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RESUMEN

Bostryx scalariformis (Mollusca, Gastropoda) es un molusco terrestre endémico de las
lomas costeras de la costa central del Perd que habita principalmente las zonas
arenosas. SOlo se encuentran individuos vivos en las siguientes lomas del
departamento de Lima: Ancén, Pasamayo, Lachay y Cerro de Agua. Ademas, posee
morfotipos geograficamente aislados, uno en Ancon-Pasamayo y el otro en Lachay-
Cerro de Agua. La fragmentacion de su habitat y la disminucibn en su tamafno
poblacional pueden haber conllevado al decremento en su diversidad genética y una
diferenciacion genética entre sus poblaciones.

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la diversidad genética en B.
scalariformis comparandola con su distribucion geogréfica y morfotipos, para asi
obtener informacién sobre la estructura genético-poblacional de la especie. Para ello,
se realizd un andlisis morfométrico del disefio de la concha en 200 individuos. De las
10 variables utilizadas, 8 fueron digitalizadas y procesadas para encontrar las
distancias entre los puntos de medicion; a este conjunto se sumaron las variables:
namero de costillas por cada 3 mm y nuimero de vueltas. Luego, se utilizaron
individuos colectados vivos para la extraccion de DNA total a partir de tejido del
musculo del pie y se realizaron las amplificaciones del gen mitocondrial 16S rRNA por
PCR. Los productos de amplificacion fueron secuenciados y las secuencias obtenidas
se utilizaron en el andlisis filogenético intraespecifico y poblacional.

El andlisis morfométrico demostr6 diferencias entre las poblaciones de Ancon-
Pasamayo con Lachay-Cerro de Agua. El alineamiento multiple de las 61 secuencias
presentd 224 sitios conservados, 111 posiciones variables y 55 sitios informativos. Los
analisis de la relaciones intraespecificas muestran una gran separacion de los
haplotipos de Lachay — Cerro de Agua con Pasamayo — Ancon. El analisis de la red de
haplotipos de las poblaciones estudiadas demuestra también la divergencia genética
entre ambos grupos, Lachay-Cerro de Agua comparte un haplotipo, mientras que
Ancén-Pasamayo no presentan haplotipos comunes.



El analisis poblacional revela diferencias genéticas dentro del morfotipo Ancon-
Pasamayo mientras que las diferencias son menores en el otro morfotipo (Lachay-
Cerro de Agua).

El desierto costero ha jugado un papel importante en el aislamiento y diferenciacién
genética de las poblaciones del molusco. Sin embargo, los cambios climaticos
producidos principalmente por eventos ElI Nifo extraordinarios en el pasado
permitieron la mantencion de una alta diversidad genética. Este trabajo ha permitido
reconocer la estructura genética de las poblaciones de B. scalariformis, y muestra que
las lomas son focos de alta diversidad. La conservacion de estos ecosistemas es de
suma importancia para mantener el potencial evolutivo de la biota que las habita, asi
como la gran biodiversidad que presentan.



ABSTRACT

Bostryx scalariformis (Mollusca, Gastropoda) is a land snail species from central Peru.
It is endemic to coastal "lomas" ecosystem and inhabits mainly in sand formations.
Alive individuals have only been found in Ancon, Pasamayo, Lachay and Cerro de
Agua lomas from Lima department. This species has two morphotypes, which in turn
are geographically isolated, one morphotype inhabits in Ancon-Pasamayo lomas and
the other one in Lachay-Cerro de Agua. Habitat fragmentation and decreasing of
population size could have lead to reduction of genetic diversity and to genetic
differentiation between its populations. The aim of this research was to evaluate genetic
diversity in B. scalariformis comparing it with both its geographical distribution and
morphotypes, in order to know about its population genetic structure. A morphometrical
analysis was performed with 200 shells from the four localities using 10 variables from
the shell. Alive snails were used to extract total DNA from foot muscle and 16S rRNA
gene was amplified by PCR. PCR products were sequenced and these data were used
in phylogenetic and population analyzes. Morphometric analyses reveals differences —
mainly in ornamentation- between populations from Ancon-Pasamayo and Lachay-
Cerro de Agua. Multiple alignment of 61 sequences shows 224 conserved sites, 111
variable sites and 55 informative sites. Intraspecific phylogeny reveals two
monophyletic clades inside B. scalariformis: Ancon-Pasamayo and Lachay-Cerro de
Agua. Population analysis shows two groups of haplotypes corresponding to
morphotypes. Network analysis shows also genetic divergence between morphotypes.
Genetic differentiation resulted obvious between isolated morphotypes being the
differences within Ancon-Pasamayo higher than Lachay-Cerro de Agua. Coastal desert
has played a key role isolating populations and allows genetic differentation between
morphotypes. Historical climate changes as ENSO had also influenced in maintaining
genetic diversity in land snails. This work reveals B. scalariformis population genetic
structure and the importance of lomas formations as "hotspots" of diversity.
Conservation of these habitats is important because its key role in maintaining

evolutionary potential of species an the high biodiversity present.
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1. INTRODUCCION

El clima de la mayor parte de la costa peruana esta ligado principalmente a la corriente
marina de Humboldt. Las bajas temperaturas de esta corriente producen el fenémeno
de inversion térmica por el cual las aguas frias del mar enfrian la capa de aire hasta
unos 800 metros de altitud (Mufoz-Schick et al., 2001). El fendbmeno de inversion
térmica aunado con la presencia de la Cordillera de los Andes — que impide el paso de
nubes productoras de lluvia- produce las condiciones hiperaridas caracteristicas del

litoral costero (Ramirez, 2004).

La ausencia de precipitacién provoca la acumulacion de humedad en forma de neblina,
la cual es trasladada por la brisa marina hacia la zona occidental de la Cordillera de los
Andes. La condensacién produce gartas que permiten la aparicion de ecosistemas
estacionales conocidos como "lomas", islas de vegetacion separadas por el desierto
hiperarido, ubicadas entre los 5° y 30° LS (Rundel et al., 1991). La vegetacion presente
alcanza su mayor densidad entre los meses de agosto y septiembre permitiendo la
aparicion de una biota caracteristica (Cano et al., 1999).

El clima de la costa desértica es afectado por el Fendmeno El Nifio/Oscilacion Sur
(ENSO), existiendo evidencia arqueoldgica de su existencia hace mas de 10000 afnos
(Sandweiss, 2003). Este fendbmeno ha sido sefialado como una de las principales
causas de la variabilidad climatica en gran parte del mundo (Arntz & Fahrbach, 1996),
y sus efectos en la zona intertropical de la cuenca del Océano Pacifico resultan en el
aumento de temperatura y la generacion de precipitaciones excepcionales en la costa
del Peru y Chile. Las precipitaciones producen un aumento en la extension de las

lomas costeras transformando el paisaje del desierto (Dillon, 1997).
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Durante el Pleistoceno existieron cambios climaticos globales que afectaron a América
del Sur. Las nieves perpetuas de los Andes descendieron provocando el retroceso de
la linea de vegetacion, las areas humedas de los trdpicos recibieron menor
precipitacion mientras lo contrario sucedia en las regiones aridas subtropicales
(Clapperton, 1993). Los eventos ENSO, que posiblemente fueron anuales durante la
ultima glaciacion pueden haber sido los causantes del incremento de la humedad
permitiendo la persistencia de la vegetacion y el aumento de su distribucion a

extensiones mayores que en la actualidad (Campbell, 1982).

El estudio de la biota actual puede contribuir en la busqueda de explicaciones acerca
de la historia natural de las lomas costeras. Entre los elementos conspicuos de la biota
de las lomas encontramos a los moluscos terrestres, los cuales estan adaptados para
sobrevivir bajo las condiciones climaticas de esta regién (Ramirez, 2004). Entre las
especies de moluscos terrestres presentes tenemos a los nativos Bostryx aguilari,
Bostryx conspersus, Bostryx modestus, Bostryx sordidus, Bostryx scalariformis,
Scutalus proteus, Scutalus versicolor y Succinea peruviana, ademas de la especie
introducida Helix aspersa (Ramirez et al., 2003). Bostryx y Scutalus pertenecen a la
familia Orthalicidae, cuyos miembros estan adaptados a ambientes aridos y a
condiciones dificiles, pudiendo sellar la apertura de la concha para prevenir la

desecacién (Pfenninger & Magnin, 2001).

Sin embargo los cambios climaticos asi como la accion del hombre sobre los
ecosistemas ponen en grave peligro la preservacion de las lomas y de su biota
caracteristica (Mena et al., 2007). La desaparicion de los ecosistemas de lomas
repercute en las poblaciones de moluscos terrestres (Ramirez et al., 2001). Esta
reduccion del habitat disminuye el potencial evolutivo de las poblaciones por la
reduccién del numero de individuos y de la diversidad genética (Nei et al., 1975).

La diversidad genética es uno de los componentes de la diversidad biolégica, y
comprende la variabilidad de genes entre los individuos y poblaciones de las especies
(Primack & Rodrigues, 2001). La importancia del estudio y la conservacion de la
diversidad biolégica -y por ende, de la diversidad genética- quedé resaltada luego de la
cumbre de las Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo (CDB, 1992).
Las conclusiones de esta cumbre han sido ratificadas por el Estado peruano, el cual
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ademas se comprometio en promover la conservacion de la diversidad biologica
(Constitucién Politica del Pera: Articulo 68, 1993).

El DNA del genoma mitocondrial es usado en los estudios de diversidad a nivel
molecular debido a su capacidad de revelar patrones de estructuracion y diferenciacion
poblacional, y estimar la diversidad genética dentro y entre las poblaciones al tener las
siguientes caracteristicas: Una tasa de mutacidén alta que permite mayor variacion
intraespecifica; y en herencia materna que limita la recombinacidon genética
permitiendo la reconstruccién de genealogias intraespecificas (Avise, 1996, 2004). Los
marcadores mitocondriales se han venido utilizando en las ultimas décadas para
estudios de variabilidad genética en poblaciones de mamiferos, aves, peces,

moluscos, entre otros.

Bostryx scalariformis (Broderip in Broderip & Sowerby, 1832) es una especie de
molusco terrestre endémica de las lomas costeras, encontrandose principalmente en
zonas arenosas (Aguilar & Arrarte, 1974; Aguilar, 1976; Ramirez, 2004). Al presente,
individuos vivos de B. scalariformis han sido encontrados sélo en las lomas de Ancén,
Pasamayo y Lachay (Ramirez, 2004). Recientemente se afnadié una nueva localidad
(Zona de arenales cerca al Cerro de Agua - Km 115 de la Carretera Panamericana
Norte) como resultado del proyecto: "Biogeografia de la biota del desierto entre areas
de endemismo: Componentes especificos y poblacional de la biodiversidad de
moluscos (Mollusca: Gastrépoda) de lomas y bases para el estudio de su diversidad
genética" del Instituto de Investigacién en Ciencias Biologicas "Antonio Raimondi"
(ICBAR) — UNMSM. Sin embargo, de las cuatro lomas que habita, sélo Lachay tiene

condicion de Reserva Nacional.

El estudio de la diversidad genética en esta especie puede darnos respuestas sobre la
historia de la region y sobre los patrones de variacién actual entre los individuos, estas
respuestas cobran importancia para la conservacion de los ecosistemas de lomas. Por
ello, se realizd el presente trabajo para evaluar la diversidad genética de las
poblaciones de Bostryx scalariformis basada en polimorfismos del gen mitocondrial
16S rRNA y compararla con su distribucion geografica actual.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General:

Estimar la diversidad genética de Bostryx scalariformis a partir de polimorfismos del
gen mitocondrial 16S rRNA, comparandola con su distribuciéon geografica y morfotipos,
para obtener datos con implicancias en la conservacion de esta especie endémica.

1.1.2 Objetivos Especificos:

e Determinar la diversidad genética en Bostryx scalariformis usando el marcador
mitocondrial 16S rRNA.

e Reconstruir la filogenia de los haplotipos del marcador 16S rRNA encontrados

en Bostryx scalariformis.

e Evaluar la relacién de la arquitectura genética de Bostryx scalariformis con la
distribucién geogréfica de la especie.

e Evaluar el grado de aislamiento de las poblaciones de Bostryx scalariformis con
un analisis de flujo génico.

e Evaluar cuantitativamente las caracteristicas de la concha dentro y entre las
poblaciones de Bostryx scalariformis.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Posicion taxondmica de Bostryx scalariformis (Broderip in Broderip &
Sowerby, 1832) dentro del Phylum Mollusca

e  Phylum: Mollusca

e C(Clase: Gastropoda

e Orden: Pulmonata

e Familia: Orthalicidae*

e Género: Bostryx

e Especie: Bostryx scalariformis

*El género Bostryx ha pertenecido clasicamente a la familia Bulimulidae (Ramirez,
2004). Sin embargo, se ha propuesto cambiar el nombre oficial de la familia que lo
contiene de Bulimulidae a Bulimulinae (Breure, 1979). En la ultima clasificacion
propuesta por Bouchet y Rocroi (2005), Bulimulidae se convierte en subfamilia dentro
de la familia Orthalicidae.

2.2 Aspectos generales de la especie

Bostryx scalariformis es un molusco terrestre que pertenece a la familia Orthalicidae,
esta familia presenta una distribucion neotropical y es caracteristica del desierto
costero del Peru, donde presenta varias areas de endemismo. En el Peru, el género
Bostryx es predominante dentro de esta familia (Breure, 1977).

Su distribucion se restringe a la zona de arenales de las siguientes lomas de la
provincia de Lima: Ancon, Pasamayo, Lachay (Ramirez, 2004) y Cerro de Agua
(Ramirez, com. per.). La especie tipo fue descrita por el naturalista britdnico William
Broderip en 1832 a partir de individuos colectados en la localidad de Ancén (Broderip
& Sowerby, 1832). En 1896, Pilsbry hace un recuento de la distribucién de la especie
donde menciona ademas de Ancdén a Lima y Chancay. Hidalgo (1893 - 1900)
incrementa la distribucién indicando que la especie es encontrada también en "Cerro

Las Conchitas" y "Lomas de Pumard" en las cercanias de Lima. Estos datos
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demuestran que su distribucidén geografica pudo haber sido mayor que en la
actualidad. Ramirez (2004) recorri6 las localidades mencionadas sin encontrar
ejemplares vivos en "Las Conchitas" (actualmente Villa El Salvador/Villa Maria del
Triunfo: Zona sur de Lima) ni en "Pumara” (considerada por la investigadora como

sinbnimo de Lomas de Pucara también al sur de Lima).

La forma de la concha es de color blanco grisaceo y de tipo piramidal con la superficie
ornamentada con costillas longitudinales regulares (Fig. 1). B. scalariformis presenta
dos variedades o morfotipos diferenciados principalmente por el disefio de su concha,
siendo las diferencias mas saltantes el numero, ancho y espacio de las costillas
(Ramirez, 2004). Ademas, estas dos variedades se encuentran geograficamente
aisladas, una en las lomas de Ancén y Pasamayo (costillas mas finas) y la otra mas al

norte en la Lomas de Lachay y Cerro de Agua (costillas mas espaciadas).

Se ha reportado un mayor rango de distribucion geogréfica de la especie (Pilsbry,
1895-1896; Hidalgo, 1893-1900), sin embargo ahora sélo se encuentran individuos
vivos en las localidades arriba mencionadas. Esta disminucion del rango de
distribucién, asi como la fragmentacion de las poblaciones podrian llevar a un
decremento de la diversidad genética y a una disminucidn del potencial evolutivo de la
especie (Hall et al., 1996; Wilson & Provan, 2003).

2.3 El ADN mitocondrial y su uso en estudios poblacionales

Una caracteristica propia de los eucariotas es poseer organelos, algunos de los cuales
-como los cloroplastos y mitocondrias- poseen genoma propio y son capaces de
replicarse autonomamente. Se ha postulado el origen de ambos organelos como
producto de la endosimbiosis entre un organismo eucariota y un procariota (Margulis &
Sagan, 2001). En el caso de las mitocondrias, luego de la endosimbiosis existié una
transferencia de genes desde el organelo hacia el nlcleo disminuyendo el tamano de
su genoma (Gray et al. 1999).
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Figura 1. Individuos de Bostryx scalariformis provenientes de las localidades de Ancon (a), Pasamayo
(b), Lachay (c) y Cerro de Agua (d), las cuales son los unicos lugares donde se han registrado individuos
vivos. Obsérvese las diferencias en el disefio de la concha, entre los grupos de Ancon — Pasamayo y
Lachay — El Agua. La escala representa: 5 mm.
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El contenido génico del ADN mitocondrial en metazoos celomados es constante:
Consiste en 13 genes que codifican proteinas ligadas, principalmente, a los eventos de
respiracion oxidativa y generacién de ATP; 2 genes para la subunidad mayor y menor
del RNA ribosomal y 22 genes de RNA de transferencia (Hatzoglou et al. 1995). El
DNA mitocondrial presenta variaciones tanto en la secuencia de nucleotidos como en

el orden de los genes presentes.

Los moluscos terrestres poseen una baja habilidad de dispersién permitiendo
preservar en su genoma los patrones de diversidad genética y convirtiendo a estas
especies en organismos ideales para el estudio filogeografico (Pfenninger et al. 2003).
Aunque algunas especies de moluscos terrestres tienen una distribucién cosmopolita,
el rango de distribucién de la mayoria es restringido debido a sus requerimientos de
hébitat particulares y baja dispersién. Estas caracteristicas previenen a los moluscos
terrestre de escapar a las condiciones cambiantes en los ecosistemas (Pfenninger &
Posada, 2002). Ademas, las conchas son bien preservadas lo que permite conocer las
distribuciones geograficas pasadas, estas cualidades los hacen candidatos para
estudiar los procesos evolutivos (Pfenninger & Magnin, 2001).

El gen mitocondrial 16S rRNA (RNA de la subunidad mayor ribosomal), es un gen
extremadamente importante en todos los organismos por lo que es una de los regiones
del genoma mitocondrial mas conservadas y su tasa de cambio evolutivo ha sido
calculada para varios organismos (Chiba, 1999) lo que permite su uso en el estudio de
filogenias interespecificas, Por otro lado, como se mencioné anteriormente, la alta tasa
de mutacion (aun mayor en moluscos) y transmisién uniparental del DNA mitocondrial
permiten también su uso en el estudio de filogenias intraespecificas. Por ello, este gen
se ha convertido en uno de los principales segmentos utilizados en el estudio de
poblaciones de moluscos terrestres.

Como ejemplos tenemos el estudio de Chiba (1999) que demostrd la rapida evolucion
en las secuencias del DNA mitocondrial entre moluscos del género Mandarina que
habitan las islas del Océano Pacifico, encontrando que la radiacién adaptativa en
habitats fragmentados conlleva a una gran diferenciacién de caracteres morfolégicos y
genéticos. Ross (1999), quien encontré una relacién entre la distancia genética y
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geografica del molusco Discus macclintocki, ademas de una alta diversidad genética
en una regién de 4000 km? debido a la presencia de corrientes de agua que
permitieron el desplazamiento de los individuos y el flujo génico entre las poblaciones;
y Ramirez (2004), quien hizo el primer estudio general de la sistematica y filogeografia
de moluscos terrestres de las lomas de la costa peruana, haciendo una revisién de la
nomenclatura taxonémica, y encontrando patrones demograficos relacionados al
ENSO.

Recientemente, se han compilado trabajos en base al analisis molecular, entre ellos
del genoma mitocondrial (Lydeard & Lindberg, 2003); como ejemplo cabe citar el
estudio de Hugall et al. (2003) sobre la filogeografia de moluscos terrestres en el

bosque lluvioso australiano, con implicancias en su conservacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

Las zonas estudiadas se ubican en la costa central del Perd, departamento de Lima

(Fig. 2). Las lomas se ubican entre los 112 20' LS y los 112 40' LS (Tabla 1), material

vivo de B. scalariformis s6lo ha sido encontrado en:

Lomas de Ancdn: Lomas ubicadas cerca al Km 56 de Panamericana Norte
(Autopista variante), de tipo arenosas y con densa neblina, predominan las
formaciones de tilandsiales (Fig. 3). Coordenadas: LS 11° 43' 31,02"; LW 77°
10' 37,8'". Altitud: 400 — 800 msnm.

Lomas de Pasamayo: Ubicada cerca al Km 65 de la Panamericana Norte
(Autopista variante). Se encuentra en una zona con presencia de densa neblina
(Fig. 4). En esta zona existe gran cantidad de individuos de B. scalariformis,
asociados con la especie Solanum multifidum (obs. per.) entre los 400 y 600
msnm. Coordenadas: LS 112 38' 36,2"; LW 77° 12' 11,9". Altitud: 200 — 750

msnm.

Lomas de Lachay: El Unico ecosistema de lomas considerado como Reserva
Nacional, lo que ha permitido la realizacién de varios estudios en diversidad y
ecologia de su biota. Se ubica en el Km 105 de la carretera Panamericana Norte
(Fig. 5), B. scalariformis se ubica en las zonas bajas cerca a la carretera.
Coordenadas: LS 112 20'49.2"; LW 77°23' 02,7". Altitud: 150 — 650 msnm.

Cerro de Agua: Zona arenosa que se encuentra en el kildmetro 115 de la
carretera Panamericana Norte, debido a la humedad el paisaje se modifica
radicalmente siendo aprovechado por las comunidades campesinas de lugares
cercanos para ganaderia (Fig. 6). Coordenadas: LS 11¢ 22' 17,5"; LW 77° 26'
22,6". Altitud: 200 — 400 msnm.
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El area de colecta abarcé aproximadamente 50 kildbmetros lineales. Las distancias

lineales entre los puntos de colecta se presentan en la Tabla 2.

Figura 2. Area de estudio. (a) Las cuatro lomas se encuentran en la costa central de Per(,

departamento de Lima. (b) Ancén y Pasamayo. (c) Lachay y Cerro de Agua. Modificado de Google

Maps.
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Figura 3. Lomas de Ancon: (a) Mapa de relieve, (b) tilandsiales ubicados en la zona oriental y vegetacion predominante, (c) cactaceas y (d) Tilandsia sp. (e)

Muestreo buscando entre los tilandsiales. Relieve tomado de Google Maps. Fotos: P. Romero y J. Ramirez.

a

b
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Figura 4. Lomas de Pasamayo: (a) Mapa de relieve. (b) y (c) Individuos de B. scalariformis asociados a las herbaceas presentes y/o vegetaciéon seca. (d)
Solanum multifidum, especie tipica de la zona. (e) Muestreo en la vegetacion herbacea cerca de la carretera. Relieve tomado de Google Maps. Fotos: P.
Romero y J. Ramirez.

a b
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Figura 5. Lomas de Lachay: (a) Mapa de relieve. (b) Individuo de B. scalariformis asociado a la vegetacion seca. Vegetacion presente en el lugar como (c)

Nicotiana sp. o (d) cactaceas. (e) Colecta de individuos. Relieve tomado de Google Maps. Fotos: P. Romero y V. Borda.

a

b
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Figura 6. Lomas de Cerro de Agua. (a) Mapa de relieve. (b) Predomina la vegetacion herbacea, principalmente el género Solanum. (c) Individuo de B.
scalariformis asociado a la vegetacion seca. La loma muestra una marcada diferencia entre la estacion seca (d) y la estacién humeda (e). Relieve tomado de
Google Maps. Fotos: P. Romero y J. Ramirez.

d C
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3.1.1 Clima

La zona costera de Peru y norte de Chile es uno de los desiertos mas secos de la
Tierra. La precipitacion anual media en el desierto es de 0 - 40 mm, pero si se
descartan los anos de El Nifio, ésta desciende a 0 - 12 mm (Noller, 1993). El clima es
de tipo subtropical con abundante humedad atmosférica y ausencia de lluvias intensas.
El clima de las lomas es de tipo estacional con una estacion seca con mayor
temperatura media (20°C, diciembre — abril) y una estacion humeda con bajas
temperaturas (15°C, julio a septiembre) (Ramirez et al., 2003). El paisaje es modificado

por eventos El Nifio que incrementan la precipitacién en el verano.

3.1.2 Vegetacion

La vegetacion de las lomas consiste en especies anuales, el crecimiento de la
vegetacion ocurre durante la estacion hiumeda (Rundel et al.,, 1991). La estructura de
la vegetacién fue presentada por Ono en 1986, modificando la clasificacién propuesta
por Ferreyra (1953) y clasificando a las lomas en: Lomas de herbaceas, arbustivas, de
bromeliaceas (en especial de Puya ferruginea), de Tilandsia, o de cactaceas segun la
humedad recibida (Fig. 7).

Figura 7. Tipos de lomas costeras. La flecha indica la direccién de la brisa marina. Tomado de Ono
(1986).
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Tabla 1. Ubicacién geografica de los lugares de colecta, se muestran valores de coordenadas, altitud y

distancia al mar.

Coordenadas Altitud Distancia

LS LW (msnm.) al mar
Ancén 11243'31,02" 77°10'37,8'" 400-800 1.90 km.
Pasamayo 11238'36,2" 77212'11,9" 200-750 1.03 km.
Lachay 11220'49,2" 77°23'02,7" 150-650 6.57 km.

Cerrode Agua 11222'17,5" 77°26'22,6" 200-400 3.97 km.

Tabla 2. Distancia lineal (en kilometros) entre las localidades de colecta.

. Cerro de
Ancon Pasamayo Lachay Aqua
Ancon 0.00
Pasamayo 8.60 0.00
Lachay 41.93 34.32 0.00
Cerro de Agua 48.42 40.48 8.02 0.00

3.2 Analisis Morfolégico

3.2.1 Colecta

Las colectas se realizaron entre septiembre de 2006 y noviembre de 2007 en las
localidades de Ancén, Pasamayo, Lachay y Cerro de Agua. La colecta tuvo énfasis en
individuos vivos de Bostryx scalariformis. Los ejemplares fueron buscados por
observacioén directa. Los individuos colectados fueron preservados en alcohol etilico de
96%. Los especimenes colectados tanto conservados en alcohol como conchas se
encuentran depositadas en el Departamento de Malacologia y Carcinologia del Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
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3.2.2 Morfometria

Se realizé el analisis morfométrico multivariado de 50 individuos colectados por
poblacion, 200 individuos en total. Las conchas fueron fotografiadas con una camara
digital y luego, las fotografias fueron procesadas con el programa tpsDIG 2.1 (Rohlf,
2006) en el cual se marcan los puntos de medicion o "landmarks" de las variables
utilizadas (Fig. 8): Altura de la concha, diametro de la concha, altura de la espira, altura
de la abertura, diametro de la abertura, nimero de costillas en 3 mm, diametro de la
primera costilla, diametro de la segunda costilla, distancia entre la primera y segunda
costilla, y nimero de vueltas de la concha; en total 10 variables. El programa LMDis
(Reis, 1996) se utilizd para encontrar los valores de distancia para todas las variables
menos el numero de vueltas. Los datos obtenidos fueron logaritmizados para linearizar
su distribucién. Estos datos fueron luego analizados en los programas MS Excel 2000
(Microsoft Corporation) y SPSS v. 13 (SPSS Inc.). En el SPSS se llevé a cabo dos
analisis multivariados: El analisis de componentes principales (APC) y el analisis de
discriminante canonico (CD).

Figura 8. Puntos de medicién (/landmarks) utilizados en el analisis morfométrico multivariado. En la
figura se muestra la foto digitalizada y los puntos anotados por el programa tpsDig. En total son 15
landmarks utilizados. Estas ocho variables sumadas al nimero de costillas en 3 mm y el nimero de
vueltas completan las diez variables utilizadas en el estudio.

Landmarks Medida

1-2 Diametro

3-4 Altura de la Espira

3-5 Altura

6-7 Diametro de Abertura

8-9 Altura de Abertura
10-11 Ancho de 12 Costilla
11-12 Espacio 12y 22 Costilla
12-13 Ancho 2° Costilla
14-15 Escala: 1 mm.
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3.3 Analisis Molecular

3.3.1 Extraccion de DNA total

La extraccién de DNA se realizé a partir de 1-2 mm?® de tejido muscular del pie del
caracol. Para la extraccion y precipitacion de DNA se sigui6 el protocolo adaptado de
Ramirez (2004), el cual utiliza el método CTAB porque permite obtener buenos
resultados en la amplificacion por PCR al reprimir los mucopolisacaridos inhibitorios
presentes en el tejido (Wade & Mordan, 2000). El protocolo es el siguiente: Las
muestras de tejido son colocadas en 300ul de 100mM Tris/HCI, 1.4M NaCl, 20mM
EDTA, 2% CTAB, 2% PVP 0.2% B-mercaptoetanol con 0.05mg Proteinasa K, e
incubado a 60°C por 2 horas. Las proteinas son removidas utilizando 310 pl de
cloroformo — alcohol isoamilico (96:4), centrifugando a 13 000 rpm por 15 minutos, y
removiendo la fase acuosa, este paso se repite por una vez mas. Luego, el DNA es
precipitado usando 600 pl alcohol de 96% frio y 25 ul de Acetato de Amonio 3M, e
incubando a -20°C por al menos 30 min y centrifugando a 13 000 rpm por 15 min. El
pellet obtenido, es lavado en 1 ml de alcohol de 96% y luego se centrifuga a 13 000
rom por 15 min. Finalmente, el pellet es secado al ambiente por 24 horas para luego
ser resuspendido en 50 ul de agua bidestilada y conservado a -20 °C.

3.3.2 Amplificacién de DNA

El gen mitocondrial 16S rRNA en moluscos terrestres posee alrededor de 1300 pares
de bases. Se encuentra flanqueado hacia la derecha por el gen de la Citocromo
Oxidasa 1 (COl), y hacia la izquierda se encuentra el gen que codifica la subunidad 6
de la NADH deshidrogenasa (NADH 6) (Hatzoglou et al., 1995) (Fig. 9).

Un segmento de la secuencia del gen mitocondrial 16S rRNA (350 pares de bases
aproximadamente) fue amplificado via la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(Saiki et al., 1988).

Se utilizaron los primers desarrollados por Ramirez (2004):

16SF-104 (5'-GACTGTGCTAAGGTAGCATAAT-3")
16SR-472 (5-TCGTAGTCCAACATCGAGGTCA-3')
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Cada reaccion fue trabajada en un volumen total de 30 ul conteniendo 1 unidad de Taq
DNA polimerasa, Solucion buffer 1X, 0.2mM dNTP, 1.25mM MgCl;, 0.2 uM de cada
primer y 3 pl de DNA extraido. Los ciclos de amplificacion fueron: Denaturacién a 94
°C por 30 segundos, hibridacion (annealing) de los primers a 48 °C por 30 segundos, y
extension a 72 °C durante 60 segundos, finalmente una extension final a 72°C por 1
minuto. El proceso de amplificacién se repite por 35 ciclos. Como control de la
amplificacion se utilizé 3 pl de agua destilada en vez del DNA, manteniendo tal cual los
demas componentes. Cuando la reaccion no fue especifica y aparecieron bandas

multiples, se procedié a aumentar la temperatura de hibridacion.

Figura 9. Porcion del genoma mitocondrial del molusco terrestre Albinaria coerulea. Se muestra la
posicion del gen 16S rRNA (I-RNA) en relacion a los genes COX1 y ND6. Modificado de la base de
datos Genbank—NCBI (www.ncbi.gov). Niumero de Accesién (Gl): NC_001761.

3.3.3 Electroforesis de DNA

Con 4 ul de la muestra amplificada y 2 pl de Azul de Bromofenol se procedié a una
electroforesis submarina en gel de Agarosa al 0.8 %. Luego se tifi6 el gel con Bromuro
de Etidio el cual se intercala entre las hebras de DNA, observandose las bandas a la
luz ultravioleta en un transiluminador. En la carga del gel se utilizaron las muestras
amplificadas, la muestra control y un marcador de peso molecular GeneRuler 100bp
DNA Ladder (Fermentas). La aparicién de una Unica banda por muestra es prueba de

la amplificacion especifica.
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3.3.4 Secuenciacion de DNA

Fueron seleccionados los productos de PCR que presentaron una séla banda
amplificada. EI DNA amplificado fue transferido a un microtubo de 1,5 ml. Este tubo fue
rotulado, sellado con parafilm y enviado a la compania MACROGEN USA (Maryland -
USA). MACROGEN realizé los servicios de purificacion del producto de PCR
(mediante el método de perlas magnéticas), y de secuenciacion de DNA. Las
reacciones de secuenciacion, las cuales utilizaron un minimo de 20 pl, fueron
realizadas en un secuenciador automatico ABI 3730xl. Se secuenciaron ambas hebras

del DNA para asegurar la calidad de los datos.

3.3.5 Edicion y alineamiento multiple de secuencias

Los cromatogramas de las secuencias obtenidas fueron evaluados para corregir
errores en la lectura de las secuencias mediante el programa Chromas (Technelysium
PTY).

Se procedid al ensamblaje de las secuencias de la hebra molde (F) y la
complementaria (R) por individuo generandose un "contig" o secuencia consenso. El
ensamblaje se realizé mediante el software CAP3 (Huang & Madan, 1999). La
secuencia consenso obtenida fue guardada en un archivo de texto simple en formato

Fasta.

Al conjunto de secuencias de B. scalariformis obtenidas se le agreg6é 18 secuencias
de las poblaciones de Ancon y Pasamayo obtenidas por Ramirez (2004) en el "Centro
de Biologia Genbmica e Molecular" de la Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil). Se agregaron ademas secuencias de otras
especies de Bostryx como Bostryx sordidus (8), Bostryx conspersus (1) y Bostryx
modestus (1), que fueron obtenidas en el Laboratorio de Sistematica Molecular y
Filogeografia, Facultad de Ciencias Bioldgicas - Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (Lima, Perd) Las secuencias a utilizar fueron luego cargadas en el programa
ClustalX (Thompson et al., 1997), donde se realizé un alineamiento multiple. El
alineamiento multiple consiste en la comparacién de varias secuencias permitiendo

encontrar sitios homélogos, este analisis es clave en el desarrollo de la investigacion.
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3.3.6 Caracterizacion de secuencias

La estimativa de frecuencia de bases fue realizada por medio del software DAMBE
(Xia & Xie, 2001), aqui también se realizé la grafica del numero de transiciones vy
transversiones que ocurren entre cada combinacion de secuencias a pares para
evaluar la saturacion mutacional. Se utilizé en conjunto los programas PAUP* 4.10b
(Swofford, 1998) y Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 1998) para encontrar el mejor
modelo de sustitucidn nucleotidica que se ajuste a los datos eligiendo el modelo con el
método de informacién de Akaike, segun lo recomendado por Posada & Buckley
(2004). El polimorfismo de secuencias nucleotidicas por poblacién, incluyendo el
namero de sitios polimérficos (sitios variables), diversidad haplotipica y diversidad
nucleotidica se realizé en el programa DNAsp (Rozas et al., 2003), las diferencias a
pares fueron estimadas en el programa Arlequin (Schneider et al., 2000).

3.3.7 Diversidad Genética

Los haplotipos fueron encontrados utilizando el programa DNAsp (Rozas et al. 2003).
Los valores de diversidad genética (H) y nucleotidica (Pi) se obtuvieron mediante el
software DNAsp. La distancia genética dentro y entre cada poblacién fue calculada con
el programa Arlequin.

3.3.8 Analisis filogenéticos

Los anadlisis de distancia genética y busqueda de sitios conservados, variables y
filogenéticamente informativos se realizaron con el programa MEGA (Tamura et al.,
2007).

Los analisis filogenéticos de los haplotipos encontrados se realizaron con varios
métodos de construccion de arboles. El método de distancia Neighbour Joining (NJ) se
realiz6 en el programa MEGA, incluyendo a las posiciones con transiciones vy
transversiones, utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica Kimura-2 paramteros, y
seleccionando la opcién de eliminar los gaps en las comparaciones a pares. La
evaluacion de la topologia encontrada se realiz6 mediante el analisis de bootstrap el
cual consiste en un remuestreo aleatorio de las secuencias obtenidas y permite

obtener un nivel de confianza para las hip6tesi presentada (Felsestein, 1985).
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El analisis de Maxima Parsimonia (MP) se realizé en el programa PAUP* considerando
a los gaps como un quinto estado. La evaluacién de la topologia encontrada se realiz6é
con un bootstrap de 1000 réplicas. El andlisis de Maxima Verosimilitud (ML) se realizd
también en PAUP* segun los datos propuestos por el Modeltest y usando el modelo de
sustitucion nucleotidica K81. La evaluacidén del soporte de los clados se realizé con
100 réplicas de bootstrap debido al esfuerzo computacional necesario para la
obtencién del arbol.

El analisis bayesiano (BA) se realizé utilizando el programa Mr. Bayes (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001) utilizando los parametros propuestos por el Modeltest y evaluando las
topologias mediante el algoritmo Metropolis Coupled Monte Carlo Markov Chain
(MCMCMCQ), utilizando 2 cadenas de Markov con 1 millon de generaciones cada una.

La observacion de los resultados se realiz6 mediante la opcion Tree Explorer para los
resultados de distancias (NJ) en MEGA, y utilizando el software TreeView (Page, 1996)
para los arboles obtenidos con el PAUP* (NJ, MP, ML). En el caso del analisis
bayesiano se observé primero la distribucién de probabilidades de los arboles para
luego realizar un burning (eliminando algunas hipétesis) de 3000 arboles, el consenso
de los arboles restantes (cuya probabilidad es la mas alta) se observé de igual forma
con la aplicacion TreeView. Para el andlisis filogenético se utiliz6 como grupos
externos a Bostryx sordidus, Bostryx modestus y Bostryx conspersus segun lo
propuesto por Ramirez (2004).

3.3.9 Networks

El andlisis de filogenia intraespecifica utilizando "networks" o redes de haplotipos fue
realizado con el programa NETWORK (Bandelt et al., 1999) con el algoritmo "median
joining" sblo para las secuencias del gen mitocondrial 16S rRNA obtenidas en B.

scalariformis.
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3.3.10 Analisis de estructura poblacional

En el programa Arlequin se realiz6 la evaluacion de diferenciacion poblacional y flujo
génico mediante el calculo del estadistico Fst a partir de los datos de haplotipos.
Ademas, se utilizo el Arlequin para evaluar la estructura poblacional dentro y entre los
grupos de morfotipos con el test de AMOVA.

3.3.11 Patrones demograficos

Los estadisticos resumen: Promedio de diferencias a pares (k), sitios polimérficos (s) y
diversidad nucleotidica (1) fueron calculados con el DNAsp, estos valores permiten
tener una idea de la diversidad genética en las secuencias, asi como de los
parametros de crecimiento poblacional. Para evaluar si existi6 una expansion
demografica subita en las poblaciones se calculé la distribucion de diferencias a pares
de las secuencias ("mistmatch distribution™) (Rogers & Harpending, 1992), y se utiliz6
el test Fs de Fu. La significancia estadistica del Fs de Fu fue evaluada por una
simulacién de coalescencia con 10000 permutaciones.

3.3.12 Tiempos de Divergencia

La estimacioén del tiempos de divergencia se realizé en el programa MEGA a partir de
un arbol NJ previamente linearizado (Takezaki et al., 1995) y con el supuesto del reloj
molecular. Como aun no se conoce la tasa de mutacion para el genoma mitocondrial
de Bostryx, se estimé una tasa de divergencia intermedia para moluscos terrestres
(Chiba, 1999; Pfenninger & Posada, 2002; Pfenninger et al. 2003; Ramirez, 2004) de
0.06 sustituciones por sitio por millén de anos.
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4. RESULTADOS

4.1 Analisis Morfométrico

La evaluacién de la variacién intra e interpoblacional del disefio de la concha de
Bostryx scalariformis fue realizada con base en 10 variables: Altura, Diametro, altura
de la espira, altura de la abertura, didmetro de la abertura, diametro de la primera
costilla, espacio entre la primera y segunda costilla, diametro de la segunda costilla,
namero de costillas en 3 mm y nimero de vueltas (Tabla 3). Se realizaron dos analisis:

Analisis de componentes principales y discriminantes candnicos.

4.1.1 Descripcion de los datos morfométricos

Se obtuvieron medidas de las diez variables para 200 individuos de B. scalariformis —
50 por cada poblacién. El andlisis de los datos da un primer alcance de las diferencias
entre los morfotipos que habitan Ancén-Pasamayo y Lachay-Cerro de Agua (Tabla 3).

Los valores medios mas resaltantes se describen a continuacion:

Las poblaciones de Pasamayo y Ancén poseen un mayor niumero de costillas (entre 3
y 14 por cada 3 mm.), las costillas son mas finas y con un menor espacio entre ellas.
Pasamayo presentd mayores valores en promedio de altura, longitud de la espira,

namero de costillas y numero de vueltas.

El morfotipo que habita Lachay y Cerro de Agua posee una menor cantidad de costillas
(entre 2 y 5 por cada 3 mm), las costillas son gruesas y con un mayor espacio entre
ellas. La poblacion de Lachay presenté los valores promedio mas altos de numero de
vueltas; la poblacién de Cerro de Agua presenté mayores valores promedio en el

diametro de la concha, altura y diametro de la abertura.
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Tabla 3. Valores minimo, maximo, media y desviaciéon estandar para las variables utilizadas en el

analisis morfométrico de Bostryx scalariformis. D.E: Desviacion Estandar.

ANCON Min. Max. Media D.E.

Altura 10.15 22.67 13.57 2.50
Diametro 719 17.78 9.59 1.97
Altura abertura 4.44 11.00 6.00 1.18
Diametro abertura 3.32 9.17 4.60 1.02
Numero de vueltas 5.00 6.50 5.69 0.39
Longitud de Espira 2.82 6.95 4.37 0.94
12 Costilla 0.14 0.42 0.28 0.07
Espacio 12-22 costilla 0.06 1.73 0.40 0.29
22 Costilla 0.10 0.51 0.28 0.09
Numero de costillas 3.00 11.00 6.82 1.91
PASAMAYO Min. Max. Media D.E.
Altura 11.82 23.18 15.45 2.19
Diametro 8.00 15.35 10.53 1.63
Altura abertura 4.09 9.94 6.58 1.12
Diametro abertura 3.34 7.90 5.13 0.86
Numero vueltas 5.30 6.70 6.06 0.32
Longitud de Espira 3.35 8.46 4.88 0.85
12 Costilla 0.08 0.53 0.24 0.10
Espacio 12-22 costilla 0.13 0.47 0.26 0.09
22 Costilla 0.06 0.47 0.24 0.09
Numero de costillas 4.00 14.00 7.70 2.24
LACHAY Min. Max. Media D.E.

Altura 8.18 20.23 12.58 2.30
Diametro 5.27 12.59 8.30 1.54
Altura abertura 2.57 8.03 5.05 1.16
Diametro abertura 2.71 6.86 4.03 0.81
Numero de vueltas 5.10 6.60 5.71 0.37
Longitud de Espira 2.56 6.96 4.37 0.89
12 Costilla 0.24 0.89 0.46 0.14
Espacio 12-22 costilla 0.31 0.99 0.69 0.18
22 Costilla 0.27 1.02 0.48 0.14
Numero de costillas 2.00 4.00 2.90 0.61
CERRO DE AGUA Min. Max. Media D.E.
Altura 8.80 23.29 14.99 3.09
Diametro 6.41 16.08 11.12 2.40
Altura abertura 4.74 10.91 7.28 1.55
Diametro abertura 3.28 7.99 5.47 1.14
Numero de vueltas 4.60 6.30 5.65 0.38
Longitud de Espira 2.25 7.32 4.22 0.99
12 Costilla 0.22 0.95 0.48 0.15
Espacio 12-22 costilla 0.33 0.99 0.62 0.14
22 Costilla 0.15 0.78 0.51 0.15
Numero de costillas 2.00 5.00 2.98 0.74
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4.1.2 Analisis de Componentes Principales

En el Analisis de componentes principales (APC), las dos primeras componentes
explican el 77.72% de la variacién total (Tabla 4). La primera componente fue la
principal responsable de la variacién (45.46%) contribuyendo primordialmente las
variables de los valores correspondientes al tamafo de la concha como la altura
(0.969) o el diametro (0.960). En la segunda componente (32.33%), el numero (-0.902)
y ancho de las costillas surgen como principales responsables de la variacion
encontrada. El andlisis de componentes principales explica la variabilidad del conjunto
total de datos sin asignar grupos previamente. La componente 1 implica una gran
variacion en el tamario de la concha en los individuos de B. scalariformis (presencia de
individuos grandes y pequeios). La componente 2 demuestra las diferencias entre la
ornamentacion de la concha encontrada dentro de las poblaciones (disefio de las
costillas).

Tabla 4. Andlisis de Componentes Principales. Coeficientes de variacién para las 10 variables utilizadas
para las cuatro poblaciones de Bostryx scalariformis. Un mayor valor absoluto indica una mayor
responsabilidad en la variacién encontrada.

Componentes Principales

Variables 1 2 3 4
Altura 0.969 -0.161 0.009 -0.032
Diametro 0.960 -0.079 -0.204 0.021
Altura de la Abertura 0.904 -0.064 -0.313 0.108
Diametro de Abertura 0.914 -0.093 -0.275 0.056
Numero de Vueltas 0.506 -0.384 0.668 0.032
Altura de la Espira 0.749 -0.237 0.446 -0.092
Ancho de 12 Costilla 0.254 0.868 0.036 -0.271
Espacio 12y 22 Costillas 0.098 0.813 0.166 0.533
Ancho 22 Costilla 0.336 0.870 -0.005 -0.186
Numero de costillas -0.169 -0.902 -0.155 0.041

Porcentaje explicado de variacion 45.46% 32.34% 9.14% 4.19%
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Graficamente, se observa que la componente 2 es capaz de diferenciar a las
poblaciones de los morfotipos (Pasamayo — Ancén y Lachay — Cerro de Agua). Los
morfotipos se diferenciaron principalmente por la ornamentacién de la concha (Fig. 10).
Los valores presentes en la componente 2 (valores positivos) indican un mayor
diametro y espacio entre las costillas para el morfotipo Lachay - Cerro de Agua, y el
menor valor negativo (-0.902) implica que estas poblaciones poseen un menor nimero

de costillas con respecto a Pasamayo — Ancén.

Figura 10. Andlisis de Componentes Principales en las poblaciones de Bostryx scalariformis. Los
valores representan datos normalizados que fueron comparados contra las componentes con mayor
responsabilidad en la variacién. Componente 1 (tamafo) y Componente 2 (ornamentacion).

Poblacion

() Ancén

2 Pasamayo
Lachay
Cerro de Agua
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4.1.3 Analisis de Funciones Discriminantes Candnicas

En el Analisis de funciones discriminantes candnicas (AFDC), las dos primeras
funciones explican el 96,30% de la variacion (Tabla 5). En la funcion 1 (82.70%) se
observa que las mayores responsables de la variacion, las relacionadas con la
ornamentacion de la concha (numero y ancho de costillas). En la funcién 2 (13.60%), la
mayor responsable de la variacién esté relacionada con el tamario (altura y didmetro
de la abertura). En general, los resultados concuerdan con el andlisis de componentes

principales.

Tabla 5. Andlisis de Funciones Discriminantes Canonicas en las poblaciones de Bostryx scalariformis.
Coeficientes de variacion para las 10 variables utilizadas.

Funciones Discriminantes

Variables 1 2 3
Altura 0.148 -0.278 -0.448
Diametro 0.149 -0.491 -0.246
Altura de la Abertura 0.145 -0.610 -0.175
Diametro de Abertura 0.132 -0.521 -0.308
Numero de Vueltas 0.149 0.150 -0.606
Altura de la Espira 0.104 0.169 -0.387
Ancho de 12 Costilla -0.404 -0.255 -0.034
Espacio 12y 22 Costillas -0.480 -0.168 0.073
Ancho 22 Costilla -0.416 -0.237 0.001
Numero de costillas 0.723 0.311 0.423
Porcentaje explicado de variacion 82.70% 13.60% 3.70%

En el caso del AFDC, este analisis compara las diferencias entre poblaciones
asignadas previamente disminuyendo la variacion intrapoblacional y aumentando la
variacidon entre poblaciones. Por ello, observamos méas diferencias entre las
poblaciones de los morfotipos de B. scalariformis. La funcion 1 (ornamentacién) separa
a ambos grupos. Valores positivos mas altos en la Funcién 1 para Ancon-Pasamayo
muestran la presencia de un mayor numero de costillas en sus conchas, los valores
negativos mas bajos indican un menor tamano entre sus costillas y un menor espacio
entre ellas. En la Funcidén 2 observamos que el grupo de Lachay presenta individuos
con la abertura mas pequena (Fig. 11). El analisis es capaz de diferenciar a las
poblaciones del morfotipo Lachay-Cerro de Agua por diametro de la concha (mayor
diametro de la concha y mas cantidad de vueltas para los individuos de Cerro de Agua
en comparacion con Lachay).
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En general, las poblaciones de los morfotipos presentan caracteristicas unicas en el
diseno de la concha, que permiten distinguir a ambas en un andlisis morfologico.

Figura 11. Andlisis de Discriminantes Candnicos en las poblacinoes de Bostryx scalariformis. Los
valores representan datos normalizados que fueron comparados contra las funciones con mayor

responsabilidad en la variacion. Funciéon 1 (ornamentacién), Funcién 2 (forma de la abertura).
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4.2 Analisis Molecular

4.2.1 Descripcion de las secuencias obtenidas

En total se consiguié la amplificacién de 36 individuos de B. scalariformis: 6 de Ancén,
13 de Pasamayo, 7 de Lachay y 10 de Cerro de Agua. A este conjunto de datos
preliminares se agregaron secuencias obtenidas por Ramirez (2004) como se
describe en Materiales y Métodos. Las secuencias resultaron inmejorables y no

presentaron problemas de identificacion de bases (Fig. 12).

Figura 12. Porcién del cromatograma obtenido luego de la secuenciacién del gen mitocondrial 16S

rRNA para un individuo de Bostryx scalariformis de la poblacién de Ancon.

Las poblaciones de Lachay y Cerro de Agua presentaron una similitud en la frecuencia
de bases, esta similitud se observa en menor grado en las poblaciones de Ancén y
Pasamayo (Tabla 5). En todas las secuencias existe un exceso de AT (70%) con
respecto a GC (30%).

Tabla 6. Frecuencia de bases nitrogenadas para cada poblacion de Bostryx scalariformis. Longitud =
Longitud promedio de secuencias por poblaciéon, N = NUmero de secuencias.

T C A G Longitud N

Ancon 34.70 11.60 34.20 19.50 327.70 14
Pasamayo 33.80 11.60 35.40 19.10 327.80 20
Lachay 3590 11.10 34.50 18.50 330.90 7
Cerrode Agua 35.70 11.40 34.50 18.40 331.00 10
Promedio 35.03 11.43 34.65 18.88 329.35

En el programa DAMBE se evalu6 el grado de saturacion de las mutaciones
encontradas (Fig. 13). Las transiciones y trasnversiones tienen una distribucién similar

dentro de las secuencias y aun no presentan un grado evidente de saturacion.
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Figura 13. Transiciones y tranversiones comparadas contra las distancias a pares entre las secuencias
de B. scalariformis. Ts=Transiciones (circulos), Tv=Transversiones (rombos). El modelo de distancia
utilizado fue el de Kimura 2-Parametros (K80).
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4.2.2 Alineamiento multiple de secuencias

El alineamiento multiple de las 61 secuencias utilizadas resulté en 348 sitios alineados,
observandose la presencia de "indels" (ocurrencia de un evento de insercién o
delecion dentro de la secuencia nucleotidica). El alineamiento presenté 224 sitios
conservados, 111 posiciones variables y 55 sitios informativos, estos ultimos se
muestran en la Tabla 7.

La primera porcién del alineamiento muestra un alto grado de conservaciéon
(posiciones 1-62) siendo las primeras 20 posiciones correspondientes al sitio de
hibridacién del primer 16S-F104. El primer "gap" aparece en la posicion 63 y se debe a
una insercién de guanina (G) en la especie Bostryx conpsersus (Fig. 14). A lo largo del
alineamiento se observé que tanto B. conspersus como B. modestus fueron los

principales causantes de formacion de gaps.
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Figura 14. Primera porcion del alineamiento multiple de las secuencias del gen mitocondrial 16S rRNA
observada a través del programa ClustalX. La imagen muestra la primera zona alineada, nétese la

conservacion de las primeras posiciones y la formacién del primer gap (flecha) provocado por B.
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En el alineamiento encontramos similitudes entre las secuencias debido a las
mutaciones comunes entre ellas: Todos los individuos de Pasamayo presentan
guanina en la posicién 71. Un grupo de 7 individuos de Pasamayo junto con
ejemplares de B. sordidus se encuentra bastante diferenciado de las demas
secuencias debido a la transicion G>A en las posiciones 69, 85, 94, 255 y 293; A>G
en 184; las transiciones C>T en la posicidon 87 y T->C en el sitio 175. En el caso de
transversiones tenemos: A->C en el sitio 318; T>G en la posicién 221; A>T en las
posiciones 105, 132, y 174; ademas de la sustitucién contraria T->A en los sitios 134,
168, 185, 221, 225, 239, 241 y 242; y dos individuos de este grupo poseen C en la
posicion 173. Otro grupo conformado sélo por 13 individuos de la poblacién de
Pasamayo presentd una adenina en el sitio 130. Diez individuos de Pasamayo
poseen una citosina compartida en el sitio 84, y 9 individuos comparten una guanina
en la posicion 252. En conjunto se registraron 25 mutaciones entre transiciones y

transversiones para la poblacién de Pasamayo.
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La mayoria de individuos de Ancén presenta mutaciones comunes con un grupo de 13
individuos de Pasamayo: Las transiciones T->C en la posicion 315; A>G en los sitios
177, 211,y 248; y G>A en 127. La transversion A>T en las posiciones 256 y 278; y
T->A en el sitio 92, ademas de C>G en la posicion 250. Ademas, sélo los individuos
de Ancon comparten una timina en la posicion 126 y una citosina en el sitio 252. Dos
individuos de Ancén comparten una adenina en la posicién 48. En total presentan 12

mutaciones compartidas.

Las poblaciones de Lachay y Cerro de Agua poseen mutaciones compartidas que lo
diferencian de los demas grupos. Por ejemplo, la presencia exclusiva para este grupo
de pirimidinas en la posicion 70, 128 y citosina en el sitio 129. Ademas provocan la
formacién de un gap entre los sitios 179 y 181 al poseer un triplete de timinas de mas
(Figura 15).

La ultima seccidn del alineamiento también es bastante conservada, y el extremo final
corresponde al sitio de hibridacion del primer 16SF-472 (posiciones 325 - 348) (Fig.
16).

Figura 15. Porcion central del alineamiento multiple de secuencias. Los individuos de Lachay y Cerro de
Agua provocan la formacion de un gap debido a la insercién de timinas (TTTT). La flecha indica la

insercion.
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Tabla 7. Sitios polimorficos informativos al analizar el conjunto total de secuencias del gen mitocondrial

16S rRNA, obtenidas de B. scalariformis, B. sordidus, B modestus y B. conspersus.

o Haplo i1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Individuo tipo 4 6 6 6 7 7 7 8 8 8 9 9 0 0 2 2 2 2 3 3 3 6 7 7T T 17T 7 8
8 2 6 9 0 1 2 4 5 7 2 4 5 7 6 7 8 9 0 2 4 8 3 4 5 7 9 4
Ancon_51a H9 AT A G A AT T G CAGAG - AATGATTTATG - A
Ancén_96b H9 . - -
Ancoén_r105 H10 T T -
Ancén_98b H11 T T -
Ancoén_r106 H10 T T -
Ancoén_r104 H10 T T -
Ancon_100b H10 T T -
Ancén_r107 H10 T T -
Ancén_r110 H10 T T -
Ancon_r109 H10 T T -
Ancoén_r112 H10 T T -
Ancon_94b H10 T T -
Ancén_99b H10 T T -
Ancoén_r113 H10 T . . T . -
Pasamayo_r58 H12 T G C - A -
Pasamayo_r61 H12 T G C A -
Pasamayo_r65 H12 T G C . - A -
Pasamayo_r74 H13 T G C T A -
Pasamayo_r77 H14 T G C - A -
Pasamayo_r75 H14 T G C - A -
Pasamayo_75 H14 T G C - A -
Pasamayo_r80 H14 T G C - A -
Pasamayo_r64 H14 T G C - A -
Pasamayo_r54 H14 T G C - A -
Pasamayo_77 H14 T G C - A
Pasamayo_74 H15 T G - A
Pasamayo_r82 H16 T . G . - . . . A . -
Cerro_de_Agua_6a H1 T T T A G T C AT
Cerro_de_Agua_33a H2 T T T A G T C AT
Lachay_70d H3 T T T A G T C AT
Lachay_71d H3 T T T A G T C AT
Lachay_72d H3 T T T A G T C AT
Cerro_de_Agua_71 H3 T T T A G T C AT
Cerro_de_Agua_84 H3 T T T A G T C AT
Lachay_74d H3 T T T A G T C AT
Cerro_de_Agua_72 H3 T T T A G T C AT
Cerro_de_Agua_1a H3 T T T A G T C AT
Lachay_73d H4 T T T A G T C AT
Cerro_de_Agua_83 H5 T T T A G C C AT
Cerro_de_Agua_5a Heé T (¢} T A G T C AT
Cerro_de_Agua_3a He6 T C T A G T C AT
Cerro_de_Agua_4a H6 T C T A G T C AT
Lachay_67d H7 T T A G T AT
Lachay_66d H8 T . . T . . .. G G T . . AT
BsordAnt3t2 sordt! T C T T A T A A G A C A
BsordAnt3t1 sordt1 T . . C T . T A T A A . G . . A C . . . A
Pasamayo_29e H17 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
Pasamayo_80 H17 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
BsordAnt2t6 sordt2 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
Pasamayo_79 H17 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
Pasamayo_31e H17 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
Pasamayo_73 H17 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
Pasamayo_82 H17 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
Pasamayo_81 H17 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
BsordAnt2t5 sordt2 T A G AT T A T A G T A A T C A A G
Bsordlg sordlg T A T T A T A G . . A . A A
BsordCarY1 sordY C A T T A T A G A A G G
BsordAncY1t3 sordY C . A . T T A T A G A A G G
BsordAnt1t4 sordt3 T C . A . G T T A T A . G . A A G . G
B. modestus mod T . G . G G . .. T T A T . A G A - A . A A .
B. conspersus cons T C G A T A A A T T T A A C A AT - T
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Tabla 7 (...) Continuacién

1 i 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3
Individuo Htfpf 8 8 0 1 2 2 2 3 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 6 7 7 8 9 1 1 1
P 5 6 0 1 i 5 6 9 0 1 2 3 8 0 1 2 5 6 8 3 7 8 2 3 4 5 8
Ancén_51a H9 T A CG T T TTATTTAGA AT GCGTATT T A G C A
Ancon_96b H9 .
Ancon_r105 H10 G
Ancon_98b H11 G
Ancon_r106 H10 G
Ancén_r104 H10 G
Ancén_100b H10 G
Ancén_r107 H10 G
Ancon_r110 H10 G
Ancon_r109 H10 G
Ancon_r112 H10 G
Ancoén_94b H10 G
Ancon_99b H10 G
Ancén_r113 H10 G
Pasamayo_r58 H12 G
Pasamayo_r61 H12 G
Pasamayo_r65 H12 G
Pasamayo_r74 H13 G .
Pasamayo_r77 H14 G G
Pasamayo_r75 H14 G G
Pasamayo_75 H14 G G
Pasamayo_r80 H14 G G
Pasamayo_r64 H14 G G
Pasamayo_r54 H14 G G
Pasamayo_77 H14 G G
Pasamayo_74 H15 G G
Pasamayo_r82 H16 . G . G . . . .
Cerro_de_Agua_6a H1 A T T A C A T
Cerro_de_Agua_33a H2 A T T A A T
Lachay_70d H3 A T T A A T
Lachay_71d H3 A T T A A T
Lachay_72d H3 A T T A A T
Cerro_de_Agua_71 H3 A T T A A T
Cerro_de_Agua_84 H3 A T T A A T
Lachay_74d H3 A T T A A T
Cerro_de_Agua_72 H3 A T T A A T
Cerro_de_Agua_1a H3 A T T . A A . T
Lachay_73d H4 A . T T A A A G T
Cerro_de_Agua_83 H5 A A T T A A T
Cerro_de_Agua_5a H6 A T T A A T
Cerro_de_Agua_3a H6 A T T A A T
Cerro_de_Agua_4a Hé A T T A A T
Lachay_67d H7 A T T A A T
Lachay_66d H8 . A . . . . . T T . A A . - T
BsordAnt3t2 sordt1 G A G A T A - A T T A G A A AT
BsordAnt3t1 sordt1 . G A G A .. T A - A T T A G A A A T -
Pasamayo_29e H17 A A A A A A A ] T A A A A A T C
Pasamayo_80 H17 A A A A A A A C T A A A A A T C
BsordAnt2t6 sordt2 A A A A A A A C T A A A A A T C
Pasamayo_79 H17 A A A A A A A C T A A A A A T C
Pasamayo_31e H17 A A A A A A A Cc T A A A A A T C
Pasamayo_73 H17 A A A A A A A C T A A A A A T C
Pasamayo_82 H17 A A A A A A A C T A A A A A T C
Pasamayo_81 H17 A A A A A A A C T A A A A A T C
BsordAnt2t5 sordt2 A A A A A A A C T A A A . A A T C
Bsordlg sordlg . A A - G - c . T A A . A G A A T -
BsordCarY1 sordY C A A A A - T T T A A A A A G T T
BsordAncY1t3 sordY C A A A A - T T T A A A A A G T T
BsordAnt1t4 sordt3 C . A A A . A - T T T A A . AA . A G T T
B. modestus mod T A - A . A G T T T AAA T . A A G AT T -
B. conspersus cons T T A A C A T T T A T C A A AT T
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En general se observa un alto grado de conservacion de las secuencias nucleotidicas
para B. scalariformis, una mayor presencia de transiciones que transversiones, y la
similitud entre secuencias dentro de las poblaciones de cada morfotipo. Se observo
también que algunas secuencias de individuos de Pasamayo resultaron mas similares
a individuos de B. sordidus. Las secciones primera y final del alineamiento resultaron
las mas conservadas mientras que la porcién central presentd mayor cantidad de

mutaciones.

Figura 16. Porcion final del alineamiento multiple de secuencias. La Gtlima parte corresponde al primer
16S-R472. Las secuencias se encuentran bastante conservadas, los gaps son provocados por la
especie hermana B.sordidus.
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4.2.3 Diversidad Genética

Para proceder al analisis mediante redes de haplotipos, necesitamos conocer los datos

de diversidad genética intrapoblacional.

Para el analisis poblacional de B. scalariformis se excluyeron los individuos de B.
sordidus, B. modestus y B. conspersus. El nuevo alineamiento con 51 secuencias
resultd en 334 sitios con 289 sitios constantes, 44 sitios variables y 38 sitios
informativos. Usando el programa DNAsp se encontraron 17 haplotipos (secuencias
diferentes) (Tabla 8). La diversidad genética fue alta (0.8965 — 17 haplotipos para 51
individuos), el valor Pi de diversidad nucleotidica fue de 0.04028.

No se encontraron haplotipos compartidos entre los morfotipos Pasamayo-Ancén vy
Lachay-Cerro de Agua (Tabla 9). Sélo existe un haplotipo compartido entre 4
individuos de Lachay y 4 individuos de Cerro de Agua. Se observa que existe

estructuracion geografica de la diversidad genética.

Ambos morfotipos presentan una cantidad de haplotipos similares (8 en Lachay-Cerro
de Agua y 9 en Ancén-Pasamayo), y a pesar del mayor tamano muestral de Ancéon-
Pasamayo (33) con respecto a Lachay-Cerro de agua (17) observamos valores
cercanos de diversidad genética: Lachay-Cerro de Agua (0.772), Pasamayo — Ancon
(0.820) (Tabla 10). La mayor diversidad genética (haplotipica) la presentd la poblacion
de Cerro de Agua (0.800) y la menor (0.385) la poblacién de Ancon.

Existe un haplotipo altamente divergente en la poblacion de Pasamayo que

corresponde a las 7 secuencias que formaban un grupo en el alineamiento.
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Tabla 8. Haplotipos (secuencias diferentes) encontrados en las poblaciones de B. scalariformis a partir de 27 sitios variables. Los nimeros indican los 44 sitios
variables. N = Numero de secuencias. Sélo un haplotipo (H3) esta compartido entre las poblaciones de Lachay y Cerro de Agua. Ancén y Pasamayo no
presentan haplotipos compartidos. El haplotipo mas divergente (H17) pertenece a 7 individuos de la poblacion de Pasamayo. Hap: Haplotipos. Pob.:
Poblaciones (A: Ancén, C: Cerro de Agua, L: Lachay, P: Pasamayo )

1111111111111 2222222222222222233
Hap 4 56 6 6 78 88 889022222667 77880113333444445666700 N Pob.
890890124891234568045013017781348025634780914
H1 TTAGTATGCATGAGTCGATTTATAATATTTTTIATTGACAAAGTATI1 C
H 2 C T 1 C
H 3 A B 8 L/C
H 4 . A.T. .G 1 L
H5 . C A T 1 C
Hé6 ... .C . T 3 C
H7 .C. . A T T 1 L
H8 . . . . A A | A .1 L
HO A . . . A . A AAT .G . .G . .GC . TTT C.2 A
H 10 . A . A AAT .G . .G .GGC .TTT cC .11 A
H11 . . T . A . . . A AAT . .G . .G .GGC .TTT cC.1 P
H12 . .AGC A . .AATA .G . .G .GGC .TTT C.3 P
H 13 . .AGC A . TAATA .G . .G .GGC .TTT cC.1 P
H 14 . .AGC . A AATA .G . .G .GGG .TTT. C.7 P
H 15 . . AG .. A AATA .G . .G .GGG .TTTG cC.1 P
H 16 . . AG . TA AATA. ... ..G..G.....GGG.TTT cC.1 P
H 17 . AAG.AT. . AT .AT.TAA.TC.GA.AGAAA .C.A.T A.C7 P
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Tabla 9. Distribucidén de los haplotipos de B. scalariformis con respecto a las localidades de muestreo. La linea punteada indica que no existen haplotipos

compartidos entre las localidades de Ancon-Pasamayo y Lachay-Cerro de Agua.

Haplotipo
Localidad Ht H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 Total
Ancon 2 11 1 14
Pasamayo 3 1 7 1 1 7 20
Lachay 4 1 1 1 7
Cerro de Agua 1 1 4 1 3 10
N2 Individuos 1 1 8 1 1 3 1 1 2 11 1 3 1 7 1 1 7 51

Tabla 10. Valores de diversidad genética (H), para las poblaciones estudiadas de B. scalariformis. N = Tamafo muestral. Nétese los altos valores de diversidad

genética encontrados, salvo en el caso de Ancén.

H N
Ancon 0.385 14
Pasamayo 0.763 20
Lachay 0.714 7
Cerro de Agua 0.800 10
Ancén + Pasamayo 0.820 34
Lachay + Cerro de Agua 0.772 17
Total 0.896 51
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La distancia genética dentro y entre las poblaciones fue hallado con MEGA y se
muestra en la Tabla 11. Dentro de cada poblacion, la distancia genética es pequefna
(menor a 0.01) reflejando las pequenfas diferencias entre los haplotipos, salvo en el
caso de Pasamayo (0.05). Por otro lado, observando la distancia genética entre las
poblaciones notamos que sélo dentro del morfotipo Lachay-Cerro de Agua la distancia
es pequena (0.0054), lo contrario sucede en Ancén-Pasamayo (0.0449)

Curiosamente, la distancia dentro del morfotipo Lachay y Cerro de Agua (0.064) resulté
menor que la distancia dentro de la propia poblaciéon de Lachay, lo mismo ocurre si
comparamos la distancia genética entre Pasamayo y Ancon (0.0449) y la distancia
genética dentro de Pasamayo (0.0519). También observamos cierta relacién entre la
distancia genética y la distancia geografica, por ejemplo Cerro de Agua es la localidad
que se encuentra mas al norte y a su vez es la que muestra mayor distancia genética
con las poblaciones del lado sur (Ancon: 0.0449, Pasamayo: 0.0622), se esperaria lo
mismo para Ancon que es la localidad mas al sur, sin embargo observamos que las
diferencias genéticas de las poblaciones del norte con Pasamayo son mayores. La
mayor distancia genética encontrada al comparar a los individuos de Pasamayo esta
influenciada por la presencia de un haplotipo altamente divergente.

Tabla 11. Distancia genética a pares (Kimura 2-pardmetros) dentro de cada poblacién (diagonal) y entre
cada una de las poblaciones (debajo de la diagonal). N6tese la mayor diferencia al comparar entre las

poblaciones que dentro de ellas, salvo para el caso de Pasamayo.

i Cerro de
Ancon Pasamayo Lachay Agua
Ancon 0.0021
Pasamayo 0.0449 0.0519
Lachay 0.0435 0.0608 0.0064
Cerro de 0.0449 0.0622 0.0054 0.0038
Agua
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4.2.4 Andlisis filogenético

El modelo de sustitucion nucelotidica elegido por el Modeltest utilizando el criterio de
informaciéon de Akaike (AIC) fue el K81uf+G, el cual es una variacion del modelo
Kimura 2-Parametros (K80) (Kimura 1980), el modelo K80 asume una frecuencia igual
de bases y diferentes tasas de transicién y transversion. El modelo K81 hace las
mismas asunciones que K80 pero permite dos tasas de transversion diferentes.
Finalmente, el modelo K81uf asume ademas una diferencia en la frecuencia de bases
(Kimura 1981), el simbolo G indica que se calculo el parametro a (alfa) de la
distribucibn gamma para ajustar las diferencias de mutacion a lo largo del

alineamiento.

El analisis de Neighbour Joining, el cual se basa en la contruccién del arbol a partir de
distancias genéticas, reveld la existencia de un grupo en posicidn basal
correspondiente a 7 individuos de Pasamayo (Fig. 17), mencionados anteriormente por
sus mutaciones compartidas que sorprendentemente queda en el mismo clado de
Bostryx sordidus, particularmente dentro del grupo de B. sordidus de la localidad de
“AnconT” que se ubica en la zona oriental del Cerro Ancdn cubierta principalmente por
tilandsiales (Ramirez, 2004).

Describiendo ahora el clado de B. scalariformis se observa una clara division entre los
morfotipos Lachay-Cerro de Agua y Ancon-Pasamayo. Los individuos de Lachay vy
Cerro de Agua aparecen entremezclados en un mismo clado (bootstrap=87). El clado
de Pasamayo-Ancén también resulté bien sustentado (bootstrap=99), sin embargo
existe subdivision entre las poblaciones de Ancén y Pasamayo soportada con altos
valores de bootstrap. Las relaciones intraespecificas muestran que las diferencias
genéticas concuerdan con las diferencias morfolégicas. La topologia del &rbol
encontrado es conocida como "en estrella" (Avise, 200) ya que observamos la

divergencia reciente de los haplotipos de B. scalariformis a partir de pocos linajes.
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Figura 17. Relaciones filogenéticas entre los individuos de B. scalariformis. Arbol obtenido en MEGA

utilizando las distancias calculadas con el modelo Kimura 2-parametros y el método de Neighbour

Joining. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 70%. La escala representa la distancia

genética.
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En el analisis de parsimonia, el cual se basa en la construccién de arboles con el
menor numero de cambios posibles (Fig. 18), encontramos una topologia similar a la
encontrada con el analisis de Neighbour Joining, el grupo de B. scalariformis esta bien
sustentado (bootstrap=91). Continuamos observando la presencia de dos clados
dentro de la especie que corresponden a sus morfotipos. Dentro del clado de
Pasamayo-Ancon existe una subdivision notable de los individuos de Pasamayo
(bootstrap=88), el haplotipo H17, correspondiente a 7 individuos de B. scalariformis,
permanece en el clado de Bostryx sordidus.

El analisis de maxima verosimilitud (Fig. 19) en el cual se aplicaron los parametros del
modelo de sustitucion nucleotidica propuesto por el Modeltest (K81uf+G), también nos
muestra resultados similares. Es posible discriminar a B. scalariformis de B. sordidus
(bootstrap>70), al clado Ancén-Pasamayo de Lachay-Cerro de Agua (bootstrap>90) y
a los individuos de Pasamayo dentro del clado Ancén-Pasamayo (bootstrap>90). El
H17 en este caso, también se ubica dentro del clado de B. sordidus.

Finalmente, el andlisis de filogenia bayesiana (Fig. 20) también discrimina a B.
scalariformis de B. sordidus (p=0.79), y divide a los morfotipos Ancdn-Pasamayo
(p=0.97) de Lachay-Cerro de Agua. Sin embargo, el haplotipo H17 contintda
ubicandose dentro del clado de B. sordidus.

En general, el gen mitocondrial 16S RNA demuestra su capacidad de distinguir entre
las poblaciones del molusco, y reitera ser un buen marcador para el estudio de
filogenias intraespecificas de moluscos terrestres. Sin embargo en todas las topologias
se encontré un gran numero de politomias debido a la cercania genética entre las
secuencias. Para resolver las politomias intrapoblacionales se necesita de un analisis

mas potente para este tipo de casos: el andlisis de redes de haplotipos.
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Figura 18. Relaciones filogenéticas arbol obtenido en PAUP utilizando el método de Maxima
Parsimonia. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 70%.
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Figura 19. Relaciones filogenéticas arbol obtenido en PAUP utilizando el método de Maxima

Verosimilitud. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 70%.
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Figura 20. Relaciones filogenéticas arbol obtenido en Mr. Bayes utilizando el analisis bayesiano. Los

valores indican la probabilidad de los clados. Se muestran los valores de probabilidad mayores a 0.70.
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4.2.5 Networks

Existe otra manera de encontrar las relaciones filogenéticas entre todos los individuos
en estudio, utilizando el método de redes de haplotipos (Bandelt et al., 1999) donde se
generan arboles no enraizados para observar las relaciones entre los haplotipos
(secuencias diferentes) y aua frecuencias. Este analisis permite observar visualmente
patrones demogréaficos y de flujo génico. Al no necesitar arboles enraizados se
prescindié de los individuos usados como grupos externos.

El andlisis de networks mostrd la presencia de 2 grupos (Fig. 21): Lachay-Cerro de
Agua (8 haplotipos) y Pasamayo — Ancén (9 haplotipos). El haplotipo con mayor
frecuencia en Lachay-Cerro de Agua (H3-8 individuos) esta compartido entre ambas
poblaciones. Las diferencias entre los haplotipos se deben a pocas mutaciones (entre
1y 2). Lachay posee 3 haplotipos propios (H4, H7, H8) y Cerro de Agua posee 4 (H1,
H2, H5, H6). La topologia que presenta esta zona de la red de haplotipos se conoce
como "star — like topology" o arbol en estrella en la cual un haplotipo con alta
frecuencia (H3) estd conectado a haplotipos de baja frecuencia por medio de pocas
mutaciones, esta topologia es una firma de expansién poblacional después de un
cuello de botella genético (Avise, 2000).

Distante a 11 mutaciones del haplotipo 8 de Lachay se encuentra el otro grupo (Ancén
- Pasamayo), la coneccién se da con el haplotipo 9 perteneciente a Ancoén, un
haplotipo de baja frecuencia (1 individuo). La poblacién de Ancon compuesta de los
haplotipos 9, 10 y 11 también presenta una topologia en estrella, al tener la menor
cantidad de haplotipos se convierte en la poblacién con diversidad genética mas baja.
A tres cambios mutacionales del haplotipo 10 de Ancon se encuentra el haplotipo 12
de Pasamayo, esta poblacion posee los siguientes haplotipos: 12, 13, 14, 15, 16 y 17,
y no presenta topologia en estrella. Los individuos de este grupo de Pasamayo
presentan entre 1 y 4 diferencias en sus secuencias. Dentro de Pasamayo existe
ademas el haplotipo divergente (H17) distante a 31 mutaciones del haplotipo 9 (Ancdn)
y 23 mutaciones del haplotipo 8 (Lachay).

Entre las poblaciones existen varios pasos mutacionales, esta cantidad de mutaciones

acumuladas entre estos grupos indica una restriccion en el flujo génico.
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Figura 21. Red de haplotipos de B. scalariformis.. Los colores representan a las poblaciones: Ancon
(verde), Pasamayo (azul), Lachay (rosa), Cerro de Agua (lila). Los cambios mutacionales dentro de los
grupos se muestran en rojo y entre los grupos en negro. El tamafo de los circulos es proporcional a la
frecuencia del haplotipo correspondiente (ver escala).
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4.2.6 Estructura y Diferenciacion Poblacional

El estadistico Fst se utilizé6 para encontrar diferenciacién entre las poblaciones (Tabla
12), la diferenciacion indica la restriccion de flujo génico entre las poblaciones. La
mayor diferenciacién se encuentra entre las poblaciones del morfotipo Lahay- Cerro de
Agua y la poblacion de Ancén (Fst=0.91 y 0.94, respectivamente), la menor
diferenciacién con Pasamayo puede deberse a la presencia del haplotipo divergente
H17. Observamos que no existe diferenciacién significativa entre las poblaciones de
Lachay y Cerro de Agua, esto debido a la presencia del haplotipo compartido H3 que a
su vez es frecuente en ambas poblaciones y al menor nUmero de mutaciones entre

ellas.

Tabla 12. Valores de Fst entre las poblaciones de B. scalariformis. Valores cercanos a 1 indican
diferenciacion genética entre las poblaciones. Todos los valores fueron altamente significativos (p <
0.001), excepto para el caso de Lachay y Cerro de Agua.

, Cerro de
A P Lach
ncon asamayo achay Agua
Ancon 0.0000
Pasamayo 0.3564 0.0000
Lachay 0.9149 0.4779 0.0000
Cerro de 0.9362 0.5343 0.0560 0.0000
Agua

Al no considerar el haplotipo H17 los valores de Fst aumentan (Tabla 13). Entre
Lachay y Cerro de Agua encontramos un valor bajo de Fst (0.05) y la diferenciacién no
fue significativa. Entre Ancdn y Pasamayo encontramos un Fst alto (0.79) lo que indica
que no existen haplotipos compartidos entre estas dos poblaciones. La diferenciacion
entre el morfotipo Ancon-Pasamayo de Lachay-Cerro de Agua es evidente (valores de
Fst mayores a 0.9).
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Tabla 13. Valores de Fst entre las poblaciones de B. scalariformis sin considerar al haplotipo H17.
Valores cercanos a 1 indican diferenciacion genética entre las poblaciones. Todos los valores fueron
altamente significativos (p < 0.001), excepto para el caso de Lachay y Cerro de Agua.

Ancén Pasamayo Lachay Cerro de Agua
Ancon 0.0000
Pasamayo 0.7943 0.0000
Lachay 0.9149 0.9226 0.0000
Cerro de Agua 0.9362 0.9424 0.0560 0.0000

Los valores de Fst demuestran la existencia de cuatros grupos dentro de la
poblaciones de B. scalariformis (Tabla 14): Ancén, Pasamayo, Pasamayo H17 vy
Lachay-Cerro de Agua. La significancia de todos los valores indica la estructuracién
de la poblacién y la capacidad de diferenciar genéticamente a los grupos dentro y
entre las poblaciones. En otras palabras, Lachay y Cerro de Agua conforman un solo
grupo poblacional y con poca diferenciacion genética (tal como se observaba en los
arboles filogenéticos), Ancon y Pasamayo no comparten haplotipos por eso quedan
como grupos separados, mientras que el haplotipo divergente H17 debe ser tomado en

cuenta como un linaje diferente.

Tabla 14. Valores de Fst entre los cuatro grupos propuestos para B. scalariformis. Los valores cercanos
a 1 indican diferenciacion genética entre las poblaciones. Todos los valores fueron significativos (p <
0.001).

Ancén Pasamayo Pasamayo H17 Lachay + Cerro

de Agua
Ancén 0.0000
Pasamayo 0.7943 0.0000
Pasmayo H17 0.9768 0.9783 0.0000
Lachay + Cerro 0.9206 0.9280 0.9589 0.0000

de Agua
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Para analizar la varianza molecular dentro y entre los grupos de secuencias
correspondientes a los morfotipos se realiz6 el test de AMOVA (Tabla 15). EI AMOVA
revela que existe mayor variabilidad entre morfotipos (49.38%, pero no es
estadisticamente significativa), sin embargo también existe variabilidad entre las
poblaciones dentro de los grupos propuestos (16.72%, p<0.0001). El anélisis AMOVA
es utilizado para revelar la estructura genética de una poblacion, por lo que
deberiamos obtener gran diferencia entre los grupos propuestos y menor diferencia
dentro de ellos. Por lo tanto, se optd realizar nuevamente el anadlisis s6lo que ahora
basandose en los resultados anteriores que demostraron la presencia de cuatro
grupos dentro de B. scalariformis (Tabla 16), este nuevo abordaje maximizd la
variacion entre de los grupos (>90%) y minimizé la variacion entre las poblaciones
dentro de los grupos. Aunque no se presento significancia estadistica, esta propuesta
permite determinar las diferencias entre los grupos dentro de las poblaciones de B.

scalariformis.

Tabla 15. Andlisis de Varianza Molecular entre los morfotipos (Cerro de Agua-Lachay y Pasamayo

Ancon) de Bostryx scalariformis. Los estadisticos resultaron significativos (p<0.0001), salvo en (*).

Fuente de Porcentaje de indices de
Variacion Variacion Fijacion

Entre grupos 49.38% Fct = 0.49385*

Entre
poblaciones
dentro de los

grupos

16.72% Fsc = 0.3303

Dentro de las

. 33.90% Fst= 0.66103
poblaciones
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Tabla 16. Analisis de Varianza Molecular para los cuatro grupos genéticamente diferentes (Cerro de
Agua-Lachay, Pasamayo, Ancén, y Pasamayo H17) propuestos dentro de Bostryx scalariformis. Los
estadisticos resultaron significativos (p<0.0001) sélo en (*).

Fuente de Porcentaje de indices de
Variacion Variacion Fijacion

Entre grupos 93.72% Fct =0.9373

Entre
poblaciones
dentro de los

grupos

0.74% Fsc=0.1183

Dentro de las

. 5.53% Fst = 0.9447*
poblaciones

4.2.7 Patrones demograficos

El analisis de la filogenia intraespecifica y la red de haplotipos indican la posibilidad de
eventos de expansidn subita en las poblaciones de B. scalariformis, la presencia de la
topologia en estrella demuestra un episodio de cuello de botella genético seguido de
expansion poblacional subita. Para testar esta hipétesis se calcularon los valores de
diferencias a pares (k), numero de sitios segregantes o polimérficos (s) y la diversidad
nucleotidica (m) que se muestran en la Tabla 17. Estos valores pueden indicar la
"firma" que deja en la estructura genética de las poblaciones los episodios de cuello de
botella genético seguido de expansion poblacional. Ademas se realizé el analisis de
mistmatch distribution (distribucion de diferencias a pares entre las secuencias) para

observar graficamente la ocurrencia de este evento.

En la Tabla 17 observamos la relacién directa que tienen los valores de numero
promedio de diferencias a pares (k), sitios polimérficos (s) y diversidad nucleotidica
(1m). Por ejemplo, Ancdn posee la menor cantidad de S, K y 1, esto también se refleja
en su diversidad genética.
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Tabla 17. Valores del promedio de diferencias a pares, sitios polimoérficos y diversidad nucleotidica para
cada una de las poblaciones de B. scalariformis. k = Promedio de diferencias a pares, s = Niumero de
sitios polimorficos, ™ = Diversidad nucleotidica. Se anadieron los datos de nimero de haplotipos y

diversidad genética (H) a modo de comparacién.

Numero de
. H k S ™
Haplotipos
Ancon 3 0.385 0.670 3 0.00206
Pasamayo 6 0.763 15.784 34 0.04842
Pasamayo 5 0.692 1.205 5 0.0037
sin H17
Lachay 4 0.714 2.095 6 0.00635
Cerro de 5 0.800 1.267 5 0.00383
Agua
Pasama,lyo * 9 0.820 12.221 37 0.03749
Ancon
Pasamayo
sin H17 + 8 0.772 2.581 10 0.00792
Ancon
Lachay +
Cerro de 8 0.772 1.647 10 0.00499
Agua

El bajo numero de sitios polimérficos junto con los altos valores de diversidad genética
implica la presencia de varios haplotipos que divergen por pocas mutaciones, en otra
palabras estamos frente al reflejo numérico de la topologia en estrella en las
poblaciones de B. scalariformis, la cual indica un episodio de expansion poblacional

subita que sigui6 a un cuello de botella genético.

Finalmente, observamos también la influencia del haplotipo divergente H17 en los
valores presentes para Pasamayo, al tomarlo en cuenta aumentan los valores
calculados para S, Ky 1. Sin embargo no afecta la diversidad genética (H) porque este
indice sélo considera la frecuencia de aparicién de haplotipos.

70



El nimero de diferencias a pares fue comparado con su frecuencia para cada
poblacion (Fig. 22). Pasamayo -sin el haplotipo 17- y Cerro de Agua presentaron una
distribucién unimodal, mientras que Ancén y Lachay presentan una distribucién
multimodal. Se ha observado que los eventos de expansién subita quedan marcados
en las poblaciones (Rogers & Harpending,1992) mostrando una curva unimodal, que
implica una gran frecuencia de haplotipos con pocas diferencias entre sus secuencias.
Al tomar en cuenta al haplotipo 17 la curva se convierte en multimodal debido a la gran
diferencia de este haplotipo en relacion a los demas. Dejando de lado al H17, se
observo pocas diferencias entre las grupos lo que aunado a la alta diversidad genética
presente en las poblaciones demuestra graficamente la expansion subita de las
poblaciones de B. scalariformis.

Se utiliz6 el estadistico Fs de Fu para obtener soporte para la hipétesis de expansion
poblacional (Tabla 18). Los valores de Fs de Fu son negativos en la mayoria de los
casos implicando expansion poblacional (Fu, 1995). Sin embargo, sbélo en el caso de
Cerro de Agua y en el grupo Lachay-Cerro de Agua obtuvieron significancia

estadistica.

Tabla 18. Valores del estadistico Fs de Fu para cada poblacion de B. scalariformis (A) o para los grupos

de morfotipos (B). (*) resultado significativo (p<0.05).

A Fs de Fu B Fs de Fu
Ancon 0.055 5
Ancon + 2116
Pasamayo
Pasamayo 9.700
Pasamayo Ancon +
. y -1.291 Pasamayo -0.642
sin H17 .
sin H17
Lachay -0.042 Lachay +
Cerro de Cerro de -3.396*
-1.671* A
Aqua gua
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Figura 22. Distribucién de diferencias a pares (mismatch distribution) para las poblaciones de B. scalariformis, En la horizontal se muestran las diferencias a
pares y en la vertical la frecuencia de aparicion de estas diferencias. Un mejor ajuste de la distribucién observada (azul) a la distribucién esperada (rojo) implica
un episodio de expansién poblacional subita que sigui6 a un cuello de botella genético. (a) Ancén, (b) Pasamayo, (¢) Lachay y (d) Cerro de Agua.
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Figura 23. Distribucién de diferencias a pares (mismatch distribution) para las poblaciones de B. scalariformis, En la horizontal se muestran las diferencias a
pares y en la vertical la frecuencia de aparicion de estas diferencias. Un mejor ajuste de la distribucién observada (azul) a la distribucién esperada (rojo) implica
un episodio de expansién poblacional subita que siguidé a un cuello de botella genético. (a) Pasamayo sin el haplotipo H17, (b) Cerro de Agua + Lachay, (c)

Ancon + Pasamayo, (d) Ancén + Pasamayo sin H17.
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4.2.8 Tiempos de Divergencia

El arbol de distancias obtenido por Neighbour Joining fue linearizado y comparado con
la tasa de sustitucion estandar del gen 16S rRNA (0.06/millén de afos, Chiba, 1999;
Pfenninger & Posada 2002; Pfenninger et al. 2003). De esta manera podemos
observar los tiempos de divergencia entre los clados (Fig. 24). La divergencia del clado
de B. scalariformis de las demas especies del género Bostryx ocurrié hace 700 mil
anos (Fig. 24-A).

La divergencia entre los clados de los morfotipos ocurrid hace unos 413 mil afios (Fig
25-A). En el caso de Lachay y El Agua, la mayor parte de haplotipos no muestra
divergencia significante, mientras que los haplotipos de Pasamayo y Ancén divergieron
hace unos 110 mil afios (Fig. 25-B). El tiempo de divergencia entre las poblaciones es
relativamente reciente, sin embargo en la siguiente seccidbn observaremos que
coincide con fenémenos climaticos globales importantes que afectaron también a la

costa peruana.
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Figura 24. Tiempos de divergencia en la especie Bostryx scalariformis. (A) Tiempo de divergencia de B.

scalariformis con respecto a B. sordidus (700 mil afos). La escala inferior representa la distancia

genética y la superior el tiempo en millones de afos.
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Figura 25. Tiempos de divergencia en las poblaciones de B. scalariformis. Cada poblacién esté indicada
con un color: Ancén (verde), Pasamayo (azul), Lachay (rojo), y Cerro de Agua (morado). La escala
inferior representa la distancia genética y la superior el tiempo en miles de afos. (A) Divergencia entre
los clados de B. scalariformis (410 mil afos). (B) Divergencia de los haplotipos de Pasamayo de la

poblacion de Ancén (110 mil afos).
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5. DISCUSION

La especie Bostryx scalariformis (Broderip in Broderip & Sowerby, 1832) presenta
poblaciones en las lomas de Ancén, Pasamayo, Lachay y Cerro de Agua, abarcando
un rango de aproximadamente 50 kilometros lineales. La ausencia de este molusco en
otras localidades asi como su distribucion particular, lo hacen un modelo interesante
en el estudio de la estructura poblacional de moluscos de lomas. Sin embargo su
endemismo y mermada distribucion la colocan en estado de peligro latente.

5.1 Analisis Morfométrico

Los moluscos en general y los gastropodos en particular muestran una diversidad
fascinante de estructuras elaboradas. Especies relacionadas usualmente difieren en
los parametros del desarrollo de la concha produciendo una variedad de formas que
estan relacionadas principalmente a factores ambientales. Las conchas ademas
proveen informacién relevante usada para la taxonomia y la inferencia filogenética, asi
como para el estudio poblacional. La morfologia de la concha que preserva el registro
ontogenético es el principal campo de la morfometria (Madec et al. 2003), por lo que se
decidié estudiar las diferencias morfométricas entre los morfotipos.

El analisis morfométrico reveld la presencia de dos morfotipos, uno habitando Ancén y
Pasamayo, y el otro localizado en Lachay y Cerro de Agua. Las diferencias entre los
morfotipos se centran principalmente en el tamafno de la concha (altura y didmetro) y
en la ornamentacién (numero y didmetro de las costillas). El andlisis de componentes
principales se realizd para encontrar las diferencias entre los individuos de todas las
poblaciones encontrando diferencias principalmente en la ornamentacién. El analisis
de discriminantes candnicos evalua las diferencias de los individuos asignados a las
poblaciones previamente por lo que los grupos de morfotipos quedaron aun mas
diferenciados.
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Se ha observado que condiciones mas humedas favorecen un mayor crecimiento de la
concha del molusco. La variacibn en la apertura se ha interpretado como una
adaptacién contra la pérdida de agua o contra los depredadores. Se ha encontrado
que especies de moluscos xerofilos tienden a tener un area de abertura menor
(Goodfriend, 1986). La poblacién de Pasamayo ubicada en una zona de mayor altitud
(400-700 msnm), y humedad presenté un tamario mayor (altura y diametro), lo que
coincide con lo observado por Goodfriend (1986) quien indica que poblaciones

sometidas a mayor humedad poseen un mayor crecimiento de la concha.

En el caso de la ornamentacién, ésta puede ser respuesta a demandas estructurales
del ambiente incluyendo camuflaje y defensa contra los depredadores y parasitos
(Schilthuizen, 2003), seleccion sexual o adaptaciéon (Pfenninger et al., 2005). En otros
casos, la divergencia ecoldgica aparece como insuficiente para explicar la gran
diversidad de formas. Para B. scalariformis, se encontré que la ornamentacion es la
caracteristica mas sobresaliente permitiendo diferenciar visualmente a ambos

morfotipos: Ancon-Pasamayo y Lachay-Cerro de Agua.

Parece posible entonces que el aislamiento geografico y las diferentes condiciones
presentes en Ancon-Pasamayo (mayor altitud y humedad) y en Lachay-Cerro de Agua
(menor altitud y humedad) hayan contribuido enormemente en la diferenciacién de los
morfotipos. Debido a la distribucién caracteristica de los moluscos terrestres y su baja
capacidad de dispersion es posible también que existan diferencias genéticas en sus
poblaciones, debido al aislamiento geogréfico, el cual es el principal factor para el
desarrollo de eventos de vicarianza (Van Riel et al. 2003).
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5.2 Analisis Molecular

Para evaluar las diferencias genéticas entre los morfotipos se trabajé con el gen 16S
rBNA, el cual ha sido utilizado exitosamente en el estudio genético de poblaciones de
moluscos terrestres. El contenido de adenina y timina encontrado (70%) es alto, sin
embargo concuerda con lo indicado por Hatzoglou et al. (2005) para el caso del
caracol Albinaria. Este exceso de A-T también fue reportado por Lydeard et al. (2000),
quienes indican que a pesar de ser un valor elevado, es menor que el valor encontrado

en la clase Insecta.

Al revisar el alineamiento de las secuencias, se observé que la mayoria de gaps
formados eran producidos por los grupos externos: B. sordidus, B. conspersus y B.
modestus. Se observé también que existian secuencias de individuos
morfoldégicamente parecidos a B. scalariformis pero cuyas secuencias de 16S rRNA
eran idénticas a B. sordidus. Las secciones primera y final del alineamiento
corresponden a segmentos bien conservados y verifican la efectividad de los primers
especificos disefiados por Ramirez (2004). Los morfotipos presentaron similitud en sus

secuencias, y no se observé una sola secuencia compartida entre ambos morfotipos.

Para la eleccion del modelo de sustitucion nucleotidica se procedié segun lo propuesto
por Posada & Buckley (2004) quienes comentan que la aproximacion actual en la
eleccion del modelo ("Hierarchical Likelihood ratio test') no es la estrategia optima y
que los métodos que usan el criterio de informacién de Akaike o los analisis
bayesianos ofrecen ventajas importantes frente al método actual. Por ello, se prefirid

usar el criterio de informacién de Akaike implementado en el software Modeltest 3.7.
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5.2.1 Filogenia intraespecifica

Todos los andlisis filogenéticos (Neigbourhg Joining, Maxima Parsimonia, Maxima
Verosimilitud, y el analisis Bayesiano) demostraron la presencia de dos clados
separados dentro de B. scalariformis, los cuales corresponden a los morfotipos Ancén-
Pasamayo y Lachay-Cerro de Agua. La concordancia en los resultados asi como el
fuerte sustento de los clados nos indica que existen dos linajes evolutivos diferentes
dentro de B. scalariformis que corresponden a los morfotipos descritos.

Un resultado similar lo encontramos en Pfenninger & Magnin (2001) quienes
encontraron la presencia de dos clados de haplotipos altamente divergentes dentro de
la especie Candidula unifasciata, siendo esta division concordante con las diferencias

morfoldgicas, y proponiendo la existencia de dos linajes evolutivos diferentes.

El andlisis filogenético también diferencié en todos los casos a 7 individuos de B.
scalariformis que quedaron en el clado de B. sordidus. El grupo de B. sordidus
presenta varios origenes, y no parece ser un grupo natural, su estudio se revela como
interesante pero va mas alla de los limites de esta investigacion. Ramirez (2004)
postuld que los limites de especie entre B. sordidus, B scalariformis y B. modestus aun
no se encuentran bien resueltos (agrupando a estas tres especies en el "Complejo
Bostryx modestus"). Los resultados indican la posibilidad de hibridacién interespecifica
(introgresién) entre B. sordidus y B. scalariformis. Otra posibilidad es que los individuos
H17 pertenezcan a B. sordidus, y la causa del parecido de sus conchas a las de B.
scalariformis se deba a la plasticidad ecoldgica que posee esta especie, segun lo
indicado por Ramirez (2004). Es necesario del uso de otro marcador molecular para

resolver este problema.

Con esta investigacion se actualizan los datos presentados por Ramirez (2004), quien
indicd que sblo existian especies de B. sordidus en Ancén y ocupando la parte oriental
de la loma, ahora se conoce que individuos de B. scalariformis pero con secuencias
muy relacionadas a B. sordidus se encuentran también en la localidad de Pasamayo y
en la cara occidental (que recibe mayor humedad) de la loma.
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Los resultados concuerdan con lo obtenido por Ramirez (2004), quien evalud la
flogeografia de las especies de Bostryx de la costa peruana. En ese trabajo, la autora
afirma que la especie B. scalariformis es ya una especie diferenciada, sin embargo
s6lo pudo utilizar individuos de un morfotipo, por lo que no observé las diferencias
entre todas las poblaciones del molusco.

Es posible observar que la topologia en los arboles no se resuelve bien hacia los
extremos de las ramas, esto debido a que estamos frente a una filogenia
intraespecifica donde se espera poca divergencia entre los taxa. La topologia de los
arboles encontrados nos revela la forma "en estrella" (Avise, 2000), de la cual se
puede inferir la existencia de un evento de cuello de botella genético seguido de una
expansion subita, en otras palabras pocas ramas han originado la diversidad genética
actual (Avise, 2000).

5.2.2 Analisis poblacional

Dentro de las poblaciones de B. scalariformis se encontraron 17 haplotipos para las 51
secuencias estudiadas, la diversidad genética resulté alta 0.896 (89.6%) y no se
encontraron haplotipos compartidos entre los morfotipos. La alta diversidad genética
puede ser explicada por la estructura particular de las poblaciones de los pulmonados
que puede ayudar a mantener las diferencias moleculares entre los haplotipos del DNA
mitocondrial (Thomaz et al. 1996).

La ausencia de haplotipos compartidos entre Ancén-Pasamayo y Lachay-Cerro de
Agua, junto con la informacion resultante del andlisis filogenético nos indica que no
existe flujo génico actual entre ambos morfotipos. La principal causa parece ser la gran
barrera que representa el desierto costero.

El analisis de "networks" resulta mas fino en el caso del estudio poblacional y muestra
en detalle las diferencias entre los individuos de B. scalariformis. Entre ambos
morfotipos la diferencia resultd de 11 pasos mutacionales. La presencia de un
haplotipo compartido entre Lachay y Cerro de Agua implicaria flujo génico reciente o

una divergencia aun incipiente entre estas poblaciones. Por otro lado entre Ancon vy
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Pasamayo no existen haplotipos compartidos por lo que es posible que su divergencia
haya sido mas antigua.

La diferenciacion entre las poblaciones qued6 demostrada con el estadistico Fst, este
estadistico ademas representa la cantidad de flujo génico que existe entre las
poblaciones (Wright, 1965). Se observd que el flujo génico entre los morfotipos estaba
restringido, pero no dentro del morfotipo Lachay-Cerro de Agua, posiblemente porque
la separacion geografica entre sus poblaciones es de data reciente. Lo contrario
sucede en Ancén-Pasamayo, donde el valor de Fst es mas alto, para explicar este
caso recuérdese que la geografia de los habitats de ambos morfotipos es algo
diferente, Lachay y Cerro de Agua se encuentran casi al mismo nivel de altitud y el
terreno no presenta depresiones drasticas. Si la extension de las lomas fue mayor en
el pasado, resultaria en una continuidad vegetal que podria haber permitido el flujo
geénico entre los individuos de ambas poblaciones. Al contrario, en las poblaciones de
Ancén y Pasamayo los individuos se ubican en una mayor altitud y la separacién entre
ambas lomas es una depresién drastica (conocida como Pampa de Tomaycaya, un
paisaje absolutamente desértico); debido a la poca habilidad de dispersién de los
moluscos, el desplazamiento entre estas dos poblaciones resulta menos probable,
permitiendo la divergencia entre ambos grupos de individuos.

Del AMOVA rescatamos que principalmente la variacion encontrada esta entre los
grupos propuestos: Cerro de Agua-Lachay, Pasamayo, Ancén y Pasamayo H17, lo que
concuerda con los datos encontrados anteriormente tanto en el analisis intraespecifico
como en el caso de los Fst. Cerro de Agua-Lachay pueden ser considerados como un
grupo unico, mas no asi Pasamayo y Ancén debido a la clara separaciéon de sus
haplotipos.
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5.2.3 Patrones demograficos

La mayor diversidad nucleotidica, la mayor cantidad de sitios polimorficos, y la mayor
cantidad de diferencias a pares se encuentran en la localidad de Lachay, indicadndo
una poblacion mas estable. Los menores valores son para Pasamayo y Ancén, lo que

implica poblaciones mas aisladas y con mayores presiones ecolégicas.

Avise (2000), analizando la diversidad genética (H) y la diversidad nucleotidica (1),
describe los posibles escenarios demograficos que resultan al comparar ambos
valores: Poblaciones con una alta diversidad genética y nucleotidica son poblaciones
estables de tamafo constante con un numero efectivo alto. Poblaciones con baja
diversidad nucleotidica y genética son poblaciones que han experimentado un cuello
de botella genético prolongado o severo. Una alta diversidad genética y una baja
diversidad nucleotidica sugiere un rapido crecimiento poblacional de una poblacién
ancestral de pocos individuos, el bajo numero efectivo en la poblacién ancestral puede
haber sido causado por un cuello de botella, sin embargo la poblacién es capaz de
recuperarse recuperando diversidad genética via acumulacion de pocas mutaciones.
Un bajo valor de diversidad genética junto con una alta diversidad nucleotidica es el
resultado de un cuello de botella que elimina a varios haplotipos, lo que no repercute
directamente en la diversidad nucleotidica.

Utilizando la informacién presentada se puede inferir con nuestros datos la historia
demografica en las poblaciones de B. scalariformis: Ancdén presenta una baja
diversidad genética y nucleotidica evidenciando un cuello de botella genético.
Pasamayo presenta un valor alto de diversidad genética y nucleotidica, pero si no
consideramos al haplotipo 17, éstas disminuyen sugiriendo también la ocurrencia de
un cuello de botella. Cerro de Agua presenta una alta diversidad genética y una baja
diversidad nucleotidica concordando con la hipotesis de expansion poblacional a partir
de poblacion de tamario efectivo pequefio, el mismo caso ocurre con la poblaciéon de
Lachay.
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Rogers & Harpending (1992) demostraron que los eventos de expansion poblacional
quedan grabados en la estructura genética de las poblaciones. Si la poblacién ha sido
estable a lo largo del tiempo entonces presentara una curva de tipo multimodal al
comparar las diferencias a pares, con diferentes haplotipos con similar frecuencia. Al
contrario, si la poblacién sufrié una expansion poblacional, ésta presentara una curva
unimodal debido a la gran frecuencia de haplétipos con pocas diferencias entre si al

derivar de un solo haplotipo ancestral.

Las diferencias a pares dentro de las poblaciones evidencian cierto rasgo de
expansion poblacional luego de un evento de "cuello de botella" (bottleneck) en las
poblaciones de Cerro de Agua y Pasamayo. Una mayor frecuencia de haplotipos con
pocas diferencias es consistente con la topologia en estrella encontrada en los

networks para Cerro de Agua pero no concuerda con lo observado en Pasamayo.

El estadistico Fs de Fu presento valores negativos lo que puede significar un rastro de
expansion poblacional (Fu, 1995), y result6é significativo en la poblaciéon de Cerro de
Agua y en el grupo Lachay-Cerro de Agua. Este resultado, junto a las mismatch
distribution de ambos grupos, soporta la hipdtesis de expansion subita luego de sufrir

un cuello de botella genético.

5.2.4 Filogeografia

La arquitectura de las especies esta modelada por los procesos geoldgicos, climaticos
historicos y puede ser evidenciada mediante anadlisis filogenéticos de las secuencias
de DNA (Avise, 2000). Las grandes oscilaciones climaticas en los ultimos dos millones
de afos causaron cambios en los rangos de supervivencia de varios taxa. Como
resultado de esta dinamica pasada la diversidad genética dentro de las especies esta
altamente estructurada (Hewitt, 2004). La glaciacién pleistocénica ha sido identificada
como un factor importante para la formacion de los patrones filogeograficos en
diversos taxa (Neiman & Lively, 2004).

El comienzo de la aridez en la costa occidental de América del Sur data del Plioceno
inferior (Hartley & Chong, 2002), pero ha sido sugerido que la region paso por periodos
alternantes de condiciones secas y humedas durante el pleistoceno (Simpson, 1975).
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La geografia de la region ha estado a merced de un componente climatico importante
como el evento El Nifio/Oscilacion Sur. Campbell (1982) encontré que los eventos El
Nifio podrian haber sido anuales durante los periodos glaciales del Pleistoceno, lo cual
puede haber mantenido extensiones mayores de lomas. Se ha sugerido que El Nifo
ha jugado un papel importante en la composicidén y estructura de las Lomas (Dillon et
al., 2003).

Si comparamos el arbol de la Figura 25 con los datos obtenidos por Lea et al. (2000) y
Tudhope et al. (2001) (Fig. 26), encontramos que El Nifio habria sido la causa posible
de la expansién demografica subita de B. scalariformis. Tudhope et al. (2001) con
informacion obtenida a partir de corales de Nueva Guinea propuso la relacién de un
evento El Nifo excepcional en el ultimo periodo interglacial (118-128 mil afos atras),
que coinciden con mayores temperaturas superficiales en el mar con respecto al
presente. Ramirez (2004) relaciond estos datos con los tiempos de divergencia en
varias especies de Bostryx comparando las relaciones evolutivas de miembros del
género con los datos de temperatura del mar Pacifico ecuatorial occidental, en el
penultimo periodo interglacial y encontrando la influencia del evento El Nifo en la
filogenia del género. La regién habria pasado 50 mil afios de condiciones hiperaridas
(Lea et al. 2000) que habrian reducido las poblaciones del molusco. El periodo
interglacial que prosiguié tuvo eventos EI Nifo extraordinarios produciendo la

expansion de las lomas costeras.

La Torre et al. (2002), utilizando muestras fosiles, encontraron que la precipitacién
incrementd en el desierto de Atacama hace 11.8 a 10.5 miles de afnos permitiendo un
aumento en la riqgueza de especies y el crecimiento de la vegetacion, para luego dar
lugar a un periodo seco de forma abrupta, evidenciado en el decremento de la
abundancia de herbaceas y riqueza de especies, el cual ocurri6 hace 10.5 miles de
anos. Ademas, los autores sefialaron la presencia de ambientes humedos para el
desierto de Atacama hace 40 mil anos basandose en muestras fésiles vegetales, esta
fecha coincide con lo presentado por Tudhope et al. (2001) (38 — 42 mil afios) donde

ocurrié otro evento El Nino extraordinario.
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Cano et al. (1998) confirmaron el incremento en abundancia relativa de la vegetacion
herbacea en la zona de Lachay durante el fendmeno El Nifio del afio 1997 , sobre todo
en las solanaceas Nicotiana paniculata, Nolana humifusus y Solanum lycopersicon. La
mayoria de individuos de B. scalariformis se encontr6 asociado a herbaceas
(especialmente solanaceas), por o que se presume que la mejora de las condiciones

permitio la expansion de las lomas y la expansion demografica subita.

Toda esa historia de eventos climaticos esta conservada en la arquitectura genética de
las poblaciones de B. scalariformis. La presion de las condiciones hiperaridas
afectaron el tamafo poblacional de B. scalariformis, ademas de separar a las
poblaciones de sus morfotipos. Los eventos El Nifio extraordinarios descritos
permitieron el crecimiento poblacional y la aparicion de nuevos haplotipos. Los clados
de haplotipos en los arboles presentaron patrones de expansién subita implicando
también la expansion del area que habitan. Es impresionante observar como los
cambios climaticos pueden verse reflejados en la arquitectura genética de las
poblaciones de moluscos. Este ciclo de cambios climaticos permite el aislamiento y
expansion de las poblaciones del molusco, y concuerda con la hipotesis de
poblaciones con alta diversidad genética generadas a partir de un numero efectivo
pequeno.

Asi como los cambios descritos anteriormente han influenciado el paisaje desértico
costero y permitido la expansion de las poblaciones de Bostryx scalariformis, la
diferenciacién entre las poblaciones ha sido posible debido al desierto costero que ha
provocado aislamiento geogréfico e impedido el flujo génico. Las dunas de las lomas
presentan un origen pleistocénico (Noller, 1993). Las lomas de Pasamayo y Ancén no
tienen vegetacion lefiosa nativa, sino introducida, y poseen gran cantidad de conchas,
entre estas existen especies que solo viven en lomas con vegetacion perenne como B.
conspersus por lo que se piensa que estas lomas ya fueron exuberantes en el pasado
(Ramirez, 2004), ademas se ha encontrado conchas de B. turritus y Naesiotus haasi
qgue soblo son encontradas en lomas mas al norte y en ambientes andinos (Breure,
1978) indicando que estas lomas habrian sido extensas debido a los eventos El Nifio
(Ramirez, 2004).
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Figura 26. El arbol de la figura anterior mostrando la divergencia entre las poblaciones de B.
scalariformis, ahora comparado con los datos encontrados por Lea ef al. (2000) de temperaturas

superficiales del mar (SST), la barra gris representa el aumento de la temperatura hace 130 mil afos
que coincidié con eventos el Nifio extraordinarios (Modificado de Ramirez, 2004).
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El ambiente juega un rol importante en los procesos evolutivos, las poblaciones son
unidades dinamicas adaptadas fisioldégica y genéticamente a sus ambientes y son
sensibles a las condiciones ambientales. Paisajes montanosos, aumento de aridez y
poca vagilidad conllevaron a altos niveles de endemismo en una escala geogréfica fina
en caracoles del género Pyrgulopsis a lo largo del rio Colorado en Norte América (Hurt,
2004). Esa investigacibn mostré altos niveles de divergencia genética entre
poblaciones co-especificas cercanas, indicando que el aislamiento debe haber sido por
un largo periodo. Ademas del aislamiento, la especificidad del hébitat puede haber
mantenido la variacién haplotipica, la cual es un signo positivo de la futura persistencia
de los moluscos.

La barrera desértica también puede afectar a otras especies, por ejemplo Chapplea et
al. (2004) encontraron estructura filogeografica considerable dentro del lacértido
Egernia inornata que habita el desierto australiano, o Gengler-Nowak (2002) quien
encontrd que las especies de Malesherbia de la costa sur del Peru y Norte de Chile
evolucionaron en el Pleistoceno superior debido a las condiciones climaticas de

aridez.

La historia evolutiva encontrada es muy interesante, sobre todo porque todos estos
procesos han ocurrido en una regiébn de menos de 100 kildbmetros lineales. Esto
también implica que los mismos patrones pueden ser encontrados para otras especies
de poca vagilidad como invertebrados o reptiles pequerios.

5.2.5 Especiacion

La definicion del concepto de especie es uno de los problemas mas trascendentales y
antiguos en las ciencias biolégicas (Mayr, 1992). Si observamos los datos de
distancias genéticas encontradas en el presente trabajo para las poblaciones de B.
scalariformis, observamos que éstas son bajas (menores de 0.1), aunque distancias
genéticas pequenas se han observado entre especies diferentes (Bessega et al.,
2000). Es posible que el tamafno de muestreo afecte el hallazgo de haplotipos
diferentes de baja frecuencia (Turan, 2006). Sin embargo, también puede significar el
resultado de los cuellos de botella genéticos que pasé la poblacion y que han
mermado su diversidad nucleotidica entre los haplotipos (Garcia et al., 2003).
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Por lo pronto, conocemos que a pesar que tienen zonas de contacto con otras
especies, los haplotipos de B. scalariformis forman un clado monofilético. Evidencia
adicional para el proceso de especiacién puede ser inferida mediante diferencias
morfométricas en el tracto genital que permitirian el aislamiento reproductivo, aunque
grandes diferencias morfométricas no implican aislamiento reproductivo (Van Riel et al.
2003).

Conocemos también que no existe flujo génico actual entre los morfotipos segun lo
reflejado en los analisis de filogenia intraespecifica, networks y Fst, esto debido a la
alopatria que produce la divisibn entre ambos clados (morfotipos). Los moluscos
terrestres, como otros invertebrados con baja capacidad de dispersion, tienen mucha
probabilidad de sufrir especiacibn en contextos insulares debido al aislamiento
poblacional (Huanga et al. 2005).

El concepto biolégico de especie propone el aislamiento reproductivo como factor
principal en el origen de las especies (Mayr, 1963). Sin embargo, el aislamiento
geografico de las poblaciones no permite una real evaluacidon del aislamiento
reproductivo (conocer si en condiciones naturales estas poblaciones se cruzan entre si,
si tuvieran oportunidad de hacerlo). Por otro lado, tenemos el concepto evolutivo de
especie (Simpson, 1961; Wiley, 1981), por el cual se propone que una especie es un
linaje que evoluciona separadamente de otros linajes, manteniendo su identidad,
tendencias evolutivas y destino propio a través del tiempo. Si aplicamos este concepto
a ambos morfotipos de B. scalariformis no seria descabellado llamarlos especies.

Las diferencias genéticas y morfolégicas demuestran la presencia de dos clados, dos
linajes que se separaron hace 400 mil afos aproximadamente y que no poseen flujo
génico actual debido a sus poblaciones alopatricas. Ademas, en el arbol se observa
que ambos clados han pasado por eventos de cuello de botella seguidos de expansion
poblacional subita pero que no resultaron en una mezcla de individuos entre sus
poblaciones, es muy probable que nos encontremos antes dos especies distintas.
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5.2.6 Conservacion

A pesar de que se considera que la definicién de especie no puede ser propuesta sélo
en base a la proporcidén de diferencias genéticas, el conocimiento de la estructuracion
genética contribuye enormemente en el entendimiento del origen y los limites de las
especies. Con todo, el enfoque de la conservacién de las especies esta siendo
modificado para conservar poblaciones geograficamente divergentes y genéticamente
diferenciadas con una historia evolutiva en comuan (Mata, 2005).

Particularmente en situaciones donde es necesaria la decision del esfuerzo de
conservacion entre varias poblaciones, la informacién concerniente a la variacién
genética puede ser un buen criterio para guiar esta eleccién (Holland & Hadfield,
2002), por lo que el conocimiento de la estructura filogeografica de las poblaciones
fragmentadas es vital para la formulacién de estrategias de conservacion. El manejo
efectivo de especies amenazadas requiere de informacién confiable del habitat,
estructura poblacional y las relaciones taxonémicas. Los esfuerzos de manejo deben
mantener la maxima diversidad genética preservando todas las poblaciones posibles,
particularmente las que poseen haplotipos altamente divergentes.

Las Unidades Evolutivamente Significantes (ESU) son poblaciones de organismos que
son consideradas distintas para propdsitos de conservacion (Moritz, 1994). El término
puede ser aplicado a especies, subespecies, razas geograficas o poblaciones. La
definicién de ESUs sigue los siguientes criterios: Separacion geografica, diferenciacién
genética usando marcadores neutros (como el gen mitocondrial 16S rRNA) causada

por las restriccion de flujo génico y adaptaciones fenotipicas locales.

Si no es posible llegar a determinar si estamos frente a especies diferentes, por lo
menos es factible proponer dos unidades evolutivamente significantes, con destinos

evolutivos diferentes y que necesitan ambas de esfuerzos para su conservacion.

La destruccién de los ecosistemas de lomas no es actual, Lanning (1965) observd que
los primeros pobladores de la costa central de Perl se asentaron en zonas cubiertas
por vegetacion y que las lomas fueron ocupadas entre 7000 y 3000 A. C. Su
subsistencia se debié a lo que las lomas proveian, y en la dieta de origen animal
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podrian estar incluidos los moluscos terrestres. El cambio climatico puede haber
tenido un gran efecto en Pasamayo-Ancén exterminando la mayor parte de la
biodiversidad (Ramirez, 2004).

Por otro lado, mientras que el nivel de conectividad entre las poblaciones humanas se
incrementa, las poblaciones naturales de plantas y animales se contindan aislando
drasticamente, la superficie de la tierra esta dividida por aproximadamente 28 millones
de kilometros en carreteras que restringen el movimiento de varias especies (Epps et
al. 2005). Esta pérdida de conectividad puede impedir el intercambio de individuos
entre las poblaciones acelerando la pérdida de diversidad genética por deriva. Los
autores concluyen que las barreras provocadas por humanos reducen la estabilidad de
los ecosistemas. La modificacion y destruccidén de los ecosistemas vegetales costeros
causada principalmente por humanos y la introduccién de ungulados (caballos, cabras,
vacas), ya produjo la extincién local del bulimulido Leptaxis azorica en las islas Azores
(Brook & McArdle, 1999). En el transcurso del trabajo de tesis, y a pesar del esfuerzo
de busqueda sélo fue posible encontrar individuos de B. scalariformis hacia el lado

derecho de la carretera Panamericana Norte.

Pasamayo y Ancon son lomas de vegetacidon herbacea donde fueron encontrados
vivos las especies B. sordidus y B. scalariformis. Estas lomas son cortadas por la
carretera Panamericana Norte (km 56 al km 65) aunque no sufren de influencia directa
humana actual por su lejania de la ciudad y su topografia particular, como otras
ecosistemas de lomas cercanos a la ciudad de Lima y que ahora son de
asentamientos humanos (Amancaes, Atocongo, Cerro San Cristobal).

Lachay es el unico ecosistema de lomas elevado a la altura de Reserva Nacional, y
Cerro de Agua es una loma pequefa que es usada por los pobladores para el pastoreo
de ganado. Aunque se encontré haplotipos propios para esta localidad, la mayoria de
individuos comparte haplétipos con Lachay por lo que por lo menos una de las fuentes
de diversidad genética esta asegurada.

La biota continental reducida a habitats fragmentados debe tener prioridad para su
proteccién debido a que es poco probable que persistan por un largo tiempo como
poblaciones aisladas geograficamente. Las poblaciones de B. scalariformis que han
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visto reducida su distribucion por la influencia humana (ganaderia, carreteras), ademas
de su ya pequefa distribucién, deben ser conservadas debido a su capacidad de

mostrarnos la historia de la regién costera.

La conservacidén de la especie permite ademas la conservacién del habitat. Hemos
observado como las lomas se convierten en focos de diversidad especifica, lo cual
puede estar reflejado en otras especies animales y vegetales. La destruccion del
habitat no permitira la conservacion de las especies que se originan y contribuira con la
desaparicion de estos oasis de diversidad que son capaces de contarnos una historia
fascinante de eventos extraordinarios, cambios climaticos y poblacionales: la historia
de nuestro hogar.
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6. CONCLUSIONES

Existen dos morfotipos dentro de la especie Bostryx scalariformis (Broderip in Broderip
& Sowerby, 1832), diferenciados principalmente por la ornamentacién de sus conchas.
Un morfotipo habita las localidades mas al norte (Lachay y Cerro de Agua) y otro

morfotipo habita las localidades mas al sur (Ancén - Pasamayo).

La diversidad genética es alta debido a los episodios de expansién poblacional que
ocurrieron por los cambios climéticos historicos. El Pleistoceno fue una época de
diversificacién para Bostryx scalariformis, cuya estructura genética guarda relacién con

los procesos geoldgicos y climaticos en la regidn.

La filogenia de haplotipos basada en polimorfismos del marcador mitocondrial 16S
rRNA genera dos grupos diferentes y que no comparten haplotipos, estos grupos
coinciden con los morfotipos descritos. También se observd la presencia de un
haplotipo altamente divergente perteneciente a la poblacion de Pasamayo.

La especie presenta estructuracidbn geografica de la diversidad genética, las
poblaciones al norte quedan diferenciadas de las del sur, tanto morfoldégica como

genéticamente.

Existe aislamiento geografico entre las poblaciones, ademas de restricciones en el
flujo génico, debido a la barrera del desierto costero que separa a las lomas.

Existen dos unidades significativas para la conservacién de la especie Bostryx

scalariformis, cada una corresponde a los morfotipos encontrados.

Las lomas costeras son focos de diversidad y necesitan de esfuerzos para su

conservacion.

Bostrys scalariformis probd ser muy util para el estudio filogeografico en la regidén

costera de Per0.
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7. RECOMENDACIONES

La construccidn de las filogenias utilizando otros marcadores neutros (mitocondriales o
nucleares) es recomendable para verificar las diferencias entre los individuos de B.

scalariformis.

Un mayor numero de individuos para el estudio seria conveniente, sin embargo se
debe medir el esfuerzo de colecta para no terminar con estas poblaciones ya afectadas

por la influencia humana.
Son necesarias mayores investigaciones para demostrar la importancia de los

ecosistemas de lomas como generadores de diversidad y como fuente de informacion

sobre patrones historico-geograficos.
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