2008) sin alterar el
valor del color. De esta forma se pudo establecer una relacion estadisticamente mas
accesible de la coloraciéon con las variables abitticas registradas. En el analisis de las
imagenes binarias de las conchas de N. virginea no se compararon los patrones de la
concha entre individuos debido al requerimiento relativo del procesamiento de las 344
matrices de 460 por 325 pixeles. Un adecuado procesamiento de las matrices permitira en
estudios posteriores identificar los cambios de los patrones individualmente por poblacion
e incluso permitira incorporar las imagenes en otros modelos que reconozcan el desarrollo

del patrén a lo largo del crecimiento de la concha.
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Esta primera aproximacién permitié reconocer los cromotipos de N. virginea y
categorizar la variacion fenotipica de la concha. Las asociaciones basadas en el presente
trabajo son de tipo observacional e informativo mas no causales, pues para ello se necesita
realizar una aproximacion distinta que permita estudiar la variacion de caracteres labiles

(coloracion y patrones) de la concha utilizando modelos multivariados.

VII. Conclusiones

La gran cantidad de cambios reportados en los caracteres coloracion y patrones de la
concha de N. virginea sugiere que son altamente plasticos. Se necesitan mas estudios para

comprender el significado biolégico que pueda tener dicha plasticidad

Se determinaron cinco cromotipos de coloraciéon de la concha de Neritina virginea y
cuatro patrones de pigmentacion en las poblaciones de Veracruz, como primer paso para
categorizar la variacion fenotipica, los cuales corresponden a la coloracion de los pigmentos

reportados para esta especie y a los modelos de expresion de patrones para los neritidos.

Entre las diferentes relaciones de las variables con los cromotipos, la salinidad fue
la variable que mejor explico la diversidad de la coloracion en la concha debido a posibles

modificaciones en los gradientes de los pigmentos.

La coloracion y los patrones deben ser observados como un mosaico de parches
que interactuan con el medio, para que de esta forma se establezca una relacién adecuada

con el sustrato.

La relacion positiva de la talla, con la profundidad se explica debido al
comportamiento reofilico de N. virginea. En el presente trabajo, la salinidad en relacién con
la talla se afectd por el gradiente del muestreo, en donde la salinidad disminuye conforme
incrementa la profundidad para la época de lluvias y no hubo una relacion directa entre la

talla y la salinidad.

No se pudo establecer una diferencia entre las tallas de la concha de los organismos
entre las cuatro localidades, debido a que la recoleccién se hizo en temporadas diferentes.
Se necesitan mas muestreos para obtener organismos correspondientes al mismo estadio

y de esta forma comparar si existen cambios en la talla de la concha de los organismos.
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VIIl. Perspectivas

Con base en los caracteres analizados se pretende en estudios posteriores
confirmar si realmente hay un componente ambiental que esté influyendo en la expresion
de los caracteres, para ello se propone realizar un estudio de tipo fenogenético, en donde
se incluyan las trayectorias ontogenéticas producidas por el genotipo en condiciones

ambientales distintas.

El presente estudio plantea preguntas interesantes que pueden ser abordadas
posteriormente, como: ;Qué significado biolégico tendria que las conchas menos
abundantes, fueran las conchas de color purpura a rojo? ¢Los patrones de pigmentacién
de la concha son posteriores en el desarrollo? ;A qué nivel afecta la salinidad el proceso
de formacion de la concha? Y tal vez las mas enigmatica desde el punto de vista personal
¢, Realmente la coloracion esta jugando un papel importante en la adaptacién de los

organismos o es meramente un efecto plastico estable?
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X. Apéndices

a. Procesamiento digital de la coloracién y patrones de la concha

La preparacion de las imagenes se realizé en Imaged (Rasband, 2014). Cada imagen fue
incorporada al software y recortada manualmente, seleccionando un area promedio de 460
x 325 pixeles de un area sin reflejo, nitida y enfocada, tratando de abarcar el color de fondo

predominante y la mayor parte del patron.

El recorte de la imagen se estandarizd a 350 pixeles, sin alterar |la proporcion de la
imagen. Se discrimind manualmente el area correspondiente al patrén con la finalidad de
evitar interferencia en el analisis de la coloracion de fondo. Se extrajo el histograma de la
coloracién de fondo de la concha y se obtuvieron los valores de la media de conteo de
cada pixel de los tres canales (numeros digitales de rojo, verde y azul). Los valores de RGB
se recopilaron en Minitab14 y se dividieron entre 255 para obtener una escala en un rango
de 0 a 1 (Fig. 2) En el caso de que las imagenes mostraran un histograma con picos
desproporcionados, debido a la interferencia de la coloracion de los patrones, se extrajo

todo el conteo de los pixeles rojo, verde y azul y se eliminaron los valores extremos.

Para el procesamiento de los patrones, se utilizé la misma imagen obtenida para la
extraccién de la coloraciéon y se transformé a una escala de grises, para ello, primero se
transformé cada imagen en 8 bits. Las imagenes transformadas se hicieron binarias
asumiendo que el fondo corresponde al color blanco (valores de 0) y el negro (valores de
255) al patrén. En sentido estricto, la forma bitonal se representa por pixeles que constan
de 1 bit cada uno, esto es, dos tonos (negro y blanco), por ello, en cada imagen binaria se
utilizaron los valores 0 para el negro y 1 para el blanco. Por cada imagen binaria se obtuvo
la matriz correspondiente para futuros analisis (Fig 1.) En las imagenes bitonales, con
discontinuidades, se realizaron las operaciones necesarias para rellenar regiones interiores
a través de la herramienta hole fill y que el analisis de la imagen adquiriera una mayor
calidad.

Para poder distinguir los distintos patrones, se seleccionaron la mitad de las
imagenes procesadas por localidad y se cargaron en el complemento Feature Finder para
Imaged (Schmid, 2010). El complemento calcula la desviacion estandar entre los pixeles de
las imagenes y agrupa las que son similares entre si, de esta forma se obtuvieron los cuatro

patrones encontrados.
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Figura. 1 Fragmento de la matriz correspondiente al tipo de patrén axial. Los 0, indican el fondo y los 1, el patrén

correspondiente al color negro.
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Figura 2. Representacion del modelo RGB (yxz) en tres dimensiones. Cada punto en el espacio esta dado por
valores de rojo (R), azul (B) y verde (G). Las coordenadas de los vértices indican los siguientes colores: 1,0,0

rojo; 0,0,0 negro; 0,1,0, verde; 0,1,1 azul; 1,1,0 amarillo; 1,1,1 blanco; y 1,0,1 purpura.
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b. Coloracién. RGB muestra el rango de valores de r,g,b. Tipos de patron: a: regular, b:
irregular, c: axial y d: bandeado.
™

Figura 1. RGB (237.765, 245.214, 99.143). Figura 2. RGB (231.095, 215.419,135.207).
Patrén: b Patrén: b

Localidad: Arroyo de Liza. Localidad: Balzapote.

Estacion: 9 Estacion: 1

Figura 3. RGB (229.878, 191.264, 87.002). Figura 4. RGB (228.104, 211.733, 142.517).
Patrén: b Patrén: d
Localidad: Arrollo de Liza. Estacién: 10 Localidad: Arrollo de Liza. Estacion: 8

Figura 5. RGB (230.315, 211.949, 167.193). Figura 6. RGB (212.604, 174.256, 76.423). Patron:
Patrén: b No hay
Localidad: Laguna de La Mancha Localidad: Laguna de Sontecomapan. Estacion: 2

Fstacion: 2
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Figura 7. RGB (207.153, 192.781, 122.847). Figura 8. RGB (205.011, 168.731, 78.913).

Patrén: a Patron: b

Localidad: Laguna de La Mancha. Estacion: 2 Localidad: Balzapote. Estacion: 4

Figura 9. RGB (206.11, 178.124, 94.929). Figura 10. RGB (229.632, 244.923, 247.66).
Patron: ¢ Patrén: d
Localidad: Sontecomapan. Estacion: 7 Localidad: Laguna de La Mancha. Estacion: 2

Figura 11. RGB (215.98, 197.766, 132.677). Figura 12. RGB (106.605, 82.739, 50.475).
Patrén: ¢ Patron: a

Localidad: Laguna de La Mancha Localidad: Laguna de La Mancha
Estacion: 2 Estacion: 2
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Figura 13. RGB (104.575, 132.484, 126.193).
Patron: a
Localidad: Balzapote

Estacion: 4

Figura 15. RGB (104.524, 120.358, 97.866).
Patron: b

Localidad: Laguna de La Mancha

Estacion: 1

Figura 17. RGB (99.431, 72.905, 21.814).
Patron: a

Localidad: Balzapote.

Estacion: 4

Figura 14. RGB (226.854, 216.306, 153.723).
Patron: d

Localidad: Arroyo de Liza

Estacion: 8

Figura 16. RGB (101.453, 89.317, 45.928).
Patrén: a

Localidad: Balzapote

Figura 18. RGB (254.849, 224.995, 98.745).
Patréon: b

Localidad: Laguna de La Mancha

Estacion: 2
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Figura 19. RGB (61.136, 68.955, 53.751).
Patrén: a

Localidad: Balzapote. Estacion: 3

Figura 21. RGB (215.225, 198.711, 118.914).

Patrén: d

Localidad: Laguna de La Mancha

Fstacion: 2

Figura 23. RGB (98.839, 87.528, 46.456).
Patron: b
Localidad: Balzapote

Estacion: 1

Figura 20. RGB: (13.876, 14.351, 14.727).
Patron: a

Localidad: Laguna de La Mancha. Estacion: 5

Figura 22. RGB (100.123, 89.9, 56.15).
Patrén: b
Localidad: Laguna de La Mancha

Estacion: 2

Figura 24. RGB (205.011, 168.731, 78.913).
Patrén: b

Localidad: Balzapote

Estacion: 4
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Figura 25. RGB (167.314, 187.044, 148.008).

Patrén: b

Localidad: Laguna de Sontecomapan

Figura 27. RGB (215.98, 197.766, 132.677).
Patrén: ¢
Localidad: Laguna de La Mancha

Estacion: 2

Figura 29. RGB (13.0, 14.0, 8.0). Patrén: a

Localidad: Laguna de La Mancha

Estacion: 2

d Z Z .
Figura 26. RGB (78.185, 33.222, 80.054).
Patron: d

Localidad: Laguna de La Mancha. Estacion: 1

Figura 28. RGB (27.059, 26.268, 23.667).
Patrén: b
Localidad: Laguna de La Mancha

Estacion: 2

E m
Figura 30. RGB (24.297, 21.468, 19.554).
Patréon: b

Localidad: Laguna de La Mancha

Estacion: 1
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c. Patrones
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