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Resumen

En los organismos pueden observarse divergencias morfologicas, conductuales, fisioldgicas o
genéticas, las cuales pueden ser resultado de la variacion ambiental. La Regla de Bergmann
describe el aumento en la talla de los organismos con la disminuciéon de la temperatura en clinas
latitudinales o altitudinales. Genéticamente, el resultado de la variacién ambiental puede ser la
adaptacion local, y es posible evaluarla analizando el genoma de los individuos de una
poblacion e identificando loci sujetos a seleccion.

En los ambientes marinos, los organismos que habitan la zona intermareal resultan un
buen modelo para estudiar con relacion a variables espaciales y temporales. Entre los
invertebrados marinos, los moluscos de la clase Polyplacophora conocidos como quitones
representan un grupo morfoldégicamente conservado que habita en costas rocosas de todo el
mundo. El estudio de este grupo se ha abordado a través de sus caracteres morfologicos.
También se han utilizado aproximaciones moleculares, principalmente para resolver relaciones
filogenéticas, o bien para determinar nuevas especies cuando los caracteres morfoldgicos son
insuficientes.

En esta tesis se presenta el estudio de 15 poblaciones de Stenoplax limaciformis, un
quitdn que habita en las costas del noreste del Pacifico, distribuido desde México hasta Perd.
Estas poblaciones pertenecen a tres ecorregiones marinas ubicadas en la porcion mexicana de
su distribucion, en las cuales se eligieron localidades en un gradiente latitudinal, donde se
recolectaron de 2-15 individuos, ademas se obtuvieron datos satelitales de variables
ambientales como son temperatura y concentracion de clorofila-a para cada sitio, descargados
de laNOAA.

Se realiz6 un andlisis de la morfologia de los quitones de las 15 localidades
mencionadas con relacién a la temperatura en el gradiente latitudinal, para lo cual se utiliz6
morfometria geométrica. Se eligieron 125 individuos adultos, se evalud la talla y la forma en
vista ventral a través de 16 landmarks y 18 semilandmarks. Los individuos de las poblaciones
de latitudes altas fueron animales mas grandes, esto es inverso en latitudes bajas y coincide con
lo descrito para organismos endotermos. Se sugiere que en las poblaciones de S. limaciformis
las tallas grandes son resultado de adaptacion a dichas condiciones ambientales, ya que las
condiciones en el intermareal del golfo de California son muy cambiantes, por lo que, los
quitones de tallas grandes podrian adherirse mejor y asi mantener la humedad constante durante

la marea baja.



El anélisis genético se realizo utilizando 5,814 SNP de 125 quitones de las tres
ecorregiones marinas. Se realizaron andlisis de ancestria y diversidades genéticas,
correlaciones ambientales e historia demografica. Los resultados mostraron una estructura
genética coincidente con la division geogréafica de las ecorregiones, donde la del sur tiene una
mayor diversidad, y mayor endogamia, mientras que la del norte tiene menor diversidad y fue
la mas alejada genéticamente de las otras dos. Se identificaron loci candidatos sujetos a
seleccidn y relacionados con los valores maximos de temperatura y minimos de clorofila a. La
historia demografica sugiere expansién poblacional hacia el norte, y flujo genético entre
ecorregiones, posterior a su division. Los procesos historicos y actuales entre las poblaciones
de S. limaciformis, coinciden con la ubicacion y direccion de las corrientes marinas. Los
resultados indican que los procesos geoldgicos han moldeado la distribucion de esta especie,
mientras que los factores ambientales ejercen presiones de seleccion que han moldeado la
diversidad genética de estos moluscos.

Abstract

The environment can cause morphological, behavioral, physiological, or genetic
divergences in organisms. Bergmann's Rule describes the morphological effect and
temperature, which considers an increase in organisms' size with the decrease in temperature
in latitudinal clines. Genetically, the environment can induce local adaptation, which can be

evaluated through certain loci within the genome.

Intertidal organisms are an adequate model for studying the relationship between spatial
and temporal variables in marine environments. Among marine invertebrates, mollusks of the
class Polyplacophora, known as chitons, represent a morphologically conserved group. Chitons
inhabit rocky shores worldwide and most studies have been conducted using morphological
traits. Molecular approaches have also been used to resolve phylogenetic relationships or to

determine new species when morphological traits are insufficient.

This work enters a population study of Stenoplax limaciformis, a polyplacophoran
distributed along shorelines from the Eastern North Pacific to Peru. These populations belong
to three marine ecoregions in the Mexican portion, where we sampled 2-25 individuals along
a latitudinal gradient. Additionally, satellite data of environmental factors such as temperature

and chlorophyll-a per site were downloaded from NOAA and included.



We made a morphological analysis of chitons from the 15 localities and their
relationship with temperature using a geometric morphometric approach. We chose 125 adult
chitons, so size and shape variation were evaluated through 16 landmarks and 18
semilandmarks. Diverse shapes and sizes were identified in each ecoregion; longer chitons
were observed at higher latitudes, in contrast to those found at lower latitudes. This pattern also
correlates with sea surface temperatures and aligns with Bergmann’s rule observed in
endothermic organisms. The results suggest that longer S. limaciformis adapted to
environmental conditions because the Gulf of California intertidal has changed significantly,
so chitons enhance adhesion to substrates and facilitate moisture retention during low tidal

time.

The genetic analysis was carried out using 5,814 SNPs and 125 chitons from three
marine ecoregions. Genetic diversity, demographic history, ancestry, and environmental
relationship analyses were executed. Genetic structure coincides with the geographical location
of ecoregions, the southern has a higher diversity and inbreeding, while the northern is more
genetically distant than the other two. Results proposed loci under selection and their
relationship to higher temperature and lower a-chlorophyll values. Demographic history
suggests a population expansion to the north and a gene flow event posteriorly to the ecoregion
split. Ancient and recent processes among populations of S. limaciformis tie in with the site
and direction of ocean currents. Results indicate that geological processes have shaped the
distribution of this species, while environmental factors produce selection pressures that mold

the genetic diversity of these mollusks.



Introduccion general

Los organismos cuentan con adaptaciones genéticas, morfologicas, fisiologicas y
conductuales que les confieren sobrevivir en el ambiente que habitan (Carabias et al., 2009). A
su vez, el ambiente repercute en los organismos, ya que su variacion heterogénea y espacial
puede provocar adaptacion local, asi como divergencias adaptativas (Kawecki & Ebert, 2004).
De hecho, los gradientes ambientales persistentes dados por la altitud o latitud pueden
promover seleccion divergente, resultando en diferencias en morfologia, fisiologia,
conductuales o historias de vida de las poblaciones (Sanford & Kelly, 2011). En el mar, estos
gradientes pueden darse por su gran extension tanto superficial como submarina, la energia que
recibe genera corrientes de agua calida, las cuales fluyen hacia los polos distribuyendo calor
en latitudes altas. Mientras tanto, las corrientes de agua fria viajan desde los polos hacia el
Ecuador donde se calientan nuevamente. Esta circulacion también es afectada por la accion del
viento y el movimiento de rotacion de la Tierra, de tal manera que se vuelve mas dinamica y
compleja (Aguirre-Gomez, 2001). Por lo tanto, el océano es un sistema heterogéneo debido a
la marcada variacion espacial de factores bioticos y abidticos (Sanford & Kelly, 2011), en el
cual los organismos tienen distintos ambientes para desarrollarse: en la columna de agua o
asociados a los fondos marinos, tanto en el sustrato como en otros seres vivos (Barnes &
Hughes, 1999).

Adaptaciones morfoldgicas y su estudio

Las clinas latitudinales repercuten en la productividad primaria, por lo que pueden dar como
resultado clinas en el tamafio corporal de los organismos (Meiri & Dayan, 2003). La regla de
Bergmann describe una tendencia de los organismos a ser mas grandes en latitudes altas y
temperaturas bajas; mientras que los organismos relativamente mas pequefios se encontraran
en latitudes bajas donde las temperaturas son altas, en términos del rango de distribucion de las
especies (Vinarski, 2014). Esta regla fue descrita para animales endotermos; mientras que en

ectotermos la relacion talla-clina altitudinal o latitudinal no es clara, por lo que se ha



considerado como una consecuencia del efecto de la temperatura sobre el desarrollo celular
(Partridge & Coyne, 1997).

En endotermos se ha probado la regla de Bergmann con base en el tamafio corporal de
ciertos caracteres o la talla total del cuerpo y que pueden estar relacionados a los niveles de
temperatura, p. ej. las orejas en mamiferos o las alas en las aves. Sin embargo, las tallas pueden
estar influenciadas por la competencia, la fluctuaciones estacionales o estados reproductivos
(Meiri & Dayan, 2003). La talla total del cuerpo por si sola no siempre es informativa, por lo
que agregar el anlisis de la forma es un buen complemento. En la morfometria geométrica, la
forma esta matematicamente definida por sus caracteristicas geométricas sin considerar talla,
posicidn y orientacion. En este método, la representacion de las formas biologicas se realiza
por medio de puntos homdélogos conocidos como landmarks (Klingenberg, 2010). El centro
geomeétrico de estos puntos permite medir la talla asociada a la forma, lo cual se conoce como
tamafio del centroide. Mientras que, la alometria es la variacion de la forma debido a la talla;
es decir, que organismos de tallas diferentes también tienen formas distintas; y esto puede ser
evaluado utilizando métodos multivariados (Klingenberg, 2016).

En ciertos invertebrados marinos, como los moluscos, la morfologia de la concha con
frecuencia esté correlacionada con la historia de vida y el habitat. Sin embargo, no siempre es
el caso, por lo que formas similares en la concha no necesariamente indican habitats similares
(Ponder et al., 2019). No obstante, la concha de los moluscos es una estructura sélida facil de
preservar sin que se deformen, por lo que son ideales en los estudios en los que se emplea
morfometria geométrica.

Historia de vida. Una de las principales adaptaciones en la historia de vida de los invertebrados
marinos es el tipo de larvas que presentan. Se pueden mencionar dos tipos con base al tipo de
alimentacion: las larvas planctotréficas son aquellas que pueden alimentarse del fitoplancton,
lo cual les permite permanecer en la columna de agua periodos prolongados, facilitando la
dispersion a grandes distancias ya que tienen un crecimiento lento; y las larvas lecitotroficas
que se alimentan del vitelo del huevo del que provienen, su potencial de dispersion es limitado,
y comunmente presentan reclutamiento cercano a su habitat natal. De manera que el tipo de
larva de los invertebrados se asocia con su capacidad de dispersion (Sanford & Kelly, 2011).

Patrones genéticos y el estudio de la adaptacion local. El flujo génico ocurre entre
poblaciones con el intercambio de gametos fertilizados o individuos que se reproducen en la
poblacién a la que llegan; es determinante para mantener la conectividad genética entre
poblaciones (Slatkin, 1994). Mientras que, el reclutamiento local es la retencion de los gametos

o individuos cerca del area parental, por lo que puede promover la diferenciacion genética entre



poblaciones (Strathmann et al., 2002). En los ambientes marinos, el reclutamiento es afectado
principalmente por la temperatura, ya que determina el tiempo de vida del estadio larvario
(Grosberg & Cunningham, 2001; Reitzel et al., 2004).

Genéticamente, la adecuacion de los organismos surge como resultado de presiones de
seleccion a lo largo de la distribucion de las especies. Bajo ciertas condiciones ambientales, la
seleccion natural puede dar como resultados fenotipos optimos, facilitando la adaptacion local
(Blanquart et al., 2012). La adaptacion local es consecuencia de distintas presiones selectivas
ocurriendo en distintos lugares de la distribucion de las especies, provocando que los
organismos estén mejor adaptados a sus condiciones locales. Es posible evaluarla ya que deja
huella en ciertos sitios del genoma; y su estudio implica comparar poblaciones en las que ocurra
seleccién natural o haya ocurrido recientemente, y que ademas se encuentren bajo distintas
condiciones ambientales (Kawecki & Ebert, 2004). La adaptacion local puede reforzarse si
surgen fenotipos mejor adaptados a las condiciones locales; puede atenuarse si los fenotipos
generalistas se extienden o si la diferenciacion se diluye con el flujo de genes. De manera que,
es un proceso dinamico y gradual en el que los fenotipos mejor adaptados aumentan su
frecuencia. Esto puede traducirse en procesos como la evolucion del nicho, la evolucion de
alguna especializacion, hasta la especiacion ecoldgica (Lenormand, 2012; Reznick &
Ghalambor, 2001).

El objetivo de este trabajo es describir la variacién de las poblaciones de Stenoplax
limaciformis (G. B. Sowerby I, 1832), un quiton que habita en la zona intermareal de las costas
rocosas en el noreste del Pacifico, distribuido desde México hasta Per(. Se espera observar
diferencias en la variacion dado el gradiente latitudinal, con una mayor conectividad genética
en latitudes altas donde la temperatura es mas baja y una relacion inversa en latitudes bajas. La
descripcion se realizara desde un punto de vista evolutivo, con un enfoque morfoldgico y uno
genético, a lo largo de un gradiente latitudinal en el que los factores ambientales varian,
principalmente la temperatura. El andlisis morfoldgico se abordard utilizando morfometria
geométrica, ya que permite evaluar la forma y la talla de los organismos, tal enfoque se
presentara en el capitulo dos de este trabajo. Mientras que, la descripcion de la variacion
genetica se realizara con un enfoque de genética de poblaciones utilizando SNPs obtenidos
mediante secuenciacion Illumina, esto se presentara en el capitulo tres. Adicionalmente, se
presenta una descripcion de qué caracteres morfoldgicos se han utilizado en el estudio de estos
moluscos, asi como una revision del uso de marcadores genéticos con los quitones como objeto

de estudio, lo cual se aborda en el capitulo uno de esta tesis.



Capitulo 1

De la morfologia a la gendmica en el estudio de los quitones

Los quitones pertenecen a Mollusca, el segundo phylum mas diverso del reino Animalia.
Forman la clase Polyplacophora con cerca de 920 especies vivas (Ponder et al., 2019; Sigwart
et al., 2021). Son moluscos exclusivamente marinos, caracterizados por presentar un cuerpo
aplanado dorsoventralmente y una concha de aragonita dividida en ocho valvas rodeadas por
un cinturén (Kaas & Van Belle, 1985; Garcia-Rios, 2003; Eernisse, 2007). Los quitones se
distribuyen en todas las costas del mundo, en su etapa bentdnica la mayoria se encuentra
asociada a sustratos duros como costas rocosas, arrecifes de coral e inclusive maderas cerca de
muelles. Estos moluscos tienen una larva plancténica de tipo trocéfora que se encuentra en la
columna de agua antes de encontrar un sustrato para comenzar su vida adulta (Garcia-Rios,
2003; Lieb & Todt, 2008). La larva trocofora es de tipo lecitotrofica (Garcia-Rios et al., 2014),
es decir el vitelo proveniente del huevo es la Unica fuente de alimento para la larva. Por ello,
este tipo de larvas cuentan con un tiempo corto (de horas a pocos dias) para la dispersion, lo
que impacta sobre todo el flujo entre poblaciones ya que durante esta etapa es que ocurre la
dispersion (Todd et al., 1998; Wares et al., 2001). Se sabe, por ejemplo, que el tiempo de vida
larvaria de Stenoplax heathiana va de 15 min. a 3 h; las hembras desovan en una masa viscosa
donde las larvas eclosionan, de manera que la etapa larvaria se acorta y los nuevos individuos
pueden pasar a su etapa bentdnica en poco tiempo (Heath, 1899 en Bullock 1985). La mayoria
de los quitones tienen la mayor actividad durante la noche, cuando pueden desplazarse entre
pequefios parches rocosos; sin embargo, la dispersion es practicamente nula (Chelazzi et al.,
1983; Liversage & Benkendorff, 2017).

Los quitones conforman un grupo de invertebrados poco carismatico, sin interés
comercial ni médico. Sin embargo, son un grupo bien representado en todo el mundo, que

conforma una pieza clave para entender las relaciones filogenéticas entre las clases dentro de



los moluscos. Debido a esto, su estudio se vuelve esencial en la descripcion de la diversidad,
asi como en el conocimiento de procesos ecoldgicos y evolutivos. Si bien los estudios de
quitones con enfogques moleculares han aumentado, en general siguen siendo escasos (Sigwart
etal., 2021). En este capitulo se presenta una descripcion de los enfoques morfol6gicos con los
que se han estudiado, también se incluye una revision de los marcadores moleculares que se
han empleado en el estudio de estos invertebrados, realizada luego de una revision bibliografica
en los principales repositorios disponibles online. Esta revision busca identificar las
caracteristicas de los quitones que han aportado mas informacién en su estudio y cuéles en

combinacion con marcadores moleculares podrian ayudar en los estudios futuros.

Enfoques morfoldgicos

La descripcion de las especies de quitones se ha basado en caracteres morfoldgicos,
principalmente en la ornamentacion de las valvas, del cinturén, o el nimero y forma de los
dientes en la radula (Kaas & Van Belle, 1985; Brusca et al., 2016). Sin embargo, la variacion
fenotipica dada por el ambiente provoca que algunos caracteres Gtiles en la identificacion de
algunas especies se vuelvan poco informativos para otras. Adicionalmente, los quitones son un
grupo de invertebrados con una forma corporal conservada dentro del grupo (Sigwart et al.,
2015). La mayoria de los quitones tienen una concha con forma mas o menos oval, formada de
ochos valvas rodeadas por un cinturdn, sin embargo, la forma dada por la relacion de las valvas
con el cinturdn puede variar ampliamente (Schwabe, 2010). Existen aquellos que se consideran
vermiformes (con forma de gusano), estos quitones tienen valvas muy estrechas y separadas,
mientras que el pie suele estar reducido; este es el caso de Cryptoplax, el cual habita en
cavidades estrechas y pequefios agujeros. En el caso de Cryptochiton sterelli la concha esta
completamente cubierta por el cinturén. En algunos grupos como Placiphorella y
Craspedochiton el cintur6n presenta una extension anterior mas alla del perimetro oval.
Algunos géneros como Stenoplax tienen un cuerpo caracteristicamente alargado (Kaas & Van
Belle, 1987; Schwabe, 2010).

En los ambientes rocosos en que viven, los quitones se adhieren al sustrato gracias a su
pie musculoso, de forma que la parte dorsal cubierta por las valvas sirve como proteccion ante
depredadores y disturbios; si llegan a despegarse de la superficie, son capaces de enrollarse
cubriendo la parte blanda de su cuerpo. Los quitones pueden alcanzar esta posicion debido a la
morfologia de la concha formada por las valvas interconectadas; sin embargo, carecen de

movilidad durante dicha posicion enrollada (Connors et al., 2012; Sigwart et al., 2019).



Los métodos multivariados en los que se basa la morfometria geométrica permiten
evaluar la forma de los organismos en relacion con las variables ambientales en que habitan las
poblaciones. Se sabe que existe una correlacion entre la energia de las olas con el grosor y
ancho de las conchas de los quitones (Sigwart et al 2015). Se ha empleado morfometria
geomeétrica en algunas especies de quitones para explorar temas particulares. Por ejemplo,
Chiton articulatus es una especie intermareal expuesta al embate de las olas. Estas zonas de
alto estrés dadas por el oleaje intenso pueden provocar asimetria fluctuante en el cuerpo de
estos quitones, provocando desviaciones entre el lado derecho e izquierdo. Sin embargo, estos
niveles de asimetria no afectan la estabilidad en su desarrollo (Ramirez-Santana et al., 2023).
En el quitdon Rhyzzoplax olivacea la correlacion con otros factores tienen respuesta en distintos
caracteres, la profundidad y la temperatura tienen correlacion positiva con el grosor de las
valvas; mientras que, la profundidad, la temperatura minima y la salinidad promedio tienen

influencia en la composicion elemental de la radula (Voulgaris et al., 2024).

Enfoques genéticos

La clase Polyplacophora data de finales del Precambrico a inicios del Cambrico (Stdger et al.,
2013) y se sabe que estan en todos los mares del mundo; sin embargo, dentro de las especies
no se conocen aspectos de su genética poblacional. Esta area es crucial para entender procesos
evolutivos basicos, como el cambio en las frecuencias alélicas, genotipos y fenotipos dentro de
las poblaciones, asi como dentro y entre las especies (Ponder et al., 2019).

El flujo genético entre poblaciones de especies bentdnicas constituye un tema
importante en biologia marina, su estudio se vuelve complejo ya que en la mayoria de los
invertebrados la fecundacion es externa y la etapa larvaria ocurre en la columna de agua, por
lo que el monitoreo del curso de las larvas es complicado (Sotka, 2005). Ademas, se sabe que
no existe una relacion entre en nivel de diferenciacion genética y la capacidad de dispersion,
ya que algunas especies con larva plantotroficas presentan alta diferenciacion a nivel local
(Todd et al., 1998). Tampoco existe una relacion taxondémica con el tipo de larva que presentan
algunos invertebrados, ya que se conocen pares de especies cercanas con distintos niveles de
diferenciacion genética, donde una de ellas presenta una larva planctotroficas y la otra larva
lecitotrofica (Todd et al., 1998). De igual forma, el ambiente repercute; en el quiton
Sypharochiton sinclaire la dispersion puede ocurrir a través de semillas de kelp, por lo que sus
poblaciones se mantienen mas conectadas genéticamente, esto contrasta con las poblaciones de

S. pelliserpentis que se asocia Unicamente a sustratos rocosos (Nikula et al., 2011).



Genes y taxonomia. La taxonomia ha sido el enfoque méas abordado en el uso de genes en
estudios de quitones, esclareciendo algunas de las relaciones entre las especies, quiza la mas
importante es la confirmacién de Polyplacophora como un grupo monofilético (Okusu et al.,
2003; Wilson et al., 2010). Tanto en la descripcion y delimitacion de especies, asi como en los
estudios filogenéticos predominan los genes: COl (Citocromo Oxidasa 1), 16S rRNA, 18S
rRNA, algunos otros incluyen 28S rRNA, Histona H3, y solo en algunos casos 12S rRNA e
ITS (Internal Transcribed Spacer) (Tabla 1). En la mayoria de las especies de quitones, estos
genes miden unos cientos de pares de bases (pb), COl 'y 16S miden entre 550-670 pb, mientras
que 18S mide cerca de los 2,000 pb. Usando algunos de estos marcadores, la filogenia méas
completa a la fecha es la de Okusu et al. (2003), quienes utilizaron varias especies de quitones,
asi como de otras clases de moluscos, con lo que resolvieron la definicion de tres grupos:
Callochiton, Lepidopleuridae y Chitonida. Sin embargo, las relaciones dentro de estos grupos
no se han esclarecido completamente (Sigwart et al., 2013; Ponder et al., 2020).

Se han definido especies con amplia variacion morfolégica con base en el uso de
marcadores moleculares, ejemplo de esto son Tonicia (Ibafiez et al., 2019) y Chiton (Ibafiez et
al., 2020) en el sur del este del Pacifico. Con el uso de COI (Tabla 1), se obtuvo informacion
de que Tonicia se origino en el Eoceno (Ibafez et al., 2019); también se lograron identificar
individuos de Leptochiton de mar profundo del que se tenian pocas muestras (Sirenko &
Schwabe, 2019). En el caso de especies hermanas de Stenoplax y Acanthochitona separadas
por el Istmo de Panama, se utilizd este gen se utiliz6 para estimar la tasa de divergencia entre
cada par de especies, el cual se estimé entre 1.3-1.7% por millon de afios (Garcia-Rios et al.,
2014).

Los datos moleculares han permitido observar una relacién de mayor diferenciacién
genética en poblaciones donde la temperatura del mar es mas alta, que a su vez exhibe una
relacion con la latitud a la que se distribuyen las especies. Los resultados de los estudios de
Kelly & Eernisse (2007) indican que las poblaciones ubicadas en latitudes altas donde la
temperatura superficial del mar o SST por sus siglas en inglés es menor, los valores de
diferenciacion genética son bajos, mientras que las poblaciones de las especies que se
distribuyen en latitudes mas bajas donde la temperatura es mas alta cuentan con una mayor
diferenciacion genética. El andlisis de SST también ha permitido observar patrones similares
entre zonas donde las corrientes marinas convergen (Ni et al., 2020), asi como la diferenciacion
de poblaciones de distintas zonas geogréaficas (Xu etal., 2020). Incluso a nivel macroevolutivo
se ha observado mayor riqueza especifica en latitudes medias del sureste del Pacifico
(Navarrete et al., 2020).



Tabla 1. Estudios en grupos de quitones en los que se han incluido andlisis moleculares, utilizando
genes. COI- indica que en trabajao original el gen es llamado cox1.

TAXA GENES ENFOQUE REFERENCIA
1 | 28 especies de Polyplacophora | COI, 16S, 18S, 28S, H3 Filogenético (Okusu et al., 2003)
2 | Mopalia Col Barcoding (Kelly et al., 2007)
3 | 28 especies de Polyplacophora | COI Flujo de genes (Kelly & Eernisse, 2007)
4 | Mopalia COl, 168, 18S, 28S Filogeografico (Kelly & Eernisse, 2008)
5 | Lepidopleuridae COl, 16S, 18S Filogenético (Sigwart et al., 2010)
6 Acanthochitona COl, 12S, ITS1 Sistematico (Bonfitto et al., 2011)
7 | Ischnochiton australis e Col Ecologico (Palmer, 2012)
I. lentiginosus
8 | 9 especies Col Filogenético (Chen & Sun, 2013)
9 | Choriplax grayi COl, 168, 18S, 28S Taxondémico (Sigwart et al., 2013)
Hemiarthrum setulosum
10 | Stenoplax y Acanthochitona col Reloj molecular (Garcia-Rios et al,,
2014)
11 | Acanthochitonina rrL, COl, cob, 18S, 28S Filogenético (Irisarri et al., 2014)
12 | Lepidochitona pseudoliozonis | COI Nueva especie (Garcia-Rios, 2015)
13 | Acanthochitona COl, 16S Ecoldgico (Eernisse et al., 2018)
14 | Ischnochiton COl, 168, 18s, 28S Filogenia 'y nueva | (Owada, 2018)
especie
15 | Lepidopleuridae col Filogeografico y | (Sigwart & Chen, 2018)
sistematico
16 | Leptochiton COl, 28S Taxondémico (Wang et al., 2018)
17 | Tonicia COl, 16S, 185 Filogeografico y | (Ibafiez et al., 2019)
taxonémico
18 | Leptochiton col Sistematica (Sirenko & Schwabe,
2019)
19 | Chiton COl, 16S, 185 Filogenético y | (Ibafiez et al., 2020)
sistematica
20 | 35 especies de Polyplacophora | COI, 16S Filogeografico (Navarrete et al., 2020)
21 | Acanthochitona cf | COI, 16S Filogeografico (Ni et al., 2020)
rubrolineata
22 | Acanthochiton rubrolineatus COl, 168, 28S Filogenética (Xu et al., 2020)
23 | Lepidochitona y Chiton col Sistematica y | (Reyes-Gomez et al,
barcoding 2022)
24 | Stenoplax y Callistochiton Col Sistemética y | Reyes-Gomez et al. 2023
barcoding
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Figura 1. Familias de Polyplacophora y el porcentaje (segun el nimero de especies) en que han sido
objeto de estudio en trabajos donde se han empleado genes.

Segun los trabajos revisados sobre quitones en los que se han empleado genes y
secuenciacion Sanger, a la fecha se han estudiado 227 especies de 20 familias, entre las cuales
las més estudiadas han sido: Mopaliidae (16.7%), Ischnochitonidae (15.4%), Leptochitonidae
(14.5%), Chitonidae (12.8%) y Acanthochitonidae (11.5%), es decir, el 70% de los trabajos en
que se han utilizado genes se han enfocado en cinco familias de quitones (Fig. 1).

Analisis de mitogenomas. En los Gltimos afios, las filogenias han tenido mayor resolucién
gracias a la secuenciacion de las mitocondrias completas 0 mitogenoma (Tabla 2). Si bien
Boore & Brown (1994) describieron el primer mitogenoma de un quiton, Katharina tunicata,
se realiz6 por , éste fue un trabajo meramente descriptivo. EI mitogenoma se obtuvo con
secuenciacion Sanger por medio de bacteriéfagos de E. coli, y se pudieron reconocer los 37
genes caracteristicos en los metazoos, formado de 15,532 pb; ademas se reconocio que la
arquitectura del mitogenoma en estos organismos es mas antigua que la de otros moluscos. Méas
tarde se secuenciaron Cryptochiton stelleri, Cyanoplax cf. caverna y Nuttalina californica
(Irisarri et al., 2014), trabajo en el que se confirmo la monofilia de Chitonida. Posteriormente
se sumaron Sypharochiton peliserpentis, S. sinclairi (Veale et al., 2016) y Chaetopleura
apiculata (Guerra et al., 2018). Un afio después se publicaron mitogenomas de 13 especies mas

(Irisarri et al., 2020), con las que los autores construyeron una filogenia mas completa,
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incluyeron la anotacion de los genes y obtuvieron datos de re-arreglos como duplicacion,
inversion y traslocacion de algunos genes entre las especies incluidas. Adicionalmente, este
mitogenoma permitié calcular el tiempo de divergencia de algunos grupos o especies de
quitones, por ejemplo, la divergencia dentro de Chitonina en el Jurasico y la de algunas
familias, como Chitonidae y Loricidae, en el Cretacico. Mas tarde, el anélisis de transcriptomas
de genes mitocondriales de siete especies de quitones intermareales ayudo a reconocer sitios
bajo seleccidn diversificadora relacionados en la cadena respiratoria. Estos sitios polimorficos
indican una modificacion funcional en proteinas esenciales y posiblemente relacionadas con la

adaptacion de los quitones a ambientes intermareales (Dhar et al., 2021).

Tabla 2. Estudios en grupos de quitones en los que se han incluido secuenciacién de mitogenomas, y
genomas completos.

Nivel Especies Longitud del marcador Referencia
Mitogenomas Katharina tunicata 15,532 pb (Boore & Brown, 1994)
Cryptochiton sterelli 15,082 pb (Irisarri et al., 2014)
Cyanoplax cf. caverna 15,141pb
Nuttallina californica 15,604 pb
Sypharochiton pelliserpentis 15,048 pb (Veale et al., 2016)
S. sinclairi 15,028 pb
Chaetopleura apiculata 15,108 pb (Guerra et al., 2018)
Dendrochiton gothicus 14,987 pb (Irisarri et al., 2020)
Nuttallochiton mirandus 12,511 pb
Plaxiphora albida 12,564 pb
Acanthopleura echinata 14,848 pb
Chiton albolineatus 14,934 pb
Tonicia forbesii 14,569 pb
Acanthochitona avicula 15,202 pb
Callochiton steinenii 11,923 pb
Hemiarthrum setulosum 16,043 pb
Tonicina zschaui 12,914 pb
Leptochiton nexus 15,488 pb
Nierstraszella lineata 15,765 pb
Hanleyella oldroydi 15,690 pb
Acantopleura granulata 15,665 pb (Varney et al., 2021)
Lepidozona coreanica 16,572 pb (Sun et al., 2023)
Schizochiton incisus 15,491 pb (Liu et al., 2023)
Acanthopleura vaillantii 15,271 pb (Alnashiri et al., 2024)
Acanthochitona defilippii 14,999 pb (Kim et al., 2024)
Genomas Acanthopleura granulata 606.537 Mb (Varney et al., 2021)
(87 scaffolds)
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La secuenciacion del mitogenoma de Schizochiton incisus donde se realizo la filogenia basada
en genes codificadores de proteinas se reconocid a Schizochitonidae como grupo hermano de
Chitonidae y ademas se propuso como el grupo mas antiguo en que aparecieron los “0jos” en

la concha de las especies de Chitonidae (Liu et al., 2023).

Secuenciacion de alto rendimiento (High-throughput sequencing, HTS). Dentro del
phylum Mollusca, los trabajos con secuenciacion de nueva generacién son escasos,
considerando que se trata de un grupo con més de 100,000 especies vivas y que se encuentran
en todos los ambientes y con una gran diversidad de formas corporales, por lo que sus
mecanismos genomicos son de gran interés en la biologia evolutiva (Sigwart et al., 2021).

En un estudio enfocado al andlisis de transcriptomas y los genes relacionados con la
locomocion y adhesion de los quitones, secuenciaron el transcriptoma de Ischnochiton
hakodadensis; adicionalmente, se identificaron algunos otros relacionados con funciones
moleculares y celulares, asi como otros involucrados en procesos como crecimiento y
reproduccion (Dou et al., 2018). También se ha incluido a los quitones en comparaciones de
transcriptomas entre distintos grupos de invertebrados (Riesgo et al., 2012) entre las clases de
Mollusca para conocer la conservacion de los genes Hox (De Oliveira et al., 2016), e inclusive
cuestiones especificas como buscar genes en Lophotrocozoa, relacionados con la inmunidad
ante bacterias (Halanych & Kocot, 2014).

La secuenciacion de alto rendimiento o HTS por sus siglas en inglés, ha permitido
obtener informacién genémica, cada vez a mas bajo costos, ain en organismos de los que se
tiene poca o ninguna informacién genética (Lopez et al., 2019). Uno de estos métodos es la
secuenciacion RADseq o secuenciacion asociada a sitios de restriccion, la cual consiste en
secuenciar tramos del genoma asociados a endonucleasas de restriccion, de esta manera se
obtienen multiples copias de una fraccion del genoma. Posteriormente, a partir de trabajo
bioinformatico se pueden reconocer polimorfismos de un solo nucledtido o SNP por sus siglas
en inglés (Andrews et al., 2016; Mardis, 2008). La secuenciacién llamada RADseq se ha
utilizado en el estudio de genémica ecoldgica y evolutiva de organismos no modelo (Andrews
etal., 2016) y se tiene la ventaja de que, en estudios con enfoques filogeogréaficos, filogenéticos
o0 de genetica de poblaciones no se requiere un genoma completo, sino una dispersion de loci a
lo largo del genoma (Toonen et al., 2013).

Mediante una combinacion de lecturas cortas obtenidas de secuenciacién Illumina y
lecturas largas obtenidas con Nanopore, se secuencio el primer genoma de un quiton,

Acanthopleura granulata (Varney et al., 2021). EI genoma de esta especie consta de 606.9 Mb
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y se pudo ensamblar en 87 scaffolds. Ademas, se realiz6 la anotacion del 85% de las lecturas
obtenidas, con lo que se pudieron encontrar genes relacionados a la biomineralizacion del
hierro utilizados en la construccion de la concha, escleritas (estructuras que recubren el cinturon
de los quitones) y dientes. Tambiéen se identificaron genes homdlogos presentes en moluscos
conchiferos. A la fecha, en genebank se encuentran disponibles genomas de otras diez especies
de quitones, de las cuales dos estan anotados y ensamblados a nivel de genomas, sin embargo,

los trabajos esperan a ser publicados.

Discusion

Los quitones son un grupo muy diverso; sin embargo, su estudio no es homogéneo entre las
especies ni entre las areas geogréaficas. Algunas de estas cuestiones estan relacionadas con la
capacidad de dispersién de los quitones y los patrones de distribucion de las especies, en este
sentido se requiere abordar su estudio con herramientas nuevas. Por ejemplo, los SNPs en
permitieron determinar que los niveles de temperatura estdn relacionados a la tasa de
mortalidad de algunos moluscos bivalvos (Wyngaarden et al., 2018) y utilizarlos en quitones
contribuiria al conocimiento de los procesos evolutivos por los que han pasado. Es decir, sumar
datos genémicos que permitan tener un mayor ndmero de loci en los analisis, ayudaria a
entender los eventos que han ocurrido en las poblaciones de estos invertebrados marinos. No
obstante, se requieren estudios donde se analicen los procesos oceanograficos que permiten el
reclutamiento local (Largier, 2003), de igual forma, dilucidar variaciones intraespecificas que
tienen lugar a lo largo de las distribuciones y que se encuentran asociadas con la geografia y
oceanografia local (Ibafiez et al., 2019; Ni et al., 2020). Por su parte, los métodos coalescentes
pueden dar pruebas de la diferenciacion de las poblaciones en términos de tiempos de
divergencia, asi como en cambios de sus tamafios poblacionales historicos (Hart & Marko,
2010).

En los enfoques taxondmicos se ha utilizado mucho a COI; no obstante, en aquellos en
que se emplean genes nucleares se han obtenido resoluciones mayores entre los grupos de
quitones, por lo que la combinacidn de genes mitocondriales y nucleares es ideal en estos casos.
Cabe mencionar que la morfologia tradicional ha sido una herramienta util y que no debe ser
descartada, en particular el uso y descripcién de la escultura de las valvas, asi como la radula
ya que han demostrado ser caracteres informativos en la descripcion de las especies. Por otro
lado, la resolucion de los grandes grupos de quitones parece requerir mas informacion, la cual

puede ser obtenida con marcadores moleculares obtenidos en todo el genoma o bien en
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subrepresentaciones de este, ejemplo de estos pueden ser los elementos ultraconservados o
UCE por sus siglas en inglés y por supuesto, secuenciacion de genomas completos.

Tambien se requiere elegir especies de quitones con rangos de distribucién amplios, su
uso en conjunto con marcadores gendmicos podria proveer herramientas mas potentes para
resolver temas béasicos de como se comportan las poblaciones dentro de las especies. De la
misma manera en que la inclusion de genes y mitogenomas a los estudios, ha ayudado a
resolver cuestiones que no eran claras cuando solo se utilizaban caracteres morfoldgicos, el
aumentar el nimero de loci en los analisis genéticos ayudara a resolver preguntas que a la fecha
siguen sobre la mesa. Los quitones, en particular son un grupo que por su mecanismo de
dispersion y por su forma de vida bentonica limitada a sustratos rocosos, se vuelven clave en
el entendimiento de los efectos de procesos oceanicos y evolutivos, los cuales en el futuro
pueden volverse objeto para el entendimiento de cuestiones aplicadas como el calentamiento
global. Finalmente, debemos recordar que los quitones han vivido mucho tiempo sobre la
Tierra, y analizar las marcas que han quedado en su genoma, podria ayudar a entender otros

procesos que han ocurrido sobre el planeta.
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Capitulo 2

Bergmann's Rule under Rocks: Testing the Influence of Latitude and
Temperature on a Chiton from Mexican Marine Ecoregions

Raquel Hernandez-P, Hugo A. Benitez, Claudia Patricia Ornelas-Garcia,

Margarita Correa, Manuel J. Suazo y Daniel Pifiero

Los quitones son moluscos morfolégicamente conservados, constan de ocho valvas imbricadas
y cubiertas por un cinturén carnoso; su cuerpo esta aplanado dorsoventralmente, lo que les
permite adherirse a los sustratos rocosos. Debido a su desplazamiento limitado, estan
constantemente expuestos a los cambios ambientales. En este trabajo se utiliz6 morfometria
geomeétrica para medir el cambio en la talla y la forma del cuerpo de Stenoplax limaciformis de
tres ecorregiones marinas ubicadas en la porcion mexicana del océano Pacifico. Se colocaron
landmarks y semilandmarks a lo largo del cuerpo de los quitones, para cuantificar la forma.
Adicionalmente, se realiz6 un analisis de alometria para conocer el cambio de la forma debido
a la talla en un gradiente latitudinal. Los resultados indican que los quitones mas grandes se
encuentran en latitudes altas, donde las temperaturas son mas bajas y que los quitones pequefios
se encuentran en latitudes bajas donde las temperaturas son mas elevadas. Este patron se ajusta
a lo descrito en organismos homeotermos, en el caso de los quitones podia estar dado por los
niveles de clorofila a, la cual esté relacionada a la cantidad de alimento disponible, asi como a

los altos niveles de humedad, necesarios en latitudes altas durante mareas las mareas bajas.

El trabajo completo fue publicado en la edicion especial “Evolution and Ecology of Phenotypes
in Nature” de Biology, y encuentra disponible aqui 10.3390/biology12060766
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Abstract

Genomic tools offer a robust approach for quantifying marine connectivity, particularly in
benthic and sessile organisms. Chitons are a class of marine molluscs, they have a pelagic larval
stage and live fixed on hard substrates during their adult life. The chiton Stenoplax limaciformis
is found along rocky shores of the Tropical and Northeastern Pacific, encompassing several
marine ecoregions. We analyzed populations from three marine ecoregions with varying
oceanographic conditions, to evaluate the potential genetic structure of S. limaciformis. DNA
from 125 chitons was sequenced using the ddRADseq method and 5,814 SNPs were obtained
after filtering. We conducted phylogenetic, genetic diversity and structure, and demographic
analyses to evaluate recent and ancient gene flow. Admixture resolved three genetic groups
that correspond to the marine ecoregions. The northeastern ecoregions exhibited lower genetic
diversity, with H:= 0.101 and F.= 0.026, compared to other ecoregions. A multivariate
regression analysis explored the relationship between genetic data and environmental factors,
identifying candidate loci involved in local adaptation, particularly associated with
Chlorophyll-a in areas of lower sea surface temperature. Chitons from three marine ecoregions

displayed evidence of northward population expansion; sibling species of S. limaciformis are
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found in the Caribbean, suggesting that ancient species may have originally dispersed from the
southern Pacific. Furthermore, the North Equatorial Current flows northward, potentially
facilitating dispersal in that direction. Our results suggest that ocean currents have influenced
the intrapopulation genetic structure of marine ecoregions because chiton larval dispersal is
dependent on them. Environmental conditions shaped by oceanographic factors have driven
local adaptations in this species, reflected in their genome, contributing to large population

effective sizes and a currently broad distribution range throughout marine habits.
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Introduction

Marine environments are affected by oceanographic features such as sea currents, temperature,
and salinity, and ocean conditions alter larval dispersal, resulting in ecological and evolutionary
consequences (Bashevkin et al., 2020). Larval dispersal and recruitment of benthic marine
invertebrates have been shown to depend on the abundance of larvae in the water column, larval
mortality, settlement rate, and oceanographic features such as upwelling, and cold-water
plumes (Hunt & Scheibling, 1997). Migration capacity depends on the biology and life cycle
of organisms. Most marine invertebrates have benthic or sessile habitats, so their dispersal is
limited or null during the adult stage. Consequently, the larval stage is the main dispersal stage
that confers colonization potential to most benthic invertebrates. In these species, the period
spent in the water column fluctuates and ranges from minutes to months. Metamorphosis is
usually delayed until a suitable substrate is found, so the larval stage is considered a major
determinant shaping demography and population processes. Pelagic larvae confer important
larval dispersal and colonization potential (Hedgecock, 1986; Jenkins et al., 2009). However,
some marine species have lecithotrophic larvae (which develop from yolk supplies in the ovum
and do not feed), so they must find a substrate and begin the adult stage (Levin et al., 1987).
Dispersal limitations could result in isolation by distance patterns, which could be raised by
ocean currents, sea floor topology, and oceanographic features providing ample possibilities

for isolation and genetic differentiation (Waples, 1998).

Migration is reproductively effective through a successful exchange of gametes or
individuals who survive and reproduce in the new population they arrive at (Levins, 1964).
Dispersal can contribute significantly to population growth rates, gene flow, and species

persistence (Lowe & Allendorf, 2010). Also, genetic diversity, which can arise through
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mutation or gene flow, contributes to the ability of a species to respond to environmental
changes and reflects the balance between the new and loss of alleles (Ellegren & Galtier, 2016).
Gene flow tends to homogenize gene frequencies among populations, while genetic drift and/or
natural selection, which act as population diversification forces are opposite processes that
produce intermediate outcomes on population structure (Millstein, 2006; Slatkin, 1994).
Historical demography reflects such patterns of genetic variation within and among
populations. In addition, it facilitates the search for genetic regions that have been targets of
non-neutral forces, as well as historical events such as migrations (Gutenkunst et al., 2009).
Natural selection impacts demographic inference, and the effects can be interpreted as evidence
of population bottlenecks and growth. Different demographic scenarios change the shape and
branch lengths of the underlying genealogies, which consequently change the site frequency
spectrum (SFS). The SFS refers to the number of single-nucleotide polymorphisms at particular
frequencies in a sample of individuals (Schrider et al., 2016; Beichman et al., 2018).
Demographic inference helps to find a particular model describing population size changes,
population split and mixture events over time (Beichman et al., 2018). From a population
genetics perspective, demographic processes determine the strength of genetic drift and natural
selection, shaping the genetic variation within and among populations (Wright, 1930;
Caballero, 1994). The importance of migrants is low when local density and competition for
recruitment are high, and its contribution increases as local density and competition decrease.
Also, the outcome of migration depends on species density and related interactions (Lowe &
Allendorf, 2010).

Direct observation of larval dispersal between marine populations is nowadays
intractable. However, genomic tools provide a powerful means for quantifying marine
connectivity, and sequencing methods like ddRADseq have allowed the use of hundreds or
thousands of genetic markers throughout the genome in non-model species by sequencing
genetic regions close to restriction sites cuts (Willing et al., 2012). Additionally, methods based
on the SFS appear to be slightly more robust than other coalescent approaches, as the historical
events of populations influence them (Beichman et al., 2018).

Chitons belong to the phylum Mollusca and are distributed in all oceans. Nonetheless,
there are few broadly distributed species, which have been suggested to be related to the
lifespan of larvae. Lower sea surface temperatures could contribute to longer larval duration

among lecithotrophic species, increasing dispersion (Eernisse, 2007; Kelly & Eernisse, 2007).
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A distinct latitudinal connectivity gradient has been observed in chiton species distributed at
lower latitudes that tend to show genetically isolated populations (Kelly & Eernisse, 2007).
Stenoplax limaciformis (G. B. Sowerby |, 1832) is a chiton species distributed from the
Northeastern to Tropical-Eastern Pacific, covering from Mexico to Peru (Reyes-Goémez et al.,
2022). These geographic ranges encompass several marine ecoregions where oceanographic
factors may serve as barriers for S. limaciformis. Earlier works describe S. purpurascens as its
sibling species distributed in the Caribbean Sea. It has been proposed that S. limaciformis and
S. purpurancens diverged due to the closure of the Isthmus of Panama (Garcia-Rios et al.,
2014). This study aims to evaluate whether populations of S. limaciformis exhibit genetic
structure related to ecoregions and oceanographic factors that impose selective pressures and
environmental barriers. Additionally, we analyzed whether geographic features are linked to
the current distribution and genetic structure of S. limaciformis by modeling evolutionary
scenarios to infer the demographic processes that the species may have gone through. We
described the probable scenarios considering divergence and gene flow among chitons from

different ecoregions.

Materials and Methods

The sampling was carried out in 15 localities at different latitudes (Supplementary Material
Table S1) in the three marine ecoregions located in the Mexican portion of the Pacific Ocean
(Reyes-Gomez, 2016): Gulf of California (GC), Southern Gulf of California (SGC) and
Mexican Pacific Transition (MPT; Fig. 1). The abundance of S. limaciformis is variable along
its distribution, so 3-15 individuals were sampled in each site (Details in Hernandez-P et al.,
2023).

After a morphological corroboration of S. limaciformis following Kaas y Van Belle
(1987), 125 individuals were included in subsequent analyses. For some analyses, localities
were combined to homogenize the number of individuals, then some localities shared ID (Sup.
Mat. Table S1). A third part of the muscle from the feet of chitons was cut and used for DNA
extraction using the QIAGEN DNeasy Blood and Tissue Kit, following the manufacturer's
protocol. The integrity of the DNA was verified with an agarose gel (1%) and concentration
was quantified using a Qubit 3.0 Fluorometer from Thermo Scientific, which ranged between
50 and 80 ng/uL. Samples were genotyped at the Biotechnology Center at the University of
Wisconsin-Madison. Sequencing libraries were constructed through double digest restriction
site-associated DNA with the Nsil and Bfal enzymes, following the Genotype by Sequencing
protocol (Elshire et al., 2011).
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Figure 1. Geographic location of sites where S. limaciformis was collected. Marine ecoregions are color-
coded, ID for each ecoregion and localities are indicated in parentheses. B. Kino is marked with two
colors because it is part of the Gulf of California, but chitons from this location are clustered with
individuals from the Southern Gulf of California. The dotted line indicates boundaries between the GC
and SGC ecoregions, according to Reyes-Goémez (2016).

Paired-end 150 pb reads were obtained, and ~2.4 million reads per individual. The quality of
the reads was verified using FASTQC (Andrews, 2010) and adapters were removed with
TRIMMOMATIC (Bolger et al, 2014). Demultiplexing, de novo assembly, and SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) identification were performed using Stacks (Catchen, 2013). After
SNP calling, MAF (0.05), missing data per site (<10%), and Hardy Weinberg (0.005) filters
were performed with VCFtools v0.1.16 (Danecek et al., 2011) and plink1.9 v1.90b6.22 (Purcell
et al., 2007).

Phylogenetic inference. Two samples from each location of S. limaciformis were randomly
selected to build a phylogenetic tree. As external groups, we included two individuals of S.
purpurascens (C. B. Adams, 1845), the sibling species of S. limaciformis, distributed along the
Caribbean Sea, and two samples of S. circumsenta S. S. Berry, 1956, which is distributed near
S. limaciformis and is morphologically similar. An independent SNP filtering of these species

was performed according to MAF= 0.02 and removing sites with more than 80% of missing
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data. Sequences were aligned with MAFFT v7 (Katoh & Standley, 2013). Phylogenetic
relationships were recovered from Bayesian Inference (BI), simulating 30,000,000 generations,
two independent runs, four chains, and burnin of 25% using MrBayes v.3.2.2 (Ronquist et al.,
2012).

Population genetics and environment. Ancestry signature analysis of S. limaciformis was
implemented with Admixture v1.3.0 (Alexander et al., 2009), burning of 1,000 replicates was
used and the ancestry plot was constructed using the most likely K value. A discriminant
analysis of principal components (DAPC) was performed to collect further information
regarding the clustering of chitons in each marine ecoregion. DAPC transforms data using
PCA. The number of retained PCs is specified, and it runs a k-means algorithm (Jombart and
Collins, 2015). That was performed using adegenet (Jombart & Ahmed, 2011) in R. Genetic
diversity measures also were performed using adegenet (Jombart & Ahmed, 2011), vcfR
(Knaus & Grinwald, 2017), hierfstat (Goudet, 2005), and StAMPP (Pembleton et al., 2013) in
R. Ho, He, and Fis were calculated for each marine ecoregion, and Fst was calculated by
location.

Environmental data was retrieved from ERDDAP by accessing the dataset Sea Surface
Temperature, Coral Reef Watch, CoralTemp, v3.1—Daily, 1985-present. Dataset ID:
CRW _sst_v3 1 (Donlon et al., 2012; Maturi et al., 2017). The environmental information was
averaged for 37 years for yearly trimesters were calculated in R (details in Hernandez-P et al.,
2023). Redundancy analysis (RDA), a genotype-environment association method (Forester et
al., 2018), was later implemented to evaluate the relationship between allelic frequencies of S.
limaciformis and environmental factors. Maximum and minimum values for trimesters of sea
surface temperature (SST), chlorophyll a (Chl.a), and photosynthetically available radiation
(PAR) were analyzed using regression tests. Correlated predictors were removed (Sup. Mat.
Fig. S4), as Dormann et al., (2013) suggested, and four environmental factors were selected.
The model “allelic frequency ~ Chl.a_max + Chl.a_min + SST max + SST min” was tested
using 999 permutations. Candidate loci involved in local adaptation and associated with
environmental variables were also identified (Sup. Mat. Fig. S6) this analysis was carried out
using vegan (Oksanen et al. 2001) and psych (Revelle, 2007) in R.

A Mantel Test was performed to evaluate isolation by distance (IBD), in which genetic
differentiation increases with geographic distance (Wright, 1943) (Sup. Mat. Fig. S5). This has
been employed to assess spatial genetic patterns in marine systems. In some studies, this
analysis has revealed the lack of any spatial genetic correlations, so environmental factors

besides spatial distances became important (Nanninga et al., 2014). For the Mantel test, genetic
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distance was measured through paired and Euclidean distance between localities was
estimated. Isolation by Environment was also tested, evaluating the relationship between SST,
Chlorophyll-a and PAR. These tests were carried out using philentropy (Drost, 2018) and ade4
(Dray & Dufour, 2007) in R.

Inferring the demography of Stenoplax limaciformis populations. Exploratory analyses were
performed to infer plausible demographic scenarios for testing. Because the tests applied are
sensible to low-frequency variants, the MAF filtering was removed and MAC=1 was used to
retain all polymorphic sites, keeping the other filtering parameters. The distribution of Tajima’s
D statistics, and SFS provide information about demographic events that might have occurred.
Tajima’s D statistics and SFS were estimated with vcftools 0.1.16 (Danecek et al., 2011).
TreeMix 1.13 (Pickrell & Pritchard, 2012) was used to investigate if gene flow between
populations has occurred in the past.

Based on the patterns observed in the SFS and the D-Tajima statistic, and the gene flow
events suggested by TreeMix, plausible demographic models were constructed based on the
phylogenetic relationships of the populations (see results). Specifically, three demographic
scenarios were tested: 1) Gene flow from GC to SGC, 2) bidirectional gene flow between GC
to SGC, and 3) no gene flow between these two populations. Divergence times and N. were
estimated. The demographic simulations were performed with fastsimcoal2 (Excoffier et al.,
2021; Gutenkunst et al., 2009).

Results

Phylogenetic inference. Fifteen locations where S. limaciformis is distributed along the
Mexican Pacific were sampled. After filtering, 125 individuals and 5,814 SNPs were kept. The
phylogenetic tree clustered the S. limaciformis samples according to the three marine
ecoregions (GC, SGC, and MPT) with high support. The tree showed that S. limaciformis is
closer phylogenetically to S. purpurascens, which is distributed along the Caribbean Sea than
to S. circumsenta, which is distributed along the Gulf of California (Fig. 2).
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Figure 2. Phylogenetic relationship of S. limaciformis recovered from Bayesian Inference.

Bayesian Posterior Probabilities are indicated at nodes. S. limaciformis is colored by marine ecoregion.
S. purpurascens (Caribbean) and S. circumsenta (Gulf of California) are colored in gray tones. Images

of each species are on the right and they are not scaled.

Ancestry assignment performed with Admixture suggested three (K=3) genetic groups
as the most likely scenario (Sup. Mat. Fig. S1), and the clustering observed in the DAPC is
consistent with the marine ecoregion. GC is a well-defined genetic group with no mixed
ancestry when K=3, meanwhile a gradient of ancestries is observed between the SGC and MPT
in the geographically closer locations (Sup. Mat. Fig. S2). Middle populations, around 20°
latitude, share ancestry from north and south. PM (the southern locality of SGC) and the
northern localities of MPT are a genetic group on their own and share genetic ancestry (light
pink in Fig. 3A).
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Figure 3- A. Population structure of S. limaciformis inferred with Admixture. K3, which had the lowest
error, is displayed. Each color bar represents an individual, location is to the right of ancestry plots.
Localities are latitudinally ordered from north (top) to south (bottom), and each ecoregion is represented
in a color tone. Discriminant Analysis of Principal Components for ecoregion: B. Gulf of California. C.
Southern Gulf of California. D. Mexican Pacific Transition.
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Population genetics and environment. Because the number of individuals collected per
ecoregion was diverse, the number of retained PCs was: 30 for GC, 20 for SGC, and 50 for
MPT ecoregion. Locations were grouped by ecoregion (Sup. Mat. Fig. S3). Within regions,
DAPC showed that locations from GC are more dispersed, and populations are not well defined
(Fig. 3B). Locations from SGC and MPT were grouped into three and four populations,
respectively (Fig. 3C-D). Thus, northern populations are more dispersed, and southern ones are
more aggregated. Furthermore, their arrangement is consistent with geography. Values of F.
indicate that MPT, the southern ecoregion showed larger structure (F. = 0.056) among
localities in comparison with GC (F = 0.026) and MPT (F.= 0.040). By contrast, H: was higher
in the MPT (H: = 0.195) and in SGC (H: = 0.187) in comparison to the northern ecoregion (Fig.
4). The highest levels of genetic differentiation (F.;) were found among the populations from
the GC and the rest of the sampled locations. The differentiation was particularly high between
KN location and the populations from GC (Fig. 5A). F was low among the locations of SCG
and MPT.
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Figure 4. Genetic diversity measures in ecoregions where S. limaciformis is located. Expected (Hg) and
observed (Ho) heterozygosity, and inbreeding coefficient (Fis), also confidence interval (0.95) is
displayed.
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Figure 5. A. Paired genetic distances (F.) among locations for the three marine ecoregions in S.
limaciformis. Locations are latitudinally ordered from north (top) to south (bottom), and ecoregions are
distinguished by a color bar to the left (blue-GC, yellow-SGC, and pink-MPT). B- Partial RDA analysis
on genetic variance, explained by the effects of environmental factors. Allelic frequencies of chitons
from marine ecoregions are indicated by rhombuses displaying different colors, and vectors represent
environmental factors. SNPs that are not significantly associated with environmental factors are
represented in gray circles, and SNP significantly correlated with environmental factors are indicated
with color circles. Manhattan plots for: C. maximum Sea Surface Temperature and D. minimum
Chlorophyll-a. The SNP position refers to the position of SNP in the novo assembly of the genome; in
both, circles over the red line represent candidate loci related to selection.

Redundancy Analysis indicated that SST and chlorophyll-a are related to
the distribution of chitons in marine ecoregions, where MPT and SGC are closer than GC (Fig.
5B and S4). The first two eigenvalues explain more than 80% of the variance, with a significant
p-value = 0.001. Maximum and minimum SST values explained the arrangement of MPT, and
maximum and minimum chlorophyll-a values were related to the variance of chitons from GC
(Sup. Mat. Fig. S4). The number of candidate loci were 101 for Chlorophyll-a min, and 18 for

Chlrophyll-a max, and from 34 for SST min to 3 for SST max (Fig 5D).
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Inferring the demography of Stenoplax limaciformis populations. To construct plausible
demographic scenarios to test with fastsimcoal2, SFS and Tajima’s D distribution were
estimated according to the genetic groups (ecoregions) and the locations. In the case of
Tajima’s D statistics, estimations based on locations and genetic groups (ecoregions) were
biased to negative values (Sup. Mat. Fig. S7). The SFS, both location and genetic group-based,
presented an excess of low-frequency variants (Sup. Mat. Fig. S8). This was particularly
conspicuous in the MPT ecoregion when SFS was estimated according to the ecoregions (Sup.
Mat. Fig. S8). The patterns observed in both SFS and Tajima’s D statistics suggest that
populations have gone through demographic expansions.

Al A2
GC SGC MPT GC SGC MPT

A3
Past

Present GC sGC MPT

Past

Tg=2,344,780.0
Tp=234,092.0

Ty=221,250.0

Nc=156,921  N=54,383 N¢= 186,766 Present

Figure 6. Demographic scenarios were tested for the ecoregions. Al- The first scenario supposes gene
flow from GC to SGC. A2- The second scenario supposes bidirectional gene flow among GC and SGC.
A3- The third scenario supposes gene flow is lacking. B- Maximum likelihood for demographic
scenarios. C- The second scenario, the more likely scenery, where NA= Ancient population effective
size, NC= Current population effective size, TD= Divergence Time (years ago), TE= Expansive Time
(years ago).

Regarding gene flow, TreeMix identified unidirectional migration from GC to SGC
(Fig. 6). Based on all these results together, three demographic scenarios were tested, all of
which include population expansion in the three ecoregions: 1) geneflow from GC to SGC, as
suggested by TreeMix; 2) bidirectional gene flow between these two populations; and 3) no
gene flow. The demographic scenarios were constructed based on Tajima's D probabilities,

which showed negative values, suggesting population expansion for three ecoregions (Sup.
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Mat. Fig. S7), as well as the TreeMix method, which also supports gene flow from GC to SGC
(Sup. Mat. Fig. S9).

Coalescence analysis and the maximum likelihood results indicate that the scenario
with the maximum likelihood was the second one, which supports reciprocal migration
between GC and SGC (Fig. 6B). The results also suggest population growth, as the ancient
effective sizes were relatively small (GC- 12,289; SGC-6,798; MPT-7,622) and have all
increased (GC-156,921; SGC-54,383; MPT-186,766) in recent times. Demographic analyses
support a history where, first GC diverged from the rest, and later SGC formed another
ecoregion. Results confirm three marine ecoregions with large current effective sizes (Fig.
6C).

Discussion

The genetic diversity of S. limaciformis is variable among populations. The larval stage is
prolonged at lower temperatures due to delays in embryogenesis (Reizel et al. 2004), so chitons
have more time to be dispersed at sites under these temperatures. In this study, populations
with lower SST also exhibit lower genetic diversity, which resulted in increased gene flow. In
contrast, southern populations with higher SST show greater genetic diversity and are more
genetically isolated. This latitudinal relationship has been observed among species (Kelly &
Eernisse, 2007), where larger Fst values were observed at lower latitudes which correspond to
higher SST values, and this work confirms the same pattern among populations of a single
species. Additionally, the relationship between latitude and genetic diversity is correlated with
the location of marine ecoregions.

Results indicate higher values of Fis in MPT. However, F values indicate that southern
populations with higher genetic diversity also exhibit higher inbreeding, though these two
factors are not directly related. This may be linked to the direction and patterns of sea currents,
as well as the spatial requirements of chitons, which depend on rocky shores or other hard
substrates for their habitat. The coastal distribution of S. limaciformis and the trajectory of sea
currents in the southern portion of SGC and MPT ecoregions match with stepping-stone model
of gene flow, where breeding recruits disperse only short distances from their natal colony
(Harkness et al., 2024). Thus, gene flow from a large scale among populations in these
ecoregions always occurs in the same direction, north to south or south to north. Therefore, the
populations in the central portion of the distribution display shared ancestry. A similar result
has been observed in crab species, where the observed pattern is due to the physical

oceanographic conditions caused by sea currents, the correlation is not spatial, but it is temporal
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and influences larval recruitment, as well as gene flow (Jackson et al., 2018). Life history is
also a critical factor, crab species have a prolonged larval stage, while in chitons it is reduced,
so they have a shorter dispersal period.

It is important to notice that GC and SGC ecoregions are closer geographically, but the
boundaries between them do not correspond to latitudinal change. Ecoregions are related to the
water entrance into the Gulf of California, which has an elongated shape. Due to this
geographic factor, Fst values obtained among GC and SGC were larger between localities
geographically closer because they belong to different marine ecoregions. At the same time,
some localities from the same ecoregion are geographically distant but close genetically (Fig.
5A).

Similarly, these findings align with results from DAPC, which show the distribution of
genetic variance across and within ecoregions. Also, it is related to latitudinal gradient and
environmental factors, particularly SST. Strong differentiation in species with planktonic
larvae has usually been attributed to natural selection whereas, genetic homogeneity in species
lacking broadly dispersing planktonic larvae could reflect recent population expansion,
stabilizing selection, or unexpected dispersal capability (Hart & Marko, 2010). Northern
populations from GC are mainly affected by local environmental variables. On the other hand,
the Gulf of California is a closed sea, there are atmospheric and oceanic forces, where sea
currents and winds have temporal repercussions (Lavin & Marinone, 2003). The California
Current flows into the Gulf of California from December to January, moving southward by
March. From May to July, the Gulf is influenced by the Costa Rica Current, which is then
replaced by the North Equatorial Current in August and September. In November, the Gulf
Current exists into the Pacific, Additionally, wind patterns cause variations in the water column
over time (de la Lanza-Espino, 2001; Jiménez et al., 2005). Due to the foregoing, in the GC
ecoregion, mating could occur between individuals from diverse populations, which also
matches with mixed ancestry observed through admixture results. On the other hand, on the
coast of the MTP ecoregion occurs the North Equatorial Current, which forms around the Costa
Rica Dome and flows northward joining southward flow from the California Current (Lukas,
2001). This pattern results in gene flow among populations, towards north or south but always
along the coast, completing the same trajectory just as observed in admixture results.

Coastal environments often show a linear distribution for species, which may be related
to the centroid ecological niche. Populations located closer to the core of the fundamental
ecological niche are likely to experience greater stability due to optimal conditions. The

fundamental niche refers to the range of environmental conditions where a species can maintain
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positive population growth rates without immigration (Lira-Noriega & Manthey, 2013). Niche
theory suggests that the reproduction and survival of individuals should be higher in localities
placed at optimal conditions of their ecological fundamental niche (Peterson et al., 2011). S.
limaciformis was close to its sibling species, S. purpurascens through the southern populations
from its current distribution. Therefore, populations of MPT could correspond to more ancient
and higher genetic diversity populations, indeed these populations had higher Ho values.
According to species range evolution models, the niche's center contributes to the emergence
of novel adaptive alleles, which diffuse towards niche margins and facilitate range expansion
through local adaptations (Rolland et al., 2015). Demographic results suggest population
expansion; according to niche theory, this expansion would likely be towards the north, which
represents the margins of the species niche.

The demographic structure may be stable, with local populations persisting in each area
continuously for long times, or unstable, with large demographic changes occurring frequently
in the evolutionary history of a species. Demographic instability can result from large-scale
expansions in geographic range, as could occur during major climatic changes or after crossing
former barriers to dispersal (Slatkin, 1994). In this study, the split of S. limaciformis and S.
purpurascens occurred during the closing of Isthmus of Panama, which began 15.4 Ma causing
sea-level changes (Huguet et al., 2022). However, isolation between these two species is
estimated 5.1-10 Ma ago, due to rocky shore association. Therefore, S. limaciformis was
distributed along the Pacific Ocean (Garcia-Rios et al., 2014). According to our results, the
ancient MPT ecoregion expanded toward the north, and after the other ecoregions diverged,
which coincided with posterior geological events. First, the MPT expansion could go along by
the change of directions of marine currents after the complete development of the Isthmus of
Panama 2.9 and 1.9 Ma ago, which finished closed the Central America Seaway, ceasing water
exchange between the Pacific Ocean and the Caribbean Sea (Huguet et al.,
2022). Consequently, the North Equatorial Current took place, which goes forward to the north
to find the California Current, from the zone that corresponds with SGC and MPT ecoregions.
Direction changes in the way currents from the Pacific also provoked decreasing temperatures
and upwelling intensified over time (Schneider & Schmittner, 2006). Furthermore, divergence
time (Tp) matched to Last Interglacial Complex (~84-76 kya); during this period, which
suggests a high sea stand and an increased upwelling at coastal zones (Muhs et al., 2006), which
may have benefited from extending coastal distribution and increase larval duration,

respectively.
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Even, current northern populations of chiton display a relationship of loci under
selection by a-chlorophyll maximum values. Chitons are not photosynthetic organisms but
depend on algae used for food. Northern populations are also exposed to the lowest SST, where
upwelling occurs. Upwelling and downwelling occur causing a redistribution of the water, as
well as, larvae distribution in the water column (Hunt & Scheibling, 1997; Jiménez et al., 2005),

which means adequate factors for chiton gene flow.

Conclusions

Populations into marine ecoregions show genetic differences that match geographic locations
and a latitudinal gradient. Additionally, oceanographic factors help explain the boundaries
between GC and SGC ecoregions. This chiton, which lives in intertidal rock habits and has low
mobility, is ideal for revealing historical genetic patterns, which have been affected by ancient
and current oceanographic events. These events had left marks on the genome of this chiton,
through natural selection, so a genomic approach is an ideal resource for understanding this

invertebrate.
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Discusion general

Los resultados de este trabajo mostraron que entre los organismos de Stenoplax
limaciformis de las distintas ecorregiones marinas existe variacion genetica y morfologica. La
talla y la forma fueron caracteres fenotipicos que se midieron; sin embargo, no se realizd
ninguna asociacion con el genotipo. La variacion observada fue analizada bajo un contexto

ambiental a lo largo de un gradiente latitudinal.

Los resultados obtenidos con morfometria geométrica permitieron identificar dos
formas en el cuerpo de los quitones, una amplia y otra estrecha. Sin embargo, estas formas no
tuvieron relacion con las tallas observadas. Mientras que, la talla tuvo variaciones en relacion
con el gradiente latitudinal, por lo que se ajusté a la regla de Bergmann descrita para animales
endotermos, en tales casos una de las explicaciones es que los organismos que habitan en
latitudes altas donde la temperatura es baja, pasan la primera parte de su vida utilizando los
recursos para crecer; mientras que, los organismos que viven en latitudes bajas al tener recursos
constantemente disponibles se reproducen en edades tempranas en las que las tallas son
menores (Salewski & Watt, 2017). Si bien es una explicacion posible en el caso de los quitones,
se requiere comprobar si la produccion de gametos en términos de nimero y talla, difiere entre

quitones de distintas tallas.

Los organismos ectotermos no requieren mantener el calor corporal; no obstante, los
organismos que habitan la zona intermareal requieren mantenerse tan sumergidos o himedos
como sea posible durante la marea baja (Atkinson, 1994). Los quitones de tallas mas grandes
podrian acceder a rocas mas grandes y/o sujetarse mejor a ellas, de forma que mantengan la
humedad durante ese momento del dia. También se ha observado que los organismos de tallas
mas grandes pueden responder mejor a la disminucion de pH en temperaturas mas bajas;
mientras que, organismos mas pequefios tienen una respuesta mas agresiva a los factores de

estrés (Carey & Sigwart, 2014). Si bien, no se midi6 la respuesta de los quitones en cada sitio,
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se observd un cambio intermareal abrupto en las localidades pertenecientes a la ecorregion del

Golfo de California donde también se observaron los quitones de tallas mas grandes.

La talla ha sido considerada resultado de la plasticidad fenotipica en respuesta a
distintos ambientes (Garland & Kelly, 2006). En el caso de S. limaciformis se propone que la
talla tiene una respuesta ambiental dada por el gradiente latitudinal; si bien esto puede ser el
caso en otras especies, una mayor exposicion a un ambiente dado no significa una talla méas
grande, ya que este caracter también podria tener un componente taxonémico. Ademas, a nivel
macro evolutivo si se han identificado tallas grandes asociadas a latitudes altas donde las
temperaturas son bajas (Navarrete et al., 2020), por lo que se considera que la talla y forma de
los quitones son buenos caracteres para mapear en una filogenia de Polyplacophora, y la
morfometria geométrica constituye una herramienta adecuada. En los gradientes de
profundidad las especies de quitones suelen estar restringidas a ciertos rangos, inclusive las
especies cercanas se excluyen entre si en los espacios dentro de las costas (Eernisse,
comunicacion personal, 2024), y preguntas relacionadas siguen siendo temas para estudiar.
También se podria explorar si existen loci candidatos asociados con las tallas y formas, de la

misma forma que fueron asociados a las variables ambientales.

Los resultados mostraron que la diferenciacion genética de los quitones ocurre entre las
poblaciones de las ecorregiones marinas, en las que existen distintas variables oceanogréficas,
las cuales forman barreras para la dispersion de los organismos marinos (Van Cise et al., 2019).
Se identificaron loci asociados con la temperatura superficial del mar y la radiacion
fotosintéticamente disponible, la cual se relaciona con los habitos troficos de estos
invertebrados. La presencia de ciertas algas (calcareas incrustantes en su mayoria) determinan
el sitio en que los quitones pueden asentarse, ya que, al tener movilidad limitada, los
organismos eligen sitios ricos en alimento y a su vez, controlan el crecimiento poblacional de
las algas (Mendonga et al., 2015). Los andlisis de relacién genotipo- ambiente detectaron
asociaciones de frecuencias alélicas estadisticamente significativas con valores de gradientes
ambientales. Esto ademdas permite reconocer loci potencialmente involucrados con la
adaptacion local, a través de un escaneo en el genoma también es posible identificar en qué
regiones se encuentran tales loci (Schoville et al., 2012). No obstante, es necesario contar con
un genoma de referencia para identificar la ubicacion de tales regiones. Este estudio se realizo
utilizando un ensamble de novo, por lo que no fue posible identificar en qué regiones del

genoma de S. limaciformis se encuentran esos loci candidatos relacionados a la adaptacion
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local. De igual forma se identificaron loci asociados a los niveles de clorofila-a, por lo que el

estudio de la relacion quitén-alga sigue siendo un tema sobre la mesa interesante de estudiar.

Por otro lado, la estructura genética neutral refleja niveles de flujo de genes o la historia
evolutiva de las poblaciones aisladas (Ahrens et al., 2018). En este estudio, tales loci
permitieron realizar un analisis demografico, por lo que se pudieron obtener aproximaciones
de qué eventos han influido la estructura genética de S. limaciformis. Como se ha mostrado en
los andlisis demogréaficos, tales variaciones se deben a los procesos geoldgicos que a su vez
han modificado las corrientes marinas, las cuales han influido la direccién y la intensidad en el
flujo de genes de estos invertebrados. Los resultados mostraron que estos quitones han pasado
por expansiones poblacionales, eventos que han dejado huella en los tamafios poblacionales

grandes y altos niveles de diversidad genética de S. limaciformis.

Si bien, este trabajo se ha enfocado a analizar el efecto de las variables ambientales a
gran escala, sigue habiendo interrogantes sobre los procesos locales y como influyen en la
variacion genética intrapoblacional. Por ejemplo, se sabe que el Golfo de California tiene una
fuerte influencia del océano Pacifico, y es la fuerza mas importante en la circulacion; no
obstante, el golfo también es afectado por los vientos sobre la superficie del mary los flujos de
calor sobre la superficie (de la Lanza-Espino, 2001; Jiménez et al., 2005). Adicionalmente, las
caracteristicas de la batimetria y la forma del golfo modifican la circulacion a nivel local
influenciada por la circulacion batimétrica resultado de la topografia. Esta circulacion
atmosférica genera vorticidad que se transfiere al mar mediante flujos generando turbulencia 'y
giros en la columna de agua (Badan-Dangon et al., 1991; de la Lanza-Espino, 2001). Los
eventos historicos y presentes han influenciado en la variacion de la especie, en parte debido a
la latitud en que se ubican las poblaciones, y también con la temperatura del agua del mar en
que se encuentran. Como se ha mencionado, la temperatura afecta el tiempo de vida de las
larvas, lo cual guarda relacion con la disponibilidad de alimento y por tanto el tiempo que
tienen para ser dispersados, lo cual limita los espacios disponibles para diferenciarse en adultos.
Aunado a esto la biologia de los quitones y el ambiente rocoso que habitan, provocan que
monitorear directamente su dispersion sea practicamente imposible. El haber utilizado
marcadores genéticos como los SNPs permitio describir la variacion genética que existe dentro

y entre poblaciones, y también describir asociaciones que existen con el ambiente.

Los quitones de S. limaciformis adoptan el color de las algas de las que se alimentan,

también se amoldan a los espacios y recovecos de las rocas que utilizan como hébitat. Es decir,
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el ambiente ha moldeado no solo los genes de los quitones sino también su morfologia. Por
altimo, este trabajo proporciona una perspectiva en el estudio de la gendmica (que representa
un campo poco estudiado en la biologia de invertebrados marinos), y al mismo tiempo deja
sobre la mesa muchas interrogantes acerca de los genes involucrados en procesos reproductivos
o fisiolégicos, que a la fecha se desconocen y que no han sido abordados en esta tesis, pero que

sin duda sumarian en la interpretacion de estos resultados.

Conclusiones generales

Las poblaciones de Stenoplax limaciformis tuvieron tallas més grandes, asi como variacion y
diferenciacion genética mas alta en las zonas de latitudes bajas; y una relacion inversa en
latitudes altas. Dicha relacién estd dada principalmente por la temperatura en el gradiente
latitudinal, el cual también tiene un componente historico. Estas sefiales se ven reflejadas
principalmente entre los quitones de las diferentes ecorregiones marinas en las que habita esta

especie.

41



Referencias generales

Aguirre-Gomez, R. (2001). Los mares mexicanos a través de la percepcion remota (P. y Valdes (ed.)).
Instituto de Geografia, UNAM.

Ahrens, C. W., Rymer, P. D., Stow, A., Bragg, J., Dillon, S., Umbers, K. D. L., & Dudaniec, R. Y.
(2018). The search for loci under selection: trends, biases and progress. Molecular Ecology, 27(6),
1342-1356. https://doi.org/10.1111/mec.14549

Atkinson, D. (1994). Temperature and organism size—A biological law for ectotherms? Advances in
Ecological Research, 25(C), 1-58. https://doi.org/10.1016/S0065-2504(08)60212-3

Badan-Dangon, A., Dorman, C. E., Merrifield, M. A., & Winant, C. D. (1991). The lower atmosphere
over the Gulf of California. Journal of Geophysical Research, 96(C9), 16,877-16,896.
https://doi.org/10.1029/91JC01433

Barnes, R. S. K., & Hughes, R. N. (1999). An Introduction to Marine Ecology (Thrid Edit). Blackwell
Pusblishing.

Blanquart, F., Gandon, S., & Nuismer, S. L. (2012). The effects of migration and drift on local
adaptation to a heterogeneous environment. Journal of Evolutionary Biology, 25(7), 1351-1363.
https://doi.org/10.1111/j.1420-9101.2012.02524.x

Carabias, J., Meave, J. A., Valverde, T., & Cano-Santana, Z. (2009). Ecologia y Medio Ambiente en el
Siglo XXI (E. Quintanar (ed.); Primera Ed). Pearson Educacion.

Carey, N., & Sigwart, J. D. (2014). Size matters: Plasticity in metabolic scaling shows body-size may
modulate responses to climate change. Biology Letters, 10(8).
https://doi.org/10.1098/rsbl.2014.0408

de la Lanza-Espino, G. (2001). Caracteristicas Fisico-Quimicas de los mares de México. Plaza y
Valdés.

Garland, T., & Kelly, S. A. (2006). Phenotypic plasticity and experimental evolution. Journal of
Experimental Biology, 209(12), 2344-2361. https://doi.org/10.1242/jeb.02244

Grosberg, R., & Cunningham, C. W. (2001). Genetic structure in the sea: from populations to
communities. In M. Bertness, S. Gaines, & M. Hay (Eds.), Marine Community Ecology (Issue
January 2000, pp. 61-84). MA: Sinaue.

Jiménez, A., Marinone, S. G., & Péares-Sierra, A. (2005). Effect of the spatial and temporal variability
of winds on the circulation in the Gulf of California. Ciencias Marinas, 31(2), 357-368.

Kawecki, T. J., & Ebert, D. (2004). Conceptual issues in local adaptation. Ecology Letters, 7(12), 1225—
1241. https://doi.org/10.1111/j.1461-0248.2004.00684.x

Klingenberg, C. P. (2010). Evolution and development of shape: Integrating quantitative approaches.
Nature Reviews Genetics, 11(9), 623-635. https://doi.org/10.1038/nrg2829

Klingenberg, C. P. (2016). Size, shape, and form: concepts of allometry in geometric morphometrics.
Development Genes and Evolution, 226(3), 113-137. https://doi.org/10.1007/s00427-016-0539-2

Lenormand, T. (2012). From local adaptation to speciation: Specialization and reinforcement.
International Journal of Ecology, 2012. https://doi.org/10.1155/2012/508458

Meiri, S., & Dayan, T. (2003). On the validity of Bergmann’s rule. Journal of Biogeography, 30(3),
331-351.

Mendonga, V., Vinagre, C., Cabral, H., & Silva, A. C. F. (2015). Habitat use of inter-tidal chitons - role
of colour polymorphism. Marine Ecology, 36(4), 1098-1106. https://doi.org/10.1111/maec.12205

Navarrete, A. H., Sellanes, J., Pardo-Gandarillas, M. C., Sirenko, B., Eernisse, D. J., Camus, P. A,
Ojeda, F. P., & Ibafiez, C. M. (2020). Latitudinal distribution of polyplacophorans along the South-
eastern Pacific coast: unravelling biases in geographical diversity patterns. Marine Biodiversity,
50(4), 0-12. https://doi.org/10.1007/s12526-020-01060-0

Partridge, L., & Coyne, J. A. (1997). Bergmann’s Rule in Ectotherms: Is It Adaptive? Evolution, 51(2),
632. https://doi.org/10.2307/2411139

Ponder, W. F., Lindberg, D. R., & Ponder, J. M. (2019). Biology and Evolution of the Mollusca, Volume
One. Taylor & Francis Group.

Reitzel, A. M., Miner, B. G., & McEdward, L. R. (2004). Relationships between spawning date and
larval development time for benthic marine invertebrates: A modeling approach. Marine Ecology
Progress Series, 280(October), 13-23. https://doi.org/10.3354/meps280013

Reznick, D. N., & Ghalambor, C. K. (2001). The population ecology of contemporary adaptations:
What empirical studies reveal about the conditions that promote adaptive evolution. Genetica,

42



112-113(1956), 183-198. https://doi.org/10.1023/A:1013352109042

Salewski, V., & Watt, C. (2017). Bergmann’s rule: a biophysiological rule examined in birds. Oikos,
126, 161-172. https://doi.org/10.1111/0ik.03698

Sanford, E., & Kelly, M. W. (2011). Local adaptation in marine invertebrates. Annual Review of Marine
Science, 3, 509-535. https://doi.org/10.1146/annurev-marine-120709-142756

Schoville, S. D., Bonin, A., Francois, O., Lobreaux, S., Melodelima, C., & Manel, S. (2012). Adaptive
genetic variation on the landscape: Methods and cases. Annual Review of Ecology, Evolution, and
Systematics, 43, 23-43. https://doi.org/10.1146/annurev-ecolsys-110411-160248

Slatkin, M. (1994). Gene Flow and Population Structure. In L. Real (Ed.), Ecological Genetics (pp. 3—
17). Princeton.

Strathmann, R. R., Hughes, T. P., Kuris, A. M., Lindeman, K. C., Morgan, S. G., Pandolfi, J. M., &
Warner, R. R. (2002). Evolution of local recruitment and its consequences for marine populations.
Bulletin of Marine Science, 70(1 SUPPL.), 377-396.

Van Cise, A. M., Baird, R. W., Baker, C. S., Cerchio, S., Claridge, D., Fielding, R., Hancock-Hanser,
B., Marrero, J., Martien, K. K., Mignucci-Giannoni, A. A., Oleson, E. M., Oremus, M., Poole, M.
M., Rosel, P. E., Taylor, B. L., & Morin, P. A. (2019). Oceanographic barriers, divergence, and
admixture: Phylogeography and taxonomy of two putative subspecies of short-finned pilot whale.
Molecular Ecology, 28(11), 2886—2902. https://doi.org/10.1111/mec.15107

Vinarski, M. V. (2014). On the applicability of Bergmann’s rule to ectotherms: The state of the art.
Biology Bulletin Reviews, 4(3), 232—-242. https://doi.org/10.1134/52079086414030098

43



ANEXOS

Capitulo 2. Supplementary Material

Historical phylogeography of a chiton under temperature gradient and past environmental changes

Raquel Hernandez-P*2", Azalea Guerra-Garcia®, Daniel Pifiero?

Table S1. Information per locality from each marine ecoregion.

Ecoregion Locality ID location Latitude (° n samples | He Ho Fis
N)
Gulf of Puertecitos Pc 30.33979 10 0.101 0.101 | -0.001
California
(GC) Puerto Lobos | PL 30.264409 4 0.101 0.111| -0.093
Bahia de los BA 29.031949 7 0.189 0.197 | -0.040
Angeles
Punta Chivato | Ch 27.069705 15 0.098 0.099 0.002
Baja Sur: BS 25.843097 4 0.101 0.095 0.039
Juncalito and
Tecolote
Southern Gulf 24.080406 2
of California
(SGC) Guaymas Gy
Kino Nuevo KN 24.342803 2 0.172 0.164| -0.065
Mazatlan: Isla
Venados and
Playa Norte
Mz 27.935749 9 0.185 0.186 0.000
Punta Mita PM 23.233749 13 0.186 0.176 0.050
Mexican Isla Cocinas Cc 20.784561 10 0.184 0.187 | -0.014
Pacific
Transitional Iz_tapa— _ 1Z 19.546819 7 0.194 0.197 | -0.005
Zihuatanejo
(MPT)
Acapulco Ac 17.676791/ 13 0.189 0.181 0.036
17.621519
Puerto Es 16.844586 12 0.192 0.186 0.027
Escondido
Puerto Angel | PA 15.857662 4 0.189 | 0.197 | -0.040
Huatulco Hu 15.660232 13 0.190 0.181 0.039
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Figure S1. Cross-validation error by K=1-10 for Admixture analysis.
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Figure S2. Ancestry signature, K=3-6 for three marine ecoregion.
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PCA eigenvalues
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Figure S3. Discriminant Analysis of Principal Components for all ecoregions.
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Figure S4. A redundancy analysis (RDA) for all environmental factors, before to remove informative
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predictors. Sea Surface Temperature minimum (SST_min), Sea Surface Temperature maximum (SST_max),
Sea Surface Temperature mean (SST_mean), Photosynthetically Available Radiation maximum
(PAR_max), Photosynthetically Available Radiation minimum (PAR_min), Chlorophyll-a maximum (Chl_a
max) and Chlorophyll-a minimum (Chl_a min).
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Figure S5. Mantel test: Isolation by distance and Isolation by environmental for Sea Surface Temperature
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Figure S6. Partial RDA analysis on genetic variance, explained by the effects of environmental factors.
SNPs that are not significantly associated with environmental factors are represented in gray circles, and
SNP significantly correlated with environmental factors are indicated with color circles in different colors by
factor.
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Figure S7. D-Tajima analysis, into each marine ecoregion. A- Gulf of California (GC), B- Southern Gulf of
California (SGC), C- Mexican Pacific Transition (MPT) and D- per marine ecoregion.
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S8. Site Frequency Spectrum. A- per genetic group (marine ecoregion). B-for locations, first row shows the
locations from GC, second from SGC, third from MPT.
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Figure S9. Populations graph inferred by TreeMix. Yellow arrow indicates the direction of gene flow and
the color bar indicates the amount of migration. Stenoplax purpurascens (sibling species) was used as
outgroup.
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