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RESUMEN

Argopecten purpuratus “Concha de abanico” es un molusco bivalvo de la familia de los
Pectinidos, con gran importancia para el Perud, debido a que posee el mas alto nivel de
exportacion en cuanto a produccion acuicola se refiere. Sin embargo, a pesar de su gran
importancia, existen muy pocos estudios sobre la genética poblacional de esta especie en el
litoral peruano. Por esta razon, el objetivo de este trabajo de investigacion, fue estudiar la
estructura genético poblacional de esta especie en la Macroregion Norte-Centro del mar
peruano, empleando el gen mitocondrial 16S rDNA. Para ello, 127 organismos fueron
extraidos mediante buceo auténomo de ocho localidades (entre bahias e islas) de la zona de
estudio y, una region parcial de 679pb del gen 16S rDNA se logrd secuenciar exitosamente.
En total, se detectaron 34 sitios de variacion nucleotidica con predominancia de transiciones,
asi como 34 haplotipos. Cuatro haplotipos fueron comunes para todas las poblaciones. Asi
mismo, se determinaron los indices de diversidad genética tales como diversidad
nucleotidica y haplotipica, con valores de 0.0032 y 0.8069 en la poblaciéon general
respectivamente, indicando indicios de un proceso de expansion poblacional. Ademas, se
gener6 un minimum spanning network, el cual present una estructura tipo estrella, tipico de
especies con baja estructura poblacional. Estos resultados se corroboraron con un analisis de
varianza molecular (AMOVA), asi como de indice de fijacion Fsr, indicando que los niveles
de diferenciacién molecular radican dentro de las poblaciones y, por lo tanto una escasa
estructuracion. El analisis filogenético con NJ, permitié inferir la posible existencia de dos
especies de bivalvos que podrian estar viviendo en simpatria en nuestro litoral, aunque
posteriores analisis de ML e inferencia bayesiana no soportaron esta hipétesis; posteriores
analisis son requeridos. Finalmente, valores negativos de los test de neutralidad y una
distribucion mismatch, unimodal, permiten concluir que existié un proceso de expansion
poblacional después de un pequefio tamafio poblacional efectivo de A. purpuratus en el

litoral peruano.

Palabras claves: Argopecten purpuratus, concha de abanico, gen mitocondrial 16S rDNA,

estructura genética poblacional, mar peruano.



ABSTRACT

Argopecten purpuratus "Sea scallop” is a bivalve mollusk from the Pectinidae family, with
high importance for Peru, because it has the highest level of export in terms of aquaculture
production. However, in spite of their high importance, there are very few studies on the
population genetics of this species in the peruvian coast. For that reason, the aim of this
investigation was to study the genetic structure of this species in the north-central region of
the Peruvian sea, using the mitochondrial 16S rDNA gene. For that, 127 organisms were
extracted by autonomous diving from eight localities (among bays and islands) of the north-
central region of the peruvian sea and, a 679bp partial region of the 16S rDNA gene was
successfully sequenced. In total, 34 sites of nucleotide variation with predominance of
transitions were detected, as well as 34 haplotypes. Four haplotypes were common in all
populations. The diversity indexes was also determined, as nucleotide and haplotype
diversity, with values of 0.0032 and 0.8069 in the general population respectively, indicating
a process of population expansion. Likewise, a minimum spanning network was generated,
which presented a star-like structure, typical of species with low population structure. These
results were corroborated by an analysis of molecular variance (AMOVA), as well as Fst
fixation index, indicating that levels of molecular differentiation lie within populations and
thus, a poor genetic structure. The phylogenetic analysis with NJ allowed us to infer the
possible existence of two bivalves species that could be living in sympatry along the
peruvian sea, although ML and Bayesian inference analysis, did not support this hypothesis;
further analysis need to be conducted. Finally, negative values of the neutrality test and a
unimodal mismatch distribution; allow us to conclude that there was a population expansion

process after a low effective population size of A. purpuratus in the peruvian sea.

Key Words: Argopecten purpuratus, sea scallop, mitochondrial 16S rDNA gene, genetic-

population structure, peruvian sea.



1. INTRODUCCION

La produccion mundial de moluscos bivalvos, se viene incrementando sustancialmente en
los ultimos afios, pasando de cerca de 1 millon de toneladas en 1950 a alrededor de 13,6
millones de toneladas en 2005 y 14,884 millones de toneladas al 2012 (FAO, 2014). Este
crecimiento es el resultado de la produccion a nivel de acuicultura, que fue particularmente

rapido en la década de 1990.

China es el pais que figura como el principal productor de bivalvos por acuicultura con
alrededor de 12 millones de toneladas en 2014, cinco veces mayor que la del resto del mundo.
Sin embargo, en América Latina y el Caribe, se alcanzd aproximadamente 128 418 toneladas
representando el 1,07% del total mundial de la produccién acuicola e ingresos de U$ 432
millones, destacando Chile como el mayor productor en la region seguido por Brasil y Peru
(Lovatelli et al., 2008; FAO, 2016).

En Perd, el molusco bivalvo Argopecten purpuratus es una de las especies de exportacion
mas importantes, con una amplia distribucion a lo largo de la costa peruana y el norte de
Chile. Debido a ello, se han realizado diversos estudios sobre la dinamica poblacional de la
especie, con el objetivo de incrementar su cultivo. Sin embargo, no existe un sistema o plan
de ordenamiento de su pesqueria con fines de conservacién y explotacion racional (Wolff &
Mendo, 2000; Mendo et al., 2008).

Las pocas normas establecidas se basan en la talla minima legal de extraccion de 65mm de
altura y a restricciones para la pesca mediante vedas, complicAndose ain mas cuando se
promueven las actividades de maricultura de esta especie, a través de normas que merman
la posibilidad de realizar un severo control de la extraccion de semilla de los bancos naturales,

desde que se incremento6 su tamafio poblacional a raiz de los eventos “El Nifio” (Mendo &

Wolff, 2002; Mendo et al., 2008).

Frente a las actividades pesqueras y acuicolas, los estudios genéticos como los de estructura
genética de una especie con el uso de marcadores moleculares, son de vital importancia
porque permiten identificar poblaciones que requieren ser consideradas como distintas

unidades de manejo ya sea para su conservacion o para su aprovechamiento sostenible. En

3



otras palabras, se requiere incrementar el “recurso genético”, nombre dado a toda la
informacion genética o gendmica para un grupo de individuos representativos de una especie,

el cual constituye un recurso natural (Kenchington et al., 2003; Barahona, 2014).

El descubrimiento de la importancia de los indicadores genéticos para la conservacion de
las especies, la obtencion de materia prima suficiente para generar programas de
mejoramiento genético y la sostenibilidad de los bancos naturales, hace que el
conocimiento de los recursos genéticos sea cada vez mas importante (Kenchington et al.,
2003). Su ausencia, podria conllevar a una severa disminucion de la diversidad genética
poblacional en la especie, como el reportado para las poblaciones de cultivo de A. irradians
en China (Wang et al., 2007), pudiendo llegar al punto donde podria ser dificil para las
especies recuperarse, lo que significa que en el futuro estos recursos que actualmente son

tan importantes para la acuicultura, pasen a ser insostenibles (Astorga, 2014).

El conocimiento de como los factores genéticos contribuyen a la formacion de una poblacion
es relevante para la planificacion de la explotacion de los recursos, ya que, el reconocer las
poblaciones como unidades de pesca independientes conllevan a evitar la pérdida de
caracteristicas poblacionales importantes, la conservacion de su patrimonio genético
(Ferrada et al., 2002; Godoy, 2009), optimizar los programas de produccion acuicola
(Katsares et al., 2008) e incluso proveer la base para generar mejores planes de manejo para

futuras introducciones de especies exéticas (Yuan et al., 2009).

Asi mismo, es importante considerar que la informacién generada del uso de marcadores
moleculares no sélo contribuyen al campo de la ecologia molecular o biologia evolutiva,
dado que, puede ser empleada en la identificacion de genes para resistencia a enfermedades
o0 algun otro fenotipo de interés comercial para programas de mejora genética e incluso
identificacion de especies, clave en los centros o bancos de germoplasma como algunos
ejemplos (Yariez, 2002; Astorga, 2014).

Actualmente, existe escasa informacion sobre el estado genético de las poblaciones naturales
de A. purpuratus en nuestro pais principalmente (Galleguillos & Troncoso, 1991; Marin et
al., 2013), lo que esta conllevando a una explotacion insostenible del recurso (Mendo et al.,
2008). Por tanto, la presente tesis tiene como objetivo resolver la siguiente pregunta de



investigacion ¢Cual es la estructura genético-poblacional de Argopecten purpuratus
“concha de abanico” de la Macroregion Norte-Centro del mar peruano?. Los resultados
obtenidos, permitiran elucidar el nivel de diferenciacion genética existente en las
poblaciones naturales de A. purpuratus “concha de abanico” de esta parte del litoral peruano,

necesarios para el uso sostenible del recurso.



2. MARCO TEORICO

2.1. Argopecten purpuratus “Concha de abanico”
2.1.1. Sistematica de la especie
La familia Pectinidae (Wilkes 1810), es una de las familias de bivalvos
marinos mas extensa que existe, con alrededor de 225 especies clasificadas
en 56 géneros (Puslednik & Serb, 2008), ampliamente distribuidos a nivel
mundial formando una parte importante de las comunidades bentonicas, con
un amplio rango de formas, tamarfios, colores y formas de la valva (Brand,
2006).

En el Per( se han reportado 6 géneros y 10 especies de pectinidos, de los
cuales Argopecten purpuratus (Lamarck 1819) comunmente denominada
“concha de abanico”, tiene una relevante importancia comercial (Gonzélez,

2010). La posicion sistematica de A. purpuratus es como sigue:

Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia
Subclase: Pteriomorphia
Superorden: Euptheriomorphia
Orden: Pectinoida
Suborden: Pectinina
Superfamilia: Pectinoidea
Familia: Pectinidae
Genus: Argopecten
Especie: Argopecten purpuratus (Lamarck 1819)
Nombres comunes: Concha de abanico, ostion
del norte, vieira, fan shell, scallop.
2.1.2. Distribucion geografica
A. purpuratus posee una amplia distribucion geografica, la que abarca desde
la zona de Paita- Perl (5°S, 81°W) hasta Tongoy-Chile (30°S, 71°W)
(Valdivieso & Alarcon, 1985; Marincovich, 1973) pudiendo incluso ser

hallada en Los Organos (al norte de Paita: 4.17°S) y al sur de Valparaiso en
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Chile, aunque esto como resultado de transporte para propdsitos acuicolas
(Mendo et al., 2016).

En el Per(, los bancos naturales -areas donde tradicionalmente existe
asentamiento de larvas y por lo tanto reclutamiento de concha de abanico de
forma intermitente o fluctuante de acuerdo a las condiciones ambientales-
mas importantes, se encuentran en la Bahia de Sechura, Isla Lobos de Tierra,
Isla Blanca, Bahia de Samanco, Los Chimus, Las Salinas, Guaynuna,
Tortugas, Bahia Independencia, Bahia de Paracas, Lagunillas, Isla San
Lorenzo, Isla El Fronton (Mendo et al., 2008) (Figura 1).

Isla Lobos
de ra

A § 7
’/_, 1 Y

# B.Los
W 8 Chimus
£4| B.Las Salinas
=] B.Guaynuma

Isla San Lorenzo
Isla El Fonton

Figura 1. Principales bancos naturales de A. purpuratus en
la costa peruana. Adaptado de Mendo et al. (2008).

2.1.3. Morfologia
Argopecten purpuratus, es un bivalvo hermafrodita que presenta una valva
grande, sélida, circular, moderadamente convexa, mas larga que alta (H/L =
0.906 0.004). Equivalva, concha simétrica, pleutética, la valva izquierda algo
mas abombada que la derecha. Equilateral, orejas casi iguales, las anteriores
1.02 — 1.21 veces mas largas que las posteriores. La oreja anterior de la VD

con 4-5 costillas, la de la VI con 5-8 costillas. Las orejas posteriores de ambas
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valvas con 6-9 costillas. La coloracion de la valva es una de las caracteristicas
resaltantes por su gran variedad. Algunas son completamente blancas, crema
0 naranja moteado de crema o purpura. La coloracion interna de las conchas
blancas, es blanca reluciente, pero en las coloreadas hay bandas concéntricas
de colores (Pefia, 2001).

La ornamentacion externa esta formada por 24 — 26 costillas radiales, anchas,
lisas y almenadas, que se aplastan hacia el margen ventral. Generalmente la
valva derecha con una costilla menos que la izquierda. No presenta estrias
concentricas elevadas en los espacios intercostales (Pefia, 2001; IMARPE,
2015) (Figura 2).

A

Figura 2. A) Morfologia de la valva de A. purpuratus. (a) Costillas radiales notorias entre
24-26. (b) No estrias concéntricas en los espacios intercostales. (c) Orejas desiguales, las
anteriores mas grandes. (d) Coloracién interna central blanca con manchas a los lados. (e)
Poca altura. Figura tomada de IMARPE, 2015. B) Anatomia interna de A. purpuratus. (ma)
Musculo aductor. (m) Manto. (b) Branquias. (t) Teste. (0) Ovario. Fuente: elaboracion propia.
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2.1.4. Reproduccion
Argopecten purpuratus, es un hermafrodita funcional de vida libre con desove
masivo, es decir que las espermas y ovocitos son liberados al agua donde

ocurre la fertilizacion.

La madurez sexual es alcanzada en individuos de aproximadamente 25mm de
altura de valva (Mendo et al., 1989) y se estima que 1 — 10 millones de
ovocitos son liberados durante el primer evento de desove (Valdivieso &
Alarcon, 1985).

2.1.5. Ecologia larval
Desde la fertilizacion de gametos en el agua hasta los estadios larvales
(trocofora, D-veliger y larva umbonada) presentan una fase estrictamente
pelédgica, la cual cambia a una fase bentonica desde el estadio pediveliger

hasta el individuo adulto (Figura 3).

Se ha observado que los estadios post-larvales de A. purpuratus se adhieren
por filamentos del biso a sustratos filamentosos como las macroalgas
Rhodymenia sp, tubos de poliquetos y Ulva sp, en el ambiente natural. Se
desconoce cuando liberan el biso y migran hacia el sustrato caracteristico
(Mendo et al., 2016).

Y o
Umbonated larvae ’,
(240-260 pm) 10-12d  «
i
’
’

D-veliger larvae 2 (265eg'i1\;e1“59—e2ro d
(90 um) 24 h r 2

Planktonic " Benthonic )
phase K phase

’ .
- 7
’ r :
’ A
’ -

Trocophore larvae ’
(70 um) 16 h &
’ Dissoconch
A (>260 pm) 20-26 d
Fertilization o
Oocyte + spermatozoid
30-40 min /

’

’
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180d

Figura 3. Ciclo de produccién de A. purpuratus criado en un laboratorio privado
en la Bahia de Sechura, mostrando tamafio y edad en cada estadio de desarrollo
en (min) minuto, (h) horas o (d) dias. Figura tomada de Mendo et al. (2016).



2.1.6.

2.1.7.

Comportamiento y Ecologia

La especie es hallada principalmente en aguas poco profundas 5 — 40 m de
bahias semiprotegidas sobre sustrato arenoso, pedregoso o areno-fangoso
(Mendo et al., 2016).

Su alimentacién se basa principalmente en fitoplancton, en el que las
diatomeas constituyen el 80% del total de especies ingestadas. Asi mismo, en
menor proporcion se alimentan de zooplancton como copépodos, larvas de

invertebrados y protozoarios, ademas de detritus (Rouillon et al., 2002).

Factores ambientales como: temperatura, oxigeno disuelto, salinidad,
turbidez y velocidad de corrientes marinas influyen en el comportamiento,
estado reproductivo, distribucion y crecimiento de la especie (Cueto et al.,
2014; Mendo et al., 2016). Actualmente las Bahias de Independencia y

Sechura, presentan el mayor porcentaje de biomasa de la especie.

Pesqueria y Acuicultura

La pesqueria de A. purpuratus se inicié en el Pert por la década del 50, en
tanto que, las primeras experiencias en cultivo extensivo -tipo de acuicultura
rustica- se iniciaron en 1979 (Bandin & Mendo, 1999; Gonzalez, 2010).
Ambas actividades, pesca y acuicultura se intensificaron durante el periodo
1983 — 1984, en el cual A. purpuratus present6 un incremento poblacional en
los bancos naturales como consecuencia del evento “El Nifio”, predominando
la Bahia Independencia y sus areas adyacentes (Wolff, 1987; Wolff, 1988;
Wolff & Mendo, 2000; Mendo et al., 2008). No obstante, la Macroregion
Norte-Centro es la que actualmente alberga la mayor poblacion de la especie,

debido a la industria acuicola mayoritariamente.

Es asi que A. purpuratus, es la especie que lidera los niveles de produccion
de la maricultura peruana con producciones de hasta 8 336,86 TMB en el 2014,
principalmente en la regidn norte, con los departamentos de Piura y Ancash
liderando los niveles de produccion y cosecha cada afio. Ademas, esto
significd ingresos de hasta 160 millones de dolares en el 2013 (Figura 4),

producto de exportacion a Francia, Belgica, Estados Unidos, Holanda, Italia,
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Espafia entre otros, como principales paises consumidores e importadores de
este producto, basicamente para fines culinarios (PRODUCE, 2014).
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Figura 4. Valor (en millones de US$) de la exportacion de A. purpuratus del 200 al
2013. Fuente PRODUCE (2014).

2.1.8. Estudios taxonomicos, filogenéticos y genético-poblacionales
Las conchas o vieiras, con mas de 300 especies identificadas en los océanos
del mundo, son una fauna importante a nivel comercial y ecoldgico de
bivalvos (Zhan et al., 2009). Diversas investigaciones relacionadas con la
dindmica poblacional de diferentes bivalvos a nivel de América Latina y el
Caribe (FAO, 2007) se han desarrollado con la finalidad de realizar una
adecuada gestion de las poblaciones naturales. Asi mismo, estudios como
filogeografia (Zhan et al., 2007; Ni et al., 2012), seleccion genética (Toro et
al., 2004), identificacion de especies e hibridos (Hu et al., 2013), filogenia
(Saavedra & Pefia, 2006; Puslednik & Serb, 2008) entre otros, han permitido
aumentar nuestro conocimiento de las especies, asi como, explicar cuales son
los factores responsables de la diferenciacion y estructuracion genética en este

grupo, aungue con resultados variados.
En el caso particular de A. purpuratus, se han realizado algunos estudios

genetico poblaciones con un enfoque clasico usando aloenzimas como

marcadores geneticos, entre ellos Galleguillos & Troncoso (1991) y Moraga
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et al. (2001) con poblaciones chilenas e Ysla (2009) con 3 poblaciones de

Per( y 3 de Chile, concluyendo en la no estructuracion genética de la especie.

A la fecha, so6lo un estudio empleando marcadores moleculares
mitocondriales y nucleares (microsatélites) se ha realizado en las poblaciones
peruanas (Marin et al., 2013). Sin embargo, el nimero de bahia muestreadas,
el nimero de individuos y de marcadores, impiden dar una conclusion solida
de la situacién actual de la estructura genético poblacional de la especie en la

costa peruana.
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3.1.

3.2.

3. DEFINICION DE CONCEPTOS TEORICOS

Ecologia Molecular
Se define de manera general como el conocimiento y aplicacion de marcadores

genéticos moleculares para explorar preguntas y problemas en ecologia y evolucion.

La naturaleza y la escala de los estudios de ecologia molecular estan definidas por el
hecho de que se estudian las relaciones genéticas entre individuos, poblaciones y
especies y que se emplean marcadores genéticos moleculares, ya sea en forma de
proteinas o de secuencias de ADN. Dado que dichos marcadores se asocian a las
genealogias, la ecologia molecular también considera principios de genética y de

herencia (Vazquez, 2007).

Diversidad Genética

La diversidad genética es la clave para la supervivencia a largo plazo de las
poblaciones y muchos factores influyen en los niveles del mismo dentro de una
poblacion (Figura 5). Estimaciones de la diversidad genética son usualmente
calculadas con uno o0 mas de los siguientes: diversidad alélica (A), proporcion de loci
polimorficos (P), heterocigosidad observada (Ho), diversidad haplotipica (h) o
diversidad nucleotidica (7). La diversidad genética es a menudo equivalente a la

heterocigosidad que se espera en el equilibrio Hardy-Weinberg (Freeland, 2005)

Mutation Sexual reproduction

N/

Balancing selection —> |TGenetic diversityl <--

Directional selection —> |LGenetic diversity| e
\ loss of alleles ¥ Population

Inbreeding ~ TGenetic ~ TGenetic —bottlenecks
drift drift

F === === 1
1

Gene flow:

<« I[N,

Small population — +Ne Variance in
size e reproductive

success, uneven
sex ratio

Figura 5. Una vision general de algunos de los principales factores que influyen en los
niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones. Figura tomada de Freeland (2005).
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Estructura Genética

Es la distribucion de la diversidad genética (genotipos, alelos, o haplotipos) en el
espacio y tiempo, dentro y entre las poblaciones de una especie y esta influenciada
por procesos genéticos como la seleccion, la recombinacion, la mutacion, deriva

génica y el flujo génico (Slatkin, 1994).

Filogeografia

La filogeografia enfatiza aspectos histdricos de la distribucion espacial actual de
linajes de genes utilizando informacion temporal (histérica) que ha sido posible
obtener a partir del uso y andlisis de la informacién contenida en las moléculas de
ADN. Esto es, trata de interpretar la extension y el modo en que los procesos
demogréficos historicos han dejado marcas evolutivas en la distribucion geografica

actual de caracteres genéticamente basados (Avise, 2000).

Filogeografia Intraespecifica
El estudio de la distribucion geografica de linajes de genes de poblaciones de una

misma especie (Véazquez, 2007).

ADN mitocondrial - 16S rDNA

El genoma mitocondrial comprende una molécula circular de ADN, la que en
animales, contiene normalmente 36 6 37 genes; dos para ARN ribosémicos, 22 para
ARN de transferencia y 12 ¢ 13 para subunidades de proteinas multiméricas de la
membrana mitocondrial interna. Ademas, hay una secuencia no codificante
denomina la Region Control (CR) debido a su papel en la replicacién y transcripcion
de moléculas. Asi mismo, el ADN mitocondrial es libre de proteinas del tipo histonas,
tiene la capacidad de reparacion limitada o ineficiente, lo que ha sido implicado en
la tasa de sustitucion de nucledtidos y, por lo tanto, en una tasa de mutacion
relativamente alta (Palmer et al., 2000; Zhang & Hewitt, 2003; Wan et al., 2004).

El 16S rDNA es un gen mitocondrial que codifica el ARN ribosomal 16S (16S rRNA)
el cual es un componente de la subunidad menor 30S de los ribosomas mitocondriales
y, es reconocido como el “gold standard” para estudios filogenéticos y de diversidad
en varias comunidades. Este marcador es universal y presenta la ventaja de poseer

ambos fragmentos altamente conservados, facilitando asi el disefio de primers para
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la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, con el objetivo de evaluar a todos los

individuos que componen una comunidad (Vos et al., 2012).

3.7. Iindices de Diversidad

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.74.

Haplotipo

Los haplotipos o variantes del mtADN registran la historia matrilineal de
eventos mutacionales, y pueden conectarse filogenéticamente en un filograma,
el cual puede a su vez sobreponerse a la distribucion geografica del grupo de
estudio, a fin de interpretar los procesos evolutivos responsables de la
distribucion actual de la especie o grupo de especies (Avise, 2000).

NuUmero de sitios polimorficos o variables
Es el nimero de posiciones en una secuencia dada, que presentan por lo

menos un polimorfismo.

Diversidad haplotipica
Es la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar sean diferentes. Su
valor es 0 cuando todas las secuencias son idénticas y 1 cuando cada

secuencia es un haplotipo distinto (Nei, 1987).

Diversidad nucleotidica

Es la probabilidad de que dos nucleétidos en la misma posicion (homdlogos)
tomados al azar sean diferentes. Se calcula determinando las diferencias
nucleotidicas a pares de haplotipos ponderandolas con las frecuencias de estos
(Nei & Li, 1979).

3.8. Especiacion

3.8.1.

Simpatrica

Donde los individuos son fisicamente capaces de encontrarse entre si con una
frecuencia moderadamente alta. Las poblaciones pueden ser simpatricas si
estan segregadas ecoldgicamente, siempre y cuando una proporcion bastante
alta de cada poblacion se encuentre con la otra a lo largo de ecotonos; y
podrian ser simpatricos, aun reproduciéndose en diferentes estaciones. Dos

especies comparten la misma area geografica (Mallet et al., 2009).
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3.8.2. Parapétrica
Donde grupos de poblaciones ocupan regiones geograficas separadas pero
contiguas, de modo que sélo una pequefia fraccion de individuos en cada uno

se encuentra con la otra (Mallet et al., 2009).

3.8.3. Alopatrica
Donde grupos de poblaciones estdn separados por un espacio 0 area
deshabitada a traves del cual la dispersion y el flujo génico ocurren a muy
baja frecuencia (Mallet et al., 2009).

3.9. Banco Natural
Es el conjunto de organismos constituidos por una poblacién de ejemplares
bentonicos con predominio de un determinado taxdn, que habitan un area geogréfica
especifica. Los bancos naturales no pueden ser demarcados geograficamente en
formarigida, ya que los organismos que lo conforman realizan pequefias migraciones
relacionadas con procesos biol6égicos y ambientales (Ley de Promocion y Desarrollo
de la Acuicultura - D.S.030- 2001-PE).

3.10. Semilla
Estadio de desarrollo de una especie hidrobioldgica, obtenido del medio ambiente
natural mediante la captacion con colectores o la extraccion, o que puede ser
producido en ambiente controlado y sembrado en un ambiente acuatico con fines
de cultivo, poblamiento o repoblamiento (Ley de Promocion y Desarrollo de la
Acuicultura - D.S.030- 2001-PE).
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4.1.

4.2.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la estructura genético-poblacional de Argopecten purpuratus “concha de

abanico” de la Macroregion Norte-Centro del mar peruano, empleando el gen
mitocondrial 16S rDNA.

Objetivos especificos

Estimar el numero, frecuencia y diversidad de haplotipos en base al marcador
mitocondrial 16S rDNA de los bancos naturales de A. purpuratus de la Macroregion
Norte-Centro del mar peruano.

Determinar la diversidad nucleotidica en base al marcador mitocondrial 16S rDNA
de los bancos naturales de A. purpuratus de la Macroregion Norte-Centro del mar
peruano.

Analizar las relaciones filogenéticas entre haplotipos del gen marcador mitocondrial
16S rDNA de A. purpuratus a través del programa NETWORK.

Determinar el nimero de poblaciones a nivel molecular mediante un analisis de
varianza molecular (AMOVA), comparaciones a pares de Fst y un test exacto de Fst
basado en el gen mitocondrial 16S rDNA de A. purpuratus de la Macroregion Norte-
Centro del mar peruano.

Analizar las relaciones filogenéticas entre las secuencias del gen mitocondrial de A.
purpuratus de la Macroregion Norte-Centro del mar peruano.

Analizar el historial demogréafico — evolutivo de A. purpuratus de la Macroregién

Norte-Centro del mar peruano.
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5.1.

5.2.

5. MATERIALES Y METODOS

Areas de muestreo

Los individuos fueron colectados en 8 bancos naturales reportados para la Macroregion
Norte-Centro del mar peruano por Mendo et al. (2008), estos son: Bahia Sechura, Isla
Lobos de Tierra, Isla Blanca, Bahia Samanco, Bahia Las Salinas, Bahia Tortugas, Bahia

Guaynuna y Bahia San Bernandino (Figura 6).

Muestra bioldgica

Se analizaron entre 15 a 18 individuos de A. purpuratus (independiente del tamafio y
estadio reproductivo), de cada uno de los 8 bancos naturales previamente seleccionados
para el muestreo (Tabla 1). El tamafio de la muestra, asegurd el muestreo de la mayoria
de los haplotipos a frecuencias que reflejen los de la poblacién total (Luikart & Cornuet,
1998).

Tabla 1. Informacién de los lugares de muestreo, nimero de individuos y fecha de colecta de A.
purpuratus en el mar peruano.

LOCALIDAD ABREVIACION DEPARTAMENTO n COORDENADAS '(::EOcl:_FlééTI?AE
Bahia Sechura SE Piura 18 2042423523 Nogig;ng)bre,
Isla Lobos de Tierra IL Piura 17 8%02{__’%182%50 Nogig;ng)bre,
Isla Blanca IB Ancash 14 789:33?;8450 NO\;ig;nAfbre,
Bahia Samanco SM Ancash 16 798°13135121708780 Enero, 2015
Bahia Las Salinas SL Ancash 15 7%3;3%%% Enero, 2015
Bahia Guaynuna GU Ancash 15 7%122151378011280 Febrero, 2015
Bahia Tortugas TO Ancash 16 7%0022112%5080 Febrero, 2015
Bahia San Bernandino SB Ancash 15 ?;35’515218 Febrero, 2015

n: NUmero de organismos FUENTE: Elaboracién propia

18



Bahia Sechura

~ PIURA

LAMBAYEQUE {
)

Figura 6. Ubicacion de los bancos naturales de A. purpuratus de la Macroregion Norte-Centro del mar peruano,
muestreados en este estudio.
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5.3.

5.4.

Colecta de material bioldgico

Los organismos fueron extraidos mediante buceo auténomo y georeferenciados con un
GPS modelo Garmin. Inmediato a su extraccion, los organismos completos fueron
preservados en recipientes plasticos de 4L de capacidad efectiva conteniendo alcohol al

96% y transportados al Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion.

En el laboratorio, se removio una de las valvas para facilitar el corte del musculo aductor
durante el proceso de extraccion del ADN y se conservaron individualmente en
depositos de pléstico conteniendo aproximadamente 250ml de alcohol al 96%,
reemplazandose asi el alcohol de transporte por uno nuevo para garantizar la integridad
del ADN (Stein et al., 2013). La preservacion de tejidos en alcohol al 96% es
considerado un método de bajo costo y, eficiente en el mantenimiento de la integridad
del ADN para diferentes procedimientos moleculares (Bressan et al., 2014; Baird et al.,
2011).

Finalmente, los organismos fueron codificados y registrados en una base de datos,
considerando lo siguiente: nombre cientifico, lugar y fecha de colecta, estaciéon y
nimero de organismo colectado; almacenados para posteriormente ser sometidos al

proceso de extraccion de ADN.

Metodologia del laboratorio

5.4.1. Extraccion de ADN
Se extrajo ADN de aproximadamente 200mg del musculo aductor (Figura 2B) de
cada individuo (Marin et al., 2013) siguiendo el método convencional de
proteinasa K/Fenol — Cloroformo modificado de Taggart et al. (1992). El empleo
de proteinasa K en el procedimiento, fue para inactivar rapidamente nucleasas que

degradan el ADN durante la extraccion (Gonzalez et al., 2011).

5.4.2. Cuantificacién de ADN
El ADN extraido fue cuantificado por espectrofotometria con el equipo Epoch
(Biotek Instruments Inc.) y se valor6 la pureza analizando el ratio de la
absorbancia a 260nm/280nm de longitud de onda, en donde, si la relacion esta en
el rango de 1,8 - 2 puede estimarse que la muestra es lo bastante pura y puede ser
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empleada en posteriores técnicas como la PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa).

Posteriormente se hicieron alicuotas diluyendo a una concentracion final de 100

ng/pl. Estas alicuotas y las soluciones stock, se almacenaron a -20°C.

5.4.3. Evaluacion de la integridad del ADN
La integridad del ADN se verifico a traves de electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1% (Lopera et al., 2008), utilizando una solucion amortiguadora TBE
0.5X (Tris-HCL, Acido Borico, EDTA) a 90V por 30 minutos.

Se us6 el marcador GeneRuler 50pb DNA Ladder ready-to-use (Thermo
Scientific) de peso molecular conocido, para la estimacion del tamafio y peso de
las bandas o fragmentos de ADN que se visualizaron con el equipo
fotodocumentador MyECL de Thermo Scientific. En el caso de detectar presencia
de ARN, se incubd las muestras de ADN en un equipo de bafio seco a 37°C

overnight.

Finalmente, el ADN extraido se conservé en tubos Eppendorf de 1.5 ml a -20°C
para su posterior amplificacion por PCR.

5.4.4. Amplificacién de la secuencia parcial del gen mitocondrial 16S rDNA
La amplificacion de la region parcial polimorfica del gen 16S rDNA se realizo

empleando los primers que figuran en la Tabla 2, mediante la técnica de PCR.

Tabla 2. Secuencia de primers para el gen mitocondrial 16S rDNA.

Nombre de primers Secuencia (5> — 3°) Referencia
16SAA-Forward GGTCCCACCTAGAAGCTAATG Marin et al.
16SAA-Reverse CCCGGAGTAACTTCTTCTACTA @)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Verity (Applied
Biosystem). La estandarizaciéon del protocolo de PCR se realizd ajustando la

concentracion de primers asi como el perfil térmico de la reaccién, considerando
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que el resultado final tal como lo describe Marin et al. (2013), sea la visualizacion
en un gel de agarosa al 1%, de una Unica banda de aproximadamente 700pb.

El protocolo de amplificacion estandarizado, reactivos y volumenes en la reaccién

se describe en la Tabla 3y, el programa o perfil térmico en la Tabla 4.

Tabla 3. Protocolo de los reactivos empleados para la amplificacion del gen 16S rDNA.

REACTIVO Co Cr 1X (TUBO)

Agua PCR - - 6.44
Taq Buffer KCI-MgCl; 10X 1X 1
MgCl; 25mM 1.9mM 0.76
dNTP 2.5mM 0.125mM 0.5
Primer AP16SAAF 25uM 0.25uM 0.1
Primer AP16SAAR 25uM 0.25uM 0.1
Taq polimerasa 5U/ul 0.05U/ul 0.1
DNA 100ng/ul 10ng/ul 1

Ve - 10pl

Tabla 4. Programa o perfil térmico para la amplificacién del gen 16S rDNA.

TEMPERATURA

ETAPA °C) TIEMPO N° CICLOS
Desnaturalizacion inicial 95 3m 1
Desnaturalizacion 94 15s 25
Hibridacion 62 20s 25
Extension 72 35s 25
Extension final 72 m 1

5.4.5. Secuenciacion
Los productos de la amplificacion fueron purificados con Esoxap (Thermo
Scientific) para remover los residuos de primers y otros componentes de la PCR,
transferidos a una placa de 96 pocillos y enviados a la compafiia MACROGEN

USA para la secuenciacidn respectiva.
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Los amplicones fueron secuenciados en direccion Forward con el primer 16SAA-

Forward.

5.5. Anélisis bioinformatico
5.5.1.Elaboracion de la matriz general de secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante la herramienta BLAST del NCBI
para corroborar que pertenezcan al gen mitocondrial 16S rDNA de Argopecten
purpuratus, dado que su genoma mitocondrial completo se encuentra anotado
(GenBank Accession Number: KF601246.2). Todos los electroferogramas se
revisaron minuciosamente de forma manual usando el programa Mega7 (Kumar
etal., 2015).

Posteriormente se realizé un alineamiento multiple de secuencias empleando el
programa de alineamiento de multiples secuencias MAFFT v.7.310 (Katoh &

Standley, 2013) para generar una matriz general alineada.

Finalmente, se emple6 el programa Gblocks v.0.91b (Castresana, 2000) para
eliminar las posiciones mal alineadas y regiones divergentes de la alineacién de
secuencias de ADN. Dichas posiciones, pueden no ser homoélogas o pueden haber
estado saturadas por multiples sustituciones y es conveniente eliminarlas antes de

un analisis filogenético.

El programa Gblocks selecciona bloques de una manera similar a como se hace
normalmente de forma manual, pero siguiendo un conjunto reproducible de
condiciones. Los blogues seleccionados deben cumplir ciertos requisitos con
respecto a la falta de grandes segmentos de posiciones contiguas no conservadas,
falta de posiciones vacias (del inglés: gap) y alta conservacion de las posiciones
flanqueantes, haciendo que la alineacion final sea méas adecuada para un posterior
analisis filogenético. Este programa, reduce la necesidad de editar manualmente
multiples alineaciones, hace factible la automatizacion del analisis filogenético de
grandes conjuntos de datos y, finalmente, facilita la reproduccion de los
alineamientos y posterior analisis filogenético por parte de otros investigadores
(Castresana, 2000).
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5.5.2. Diversidad genética
La matriz general alineada correspondiente a la region parcial del gen 16S rDNA
se convirtio a formato fasta (.fas) y se analizé con el programa DnasP v5.0
(Librado & Rozas, 2009). En este programa las secuencias se agruparon segun la
localidad de muestreo, calculandose los datos moleculares y los indices de
diversidad genética para cada una de ellas: nimero de sitios polimorficos (S),
namero de transiciones (Ts), numero de transversiones (Tv), nimero de
haplotipos, diversidad haplotipica (h), diversidad nucleotidica (1) y composicion

nucleotidica.

Asi mismo, los sitios polimorficos detectados, se revisaron minuciosamente
acorde con los picos de los electroferogramas para descartar aquellos sitios con
un nucledtido incorrectamente asignado por el secuenciador (falsos positivos) o

por la presencia de dos 0 mas picos en dicha posicion.

5.5.3. Distribucion de haplotipos
La distribucién de haplotipos entre poblaciones se analiz6 mediante una red de
haplotipos (Minimum spanning network) elaborado con el programa NETWORK

4.6.1.2 empleando el algoritmo Median Joining (Bandelt et al., 1999).

El tamafio de cada haplotipo estuvo en relacion directa con su frecuencia en cada
localidad de muestreo vy, la relacion con otros haplotipos permitio visualizar la

variacion genética intrapoblacional existente.

5.5.4. Estructura genética

La estructuracion genética de concha de Argopecten purpuratus se evalué con un
Anadlisis de Varianza Molecular - AMOVA (Excoffier et al., 1992) en base a las
frecuencias haplotipicas usando el programa ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010). La prueba del AMOVA evidencia el estado de estructuracion
poblacional y permite estimar el nivel de variacion genética en cada jerarquia
poblacional mediante porcentajes de varianza e indices de fijacion: entre grupos
de poblaciones (Fct), entre poblaciones dentro de los grupos (Fsc) y dentro de las
poblaciones (Fst) (Marin et al., 2013).
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5.5.5.

5.5.6.

Asi mismo, con el programa ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) se
calcul¢ la divergencia de haplotipos por pares “pairwise” empleando el indice de
fijacion Fsr, el cual considera informacion de frecuencia de haplotipos y distancias
genéticas (Excoffier et al., 1992); ademas de un test exacto de diferenciacion
poblacional con 100 000 permutaciones (cadenas de Markov) y 100 000 pasos de

depuracion.

Andlisis filogenético y determinacion de poblaciones

Las relaciones filogenéticas de las secuencias obtenidas, fueron analizadas a
través de un arbol Neighbor Joining (NJ) empleando el modelo de sustitucion
Kimura 2 parametros (Kimura, 1980) con 1000 réplicas de bootstrap, a través del

programa Mega?.

Asi mismo, se gener6 un arbol por el método de Mé&xima Verosimilitud
(Maximum Likelihood), usando el modelo de sustitucion GTRGAMMA con el
programa Randomized Axelerated Maximum Likelihood RAXML (Stamatakis,
2014).

Para contrastar los resultados obtenidos con RaxML, se empled el programa
MrBayes v.3.1 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001), el cual realiza inferencia
Bayesiana, empleando el modelo de sustitucion HKY sugerido por el programa
jModeltest v0.1.1 (Posada, 2008). Adicionalmente, se realizd un analisis de
Maxima Parsimonia implementada en el programa PAUP v.4.08b (Swofford,
2002).

Se considerd a A. ventricosus como grupo externo (del inglés: outgroup), la cual
es la especie hermana para A. purpuratus (Puslednik & Serb, 2008). El nimero de
acceso del GenBank para la secuencia de A. ventricosus empleada en el analisis
es: KT161261.1.

Historia demogréfica - evolutiva

Se uso la informacion del gen mitocondrial 16S rDNA para inferir los patrones de
historia demografica en A. purpuratus. Para ello, se emplearon los test estadisticos
de Tajima’s D (Tajima, 1989) y Fu’s Fs (Fu, 1997) como pruebas de neutralidad
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para determinar patrones histéricos demogréficos con el programa ARLEQUIN
v.3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).

Dichos tests de neutralidad son estadisticos que evaltuan si las secuencias han
evolucionado al azar (neutralmente) o si se han visto influenciadas por eventos de
seleccion, contraccion o expansion, es decir, detectan una desviacion de la

hipétesis nula de evolucion neutral.

El estadistico D de Tajima compara dos parametros de diversidad genética: la
diversidad nucleotidica () y el pardmetro Theta S (0s). La diversidad nucleotidica
(7) esta en relacion directa con la frecuencia de los haplotipos mientras que (6s)
se incrementa a mayor cantidad de haplotipos raros por aparicion de sitios

polimorficos nuevos.

Bajo la hipotesis de estabilidad poblacional, la diferencia estadistica entre esos
valores puede ser usada para inferir la historia demografica de una poblacion. Si
D =0 significa que las secuencias mutan de manera aleatoria, mientras que valores
diferentes a cero rechazan de hipotesis de estabilidad poblacional: D < 0 significa
que existié una expansion poblacional reflejada en el exceso de haplotipos raros
de baja frecuencia y, D > 0 indicaria la presencia de haplotipos frecuentes

(seleccion positiva) y la carencia de haplotipos raros en la poblacién.

El estadistico Fs de Fu, el cual se basa en la distribucién de los haplotipos, es una
de las herramientas mas poderosas para muestras de gran tamafio. Valores
negativos indican expansion poblacional (Ramos-Onsis & Rozas, 2000; Barahona,
2014).

La distribucion “mismatch” se realizé para evaluar sefiales de una expansion
demogréfica a través del programa DnasP v5.0 (Librado & Rozas, 2009), teniendo
en cuenta que, una distribucion mismatch unimodal (grafica en forma de campana)
expresa una expansion poblacional luego de un acontecimiento de “cuello de
botella” o un efecto fundador ancestral, a diferencia de una distribucion mismatch
multimodal (grafica en forma erratica) que evidencia un equilibrio demogréafico o

subdivision poblacional (Rogers & Harpending, 1992).
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6.1.

6.2.

6.3.

6. RESULTADOS

Extraccion de ADN de A. purpuratus

Se logré extraer ADN de buena calidad, siguiendo el protocolo convencional
modificado Proteinasa K/Fenol-Cloroformo, de las 127 muestras empleadas en este
estudio. El gel de agarosa (Figura 7) muestra bandas definidas y unicas de ADN
gendémico de alto peso molecular, ubicadas por encima del marcador o Ladder del
primer carril. La calidad de ADN extraido se acepta como validas cuando no se detecta
la presencia de ARN y el ADN gendmico aparece integro, observandose para ello,
bandas definidas y de alto peso molecular al inicio del gel (Rojas et al., 2007).

Figura 7. Extraccion de ADN de las 15 muestras procedentes de la Bahia San Bernandino (SB),
visualizadas en gel de agarosa al 1%.

Amplificacion del gen 16S rDNA por PCR
Los amplicones de la region parcial del gen mitocondrial 16S rDNA se visualizaron
como bandas Unicas de 679pb, sin evidencias de algun tipo de inespecificidad (Figura
8). La visualizacion se realiz6 en geles de agarosa al 1%, empleando el marcador
GeneRuler 50pb DNA Ladder ready-to-use.

Secuenciacion y matriz

La matriz general de la region parcial polimdrfica del gen mitocondrial 16S rDNA tuvo
una longitud de 679pb luego de ser revisada con el programa Mega7, alineada con el
programa MAFFT vy la eliminacion de las posiciones no alineadas con el programa
Gblocks (Castresana, 2000). En la Figura 9 se pueden observar diversos sitios de
variacion nucleotidica encontrados para las secuencias de A. purpuratus.
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Figura 8. Amplificacién del gen 16S rDNA, de las 18 muestras de la Bahia Sechura (SE). Se us6 agua
de PCR como control negativo.
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Figura 9. Region del alineamiento multiple de las secuencias del gen de A. purpuratus.
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6.4. Diversidad genética del gen mitocondrial 16S rDNA
La region parcial del gen mitocondrial 16S rDNA de A. purpuratus presentdé una
composicion nucleotidica de A=21.95%, T=35.35%, C=23.43% y G=19.28%; con un
contenido de A+T de 57.30%. La mayoria de las mutaciones fueron transiciones con
solo 2 transversiones registradas en Isla Lobos de Tierra (C - A) y Bahia Samanco (T -
A). No se registraron inserciones y deleciones “indels” en ninguna de las 8 localidades
estudiadas (Tabla 5).

Por otro lado, tanto los sitios variables como el nimero de haplotipos fueron 34 en total,
de 127 individuos secuenciados. Los sitios variables mas comunes en las 8 localidades
fueron la posicion 168, 330 y 551. Altos valores de diversidad haplotipica (h) de 0.5250
a 0.9429, fueron hallados en todas las localidades; en el que Bahia Las Salinas y Bahia

Tortugas presentaron el méas alto y mas bajo nivel, respectivamente (Tabla 5).

Los haplotipos H2, H7 y H9 fueron los mas comunes, siendo el haplotipo H2 el mas
dominante (39.68%), con una mayor prevalencia en Bahia Tortugas con un 69%,
seguido por Isla Lobos de Tierra con un 53%. 21 haplotipos fueron compartidos entre
al menos dos localidades y 24 haplotipos fueron encontrados sélo en una localidad.
Todas las localidades mostraron al menos un haplotipo Unico excepto Isla Blanca,
sobresaliendo las Bahias de Las Salinas y Guaynund ambas con 40% del total de

haplotipos (Tabla 5 y Figura 10).

La distribucién geogréfica de los haplotipos, se muestra en la Figura 10, donde
claramente se observa la alta prevalencia de los haplotipos H2, H7 y H9 en todas las 8
localidades, con colores azul claro, naranja y gris, respectivamente. Asi mismo un cuarto
haplotipo H1 de color amarillo, aparece en al menos 5 localidades con un porcentaje de
hasta 17% en Isla Lobos de Tierra. La Bahia Tortugas, no presenta otros haplotipos.

Los valores de diversidad nucleotidica (z), fueron similares en las 8 localidades., en un

rango de 0.0020 para Bahia Tortugas a 0.0041 para Bahia San Bernandino (Tabla 6).
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Tabla 5. Distribucién y frecuencia de los 34 haplotipos del gen mitocondrial 16S rDNA en 8 poblaciones de A. purpuratus.

Sitios de Variacion Nucleotidica

Frecuencia Haplotipica

Haplotipos 6 75 97 104 108 112 118 121 138 139 140 144 145 164 168 280 282 319 320 330 336 452 483 497 541 543 551 564 613 620 624 650 652 662 (nif& (n:IL17) (nlBl 2 (nilflﬁ) (nill_S) (n(jl;s) (ni?e) (niia)
HL T CTTTGGT CGTTTCAAATCAAATGTGA ATCTCTCTACTTTT G T 2(01111) 3(0.1765 1(0.0714) 1(0.0667) 2 (0.1250)
H2 ... ... ... .G -+ A+ . ... .G -+ . . . . . 5(03333) 9(05294) 5(0.3571) 4(0.2500) 3(0.2000) 5(0.3333) 11 7 (0.4667)
H3 c e A . G - 1(0.0588)
H4 G - A T A 1(0.0588)
H5 .G A . G 1(0.0588)
H6 G - A T . 1(0.0556) 1 (0.0588) 1(0.0667)
H7 -G A G 2(0.1111) 1(0.0588) 1(0.0714) 1(0.0625) 1(0.0667) 2(0.1333) 2 (0.1250)
H8 G G A G 3(0.1667) 1(0.0625) 1(0.0667) 1(0.0667)
H9 A . 2(0.1111) 3(0.2143) 3(0.1875) 3 (0.2000) 1(0.0667)
H10 : A . c 1 (0.0556)
H11 G A G . 1 (0.0556) 1(0.0667)
H12 G . A G A 1(0.0667)
H13 G A . 1(0.0667)
H14 . : . . A 1(0.0667)
H15 T G A - G 1(0.0667)
H16 G . A A G 1(0.0667)
H17 . .G A 1(0.0667)
H18 G .. 6 . . 1(0.0667)
H19 : G T - A . G . 4(0.2857) 1(0.0667) 1(0.0667)
H20 G : G . T . c 1(0.0667)
H21 G A . cC G 1(0.0625) 1(0.0667)
H22 : . T . 1(0.0625)
H23 G A G 1(0.0625)
H24 G A G 1(0.0625)
H25 .G G A . G . 1(0.0625)
H26 G A T c - 1(0.0625)
H27 . A . A 1(0.0625)
H28 . G A G 1(0.0625) 1 (0.0667)
H29 T : A . . 1(0.0667)
H30 . G A G G 1(0.0667)
H31 c : . . . 1(0.0667)
H32 G A G c . 1(0.0667)
H33 : G A G c 1(0.0667)
H34 T 1(0.0667)
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BAHIA SECHURA BAHIA SAMANCO BAHIA TORTUGAS

ISLA LOBOS DE TIERRA BAHIA LAS SALINAS BAHIA SAN BERNANDINO

.

ISLA BLANCA BAHIA GUAYNUNA
LEYENDA

Il Haplotipo mas comun

ll Segundo haplotipo mas comun
il Tercer haplotipo mas comiin
ll Cuarto haplotipo mas comtin
|l Haplotipos Unicos

i Otros Haplotipos compartidos

Figura 10. Distribucién geogréafica de los 34 haplotipos del gen mitocondrial 16S rDNA de 8 poblaciones de
A. purpuratus en la Macroregion Norte-Centro del mar peruano.
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6.5.

Tabla 6. indices de diversidad genética basado en el gen mitocondrial 16S rDNA de 8 poblaciones de
A. purpuratus.

DATOS MOLECULARES SE IL 1B SM SL GU TO SB
Numero de Secuencias (n) 18 17 14 16 15 15 16 15
NUmero de Sitios Polimorficos (s) 8 9 5 13 13 10 5 13
NUmero de Transiciones (Ts) 8 8 5 12 13 10 5 13
NUmero de Transversiones (Tv) 0 1 0 1 0 0 0 0
Numero de Indels 0 0 0 0 0 0 0 0
%C 2369 2318 22.69 2390 2373 2353 2335 2333
Composicion %T 35.13 3547 36.13 34.74 3510 3529 3548 3549
Nucleotidica % A 21.90 21.97 2227 2243 2275 2216 2151 2059
%G 19.28 19.38 18.91 1893 1843 19.02 19.67 20.59
DIVERSIDAD GENETICA

Numero de Haplotipos 8 7 5 11 11 10 4 9
Diversidad Haplotipica (h) 0.8627 0.7132 0.7912 0.9250 0.9429 0.8952 0.5250 0.8000
Diversidad Nucleotidica (x) 0.0031 0.0031 0.0024 0.0036 0.0039 0.0035 0.0020 0.0041

Network

En el Network basado en la divergencia de nucle6tidos entre los haplotipos del gen 16S
rDNA de A. purpuratus, no se observan grupos definidos que den indicios de una posible
estructuracion poblacional. Por el contrario, los haplotipos mas comunes H2, H7, H9 y
H1, se encuentran altamente relacionados entre si, con un maximo de 2 pasos
mutacionales de diferencia. Asi mismo, los 24 haplotipos Unicos estan muy relacionados
a los haplotipos comunes o fundadores. Ademas es posible observar 2 ciclos poligonales

sin resolver (del inglés: “unresolved loops”) l0s cuales son relaciones no resueltas entre
los haplotipos.

El Network presenta una forma o configuracion como una estrella, la cual es
comunmente observada en los organismos marinos, indicando que muchos de los
haplotipos hallados en el analisis, estan relacionados con el haplotipo mas dominante
H2. Ademas, esta configuracion es indicativa de poblaciones con escasa diferenciacion
y estructuracion genética (Figura 11).
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. Bahia Sechura

Isla Lobos de Tiesrra
. Isla Blanca
. Bahia Samanco
. Bahia Las Salinas
. Bahia Guaynuna
. Bahia Tortugas

Q Bahia San Bernandino

Figura 11. Minimum spanning network basado en los haplotipos de la region parcial del gen
mitocondrial 16S rDNA de 8 poblaciones de A. purpuratus. Cada haplotipo se encuentra
representado por un circulo con un area proporcional a su abundancia y el color indicando la
distribucion geogréafica. Los puntos negros indican los pasos mutacionales que separan a los
haplotipos entre si.

6.6. Estructura genética poblacional
El test de Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA), considerando a todas las
poblaciones como un grupo, mostré valores en el que el mayor porcentaje de variacion
genética se encuentra dentro de las poblaciones con un 97.83%. Asi mismo, el

estadistico F no fue significativo estadisticamente (Tabla 7).

El andlisis de comparaciones a pares de Fst -empleado para analizar diferenciacion
genética entre poblaciones- mostré valores muy cercanos a 0 y no significativos
estadisticamente (valores negativos se asumieron como 0, valores cercanos a 1 son
indicativos de diferenciacion genética), sugiriendo una alta homogeneizacion entre las

localidades analizadas (Tabla 8).
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Tabla 7. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para los 34 haplotipos del gen mitocondrial
16S rDNA de 8 poblaciones de A. purpuratus.

Estructura Evaluada

Particion Observada

Varianza % Total Estadistico F P-Value

Entre Poblaciones 0.00892 2.17
0.02166 0.05644

Dentro de Poblaciones 0.40274 97.83

Tabla 8. Comparacion a pares de Fsr. Valores estadisticos de Fst (debajo de la diagonal) y estadistico
P -values (sobre la diagonal) basado en los 34 haplotipos del gen 16S rDNA en 8 poblaciones de A.

purpuratus.

IL SE cu SB TO SM 1B SL
IL - 0.86140+-0.0039 0.71468+-0.0042  0.76002+-0.0042  0.58469+0.0046 0.77943+-0.0044  0.35343+0.0042  0.61489+-0.0043
SE -0.03872 - 061835+-0.0049  0.69557+0.0047  031383+-0.0048  0.90981+-0.0028  0.31027+-0.0046  0.59756+-0.0049
GU -0.02531 -0.01948 - 060350+0.0053  059539+-0.0048  0.61558+0.0047  0.38046+0.0049  0.66241+-0.0052
SB -0.02945 -0.02346 -0.01306 - 041818+-0.0049  0.77359+-0.0042  046817+-0.0048  0.56727+-0.0045
TO -0.02111 0.00559 -0.02544 -0.00557 - 0.32393+-0.0049  0.23542+-0.0041  0.31650+-0.0049
SM -0.02731 -0.03518 -0.01681 -0.02529 0.00444 - 0.32551+-0.0042  0.65548+-0.0044
1B 0.00319 0.01033 0.00442 -0.00406 0.02627 -0.00198 - 0.69033+-0.0047
SL -0.01934 -0.01693 -0.01688 -0.01220 0.00746 -0.01873 -0.02544 -

Los valores del test exacto de diferenciacion poblacional, mostro valores cercanos a 0

similares a los de comparacion a pares. Sin embargo, se observo valores

estadisticamente significativos entre Isla Lobos de Tierra y Bahia Tortugas con Bahia

Samanco, Bahia Las Salinas e Isla Blanca, aunque el analisis se basa en la frecuencia de

haplotipos y éste ultimo, del niUmero de organismos muestreados (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de p-values del test exacto de diferenciacion poblacional basado en los 34 haplotipos del
gen 16S rDNA en 8 poblaciones de A. purpuratus.

IL

SE
GU
SB
TO
SM
1B

SL

IL SE GU SB TO SM 1B SL
0.38289+-0.0064 -
0.43670+-0.0072 0.70827+-0.0063 -
0.23811+-0.0121 0.69521+-0.0056 0.61048+-0.0062 -
0.83439+-0.0050 0.20775+-0.0071 0.34281+-0.0063 0.08523+-0.0062 -
0.02872+-0.0034*  0.60504+-0.0125 0.54372+-0.0127 0.71353+-0.0057  0.01533+-0.0017* -
0.02667+-0.0015*  0.15305+-0.0034 0.05794+-0.0037 0.17071+0.0056  0.01141+-0.0005*  0.24109+-0.0110 -
001115+-0.0030*  0.28139+-0.0103 0.29936+-0.0081 0.36816+-0.0115  0.00708+-0.0011*  1,00000+-0.0000 0.64423+-0.0101 -

*Significativo, p -value < 0.05
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6.7. Andlisis filogenético
El andlisis filogenético con el Neighbor Joining (NJ) basado en el método de distancias
genéticas, permitio tener un primer panorama de cuan relacionados estan los individuos

de A. purpuratus de 8 localidades de la Macroregién Norte-Centro del mar peruano.

La figura 12, muestra claramente 2 grupos o clados, uno con menor ndmero de
individuos (poligono azul), pero ambos con al menos un representante de cada una de
las 8 localidades muestreadas. Por tal motivo, es posible inferir la existencia de dos
especies de bivalvos cuyas poblaciones presentan un estado de simpatria, es decir
comparten la misma éarea geogréfica (Mallet et al., 2009).

Figura 12. Arbol Neighbor Joining (NJ) sin enraizar, basado en el gen mitocondrial 16S rDNA de 8
poblaciones de A. purpuratus del mar peruano. Modelo K2P.
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Figura 13. Morfologia de la valva de las dos especies de bivalvos, se presume
viven en simpatria en el mar peruano. (A-A’) Vista externa e interna
respectivamente de A. purpuratus. (B-B’) Vista externa e interna
respectivamente de A. ventricosus. Figura tomada de IMARPE (2015).

El bivalvo A. ventricosus, es considerada una especie hermana de A. purpuratus
(Puslednik & Serb, 2008) y comparten varias caracteristicas morfoldgicas,
bioecoldgicas, reproductivas, etc. La figura 13, presenta la vista externa e interna de las
valvas de ambas especies, observandose bastante similitud entre ambas, con sélo 5
diferencias morfoldgicas reportadas por IMARPE (2015), casi imperceptibles a simple

vista para los buzos y pescadores artesanales, sin entrenamiento taxondémico previo.

Sin embargo, tanto el analisis de Maxima Verosimilitud con ML (Figura 14) como el de
Inferencia Bayesiana con Mr. Bayes (Figura 15), al emplear A. ventricosus como grupo
externo (del inglés: “outgroup’), no soportan la hipotesis inferida con NJ, aunque
corroboran los resultados de una pobre estructuracion genética poblacional, debido a
que no aparecen grupos o clados definidos, que sigan el patron de distribucion

geografica (Figura 6).
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Figura 14. Arbol Maximum Likelihood (ML) con el modelo GRTGAMMA basado en el gen mitocondrial 16S
rDNA de 8 poblaciones de A. purpuratus del mar peruano.
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Figura 15. Arbol de Inferencia Bayesiana con el modelo HKY, basado en el gen mitocondrial 16S rDNA
de 8 poblaciones de A. purpuratus del mar peruano.
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6.8.

Ambos arboles presentaron bajo soporte estadistico en cada una de las ramas internas
(<50% bootstrap, data no mostrada), lo cual es poco informativo. Asi mismo, la

topologia del arbol de Inferencia Bayesiana no fue resuelta o no converge (Figura 15).

Historia demograéfica - evolutiva

Los resultados promedio del test de neutralidad D de Tajima, mostro valores negativos
excepto para Isla Blanca, pero no significativos estadisticamente. Igualmente, el test Fs
de Fu, mostré valores negativos significativos con excepcion de Bahia Tortugas. Sin
embargo, los valores de ambos test fueron negativos para la poblacion en general,

indicando un proceso de expansion poblacional en el pasado (Tabla 10).

Por otro lado, la distribucion mismatch tanto para cada una de las localidades analizadas,
asi como la poblacion en general, mostré una tendencia o distribucion unimodal
(tendencia con linea guinda en la Figura 16), consistente con los modelos de expansién

poblacional.

Asi mismo, los minimos valores obtenidos del test Hri (Tabla 11), fallan en rechazar la
hipdtesis nula de una reciente expansién poblacional, corroborando los resultados
obtenidos del andlisis de distribucion mismatch. Estos resultados, reafirman los
obtenidos en el andlisis de haplotipos con NETWORK, de estructuracion poblacional
con AMOVA y los andlisis filogenéticos realizados.

Tabla 10. Test de neutralidad para los 34 haplotipos del gen mitocondrial 16S rDNA de 8 poblaciones
de A. purpuratus.

. D de Tajima Fs de Fu
Localidad
D P Fs P
Bahia Sechura -0.39906 0.36100 -2.38676 0.06500
Isla Lobos de Tierra -0.75716 0.25300 -1.41420 0.18700
Isla Blanca 0.22019 0.60200 -0.29839 0.43100
Bahia Samanco -1.49405 0.07300 -6.47227 0.00000*
Bahia Las Salinas -1.36564 0.07800 -6.50886 0.00000*
Bahia Guaynuna -0.88308 0.20000 -5.28335 0.00000*
Bahia Tortugas -0.37944 0.37100 0.39628 0.55500
Bahia San Bernandino -1.21577 0.12100 -3.13261 0.02900*
Paoblacién Total -0.78425 0.25738 -3.13752 0.15837

P = p-value, * Significativo (p-value<0.05)
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basada en los haplotipos del gen mitocondrial 16S rDNA de A. purpuratus del mar peruano.
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Tabla 11. Estimados demograficos (distribucion mismatch) para los 34 haplotipos del gen
mitocondrial 16S rDNA de 8 poblaciones de A. purpuratus.

Localidad

Bondad de ajuste

Parametros de expansién poblacional

Hri Oi O tau
Bahia Sechura 0.0502 0.00000 1000.00000 2.26797
Isla Lobos de Tierra 0.0934 1.11774 1000.00000 0.98519
Isla Blanca 0.044 0.00000 1000.00000 2.57142
Bahia Samanco 0.0653 0.00000 1000.00000 3.25000
Bahia Las Salinas 0.0528 0.00000 1000.00000 2.85714
Bahia Guaynuna 0.0365 0.00000 1000.00000 2.83809
Bahia Tortugas 0.066 0.72847 1000.00000 1.42986
Bahia San Bernandino 0.0319 1.53780 1000.00000 2.15743
Poblacién Total 0.0179 0.81793 1000.00000 1.30555

P = p-value
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7. DISCUSION

Los organismos marinos, a diferencia de los terrestres, suelen presentar bajos niveles de
diferenciacion genética (Zhan et al., 2009; Palumbi, 1992) influenciados por la ausencia de
barreras fisicas en el océano, el amplio tamafio de las poblaciones, el amplio rango de
distribucion de las especies, los tiempos amplios de fases larvales (Luttikhuizen et al., 2003)
asi como la elevada fecundidad y la alta dispersion de las larvas principalmente plantonicas
por efecto de las corrientes marinas (Cano et al., 2008; Katsares et al., 2008; Ni et al., 2011);

contribuyendo asi al intercambio genético en las poblaciones.

No obstante, aspectos como los remolinos que ejercen retencion larval, las bahias cerradas
y presencia de islas, la temperatura y salinidad del agua, el cambio de hébitats, la migracién
de los organismos en sus diferentes fases de desarrollo e incluso las actividades
antropogeénicas, pueden afectar la diferenciacion geografica de poblaciones locales (Zhan et
al., 2009; Baus et al., 2005; Kenchington et al., 2006).

De las especies marinas, los bivalvos se caracterizan por presentar una prolongada fase larval
plantdnica (Zhan et al., 2009) y su dispersion por efecto de las corrientes marinas intensifica
el flujo génico que conlleva finalmente a disminuir la diferenciacién genético poblacional
(Kyle & Boulding, 2000). Este podria ser el caso de los pectinidos, en los cuales existe un
inicial estadio pelagico desde la fecundacion en el agua hasta completar su desarrollo
embrionario, tiempo en el cual inicia un periodo benténico (Mendo et al., 2016). Aunque,
algunos estudios han revelado diferencias genéticas significativas en almejas, mejillones y
conchas o “vieiras”, e incluso significativa estructuracion genética en ciertos pectinidos
empleando marcadores nucleares (Hemond & Wilbur, 2011; Ni et al., 2011; An et al., 2009;
Ridgway, 2001; Zhan et al., 2009)

En el caso particular de A. purpuratus, los analisis de diversidad genética basados en la
region polimdrfica del gen mitocondrial 16S rDNA, resultaron en valores bajos para la
diversidad nucleotidica (0.0032) y altos para la diversidad haplotipica (0.8069) (Tabla 6).
Estos resultados fueron similares a los obtenidos en Chlamys farreri (Yuan et al., 2012) y
en A. purpuratus (Marin et al., 2013). Esta combinacion de una alta diversidad haplotipica
y baja diversidad nucleotidica, se ha atribuido frecuentemente a un proceso de expansién

después de un periodo de bajo tamafio poblacional efectivo, debido a que un rapido
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crecimiento poblacional incrementa la retencion de nuevas mutaciones (Avise et al., 1984;
Yuan et al., 2012).

Un total de 34 sitios de variacion nucleotidica, asi como haplotipos fueron detectados en un
fragmento de 679pb del gen 16S rDNA (Tabla 5). Similares valores se han reportado en otras
especies de bivalvos como en C. farreri, en el que se detectaron 23 haplotipos y 31 sitios
polimorficos de un fragmento de 592pb del mismo gen en 47 individuos (Kong et al., 2003).
En C. nobilis, 24 sitios polimdrficos y 27 haplotipos fueron reportados de un fragmento de
468pb en 221 organismos (Yuan et al., 2009). Aunque, en el caso muy particular de P.
nobilis, solamente 2 haplotipos fueron reportados en 25 organismos de un fragmento de
489pb del gen 16S rDNA. Si bien P. nobilis, esta sometida a una fuerte explotacidn pesquera,
el tipo de marcador empleado en el analisis puede ser una causa de la pérdida de diversidad

reportada (Katsares et al., 2008).

El gen mitocondrial 16S rDNA, es reconocido como el “gold standard” para estudios
filogenéticos y de diversidad en varias comunidades, a la vez que es considerado un
marcador universal (VVos et al., 2012). Es importante recalcar que este gen es relativamente
conservado y empleado principalmente como un marcador interespecifico a nivel de género
y familia (Saavedra & Pefia, 2004), por tanto, a pesar de amplificar la region polimorfica de
este gen en este estudio (679pb en total), no es posible dar una conclusién definitiva sobre
la situacion actual de la estructuracion y diversidad genética de A. purpuratus en la
Macroregion Norte-Centro del mar peruano, debido a las caracteristicas propias del
marcador. Por ello, la necesidad futura de emplear otros marcadores para contrastar los

resultados obtenidos en esta investigacion.

En el ecosistema del mar peruano, la circulacion del agua se caracteriza por la presencia de
la corriente fria de Humboldt, la cual fluye desde la zona central de Chile hasta la zona norte
del Perd, otorgandole al Peru la gran diversidad bioldgica que lo caracteriza. Por otro lado,
esta corriente también podria ser responsable de un proceso de homogeneizacion de las
poblaciones de A. purpuratus a lo largo del litoral, teniendo en cuenta la fase pelagica que
esta presenta en sus primeros estadios como se muestra en la Figura 3 (Tarazona et al., 2003;
Mendo et al., 2016).
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Asi mismo, entre los afios 1983 — 1984, A. purpuratus presentdé un abrupto incremento
poblacional en los bancos naturales como consecuencia del evento “El Nifio” 0 ENSO,
predominando la Bahia Independencia y sus areas adyacentes (Wolff, 1987; 1988; Wolff &
Mendo, 2000; Mendo et al., 2008). Un segundo evento “El Nifio” en 1998, se caracterizo
igualmente por un incremento poblacional, a la vez de una rapida y excesiva extraccion de

A. purpuratus de los bancos naturales (Wolff & Mendo, 2000).

Ambos eventos, con su efecto en el incremento de biomasa de A. purpuratus a lo largo del
litoral, sumado al efecto de la corriente de Humboldt en condiciones sin “El Nifio”, son
piezas claves para que Mendo et al. (2008) reportaran que los stocks o bancos naturales de
A. purpuratus se habrian homogenizado genéticamente. Incluso algunos bancos

formalmente extintos, fueron recolonizados durante estos eventos (Wolff & Mendo, 2000).

Estos reportes, sustentan los resultados obtenidos sobre estructuracion poblacional en este
estudio, a través del andlisis de varianza molecular (AMOVA) en el que la mayor
diferenciacion genética fue encontrada dentro de las poblaciones (97.83%) (Tabla 7). Asi
mismo, los resultados obtenidos del analisis de indice de fijacion de Fsty del test exacto de
diferenciacion poblacional, fueron cercanos a 0 lo que es indicativo de un proceso de
homogenizacidn y por ende escasa o0 nula estructuracién poblacional de la especie en la zona
muestreada del mar peruano. Ademas, la estructura en forma de estrella del Minimum
spanning network (Figura 11) —comun en las especies con estadio de vida pelagicos-
corroboran estos resultados.

Igualmente, previos estudios genético poblacionales en A. purpuratus, obtuvieron resultados
similares a los obtenidos en este estudio, aunque es necesario aclarar que emplearon
aloenzimas como marcadores genéticos. Por ejemplo, Galleguillos & Troncoso (1991)
empleando electroforesis de aloenzimas, no hallaron diferencias genéticas significativas
entre las poblaciones chilenas. Contrariamente, Moraga et al. (2001), encontraron
diferencias significativas entre dos poblaciones del norte de Chile empleando la misma
técnica. Sin embargo, Ysla (2009) empleando electroforesis de aloenzimas en 3 poblaciones
de Pert y 3 de Chile reafirmd los resultados de Galleguillos y Troncoso, al no detectar
diferencias genéticas entre las poblaciones estudiadas. Estos resultados contrastantes en los

analisis con aloenzimas, podrian ser atribuidos al numero diferente y loci polimorficos
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hallados y analizados en cada estudio e incluso, a las caracteristicas geograficas
oceanograficas de las bahias muestreadas.

Por otro lado, Marin et al. (2013) al trabajar con muestras de las bahias peruanas de Sechura,
Samanco e Independencia y, empleando marcadores tanto mitocondriales como
microsatélites, concluyeron en la no existencia de una estructuracion genética poblacional
significativa en A. purpuratus en la costa peruana. Sin embargo, los resultados del analisis
de AMOVA de la data de microsatélites, mostraron un bajo porcentaje (2.86%) pero
altamente significativo (P=0.0001) nivel de diferenciacion genética entre la Bahia

Independencia y las otras dos bahias.

No obstante, tanto los resultados obtenidos por Marin y colaboradores en 2013, asi como los
obtenidos en este estudio, no pueden ser considerados concluyentes debido al nimero de
muestras y bahias analizadas en el primero y la falta de marcadores en el segundo; por lo
tanto, es necesario realizar posteriores estudios, que permitan consolidar los resultados

obtenidos hasta la fecha.

Respecto a los andlisis filogenéticos realizados con ML e inferencia bayesiana, no mostraron
grupos o clados separados segun la distribucion geogréafica de la especie en la Macroregion
Norte-Centro del mar peruano (Figuras 14 y 15). Estos resultados, son muy comunes en los
organismos con estadios peldgicos, asi como en organismos superiores con alto nivel
migratorio. Sin embargo, los resultados del analisis de NJ mostraron 2 clados o grupos con
al menos 1 organismo de las 8 localidades (Figura 12), lo que permite inferir la posible

existencia de 2 especies de bivalvos viviendo en simpatria.

Se ha reportado previamente, la existencia de una especie de bivalvo con caracteristicas
morfologicas muy similares a A. purpuratus, esta es A. ventricosus, una especie hermana de
la primera (Puslednik & Serb, 2008; IMARPE, 2015). Entre los buzos, pescadores
artesanales y operarios de empresas acuicolas de la zona norte del mar peruano, es dificil
poder hacer diferencia entre ambas sin un entrenamiento taxonémico previo, solo el ancho
de la valva es la referencia empleada para diferenciarlas, aunque con baja probabilidad

(Percy Ormefio, Com. Per.).
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Asi mismo, en la zona norte del mar peruano existe una zona de interseccion entre ambas
especies, comprendida entre Paita y Baydvar, segun la distribucién geogréafica de ambas
especies reportadas en Mendo et al. (2016), habiéndose reportado ademas traslado de semilla
entre los bancos naturales, sin ningun tipo de restriccién (Mendo et al., 2008) lo que podria
ser la causa de una homogeneizacion de las poblaciones de A. purpuratus y, una ampliacion
de la distribucion geogréfica de A. ventricosus segun los resultados filogenéticos obtenidos
en este estudio. Por tanto, es necesario un posterior estudio genético poblacional en esta zona

de interseccion y alrededores, que permita afirmar o rechazar esta hipotesis.

Respecto a la historia demografica de A. purpuratus, los resultados obtenidos de los test de
neutralidad fueron negativos (Tabla 10), indicando la existencia de un proceso de expansion
poblacional. Este resultado fue corroborado con los resultados del analisis de distribucién
mismatch que muestran una tendencia unimodal y, del indice Hri cuyos valores fueron
cercanos a 0, lo cual falla en rechazar la hipotesis nula de expansion poblacional (Figura 16
y Tabla 11). Estos resultados sugieren la existencia de un proceso de expansion poblacional

luego de un periodo de bajo tamafio poblacional efectivo (Avise et al., 1984).

Luego del segundo evento “El Nifio”, como consecuencia del rapido crecimiento poblacional,
A. purpuratus se vio sometida a una fuerte presion pesquera, casi a la desaparicion de los
principales bancos, por el objetivo de obtener semillas para su engorde, ya sea en
concesiones o en areas de repoblamiento generando una mayor sobreexplotacién a diferencia
de la ocurrida durante el evento “El Nifio” de 1983 (Wolff & Mendo, 2000; Mendo & Wollff,
2003). Este hecho, podria ser una causa de un efecto de cuello de botella en las poblaciones
de A. purpuratus en el pasado y, luego debido a su alta fecundidad, rapido crecimiento,
temprana madurez sexual, las posteriores condiciones ambientales, pudieron favorecer su

expansion y recolonizacion (Marin et al., 2013).

A pesar del alto valor econémico y la importancia de A. purpuratus como recurso natural,
hasta la fecha no existe un sistema o plan de ordenamiento de su pesqueria con fines de
preservacion y explotacion racional en el Per(. Las pocas normas establecidas se basan en
la talla minima legal de extraccion de 65mm de altura y a restricciones para la pesca mediante
vedas, complicandose alin méas cuando se promueven las actividades de maricultura de esta

especie, a través de normas que merman la posibilidad de realizar un severo control de la
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extraccion de semilla de los bancos naturales, desde que se incrementd su tamafio
poblacional a raiz de los eventos “El Nifio” (Mendo & Wolff, 2002; Mendo et al., 2008).

Sin embargo, en el 2011 en Peru se ha establecido la Ley Moratoria N° 29811 en la cual se
establece la necesidad de realizar estudios de linea base de los diferentes organismos del
Per(, que incluyan estudios no so6lo de dinamica poblacional o ecosistémicos, sino, ademas,
de diversidad genética -cantidad o suma de la variacion genética presente en una poblacion
0 especie como consecuencia de su evolucion- (Koski et al., 1997). Por tanto, existe una
puerta abierta, para poder desarrollar estudios genético-moleculares, necesarios para una
administracion pesquera y acuicola sustentables. EI conocer la estructura poblacional de A.
purpuratus, sera clave para evitar la sobrepesca, preservar la diversidad genética y asegurar
un aprovechamiento sustentable de la especie en la Macroregion Norte-Centro del mar

peruano.
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8. CONCLUSIONES

En total 34 sitios de variacién nucleotidica y haplotipos fueron detectados en un
fragmento de 679pb del gen mitocondrial 16S rDNA de A. purpuratus de la
Macroregion Norte-Centro del mar peruano. Las transiciones fueron el tipo de
mutacion mas frecuente y 4 fueron los haplotipos mas comunes, presentes en todas
las poblaciones.

Altos valores de diversidad haplotipica asi como bajos valores de diversidad
nucleotidica, se detectaron en la poblacion en general; evidenciando un proceso de
expansion poblacional en el pasado.

Los mayores niveles de diversidad genética, fueron detectados en las bahias de
Sechura, Samanco, Las Salinas y Guaynuna, localidades en donde el cultivo de A.
purpuratus es intensiva. Estos valores se corroboran debido a procesos de transporte
de semillas entre las localidades y a las actividades de produccion acuicola.

El analisis filogenético de NJ, evidencid la posible existencia de dos especies de
bivalvos viviendo en simpatria. Aunque posteriores andlisis con ML e inferencia
bayesiana mostraron que las secuencias correspondian a A. purpuratus, ademas de
corroborar la escasa estructuracion poblacional.

Los mayores niveles de diferenciacion genética fueron hallados dentro de las
poblaciones a través del analisis de AMOVA y de indice de fijacion Fsr, indicando
una homogenizacién entre las poblaciones de A. purpuratus de la Macroregion
Norte-Centro del mar peruano. Sin embargo, no es posible dar una conclusion final
debido a que s6lo se empled un marcador en el presente estudio.

Los valores negativos de los test de neutralidad y la tendencia unimodal de la
distribucion mismatch, indicaron que A. purpuratus ha pasado por un proceso de
expansion poblacional luego de un presentar un reducido tamafio poblacional

efectivo.
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9. RECOMENDACIONES

Emplear marcadores nucleares (microsatélites o genes especificos), para
complementar los resultados obtenidos en este estudio.

Incluir organismos de la zona centro (Lima) y la zona sur del mar peruano, para
obtener una visién completa de la estructura poblacional de la especie en todo el
litoral peruano y, determinar la localidad con la mayor diversidad para fines de
conservacion genética de la especie en el Per(

Emplear el marcador mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COl), para confirmar la
existencia de las dos especies de bivalvos que podrian vivir en simpatria en el mar
peruano.

Realizar posteriores estudios para comprender el flujo génico de la especie en toda
su distribucion geografica asi como las relaciones genéticas entre las poblaciones
naturales y de cultivo, con fines de un aprovechamiento sostenible de la especie.
Incluir muestras de la zona de Chile para poder conocer la situacion de la especie en

su distribucidn geogréfica total.
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