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RESUMEN

La riqueza de especies de poliplac6foros varia en los principales sistemas arrecifales del Atlantico
mexicano. En Veracruz hay un menor registro de especies respecto de los arrecifes del banco de
Campeche (ABC) y el Sistema Arrecifal Mesoamericano (SAM). Ischnochiton erythronotus se ha
reportado en tales zonas, por lo que constituye un buen modelo para evaluar la dispersion de estos
moluscos. En este trabajo se abordd un analisis genético utilizando dos genes mitocondriales y uno
nuclear, para evaluar la posible conexion genética entre poblaciones de I. erythronotus. Ademas, se
utiliz6 morfometria geométrica para conocer posibles variaciones en la forma de estos quitones,
para lo que se analizaron la forma del cuerpo completo, la pendiente del area posmucronal y la
valva V en vista dorsal. También se incluyé un acercamiento fino de las valvas, los dientes de la
rddula y las escamas del cinturdn utilizando microscopia electronica de barrido.

En los analisis genéticos, los valores de Fgr obtenidos indican subdivisién que concuerda
con la estructura genética propuesta con la asignacion de ancestria realizada con Structure. De igual
manera las redes de haplotipos muestran que las poblaciones del sistema Arrecifal Veracruzano
(SAV) son genéticamente distintas a las que se ubican en los ABC y el SAM. Mientras que entre las
poblaciones de estos dos Ultimos arrecifes si comparten grupos genéticos. Las relaciones
filogenéticas obtenidas con inferencia bayesiana y con méaxima verosimilitud agrupan a las
poblaciones del SAV en un clado distinto del resto. Ademas, los valores de las distancias genéticas
que existen entre ambos clados se encuentran entre los reportados entre especies del mismo género
de quitones. La morfometria geométrica permitié observar diferencias entre estos dos clados
evaluando la forma del cuerpo completo y la forma de la valva V. Con tales estructuras también se
obtuvieron valores significativos en la prueba de alometria, lo que indica diferencias en la forma de
los quitones de ambos clados debido a la talla. Con base en los resultados observados, los clados
obtenido fueron llamados Ischnochiton sp. e I. erythronotus, entre los cuales las diferencias
morfol6gicas observadas se encuentran en la escultura del tegumento, los dientes laterales de la

radula y el nimero de estrias en las escamas del cinturéon.




ABSTRACT

The specific richness of Polyplacophora differs among the main coral reef systems in the
Mexican Atlantic. In Veracruz there is a lower number of species with respect to the Mesoamerican
Barrier Reef System (MBRS) and Campeche Bank Reefs (CBR). Ischnochiton erythronotus is
reported both zones so that is the better option to evaluate the marine dispersion to this molluscs. In
this work a genetic analysis was realized using two mitochondrial genes and one nuclear gen, to
evaluate the genetic connection between I. erythronotus populations. Geometrics morphometrics
was used to know possible variations in the shape of these chitons for what the complete body,
slope of posmucronal area of tail valve and valve V were analyzed. A fine approach of the valves,
the radula teeth and scales girdle using scanning electron microscopy was also included.

In the genetic analysis, the values indicate population subdivision that is like the genetic
structure according to Structure ancestry estimated. Similarly, haplotype network show that
Veracruz Coral Reef System (VCRS) population are genetically distinct from those located in CBR
and MBRS. While among the populations of these last two coral reefs do share genetic groups.
Bayesian phylogenetic inference and phylogenetic analysis using maximum likelihood group the
population of VCRS in a separate clade. Also, genetic distances between groups are similar to
distance between the different chitons species. Morphometric geometrics analysis allowed
differences between both clades according to full body and valve V shape. With these structures,
significant values were also obtained in the allometry test, which indicates differences in the shape
of the chitons of both clades due to size. Morphological difference between Ischnochiton sp. and I.

erythronotus are tegmental sculpture, lateral radular teeths and riblets in scales girdle




INTRODUCCION

En poblaciones separadas geograficamente, la conexion genética depende del flujo génico entre
ellas. Cuando el flujo de genes entre los grupos es alto, la variacion genética entre poblaciones se
homogeniza, mientras que, si no lo es, las poblaciones se diferencian y se dice que existe estructura
en las poblaciones (Slatkin, 1994; Freeman y Herron, 2002; Hedrick, 2011). La estructura de las
poblaciones estd determinada tanto por la historia demografica, es decir, si las poblaciones han
crecido o decrecido (Eguiarte et al., 2013), como por la estructura genética. En esta Gltima el flujo
génico es determinante, ya que cuando existe flujo génico entre poblaciones éstas podrian
evolucionar juntas (Slatkin, 1994).

Asi, la diversidad genética se puede estudiar utilizando genética de poblaciones. Esta
considera que los cambios de la abundancia relativa de los caracteres de los individuos que las
conforman se relacionan con los cambios en la abundancia relativa de los alelos que los determinan
(Freeman y Herron, 2002; Pifiero et al., 2008).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien los arrecifes de coral son un ambiente potencial para albergar a especies de quitones, en los
arrecifes y costas de Veracruz solo existe el registro de ocho especies (Alarcén-Chavira, 2014;
Hernandez, 2015; Sanvicente-Afiorve et al., 2018; Suarez, 2018). De tales registros, solo dos se
encuentran en el Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) y el resto han sido reportadas en costas
rocosas al sur del estado, asi como en arrecifes que no se incluyen en el SAV. Por su parte, en el
arrecife Alacranes que pertenece a los arrecifes del banco de Campeche (ABC), localizados frente a
la peninsula de Yucatéan en el golfo de México, se han registrado ocho especies de quitones (Reyes-
Gomez et al., 2017). Mientras tanto, hacia el mar Caribe en el Sistema Arrecifal Mesoamericano
(SAM), en su porcién mexicana, se reportan 26 especies (Lyons y Moretzsohn, 2009; Alarcén-
Chavira, 2014; Reyes-GOomez et al., 2017). Estos arrecifes se encuentran relativamente cerca
geograficamente, lo que junto a las corrientes marinas podrian favorecer el flujo genético. De esta
forma las poblaciones deberian ser genéticamente homogéneas. Sin embargo, esto no se refleja en
términos de riqueza de especies de quitones. Por tal motivo es necesario llevar a cabo estudios de
genética de poblaciones de las especies que se encuentren en los arrecifes del golfo de México y
Mar Caribe con el fin de estimar el grado de conectividad entre arrecifes. En este caso I.
erythronotus (Adams, 1845) que ha sido bien identificada en las poblaciones del Caribe y reportada
en las poblaciones de Veracruz. Sin embargo, en estas Ultimas no se ha corroborado la
identificacion de la especie, la cual se ha basado Unicamente en la morfologia, por lo que en el

presente estudio se hara referencia a todos los quitones empleados como 1. erythronotus.
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CAPITULO 1

Estructura genética del clado de Ischnochiton erythronotus (Adams, 1845)
(Mollusca: Polyplacophora) en el Golfo de México y mar Caribe.

INTRODUCCION

Flujo de genes en organismos marinos

Los quitones pertenecen al phylum Mollusca, el segundo phylum mas diverso del reino
Animal. Forman la clase Polyplacophora con cerca de 920 especies vivas (Schwabe, 2005). Esta
clase esta representada por organismos conocidos como quitones (Kaas y Van Belle, 1985a; Garcia-
Rios, 2003; Eernisse, 2007). Los quitones se caracterizan por presentar una concha de aragonita
dividida en ocho valvas rodeadas por un cinturén (Todt et al., 2008). Son exclusivamente marinos y
se distribuyen en todas las costas el mundo. La mayoria de las especies se encuentran viviendo en
sustratos duros como son costas rocosas Y arrecifes de coral (Kaas y Van Belle, 1985; Garcia-Rios,
2003; Eernisse, 2007). En los organismos marinos, el flujo de genes tiene un componente asociado
a las corrientes marinas y es determinado por el tamafio de las larvas (Hellberg et al., 2002), ya que
en estadios larvarios los remolinos y giros de las corrientes marinas pueden promover la dispersion
o retencion de los individuos (Carrillo et al. 2017). Este es el caso de los poliplac6foros pues estos
moluscos presentan una larva trécofora lecitotréfica que permanece en la columna de agua de
algunos minutos a pocos dias (Todt et al. 2008). Las larvas lecitotréficas cuentan con una mayor
cantidad de vitelo proveniente del huevo y que funciona como alimento para la larva, es decir,
energéticamente dependen de los padres. Sin embargo, al no depender de los recursos del medio la

mortalidad se reduce cuando las condiciones ambientales no son favorables (Cartes, 2009).




En la zona del golfo de México considerada por Felder y Camp (2009), se tiene el registro
de 41 especies de poliplacéforos (Lyons y Moretzsohn, 2009), de las cuales 21 se encuentran en
México. En el Atlantico mexicano se han reportado alrededor de 30 especies (Castillo Rodriguez,
2014; Reyes- Gomez et al., 2017). Entre éstas, Ischnochiton erythronotus es de las pocas especies
gue aparece tanto en las listas del golfo de México como en el mar Caribe incluyendo la porcién
mexicana. De acuerdo con Lyons y Moretzsohn (2009), en el mar Caribe se encuentran 13 especies
de la familia Ischnochitonidae, siete del género Ischnochiton, cuatro de Stenoplax y una especie
para Connexochiton y Stenosemus. Ischnochiton dilatosculptus, I. hartmeyeri, 1. niveus, |I.
papillosus, I. pseudovigaratus e 1. striolatus son las especies reportadas del género Ischnochiton, lo
cual a su vez indica una distribucion potencial para el golfo de México.

Los quitones de la especie Ischnochiton erythronotus vive en lugares poco profundos hasta
los 10m de profundidad, bajo rocas y corales enterrados en la arena y llega a medir hasta 15mm
(Kaas y Van Belle, 1987; Garcia-Rios, 2003). Se distribuye en: Florida, Bahamas, Islas Caiman,
Puerto Rico, Jamaica, islas Virgenes, San Eustaquio, Guadalupe, Barbados, Santa Cruz, Colombia,
México (Quintana Roo), cayos de Florida y Brasil (Kaas y Van Belle, 1987; Garcia-Rios, 2003;
Alarcén-Chavira, 2014, Reyes-Gomez et al., 2017).

Ubicacion taxonémica
o Phylum Mollusca

o Clase Polyplacophora Gray, 1821

o Orden Chitonida Thiele, 1909

o Familia Ischnochitonidae Dall, 1899

o Género Ischnochiton Gray, 1847

o Especie Ischnochiton erythronotus (Adams, 1845)

HIPOTESIS

Debido a que el golfo México es un sistema semi cerrado con una entrada de agua proveniente del
mar Caribe, se espera que el movimiento de larvas y por ende el flujo genético entre las poblaciones
en diferentes arrecifes del clado de Ischnochiton erythronotus esté relacionado con el movimiento
de las corrientes marinas. Ya que el Sistema Arrecifal VVeracruzano se ubica en el golfo de México,
se espera que sus poblaciones sean genéticamente distantes a las poblaciones de los arrecifes del
banco de Campeche, y mas distantes de las poblaciones del Sistema Arrecifal Mesoamericano.
Mientras tanto, se espera que las poblaciones de estos dos ultimos sistemas arrecifales mantengan

mayor conexién genética entre ellos que con las poblaciones del golfo de México.




ANTECEDENTES

Okusu y colaboradores (2003) propusieron una filogenia de los poliplac6foros utilizando los
marcadores, COI, 16S, H3, 18S y 28S. Se incluyeron 28 especies de quitones de nueve familias, asi
como otros moluscos. Sus resultados soportan a Polyplacophora como un grupo monofilético.
Grandidge (2011) analiz6 la estructura de las poblaciones de I. striolatus en el Atlantico
colombiano. En este trabajo, las poblaciones fueron analizadas con COIl y se utiliz6 como grupo
externo a |. erythronotus. Sus resultados indican que se trata de una sinonimia. Doonan et al.
(2012), evaluaron el flujo de genes del quiton Katharina tunicata en el Pacifico norte, utilizando
inter secuencias simples repetidas (ISSR, por sus siglas en inglés) y genes mitocondriales. No
observaron estructura en las poblaciones evaluadas. Owada (2018) realizo la filogenia del género
Ischnochiton en Japon, incluy6 siete especies del género y las analizé con cuatro genes: 16S, COl,
18S y 28S, aunque morfolégicamente cuatro de ellas eran similares, genéticamente se distinguieron
una de otra.

Galvan-Quesada et al. (2016) reconstruyeron la filogenia molecular y la filogeografia del
género Dormitator, se trata de un pez distribuido en el Pacifico y el Atlantico. En dicho trabajo se
incluyeron poblaciones del golfo de México y el mar Caribe; encontraron que las poblaciones de
estos sitios pertenecen a clados distantes, probablemente separados por factores como cambios
oceanograficos en el Pleistoceno, las corrientes de Florida, del Golfo, la Ecuatorial y principalmente
por la corriente de Lazo, pues se ha propuesto como barrera entre el Golfo de México y el Mar
Caribe.

OBJETIVOS

General
— Caracterizar la genética de poblaciones del clado de 1. erythronotus a partir de los
marcadores COI, 16S y 28S en poblaciones de los sistemas arrecifales del golfo de México

y mar Caribe en su porcién mexicana.

Particulares

— Conocer la estructura genética de las poblaciones de 1. erythronotus y su variacion en las
poblaciones de los arrecifes estudiados.
— Definir si todos los grupos considerados en el clado de I. erythronotus pertenecen a la

misma especie.




MATERIALES Y METODOS
AREA DE ESTUDIO
Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV)

El Sistema Arrecifal Veracruzano cuenta con el nombramiento oficial de Parque Nacional, se
compone de 45 arrecifes, dividido en el grupo que se encuentra frente al puerto de Veracruz y Boca
del Rio y el localizado frente a Antdn Lizardo (SEMARNAT, 2017). Al sur de Veracruz se
encuentra el arrecife La Perla del Golfo que no pertenece al SAV. Sin embargo, en los trabajos de
Hernandez (2015), Sanvicente-Afiorve et al. (2018) y Suérez (2018) se han reportado nueve
especies de quitones en ésta y zonas aledafias. Por lo anterior La Perla del Golfo se tomara en

cuenta en este estudio como parte del SAV debido a su cercania geogréfica.

Sistema Arrecifal Mesoamericano (SAM)

Sistema Arrecifal Mesoamericano es el segundo sistema arrecifal mas grande del mundo. Se
caracteriza por encontrarse a <10 km de la linea de costa. Se extiende frente a las costas de México,
Belice, Guatemala y Honduras (Carrillo et al., 2015), y en México abarca desde isla Contoy hasta

Xcalak, extendiéndose a Belice (Pérez-Cervantes et al., 2017).

Figura 1.1. Ubicacién geogréafica de las poblaciones incluidas. Los colores representan los diferentes sistemas
arrecifales: SAV- Sistema Arrecifal Veracruzano, ABC-arrecifes del banco de Campeche y SAM-Sistema
Arrecifal Mesoamericano. Los circulos marcan las localidades muestreadas y los tridngulos el material
obtenido por préstamos de las colecciones. EI nombre de las localidades se incluye en el texto de esta seccion.




Arrecifes del Banco de Campeche (ABC)

Este sistema arrecifal se encuentra al norte de la peninsula de Yucatan y se encuentra formado por
los arrecifes: cayo Arcas, cayo Arenas, arrecife Alacranes y arrecife Triangulo (Tunnell et al.,
2010), se trata de pequefias areas de arrecifes de plataforma que se caracterizan por estar alejados de
la costa a unos 80-130 km (Pérez-Cervantes et al., 2017).

Obtencion de muestras
Trabajo de campo

Para realizar los muestreos en los arrecifes se contd con el permiso de Pesca de Fomento No
PPF/DGOPA-221/16 emitido por CONAPESCA. Se realizaron muestreos en el SAV: Arrecife La
Gallega y las playas Mocambo y EI Morro de la Mancha en Veracruz. En el SAM en su porcion
mexicana: isla Mujeres, Puerto Morelos, Akumal y Xcalak. En las localidades seleccionadas se
realizd buceo “Scuba” por cuatro personas durante aproximadamente dos horas. Cabe mencionar
gue en el SAV se revisaron los arrecifes Blanquita, isla Verde, Hornos, Pajaros, Rizo y playa
Mufiecos, pero no se encontraron quitones de ninguna especie, por lo que no fue posible incluir
estas localidades. Mientras que en el SAM también se muestrearon los arrecifes de Mahahual, pero
solo se encontrd un individuo de I. erythronotus por lo que la localidad no pudo ser incluida en los
analisis.

La recoleccion de muestras consistio en levantar las rocas sueltas para buscar individuos de
I. erythronotus y una vez localizados fueron colocados en frascos con agua de mar. En superficie
todos los individuos fueron colocados en charolas con agua de mar que fue sustituida por etanol al

96% una vez que los quitones se habian relajado y siempre manteniéndolos en superficie plana.

Préstamo de colecciones malacoldgicas

Se obtuvieron muestras mediante el préstamo de las colecciones nacionales: Coleccion Nacional de
Moluscos (CNMO) del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), Coleccion Malacoldgica Dr. Antonio Garcia-Cubas (COMA) del Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia, UNAM y de la Coleccion de Moluscos de la Peninsula de Yucatan (CMPY) de
la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion Sisal de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Con el trabajo de campo y los préstamos se obtuvieron muestras (el total se encuentra en el
anexo A) de los principales sistemas arrecifales del Atlantico mexicano permitiendo contar con
muestras de siguientes poblaciones (Figura 1.1):

e SAV- La Gallega (Ga), EI Morro de la Mancha (Mr), playa Mocambo (Mo) y La Perla del

Golfo (PG.




e ABC- arrecife Cayo Arcas (Ar), arrecife Cayo Arenas (An) y arrecife Alacranes (Al).
o SAM- Isla Mujeres (Mu), Punta Brava, Puerto Morelos (PM), Akumal (AK) y Xcalak (Xc).

Trabajo de laboratorio

Todos los individuos fueron observados con microscopio para cortar entre un tercio y un quinto del
pie. Esta porcién del tejido fue preservada en etanol al 96% y fue utilizada para realizar la
extraccion de ADN.

La extraccion del ADN se realizé utilizando el kit de QIAGEN DNeasy Blood & Tissue,
siguiendo el protocolo de manufactura, solo se hicieron pequefias modificaciones en el volumen de
elucién final, pues solo se utilizaron 80uL de buffer AE. Se amplificé el ADN realizando Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un termociclador Eppendorf, Mastercycler Nexus. Se
amplificaron los marcadores moleculares mitocondriales COl y 16S, y el marcador nuclear 28S
rRNA (Tabla 1.1). Estos marcadores fueron elegidos de acuerdo con Okusu et al. (2003), Kelly et
al. (2010), Grandidge (2011), Fernandez-Pérez et al. (2017), Villamor et al. (2014) y Li et al.
(2016). Los individuos de las poblaciones del SAM y los ABC no pudieron ser amplificadas con los
primers LCO y HCO, por lo que se hizo una combinacién del reverse HCO2198 y el forward
COXAF utilizado en el trabajo de Li et al. (2016), las especificaciones se encuentran en el anexo
1.1. El protocolo de PCR que se utiliz6 para 16S y 28S se tomd de Okusu et al. (2003) y el de COI,
de Grandidge (2011). Este ultimo se modific6 en una serie de pruebas donde se hicieron gradientes
de concentracion de algunos reactivos, y un gradiente de temperatura, estas modificaciones fueron
evaluadas corriendo las PCR en geles de agarosa al 1% y con esto los protocolos fueron
estandarizados como se muestra en el anexo 1.2. Los productos de PCR fueron enviados al servicio

de secuenciacién de la empresa Macrogen, Korea donde se realizd secuenciacion Sanger.

Anélisis de datos

Las secuencias recibidas fueron editadas con Geneious v7.1.9 (Kearse et al., 2012) y alineadas con
MUSCLE (Goujon et al., 2010). Las secuencias fueron analizadas utilizando DnaSP v6.10.03
(Rozas et al., 2017), para conocer el tamafio del gen, namero de haplotipos, el nimero de sitios
polimdrficos, la diversidad nucleotidica y la diversidad de haplotipos. Esta informacién también se
obtuvo para cada grupo del clado (Anexo 2). El total de individuos secuenciados para cada gen se

encuentra en el anexo A.




Tabla 1.1 Nombre, secuencia, temperatura de fusion (Tm, “melting temperature) de los primers de los genes
utilizados. Los primers fueron obtenidos segiin Okusu et al. (2003), Li et al. (2016) *.

Nombre Secuencia Tm (°C)

28S rRNA Nuclear

28Sa 5'-GAC CCG TCT TGA AAC ACG GA-3’ 66
28Sh 5'-TCG GAA GGA ACC AGC TAC-3' 64
16S rRNA Mitocondrial

16Sa 5'-CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3' 59.7
16Sh 5'-CTCCGG TTT GAA CTC AGATCA-3’ 64.9
COIl Mitocondrial

LCO1490 5'-GGT CAA CAA ATC ATAAAG ATATTG G-3' 62.6
HCO2198 5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3' 64.1
COXAF* 5'-CWA ATC AYA AAG ATATTG GAA C-3’ 60

Diferenciacién genética entre poblaciones

Para evaluar posible diferenciacion genética entre poblaciones del clado de I. erythronotus, se
calcularon los valores de Fgr y Ggr dentro y entre las poblaciones, y dentro y entre los sistemas
arrecifales. Tales valores se obtuvieron en Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) vy
posteriormente fueron graficados en un diagrama de caja y bigote, y con un heatmap,
respectivamente, utilizando la libreria de R adegenet. Gsr al igual que Fgp es coeficiente de
diferenciacion genética, pero se utiliza para evaluar un ndmero ilimitado de alelos por loci (Nei,
1975). Estos valores se calcularon para cada gen y con los tres genes concatenados.

Para medir la varianza genética por arrecifes (grupos) al que pertenecen las poblaciones, se
realizaron analisis de varianza molecular (AMOVA) con los indices de fijacion: Fq (entre grupos),
Fsc (entre poblaciones dentro de grupos) y Fgr (entre poblaciones) para cada uno de los genes

considerando como grupos a los arrecifes, con Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Estructura genética de las poblaciones

Para estimar el nimero de grupos genéticos que existen en las poblaciones, se realiz6 una
asignacion bayesiana utilizando Structure v2.3.3 (Pritchard et al., 2000). Se utiliz6 GenAlEx 6.5
(Peakall y Smouse, 2012) para transformar el archivo “. fasta” donde se encontraban las secuencias
con los genes concatenados en un archivo “.txt” de entrada para Structure. En Structure se utilizd
un burnin de 30,000 y una longitud de cadena de 120,000 réplicas, se probaron K= 1-5 con 25

réplicas cada una. Se eligié el nimero de grupos genéticos (K) segin la mayor probabilidad
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posterior (P(K|X)) (Pritchar y Wen, 2004). También se construyé una red de haplotipos con median

joining para cada uno de los genes, utilizando Network 4.6.1.6 (Bandelt et al., 1999).

Aislamiento por distancia

Se realizd la prueba de Mantel para saber si existe asilamiento por distancia. Se realizé una primera
prueba evaluando todas las poblaciones de los tres sistemas arrecifales. La prueba se repitio una vez
mas, pero tomando por separado las poblaciones de los dos principales clados filogenéticos. En
ambos casos se utilizaron los valores de F;; y las distancias geograficas medidas en km, obtenidas
en Google Maps a partir de las coordenadas geogréficas. La prueba se realizé en R con la paqueteria
ade4.

D de Tajimay FdeFuy Li

Se calcul6 la D de Tajimay F de Fu y Li para detectar sefiales de expansién poblacional,
utilizando DnaSP v6.10.03 (Rozas et al., 2017). Estos valores se calcularon con cada uno de los
genes para cada sistema arrecifal. Debido a que no fue posible secuenciar el mismo nimero de
individuos para cada gen, en estos Ultimos anélisis se utilizaron: 22 individuos de cada sistema
arrecifal para COI, 32 para 16S y 36 para 28S, es decir, un total de 66, 96 y 108 individuos para

cada gen, respectivamente.

Relaciones filogenéticas y distancias genéticas

Se estim6 el modelo evolutivo para cada uno de los genes utilizando jModelTest 2.1.9 (Darriba et
al., 2012). Posteriormente se obtuvieron relaciones filogenéticas con Maxima Verosimilitud (ML,
por sus siglas en inglés “Maximum likelihood”) e Inferencia Bayesiana (IB). En ambos casos se
incluyeron secuencias de los poliplacéforos I. rissoi y Chaetopleura apiculata mismas que se
tomaron de GenBank (Benson et al., 2018). En el caso del analisis de ML se utiliz6 el modelo de
sustitucion nucleotidica G+l y se dio un soporte de las ramas con un Bootstrap de 1,000
repeticiones; para esto se utiliz6 MEGA 7.0.20 (Kumar et al., 2016).

Para hacer la Inferencia Bayesiana se utilizaron los modelos de evolucion obtenidos con
jModelTest. Con MrBayes v3.2.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) se simularon 30,000,000
generaciones con dos corridas de cuatro cadenas. Se utilizé un burnin para descartar 25% de los
arboles resultantes y se eligié un arbol consenso. Los arboles obtenidos tanto con ML como con IB
fueron editados con FigTree v1.4.0 (Rambaut y Drummond, 2017).

Las distancias genéticas se calcularon entre y dentro los clados filogenéticos, asi como entre
y dentro las poblaciones de los tres sistemas arrecifales. Lo anterior se calculd utilizando cada uno
de los genes por separado y con los tres genes concatenados. Los valores se obtuvieron mediante la

distancia P, la cual se refiere a la proporcion (P) de sitios polimérficos entre secuencias. Esta se
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obtiene dividiendo los nucleétidos diferentes entre el total de sitios comparados (Nei y Kumar,
2000). Tales valores se calcularon utilizando MEGA 7.0.20 (Kumar et al., 2016), y realizando 1,000
repeticiones en las comparaciones.

Para este Gltimo anélisis uno de los clados filogenéticos se formd de las poblaciones del
SAV (Ischnochiton sp.). El otro clado se formé de las poblaciones de los ABC y el SAM
(Ischnochiton erythronotus). Y para hacer estas comparaciones se agregaron otras especies de
Ischnochiton: 1. australis, I. boninensis, I. comptus. Asi como otros géneros: C. apiculata,
Stenoplax purpurascens, Mopalia plumosa y Acanthochitona crinita. Se tomaron secuencias de las
especies anteriores disponibles en GenBank para poder realizar las comparaciones. Estas ultimas
también se calcularon utilizando cada uno de los genes por separado y concatenandolos (Anexos 5y
6).

RESULTADOS

Se analizaron tres genes, dos mitocondriales (16S y COIl) y uno nuclear (28S). EI nimero de
individuos secuenciados varié ya que no fue posible amplificar COI para todos los individuos
disponibles. Considerando los tres genes se analiz6 un total de 1442 pb; sin embargo, la diversidad
nucleotidica para cada gen fue variable. Se observo una mayor diversidad para COl, presentando el
mayor nimero de haplotipos Yy sitios polimérficos. Mientras tanto, 28S fue el gen que present6 el

menor numero de haplotipos y el valor mas bajo de diversidad nucleotidica (Tabla 1.2).

Diferenciacion genética entre poblaciones

Los valores de Fgr mas altos se obtuvieron entre sistemas arrecifales, al comparar las poblaciones
del SAV con aquellas de los ABC y el SAM, obteniendo valores de entre 0.94 y 0.97 (Anexo 3).
Mientras que entre algunas poblaciones de los ABC y el SAM se obtuvieron valores més bajos que

los obtenidos dentro de ellos.

Tabla 1.2. Informacidn estadistica de los tres genes utilizados en el analisis de las poblaciones del clado de
Ischnochiton erythronotus. Se muestran los valores de: N- nimero de secuencias, n- tamafio del gen (pb), S-
sitios polimdrficos, h- nimero de haplotipos, k- nimero promedio de diferencias pareadas, H- Diversidad de
haplotipos, IT- Diversidad nucleotidica.

gen N n S h k H II

16S 125 512 83 24 30.16 0.88 0.058
col 86 606 134 32 58.96 0.93 0.097
28S 114 324 7 3 2.98 0.6 0.009
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Figura 1.3. F,, pareadas para las poblaciones de: A- Ischnochiton sp. que se ubican en el SAV; B- I.
erythronotus ubicadas en los ABC y SAM. Las lineas negras oscuras representan la mediana de los valores

para cada poblacién.
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Figura 1.4. Heatmap de los valores pareados de Gg para las poblaciones, representados con los tonos de azul.
La barra de colores del costado izquierdo indica a qué sistema arrecifal pertenecen las poblaciones.

Las poblaciones dentro del SAV muestran valores bajos de diferenciacion genética, el valor
maximo obtenido para Fgr fue 0.41 entre Mocambo y La Perla del Golfo (Fig. 1.3A). Entre las

poblaciones dentro de los ABC el valor maximo obtenido fue 0.79 entre Cayo Arcas y Cayo
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Arenas. Mientras que entre la poblacién del arrecife Alacranes de los ABC y las poblaciones de isla
Mujeres y Puerto Morelos ambas ubicadas al norte del SAM, se obtuvo Fgr= 0.43 y 0.53,
respectivamente.

Entre las poblaciones dentro del SAM, los valores més altos obtenido fueron entre Puerto
Morelos con Akumal, ubicadas al norte y sur de Quintana Roo, respectivamente (Fig. 1.3B)). Es
decir, entre arrecifes solo se obtuvieron valores mas bajos que dentro de ellos cuando se comparan
poblaciones de los ABC y el SAM.

En el mapa de calor graficado con los valores de G de cada poblacion se observa que las
mayores diferencias existen entre las poblaciones del SAV con las del SAM y los ABC. Sin
embargo, también se observan valores cercanos a 1 cuando se comparan Arcas o0 Alacranes de los
ABC con las poblaciones de Akumal o Xcalak ubicadas al sur del SAM (Fig. 1.4).

Tabla 1.3. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) de los genes 16S, COl y 28S del clado de I.
erythronotus en los tres sistemas arrecifales.

Fuente de variacion gl Varianza Porcentaje de Variacion
16S COl 28S 16S Col 28S 16S Col 28S

Entre sistemas 2 2 2 18.70 39.12 2.25 87.03 88.77 94.85
arrecifales
Entre poblaciones
dentro de sistemas 5 5 7 2.022 3.68 -0.004 9.41 8.37 -0.20
arrecifales
Dentro de 72 40 70 0.765 1.26 0.12 3.56 2.86 5.34
poblaciones
Total 79 47 79 21.49 44.07
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Figura 1.5. Comparacion de los indices de fijacion de los genes 16S, 28S 'y COI en el clado de 1. erythronotus:
F¢r- entre arrecifes, Fs.- entre poblaciones dentro de los arrecifes, Fg- entre poblaciones. Solo los valores de
F.r resultaron significativos para todos los genes: 16S p= 0.003, 28S p=0. 001 y COI p=0.003.
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Los valores de varianza molecular obtenidos con AMOVA muestran que el porcentaje
mayor de variacion existe entre arrecifes. Dentro de los sistemas arrecifales existe mayor variacion
de 16S entre las poblaciones, mientras que con 28S se observan valores negativos. COl presenta
valores de varianza de 39 entre los sistemas arrecifales, con este gen también se obtuvieron los
valores mas bajos de varianza entre las poblaciones dentro de los sistemas arrecifales (Tabla 1.3).

Los valores de diferenciacidén genética entre sistemas arrecifales son similares para los tres
genes y pasa lo mismo cuando se observan los valores entre las poblaciones. Sin embargo, entre
poblaciones dentro de los sistemas arrecifales, 28S indica que las poblaciones son similares

genéticamente, pues se observan valores negativos (Figura 1.5).

Estructura genética de las poblaciones

Los resultados de asignacién de ancestria K= 3 obtenidos con Structure, muestran que el SAV
forma un grupo genético distinto a los otros dos sistemas arrecifales (Fig. 1.6). EI mismo anélisis
realizado solo para las poblaciones de los ABC y el SAM con K=3y 4, siempre asigna a un grupo
genético las poblaciones Ak y Xc, ambas ubicadas al sur de Quintana Roo en el SAM. El resto de
las poblaciones del SAM en ambos casos (K=3 y 4) comparten ancestria con las poblaciones de los
ABC (Fig. 1.7).

La ancestria asignada para las poblaciones coincide con su ubicacion geogréfica. Las
poblaciones que comparten ancestria son las de los ABC con las poblaciones del norte del SAM.
Sin embargo, las poblaciones del SAV vy las del sur del SAM en todos los casos fueron asignadas a

un grupo independiente (Fig. 1.8).

Mo Ga Mr PG ! Ar An Al Mu PM Ak Xc

Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) Arrecifes del Banco de Sistema Arrecifal Mesoamericano (SAM)
Campeche (ABC)

Figura 1.6. Probabilidades de ancestria asignadas con Structure para los individuos del clado de 1.
erythronotus de los tres sistemas arrecifales: SAV, ABC y SAM, se muestra K=3.
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Figura 1.7. Probabilidades de ancestria asignadas con Structure para los individuos de I. erythronotus de los
ABC y el SAM, se muestra K=3 y K=4 en orden descendente.
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Figura 1.8. Proporcién de ancestria para cada poblacion segin los resultados consideran cuatro grupos
genéticos K=4. Los colores de los circulos pequefios representan los diferentes sistemas arrecifales como se
indica en el extremo superior izquierdo.

En las redes de haplotipos obtenidas para los tres genes se observan dos grupos. En todos
los casos se observé que las poblaciones del SAV no comparten haplotipos con los otros dos
sistemas arrecifales. De los 24 haplotipos obtenidos con 16S, cinco de ellos se encuentran en el
SAV. Los separan 66 pasos mutaciones de las poblaciones de los ABC y el SAM, tales pasos
representan 7.8% de todo el fragmento. Los haplotipos de los ABC y el SAM se encuentran
separados por pasos mutacionales sencillos. Solo el haplotipo CM19 se encuentra en Al y AK,
poblaciones de los ABC y el SAM, respectivamente (Fig. 1.2A).
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En el caso de COI se obtuvieron 32 haplotipos, de los cuales trece se encuentran en el SAV,
separados de los otros dos sistemas arrecifales por 105 pasos mutacionales que representan 17.49%
del gen. Si bien los haplotipos presentes en los ABC y el SAM se separan por pasos mutacionales
sencillos o dobles ninguno de ellos se comparte entre sistemas arrecifales. Inclusive los haplotipos
S$22-S32, es decir, todos los presentes en el SAM son haplotipos exclusivos de una sola poblacion
(Fig. 1.2B).

Con el gen 28S solo se obtuvieron tres haplotipos, el primero de ellos presente en todas las
poblaciones del SAV. Los otros dos haplotipos se encuentran en todas las poblaciones tanto de los

ABC como del SAM. Estos dos grupos se separan por cinco pasos mutacionales (Fig. 2.1C).

Aislamiento por distancia

La prueba de Mantel para conocer si existe aislamiento por distancia, resultd significativa
cuando se compararon las poblaciones de los tres sistemas arrecifales (Anexo 4). Sin embargo, se
realizé la misma prueba considerando las poblaciones del SAV en un grupo y un segundo grupo
donde se incluyeron las poblaciones de los ABC y el SAM. Evaluando a ambos grupos por
separado, los resultados mostraron que no existe una relacién entre la distancia geografica y la
distancia genética (Figura 1.8).

D de Tajimay FdeFuy Li

Los valores globales que incluyen los tres sistemas arrecifales de la D de Tajimay la F de Fuy Li
para cada uno de los genes, presenta valores similares, ya que todos se encuentran entre 2 y 2.9. En
el caso de COIl ambos indices presentan valores negativos para el SAV; sin embargo, no son
significativos. En los ABC los valores son positivos y si son significativos. Los valores de los
mismos indices con 16S son negativos, pero no significativos en el SAV y los ABC, mientras que
en el SAM los valores son positivos, pero solo D de Tajima es significativa. En 28S los valores para
el SAV no son calculables porque solo existe un haplotipo. En los otros dos sistemas arrecifales los

valores de ambos indices son positivos, pero ninguno de ellos es significativo (Tabla 1.4).
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Figura 1.2. Redes de haplotipos del clado de I. erythronotus. Las lineas punteadas separan la red de cada gen
A-16S, B- COl y C- 28S. Cada circulo de color representa un haplotipo y los colores distinguen las
poblaciones. Los puntos negros sobre las ramas marcan los pasos mutacionales entre los haplotipos y los
puntos rojos representan los haplotipos que faltan por conocerse y en este caso se grafican como hipotéticos.
La barra gris del centro separa los dos grupos formados en todos los casos: a la izquierda de ésta se grafican
las poblaciones del SAV, separado por 66, 105 y 5 pasos mutacionales (respectivamente al orden de los
genes) de los grupos de los ABC y el SAM, graficados del lado derecho. Las claves al lado de los circulos son
los nombres asignados a cada haplotipo.
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Figura 1.8. Relacion entre la distancia genética (Fgr) y la distancia geografica (km) de las poblaciones de: A-
I. erythronotus, B- Ischnochiton sp. Se muestran los valores obtenidos para la regresion (R2) y el valor de
significancia (p).

Tabla 1.4. Valores de la prueba de neutralidad: D de Tajima, y de F de Fu y Li. En ambos casos se incluyen
los valores de significancia (p). Los valores se presentan para cada uno de los genes en los tres sistemas
arrecifales y un valor global para todas las poblaciones.

Ccol 16S 28S
SAV  ABC SAM SAV ABC SAM SAV  ABC SAM
D -0.80 2.13 1.64 -1.74  -064 225 - 0.27 11
p >0.10 <0.05 >0.10 >0.10 >0.10 <0.05 >0.10 >0.10
Global 2.9, p<0.01 Global 2.53, p<0.05 Global 2.8, p<0.01
F -1.47 1.98 0.79 -225 -015 143 - 0.56 0.86
p >0.10 <0.02 >0.10 >0.10 >0.10 >0.10 >0.10 >0.10
Global 2.52, p<0.02 Global 2.63, p<0.02 Global 2.06, p<0.02

Relaciones filogenéticas y distancias genéticas

Segun los valores de AlCc obtenidos mediante jModelTest el modelo de mutacion para los
genes mitocondriales fue TIM2+I+G con un valor de -1nL= 3597.4162 y para el gen nuclear
TIM2+] -1nL= 653.3404. En MrBayes estos modelos fueron sustituidos por GTR (Lecocq et al.,
2013) y se conservaron | + G. Las reconstrucciones de las relaciones filogenéticas hechas tanto con
los genes mitocondriales como con el gen nuclear muestran la misma la topologia. En todos los
arboles obtenidos las poblaciones del SAV se separan de las demas poblaciones de los otros dos
sistemas arrecifales. Los arboles obtenidos con los genes mitocondriales ubican a los individuos de
Puerto Morelos (PM) e Isla Mujeres (Mu) en un mismos clado junto con los individuos de los ABC
que a las demas poblaciones del SAM dejando en un grupo aparte a los quitones del SAV (Fig. 1.9
y 1.11). En ambos arboles construidos con el gen nuclear los individuos de los ABC y SAM forman
un solo grupo diferente al del SAV (Fig 1.10y 1.12).

Las distancias genéticas entre poblaciones son mas altas cuando se comparan al SAV con
las poblaciones de los ABC o el SAM. Mientras que las distancias entre las poblaciones de estos

dos ultimos sistemas arrecifales son mas bajas y similares (Tabla 1.5). También se consider6 a los
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grupos filogenéticos como especies distintas. En este caso la distancia genética entre Ischnochiton
sp. (quitones del SAV), y I. erythronotus (quitones de los ABC y el SAM) es similar a la que se

observa entre diferentes especies del género (Tabla 1.6).
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Figura 1.9. Reconstruccion filogenética a partir de inferencia bayesiana del clado de I. erythronotus de los tres
sistemas arrecifales utilizando los genes mitocondriales COl y 16S, en los nodos se encuentran los valores de
bootstrap. El grupo externo son los quitones de las especies I. rissoi y C. apiculata. Se incluyen fotografias de
la valva anal en vista lateral para mostrar la pendiente del area posmucronal de los individuos de las
poblaciones correspondientes, sin embargo, no se trata de estructuras morfoldgicas relacionadas con los genes
en cuestion, solo se presentan como ejemplos.
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Figura 1.10. Reconstruccion filogenética a partir de inferencia bayesiana del clado de I. erythronotus de los
tres sistemas arrecifales segun el gen nuclear 28S. El grupo externo son los quitones de las especies . rissoi y
C. apiculata. Se muestran fotografias de la valva anal en vista dorsal de los individuos de las poblaciones
correspondientes, sin embargo, no se trata de estructuras morfoldgicas relacionadas con el gen en cuestidn,

solo se presentan como ejemplos.
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Figura 1.11. Reconstruccidn filogenética obtenida con maxima verosimilitud del clado de I. erythronotus de
los tres sistemas arrecifales segln los genes mitocondriales COIl y 16S. El grupo externo son los quitones de
las especies I. rissoi y C. apiculata. Se muestran fotografias del cuerpo completo en vista dorsal de los

individuos de las poblaciones correspondientes, sin embargo, no se trata de estructuras morfoldgicas
relacionadas con los genes en cuestion, solo se presentan como ejemplos.
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Figura 1.12. Reconstruccion con méxima verosimilitud del clado de I. erythronotus de los tres sistemas
arrecifales segun el gen nuclear 28S. El grupo externo son los quitones de las especies: I. rissoi y C.
apiculata. Se muestran fotografias de los individuos de las poblaciones correspondientes, sin embargo, no se
trata de estructuras morfolégicas relacionadas con los genes en cuestion, solo se presentan como ejemplos.
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Tabla 1.5. Distancia genética entre las poblaciones del clado de I. erythronotus. Debajo de la diagonal se
encuentran los valores de distancia P y sobre la diagonal los valores de error estandar de tales valores.

SAV ABC SAM

Mo Ga Mr PG Ar An Al Mu PM Ak Xc

Mocambo  ----- 0.001 0.001 0.001 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009

SAV  Gallega 0.003 ----- 0.001 0.001 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009
Morro 0.003 0.002 ----- 0.001 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009

Perla 0.005 0.003 0.003 ----- 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009 0.009
Arcas 0.126 0.126 0.127 0.128 ----- 0.002 0.001 0.002 0.002 0.004 0.004
ABC Arenas 0.126 0.126 0.127 0.128 0.01  ---—-- 0.002 0.002 0.002 0.004 0.004
Alacranes 0.126 0.126 0.127 0.128 0.004 0.008 ----- 0.002 0.002 0.004 0.004
Mujeres 0.128 0.128 0.129 0.130 0.009 0.008 0.009 ----- 0.001 0.004 0.004

SAM Puerto 0.128 0.128 0.129 0.130 0.009 0.007 0.008 0.002 ----- 0.004 0.004
Akumal 0.129 0.128 0.128 0.129 0.025 0.024 0.025 0.021 0.022 ----- 0.001

Xcalak 0.129 0.128 0.128 0.129 0.025 0.023 0.024 0.020 0.020 0.002  -----

Tabla 1.6. Distancia genética entre los grupos de los sistemas arrecifales analizados y otras especies del
género Ischnochiton. Bajo la diagonal se encuentran los valores de la distancia P y sobre la diagonal la
desviacién estandar de dichos valores. En las Ultimas filas se encuentran los valores la distancia P que existe
dentro de las especies.

Ischnochiton sp. I. erythronotus I. boninensis I. comptus

Ischnochitonsp. - 0.008 0.01 0.01

I. erythronotus 0129 - 0.01 0.01

I. boninensis 0.180 0173 - 0.007

I. comptus 0.185 0.174 0080 0 -
Dentro de las 0.002 0.017 0.003 0.008
especies

DISCUSION

Estructura genética de las poblaciones

Se sabe que las larvas de los poliplac6foros duran poco tiempo en la columna de agua, limitando la
dispersion de los individuos. Fgr es un valor que permite evaluar si existe subdivision entre las
poblaciones, ya que cuantifica la frecuencia de alelos entre las poblaciones, Fgr= 1 indica que existe
subdivision entre las poblaciones en cuestion (Nielsen y Slatkin, 2013). En este trabajo los valores
més altos obtenidos para Fg;-=0.8-0.9 se obtuvieron al comparar poblaciones entre sistemas
arrecifales. La distancia genética mas baja dentro de los sistemas arrecifales fue Fgr= 0.07 que,
segun Nielsen y Slatkin (2013) es un valor que indica diferenciacion moderada. De acuerdo con esta
guia, cuando se obtienen valores por encima de 0.15 se trata de gran diferenciacion genética entre
las diferentes poblaciones. Es decir, las poblaciones del clado de 1. erythronotus presenta
diferenciacion genética entre sistemas arrecifales. En todos los casos los valores de Fg; y Ggp varian
en el mismo grado de magnitud entre las poblaciones, pero en todos los casos los valores de Ggr son

mas bajos. Cuando hay muchos alelos en un locus dentro de una poblacion, G puede ser <1 si hay
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alelos que no se comparten en diferentes subpoblaciones (Nei y Kumar, 2000). También los valores
obtenidos en el Andlisis de Varianza Molecular muestran que la mayor variacidn genética tanto de
los genes mitocondriales como del gen nuclear se encuentra entre los sistemas arrecifales, valores
gue coinciden con la subdivisién de las poblaciones y por tanto con el flujo de genes entre ellas.

El mar Caribe se conecta al golfo de México y al banco de Campeche por medio del canal
de Yucatan. La conexion de estas zonas se ve influenciada por los procesos fisicos que, ademas,
permiten la dispersién de larvas (Carrillo et al., 2017). Los resultados de asignacion de ancestria de
Structure mostraron que las poblaciones del SAM efectivamente estan conectadas con las
poblaciones del banco de Campeche, ya que en la asignacién de k= 3 y 4 las poblaciones del norte
de Quintana Roo comparten un grupo genético con las poblaciones de los ABC. No obstante, el
flujo de genes no se comparte con las poblaciones del golfo de México que se encuentran formando
el SAV, pues tales poblaciones constituyen un grupo completamente distinto. Lo anterior puede ser
resultado de los procesos oceanograficos, ya que éstos pueden promover la dispersion larvaria o
actuar como barreras que mejoran la retencion de larvas, donde por supuesto, influye el ciclo de
vida de los organismos (Carrillo et al., 2017). Se sabe bien que los poliplac6foros en estadio
larvario permanecen poco tiempo en la columna de agua y que no tienen la capacidad de nadar a
voluntad, solo pueden desplazarse verticalmente (Yearsley y Sigwart, 2011).

Aunado a esto, estudios realizados con simulaciones de dispersion de particulas muestran
que solo alrededor del 1% de éstas Ilegan del Mar Caribe pasando por el banco de Campeche y
pasan al norte del Golfo de México a través de la corriente de Lazo llegando hasta Florida en
Estados Unidos (Johnson et al., 2013). Por tanto, es probable que tales particulas no lleguen al oeste
del golfo de México, y en este caso, se interrumpe el flujo de genes de los quitones de los ABC con
el SAV. Las redes de haplotipos mostraron que efectivamente no existe ningln grupo genético en
los ABC o el SAM que también se encuentre en el SAV. Inclusive existen haplotipos Unicos en las
poblaciones, lo que explica por qué se obtuvieron valores altos en los indices de diferenciacion
poblacional. Si bien los indices de fijacion son un indicador de la diferenciacion genética
poblacional, Nei y Kumar (2000) recomiendan acompafar estos resultados de andlisis filogenéticos
para obtener informacion de posible aislamiento o historia genealdgica, lo cual se discutird méas
adelante.

Con las redes de haplotipos reconstruyeron dos grupos en todos los casos. Con los genes
COl y 16 S, los grupos se separaron por 66 y 105 pasos mutacionales respectivamente. Este
resultado es consistente con los obtenidos en otros trabajos de quitones. Okusu (2013), encontrd 64
haplotipos para COI en 108 individuos, de cuatro especies de Ischnochiton. Utilizando haplotipos,

las especies se separaban por 56 a 69 pasos mutacionales. Si bien en el trabajo de Okusu (2013)
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existen menos pasos mutacionales entre las especies, las poblaciones de éstas comparten la misma
distribucion geografica y no es asi en las poblaciones de los dos grupos formados en el clado de |I.
erythronotus analizadas en este trabajo. Estos valores para COIl cambian en otros grupos de
moluscos. Mikkelsen y Todt (2018), en tres clados de una especie de Caudofoveata formados por su
distribucion geogréfica, encontraron once haplotipos de COI en 51 individuos; los clados formados
se separaban por 31 pasos mutacionales que representaban 5.4% de todo el gen. Con 16S, estos
autores encontraron ocho haplotipos separando los clados por cinco pasos mutacionales. Aunque el
numero de haplotipos es diferente para los dos genes, ambos reconstruyeron la misma topologia
entre los clados en este Gltimo trabajo. Y de igual manera, la diversidad de haplotipos entre genes es
distinta en el clado de I. erythronotus, pero la topologia reconstruida es la misma con cada uno de
los genes.

Los individuos del clado de I. erythronotus presentan habitos cripticos, pues se encuentran
viviendo bajo rocas cerca de arrecifes coralinos y otras areas rocosas. No obstante, el trabajo de
Liversage y Benkendorff (2017) muestra que algunos quitones del género Ischonochiton presentan
altas actividades durante la noche logrando desplazarse entre pequefios parches rocosos. Sin
embargo, la capacidad de dispersion de los adultos es practicamente nula, siendo mucho més
importante la dispersion que pueden tener en el estadio larvario (Wares et al., 2001). Los resultados
tanto de asignacion de ancestria como las redes de haplotipos mostraron estructura genética entre
los arrecifes. Ya que si bien, la dispersion de las larvas depende casi en su totalidad de las corrientes
marinas, las larvas de los quitones son lecitotroficas, es decir, solo se desarrollan utilizando las
reservas del vitelo del huevo. Por lo anterior, solo pueden permanecer en la columna de agua
alrededor de un par de horas (Garcia-Rios et al., 2014). En este caso, se observo que solo las
poblaciones mas cercanas geograficamente presentan un flujo genético mayor entre si y se sabe que
esto es sefial de la organizacion que presentan las especies costeras (Hellberg et al., 2002). No
obstante, la prueba de Mantel para cada grupo del clado, mostré que no existe aislamiento genético
ocasionado por la distancia entre las poblaciones. Para que exista aislamiento por distancia, la
diferenciacion genética debe ser gradual en la distancia geogréfica (Hedrick, 2011). Probablemente
incluyendo poblaciones de 1. erythronotus de otras zonas del mar Caribe, se obtendrian resultados
significativos para esta prueba.

La teoria neutral supone que todas las mutaciones son neutrales, para evaluarla se utilizaron
los indices de D de Tajima (1989) y F de Fu y Li (1993), los cuales permiten evaluar si las
poblaciones han pasado por eventos como cuellos de botella o expansion poblacional (Nielsel y
Slatkin, 2013). Los valores negativos en la D de Tajima se presentan cuando las poblaciones han

pasado por una expansion poblacional (Tajima, 1989). En este caso, aunque se obtuvieron valores
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negativos para algunos de los sistemas arrecifales ninguno de ellos resulté ser significativo, lo que
indica que las poblaciones se encuentran en equilibrio demografico. Solo los ABC presentaron
valores positivos de D de Tajima y F de Fu y Li que resultaron significativos para COl, lo que
indica que este gen en esas poblaciones ha presentado seleccidn balanceadora. Es el mismo caso
para el SAM segun los valores obtenido en la D de Tajima con COI, que al presentar valores

significativos también supone que en las poblaciones ha ocurrido seleccion balanceadora.

Reconstruccion filogenética en el clado de I. erythronotus

La divergencia de COIl ha resultado una herramienta eficiente en la identificacion de especies
(Hebert et al., 2003). En este estudio tanto el andlisis de inferencia bayesiana y como el de maxima
verosimilitud, reconstruyeron la misma relacion entre los individuos de los diferentes arrecifes. En
todos los casos, las poblaciones consideradas como Ischnochiton sp. se separan de Ischnochiton
erythronotus como un grupo completamente diferente, apoyado con valores de bootstrap de 1y
100%, respectivamente. En los trabajos previos, Polyplacophora siempre aparece como un grupo
monofilético (Okusu et al., 2003), y en este caso la relacién obtenida es confiable pues ademas se
trata de dos especies del mismo género.

Las distancias genéticas en Polyplacophora son mayores que las reportadas para otros
grupos de moluscos (Bonfitto et al., 2011; Mikkelsen y Todt, 2018). Entre especies de quitones la
distancia P reportada con COI se encuentra entre 11-18% (Bonfitto et al., 2011; Garcia- Rios et al.,
2014). En este estudio la distancia entre I. erythronotus e Ischnochiton sp. con COIl fue de 19% vy
con los tres genes concatenados fue de 12%. Si bien es un valor mas bajo, también se encuentra
entre el intervalo reportado entre especies. La distancia genética entre diferentes especies es mas
grande que entre diferentes poblaciones dentro de las especies y por supuesto que entre subespecies
(Nei, 1975). Gracias a las secuencias disponibles que existen en GenBank fue posible hacer la
comparacion de la distancia que existe entre los grupos incluidos en el este estudio con otras
especies del género. Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los intervalos reportados para
quitones. Solo se obtuvieron valores mayores a 20% utilizando COI entre especies de Ischnochiton
con otras especies de los géneros Acanthochitona y Mopalia. Los datos anteriores muestran que
Ischnochiton sp. genéticamente se encuentran separada de I. erythronotus al igual que de otras
especies de quitones. Si bien se trata de especies cercanas, se sabe que la distancia entre especies
hermanas es igual a la que existe entre especies relacionadas que no necesariamente son especies
hermanas (Nei, 1975). En los organismos marinos con fecundacion externa, el aislamiento
reproductivo puede favorecerse por la tolerancia al ambiente y compatibilidad de los gametos

(Palumbi, 1994). Sin embargo, estos grupos no comparten distribucion geografica, pero se ha
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propuesto que la divergencia entre clados del Golfo de México y el Atlantico ocurrié en el

Pleistoceno hace aproximadamente 0.8 Ma (Galvan-Quesada et al., 2016).

CONCLUSIONES

No existe flujo génico entre los arrecifes del banco de Campeche (ABC) y el Sistema Arrecifal
Mesoamericano (SAM) con el SAV, es decir, este Ultimo esta aislado genéticamente de los dos
primeros.

Existe flujo genético en los ABC vy el norte del SAM, sin embargo, no existe aislamiento
por distancia entre las poblaciones de ambos arrecifes, ya que la diferenciacion en las poblaciones
no es gradual entre estas.

La distancia genética que existe entre Ischnochiton sp. e I. erythronotus es igual que la que
existe y que se ha reportado para especies diferentes de poliplacéforos, lo cual es un indicador de
que no se trata solo de alta diversidad genética dentro de una especie, sino de especies diferentes.

Si bien es cierto que el Sistema Arrecifal Veracruzano al formar una especie diferente a I.
erythronotus no podria presentar intercambio genético con las poblaciones de los arrecifes del
banco de Campeche ni con el Sistemas Arrecifal Mesoamericano, también es cierto que estos dos
grupos tampoco comparten distribucion geogréafica. Por lo que estos dos grupos han permanecido
aislados debido a las corrientes marinas u otros factores oceanograficos.

Los datos de tres genes indican que las poblaciones de Veracruz constituyen una especie
diferente a I. erythronotus que se encuentra en los arrecifes del banco de Campeche y el Sistema
Arrecifal Mesoamericano. Sin embargo, a simple vista ambas especies son dificiles de distinguir,
por lo que en el siguiente capitulo se incluye un analisis de morfometria geométrica y el

acercamiento de las estructuras duras de los quitones en cuestion.
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CAPITULO 11

Morfometria geométrica del clado de Ischnochiton erythronotus (Adams,
1845) (Mollusca: Polyplacophora) en el Golfo de México y mar Caribe.

INTRODUCCION

La forma segun Kendall (1977) es toda la informacién geométrica que resulta de filtrar de un objeto
los efectos de la posicion, escala y rotacion. Bioldgicamente, la diferencia en la forma de los
organismos puede deberse a la diferencia en los procesos de crecimiento o a la diferencia en la
respuesta a las presiones de seleccion (Zelditch et al., 2012). La morfometria geométrica permite
evaluar cuantitativamente la variacion de la forma con otras variables (Rohlf, 1990). La
representacion de la forma se realiza a través de landmaks o semilandmarks. Los landmarks son
puntos homologos, es decir, son puntos anatdmicamente reconocibles en todos los individuos;
mientras que los semilandmarks son puntos espaciados que se encuentran entre dos puntos
homologos. Los semilandmarks suelen emplearse para representar curvaturas en el cuerpo de los

organismos, por lo que su ubicacion y nimero es arbitraria (Zelditch et al., 2012; Yazdi, 2014).

Ademés, la morfometria geométrica permite evaluar la covariacion existente con otras
variables sin discriminar del todo la talla de los organismos, mediante la alometria (David y Laurin,
1996). El crecimiento alométrico se define como el cambio en la forma debido al tamafio
(Klingenberg, 2010). Los patrones de variacion o covariacion de la forma de los caracteres entre

individuos de la misma poblacién se refieren a alometria ontogenética; mientras que la alometria
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evolutiva hace referencia a la covariacion de entre individuos de diferentes linajes que comparten
un ancestro en comun (Cock, 1966; Klingenberg y Zimmermann, 1992).

Los quitones se caracterizan por presentar un cuerpo aplanado dorsoventralmente y una
concha dividida en ocho placas de aragonita que se enumeran de I-VIII, segin la posicién
anteroposterior que ocupan (Kass y Van Belle, 1987; Todt et al., 2008; Garcia-Rios, 2003). Por su
posicidn, las placas también llamadas valvas, reciben el nombre de: valva cefalica (valva 1), valvas
intermedias (valvas II-VII) y valva anal (valva VIII). Estas valvas, ademas se encuentran
imbricadas por un cinturon, el cual es carnoso, flexible y presenta estructuras calcareas en forma de
escamas, cerdas o espiculas (Kass y Van Belle, 1987; Garcia-Rios, 2003).

Las valvas en la zona ventral presentan una capa interna llamada articulamento, que se
extiende debajo de cada valva (1I-VIII) hacia la valva anterior; se trata de laminas suturales que
reciben el nombre de apofisis y que permiten la union de las placas. Estas extensiones del
articulamento también estan presentes en las zonas laterales de todas las valvas, permitiendo el
anclaje de las valvas con el cinturén. Se conocen como placas de insercién y la mayoria de las veces
presentan muescas llamadas hendiduras de insercién (Figura 2.1). Estas Gltimas, varian en nimero y

se utilizan para reconocer grupos taxonémicos dentro de Polyplacophora (Garcia-Rios, 2003).
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Figura 2.1. Anatomia de la concha de un quiton en vista lateral. Vista dorsal: se muestra la disposicion de las
ocho valvas respecto al cinturén y a la posicion del cuerpo. Vista ventral: se muestra como se extiende el
articulamento alrededor de las valvas segln la posicién (anteroposterior) que ocupan. En el caso de la valva
cefalica se observan pequefias muescas en la parte posterior que representan las hendiduras de insercion, en el
caso de la valva anal dichas hendiduras se muestran en la parte posterior de la valva, y en las zonas laterales
en el caso de la valva intermedia. En el acercamiento de la valva intermedia ademés se observan cicatrices
musculares que se extienden desde la zona intermedia hasta las zonas laterales, donde se encuentran las
hendiduras de insercion. Fotografia tomada de David et al. (2016) y modificada.
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En la zona ventral de la concha est& presente una capa que recibe el nombre de tegumento.
El patron en la ornamentacion presente en esta capa varia entre las zonas de las valvas: la valva
cefélica (1), las areas laterales de las valvas intermedias (I11-VI1) y la zona posmucronal de la valva
anal (V1) suelen presentar la misma ornamentacién, diferenciandose porque en las valvas cefélica
y anal la ornamentacion suele tener una disposicion concéntrica, es decir, la ornamentacion tiene un
orden paralelo al perimetro de las valvas. En las areas laterales de las valvas intermedias la
ornamentacion presenta una disposicion longitudinal, la mayoria de las veces. Las areas centrales de
las valvas intermedias y el &rea premucronal de la valva anal comparten otra ornamentacion;
mientras que el area del yugo en las valvas intermedias, presentan una ornamentacion distinta a las
areas antes mencionadas. (Figura 2.2). A su vez, el tegumento posee canales que se observan como
poros en la superficie de la concha; reciben el nombre de estetos (megaloestetos 0 microestetos,
segln su tamafo), y se han considerado como ocelos (0jos) ya que son “Organos” fotosensibles
(Eernisse, 2007; Eernisse et al., 2007; Fernandez et al., 2007; Liuzzi, 2014).

Tanto las valvas, la radula y las estructuras calcareas del cinturdn, son estructuras duras.
Estas han sido utilizadas para crear sistemas de clasificacion de los poliplacéforos, como los
propuestos por Kaas y Van Belle (1985, 1987, 1990) y Lyons (1988). Algunas claves de
identificacion (Kaas y Van Belle, 1985a, 1985b, 1987, 1990, 1994; Lyons, 1988; Redfern, 2001;
Garcia-Rios, 2003; Redfern, 2013) ademés incluyen: caracteristicas del &ngulo formado por las
valvas cefélica y anal (ej. en forma de “V”); la posicion del mucrén (anterior, central o posterior) en
la valva anal; la prominencia de “la parte media de las valvas intermedias” o del mucron observado
en vista lateral. Incluso, se han utilizado algunos caracteres de las partes blandas, como son la
disposicién y el nimero de branguias.
Ischnochiton erythronotus presenta variacion en el color del tegumento y del cinturdn. Puede ser
crema, gris, verde, azul, morada y a veces con manchas negras o rojas. Presenta ornamentacion muy
marcada, con cordones radiales en la valva cefélica y en el area posmucronal. Dichos cordones se
extienden en las zonas laterales donde se presentan de longitudinalmente en las valvas intermedias y

se desvanecen hacia el area del yugo (Kaas y Van Belle 1985a; Garcia-Rios, 2003).
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Figura 2.2. Disposicion de la escultura del tegumento en las conchas de quitones A. Se observa con colores
distintos la escultura del tegumento. La valva cefélica, las &reas laterales de las valvas intermedias y el area
posmucronal de la valva anal comparten la misma ornamentacién, en este caso se representa con morado. El
area central de las valvas intermedias y el &rea premucronal estan representadas con verde ya que estas zonas
comparten la misma ornamentacién, sin embargo, en algunos casos el area del yugo tiene una ornamentacion
distinta y por eso se representa con un color verde obscuro. B. Se observa un acercamiento de las areas en que
se dividen las valvas intermedias y la valva anal. En esta Gltima se representa un mucrdn, estructura que
marca la division entre el area pre y posmucronal.

ANTECEDENTES

Se han llevado a cabo una serie de estudios de riqueza especifica de los poliplac6foros, entre los
cuales podemos citar: Garcia-Rios (2003), Reyes-Gomez (2003), Gracia et al. (2005), Garcia-Rios
y Alvarez Ruiz (2011), Reyes-Gémez et al. (2017). Estos autores reportan a |. erythronotus en las
costas del mar Caribe. No obstante, sélo Garcia-Rios (2003) y Reyes-Gomez et al. (2017) han
presentado fotografias tomadas con microscopia electronica de barrido en las que se detalla la
morfologia de la especie. Si bien incluir fotografias de la escultura fina de las valvas de los quitones
se ha utilizado mucho en la sistemética del grupo, también existen técnicas como la morfometria
geométrica que ha sido empleada en otros grupos de moluscos como los que se mencionan a

continuacion.
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Connors et al. (2012) evaluaron la estructura tridimensional de la forma de las valvas del
quitén Tonicella marmorea, concluyendo que el “enrollamiento” dado por la interconexion de las
valvas da movilidad y provee defensa a los individuos. Patifio-Montoya y Abella-Medina (2017)
evaluaron la morfometria de Chiton stokesii en diferentes gradientes intermareales; obtuvieron una
alometria significativa en la relacién largo y ancho del cuerpo, pero no hubo relacién de la forma
con el gradiente intermareal.

Los trabajos de morfometria geométrica enfocados a moluscos se han llevado a cabo en su
mayoria con caracoles y algunos bivalvos. Rufino et al. (2006) utilizaron morfometria geométrica
para distinguir a dos especies de bivalvos del género Chamelea. Cruz et al. (2012) lograron detectar
diferencias interespecificas en dos especies piscivoras del género Conus, utilizando morfometria
geométrica. Vaux et al. (2017) evaluaron la forma del sifon del caracol Penion chathamensis entre
hembras y machos, aunque no hubo diferencias entre sexos, resulté un buen caracter para

distinguirla de otra especie del género.

HIPOTESIS

Las diferencias genéticas observadas con dos mitocondriales y uno nuclear mostraron que los
quitones del clado de 1. erythronotus que se encuentran en el golfo de México en el SAV pertenecen
a una especie distinta, también es una especie del género Ischnochiton, pero no se trata de |I.
erythronotus, aungue si una especie cercana. Debido a que morfol6gicamente Ischnochiton sp. es
muy parecida a |. erythronotus, se espera que utilizando morfometria geométrica sea posible
observar diferencias en algunos caracteres de las valvas de la concha de los individuos de ambos

clados.

JUSTIFICACION

La morfometria geométrica es una técnica que permite evaluar las diferencias morfoldgicas
cuantitativamente. Los moluscos son un buen modelo de estudio para evaluar mediante dicha
técnica, debido a que poseen estructuras duras, pues facilita la toma de fotografias e identificacién
de puntos homdlogos. Sin embargo, existen pocos trabajos con quitones, siendo los gasterépodos
los més estudiados con morfometria geométrica. Ademas, la mayoria de los caracteres utilizados
para identificar las especies de quitones son estructuras muy finas y/o pequefias, dificiles de ver a
simple vista y casi imposibles diferenciar en campo. Por lo anterior la morfometria geométrica
puede ser una buena manera de reconocer estructuras que permitan la identificacion de las distintas

especies de quitones.
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OBJETIVOS

General
e Diferenciar a los individuos de Ischnochiton sp. de I. erythronotus, utilizando morfometria

geométrica, identificando variaciones en las estructuras de las valvas que forman la concha.

Particulares
o Determinar si existen estructuras de la concha que permitan diferenciar los individuos del
clado de 1. erythronotus, y si esta diferenciacion existe entre los individuos de los distintos
sistemas arrecifales.
e Reconocer cudl es el caracter que proporciona mas informacién en la diferenciacion de los
individuos del clado de I. erythronotus.
e Utilizar Microscopia Electronica de Barrido (MEB) para reconocer variaciones en la

estructura fina de las partes duras (concha, cinturdn y radula).

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de fotografias

Todos los individuos del clado de I. erythronotus obtenidos en campo y por el préstamo de las
colecciones (véase el capitulo anterior), fueron fotografiados en cuerpo completo en vista dorsal
(Fig. 2.3), la vista lateral de la pendiente del area posmucronal (PAP) (Fig. 2.4) y la vista dorsal de
las valvas cefélica y anal (Fig. 2.6). Posteriormente, se hizo una seleccion de fotografias donde se
descartaron a los individuos rotos, incompletos y fijados en una posicidon diferente a la requerida. El
total de individuos para cada caso se encuentra en el anexo A.

También fueron elegidos tres ejemplares por localidad para ser desvalvados, y la valva V
fue fotografiada solo del lado derecho (considerando como centro el yugo) en vista ventral (Fig.
2.5). En todos los casos anteriores se utilizo el microscopio multifocal Leica DFC 490 del
Laboratorio de Fotografia y Microscopia de la Biodiversidad 11, del Instituto de Biologia (IB) de la
UNAM. Adicionalmente, se tomaron fotografias de microscopia electrénica de barrido (SEM por
sus siglas en inglés) de la valva cefalica, de la valva V o VI, de la valva anal, de las escamas del
cinturén y de la raddula de un representante de los sistemas arrecifales y de los dos grupos genéticos.
Estas fotografias se obtuvieron en el Laboratorio de Microscopia Electronica del IB, UNAM. Esto
altimo solo con el objetivo de comparar el trabajo con los que se han llevado a cabo previamente y
en los que se incluyen fotografias detalladas, con alta magnificacion de la escultura de las valvas de

los quitones.
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2 mm

Figura 2.3.- Cuerpo completo de I. erythronotus, en vista dorsal, se muestra la disposicion de los 50 puntos
considerados como semilandmarks. El punto #1 marca el punto de mayor curvatura de la valva cefélica y el
punto 26 marca el punto de mayor curvatura de la valva anal, ambos puntos fueron considerados como
landmarks a partir de los cuales se desliz6 la curva de todo el cuerpo.

Figura 2.4.- A- Fotografia de la pendiente del area posmucronal de la valva anal en vista lateral, con diez
lineas colocadas en MakeFan. B- Disposicion de los landmarks (1-10) colocados a lo largo de la pendiente del
area posmucronal. El punto #1 marca el punto més elevado del mucrén y el punto #10 marca el punto entre la
valva anal y el cinturén, ambos puntos fueron considerados como helper points para deslizar la curva
completa.
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Seleccion de landmarks y semilandmarks

La forma del cuerpo completo y la forma de la PAP se analizaron utilizando
semilandmarks. Para colocar los puntos de manera equidistante en ambos casos se utiliz6
MakeFan6 (Sheets, 2003) donde se dibujaron lineas correspondientes que sirvieron como guia para
colocar los semilandmarks (Fig. 2.4). En el caso del cuerpo completo se consideré el punto de
mayor curvatura de la valva ceféalica como landmark 1, y el punto de mayor curvatura de la valva
anal como landmark 2. En MakeFan6 se indicaron ambos puntos, posteriormente el programa
identifico el punto medio a partir del cual dibujé otras 24 lineas. En total se obtuvieron 50 lineas
(semilandmarks) alrededor del cuerpo de los quitones (Figura 2.3). Para analizar la forma de la
PAP, se consideré como landmark 1 el punto mas elevado del mucrén, y como landmark 2 el punto
entre el cinturén y la valva anal. En este caso también su utiliz6 MakeFan6 para triangular ambos
puntos y posteriormente dibujar 10 lineas (Fig. 2.4A).

Utilizando tpsUtil y tpsDig (Rohlf, 2015) se digitalizaron los landmarks en cada uno de los
puntos que coincidian con los fans (lineas) colocados previamente (Figura 2.3 y 2.4B). La vista
ventral de la valva V fue analizada a partir de seis landmarks. Estos se eligieron dada la posicion de
las laminas sutlrales (landmark 1 y 3), la hendidura de insercién (landmark 2) y la posicién de las
cicatrices musculares (landmark 4-6) (Fig. 2.5). En esta Ultima vista también se utilizd tpsUtil y
tpsDig (Rohlf, 2015).

Andlisis de datos

Los puntos digitalizados se guardaron como matrices que fueron analizadas en R con las
librerias geomorph y Morpho para obtener el Analisis de Componentes Principales (PCA por sus
siglas en inglés Principal Component Analysis). Se utilizo la libreria shapes para obtener el Analisis
de Varianza Canénica (CVA). También se realiz6 una regresion lineal y se grafico el cambio en la
forma respecto al tamafio del centroide. El tamafio del centroide (CS, por sus siglas en inglés
Centroid Size) se define como la raiz cuadrada de la suma de las distancias cuadradas entre todos
los landmarks y su centroide (media de todos los landmarks). Todas las graficas de los anélisis

anteriores se construyeron utilizando la libreria de R, ggplot2.
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Figura 2.5.- Lado derecho de la valva V en vista ventral. Se muestra la disposicion de los landmarks (1 a 6)
colocados en puntos homdlogos del articulamento.

§ 1 & .'"’ 2 | -" - \ .-* | B

Figura 2.6.- A- Valva cefélica donde se muestras el angulo dibujado con tpsDig. B- Valva anal donde se
muestra el angulo que se forma desde el mucrén hasta la valva VII.

Posteriormente se llevaron a cabo pruebas de alometria entre sistemas arrecifales y entre
clados. Para esto se realizé un Andlisis de Covarianza (ANCOVA) para evaluar las diferencias entre
los sistemas arrecifales y entre los grupos Ischnochiton sp. e 1. erythronotus, debido a la interaccion
que existe entre la forma (de cada una de las estructuras evaluadas con landmarks o semilandmarks)

y el tamafo (logaritmo del tamafio del centroide). Para esto también se utiliz6 la libreria de R,

37



geomorph. En el ANCOVA se utilizaron los relative warps. Se consider6 la forma como variable, el
tamafio del centroide como covariable y las especies/arrecifes como factor de agrupacion; ademas,
previo a este analisis, se llevé a cabo una prueba de homogeneidad de pendientes.

También se grafico la varianza acumulada en los tres primeros componentes de los PCA,
para cada una de las vistas, extrayendo los relative warps obtenidos en R. En este grafico se incluyé
el cambio en la forma para cada vista en los valores extremos dentro de los tres primeros
componentes del Andlisis de Componentes Principales, tales cambios en la forma se obtuvieron
utilizando tpsReg v1.45 (Rohlf, 2015).

Las fotografias en vista dorsal de las valvas cefalica y anal fueron procesadas en tpsUtil
v1.76 y tpsDig2 v2.31 para colocar angulos que fueron guardados como objetos. En el caso de la
valva cefélica se consideraron los puntos entre esta valva, la valva Il y el cinturdn (Figura 2.6A).
Para la valva anal se consideraron los puntos entre esta valva, la valva VI y el cinturén, abriendo el
angulo desde el punto en que se encuentra el mucrén (Figura 2.6B). Los valores de los angulos se
analizaron en R, realizando una ANOVA, gréficas de caja y bigote, por ultimo, se realizd un
andlisis post hoc aplicando una prueba pareada de Tukey.

RESULTADOS

Variacion de la forma

El PCA de la forma del cuerpo completo agrupa a los quitones de los ABC con los del SAM vy estos
se diferencian de los del SAV, tales diferencias se encuentran en el primer componente, donde se
encuentra mas del 60% de la variacion total (Fig. 2.7). En el caso de la PAP, la gréfica de la forma
en los dos primeros componentes no separa graficamente a ninguno de los sistemas arrecifales, a
pesar de que con los dos primeros componentes se acumula mas del 80% de la variacion de la forma
(Fig. 2.8). La grafica del cambio de la forma de la valva VV muestra que los individuos del SAV vy el
SAM también se separan de los individuos del SAV, mas de 63% segun los dos primeros

componente principales (Fig. 2.9).
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Figura 2.7. PCA de los dos primeros componentes de la forma del cuerpo completo del clado de |I.
erythronotus. Cada color corresponde a uno de los distintos sistemas arrecifales. Las mallas de deformacion
muestran el cambio en la forma del cuerpo de los individuos que se encuentran en los extremos de los puntos
graficados en ambos componentes.
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Figura 2.8. PCA de los dos primeros componentes de la forma de la PAP del clado 1. erythronotus. Cada color
corresponde a uno de los distintos sistemas arrecifales. Las mallas de deformacion muestran como cambia la
forma de la PAP de los individuos que se encuentran en los extremos de los puntos graficados en ambos
componentes.
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Figura 2.9. PCA de los dos primeros componentes de la forma de la valva V del clado de 1. erythronotus.
Cada color corresponde a uno de los distintos sistemas arrecifales. Las mallas de deformacién muestran cémo
cambia la forma de la valva V de los individuos que se encuentran en los extremos de los puntos graficados
en ambos componentes.

Variacion de la forma en cada vista

La mayor parte de la varianza de la forma se acumula casi en su totalidad en los tres primeros
componentes (relative warps). El cuerpo completo es la vista de los quitones que muestra la mayor
parte de la varianza acumulada, 60% tan solo en el primer componente, y s6lo aumenta a 70%
considerando el segundo componente (Fig. 2.16). Aunque falta 30% de la variacion, ésta se
encuentra repartida en casi 50 componentes mas (en esta vista se utilizaron 50 semilandmarks).

La variacion de la forma del mucrdn se acumula en un 50% en el primer componente, 80%
y 90% considerando el componente dos y tres, respectivamente, es decir, con los tres primeros
componentes casi se acumula la varianza total de la forma (Fig. 2.16). Mientras que la varianza de
la forma de la valva V, se acumula en 40, 60 y 70% con los tres primeros componentes
respectivamente, es decir la varianza en esta vista se reparte entre mas componentes. Ademas, se
incluyeron gréficamente los ejes de deformacion de cada componente (Fig. 2.16). Se observa que en

el primer componente se acumula mayor parte de la deformacién de la forma para todas las vistas.
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Figura 2.16. Porcentaje de la varianza acumulada en los tres primeros componentes principales para cada una
de las vistas (representadas con los colores). Arriba se muestra como cambia la forma del cuerpo completo, la
PAP y la valva V, respectivamente en orden ascendente. La representacion en las imagenes incluye la forma
de los valores extremos para cada componente, puntos vacios representan la forma con valores positivos y los
puntos obscuros representan la forma de los valores negativos en el Andlisis de Componentes Principales
(PCA)

Relacion entre tamafio y forma

La regresion de la forma del cuerpo completo respecto al tamafio del centroide (en todos los casos
se utiliz6 el logaritmo natural del tamafio del centroide) mostré un valor de R2= 0.34, p= 6.667¢e-08,
es decir, existe una relacion significativa en el cambio de la forma (acumulada en el componente
uno, PCA1) respecto al tamafio del centroide (Fig. 2.10). EI cambio en la forma acumulada en
primer componente de la PAP respecto el tamafio del centroide no fue significativo, ya que se
obtuvieron R2=0.01, p= 0.33, graficamente tampoco se observan diferencias de tal relacion segun el
arrecife al que pertenecen los individuos (Fig. 2.11). Esta misma relacion de la forma respecto al
tamafio del centroide de la valva V tampoco fue significativa en el primer componente, los valores
fueron R2= 0.00019, p= 0.005, graficamente se separan los individuos de los ABC y el SAM del
SAV (Fig. 2.12).

41



o=
=

9
@ arrecife
o 0.00 & BC
= & s
5 & sav
o

S
i~

25 3.0 35
LnCsize

Figura 2.10. Regresion del logaritmo natural del tamafio del centroide (LnCsize) de la forma del cuerpo
completo del clado de I. erythronotus versus la forma acumulada en el primer componente. Los colores
diferencian a los individuos de los distintos sistemas arrecifales.
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Figura 2.11. Regresion del logaritmo natural del tamafio del centroide (LnCsize) de la forma de la PAP del
clado I. erythronotus versus la forma acumulada en el primer componente. Los colores diferencian a los
individuos de los distintos sistemas arrecifales.
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Figura 2.12. Regresioén del logaritmo natural del tamafio del centroide (LnCsize) de la forma de la valva V del
clado de I. erythronotus versus la forma acumulada en el primer componente. Los colores diferencian a los
individuos de los distintos sistemas arrecifales.

Variacion de la forma entre sistemas arrecifales

Los Analisis de Varianza Candnica graficamente agrupan a los individuos segun el arrecife al que
pertenecen, utilizando la forma del cuerpo completo (Fig. 2.13). Sin embargo, esto no pasa con la
forma de la PAP (Fig. 2.14). En el caso del cuerpo completo el CVA 1 acumula casi 100% de la
variacion, pero no se forman grupos graficamente, mientras que el mismo andlisis de la PAP
acumula solo cerca de 56% de la variacion, ademas con esta vista los individuos de los distintos
arrecifes se sobrelapan. Mientras tanto la grafica de este analisis para la valva V separa en dos
grupos a los individuos a lo largo del CVAL, donde se encuentra acumulada 72% de la variacion
con los dos primeros CVA (Fig. 2.15).
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Figura 2.13. Grafica del Andlisis de Varianza Candnico (CVA) de la forma del cuerpo completo del clado de
I. erythronotus. Los colores representan el sistema arrecifal al que pertenece cada uno de los individuos. Las
mallas de deformacion representan el cambio de la forma del cuerpo de los individuos que se encuentran
graficados en los extremos de los dos primeros vectores.
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Figura 2.14. Grafica del Analisis de Varianza Canoénico (CVA) de la forma de la Pendiente del Area
Posmucronal (PAP) del clado de I. erythronotus. Los colores representan el sistemas arrecifal al que pertenece

cada uno de los quitones. Las mallas de deformacién representan el cambio de la forma de la PAP de los
individuos que se encuentran graficados en los extremos.
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Figura 2.15. Gréfica del Andlisis de Varianza Candnico (CVA) de la forma de la valva V del clado de I.
erythronotus. Los colores representan el sistema arrecifal al que pertenece cada uno de los individuos. Las
mallas de deformacion representan el cambio de la forma de la valva V de los individuos que se encuentran
graficados en los extremos.

Prueba de alometria

Tabla 2.1. Valores de ANCOVA para la prueba de alometria. Se muestran valores de las tres vistas
analizadas, comparando entre sistemas arrecifales y entre los grupos propuestos como especies, los valores de
p remarcados con gris corresponden a los valores significativos p<0.05.

Entre arrecifes Entre especies
F Z p F Z p
Cuerpo 139 222 002 174 225 002
completo
PAP 239 215  0.008 4.75 2.28 0.004
Valva V 035 035 091 0.60 0.6 0.58

La alometria se evalu6 mediante un ANCOVA. En este andlisis se midio el cambio en la forma
debido a la interaccién del tamafio del centroide entre sistemas arrecifales y entre las dos especies
(propuestas en el capitulo 1). Dicho analisis mostro resultados significativos en ambos casos para la
forma del cuerpo completo y la PAP (Tabla 2.1). Previo a llevar a cabo esta prueba, se realizé una
prueba de homogeneidad de pendientes (Anexo 7) donde los resultados para la valva V no fueron

significativos, por lo que estrictamente el ANCOVA no podia llevarse a cabo.
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Analisis de la forma entre grupos genéticos
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Figura 2.17. Analisis de Componentes Principales (PCA) de los grupos filogenéticos del clado de I.
erythronotus propuestos como: 1. erythronotus e Ischnochiton sp. Las elipses representan 95% de confianza.
A- PCA para ambos grupos con la forma del cuerpo completo. A*- Superposicién de Procrustes para los
semilandmarks del cuerpo completo. B- PCA de ambos grupos con la forma de la PAP. B* Superposicion de
Procrustes para los semilandmarks de la PAP. C- PCA de ambos grupos con la forma de la valva V. C*-
Superposicion de Procrustes para los landmarks de la valva V.

La comparacién de los dos primeros Componentes Principales considerando a Ischnochiton
sp., como un grupo diferente muestra diferencias para cada una de las vistas. En el caso del cuerpo
completo en vista dorsal se observa que es un caracter que separa como un grupo distinto a
Ischnochiton sp. (Fig. 2.17 A). Lo anterior no se observa en el caso de la PAP, pues la dispersion de
los puntos para ambos grupos en la misma (Fig. 2.17 B). En el caso de la valva V se observa una
vez mas la formaciéon de dos grupos donde los individuos de Ischnochiton sp. se separan de I.
erythronotus (Fig. 2.17 C).

Analisis del &ngulo de las valvas

Tanto la valva cefélica como la valva anal presentan dngulos que varian entre los individuos de los
diferentes sistemas arrecifales (Fig. 2.18). El angulo de la valva anal presenta valores medios méas
similares entre los ABC y el SAM que con el SAV. No pasa lo mismo con los valores de la valva
anal, ya que la media de los valores de los angulos en esta estructura es mas cercana entre los ABC
y el SAV que con el SAM. Ademas, el ANOVA de la comparacion de estos valores para cada uno

de los sistemas arrecifales presenta valores significativos (Tabla 2.2). No obstante, solo con los
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valores de la prueba post hoc que se llevo a cabo utilizando la prueba de Tukey, es posible
reconocer que las poblaciones con individuos que presentan diferencias en los angulos de estas
valvas. La prueba de Tukey indica que los individuos del SAV presentan una valva cefélica con
angulo significativamente diferentes de los que presentan los individuos del SAM y los ABC, (Fig.
2.19 A). Mientras que en el caso de la valva anal los angulos con diferencias significativas se
encuentran entre los individuos de los ABC y el SAM (Fig. 2.19 B). En el anexo 8 se encuentra el

resto de las comparaciones.
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Figura 2.18. Comparacion de los angulos de la valva ceféalica y la valva anal de los individuos de cada uno de
los sistemas arrecifales.

Tabla 2.2. Valores de F y P obtenidos con ANOVA con los angulos de las valvas cefélica y anal, entre
poblaciones y sistemas arrecifales.

Valva cefélica Valva anal
Poblacion Arrecife Poblacion Acrrecife
ANOVA 3.53 10.06 8.24 22.68
P 0.0006021 *** 0.00011 *** 3.425e-09 *** 9,468e-09 ***
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Figura 2.19. Prueba de Tukey entre arrecifes, se muestra la media de los valores de: A-valva cefalica B-valva
anal, con 95% de confianza. Las barras de las comparaciones que cruzan por la linea punteada representan
comparaciones significativamente diferentes.

Estructuras duras de los quitones, entre sistemas arrecifales.

Para esta comparacion se presenta la descripcion de |. erythronotus segun Kaas y Van Belle (1987)
y Garcia- Rios (2003), seguida “observaciones” realizadas con los individuos examinados en este
trabajo, observados con Microscopia Electronica de Barrida. Nota: si es necesario, volver a las
Figuras 2.1-2 para recordar las partes de las valvas. La comparacion de las estructuras de los

individuos dentro de los sistemas arrecifales, se encuentran en el Apéndice 1.

Valva cefélica (I)
Descripcién. Canales concéntricos irregulares separados por cordones, estos cordones se encuentran
ligeramente levantados e interrumpidos por ralladuras radiales que algunas veces se encuentran

débiles o ausentes

Observacion

En los individuos de los ABC y el SAM definidos como |. erythronotus se observa que la valva
cefélica (Fig. 3.1, Ib-c) en el tegumento presentan los cordones concéntricos (marcados con puntos)
reciben este adjetivo (“concéntrico”) porque siguen la circunferencia de la parte posterior de la
valva cefalica. Estos cordones no aparecen continuos y son interrumpidos por las ralladuras radiales
(sefaladas por flechas), llamados asi porque su orientacién es paralela al radio de la valva. Entre
los cordones se forman canales, también concéntricos, bien definidos y encerrados en la imagen por
recuadros. No pasa lo mismo con el quitén del SAV considerado como Ischnochiton sp. ya que en
la valva cefalica (Fig. 3.1, la) se observan cordones muy tenues que se extienden en zigzag

siguiendo la circunferencia de la valva, debido a esto, los canales entre los cordones son irregulares
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y poco perceptibles. En todos los casos se observa que los patrones en la escultura se desvanecen

hacia el centro de la valva.

Valvas intermedias (11-VII)

Descripcion. Area central presenta cordones longitudinales muy fuertes y elevadas cerca del
cinturén; se desvanecen cerca del &rea del yugo. Estos cordones se extienden a las areas laterales
donde se tornan algo irregulares en su direccidn y suelen estar entrecortadas irregularmente por
algunos surcos radiales. Los cordones suelen dar una apariencia dentada en el borde posterior de la
valva.

Observacion Valva V.

El quitdn del SAV no presenta tegumento con cordones longitudinales como en la descripcion de 1.
erythronotus (Fig. 3.1, Va). En su lugar se observan cordones tenues que se extienden tanto en la
zona intermedia como en las zonas laterales, aparecen en zigzag de manera irregular extendiéndose
por toda la valva de manera uniforme ya que las zonas intermedias no estan levantadas. También
los canales (encerrados en recuadros) se observan irregulares, y muy débiles, adoptando la forma en

zigzag de los cordones.

La valva del quiton de los ABC (Fig. 3.1, Vb) presenta una escultura tenue, posiblemente
debido a la erosién. El patron es de cordones longitudinales en las zonas laterales, cumpliendo con
la descripcion de I. erythronotus que ademas es igual a la observada en el quiton del SAM (Fig. 3.1,
Vc). En ambos individuos se observan condones longitudinales (marcadas con lineas verticales) en
las zonas intermedias, dichos cordones se desvanecen hacia el centro de la valva hasta desaparecer y
presentar una escultura lisa en la parte del yugo (zona en la que se observan los asteriscos). Los
cordones son “algo curvos” en las zonas laterales, éstas estan ligeramente levantadas y se
entrecortan por surcos radiales que aparecen de manera irregular. Se encierra parte de ellos con
recuadros y se observan mejor en la valva de los ABC (Fig. 3.1 Vb).

Valva anal (VIII)
Descripcion. Area posmucronal con canales concéntricos irregulares igual a los que se encuentran
en la valva cefélica, el area premucronal presenta cordones longitudinales muy fuertes que se

desvanecen cerca del area del yugo.

Observacion
La valva anal del SAV en el &rea posmucronal presenta un tegumento con escultura tenue (Fig 3.1
VIlla). Ahi se observan cordones concéntricos que se disponen en forma de zigzag, en el &rea

premucronal se pierde esta disposicion y se observa una escultura més lisa que se difumina mas en
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el centro de la valva y casi desaparece cerca del mucrén. (Recordemos que el yugo es la parte

central de las valvas I1-V1I1, pero en la valva anal (VI11) recibe el nombre de mucron).

El tegumento en las valvas de los quitones de los ABC y el SAM, en el area posmucronal
presenta cordones concéntricos (marcados con la linea de puntos); estan levantados e interrumpidos
por ralladuras irregulares y se separan por canales concéntricos igual que en la valva cefélica. En el
area premucronal se observan cordones longitudinales (igual que en las zonas intermedias de la
valva V) que se desvanecen hacia el centro de la valva y cerca del mucrén (Fig 3.1 VIIIb-c). En esta
valva el quitdon de los ABC también luce erosionado ya que presenta escultura mas lisa que el

quiton del SAM, pero con los mismos patrones en la escultura.

1.00mm 1.00mm

e | 1
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Figura 3.1. Acercamiento de la escultura del tegumento de las valvas: |- cefalica, V- intermedia (V) y VIII-
anal. Se incluye un individuo de cada uno de los sistemas arrecifales: a- Mocambo (Mo) del Sistema Arrecifal
Veracruzano; b- Arenas (An) de los arrecifes del banco de Campeche; c- Akumal (AK) del Sistemas Arrecifal
Mesoamericano. La linea de puntos marca los cordones concéntricos; las lineas en zigzag, los cordones en
zigzag; los rectangulos, los canales concéntricos; las fechas, las ralladuras radiales; las lineas rectas, los
cordones longitudinales; los asteriscos, la zona central; y las cruces, el mucron.
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Acercamiento a la escultura del tegumento

Descripcion (Reyes-Gomez et al., 2017). Se encuentran megaloestetos rodeados por 7-8
microestetos.

Observacién

El individuo del SAV muestra un patrén en el tegumento uniforme y tenue, dando una apariencia de
ondulaciones con granulos finos (Fig. 3.2, 1a). La fotografia de la escultura fina deja ver que los
estetos son todos del mismo tamafio (Fig. 3.2, 1b-c). Mientras tanto, los individuos de los ABC y el
SAM presentan una escultura con grandes elevaciones irregulares en las areas laterales, entre las
que se encuentran los canales concéntricos (3.2, 2a-3a). En la escultura fina de estos dos individuos
se observan megaloestetos (sefialados con flechas) los cuales estan rodeados por entre 6 y 8
microestetos (Fig. 3.2, 2b-c, 3b-c).

SU1510.10.0kV 158mm x420 SE 50.0urm i SU1510.10.0kV"19.5mm %2 50k-SE

SU1510 10.0kV 19.6mm x350 SE 40.00m Jf SU1510.10.0kY 18.9mm x3,00k SE

SU1510.10.0kV 14.0mmrx400 SE 100um SU1610 10.0kV. 13.3mm X600 SE

Figura 3.2. Distintos acercamientos de la escultura del tegumento de la valva intermedia: a- zona lateral, b-c-
zona intermedia. Las lineas de colores diferencian el sistema arrecifal: naranja-Sistema Arrecifal
Veracruzano; morado- arrecifes del banco de Campeche; verde- Sistema Arrecifal Mesoamericano. Se
muestran los individuos de: Mocambo (Mo), Arenas (An) y Akumal (Ak), respectivamente, se trata de los
mismos individuos de la figura 3.1. Los rectangulos encierran parte de los canales concéntricos y las flechas
sefialan los megaloestetos.
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Escamas en el cinturéon

Descripcidn. El cinturdn esta cubierto con escamas sobrepuestas, ovaladas que presentan entre 9-12
estrias separadas por costillas.

Observacién

En las fotografias del cinturdn de los individuos de los tres sistemas arrecifales, se encuentran
dibujadas barras amarillas que marcan cinco de las estrias presentes en las escamas, las flechas
sefialan solo una escama en cada caso. En la foto del SAV esta barra abarca menos de un cuarto del
ancho total de la escama (Fig. 3.3 a), mientras que en los individuos de los ABC y el SAM la barra
abarca més de la mitad del ancho de la escama (Fig. 3.3b-c). Si bien las escamas del cinturon de
Ischnochiton sp. se encuentran erosionadas o sucias, impidiendo contar con precision el nimero de
estrias, el patron de éstas muestra que superan las 12 estrias que se encuentran en el cinturén de I.

erythronotus y que si se pueden contar en el caso de los individuos de los ABC y el SAM.

Radula

Descripcion. Primer diente lateral con un borde apical concavo liso. Dientes laterales mayores con
tres cuspides, la cuspide externa es mas grande las otras dos. El diente central es delgado en la
mitad inferior, se ensancha gradualmente hacia el apice.

Observacion

La radula de Ischnochiton sp. (Fig. 3.4, 1) presenta el primer diente lateral (a) aplanado en la parte
apical, y con 3-4 muescas en la periferia. El diente lateral mayor (b) es trictspide, las cuspides
aumentan de tamafio de la zona lateral a la central. La zona apical del diente central (c) es
redondeada (indicada con la flecha) en la parte apical. Mientras tanto la radula de I. erythronotus
(Fig. 3.4, 2) presentan el primer diente lateral con la parte apical lisa y ligeramente céncava. El
diente lateral mayor (a) también es trictspide pero solo la clspide lateral es mas pequefia que las

dos centrales (b), el diente central (c) presenta un apice redondeado (sefialado con la flecha).

ARS8 S N & v e
SU1510.10.0kV 20.8m x550 SE e f90um | SU1510 10.0kV 20.9mm x370 SE ' 160um | SU1510 10.0kV: 14 2mimx400 SE. 5% i 1000m

Figura 3.3. Escamas del cinturén de: a- Mocambo (Mo), Sistema Arrecifal Veracruzano; b- Arenas (An),
arrecifes del banco de Campeche y c- Akumal (Ak), Sistema Arrecifal Mesoamericano. Las flechas sefialan
las estrias de las escamas y las lineas se extiende a lo largo de cinco de estas estrias.
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Figura 3.4. Detalle de la radula a- Ischnochiton sp. de Mocambo (Mo), Sistema Arrecifal Veracruzano; y b- I.
erythronotus de Xcalak (Xc), Sistema Arrecifal Mesoamericano. Se sefialan los dientes que pueden
distinguirse y compararse: a- diente lateral, b- diente tricispide, c- diente central. Las flechas sefialas la zona
apical del diente central.

DISCUSION

La variedad de procesos bioldgicos produce diferencias en la forma entre individuos, asi como en
términos de diversificacion evolutiva (Zelditch et al., 2012). El objetivo de este capitulo fue
diferenciar las especies del clado de I. erythronotus debido a la forma del cuerpo de los individuos.
Si bien todos los poliplacéforos mantienen la forma general de una concha dividida en ocho placas
rodeadas por un cinturdn, en algunos grupos existen ciertas variaciones; Cryptoconchus floridanus
por ejemplo, se caracteriza por presentar un cinturén muy amplio que ocupa casi todo el cuerpo
(Garcia-Rios, 2003; Redfern, 2013). En las especies del género Ischnochiton el largo del cuerpo es
casi el doble del ancho, y las valvas ocupan méas de la mitad de ancho del cuerpo (Kaas y Van Belle,
1987). Aunque resulta sencillo hacer esa generalizacion para el género, los resultados de
morfometria geométrica muestran que, en el caso del clado de I. erythronotus la forma del cuerpo

completo resultd ser la mejor vista para separar las especies.

En las descripciones de las especies del género Ischnochiton y en particular de algunas de
las especies que se distribuyen en el mar Caribe (e.g. I. erythronotus, 1. striolatus, 1. papillosus, I.
hartmeyeri, |. pseudovigaratus e I. kaasi) incluyen la pendiente del area posmucronal. Sin embargo,
se trata de una descripcion subjetiva o poco precisa. Por ejemplo, en las descripciones de Kaas y
Van Belle (1987) y Garcia-Rios (2003) se incluyen palabras como: pendiente suave, concava,
marcadamente concava, muy pronunciada, escarpada, ligeramente concava o algo concava. Si bien,
el adjetivo empleado depende de la especie también depende de la apreciacion del autor que califica
la pendiente. Los resultados obtenidos en la comparacion de la forma de (PAP) en el clado de I.

erythronotus, indican que no hay diferencias entre grupos geogréaficos ni genéticos. No obstante,
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vale la pena mencionar que si fue Gtil incluir esta vista en los andlisis realizados, pues la pendiente
del &rea posmucronal si debe observarse al hacer la identificacion de las especies de quitones. En el
caso de las especies de Ischnochiton del Caribe, seguin los resultados de este trabajo y la vaga
descripcion en las claves de especies, es probable que se trate de un caracter diagndstico a nivel de

género y no de especies.

En la valva V los landmarks utilizados fueron elegidos a partir de las lineas de las cicatrices
musculares observadas en el articulamento (vista dorsal de la valva), se incluyé ademaés la
hendidura de insercion de la zona lateral. Se sabe que las hendiduras de insercién son marcas de la
inervacion de los estetos en los surcos radiales presentes en el tequmento (Eernisse et al., 2007). No
obstante, podrian estar relacionadas a otras estructuras que por supuesto no han sido evaluadas en
este trabajo. EI nimero en las hendiduras de insercion también ha sido un caracter morfoldgico
utilizado en la descripcion de las especies, sin embargo, algunos autores sefialan que no se trata de
un buen caracter en la definicién de éstas (Eernisse et al., 2007). Mientras que si se ha considerado
como un caracter plesiomdrfico en la separacién de grandes grupos de quitones como en el caso del
orden Lepidopleurida, se definen entre otras cosas por carecer de hendiduras de insercion o
presentarlas poco desarrolladas (Sigwart, 2009).

En este caso, los resultados obtenidos en la prueba de alometria mediante el ANCOVA son
significativos. Esto significa que el tamafio de los quitones afecta la forma de su cuerpo. En el
presente estudio solo se han evaluado a dos especies que se han logrado diferenciar con la ayuda de
analisis de morfometria geométrica, pero tal herramienta podria emplearse con las otras especies del
género y un analisis con contrastes independientes ayudaria a marcar el cambio de la forma en la
filogenia (Klingenberg y Marugan-Lobén, 2013). Lo anterior, ya que los cambios evolutivos
dependen de variacion heredable en los rasgos morfolégicos y en varios estadios de la historia de
vida producidos por variacion ontogenética. Si bien el tamafio del centroide es un concepto
matematico, también es un concepto que se correlaciona con la talla y forma de los organismos. En
este sentido la variacién en milimetros puede no parecer significante, pero al tratarse de un quitén
que alcanza una talla maxima de 15mm (Garcia-Rios, 2003; Kaas y Van Belle, 1990), un par de
milimetros representan un porcentaje importante, provocando una variacion sustancial entre los
grupos en cuestion. La alometria entre especies es un reflejo de la diferenciacion en el desarrollo de
éstas (Higginson et al., 2015). A su vez, la diferenciacion de las especies depende del aislamiento
reproductivo y la diferenciacion morfoldgica, aunque esta Ultima puede no estar presente entre

especies cercanas, siendo mas comdn que ocurra en invertebrados Nei, 1975.
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Baxter y Jones (1986), observaron un crecimiento isométrico en las valvas intermedias del
chiton Tonicella marmorea, mientras que el andlisis del cuerpo completo, en sus relacion largo y
ancho la misma especie presenta un crecimiento alométrico, tal resultado en consiste con el
obtenido con Chiton stokesii (Patifio-Montoya y Abella-Medina, 2017). En el clado de |I.
erythronotus cuando se evalu6 el cuerpo completo y la PAP, los andlisis de alometria fueron
significativos, sin embargo, no fue asi en el caso de la valva V. La alometria en los quitones se debe
a la forma de las placas y a las altas tasas de crecimiento diferencial, asi como el tipo de héabitat
donde se encuentran los organismos (Baxter y Jones, 1986; Patifio-Montoya y Abella-Medina,
2017). Debido a la estructura de la concha de los quitones, se ha propuesto que la alometria del
cuerpo no puede evaluarse considerando estructuras por separado como pasa en otros grupos de
moluscos como gasteropodos y bivalvos (Baxter y Jones, 1986; Patifio-Montoya y Abella-Medina,
2017).

El margen posterior de la valva cefélica de los quitones tiene forma de V invertida,
ademas, en la descripcion de las especies se hace referencia al ancho y largo de tal valva, las claves
incluyen frases como la valva cefalica: “es mas larga que ancha”, “es mas ancha que larga”,
“aproximadamente larga como el doble de ancha”. Con lo anterior queda claro que el angulo de la
“V invertida” que se forma en la valva cefalica no siempre es igual en todos los poliplacoforos y por
supuesto dificil de diferenciar a simple vista. Los resultados de la diferencia en el angulo de la valva
cefalica muestran diferencias significativas tanto entre poblaciones como entre arrecifes, por lo que
no parece ser un buen caracter para identificar especies ya que existe variacion dentro de ellas.

Vale la pena ademas recordar que es la posicion del mucrén lo que marca el area
premucronal y posmucronal, de ahi el nombre que reciben estas zonas, ademas presentan una
escultura del tegumento diferente. EI mucrédn en los quitones no siempre se encuentra en el centro
de la valva anal, algunos grupos presentan esta estructura en la parte anterior o posterior de tan
valva. Los analisis de la forma del angulo del “tridngulo” que se forma a partir del mucrén
mostraron que esta estructura es diferente en los individuos de los distintos sistemas arrecifales. Sin
embargo, aqui también cuenta la diferencia entre el ancho y largo de la valva anal que presentan los
organismos. La forma de las valvas cefdlica y anal en los quitones es diferente incluso
poblacionalmente, sin embargo, se trata de una caracteristica de distinguir a simple vista. En este
caso fue posible analizarla debido a que se utilizd un recurso matematico. Se recomienda, sin
embargo, analizar esta estructura entre especies mas alejadas taxonémicamente e inclusive entre

especies de diferentes géneros.
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Morfologia vista con MEB

La identificacion de los poliplacoforos tradicionalmente se ha hecho examinando la escultura fina
de las valvas y otras estructuras duras. En el género Ischnochiton existen pequefias diferencias entre
especies como son los patrones en la escultura en las zonas centrales de las valvas, en los patrones
en las escamas del cinturén y en la forma de los dientes centrales de las rddulas (Owada, 2018). En
el estudio del clado de I. erythronotus las diferencias que pudieron observarse corroboraron los
resultados obtenidos mediante los datos genéticos y de morfometria geométrica con los que se
reafirma la existencia de grupos que pertenecen a especies diferentes. Se observaron diferencias en
el patrén de la escultura, en Ischnochiton sp se observo una escultura méas tenue tanto en las zonas
laterales de las valvas intermedias, como en la valva cefélica y el area posmucronal, que la
observada en I. erythronotus. Ademas, el nimero de estrias que presentan las escamas del cinturén

es mayor en Ischnochiton sp. que en 1. erythronotus.

DISCUSION GENERAL

Los datos genéticos y la morfometria geométrica del cuerpo de los quitones, asi como la escultura
fina de las valvas, indican que los quitones de las poblaciones del SAV conforman una especie
distinta a las descritas hasta ahora dentro del género Ischnochiton. Cabe mencionar que los
individuos incluidos en este estudio fueron los Unicos quitones encontrados en la revision de seis
arrecifes y tres playas ubicadas en Veracruz. Ademas, las colecciones bioldgicas consultadas
tampoco albergan individuos de I. erythronotus para Veracruz. Si bien se han reportado otras
especies de quitones para Veracruz, estos registros corresponden a playas ubicadas al sur del estado.
En otras palabras, si no se incluyen otras especies de Ischnochiton u otras poblaciones de I.
erythronotus de Veracruz es porque los quitones que se incluyeron fueron los Unicos quitones que
pudieron encontrarse durante el trabajo de recoleccion y la revision de las colecciones
malacoldgicas.

La importancia de haber incluido el flujo génico en distintos grupos del clado de I.
erythronotus reside en que fue posible identificar a las poblaciones del SAV como unidades que
segun los datos de este trabajo corresponden a unidades evolutivas diferentes a las que se
encuentran en el SAM y los ABC.

De las localidades revisadas en Veracruz, La Gallega fue la localidad donde se encontro el
mayor nimero de quitones, con un total de 31 individuos. Este sitio fue el Unico arrecife del
Sistema Arrecifal Veracruzano que pudo incluirse en este trabajo, pero también fue el sitio en donde

se observo mayor contaminacion. Aungue no se midi6 ningdn pardmetro fisicoquimico indicador de
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esta condicion, los sustratos duros donde se encontraron los individuos fueron solo pedacearia de
coral muerto que se encontraban rodeados de pastos marinos.

Owada (2018) construyé la filogenia del género Ischnochiton basandose en seis especies
distribuidas en Japon. Incluyd cuatro marcadores genéticos e incluy6 fotografias de MEB. Si bien
los datos genéticos fueron determinantes en sus resultados, observo que en el género Ischnochiton
existen pequefios detalles como cambios en los patrones en la escultura de las valvas, las escamas
del cinturdn, e inclusive en la forma de algunos dientes de las radulas. Tales caracteres son
imposibles de diferenciar en el campo, pero son importantes de incluir en la descripcion de las
especies, pues son caracteristicas que estan variando entre ellas. En el caso de este estudio, los
resultados genéticos son consistentes con los obtenidos con la morfometria geométrica y bastaria
con tener solo alguno de ellos. Sin embargo, el tener varios genes y varias estructuras morfoldgicas
en los andlisis, ademas de acercamientos de la escultura fina de las valvas da un mayor soporte en
los resultados obtenidos donde se propone que el grupo de quitones de las poblaciones del SAV son
una especie diferente de I. erythronotus.

CONCLUSIONES

La forma del cuerpo completo resultdé ser el cardcter mas informativo para evaluar en la
diferenciacion de los poliplac6foros. Tanto el cuerpo completo como la valva V son buenos
caracteres para diferenciar a los quitones de los distintos sistemas arrecifales. Mientras que no
existe diferencias en la forma de la pendiente del &rea posmucronal entre los individuos de éstos.

El cuerpo completo y la pendiente del area posmucronal presentaron resultados
significativos que indican que existe crecimiento alométrico entre grupos propuestos como especies
diferentes y entre sistemas arrecifales.

Existen diferencias significativas en el &ngulo formado por las valvas cefélica y anal, sin
embargo, no son estructuras que ayuden a separar a los grupos de las distintas especies.

La escultura fina en la escultura del tegumento, los dientes laterales de la radula y las
estrias en las escamas del cinturén ayudan a diferenciar a las especies de quitones del clado de I.

erythronotus.
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APENDICE 1

Estructuras duras de los quitones dentro de los arrecifes

Valva cefalica y anal

Los individuos del Sistema Arrecifal Veracruzano que han sido nombrados Ischnochiton sp. tienen
la valva cefélica y el &rea posmucronal de la valva anal con una escultura tenue formada de
cordones concéntricos en forma de zigzag, el area premucronal de la valva anal tiene este mismo
patrén de cordones en zig zag pero son mucho mas tenue y casi desaparece en la zona cerca del
mucron (Fig. 3.5). Se observan tres individuos del SAV: Mr, Mo y PG, todos tienen el mismo
patrén de la escultura. En la valva anal de PG los canales concéntricos se observan mas marcados
en el area posmucronal pero el patrén se conserva y los cordones tampoco llegan a ser elevados
como en el caso de I. erythronotus.

En los individuos de los ABC (Any Ar) y el SAM (Mu, Ak, Xc) la escultura del tegumento
tanto de la valva cefalica como de la valva anal es marcada (Fig. 3.5), los cordones concéntricos son
elevados y las ralladuras radiales provocan un aspecto lobulado en éstos, pero el patron es el mismo
que el descrito en la parte anterior de esta seccion. Los cordones longitudinales del area
premucronal de la valva anal no aparecen tan marcados en todos los individuos (ej. MU), sin
embargo, puede deberse a erosiéon ya que si se observa detenidamente si es posible observar los
cordones que desaparecen cerca del area del mucrén. Aungue en este caso existe mas variacion en
que tan marcada es la escultura del tegumento, el patron que se observa es el mismo y en todos los

casos coincide con lo descrito para I. erythronotus.

Valva intermedia (V)

La escultura del tegumento de la valva V también es mas tenue en los individuos del SAV (Fig. 3.6,
Mr, Mo, PG), las areas laterales no estan levantadas y el acercamiento permite observar que los
estetos son todos del mismo tamafio. El individuo del Mr se observa muy erosionado ya que apenas
es posible observar lo estetos en el acercamiento, pero la fotografia de toda la valva permite
observar que no hay diferencias en el patron de la escultura (Fig. 3.6).

Una vez més los individuos de los ABC y el SAM (marcados con la barra morada y verde,
respectivamente en la parte posterior de la Fig. 3.6) presentan cordones longitudinales que se
desvanecen hacia la zona centro de la valva. Se incluyeron distintos acercamientos de los estetos
fotografiados en las diferentes zonas de la valva V, sin embargo, en todos los casos presentados se

observan megaloestetos (sefialados con flechas) rodeados por microestetos (Fig. 3.6).
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Valva anal (VIII)
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Figura 3.5. Comparacion de la escultura del tegumento de las valva cefalica y anal, dentro de los sistemas
arrecifales, cada fila corresponde a uno de ellos, se diferencian con los colores de la parte posterior: naranja-
SAV, morado- ABC y verde- SAM. Los rectdngulos encierran la zona intermedia de ambas valvas (cefalica y
anal); los tridngulos, los cordones concéntricos de la valva cefélica y el &rea posmucronal de la valva anal; los
6valos encierran los cordones longitudinales de la zona lateral del &rea premucronal de la valva anal.
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Figura 3.6. Escultura del tegumento de la valva intermedia (V), con distintos acercamientos de diferentes
individuos dentro de los sistemas arrecifales, cada fila corresponde a uno de ellos, se diferencian con los
colores de la parte posterior: naranja- SAV, morado- ABC y verde- SAM. Los rectangulos encierran la zona
detallada para cada valva y las flechas sefialan los megaloestetos.




SU1510 10.0kV 18.7mm x500 SE

Mo

SU1510.10 0k 20 8mm x550 SE

PG

SU1510 10.0kV19.6mm x400 SE

SU1510 10.0kV 14 2mm x450 SE i 5U1510 10.0kV.16.0mm x400 SE

Figura 3.7. Escamas del cinturon de diferentes individuos dentro de los sistemas arrecifales, cada fila
corresponde a uno de ellos, se diferencian con los colores de la parte posterior: naranja- SAV, morado- ABC
y verde- SAM. Las lineas amarillas abarcan a lo ancho cinco estrias de la escama correspondiente.

Cinturon

En todos los individuos del SAV las escamas se observan con un patron mas estriado, es decir, las
estrias se observan més delgadas que las que se observan en el cinturén de los quitones de los otros
dos sistemas. Las lineas amarillas abarcan cinco de las estrias y en los tres individuos tales lineas se
extienden a lo ancho de 1/5 del ancho de la escama, aproximadamente. Mientras que en los
individuos tanto de los ABC como del SAM las estrias de las escamas se observan més gruesas, y
cinco de ellas abarcan mas de la mitad del ancho de las escamas del cinturdn (Fig. 3.7).

Radula

Las fotografias de las radulas de los ABC no permiten la observacién de los dientes centrales, solo
se aprecian los dientes trictspides, que en ambos individuos la cuspide lateral es de menor tamafio
respecta de las otras dos cuspides. Este patrén de las clspides también se observa en los dientes de

los individuos del SAM, donde ademas es posible observar los dientes laterales con forma de
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espatula que aparecen con un perimetro liso en todos los casos. En el caso de los individuos del
SAV las cuspides de los dientes aumentan de tamafio del centro a la zona lateral, ademas los dientes

laterales se observan en forma de espéatula, pero con un perimetro dentado.

Radulas

SU1510.10.0kV 20.5mm x450 SE

Ar/ .

SU1510,10.0kV 19. 1mm x450°'SE

SU151040.0kV 14 0mm x600 SE

Figura 3.8. Detalles (MEB) de la rddula de individuos proveniente de: naranja) SAV; morado) ABC; verde)
SAM. Marcas en la radula: a- diente lateral; b- diente triclspide; c- diente central. Flechas-zona apical del
diente central.
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ANEXOS

Anexo A. Total de individuos obtenidos y analizados en cada caso.

Tabla X. Relacion del namero total de individuos obtenidos en este estudio. Se especifica cuantos de ellos se
utilizaron para cada gen y en gue vista fueron fotografiados.

Arrecife  Localidad Individuos  COIl 16S 28S Cuerpo PAP Valva
completo \
SAV El Morro 10 10 10 10 6 5 3
Mocambo 3 3 3 3 2 3 3
Gallega 13 13 13 13 6 10 3
La Perla 13 6 6 13 5 6 3
ABC Alacranes 16 3 13 11 5 9
Arcas 21 11 15 11 7 10 3
Arenas 14 8 14 12 7 9 3
SAM Isla Mujeres 10 8 8 8 8 7 3
Puerto 15 5 11 12 9 9 3
Morelos
Banco 7
Chinchorro
Akumal 10 10 10 10 7 10 3
Xcalak 10 9 10 10 9 10 3
Capitulo 1

Anexo 1.1 Primers utilizados para el gen COI

Los primers LCO 1490 y HCO 2198 se utilizaron para los individuos de las poblaciones del SAV y
que se han considerado Ischnochiton sp. Sin embargo, con estos primers no fue posible amplificar
ni un solo individuo de I. erythronotus y tras muchas pruebas se obtuvieron resultados positivos al
combinar el reverse HC02198 y el forward COXAF, por lo que se utiliz6 para todos los individuos
de los ABC y el SAM.

Anexo 1.2. Programa de PCR
— Desnaturalizacion, 5 min. A 95°C.
— 35 ciclos:
o Desnaturalizacion, 30s. A 95°C
o Alineamiento, 30s. A:

Ischnochiton Ischnochiton sp.
eryythronotus

COl 57°C 55°C

16S 54°C 54°C

28S 48°C 48°C

o Extension, 1min. A 72°C
— Extensioén final, 1 min. A 72°C
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Anexo 2. Informacion de los tres genes para cada grupo, Ischnochiton sp e I. erythronotus.

Tabla A2. Informacion estadistica de los tres genes utilizados en el analisis de las poblaciones de cada uno de
los grupos obtenidos. Se muestran los valores de: N- ndmero de secuencias, n- tamafio del gen (pb), S- sitios
polimérficos, h- nimero de haplotipos, k- ndmero promedio de diferencias pareadas, H- Diversidad de
haplotipos, IT- Diversidad nucleotidica.

gen N n S h k H II
16S 93 516 27 19 6.1 0.87 0.001
I. erythronotus COl 54 609 32 19 12.54 0.93 0.02
28S 75 325 1 2 0.35 0.35 0.001
16S 32 513 4 5 0.30 0.29  0.0006
Ischnochiton sp. Col 32 609 19 13 2.96 0.72 0.004
28S 39 325 0 1 - 0.0 0.0

Anexo 3. Indices de fijacion Fg; y Gsr, en los tres genes analizados en las poblaciones del clado de I.
erythronotus (Tablas 4.1-3, Figura 4.1). Los colores resaltan los valores dentro de los sistemas arrecifales.

SAV ABC SAM

Mo Ga Mr PG Ar An Al Mu PM Ak Xc

SAV Mo 000 025 035 038 098 097 094 097 098 098 0.98
Ga 030 000 0.02 020 098 097 094 097 098 098 0.98

Mr 039 007 0.00 018 098 097 094 097 098 098 0.98

PG 041 025 023 000 097 09 094 09 097 097 0.97

ABC Ar 098 098 097 097 000 078 024 076 079 093 0.93
An 09 097 097 09 080 000 036 063 066 088 0.87

Al 094 095 095 094 034 044 000 041 046 076 0.76
SAM  Mu 097 097 097 097 072 060 043 '0.00 039 087 0.86
PM 097 097 097 097 082 069 053 (027 0.00 090 0.90

Ak 097 097 097 09 091 087 078 1082 088 000 0.51

Xc 097 098 097 097 093 089 080 /084 091 034 0.00

Tabla 4.1. indices de fijacion para 16S en el clado de I. erythronotus, debajo de la diagonal se muestran los
valores de Ggr y sobre la diagonal los valores de Fgr. Los colores resaltan los valores dentro de los sistemas

arrecifales.
Gallega Morro Alacranes  Arenas Arcas Puerto Akumal Xcalak

Gallega - 0.0 0.94 0.98 0.99 0.99 0.99 1.00
Morro -0.03 - 0.94 0.98 0.99 0.99 0.99 1.00
Alacranes 0.31 031 | - 0.36 0.44 0.43 0.37 0.41
Arenas 0.41 0.41 012 - 0.47 0.58 0.90 0.93
Arcas 0.67 0.67 0.31 036 - 0.75 0.94 0.98
Puerto 0.41 0.41 0.15 0.22 041 | =--- 0.93 0.97
Akumal 0.41 0.41 0.01 0.22 0.41 022 - 0.52
Xcalak 0.82 0.82 0.41 0.51 0.82 0.51 043 -
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Tabla 4.2. indices de fijacion para COI en el clado de I. erythronotus, debajo de la diagonal se muestran los
valores de Ggr y sobre la diagonal los valores de Fgr. LoS colores resaltan los valores dentro de los
sistemas arrecifales.

Gallega Morro Perla Arenas Arcas Mujeres  Akumal Xcalak
Gallega - -0.09 0.24 0.97 0.99 0.99 0.99 0.99
Morro -0.01 - 0.26 0.97 0.99 0.99 0.99 0.99
Perla 015 - 0.96 0.98 0.97 0.98 0.98
Arenas 0.28 0.25 0.13 0.60 0.88 0.87
Arcas 0.22 0.20 0.13 0.87 0.97 0.97
Mujeres 0.22 0.20 0.09
Akumal 0.40 0.36 0.22
Xcalak 0.40 0.36 0.22

Tabla 4.3. indices de fijacion para 28S en el clado de I. erythronotus, debajo de la diagonal se muestran los
valores de Ggr y sobre la diagonal los valores de Fgr.

Ga Mr PG Al An Ar Mu PM Ak Xc
Ga - 0.00 0.00 0.98 1.00 1.00 0.96 0.96 0.96 0.98
Mr 1.00 - 0.00 0.98 0.97 1.00 0.96 0.96 0.96 0.98
PG 1.00 1.00 - 0.98 1.00 1.00 0.96 0.96 0.96 0.98
Al 0.78 0.78 078  ---- 0.00 -0.09 0.03 0.03 0.03 -0.14
An 1.00 1.00 1.00 0.00  ----- 0.14 0.29 0.29 0.29 0.00
Ar 0.65 0.65 0.65 -0.04 0.08  --—-- 0.29 -0.10 -0.10 -0.09
Mu 0.58 0.58 0.58 0.02 0.17 -0.05 - -0.14 -0.14 0.03
PM 0.58 0.58 0.58 0.02 0.17 -0.05 -0.07 - -0.14 0.03
Ak 0.58 0.58 0.58 0.02 0.17 -0.05 -0.07 -0.07 - 0.03
Xc 0.78 0.78 0.78 -0.07 0.00 -0.04 0.02 0.02 002  ----
e
S :
31 — 5 R
i ; ° - __ + o o SAV
o e ABC
) i B sam
T T T T T T | T T | |
Mo Ga M PG A An A Mu PM Ak Xc
Poblacién

Figura 4.1. Fgr pareadas para las poblaciones del clado de I. erythronotus. Los colores indican los arrecifes a

los que pertenecen las poblaciones, las lineas negras marcan la media de los valores de Fsr y las cajas el 50%
del total de los datos.
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Anexo 4. Prueba de Mantel. Aislamiento por distancia de todas las poblaciones del clado de I.

erythronotus (Fig. 4.2).

u‘) —
q- —
4+ @
w
L
N —
- o R?= 0.61
. b ¢ p=1.035e-12
L ]
| | | | | |
0 2000 4000 6000 8000 10000

Distancia geografica (Km)

Figura 4.2. Relacién pareada de la distancia genética (Fsy) con la distancia geografica (km) de las
poblaciones del clado de I. erythronotus. Se muestran los valores obtenidos para la regresion (R?) y el valor de

significancia (p).

Anexo 5. Distancias genéticas entre (Tablas 4.4-4.6) y dentro de las poblaciones del clado de I.

erythronotus (Tabla 4.4)

Tabla 4.4. Valores de la distancia P con 16S entre las poblaciones de los tres sistemas arrecifales. Bajo la
diagonal se encuentran los valores de la distancia P y sobre la diagonal los valores de error estandar.

SAV ABC SAM

Mo Ga Mr PG Ar An Al Mu PM Ak Xc

Mocambo  ----- 0.001 0.001 0.001 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013

SAV  Gallega 0.002 ----- 0.0 0.0 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.014 0.014
Morro 0.002 0.001 ----- 0.0 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.014 0.014

Perla 0.001 0.001 0.001 ----- 0.013 0.013 0.013 0.013 0.013 0.014 0.014
Arcas 0.125 0.124 0.125 0.125 ----- 0.002 0.001 0.003 0.002 0.006 0.006
ABC Arenas 0.124 0.123 0.124 0.124 0.004 ----- 0.002 0.003 0.002 0.006 0.006
Alacranes 0.124 0.123 0.124 0.124 0.002 0.004 ----- 0.003 0.002 0.006 0.006
Mujeres 0.127 0.126 0.127 0.127 0.006 0.006 0.006 ----- 0.002 0.006 0.006

SAM  Puerto 0.127 0.126 0.127 0.127 0.004 0.005 0.005 0.002 ----- 0.006 0.006
Akumal 0.127 0.126 0.127 0.127 0.025 0.026 0.026 0.023 0.025 ----- 0.001
Xcalak 0.127 0.126 0.127 0.127 0.023 0.024 0.024 0.021 0.023 0.002 -----

Tabla 4.5. Valores de la distancia P con COIl entre las poblaciones de los tres sistemas arrecifales. Bajo la
diagonal se encuentran los valores de la distancia P y sobre la diagonal los valores de error estandar.

SAV

ABC
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Mo Ga Mr PG |Ar An Al |Mu  PM Ak  Xc

Mocambo  ----- 0.002 0.002 0.03 0.014 0014 0.014 0.014 0014 0.014 0.014

SAV  Gallega  0.004 ----- 0.001 0.002 0.014 0.014 0.014 0014 0.014 0.014 0.014
Morro 0.006 0.003 --—-- 0.002 0.014 0.014 0014 0.014 0.014 0.014 0.014

Perla 0.010 0.006 0.007 ----- 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014
Arcas 0.185 0.185 0.185 0.188 ----- 0.005 0.002 0.004 0.004 0.007 0.007

ABC Arenas  0.185 0.186 0.187 0.189 0.020 ---- 0.004 0.004 0.004 0.007 0.007
Alacranes 0.185 0.186 0.186 0.189 0.007 0.015 ---—-- 0.003 0.003 0.007 0.007
Mujeres  0.187 0.188 0.188 0.190 0.016 0.013 0.015 - 0.001 0.006 0.006

SAM  Puerto 0.187 0.188 0.188 0.190 0.017 0.012 0.015 0.003 --—-- 0.006 0.006
Akumal  0.188 0.187 0.186 0.189 0.037 0.035 0.036 0.030 0.029 ----- 0.002
Xcalak  0.189 0.188 0.188 0.190 0.039 0.033 0.036 0.029 0.027 0.002 ----

Tabla 4.6. Valores de la distancia P con 28S entre las poblaciones de los tres sistemas arrecifales. Bajo la
diagonal se encuentran los valores de la distancia P y sobre la diagonal los valores de error estandar.

SAV ABC SAM

Mo Ga Mr PG Ar An Mu PM Ak Xc

Mocambo  ----- 0.0 0.0 0.0 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007

SAV  Gallega 00 - 0.0 0.0 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007
Morro 0.0 00  ----- 0.0 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007

Perla 0.0 0.0 00 - 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007
Arcas 0.019 0.019 0.019 0.019 ----- 0.0 0.001 0.007 0.002 0.001
ABC Arenas 0.019 0.019 0.018 0.018 0.000 ----- 0.001 0.001 0.002 0.0
Alacranes 0.020 0.020 0.019 0.019 0.001 0.001 ----- 0.001 0.001 0.001 0.001
Mujeres 0.020 0.020 0.019 0.020 0.001 0.001 0.001 ----- 0.001 0.001 0.001

SAM  Puerto 0.019 0.019 0.019 0.019 0.001 0.001 0.001 0.001 ----- 0.001 0.001
Akumal 0.020 0.020 0.020 0.020 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 ----- 0.001
Xcalak 0.019 0.019 0.019 0.019 0.001 0.00 0.001 0.001 0.001 0.001 -----

Tabla 4.7. Valores de la distancia P dentro de las poblaciones para cada uno de los tres genes y con los tres
genes concatenados. Al lado derecho de cada columna con la distancia P se encuentran los valores de error

estandar correspondiente.

28S SE 16S SE COl SE Conca SE
Mocambo 0.00 0.0 0.002 0.002 0.003 0.002 0.002 0.001
SAV Gallega 0.00 0.0 0.001 0.001 0.003 0.002 0.002 0.001
Morro 0.00 0.0 0.001 0.001 0.004 0.001 0.002 0.001
Perla 0.00 0.0 0.001 0.001 0.006 0.002 0.003 0.001
ABC Arcas 0.001 0.001 0.0 0.0 0.002 0.001 0.001 0.001
Arenas 0.00 0.0 0.001 0.001 0.003 0.002 0.002 0.001
Alacranes 0.002 0.002 0.004 0.002 0.13 0.004 0.007 0.002
Mujeres 0.002 0.002 0.0 0.0 0.003 0.001 0.002 0.001
SAM Puerto 0.002 0.001 0.0 0.0 0.002 0.001 0.001 0.001
Akumal 0.002 0.002 0.001 0.001 0.001 0.0 0.001 0.001
Xcalak 0.001 0.001 0.0 0.0 0.001 0.001 0.001 0.0

Anexo 6. Distancia genética dentro y entre grupos genéticos del clado de I. erythronotus y otras
especies de poliplacéforos (Tabla 4.8-4.10).
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Tabla 4.8. Comparacion la distancia genética que existe entre los grupos genéticos del clado de I.
erythronotus y otras especies de poliplacéforos, utilizando 16S. Debajo de la diagonal se encuentran los
valores de la distancia P y sobre la diagonal los valores de error estandar para cada uno.

Ischnochiton sp.  I. erythronotus I. boninensis I. comptus A. crinita M. plumosa
Ischnochiton ~ ----- 0.014 0.017 0.017 0.018 0.018
sp.
l. 0132 - 0.017 0.017 0.018 0.017
erythronotus
I. boninensis  0.205 0.188 - 0.010 0.017 0.017
I. comptus 0.205 0.194 0.062 - 0.017 0.016
A. crinita 0.246 0.223 0.213 0.202 - 0.016
M. plumosa  0.228 0.206 0.0183 0.181 0.176 -
Dentro de 0.0 0.012 0.0 0.002 0.0 0.007
las especies
SE 0.001 0.003 0.001 0.001 0.0 0.002

Tabla 4.9. Comparacion la distancia genética que existe entre los grupos genéticos del clado de I.
erythronotus y otras especies de poliplacéforos, utilizando COI. Debajo de la diagonal se encuentran los
valores de la distancia P y sobre la diagonal los valores de error estandar para cada uno.

Ischnochiton sp. 1. erythronotus I. australis I. boninensis C. apiculata  S. purpurascens

Ischnochiton sp. ~ ----- 0.016 0.015 0.016 0.015 0.015

I. erythronotus 0190 0 - 0.016 0.016 0.015 0.016

I. australis 0.197 0212 - 0.015 0.015 0.015

I. boninensis 0.199 0.204 0.163 --—--- 0.016 0.015

C. apiculata 0.184 0.193 0.188 0.197 - 0.015

S. purpurascens 0.196 0.206 0.182 0.176 0203 = -----

Dentro de las 0.005 0.025 0.005 0.002 0.0 0.045
especies

SE 0.002 0.005 0.002 0.001 0.0 0.007

Tabla 4.10. Comparacién la distancia genética que existe entre los grupos genéticos del clado de I.
erythronotus y otras especies de poliplacéforos, utilizando 28S. Debajo de la diagonal se encuentran los
valores de la distancia P y sobre la diagonal los valores de error estandar para cada uno.

Ischonochiton sp.  I. erythronotus I. comptus I. boninensis M. plumosa
Ischnochiton sp. ~ ----- 0.007 0.018 0.017 0.017
I. erythronotus 0.017 - 0.017 0.017 0.017
I. comptus 0.10 0100 0 - 0.007 0.017
I. boninensis 0.097 0.101 0019 - 0.017
M. plumosa 0.099 0.104 0.105 0106 -
Dentro de las 0.002 0.0 0.002 0.001 0.005
especies
SE 0.002 0.0 0.002 0.001 0.002
ANEXOS
Capitulo 2

Anexo 7. Prueba de Homogeneidad de pendientes para la prueba de alometria (Tabla 4.11)

Tabla 4.11. Resultados de la tabla de prueba de pendiente para la prueba de alometria de las diferentes vistas,
mediante ANCOVA. Resaltados con gris se muestran los resultados significativos

Entre Entre especies
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arrecifes

R2 F
Cuerpo 0.02 1.39
completo
PAP 0.04 2.39
Valva V 0.02 0.35

p
0.02

0.008
0.91

R2
0.01

0.04
0.01

F
1.74

4.76
0.6

0.004
0.58

Anexo 8. Analisis de la forma de las valvas cefalica y anal en el clado de I. erythronotus.

Tabla 4.12. Valores de la prueba de Tukey para los angulos de la valva cefalica y valva anal, con poblaciones
pareadas, se muestra el Sistema arrecifal al que pertenecen y el valor de P, solo se incluyen los casos que

resultaron significativos.

Poblaciones Pareadas Sistema Arrecifal p adj
Valva anal
Ar-Ak SAM-SAM 0.0001088
Ga-Ak SAV-SAM 0.0059554
Mr-Ak SAV-SAM 0.0000001
PG-Ak SAV-SAM 0.0000520
PM-Ak SAM-SAM 0.0130009
Mr-Al SAV-ABC 0.0007209
Mr-An SAV-ABC 0.0009294
Mu-Mr SAM-SAV 0.0004990
PM-Mr SAM-SAV 0.0138552
Xc-Mr SAM-SAV 0.0013124
PG-Mu SAV-SAM 0.0562641
Valva cefélica
Xc-Al SAM-ABC 0.0283103
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