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Estudio poblacional y bisqueda de Doble Herencia Uniparental en Aulacomya atra
(Molina, 1782) “choro”, en el litoral peruano, inferidas mediante ADN mitocondrial y

nuclear

RESUMEN

Aulacomya atra es un bivalvo marino de importancia ecolégica y econdmica en el Pert, cuya
explotacion ha sido intensiva, afectando la viabilidad de sus poblaciones. En este contexto,
el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la estructura poblacional y la posible
presencia de Doble Herencia Uniparental (DUI) en A. atra, mediante el analisis de
marcadores moleculares mitocondriales (/6S y COI) y nucleares (/8S e ITS-28S). Se
recolectaron muestras de seis bancos naturales distribuidos entre Ica y Tacna. La identidad
molecular fue confirmada mediante el gen 78S, que mostré una completa conservacion,
mientras que el gen /75-28S evidencio la ausencia de divergencia genética entre individuos
peruanos y secuencias de referencia de Sudafrica y Nueva Zelanda. Los analisis filogenéticos
y de distancias genéticas de los genes mitocondriales revelaron la existencia de dos linajes
diferenciados (mitotipos F y M), asociados al sexo, confirmando la presencia de DUI.
Ademas, se detectd heteroplasmia en el tejido somatico de machos. Los andlisis de
diversidad genética mostraron altos niveles haplotipicos en ambos mitotipos, especialmente
en el mitotipo M. La estructura poblacional inferida por AMOVA y Fst indicé una alta
conectividad genética entre poblaciones, sin diferenciacion geografica significativa.
Finalmente, los test de neutralidad sugirieron una posible expansion poblacional reciente.
Estos resultados proporcionan informacion esencial para la gestion y conservacion de 4. atra
en el litoral peruano, destacando la importancia de considerar la DUI en estudios genéticos

poblacionales.

Palabras claves: Aulacomya atra, Doble Herencia Uniparental (DUI), estructura
poblacional, ADN mitocondrial, ADN nuclear, heteroplasmia, filogenia molecular,

diversidad genética
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Population Study and Detection of Doubly Uniparental Inheritance in Aulacomya atra
(Molina, 1782) “choro”, along the Peruvian coast, inferred through mitochondrial and

nuclear DNA

ABSTRACT

Aulacomya atra 1s a marine bivalve of ecological and economic importance in Peru, whose
overexploitation has impacted population viability. This study aimed to assess the population
structure and the potential presence of Doubly Uniparental Inheritance (DUI) in 4. atra using
mitochondrial (/6S and COI) and nuclear (/8S and ITS-28S) molecular markers. Samples
were collected from six natural banks between Ica and Tacna. Molecular identity was
confirmed using the /85 gene, which showed complete conservation, while the /75-28S gene
revealed no genetic divergence between Peruvian individuals and reference sequences from
South Africa and New Zealand. Phylogenetic and genetic distance analyses based on
mitochondrial genes revealed the existence of two sex-associated mitochondrial lineages (F
and M mitotypes), confirming the presence of DUI. Additionally, heteroplasmy was detected
in the somatic tissue of males. Genetic diversity analyses indicated high haplotypic levels in
both mitotypes, especially in the M mitotype. AMOVA and Fst analyses revealed high
genetic connectivity among populations, with no significant geographic differentiation.
Finally, neutrality tests suggested a possible recent population expansion. These results
provide essential insights for the management and conservation of A. atra along the Peruvian

coast, emphasizing the importance of incorporating DUI in population genetic studies.

Keywords: Aulacomya atra, Doubly Uniparental Inheritance (DUI), population structure,
mitochondrial DNA, nuclear DNA, heteroplasmy, molecular phylogeny, genetic diversity
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I. INTRODUCCION

El Pert ha obtenido el reconocimiento como uno de los diecisiete paises considerados
megadiversos debido a su vasta biodiversidad, que representa mas del 70% de la
biodiversidad global (MINAM, 2014, p. 14). Su extenso territorio abarca desde la costa
desértica del Pacifico, pasando por la imponente cordillera de los Andes, hasta la vasta selva
amazonica creando una amplia gama de habitats que albergan una extraordinaria diversidad
de especies. Ademas, la presencia de microclimas, como los producidos por la corriente de
Humboldt y el fenémeno “El Nifio”, también contribuyen a la diversidad al generar
condiciones favorables para la vida y la evolucion de numerosas especies (MINAM, 2014,

p. 22; Tarazona et al., 2003, p. 207).

De manera particular, la biodiversidad marina del Peru se caracteriza por ser amplia y
variada, con una gran cantidad de especies que habitan en sus aguas. Se ha documentado la
presencia de una gran diversidad de organismos, incluyendo peces, zooplancton, moluscos,
equinodermos, crustidceos y otros invertebrados marinos (Uribe ef al., 2019, p. 333). Sin
embargo, aun existen muchas incognitas en la investigacion de la biodiversidad marina en
el Pert; llegando a existir grupos taxondmicos, como los microorganismos, las plantas
marinas e invertebrados, que han sido poco estudiados y se desconoce su diversidad
(Tarazona et al., 2003, p. 223). Ademas, es importante considerar que se requiere de mas
estudios sistematicos y de biogeografia para comprender mejor la diversidad y las relaciones
evolutivas de las especies marinas en el pais (Tarazona et al., 2003, p. 223; Uribe et al., 2019,

p. 334).

Con respecto a los invertebrados, el mar peruano posee una gran diversidad resaltando una
gran variedad de bivalvos, cuyo estudio mas reciente presenta una lista taxonémica de
alrededor de 401 especies distribuidas en 62 familias y 195 géneros (Paredes et al., 2016, p.
128). Esta diversidad biologica se ve favorecida por la presencia de diferentes habitats, como
los arrecifes de coral, las praderas de algas y los bosques de manglares, que proporcionan

refugio y alimento para una variedad de especies (Tarazona ef al., 2003, p. 223).

Sin embargo, la explotacion pesquera se ha convertido en un serio problema que afecta a los
bancos naturales de los invertebrados marinos (Gonzales y Espinoza, 2020, p. 73),
disminuyendo las comunidades e influyendo en el funcionamiento y estructura de los
ecosistemas (Tejada y Baldarrago, 2016, p. 63). En el caso particular de Aulacomya atra la
sobreexplotacion ha ocasionado seleccion artificial (Mena et al., 2001, p. 75) y reduccion de

la talla media de sus poblaciones (Tejada y Baldarrago, 2016, p. 63); lo que sumado al evento
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“El Nifo” ha causado la desaparicion de este bivalvo en algunas zonas del litoral peruano
con la consiguiente pérdida de diversidad genética (Diaz y Ortlieb, 1993, p. 165; Soenens,
1985, p. 52). Por lo tanto, es crucial realizar estudios genético poblacionales de A. atra que
permitan desarrollar planes de manejo y explotacion sostenible para esta especie (Mena et

al., 2001, p. 76).

Por otro lado, la influencia de la dispersion o deriva larval en la diversidad genética de
bivalvos es un problema importante en la conservacion y explotacion sostenible de estas
especies. La deriva larval puede afectar la estructura genética de las poblaciones de bivalvos,
ya que la capacidad de dispersion de las larvas puede variar entre especies y entre diferentes
ambientes marinos (Hedgecock, 1986, p. 561). Ademas, la deriva larval puede llevar a la
formacion de poblaciones aisladas y a la pérdida de diversidad genética debido a la falta de
flujo génico entre ellas (Hellberg, 1996, p. 1172), pudiendo estos procesos tener
consecuencias negativas para la adaptabilidad y supervivencia de las poblaciones de
bivalvos, especialmente en un contexto de cambio climatico y alteraciones en los

ecosistemas marinos (Kyle y Boulding, 2000, p. 841).

Otro aspecto importante a tener en cuenta en los estudios poblacionales, es que algunos
bivalvos poseen un modo de transmision asociado al género, llamado Doble Herencia
Uniparental (DUI, por sus siglas en inglés) que comprende la herencia del ADNmt tanto por
via materna como paterna (Lubosny et al., 2020, p. 7); considerandose una excepcion a la
herencia del ADNmt que suele ser estrictamente materna (SMI) en metazoos (Féral, 2002,
p. 131). Por lo tanto, la DUI plantea desafios en los estudios poblacionales porque puede
afectar la interpretacion de los patrones de diversidad genética y la inferencia de la historia
demografica de las especies, ya que la seleccion sexual y deriva genética pueden influir en
ellos, llevando a una sobreestimacion o subestimacion de la diversidad poblacional (Stewart
etal., 2020, p. 315; Zouros, 2013, p. 9). Entonces, estos aspectos de la DUI plantean desafios
adicionales para comprender la evolucion y la dindmica de las poblaciones de bivalvos; por
tanto, es fundamental considerar que esta forma de herencia exige desarrollar métodos
analiticos apropiados para abordar los desafios que plantea en los estudios de diversidad

genética poblacional.

Es importante tener en cuenta, que la presencia de DUI en mitilidos representa todo un reto
en los estudios de diversidad genética, ya que las secuencias de ADNmt por si solas no son
suficientes para comprender completamente la estructura genética poblacional en estas

especies (Liu et al., 2017, p. 223). Por lo tanto, es necesario utilizar enfoques moleculares
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mas complejos y combinar diferentes marcadores para obtener una vision mas completa de

la diversidad genética en este grupo.

Aulacomya atra es una especie de mejillon que se encuentra tanto en habitats submareales
como intermareales y puede proporcionar habitat y refugio para otras especies marinas,
como crustaceos y moluscos mas pequenos (Caza et al., 2016, p. 4) lo que la convierte en
una especie centinela importante para evaluar el efecto del estrés ambiental. Asimismo, A.
atra es particularmente sensible al cambio climéatico, por lo que es una especie importante
para el biomonitoreo del impacto de los contaminantes y el cambio climatico
proporcionando informacioén valiosa para la conservacion y gestion de estos ecosistemas

(Caza et al., 2016, p. 5; Gonzales y Espinoza, 2020, p. 72).

Asimismo, A. atra es una especie que debido a su delicioso sabor y su accesible precio es
altamente consumida por la poblacidn peruana, principalmente para consumo directo
(PRODUCE, 2022, p. 91). Su extraccion fue de 1223 t en 2020 (PRODUCE, 2021, p. 48) y
1323 t en 2021 (PRODUCE, 2022, p. 55) desempefiando un papel significativo para los
pescadores marisqueros. Sin embargo, la pesca artesanal ha experimentado una disminucion
a lo largo del tiempo que va desde 10 000 t en los afios 50 a 1323 t en 2021 (IMARPE, 2018,
p. 3; PRODUCE, 2022, p. 55), afectando de manera importante al mercado nacional (Garcia,
2015, p. 5).

La falta de estudios genético poblacionales en bivalvos marinos dificulta la comprension de
la variabilidad genética presente en estas poblaciones y su importancia para su conservacion
y manejo adecuado (Andrews y Luikart, 2014, p. 1665). Sin esta informacion, es dificil
determinar la salud y la viabilidad de las poblaciones de bivalvos marinos, asi como su
capacidad de adaptarse a cambios ambientales y resistir enfermedades (Féral, 2002, p. 133).
Ademads, la falta de conocimiento sobre la genética de estas especies puede llevar a
decisiones de gestion inadecuadas, como la sobreexplotacion de poblaciones con una
diversidad genética limitada o la introduccion de individuos de origen desconocido que
podrian tener consecuencias negativas para las poblaciones nativas (Plough, 2016, p. 574).
Por lo tanto, es crucial realizar estudios poblacionales en bivalvos marinos para obtener
informacion precisa sobre su diversidad genética y utilizarla como base para la gestion y

conservacion efectiva de estas especies.

Esta situacion que, sumado a los cambios climaticos y la competencia con especies exdticas

invasoras de mejillones, ejercen impacto sobre la biometria y la sostenibilidad de 4. atra,



afectando negativamente a sus bancos naturales (Caza et al., 2016, p. 2; Gonzales y
Espinoza, 2020, p. 76, IMARPE, 2018, p. 28). Cabe sefialar que 4. atra es una especie cuya
extraccion data desde 1950 (IMARPE, 2018, p. 3); pero en cuya extraccion, recientemente
en 2020 se ha establecido un periodo de veda reproductiva para esta especie en el litoral
peruano, abarcando los meses de septiembre a noviembre (R.M. N° 309-2020; PRODUCE,
2020). Esta falta de medidas de conservacion adecuadas, dificulta también la explotacion

sostenible de este recurso (Gonzales y Espinoza, 2020, p. 78).

En este contexto, los estudios genético poblacionales desempefian un papel crucial en la
comprension de la estructura y la dindmica de las poblaciones, lo que permitiria tomar
medidas efectivas para la conservacion y manejo sostenible de A. atra (Mena et al., 2001, p.
76). Estos estudios proporcionaran informacion sobre la diversidad genética, la conectividad
entre las poblaciones y la identificacion de unidades de conservacion, lo que contribuird a la
implementacion de estrategias de gestion basadas en la genética y a la toma de decisiones
informadas para la proteccion de la especie (Petrou et al., 2021, p. 6). Por otro lado, los
estudios genético poblacionales son fundamentales para abordar el problema de la
sobreexplotacion pesquera de A. atra en el Peri y para promover su conservacion a largo

plazo (Gandra et al., 2020, p. 1410; Gonzales y Espinoza, 2020, p. 74).

Asimismo, el conocimiento de la estructura genética de las especies es clave para
comprender los patrones de conectividad y definir las escalas espacio-temporales en las que
se deben disefiar e implementar planes de gestion y conservacion. La distribucion de la
diversidad genética (dentro y entre poblaciones) influye en gran medida en la capacidad de
las especies para adaptarse a los cambios ambientales, lo que determina en Gltima instancia
su capacidad de recuperacion a largo plazo frente a las perturbaciones ecologicas como la
sobreexplotacion pesquera (Gandra et al., 2020, p. 1409; Gonzales y Espinoza, 2020, p. 74;
Zhou et al., 2015, p. 138). De esta manera, los estudios poblacionales pueden proporcionar
informacion valiosa para la conservacion de especies a largo plazo al identificar poblaciones
criticas, evaluar la conectividad entre ellas y disefiar estrategias de gestion adaptativas que
promuevan la diversidad genética y la resiliencia de las poblaciones (Gandra et al., 2020, p.

1403).

Por otra parte, la evaluacion de la DUI del ADN mitocondrial es de gran importancia en los
estudios genético-poblacionales de moluscos bivalvos, debido a que la DUI puede afectar la
estructura genética de las poblaciones y la diversidad genética, lo que puede tener

implicaciones importantes para la conservacion de las especies (Stewart et al., 2020, p. 313).
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Ademas, la DUI puede proporcionar informacion valiosa sobre la historia evolutiva de las
especies y las relaciones filogenéticas entre ellas (Zouros, 2013, p. 15). Por lo tanto, la
evaluacion de la DUI es esencial para comprender la biologia y la evolucion de los moluscos

bivalvos y para desarrollar estrategias efectivas de conservacion y manejo de estas especies.

A pesar que la biodiversidad de organismos acuaticos es fundamental para lograr un
desarrollo sostenible y una gestion adecuada de los recursos marinos (Zhou et al., 2015, p.
138), hasta el momento no se ha llevado a cabo ningun estudio genético poblacional que
proporcione informacion sobre el estado de 4. atra. Ademas, no existen investigaciones que
aborden la delimitacion de los dos posibles linajes o DUI en el género Aulacomya. Por lo
tanto, resulta imperativo realizar estudios que analicen las poblaciones de 4. atra y examinen

la posible DUI en esta especie en el litoral peruano.
Il. MARCO TEORICO

2.1. Descripcion de la especie Aulacomya atra

Aulacomya atra pertenece al filo Mollusca, clase Bivalvia y familia Mytilidae. EI género
Aulacomya incluye cuatro especies, a saber: A. regia, A. atra, A. maoriana 'y A. capensis,
pero es A. atra la que tiene una distribucién mas amplia que las demas (Caza et al., 2016, p.
2; WORMS, 2023). Estudios previos realizados por Rodriguez (2021, p. 77) sugiere que,
esta especie presenta dos linajes mitocondriales, lo cual indica la posible existencia de
especies cripticas o un fenomeno de DUI en las costas peruanas, pero que esta situacion

plantea interrogantes y alin requiere una mayor claridad (Rodriguez, 2021, p. 77).

La especie A. atra, conocida popularmente como cholga o choro, es un molusco bivalvo de
gran importancia que habita en las costas del Perd (IMARPE, 2018, p. 3). Su valva, de forma
ovalada, exhibe colores que van desde el negro y el negro violaceo hasta tonalidades cafés,
con notables estrias concéntricas de crecimiento y costillas radiales (Figura 1). En contraste,
su cara interna presenta una apariencia nacarada con matices en tonos violaceos y rosados
(Guzman et al., 1998, p. 61). Este bivalvo se adhiere firmemente a sustratos solidos y
rocosos, formando grandes agregaciones en la zona del mesolitoral e infralitoral hasta los 30
m de profundidad, que proporciona microhabitats para macroalgas, epibiontes y especies de
la macrofauna (Avendafio y Cantillanez, 2014, p. 2; Zaixso, 2004, p. 72; Zuiiiga, 2002, p.
63).



Figura 1. Morfologia comparativa de la especie Aulacomya atra de Sudafrica (a, b), Chile (c) y Nueva
Zelanda (d) (Grobler et al., 2023, p. 31).

El mejillon 4. atra se distribuye en el océano Pacifico desde el Callao (Peru) hasta el
Estrecho de Magallanes (Chile); en el océano Atlantico, desde el sur de Argentina hasta el
sur de Brasil; y en Africa, desde Rocky Point en el norte hasta Port Alfred en la costa sureste
(Cazaet al., 2016, p. 2; IMARPE, 2018, p. 3). Ademas, se encuentra en las costas de Nueva
Zelanda, las islas Kerguelen y las islas Malvinas (Caza et al., 2016, p. 2).

2.2. Genética de poblaciones en bivalvos marinos

La diversidad genética y su relacion con la distribucion geografica y la interconexion de las
poblaciones, son aspectos de gran importancia en la biologia evolutiva y la conservacion de
especies. Varios estudios han abordado estos temas en diferentes especies de mejillones, por
ejemplo, en un trabajo realizado por Kijewski et al. (2011, p. 228), se emplearon marcadores
moleculares nucleares Me 15/16, ITS y EF-bis, y mitocondriales COIII para examinar la
distribucion de diferentes especies del género Mytilus en éareas costeras europeas. Los
resultados revelaron una elevada diversidad genética en el ADNmt (ADN mitocondrial) de
Mpytilus galloprovincialis, lo que estaria indicando la existencia de divergencia genética entre

sus poblaciones.

Mao et al. (2010, p. 31) investigaron la filogenia del género Mytilus mediante secuencias de
los genes mitocondriales COI'y 16S, y observaron una relacion entre la diversidad genética
de las distintas especies de Mytilus y su distribucion geografica, sugiriendo que la distancia

entre poblaciones de mejillones afecta considerablemente. De igual forma, Mathiesen et al.
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(2016, p. 49) analizaron la diversidad genética y la conexion entre especies de Mytilus en las
regiones artica y subartica, concluyendo que la diversidad genética estaba influida tanto por

la distancia geografica, como por la conectividad entre las poblaciones.

Los patrones de haplotipos en moluscos bivalvos también proporcionan informacién sobre
procesos evolutivos, lo que puede indicar la recuperacion de un cuello de botella, barridos
selectivos, expansion y origen poblacional comun. Patrones en forma de estrella, por
ejemplo, sefalan el origen de las poblaciones actuales a partir de una expansion demografica

compartida (Martinez et al., 2015, p. 11; Ni et al., 2015, p. 12; Wang et al., 2017, p. 6).

En cuanto a los indices de fijacion (Fsr), estos indican diferencias genéticas, flujo de genes,
divergencia y estructuracion genética en las poblaciones de bivalvos marinos. Valores altos
de Fst(0.572), como se observd en secuencias del gen /85 y COIIl en Zhou et al. (2015, p.
139), sefialan un bajo flujo de genes y una alta diferenciacion genética entre las poblaciones.
Por el contrario, valores mas bajos de Fsr(-0.014), como se encontr6 en Ye et al. (2015, p.

475), indican una baja divergencia genética.

Por otro lado, un aspecto importante a tener en cuenta es la deriva larval la que puede
significar un gran impacto en la diversidad genética de los bivalvos marinos. La falta de
barreras fisicas para el intercambio genético en el mar y la fase de natacion libre de las larvas
de muchos taxa marinos, predicen tasas de dispersion altas (Luttikhuizen et al., 2003, p.
2216). Sin embargo, estudios genéticos han demostrado que algunas poblaciones de bivalvos
marinos presentan una estructura genética mas divergente de lo esperado, lo que sugiere que
la deriva larval puede limitar la conectividad entre poblaciones (Luttikhuizen et al., 2003, p.
2227). Por ejemplo, estudios en la especie Macoma balthica han encontrado una estructura
genética divergente entre poblaciones europeas, incluyendo poblaciones altamente
divergentes en el mar Baltico y diferencias significativas entre poblaciones del Atlantico
noreste y noroeste (Hummel et al., 2000, p. 630). Estos patrones sugieren que la deriva larval
puede limitar la dispersion efectiva y la mezcla genética entre poblaciones de bivalvos
marinos, lo que puede tener consecuencias importantes para la adaptacion y la conservacion

de estas especies.

En resumen, la diversidad genética, la distribucion geografica y la estructura de las
poblaciones de mejillones estan estrechamente relacionadas, pudiendo la diversidad genética
revelar procesos evolutivos, asi como proporcionar informacion valiosa para la conservacion

de estas especies.



2.3.  Estructuray conectividad genética poblacional

El andlisis de la estructura genética de las poblaciones es clave para identificar unidades
reproductivas aisladas y entender los mecanismos que generan los patrones de variacion
genética. Y que es esencial para comprender los procesos microevolutivos y aplicar dichos
conocimientos en la gestion de recursos explotados. La diferenciacion genética entre las
poblaciones puede ser producto de barreras fisicas o bioldgicas y se origina a partir de la
interaccion de distintos procesos evolutivos, como la mutacidn, seleccion natural, deriva

genética y flujo de genes (Hellberg et al., 2002, p. 277).

El flujo genético y el tamafio efectivo de la poblacion son factores determinantes en los
patrones de variabilidad genética de las poblaciones (Hellberg ef al., 2002, p. 278; Dudgeon
et al., 2012, p. 1822). Cuando el flujo genético es elevado, las poblaciones evolucionan de
forma conjunta, a menos que la seleccion natural actue en direccidn opuesta. En cambio,
cuando el flujo de genes es bajo, las poblaciones tienden a divergir por efectos de la deriva
genética, lo que resulta en un aislamiento reproductivo y en la formacion de linajes

evolutivamente independientes (Hellberg et al., 2002, p. 278).

Generalmente, en condiciones de bajo flujo genético y tamafio poblacional efectivo
reducido, las poblaciones presentan altas tasas de reclutamiento local, son mas cerradas y
genéticamente diferenciadas. Por el contrario, con un flujo genético y tamafio efectivo altos,
las poblaciones se comportan como sistemas abiertos y genéticamente homogéneos.
Pudiendo existir entre estos extremos patrones intermedios de diferenciacion genética, como
el modelo de aislamiento por distancia, donde la variacion genética entre poblaciones

aumenta con la distancia geografica que las separa (Hellberg et al., 2002, p. 279-280).

2.4. Diversidad genética intra e inter poblacional

La variaciéon genética dentro y entre poblaciones es fundamental para la adaptacion y
evolucion de las especies en entornos cambiantes, ya que permite a las poblaciones
responder a fluctuaciones ambientales, contribuyendo a su resiliencia y a la preservacion de
la biodiversidad, para una gestion eficaz y sostenible de los recursos acuaticos, es crucial
comprender la diversidad genética y los factores que influyen en su distribucion y

conservacion.

La diversidad genética se observa en caracteristicas morfologicas, proteinas, y en las

secuencias de ADN entre individuos de una poblacion, y ha sido ampliamente documentada



en diversas especies de bivalvos explotadas comercialmente (Saavedra, 2007, p. 67).
Ademads de esta variabilidad intra poblacional, resulta relevante analizar la diversidad
genética entre poblaciones, ya que la diferenciaciéon genética puede indicar procesos
evolutivos independientes. A pesar de la alta capacidad de dispersion en el océano que es
favorecida por la ausencia de barreras geograficas, grandes tamafios poblacionales, y una
fase larvaria planctonica, la diferenciacion genética entre poblaciones marinas tiende a ser
baja (Ward, 2000, p. 11; Launey et al., 2002, p. 335). Sin embargo, en ciertos casos se ha
detectado una diferenciacion genética significativa, tanto a escalas grandes como pequeiias,
en especies como Mytilus galloprovincialis, Cerastoderma edule, y Ensis siliqua en la costa
atlantica de la Peninsula Ibérica (Diz y Presa, 2008, p. 284; Martinez et al., 2013, p. 187;
Arias et al., 2011, p. 88).

La estructura genética poblacional resulta de una interaccion compleja entre el ambiente y
factores evolutivos como la deriva genética, la mutacion, la seleccion natural, y la dispersion
(Beaumont et al., 2010, p. 50). Factores ambientales, como las corrientes marinas, la
temperatura, y la salinidad, también influyen en la capacidad de dispersion y, en
consecuencia, en el flujo génico, favoreciendo la diferenciacion local. Ademas, eventos de
cuello de botella poblacional, pequeios tamafios efectivos de poblacion, y colonizacion por
un namero limitado de individuos pueden inducir cambios aleatorios en las frecuencias
alélicas, llevando a la divergencia genética. La magnitud de este efecto de deriva genética
esta estrechamente ligada al tamafio efectivo poblacional, que idealmente representa una
poblacion con apareamiento aleatorio y sin fluctuaciones en el tamafio poblacional (Kliman

et al., 2008).

Adicionalmente, la seleccion natural y las mutaciones acumuladas a lo largo del tiempo
contribuyen a la diferenciacion poblacional, moldeando las poblaciones locales en unidades
genéticamente distintas o stocks (Beaumont et al., 2010, p. 51). Para una gestion adecuada,
es esencial reconocer esta estructura genética, ya que la mezcla de poblaciones puede
invalidar los resultados de estudios sobre crecimiento, supervivencia, y éxito reproductivo.
Asimismo, cada stock refleja una porcion de la variabilidad genética, por lo que la
sobreexplotacion o extincion de un stock especifico implica la pérdida de diversidad
genética. La conservacion sostenible de estos stocks requiere una gestion diferenciada, y la
evaluacion genética resulta esencial para considerar los riesgos asociados a la translocacion

de individuos y en programas de repoblacion (Ward, 2006, p. 14).



2.5. ElI ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) fue descubierto en 1963 por Margit M. K. Nass y Sylvan
Nass en células de higado de rata (Nass y Nass, 1963, p. 605). Es en general, una molécula
circular pequefia que codifica para proteinas relacionadas con la respiracion celular, asi como
tRNA y rRNA (Gissi et al., 2008, p. 301) (Figura 2). Ha demostrado ser una herramienta
inestimable en la ecologia molecular y la filogeografia, permitiendo inferir el pasado
evolutivo y demografico de diversas especies (Ballard y Whitlock, 2004, p. 733) y es
ampliamente utilizado en estudios de genética y evolucion, en donde se destaca por su alta
tasa de mutacion y su herencia materna. Ademas, se utiliza para analizar la diversidad
genética, el flujo de genes, el polimorfismo y reconstruir relaciones filogenéticas en bivalvos
marinos (Dragomir-Cosmin y Dario, 2011, p. 4; Fernandez-Pérez et al., 2017, p. 134; Zhou

et al., 2015, p. 140).
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Figura 2. Genoma mitocondrial tipico de Mytilus (Modificado de Breton ef al., 2011, p. 3).

2.6. Marcadores del ADN mitocondrial

En los estudios de bivalvos, se utilizan frecuentemente marcadores mitocondriales como el
16S tDNA, Cytb, 12§ tDNA, COI y COIII, los que han demostrado su utilidad en la
investigacion de la variabilidad genética, filogenia y biogeografia en estos organismos
(Dragomir-Cosmin y Dario, 2011, p. 4). Asi se observd que en Domnax vittatus, los
marcadores COI y Citocromo b (Cyth) muestran altos niveles de divergencia genética
(Fernandez-Pérez et al., 2017, p. 130). Asimismo, el uso de secuencias COI como marcador
mitocondrial ha permitido distinguir especies cripticas de bivalvos del género Etheria, sin

embargo, los autores recomiendan combinarlos con otros marcadores moleculares para
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obtener una mayor resolucion genética (Elderkin et al., 2016, p. 378). Por otro lado, segin
el trabajo de Zhou et al. (2015, p. 139) el marcador COIII ha revelado una alta diversidad de
nucleotidos y haplotipos en Mytilus galloprovincialis, 1o que indica un nivel significativo de

divergencia entre sus poblaciones.

Asi también, en la superfamilia Unionoidea, se ha encontrado que las distancias entre clados
utilizando el marcador COI sugieren la posible presencia de especies cripticas, con una
divergencia del 4.7% en el codigo de barras de ADN (Bespalaya et al., 2017, p. 2). Ademas,
los marcadores 7/6S rDNA y COI han sido capaces de identificar especies cripticas en
Brachidontes, mostrando una divergencia del 10.3% y 21.9%, respectivamente (Terranova

et al., 2007, p. 296).

Debido a su alta tasa de evolucion y transmision materna, los marcadores mitocondriales son
herramientas fundamentales en los estudios de genética de poblaciones y filogenia en
bivalvos, ya que permiten investigar la diversidad genética, descubrir especies cripticas y
establecer relaciones filogenéticas, lo cual contribuye a nuestro entendimiento de la

evolucion y la biologia de estas especies.

2.7. Marcadores del ADN nuclear

Los marcadores nucleares son ampliamente utilizados en estudios de genética de poblaciones
y filogenia debido a su alta variabilidad y capacidad para codificar proteinas. Se emplean
con frecuencia los marcadores nucleares 78S, ITS y 28S en estudios filogenéticos y de
variabilidad genética en una amplia gama de organismos, como bivalvos, plantas y

mamiferos (Dragomir-Cosmin y Dario, 2011, p. 6).

Los marcadores nucleares /8S'y 28S corresponden a regiones del ADN ribosomal (Figura 3)
que se utilizan comunmente en estudios filogenéticos debido a su alta conservacion y su
capacidad para resolver relaciones filogenéticas en niveles taxonémicos profundos. Por su
parte, el marcador nuclear /7S (region interna transcrita) se encuentra entre los genes
ribosomales 78S y 28S rDNA y resulta Util para investigar la variabilidad genética y la
filogenia en bivalvos (Vierna et al., 2010, p. 33).
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Figura 3. Diagrama esquematico del grupo génico de rDNA. Los genes que codifican las subunidades de
ARN ribosomico 18S, 5.8S y 28S estan separados por las secuencias transcritas internas 1 (ITS1) y 2 (ITS2)
que se eliminan después de la transcripcion (Modificado de Brasileiro ef al., 2004, p. 206).

En relacion con la estructura genética de poblaciones, se ha observado que los marcadores
nucleares pueden mostrar patrones de heterogeneidad u homogeneidad genética entre
poblaciones de Mytilus chilensis (Larrain et al., 2015, p. 1004). Ademas, se ha encontrado
que el uso de marcadores nucleares como /751 e ITS2 son utiles para distinguir diferentes

estructuras poblacionales en especies del género Ensis (Vierna et al., 2010, p. 33).

Por otro lado, los estudios realizados en especies de bivalvos con marcadores nucleares han
permitido clarificar las relaciones filogenéticas y la historia evolutiva de este grupo de
moluscos. En un estudio sobre la filogenia del orden Arcida, se analizaron tres marcadores
moleculares: dos genes ribosomales nucleares /8S y 28S rDNA, y un gen nuclear H3 que
codifica para la histona H3. Los resultados permitieron establecer relaciones filogenéticas
mas precisas entre las especies de bivalvos analizadas y proporcionaron informacion sobre
la evolucion de este grupo de moluscos (Combosch y Giribet, 2015, p. 13). Asimismo, un
estudio utilizé el gen /85 rDNA para investigar la filogenia de varios géneros de bivalvos,
incluyendo Mytilus, Arca, Atrina y Crassostrea (Steiner y Muller, 1996, p. 68). Asi también,
utilizando el gen /7S se ha estudiado la filogenia de especies como Ensis directus (Vierna et
al., 2010, p. 33), Meretrix Meretrix, Cyclina sinensis, Mercenaria mercenaria y Protothaca
jedoensis (Cheng et al., 2006, p. 708), encontrandose que secuencia del gen /7S son utiles
para diferenciar entre especies de la familia Veneridae y del género Ensis. Por otro lado,
también se ha estudiado la filogenia de especies de la familia Unionidae utilizando los genes
ITS1-2y 5.8S (Kallersjo et al., 2005, p. 419) y se encontr6 una estrecha relacion en especies
del género Unio. Por lo tanto, estos estudios demuestran que estos marcadores nucleares son

adecuados para estudios de variabilidad genética y filogenia en moluscos bivalvos.

2.8. Marcadores mitocondriales y nucleares en estudios poblacionales

En estudios moleculares de bivalvos, el uso combinado de marcadores mitocondriales y

nucleares ha demostrado ser ventajoso en varios aspectos. Por un lado, el uso de multiples

marcadores, tanto mitocondriales como nucleares, es util en estudios filogenéticos, de

estructura genética de poblaciones y en la identificacién de especies comerciales, y puede
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proporcionar una imagen mas completa de la variabilidad genética en una poblacién o
especie (Dragomir-Cosmin y Dario, 2011, p. 4).

La divergencia observada entre el ADNmt y los genes nucleares puede ser resultado de
barreras geograficas de larga duracién, lo que respalda la hip6tesis de la influencia de estas
barreras en las distribuciones alopétricas de linajes (Liu et al., 2011, p. 4341). Por ejemplo,
en el caso de Meretrix petechialis, la combinacion del marcador nuclear ITS y el marcador
mitocondrial COI ha revelado variaciones genéticas significativas, con valores del 93.22%
y 84.2% respectivamente, lo cual ha sido Util para el analisis de la estructura de la poblacion
y su expansion (Wang et al., 2017, p. 6).

En este sentido, la combinacién de marcadores mitocondriales y nucleares ha sido
especialmente Util en estudios filogenéticos de bivalvos. Por ejemplo, se ha encontrado que
la combinacion de COI, 18S y 28S rDNA es mas efectiva que el uso de un solo gen (Giribet
y Wheeler, 2002, p. 292). Ademaés, las secuencias de ADN nucleares son utiles para analizar
variaciones genéticas a diferentes niveles taxonomicos en Mytilidae, asi como en estudios
filogenéticos de géneros y familias (Garland y Zimmer, 2002, p. 303; Liu et al., 2017, p.
223).

En la identificacion de especies de bivalvos, en los géneros Aulacomya, Mytilus y Perna, se
ha empleado marcadores nucleares como ITS-1y 18S rDNA, logrando identificar especies
como Mytilus spp., M. californianus, Perna spp. y A. atra (Santaclara et al., 2006, p. 8464).
El trabajo de Rodriguez (2021, p. 77) con COI da como resultado una posible presencia de
dos linajes, lo que requiere analisis genéticos y morfoldgicos mas exhaustivos para revelar
posibles especies cripticas o con DUI (Lemer et al., 2014, p. 17; Wang et al., 2017, p. 14).
En la evaluacion de la diversidad genética y filogenética, asi como en la identificacion de
nuevas especies de moluscos bivalvos, se utilizan tanto las secuencias nucleares como las
secuencias de ADNmt (Vierna et al., 2012, p. 2210; Fernandez-Pérez et al., 2017, p. 128).
Los marcadores nucleares como 18S rDNA, 28S rDNA, Me 15/16, H3, EF-bis e ITS junto a
marcadores mitocondriales como COIlI, COl, Cytb y 16S son cominmente empleados en la
determinacion de la diversidad genética en bivalvos marinos (Kijewski et al., 2011, p. 225;
Larrain et al., 2012, p. 1079; Fernandez-Pérez et al., 2017, p. 128).

En cuanto a la identificacion de especies comerciales, se ha utilizado la combinacién de
marcadores mitocondriales y nucleares en bivalvos con éxito (Garland y Zimmer, 2002, p.
303). Por ejemplo, en la familia Pinnidae, donde la identificacién morfoldgica puede ser
compleja debido a la plasticidad fenotipica y la estasis morfologica, las secuencias

mitocondriales (16S rRNA) y nucleares (18S y 28S rDNA) han revelado especies cripticas
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en Pinna muricata, Atrina assimilis, Atrina exusta, Pinna saccata y Atrina rigida (Lemer et
al., 2014, p. 19).

En resumen, la combinacion de marcadores mitocondriales y nucleares en estudios
moleculares de bivalvos proporciona una vision mas completa de la variabilidad genética, lo
cual es util en estudios filogenéticos, de estructura genética de poblaciones y en la
identificacion de especies. Los marcadores nucleares son particularmente Gtiles para analizar
variaciones genéticas a diferentes niveles taxondmicos y para estudios filogenéticos,
mientras que los marcadores mitocondriales son Utiles para identificar especies cripticas o

DUI y evaluar la diversidad genética.

2.9. Doble Herencia Uniparental en bivalvos

La DUI es un fenémeno de herencia mitocondrial que implica la contribucion de ambos
progenitores, tanto la madre como el padre, en la transmision de su propio conjunto de
mitocondrias a la descendencia. Aunque el mtDNA se transmite principalmente de forma
uniparental, se han encontrado excepciones en las que se produce una transmision doble
uniparental (Zouros et al., 1992, p. 414).

En bivalvos con DUI, estan presentes dos genomas mitocondriales distintos con un patrén
de distribucidn tisular, donde el mitotipo F se encuentra en el tejido gonadal de las hembras
y tejidos somaticos de ambos sexos, y el mitotipo M solo en el tejido gonadal de machos
(Passamonti y Ghiselli, 2009, p. 80). Sin embargo, se ha detectado la aparicion del mitotipo
M en los tejidos somaticos (pie, branquias y manto) de machos (Dégletagne et al., 2021, p.
4). Por lo tanto, las hembras son homoplasmicas (solo mitotipo F) y los machos son
heteroplasmicos (mitotipo F y M) (Figura 4) (Breton et al., 2007, p. 466).

Genome d Genome M

Mantle
Gonad J Male 9 Female

Figura 4. Distribucién tisular de los mitotipos M (azul) y F (rosado) en moluscos bivalvos con DUI
(Vargas et al., 2015, p. 176).
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Los mitotipos del ADNmt (F y M) muestran un alto nivel de divergencia, entre el 6 al 51%,
reportandose la mayor divergencia en unionidos (Breton et al., 2007, p. 470, Zouros, 2013,
p. 5). La gran divergencia entre los mitotipos F y M podrian no permitir que los mismos
cebadores amplifiqguen ambos mitotipos, debido a que los cebadores pueden no ser similares
al sitio de cebado en el mitotipo M como para permitir la amplificacion (Passamonti y
Ghiselli, 2009, p. 82). Ademas, el mitotipo F puede interferir la amplificacion del mitotipo
M en muestras de gdnadas masculinas contaminadas con células sométicas (Zouros, 2013,
p. 8). En consecuencia, los resultados negativos de PCR podrian reflejar la falta de cebado
y amplificacion del mitotipo M debido a su alta divergencia (Brenton et al., 2007, p. 466).
La DUI ha despertado interés en la comunidad cientifica debido a su rareza y al potencial
que ofrece para comprender la evolucién de los genomas mitocondriales y la diversidad
genética en poblaciones (Gissi et al., 2008, p. 314). La presencia de dos secuencias distintas
mitocondriales en mitilidos indica la existencia de dos posibles explicaciones: la existencia
de dos especies cripticas o la presencia de DUI (Dos Santos et al., 2012, p. 183; Zouros,
2013, p. 16).

Para hallar la presencia de DUI en moluscos bivalvos, se han venido desarrollando
investigaciones en especies pertenecientes a la superclase Autolamellibranchia, y se han
detectado mas de 40 especies con DUI (Theologidis et al., 2008, p. 962; Zouros, 2013, p. 8).
Dentro de esta superclase, tanto las subdivisiones Pteriomorphia como Heteroconchia estan
representadas en esta coleccion de especies (Giribet y Wheeler, 2002, p. 272). Por otro lado,
se han realizado varios estudios para detectar la presencia de DUI en la familia Mytilidae.
Uno de los primeros trabajos en este campo fue realizado por Zouros et al. (1994, p. 7465)
quienes descubrieron la presencia de DUI en la especie Mytilus edulis y Mytilus tossulus.
Posteriormente, se han llevado a cabo estudios en otras especies de mitilidos, como Mytilus
galloprovincialis (Breton et al., 2007, p. 470), Brachidontes exustus (Lee y Foighil, 2004,
p. 3539), Geukensia demissa (Hoeh et al., 1996, p. 2282), Mytela charuana (Dos Santos et
al., 2012, p. 183) y Perumytilus purpuratus (Vargas et al., 2015, p. 177), en los que también
se ha confirmado la presencia de DUI. Ademas, se ha identificado la presencia de dos linajes
mitocondriales distintos en las familias Veneridae y Mytilidae, uno transmitido por la madre
y otro por el padre, lo que proporciona evidencia adicional de la DUI en estas familias de
moluscos (Breton et al., 2007, p. 468).

En estudios mas recientes, se ha utilizado la secuenciacion de genomas mitocondriales
completos para investigar la DUI en los mitilidos (Breton et al., 2007, p. 468). Por ejemplo,

Breton et al. (2011, p. 1652) identificaron nuevos genes proteicos en el ADN mitocondrial
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de varias especies de la familia Unionidae y Margaritiferidae, incluyendo un sistema de
determinacion sexual en las especies de agua dulce. Asimismo, Kyriakou et al. (2015, p. 11)
utilizaron técnicas de secuenciacion de nueva generacion para analizar el transcriptoma de
la especie Mytilus galloprovincialis y descubrieron la presencia de varios genes
mitocondriales codificados por el ADN mitocondrial masculino (M ADNmt) que se
expresan en la linea germinal femenina. Estos genes estan involucrados en la regulacion de
la expresion génica y en la replicacion del ADN mitocondrial, lo que sugiere que la DUI en
mitilidos esté regulada por una compleja red de interacciones moleculares.

Se ha demostrado que la DUI en mitilidos esta asociada con la masculinizacion de la linea
germinal femenina, lo que permite la transmision del ADN mitocondrial masculino a través
de la descendencia masculina (Stewart et al., 2009, p. 165). Por otro lado, Cao et al. (2004,
p. 892) demostraron que los espermatozoides de M. edulis contienen mitocondrias que se
segregan de manera diferencial en los embriones, lo que confirma que la DUI ocurre en esta
especie.

Ademas, se ha demostrado que la DUI ofrece un experimento natural para el estudio de la
dinamica, evolucion y mantenimiento de la herencia uniparental de los genomas
citoplasmicos. También se ha utilizado la DUI como herramienta para estudiar como la
heteroplasmia afecta a la célula, su estabilidad y cémo se descompone en homoplasmia
(Breton et al., 2011, p. 1656)

Es importante tener en cuenta que la presencia de DUI en mitilidos plantea desafios en los
estudios de diversidad genética, ya que las secuencias de ADNmt por si solas no son
suficientes para comprender completamente la variabilidad genética en estas especies (Liu
et al., 2017, p. 223). Por lo tanto, es necesario utilizar enfoques moleculares mas complejos
y combinar diferentes marcadores para obtener una visiobn mas completa de la diversidad
genética en mitilidos.

En conclusién, la DUI en mitilidos es un fendmeno interesante que desafia la idea tradicional
de la transmision uniparental del ADNmt, ofreciendo una perspectiva unica sobre la
evolucién de los genomas mitocondriales y la diversidad genética en estas poblaciones. Sin
embargo, para comprender completamente este fendmeno y su impacto en la diversidad
genética, se requiere el uso de multiples marcadores moleculares y enfoques

complementarios.
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2.10. Estudios poblacionales en Aulacomya atra

Mena et al. (2001, p. 74) realizaron un estudio sobre la variabilidad genética de Aulacomya
atra, en el sur de Chile, utilizando la técnica de electroforesis en gel de almidon, encontraron
polimorfismos en seis loci y una deficiencia significativa de heterocigotos en todas las
localidades. A pesar de esto, se observo una alta similitud genética entre las poblaciones, lo
que sugiere un alto flujo génico. Estos resultados indican que A. atra en el sur de Chile debe
considerarse como una unidad en futuros planes de manejo.

En contraste, se han llevado a cabo estudios sobre la estructura genética de las poblaciones
de A. atra a lo largo de la costa sur de Sudafrica. Utilizando la region COI del ADN
mitocondrial y el gen nuclear /757 como marcadores genéticos, se analizo la diversidad
genética y la estructura poblacional. Los resultados revelaron una estructura filogeografica
limitada a lo largo de la costa sur de Sudafrica, con haplotipos de las tres regiones
entremezclados en el arbol filogenético y las redes de haplotipos, lo que sugiere que la
estructura geografica de A. atra puede ser influenciada por factores como la dispersion
larval, el aislamiento geografico, las barreras o facilitadores del flujo génico, y la seleccion.
Ademas, al comparar las poblaciones de Sudafrica con otras regiones del hemisferio sur, se
observo que las poblaciones de Sudafrica son genéticamente diversas en comparacién con
las poblaciones de otras regiones (Grobler et al., 2023, p. 36).

Sin embargo, es importante destacar que existe una falta de estudios genéticos en A. atra en
otras areas geograficas. La comprension de la estructura genética y la diversidad de esta
especie en diferentes regiones es crucial para una gestion adecuada y la conservacion de A.

atra como especie.
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I11.

3.1.

3.2

OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la estructura poblacional y presencia de Doble Herencia Uniparental en

Aulacomya atra (Molina, 1782) “choro” en el litoral peruano, inferidas mediante el

ADN mitocondrial y nuclear.

Objetivos especificos

Caracterizar la identidad molecular y la diferenciacién genética de A. atra mediante
el analisis de los genes nucleares /8S e ITS-28S.

Detectar la presencia de Doble Herencia Uniparental (DUI) en A. atra mediante la

secuenciacion de los genes mitocondriales /6S y COI a partir de tejido gonadal.

Evaluar la existencia de heteroplasmia mitocondrial en tejidos somaticos de A. atra

mediante la secuenciacion de los genes /165y COI.

Analizar la diversidad genética y la estructura poblacional de 4. atra en el litoral

peruano utilizando marcadores moleculares mitocondriales y nucleares.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Fuente de los acidos nucleicos (ADN)

4.1.1. Material de estudio
Las muestras de A. atra fueron recolectadas en 6 bancos naturales del litoral peruano
(Marcona, Punta El Faro, El Ttnel, EI Ancla, Bufadero y Morro Sama) ubicados desde el
departamento de Ica hasta Tacna (Tabla 1, Figura 5). Se recolectaron 20 individuos por banco
natural (120 individuos), lo que se encuentra dentro del rango recomendado para estudios

genético poblacionales (Pruett y Winker, 2008, p. 255).

La recolecta de los individuos fue de manera manual mediante buceo de la zona meso e
infralitoral rocosa, hasta los 30 m de profundidad, respetando la talla media de captura (>65
mm de longitud valvar; Tejada y Baldarrago, 2016, p. 47). Posteriormente, fueron
almacenados en bolsas de plastico de 2 L dentro de un cooler con hielo y transportados al
Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion de Organismos Acudticos de la

Universidad Nacional del Santa.

En el laboratorio, se disecciono tejido del misculo aductor y gonada de cada individuo, y se
conservaron en etanol al 96% en tubos Eppendorf de 1.5 mL a -20 °C. Asimismo, el
reconocimiento de la especie se realizd de acuerdo a caracteres morfologicos mediante la
clave taxonomica de IMARPE (2015, p. 15), asi como la determinacion del género mediante
un examen macroscopico del tejido gonadal (Incio, 2018, p. 30; Oyarzin et al., 2020, p. 5).
Finalmente, los organismos fueron codificados y registrados en una base de datos,
considerando lo siguiente: codigo del individuo, nombre cientifico, sexo, tejido, fecha,

localidad y coordenadas geogréficas del banco natural.

Tabla 1. Ubicacion geografica de los bancos naturales de A. atra.

Departamento  Banco natural Cadigo Coordenadas
Ica Marcona MA 15°23'36.6"S 75°9'40.2"W
Arequipa Punta El Faro PF 16°14'21.1"S 73°42'8.5"W
El Tanel TN 16°26'9.5"S 73°9'1.0"W
El Ancla AN 16°49'42.9"S 72°182.7"W
Moguegua Bufadero BU 17°22'14.1"S 71°25'44.3"W
Tacna Morro Sama MS 18°00'2.0"S 70°53'36.0"W
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Figura 5. Ubicacién geografica de los bancos naturales de A. atra.
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4.1.2. Extraccion de ADN genémico
El ADN gendmico total se extrajo de fragmentos de aproximadamente 3 mm?® de tejido de
musculo aductor y gonada mediante el método de CTAB-Fenol-Cloroformo (100 mM Tris-
Hcl, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% (w/v) CTAB) y 10 uL de Proteinasa K (Taggart et al.,

1992, modificado por el Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion).

4.1.3. Calidad e integridad del ADN
La calidad e integridad del ADN extraido fue evaluado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% (BioRad, Molecular Biology Agarosa) en una camara electroforética Clever
Scientific MultiSUB Choice ST de 18 cm, conectada a una fuente de poder Cleaver Scientific
omniPAC Midi CS-300V, con buffer de corrida TAE 0.5X (Tris-HCL, Acetato, EDTA). La
corrida electroforética se llevd a cabo aplicando a 90 V de voltaje y 100 A de corriente

durante 45 min.

Asimismo, se emple6 GelRed Nucleic Acid Gel Stain y 6X Loading Dye (ThermoFisher
Scientific) como buffer de carga de la corrida. Sumado a ello, se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 10000 pb (MassRuler ADN Ladder low range de Thermo Scientific). La
visualizacion de los geles se llevd a cabo bajo luz UV, utilizando para ello un
fotodocumentador Uvidoc HD6 (Uvitec Cambridge), donde bandas definidas y de alto peso
molecular al inicio del gel fueron consideradas como validas. Al detectar presencia de ARN
al final del gel, las muestras se incubaron con 1 pL de RNAsa en un bafio seco a 37 °C toda

la noche.

4.1.4. Cuantificacion del ADN
La cantidad y pureza del ADN se estim6 mediante los ratios de absorbancia 260/280 nm en
un cuantificador Epoch (Biotek), donde valores entre 1.8 y 2.0 fueron aceptados para la
posterior realizacion técnicas como la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
(Gallagher, 2017, p. 3). Finalmente, se prepararon alicuotas mediante dilucion con agua de
calidad molecular, alcanzando una concentracion final de 50 ng/uL, seguido de su

almacenamiento a -20 °C.

4.1.5. Amplificacion de los genes mitocondriales y nucleares
La amplificacion por PCR de regiones parciales de los genes mitocondriales (COI 'y 16S) y

nucleares (/8S, ITS y 28S) se realizaron usando los primers listados en la Tabla 2.
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Tabla 2. Descripcion de primers mitocondriales (COI, 16S) y nucleares (188, 288, ITS).

Regiodn Primers Secuencias (5°-3) (°C) pb Referencia
LCO-1490 F GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al.
Col 55 700 (1994)
HCO-2198 R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
16Sar-5 F CGCCTGTTTATCAAAAACAT Palumbi
16S 56 530 (1996)
16Sbr-3 R CCGGTCTGAACTCAGATCACGT
ITS- ITS5 F GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Wood et al.
50 900 (2007)
285 ITS28 R CGCCGTTACTAGGGGAATCCTTGTAAG
185 Myt18S F CAACCTGGTTGATCCTGCCAGT o 910 Santaclraet
R CACCTCTAACACCGTAATACGA 924 al. (2006)

4.2. Caracterizacion de la identidad molecular y diferenciacion genética de A. atra

mediante el analisis de los genes nucleares 18S e I75-28S

A partir de la problematica planteada por Rodriguez (2021), quien sugirido la posible
existencia de dos especies cripticas dentro de A. atra o la presencia de Doble Herencia
Uniparental (DUI), se llevo a cabo el analisis de los genes nucleares /8S e ITS-28S para

evaluar la diferenciacion genética de esta especie en el litoral peruano.

A raiz de lo expuesto anteriormente, se procedid a la amplificacion de 8 individuos
procedentes de dos bancos naturales (Ica y Tacna, con cuatro individuos por localidad). Se
empled6 ADN gendémico extraido del musculo aductor para determinar las distancias
genéticas entre las secuencias obtenidas y llevar a cabo analisis filogenéticos detallados, con

el objetivo de caracterizar la identidad molecular de la especie.

4.2.1. Amplificacion de los genes nucleares 185 e ITS-28S por PCR

a) Amplificacion del gen 78S
Para el gen nuclear /8S, se emplearon los primers Myt18S (Tabla 2). La reaccion de PCR
fue preparada con 6.75 pL de agua PCR, 1.20 pL de buffer 7ag (10X), 0.96 pL de MgCl.
(25 mM), 0.57 pL de dNTPs (2.5 mM), 0.18 pL de cada primer (10 uM), 0.15 pL de Taq
polimerasa (5 U/uL) y 2.00 uLL de ADN (50 ng/puL), alcanzando un volumen total de 12 pL.

El programa de PCR utilizado incluy6 un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento

a 56°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos. El protocolo finaliz6é con un

22



paso de extension a 72°C durante 5 minutos.

b) Amplificacion del gen I75-28S
La amplificacion de los genes I7S y 28S se realizé utilizando los primers 1TSS e 1TS28
(Tabla 2). La mezcla de PCR incluy6 8.23 puL de agua PCR, 1.20 pL de buffer Tag (10X),
0.48 pL de MgCl: (25 mM), 0.57 uL de dNTPs (2.5 mM), 0.18 pL de cada primer (10 pM),
0.15 pL de Taq polimerasa (5 U/uL) y 1.00 pL de ADN (50 ng/uL), alcanzando un volumen
total de 12 pL.

El programa de PCR inici6 con un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 50°C por
30 segundos y extension a 72°C por 2 minutos. Finalmente, se realizd un paso de extension
a 72°C durante 10 minutos. Por tltimo, los productos de PCR se almacenaron a -20 °C para

preservar su integridad y prevenir la degradacion.

4.3. Deteccion de Doble Herencia Uniparental (DUI) en A. atra a través del analisis

de los genes mitocondriales 16S y COI en tejido gonadal
4.3.1. Seleccion de individuos y determinacion del sexo

Para determinar la presencia de Doble Herencia Uniparental (DUI) en A. atra, se evaluaron
un total de 40 individuos adultos, seleccionados de manera equitativa en dos localidades
(Tabla 1, Figura 5). Se incluyeron 20 organismos provenientes de Marcona, Ica (10 machos
y 10 hembras) y 20 de Morro Sama, Tacna (10 machos y 10 hembras). El ADN genémico
del tejido gonadal fue utilizado para identificar los mitotipos (M y F) y se amplificaron los

genes mitocondriales CO!l 'y 16S (Tabla 2).

4.3.2. Amplificacion de genes mitocondriales COl'y 16S por PCR

a) Amplificacion del gen COI
El gen mitocondrial COI fue amplificado utilizando los primers LCO-1490 y HCO-2198
(Tabla 2). La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 12 pL, siguiendo las
condiciones estandarizadas para este gen. Se utilizé 4.81 pL de agua PCR, 1.14 puL de buffer
Tag (10X), 1.10 uL de MgCL (25 mM), 0.57 uL de dNTPs (2.5 mM), 2.40 pL de TBT-par
(5X), 0.15 pL de cada primer (10 pM), 0.15 pL de 7ag polimerasa (5 U/uL) y 1.50 pL de
ADN (50 ng/pL).
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El programa de amplificacion consistid en un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C
durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 40 segundos,
alineamiento a 55°C por 40 segundos y extension a 72°C por 1 minuto con 10 segundos.

Finalmente, se realiz6 una extension final a 72°C por 7 minutos.

b) Amplificacion del gen 768
El gen mitocondrial /6S fue amplificado utilizando los primers 16Sar-5 y 16Sbr-3 (Tabla 2).
La mezcla de PCR para este gen incluy6 8.09 puL de agua PCR, 1.20 pL de buffer 7aq (10X),
0.62 pL de MgClL (25 mM), 0.57 uL de dNTPs (2.5 mM), 0.18 uL de cada primer (10 uM),
0.15 pL de Taq polimerasa (5 U/uL) y 1.00 uL de ADN (50 ng/uL), alcanzando un volumen
total de 12 pL.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacidon
a 95°C durante 9 minutos, seguido de 25 ciclos con desnaturalizacion a 93°C por 30
segundos, alineamiento a 56°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos,

finalizando con un paso de extension a 72°C durante 10 minutos.

4.4. Evaluacion de la heteroplasmia en A. atra mediante la secuenciacion de los genes

mitocondriales 165y COI en tejido somatico

Para evaluar la presencia de heteroplasmia mitocondrial en A4. atra, se analizaron 40
individuos adultos, seleccionados equitativamente de dos localidades. Se incluyeron 20
organismos de Marcona, Ica (10 machos y 10 hembras) y 20 de Morro Sama, Tacna (10
machos y 10 hembras). A diferencia del analisis de DUI, donde se utilizo tejido gonadal, en
esta etapa del estudio se extrajo ADN gendmico a partir de tejido del masculo aductor, con
el propdsito de detectar la coexistencia de los mitotipos M y F en tejidos somaticos. Se
amplificaron los marcadores mitocondriales /6S y COI mediante PCR empleando los

protocolos anteriormente descritos.

4.5. Analisis de la diversidad genética y estructura poblacional de 4. atra con base

en marcadores mitocondriales y nucleares

Para analizar la diversidad genética y la estructura poblacional de 4. atra, se examinaron
120 individuos distribuidos equitativamente en seis localidades a lo largo del litoral peruano
(Tabla 1, Figura 5). En cada sitio de muestreo, se seleccionaron 20 organismos (10 machos

y 10 hembras), lo que permiti6 una evaluacion diferenciada de los mitotipos F y M debido a
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la presencia de DUI. Dado este fendmeno, se emple6 ADN gendémico extraido de tejido

gonadal.

Los andlisis preliminares con los marcadores nucleares /8S e ITS-28S no evidenciaron
variabilidad entre los individuos secuenciados (Marcona y Morro Sama), por lo que se
decidi6 excluir estos genes del estudio poblacional. En su lugar, se utilizaron los genes
mitocondriales /6S y COI, que fueron amplificados mediante PCR empleando cebadores

especificos y los protocolos anteriormente descritos (Tabla 2).

4.6. Purificacion y secuenciacion Sanger de los fragmentos amplificados

Con el fin de confirmar la eficacia de la amplificacion de los fragmentos, se llevo a cabo una
electroforesis del producto PCR utilizando un marcador de peso molecular de 1500 pb
(MassRuler ADN Ladder low range de Thermo Scientific). La identificacion de una unica
banda, en concordancia con el tamafio esperado del fragmento segin la Tabla 2, fue
considerada como criterio de éxito y permitid avanzar con la secuenciacion Sanger del

fragmento (Wittmeier y Hummel, 2022, p. 157).

4.6.1. Purificacion de los productos PCR
La purificaciéon de los productos de PCR se llevo a cabo mediante el uso de Fosfatasa
Alcalina termosensible FastAP (1 U/uL) de Thermo Scientific. Se procesaron 5 uL del
producto de PCR junto con 0.5 pL de Exonucleasa I (Exo I) y 1 uL de FastAP (SAP). La
incubacion se realizo a 37 °C durante 15 minutos, seguida de una etapa a 85 °C durante 15
minutos en un termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler. Este procedimiento garantiz6
la eliminacion de primers, nucledtidos y otros componentes no incorporados durante la PCR,

preparando asi las muestras para su posterior secuenciacion.

4.6.2. Secuenciacion Sanger de los fragmentos amplificados
La secuenciacion de los fragmentos amplificados se realizé en un Genetic Analyzer 3500
(Applied Biosystems) en el Laboratorio de Genética, Fisiologia y Reproduccion de la
Universidad Nacional del Santa. Las reacciones se llevaron a cabo empleando el kit BigDye
Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific). Cada reaccion incluyd un volumen final de 20
pL, compuesto por 1.00 uL de BigDye Terminator v3.1, 3.50 pL de buffer 5X, 2.00 pL de
primer (10 uM), 2.00 pL del producto PCR (300 ng/uL), y 11.50 pL de agua PCR.

La amplificacién mediante ciclos de secuenciacion incluyo6 un ciclo inicial a 96 °C durante
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1 minuto, seguido de 15 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C por 10 segundos, alineamiento
a 50 °C por 5 segundos y extension a 60 °C por 1 minuto y 15 segundos. Posteriormente, se
realizaron 5 ciclos adicionales con extension prolongada a 60 °C durante 1 minuto y 45
segundos, y finalmente 5 ciclos mas con extension extendida a 60 °C por 2 minutos y 45

segundos. La reaccion concluyd en una etapa de mantenimiento a temperatura ambiente.

La purificacion de los productos de secuenciacion se efectu6 mediante un protocolo
estandarizado que involucr6 la adicion de 2.5 pL de EDTA (125 mM, pH 8) y 60 pL de
etanol absoluto (-20 °C). Las mezclas fueron agitadas a 1800 RPM por 5 minutos y
centrifugadas a 2200 RCF a 4 °C por 15 minutos, seguidas de un centrifugado final a 12800
RPM durante 5 minutos. El sobrenadante fue cuidadosamente removido, asegurando no
perturbar el sedimento de ADN, el cual podia ser imperceptible. Posteriormente, se secaron
las reacciones y se anadieron 10 pL de formamida, las cuales fueron agitadas a 2000 RPM

durante 2 minutos y sometidas a una denaturacion a 95 °C durante 5 minutos.

Los resultados obtenidos de cada reaccion fueron archivos en formato .ab I, correspondientes
a las secuencias forward y reverse de cada muestra, los cuales permitieron el analisis

bioinformatico subsecuente.

4.7. Técnicas de procesamiento de datos

Las secuencias fueron editadas mediante el software Geneious Prime, que posibilitd el
ensamblaje de las secuencias forward y reverse de cada muestra. Posteriormente, se realizo
una edicidén manual para excluir regiones de baja calidad y los cebadores, con el fin de
obtener una secuencia consenso definitiva. Estas secuencias consenso fueron posteriormente

exportadas en formato fasta (.fasta).

Las secuencias consenso resultantes se sometieron a andlisis mediante la herramienta
BLAST del NCBI para validar su asignacion a los genes mitocondriales (COI) y los genes
nucleares (18S, ITS-28S) de A. atra. Esta validacion se llevo a cabo debido a la presencia de

secuencias de referencia debidamente anotadas en el GenBank, a diferencia del gen 16S.

La creacion de la matriz integral de secuencias para cada fragmento de los genes
mitocondriales y nucleares se efectué6 mediante un alineamiento multiple empleando el

algoritmo ClustalW (Thompson ef al., 1994, p. 4673-4680), implementado en el programa
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Mega v.10 (Kumar et al., 2016, p.1870-1874). Todas las secuencias fueron sometidas a

edicion manual con el propdsito de eliminar regiones mal alineadas y divergentes.

4.7.1. Caracterizacion de la identidad molecular y diferenciacion genética de A.
atra mediante el analisis de los genes nucleares 18§ e ITS-28S

Con el objetivo de confirmar la identidad molecular y evaluar la posible diferenciacion

genética de 4. atra en la zona sur del litoral peruano, se examinaron las secuencias de los

genes nucleares /8S e ITS-28S. En el analisis del gen /8§ se incluyeron secuencias de

referencia de A. atra provenientes de Chile (ver Anexos 3), y se utilizd Perumytilus

purpuratus como grupo externo (outgroup).

Para establecer las relaciones filogenéticas, se elaboré un arbol utilizando el método
Neighbor-Joining (NJ) con 10000 réplicas de bootstrap, y se calcularon las distancias
genéticas aplicando el modelo de sustitucion Jukes-Cantor (JC). El analisis incluy6 todas las
posiciones codificantes (primeras, segundas y terceras bases) asi como las no codificantes,
y se excluyeron las posiciones ambiguas mediante la técnica de eliminacién por pares
(pairwise deletion). El alineamiento final comprendi6 779 sitios nucleotidicos pertenecientes
a un total de 11 secuencias. Los resultados se visualizaron mediante un arbol filogenético a
escala y una tabla de distancias genéticas, expresadas como el numero promedio de
sustituciones por sitio, utilizando el software MEGA v.10 (Kumar et al., 2016, pp. 1870-
1874).

Adicionalmente, se realizo el analisis del gen /7S-28S como una medida complementaria
para confirmar la identidad molecular de los ejemplares peruanos. El arbol filogenético
correspondiente se generd también mediante el método NJ, esta vez empleando el modelo
evolutivo de Kimura de dos parametros (K2P), que distingue entre transiciones y
transversiones. El conjunto de datos incluyd 378 sitios alineados, y el arbol se representd a

escala, con las longitudes de rama reflejando las distancias evolutivas.

La raiz del arbol se estableci6 utilizando Brachidontes modiolus como grupo externo, lo que
permitio definir la orientacion evolutiva de los clados. Ademas de las secuencias peruanas,
se incorporaron secuencias de GenBank correspondientes a ejemplares de Sudéfrica y Nueva
Zelanda (ver Anexos 3). Las posiciones ambiguas fueron nuevamente eliminadas por el
método de eliminacion por pares. Al igual que con el gen 78S, los resultados se plasmaron
en un arbol filogenético y en una tabla de distancias genéticas segiin el modelo K2P,

expresadas como el promedio de sustituciones por sitio.
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4.7.2. Deteccion de Doble Herencia Uniparental (DUI) en A. atra a través del
analisis de los genes mitocondriales 165 y COI en tejido gonadal

Las secuencias mitocondriales de los genes COI y 16S fueron obtenidas a partir de tejidos

gonadales de 120 ejemplares de Aulacomya atra, con el objetivo de identificar y comparar

los mitotipos M y F. Para cada marcador genético se realizd un analisis filogenético

independiente, permitiendo contrastar la estructura de los clados asociados a cada mitotipo.

Previamente, se seleccion6d el modelo evolutivo més adecuado para cada gen aplicando el
criterio de informacion bayesiano (BIC) en el software jModelTest (Posada, 2008), siendo
el modelo Hasegawa-Kishino-Yang (HKY) con distribucion gamma (G) el que present6 el
mejor ajuste. Posteriormente, se implementd un enfoque de inferencia bayesiana mediante
el programa BEAST v1.10.4 (Drummond & Rambaut, 2007), utilizando un reloj molecular
estricto y el modelo HKY+I. Como prior del arbol filogenético se consideré un modelo de

coalescencia con tamafo poblacional constante.

Cada analisis fue ejecutado durante 10 millones de generaciones en una cadena de Markov,
con muestreo de parametros cada 1000 generaciones. Los d&rboles resultantes,
correspondientes a los genes /6S y COI, fueron visualizados y editados en el software
FigTree v1.4.4, permitiendo identificar claramente la presencia de dos clados principales

representativos de los mitotipos F (femenino) y M (masculino).

Ademas, se estimaron las distancias genéticas promedio entre los grupos F y M para cada
gen. En el caso del gen /68, el analisis se realizo6 en MEGAI11 (Tamura et al., 2021) bajo el
modelo Tamura 3-parameter con una distribucion gamma (forma = 1), considerando 382
posiciones alineadas. Para el gen COI, las distancias se calcularon mediante el modelo
Tajima-Nei, con un total de 490 posiciones. En ambos casos, se consideraron todas las
posiciones del codon (1.7, 2.% 3.%) y las regiones no codificantes, eliminando posiciones

ambiguas mediante el método de eliminacion por pares (pairwise deletion).
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4.7.3. Evaluacion de la heteroplasmia en 4. atra mediante la secuenciacion de los
genes mitocondriales 16S y COI en tejido somatico

Con el objetivo de evaluar la presencia de heteroplasmia mitocondrial en Aulacomya atra,
se analizaron secuencias de los genes mitocondriales /6S y COI obtenidas a partir de tejido
somatico (musculo aductor) y gonadal, en organismos previamente sexados. Las secuencias
brutas fueron inspeccionadas visualmente en el software Geneious Prime v2023.0 y
depuradas manualmente para asegurar la calidad de lectura, detectando la presencia de picos
dobles o solapamientos, indicativos de coexistencia de haplotipos mitocondriales
(heteroplasmia) en los cromatogramas Sanger, particularmente en muestras de tejido

muscular de individuos machos.

Posteriormente, las secuencias limpias fueron alineadas usando el algoritmo ClustalW
implementado en MEGA11 (Tamura et al., 2021), y se compararon entre si por tipo de tejido
y sexo. Para inferir las relaciones filogenéticas y distinguir los mitotipos, se construyeron
arboles de Maximum Likelihood (ML) por separado para cada gen. En el caso del gen /6,
se empled el modelo Tamura 3-parameter (T92), mientras que para el gen COI se aplico el
modelo Hasegawa-Kishino-Yano con distribucion gamma (HKY+G). La seleccion de los
modelos de sustitucion mas adecuados fue realizada a través del criterio de informacion

bayesiano (BIC) utilizando el software jModelTest v2.1.10 (Posada, 2008).

Los arboles ML fueron generados con 1 000 réplicas de bootstrap, y visualizados y editados
en FigTree v1.4.4 para la identificacion de clados correspondientes a los mitotipos F
(femenino) y M (masculino). En paralelo, se calcularon las distancias genéticas entre tipos
de tejido y mitotipos mediante el método de p-distancia en MEGAI11. Para el gen 16S, se
consideraron 382 posiciones alineadas, mientras que para el gen COI se analizaron 490
posiciones. Las distancias fueron evaluadas entre gonada F, gobnada M, musculo aductor F y
musculo aductor M, eliminando posiciones ambiguas mediante la opcion de eliminacién por

pares (pairwise deletion).
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4.7.4. Analisis de la diversidad genética y estructura poblacional de A. atra con
base en marcadores mitocondriales y nucleares

a) Estimacion de la diversidad genética de 4. atra
Cada matriz general, en formato fasta (.fasta), fue sometida a analisis en el programa DnaSP
6.12.03 (Rozas et al., 2017, p. 3299-3302). Dentro de esta aplicacion, las secuencias fueron
categorizadas por punto de muestreo (Tabla 1), calculandose diversos datos moleculares y
los indices de diversidad genética para cada grupo, tales como el Numero de haplotipos
(NH), la diversidad haplotipica (h), el nimero de sitios polimorficos (S) y la diversidad
nucleotidica (7). Por otro lado, el Numero privado de haplotipos unicos para cada poblacion
(NP) fue determinado conforme a la lista de haplotipos generada para cada poblacion en

Arlequin 3.5.2.2. (Excoffier y Lischer, 2010, p. 564-567).

Las representaciones de las redes de haplotipos se generaron utilizando el algoritmo de
parsimonia estadistica TCS, implementado en PopART 1.7 (Leigh y Bryant, 2015, p. 1110-
1116). Cada haplotipo se grafico proporcionalmente a su frecuencia en cada punto de
muestreo, proporcionando una visualizacion grafica de la variacion genética
intrapoblacional. Esta aproximacion no solo permitio apreciar la distribuciéon de los
haplotipos, sino que también facilitd la identificacion de relaciones y estructuras genéticas

particulares dentro de las poblaciones estudiadas.

b) Determinacion de la estructura poblacional de A. atra
Con el proposito de investigar la estructura poblacional, se procedié a calcular el indice de
fijacion Fst (Weir y Cockerham, 1984, p. 1358—1370) mediante Arlequin v.3.5.1.2 (Excoftier
y Lischer, 2010), utilizando 10,000 permutaciones para establecer la significancia

estadistica.

Para una evaluacidn mas detallada de la estructuracion genética de A. atra, se aplicé un
Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) (Excoffier ef al., 1992, p. 479-491) basado en
las frecuencias haplotipicas, utilizando el software Arlequin v.3.5 v.3.5.1.2 (Excoffier y

Lischer, 2010, p. 564-567).

¢) Analisis de las relaciones filogenéticas de A. atra
Las secuencias mitocondriales correspondientes a los genes COI y 16S, obtenidas de 120
individuos de 4. atra, fueron concatenadas para realizar los analisis posteriores. La eleccion
del modelo de sustitucion mas adecuado se llevo a cabo aplicando el criterio de informacion

bayesiano (BIC), utilizando el software jModelTest (Posada, 2008). El modelo que presento
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el mejor ajuste a los datos fue el Hasegawa-Kishino-Yang (HKY) con una distribucion

gamma (QG).

Ademas, se investigaron las relaciones filogenéticas entre las secuencias mitocondriales de
A. atra pertenecientes a los mitotipos F y M de los genes COI y 16S mediante inferencia
bayesiana, empleando el programa BEAST v1.10.4 (Drummond & Rambaut, 2007). Para
este analisis se utilizo un reloj molecular estricto junto con el modelo HKY+I. Como modelo
previo (prior) del arbol filogenético se aplic6 un modelo de coalescencia con tamafio
poblacional constante. La cadena de Markov fue ejecutada durante 10 millones de
generaciones, con un muestreo de parametros cada 1000 generaciones. Finalmente, todos los

arboles generados fueron visualizados y editados con el software FigTree v1.4.4.

d) Analisis del historial demografico de A. atra
La historia demografica de la poblacion y la neutralidad evolutiva de 4. atra se sometieron
a evaluacion mediante dos pruebas, Fu's Fs (Fu, 1997) y Tajima's D (Tajima, 1989, p. 585—
595). Los p-valores se calcularon mediante 10,000 simulaciones implementadas en Arlequin.
Ademas, se realizd un analisis de distribucion "mismatch" utilizando un modelo de
expansion repentina en DnaSP v5.0, comparando las diferencias por pares entre haplotipos

(Harpending, 1994, p. 591-600; Rogers y Harpending, 1992, p. 552-569).
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V. RESULTADOS

5.1. Fuente de secuencias de ADN

El ADN gendémico obtenido mediante la implementacion de una version modificada del
método CTAB-Fenol-Cloroformo fue de alta calidad, empleando un total de 120 muestras
provenientes del tejido gonadal y 40 muestras del tejido somatico (musculo aductor).
Asimismo, en la Figura 6, se aprecian bandas distintivas de alto peso molecular (>10,000
bp) en el gel de agarosa al 1%. Cabe destacar que los ratios 260/280 del ADN se situaron

dentro del rango 6ptimo, y oscilando entre 1.8-2.0.

10 000 bp

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de extraccion de ADN mediante el protocolo CTAB-
Fenol-Cloroformo de A. atra.

Por otro lado, los fragmentos amplificados correspondientes a las regiones parciales de los
genes mitocondriales /65 y COI presentaron longitudes concordantes con las expectativas
(Tabla 2), alcanzando 500 y 700 pares de bases (pb), respectivamente (Figura 7). De manera
similar, las regiones amplificadas de los genes nucleares 78S e I7S-28S exhibieron una

longitud aproximada de 900 pb, como ilustra la Figura 8.

Gen 16S Gen COI

1500 bp

Figura 7. Amplificacion de los genes mitocondriales 165y COI de A. atra.
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Gen 18S Gen ITS-28S

1500 bp

Figura 8. Amplificacion de los genes nucleares 18S e I7S-28S de A. atra.

Por tltimo, la matriz de alineacion del gen /6S se extendid a 382 pares de bases después de
la exclusion de las regiones de baja calidad. De manera similar, el gen COI presentd una
longitud de 490 pb, el gen 18S abarcod 779 pb, y el gen ITS-28S comprendié 775 pb (Ver
Anexo 1).

5.2.  Caracterizacion de la identidad molecular y diferenciacion genética de A. atra

mediante el analisis de los genes nucleares 18S e I75-28S

El analisis filogenético basado en las secuencias del gen nuclear /8S permitio esclarecer la
identidad molecular de los individuos de A. atra procedentes de distintas localidades del
litoral sur peruano. En la Figura 9, el arbol filogenético inferido mediante el método
Neighbor-Joining (NJ) muestra que todas las secuencias analizadas, independientemente de
su localidad de origen (Tacna e Ica), se agrupan en un Unico clado bien definido, junto con
las secuencias de referencia de 4. atra provenientes de Chile. Esto indica una alta similitud
genética entre los ejemplares analizados y las secuencias de referencia, respaldando su

correcta identificacion taxondmica como A. atra.

Adicionalmente, Perumytilus purpuratus, empleado como grupo externo (outgroup), se
ubico fuera del clado principal, lo cual valida la agrupacion monofilética de las secuencias
correspondientes a A. atra. Este patron filogenético sugiere la ausencia de divergencia

genética en el gen /8S entre los individuos peruanos analizados y sus contrapartes chilenas.
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Figura 9. Arbol filogenético de A. atra basado en el gen 18, inferido mediante el método Neighbor-
Joining (NJ). Las distancias evolutivas se calcularon mediante el modelo de Jukes-Cantor (JC). Perumytilus
purpuratus se utilizé como grupo externo (outgroup).

En concordancia con el arbol filogenético anterior, los resultados obtenidos en la Tabla 3
revelan que todas las distancias genéticas entre pares de secuencias fueron de 0.000, lo que
corresponde a un 0 % de divergencia genética. Esto indica que no se detectaron sustituciones
de bases en las 779 posiciones nucleotidicas analizadas del gen /8S. La ausencia de
variabilidad genética en este marcador sugiere que el gen /8S es altamente conservado en A.
atra, y aunque resulta util para confirmar la identidad molecular de la especie, su baja tasa
de evolucion limita su utilidad para detectar diferenciacion genética entre poblaciones

geograficamente cercanas.

Estos resultados confirman que los individuos estudiados pertenecen inequivocamente a
Aulacomya atra, pero también evidencian que el gen /8S no proporciona resolucidon
suficiente para evaluar estructuras poblacionales o divergencia intraespecifica en escalas

geograficas reducidas.

Tabla 3. Distancias genéticas del gen 18S de A. atra, basados en el modelo de Jukes-Cantor (JC).

MS1F MS2F MS11M MS13M MA1F MA2F MA3F
MS1F
MS2F 0.000
MS11M 0.000 0.000
MS13M 0.000 0.000 0.000
MA1F 0.000 0.000 0.000 0.000
MA2F 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MAS3F 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MA11IM 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
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Para complementar la identidad molecular de A4. atra, el analisis filogenético realizado con
el gen nuclear /75-28S permiti6 esclarecer ain mas la identificacion molecular de 4. atra.
La Figura 10 muestra el arbol filogenético construido mediante el método Neighbor-Joining
(NJ), empleando el modelo evolutivo de Kimura de dos parametros (K2P), donde se observa

que todas las secuencias peruanas analizadas se agrupan en un unico clado sin evidencia de

divergencia entre ellas.

Asimismo, este clado incluye también secuencias de referencia procedentes de A. atra de
Sudafrica y Nueva Zelanda, indicando una relacion filogenética estrecha entre estos linajes
geograficamente distantes. Este patron sugiere que las secuencias peruanas del gen I75-28S
presentan una alta conservacion con respecto a poblaciones extranjeras, y que no existen
mutaciones detectables en las 378 posiciones analizadas que permitan distinguirlas a nivel

intraespecifico.

La validez de esta agrupacion es reforzada por la inclusion de Brachidontes modiolus como
grupo externo (outgroup), el cual se ubica claramente fuera del clado principal, permitiendo
delimitar con precision la monofilia del grupo A. atra. Este resultado respalda tanto la

identificacion correcta de los ejemplares analizados como su pertenencia inequivoca a la

especie A. atra.
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Figura 10. Arbol filogenético de A. atra basado en el gen ITS-28S, inferido mediante el método Neighbor-
Joining (NJ). Las distancias evolutivas se calcularon mediante el modelo de Kimura de dos parametros (K2P).
Brachidontes modiolus se utilizd como grupo externo (outgroup).
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En complemento, los resultados de la Tabla 4 evidencian que todas las distancias genéticas
calculadas entre pares de secuencias fueron de 0 % de divergencia genética. Esta total
ausencia de variabilidad sugiere que el gen I7S-28S, al igual que el 78S, es altamente
conservado y no presenta diferenciacion a nivel poblacional dentro del rango geografico

muestreado.

En conjunto, estos hallazgos reafirman que las secuencias de 4. atra del litoral sur peruano
pertenecen a una Unica unidad taxonémica y comparten una estrecha relacion evolutiva con
linajes sudafricanos y neozelandeses, aunque el marcador /75-28S no ofrece la resolucion

necesaria para detectar estructuras poblacionales ni variacion genética a pequefia escala.

Tabla 4. Distancias genéticas del gen I7S-28S de A. atra, basados en el modelo de Kimura de dos
parametros (K2P).

MS1F MS2F MS11M MS13M MALF MA2F MA3F
MS1F
MS2F 0.000
MS11M 0.000 0.000
MS13M 0.000 0.000 0.000
MALF 0.000 0.000 0.000 0.000
MA2F 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MA3F 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
MA11M 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

5.3. Deteccion de Doble Herencia Uniparental (DUI) en A. atra a través del analisis

de los genes mitocondriales 165 y COI en tejido gonadal

El analisis filogenético realizado a partir de las secuencias mitocondriales de los genes /65
y COI, obtenidas del tejido gonadal de 4. atra, evidencié la existencia de Doble Herencia
Uniparental (DUI) en esta especie. La topologia del arbol inferido mediante andlisis
bayesiano (Figura 11) revel6 una dicotomia filogenética robusta, conformada por dos clados
altamente diferenciados que corresponden a los mitotipos F (femenino, color rosado) y M
(masculino, color azul). Esta segregacion mitogendmica se correlaciond estrechamente con
el sexo de los organismos, observandose que las hembras presentaron exclusivamente el
mitotipo F, mientras que los machos portaron el mitotipo M (ver Anexo 4). La clara
estructuracion de linajes mitocondriales en funcion del sexo constituye un rasgo distintivo
de los sistemas de DUI en bivalvos marinos, confirmando la transmision diferenciada de

genomas mitocondriales en funcion del linaje germinal.
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La robustez de esta diferenciacion fue reforzada por las distancias genéticas promedio
obtenidas entre mitotipos. En el caso del gen /65, la divergencia entre las secuencias de
gonadas femeninas y masculinas fue de 12.45% sustituciones por sitio (Tabla 5), calculada
bajo el modelo de Tamura 3-parameter con distribucion gamma. Por su parte, el gen COI
mostré una distancia genética alin mayor entre mitotipos, con un valor de 23.5%
sustituciones por sitio (Tabla 6), estimado mediante el modelo Tajima-Nei. Estas diferencias
sustanciales respaldan la presencia de linajes mitocondriales diferenciados y refuerzan la

hipotesis de DUI.

Tabla 5. Distancias genéticas promedio entre mitotipos F y M del gen 16S de A. atra, calculadas bajo el
modelo Tamura 3-parameter (G =1).

Gonada F Gonada M

Gonada F
Gonada M 0.12447

Tabla 6. Distancias genéticas promedio entre mitotipos Fy M del gen COI de A. atra, calculadas bajo el
modelo Tajima-Nei.

Gonada F Gonada M

Gonada F
Go6nada M 0. 235
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Figura 11. Arbol filogenético inferido por analisis bayesiano a partir de las secuencias concatenadas de los genes mitocondriales 165 y COI de A. atra. El arbol fue
construido bajo un modelo de coalescencia con tamafio poblacional constante, utilizando un reloj molecular estricto y el modelo evolutivo HKY+I.
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5.4. Evaluacion de la heteroplasmia en A. atra mediante la secuenciacion de los genes

mitocondriales 7165 y COI en tejido somatico

Las comparaciones genéticas entre las secuencias del gen mitocondrial 16S, obtenidas de
tejido gonadal y del musculo aductor de A. atra, evidenciaron la existencia de dos linajes
mitocondriales asociados al sexo. Se observé una divergencia del 12.4% entre las gbnadas
femeninas y masculinas, lo que respalda firmemente la presencia de DUI. Asimismo, la
diferencia genética del 8.7% entre la gdénada masculina y el musculo aductor masculino
sugiere la persistencia del mitotipo M en el tejido somatico de los machos, indicativa de un

posible estado de heteroplasmia.

Tabla 7. Distancias genéticas (p-distancia) entre tejidos de A. atra (gen 16S5).

TEJIDO Gonada F Gonada M Musculo Aductor F
Gonada F 0
Goénada M 0.12447 0
Musculo Aductor F 0.00275 0.12447 0
Musculo Aductor M 0.02800 0.08773 0.02779

De manera complementaria, el andlisis del gen COI mostr6 una distancia genética del 5.1%
entre el masculo aductor y la gobnada masculina, mientras que entre las gonadas femeninas
y masculinas se registr6 una mayor divergencia del 23.5%. Estos valores refuerzan la
hipotesis de que el mitotipo M esta presente en tejidos somaticos masculinos, apoyando la
coexistencia de ambos linajes mitocondriales en un mismo individuo y, por tanto, la

existencia de heteroplasmia asociada al sexo en A4. atra.

Tabla 8. Distancias genéticas (p-distancia) entre tejidos de A. atra (gen COI).

TEJIDO Goénada F Gonada M Musculo Aductor F
Gonada F 0
Goénada M 0. 235 0
Musculo Aductor F 0.00606 0.235 0
Musculo Aductor M 0.18977 0.05183 0.18978

La generacion de arboles de Maximum Likelihood (ML) basados en los genes
mitocondriales 16S (Figura 12) y COI (Figura 13) confirmé la coexistencia de ambos
mitotipos, F y M. Especificamente, se pudo observar que los individuos de género masculino
(M) presentan el Mitotipo M en ambas muestras, tanto en tejido somatico (MS) como en
tejido gonadal (G), mientras que Unicamente exhiben el Mitotipo F en el tejido somatico

(MS). En contraste, los individuos de género femenino (F) poseen exclusivamente el
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mitotipo F en forma homoplasmica, tanto en el tejido somatico (MS) como en el tejido
gonadal (G) (Tabla 11 y 12). Estos resultados brindan una perspectiva detallada sobre la
distribucion y persistencia de los mitotipos en relacién con el género y el tipo de tejido

examinado para ambos genes.
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Figura 12. Arbol filogenético inferido por Maximum Likelihood (ML) bajo el modelo Tamura 3-
parameter (T92), basado en secuencias del gen mitocondrial 765 de A. atra. Los colores representan la
diferenciacion entre mitotipos F y M, considerando tejidos de gonada (G) y musculo aductor (MS).
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Figura 13. Arbol filogenético inferido por Maximum Likelihood (ML) bajo el modelo Hasegawa-
Kishino-Yano (HKY+G), basado en secuencias del gen mitocondrial COI de A. atra. Los colores
representan la diferenciacion entre mitotipos F y M, considerando tejidos de gonada (G) y musculo aductor
(MS).
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Los resultados obtenidos revelaron patrones claros de herencia mitocondrial asociados al
sexo en A. atra a partir del andlisis del tejido somatico (musculo aductor) en los genes
mitocondriales /6S y COI. En las hembras, se constaté una presencia homopladsmica del
mitotipo F, observandose exclusivamente este mitotipo en todas las muestras analizadas
(Tablas 9 y 10). Esto indica que, en el tejido muscular y gonadal de las hembras, todas las

mitocondrias compartieron la misma variante mitocondrial.

Por el contrario, en los machos se detectdé la coexistencia de ambos mitotipos,
evidenciandose un patron de heteroplasmia en el tejido somatico. Para el gen 768, el 35% de
los machos presentaron ambos mitotipos (F y M) de manera simultdnea, mientras que el 50%
exhibieron tinicamente el mitotipo F y el 15% el mitotipo M en forma homoplasmica (Tabla

9).

En el caso del gen COI, el patron de heteroplasmia fue ain mas pronunciado, ya que el 55%
de los machos mostraron la coexistencia de los mitotipos F y M, el 5% presentaron solamente
el mitotipo F, y el 40% exclusivamente el mitotipo M (Tabla 10). Estos resultados sugieren
que el gen COI presenta una mayor proporcion de organismos homoplasmicos para el
mitotipo M en el musculo aductor en comparacion con el gen /685, lo que podria reflejar una

mayor persistencia o amplificacion diferencial del mitotipo M en este gen.

La evidencia de heteroplasmia en machos, junto con la homoplasmia observada en hembras,
respalda la presencia de un sistema de Doble Herencia Uniparental (DUI) en A. atra, donde
los machos mantienen ambos linajes (M y F) en tejidos somaticos, mientras que en las

hembras predomina exclusivamente el linaje F.

Tabla 9. Distribucion de los mitotipos F y M en el misculo aductor de machos y hembras de A. atra,
basado en el gen mitocondrial 76S.

Mitotipo FM Mitotipo F Mitotipo M

Sexo N % n % %
Macho 20 35 10 50 15
Hembra 20 0 20 100 0

Tabla 10. Distribucion de los mitotipos F y M en el miisculo aductor de machos y hembras de A. atra,

basado en el gen mitocondrial COL.

Mitotipo FM Mitotipo F Mitotipo M

Sexo N n % % %
Macho 20 11 55 1 5 40
Hembra 20 0 0 20 100 0
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Tabla 11. Deteccion de mitotipos F y M en tejido somatico (misculo aductor) de 40 individuos (20
hembras y 20 machos) de A. atra mediante el gen 16S, provenientes de las localidades de Morro Sama y
Marcona. (+ Presente, — Ausente)

Muestra Sexo Mitotipo F Mitotipo M Localidad
MS01_F_MS F + - Morro Sama
MS02_F_MS F + - Morro Sama
MSO03_F_MS F + - Morro Sama
MS04_F_MS F + - Morro Sama
MSO05_F_MS F + - Morro Sama
MS06_F_MS F + - Morro Sama
MS07_F_MS F + - Morro Sama
MS08_F_MS F + - Morro Sama
MS09_F_MS F + - Morro Sama
MS10_F_MS F + - Morro Sama
MS11_M_MS M + - Morro Sama
MS13_M_MS M - + Morro Sama
MS14_M_MS M + - Morro Sama
MS15_M_MS M + - Morro Sama
MS16_M_MS M + - Morro Sama
MS17_M_MS M + A Morro Sama
MS18 M_MS M + A Morro Sama
MS19 M_MS M + A Morro Sama
MS20_M_MS M + A Morro Sama
MS21 M_MS M + - Morro Sama
MAOQO1_F_MS F + - Marcona
MAQ2_F_MS F o - Marcona
MAQO3_F_MS F o - Marcona
MAQO4_F_MS F o - Marcona
MAOQO5_F_MS F o - Marcona
MAQ6_F_MS F o - Marcona
MAQ7_F_MS F + - Marcona
MAOQO8_F_MS F + - Marcona
MAQ9_F _MS F + - Marcona
MA10_F _MS F + - Marcona
MAl1l M_MS M - A Marcona
MA12 M_MS M - Marcona
MA13 M_MS M A - Marcona
MAl14 M_MS M A - Marcona
MA15 M_MS M A - Marcona
MA16_M_MS M A A Marcona
MA17_M_MS M A - Marcona
MA18 M_MS M + - Marcona
MA19 M_MS M + A Marcona
MA20_M_MS M + Marcona
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Tabla 12. Deteccion de mitotipos F y M en tejido somatico (misculo aductor) de 40 individuos (20
hembras y 20 machos) de A. atra mediante el gen COI, provenientes de las localidades de Morro Sama y
Marcona. (+ Presente, — Ausente)

Muestra Sexo Mitotipo F Mitotipo M Localidad
MS01_F_MS F + - Morro Sama
MS02_F_MS F + - Morro Sama
MSO03_F_MS F + - Morro Sama
MS04_F_MS F + - Morro Sama
MSO05_F_MS F + - Morro Sama
MS06_F_MS F + - Morro Sama
MS07_F_MS F + - Morro Sama
MS08_F_MS F + - Morro Sama
MS09_F_MS F + - Morro Sama
MS10_F_MS F + - Morro Sama
MS11_M_MS M + + Morro Sama
MS13_M_MS M + + Morro Sama
MS14_M_MS M + + Morro Sama
MS15_M_MS M + + Morro Sama
MS16_M_MS M + + Morro Sama
MS17_M_MS M - A Morro Sama
MS18 M_MS M - A Morro Sama
MS19 M_MS M - A Morro Sama
MS20_M_MS M - A Morro Sama
MS21 M_MS M + A Morro Sama
MAOQO1_F_MS F + - Marcona
MAQ2_F_MS F o - Marcona
MAQO3_F_MS F o - Marcona
MAQO4_F_MS F o - Marcona
MAOQO5_F_MS F o - Marcona
MAQ6_F_MS F o - Marcona
MAQ7_F_MS F + - Marcona
MAOQO8_F_MS F + - Marcona
MAQ9_F _MS F + - Marcona
MA10_F _MS F + - Marcona
MAl1l M_MS M - A Marcona
MA12 M_MS M - A Marcona
MA13 M_MS M A A Marcona
MAl14 M_MS M A A Marcona
MA15 M_MS M A A Marcona
MA16_M_MS M A - Marcona
MA17_M_MS M A A Marcona
MA18 M_MS M + A Marcona
MA19 M_MS M - A Marcona
MA20_M_MS M - A Marcona
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5.5. Analisis de la diversidad genética y estructura poblacional de A. atra con base

en marcadores mitocondriales y nucleares

5.5.1. Diversidad genética de los marcadores nucleares 185 e ITS-28S

En los anélisis de los genes nucleares 18S e 1TS-28S realizados en A. atra, se observo que
las ocho secuencias analizadas para cada gen fueron idénticas entre si, sin diferencias
nucleotidicas ni sitios polimérficos detectados (Anexo 1). Como resultado, no se encontraron
haplotipos en ninguna de las poblaciones evaluadas, indicando una ausencia de diversidad
genética en estos marcadores nucleares. Estos hallazgos sugieren un alto nivel de
conservacion genética en los genes 18S e ITS-28S en las poblaciones de A. atra del litoral

peruano.

5.5.2. Diversidad genética de los marcadores mitocondriales 165y COI

a) Marcador 16S (Mitotipos F y M)
El analisis detallado de haplotipos reveld la presencia de 20 y 24 haplotipos para los
mitotipos F y M, respectivamente, en una muestra total de 120 organismos secuenciados (60
machos, 60 hembras). Se observé que el mitotipo F exhibi6 17 sitios polimorficos y un total
de 15 haplotipos privados, mientras que el mitotipo M mostré una mayor diversidad con 25
sitios polimodrficos y 20 haplotipos privados (Tabla 13). Esta discrepancia sugiere que el

mitotipo M presenta una variabilidad genética mas amplia en comparacioén con el mitotipo

F.

Los valores de diversidad haplotipica para el mitotipo F oscilaron entre 0.5333 y 0.8667,
siendo Marcona la localidad con el valor mas bajo y Punta El Faro con el mas alto. Por otro
lado, el mitotipo M registrd valores de diversidad haplotipica mas elevados, variando desde

0.6444 (El Tunel) hasta 0.9778 (Punta El Faro) (Tabla 13).

Entre los haplotipos mas prevalentes, se destacaron H1 y H2 en el mitotipo F, con H1 siendo
el mas dominante, alcanzando un 70% de prevalencia en el banco natural Marcona y un 60%
en Bufadero (Anexo 2). En el mitotipo M, los haplotipos H1, H4 y H5 fueron los mas
comunes, destacando H1 con una prevalencia del 60% compartida entre Morro Sama y El

Ttnel (Anexo 2).

Los valores de diversidad nucleotidica (m) se mantuvieron relativamente homogéneos en el
mitotipo F, con el menor valor de 0.00209 en Marcona y el mayor de 0.00343 en El Tunel.

En contraste, el mitotipo M presentd rangos mas amplios, con un valor minimo de 0.00198
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en El Tunel y un valor maximo de 0.00419 en Morro Sama. Comparativamente, el mitotipo
M (0.00374) exhibié una diversidad nucleotidica superior al mitotipo F (0.00285) (Tabla
513. Estos resultados sugieren una dindmica genética diferencial entre los mitotipos F y M

en la poblacion estudiada de 4. atra.

Tabla 13. Indices de diversidad genética de 6 poblaciones de A. atra basado en la region 16S.

ICA AREQUIPA MOQUEGUA  TACNA
MA PF TN AN BF MS TOTAL
16S Mitotipo F
N 10 10 10 10 10 10 60
h 4 7 5 6 4 6 20
ph 2 3 2 3 1 4 15
Hd 0.53333 0.86667 0.82222 0.77778 0.64444 0.77778 0.72260
T 0.00209 0.00343 0.00343 0.00262 0.00227 0.00332 0.00285
S 4 5 5 5 3 5 17
16S Mitotipo M
N 10 10 10 10 10 10 60
h 5 9 4 6 5 5 24
ph 2 7 2 2 3 4 20
Hd 0.75556 0.97778 0.64444 0.77778 0.75556 0.66667 0.75876
T 0.00384 0.00512 0.00198 0.00355 0.00407 0.00419 0.00374
S 6 9 3 6 7 8 25

N = Numero de individuos; h = nimero de haplotipos; ph = numero de haplotipos privados; Hd = Diversidad de haplotipos;

n = diversidad nucleotidica; S = numero de sitios segregantes

b) Marcador COI (Mitotipos F yM)
El anélisis exhaustivo de haplotipos reveld la existencia de 32 y 44 haplotipos para los
mitotipos F y M, respectivamente, en una muestra total de 120 organismos secuenciados,
distribuidos equitativamente entre machos y hembras. Se observo que el mitotipo F presentd
36 sitios polimorficos y un total de 29 haplotipos privados, mientras que el mitotipo M
demostré una mayor diversidad con 44 sitios polimorficos y 38 haplotipos privados (Tabla
14). Esta disparidad implica que el mitotipo M exhibe una variabilidad genética mas extensa

en comparacion con el mitotipo F.

Los indices de diversidad haplotipica para el mitotipo F oscilaron entre 0.5333 y 0.9778,
siendo Punta El Faro la localidad con el valor mas bajo y El Ttnel y El Ancla con el valor
mas alto. Por otro lado, el mitotipo M registré valores de diversidad haplotipica mas
elevados, variando desde 0.9333 (Punta El Faro) hasta 1.000 (El Tunel, Bufadero, Morro
Sama) (Tabla 14).

Entre los haplotipos predominantes, se destacaron H2, H5 y H12 en el mitotipo F, siendo H2
el mas prevalente, con un 70% en Punta El Faro y un 40% en Marcona (Anexo 2). En el
mitotipo M, los haplotipos H7, H9 y H10 fueron los mas comunes, destacando H7 con una

prevalencia del 30% en Punta El Faro (Anexo 2).
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Los valores de diversidad nucleotidica (m) se mantuvieron relativamente uniformes en el
mitotipo F, con el valor més bajo de 0.00163 en Punta El Faro y el mas alto de 0.00821 en
El Tunel. En contraste, el mitotipo M exhibi6 rangos mas amplios, con un valor minimo de
0.00503 en El Ancla y un valor maximo de 0.01084 en El Ttnel. Comparativamente, el
mitotipo M (0.00704) mostr6é una diversidad nucleotidica superior al mitotipo F (0.00609)
(Tabla 14). Estos resultados sugieren una dindmica genética diferencial entre los mitotipos
F y M en la poblacion de 4. atra bajo estudio, ofreciendo una vision mas completa de la

variabilidad genética en esta especie.

Tabla 14. indices de diversidad genética de 6 poblaciones de A. atra basado en la regién COI.

ICA AREQUIPA MOQUEGUA TACNA
MA PF TN AN BF MS TOTAL
COI Mitotipo F
N 10 10 10 10 10 10 60
h 6 4 9 9 7 8 32
ph 4 2 7 7 3 5 29
Hd 0.84444  0.53333 0.97778 0.97778 0.91111 0.93333  0.89096
T 0.00676  0.00163 0.00821 0.00662  0.00644 0.00576  0.00609
S 12 4 12 14 11 10 36
COI Mitotipo M
N 10 10 10 10 10 10 60
h 8 8 10 9 10 10 44
ph 4 6 6 7 9 6 38
Hd 0.95556  0.93333  1.00000 0.97778  1.00000 1.00000  0.97345
T 0.00753  0.00472 0.01084 0.00503  0.00707 0.00680  0.00704
S 14 9 21 11 14 12 53

N = Numero de individuos; h = nimero de haplotipos; ph = nimero de haplotipos privados; Hd = Diversidad de haplotipos;

© = diversidad nucleotidica; S = niimero de sitios segregantes;

5.5.3. Estructura poblacional de A. atra de los marcadores mitocondriales
Al igual que la ausencia de diversidad genética observada en los marcadores nucleares /8S
e ITS-28S, los analisis de estructura poblacional no mostraron evidencias de diferenciacion
significativa entre las poblaciones de 4. atra en el litoral peruano. Los valores de los indices
de estructura genética, como Fst y los resultados de andlisis de varianza molecular
(AMOVA), indicaron una homogeneizacion genética entre las poblaciones, lo que sugiere
que, a pesar de la amplia distribucidon geografica, las poblaciones de 4. atra no presentan

una diferenciacion poblacional clara basada en estos genes nucleares.

a) Estructura poblacional de los mitotipos F y M del gen 165
La representacion en red del mitotipo F del gen /6S de 4. atra no revela agrupaciones
definidas o estructuracion poblacional aparente. Contrariamente, los haplotipos mas
frecuentes, H1 y H2, estdn estrechamente vinculados con una diferencia de un solo paso.

Asimismo, los 15 haplotipos privados exhiben fuertes relaciones con los haplotipos
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fundadores, a una maxima distancia de aproximadamente 3 pasos (Figura 14). De manera
similar, los haplotipos mas comunes (H1, H4 y H5) del mitotipo M, estan estrechamente
relacionados entre si, y los 20 haplotipos privados presentan proximidad con los haplotipos

fundadores (Figura 15).

Por otro lado, se observa la presencia de una estructura en forma de estrella en ambos
Networks, un patréon comun en bivalvos marinos. Esto sugiere que los haplotipos estan
fuertemente asociados con los haplotipos H1 (mitotipo F) y H1 (mitotipo M). Por lo tanto,
estos resultados indican una escasa estructuracion poblacional y diferenciacion genética en
la poblacion de 4. atra, proporcionando informacion valiosa sobre la conectividad genética

en esta especie.

Hap_16

Hap_15

El_Tunel
Bufadero
El_Ancla
Morro_Sama
Marcona
Punta_El_Faro

Figura 14. Red de haplotipos inferidas del mitotipo F del gen 76S de 6 poblaciones de A. atra. Cada nodo
representa un haplotipo distinto, cuyo tamaiio es proporcional a su frecuencia. Las lineas transversales
indican el niimero de sustituciones de nucledtidos entre haplotipos adyacentes.
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Figura 15. Red de haplotipos inferidas del mitotipo M del gen 16S de 6 poblaciones de A. atra. Cada
nodo representa un haplotipo distinto, cuyo tamafio es proporcional a su frecuencia. Las lineas
transversales indican el niimero de sustituciones de nucleétidos entre haplotipos adyacentes.

La aplicacion de la prueba de Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) considerando todas
las poblaciones como un unico grupo para los mitotipos F y M del gen 16S revelo valores
en los cuales el mayor porcentaje de variacion genética se encuentra dentro de las
poblaciones, alcanzando un 100.30% y 101.74%, respectivamente. No se observo

significancia estadistica en el estadistico F (Tabla 15).

En el analisis de comparaciones a pares de Fst para el mitotipo F, empleado para evaluar la
diferenciacion genética entre poblaciones, se registraron valores muy cercanos a 0 (-0.04 a
0.02) y no se evidencid significancia estadistica (los valores negativos se asumieron como
0, y los cercanos a 1 indican diferenciacion genética). Estos resultados sugieren una

homogeneizacion considerable entre las localidades analizadas (Tabla 16).

En relacion con el mitotipo M, la comparacion a pares de Fst revelo diferenciacion genética
entre poblaciones en un rango de -0.05 a 0.025 (Tabla 17), sin alcanzar significancia
estadistica. Esto confirma la alta homogeneizacion entre las localidades en el contexto del

gen 16S.
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Tabla 15. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de los mitotipos Fy M del gen /6S de 6 poblaciones
de A. atra.

16S Mitotipo F

af Suma de Componentes de % de variacion
cuadrados varianza
. Fst =
Entre poblaciones 5 2.650 -0.00163 Va -0.30 -0.00299
Dentro de 54 29.500 0.54630 Vb 100.30
poblaciones
Total 59 32.150 0.54467
16S Mitotipo M
: Fst =
Entre poblaciones 5 3.000 -0.01241 Va -1.74 -0.01743
Dentro de 54 39.100 0.72407 Vb 101.74
poblaciones
Total 59 42.100 0.71167

Tabla 16. Diferenciacion genética por pares de Fst de las 6 poblaciones de A. atra basados en el mitotipo
F del gen 16S.

EST AN BU MA MS PF TN
AN 0

BU 0.00709 0

MA -0.02273 0.00794 0

MS 0.00585 -0.04575 0.00641 0

PF -0.02262 0.0101 0.02263 0.03814 0

TN -0.01365 -0.00823 -0.03486 -0.00694 -0.00085 0

Tabla 17. Diferenciacion genética por pares de Fst de las 6 poblaciones de A. atra basados en el mitotipo
M del gen 16S.

EST AN BU MA MS PF TN
AN 0

BU -0.05475 0

MA -0.05307 -0.03501 0

MS -0.02623 -0.02453 -0.02908 0

PF -0.02195 -0.02067 -0.03079 -0.02171 0

TN 0.00419 0.00383 0.04215 0.00188 0.03175 0

b) Estructura poblacional de los mitotipos F y M del gen COI
La red de haplotipos del mitotipo F del gen COI de A. atra no revela agrupaciones definidas
o estructuracion poblacional aparente. En cambio, los haplotipos mas prevalentes, H2, H5 y
H12, estan conectados por una diferencia de 3 o 4 pasos. Adicionalmente, los 29 haplotipos

privados presentan vinculos significativos con los haplotipos fundadores, con una distancia
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maxima de aproximadamente 3 pasos (Figura 16). Del mismo modo, los haplotipos mas
comunes del mitotipo M (H7 y H10) estan estrechamente relacionados entre si, y los 38

haplotipos privados exhiben proximidad con los haplotipos fundadores (Figura 16).

Es relevante sefialar la presencia de una estructura en forma de estrella en ambas redes, un
patrén recurrente en bivalvos marinos. Este hallazgo sugiere una fuerte asociacion de los
haplotipos con los haplotipos H2 (mitotipo F) y HI0 (mitotipo M) (Figura 17). Estos
resultados respaldan la idea de una escasa estructuracion poblacional y diferenciacion
genética en la poblacion de A. atra, proporcionando valiosa informacion sobre la

conectividad genética en esta especie.

Hap_29

Hap_10
Hap_7

El_Turel
Bufadero
El_Ancla
Morro_Sama
Marcona
Punta_El_Faro

Figura 16. Red de haplotipos inferidas del mitotipo F del gen COI de 6 poblaciones de A. atra. Cada nodo
representa un haplotipo distinto, cuyo tamafio es proporcional a su frecuencia. Las lineas transversales
indican el niimero de sustituciones de nucledtidos entre haplotipos adyacentes.
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Figura 17. Red de haplotipos inferidas del mitotipo M del gen COI de 6 poblaciones de A. atra. Cada
nodo representa un haplotipo distinto, cuyo tamafio es proporcional a su frecuencia. Las lineas
transversales indican el niimero de sustituciones de nucleétidos entre haplotipos adyacentes.

La aplicacion del analisis de Varianza Molecular (AMOVA) considerando todas las
poblaciones como un Unico grupo para los mitotipos F y M del gen COI revel6 valores en
los cuales el mayor porcentaje de variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones,
alcanzando un 96.38% y 99.26%, respectivamente. No se observé significancia estadistica

en el estadistico F (Tabla 18).

En el analisis de comparaciones a pares de Fst para el mitotipo F, utilizado para evaluar la
diferenciacion genética entre poblaciones, se registraron valores muy cercanos a 0 (-0.001 a
0.28). Estos resultados indican una homogeneizacion considerable entre las localidades

analizadas (Tabla 19).

Los resultados del test exacto de diferenciacion poblacional mostraron valores cercanos a 0,
similares a los obtenidos en la comparacion a pares. Sin embargo, se observaron valores

estadisticamente significativos entre Punta El Faro, El Tunel y Bufadero (Tabla 19).
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Respecto al mitotipo M, la comparacion a pares de Fst reveld diferenciacion genética entre

poblaciones en un rango de -0.002 a 0.068 (Tabla 20), sin alcanzar significancia estadistica,

excepto entre la localidad Punta El Faro y Marcona. Esto confirma la alta homogeneizacion

entre las localidades en el contexto del gen COL

Tabla 18. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de los mitotipos F y M del gen COI de 6 poblaciones

de A. atra.
COI Mitotipo F
d.f. Suma de Componentes de % de
cuadrados varianza variacién
: Fst =
Entre poblaciones 5 9.950 0.05437 Va 3.62 0.03623
Dentro de 54 78.100 1.44630 Vb 96.38
poblaciones
Total 59 88.050 1.50067
COI Mitotipo M
: Fst =
Entre poblaciones 5 9.217 0.01285 Va 0.74 0.00744
Dentro de 54 92.600 1.71481 Vb 99.26
poblaciones
Total 59 101.817 1.72767

Tabla 19. Diferenciacion genética por pares de Fst de las 6 poblaciones de A. afra basados en el mitotipo

F del gen COL

EST
AN
BU
MA
MS
PF
N

AN

0
-0.00629
-0.01794

-0.0179
-0.0011
0.10066

BU

0
-0.04301
-0.05243

0.10911*

0.01943

MA MS
0
-0.05023 0
0.07407 0.09444
0.01434 0.0387

TN

0

0.27811* 0

Tabla 20. Diferenciacion genética por pares de Fst de las 6 poblaciones de A. atra basados en el mitotipo

M del gen COLI.

EST
AN
BU
MA
MS
PF
N

AN
0
-0.00225
0.03819
0.01361
-0.00373
-0.00229

BU

0
0.04337
0.01163
-0.0101

-0.01595

MA MS
0
-0.01185 0
0.06832* 0.02006
0 -0.01461
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5.5.4. Relaciones filogenéticas entre los genes nucleares (18S e ITS-28S) y
mitocondriales (16S'y COI)

La exploracion filogenética empleando el método Neighbor Joining (NJ) basado en

distancias genéticas del gen /6S brindd una perspectiva inicial de las relaciones entre los

individuos de A. atra recolectados de seis localidades en el mar peruano. Se observo una

escasa estructuracion genética tanto para el mitotipo F (Figura 18) como para el mitotipo M
(Figura 19).
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Figura 18. Arbol Neighbor Joining (NJ, modelo JC) basado en el mitotipo F del gen mitocondrial 165
de 6 poblaciones de A. atra.
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Figura 19. Arbol Neighbor Joining (NJ, modelo JC) basado en el mitotipo M del gen mitocondrial 165

de 6 poblaciones de A. atra.

El analisis filogenético a través del método Neighbor Joining (NJ), fundamentado en

distancias genéticas del gen COI, proporciond una primera vision de las interconexiones

entre los individuos de A4. atra obtenidos de seis localidades en el mar peruano. Se evidenci6

una limitada estructuracion genética tanto para el mitotipo F (Figura 20) como para el

mitotipo M (Figura 21).
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Figura 20. Arbol Neighbor Joining (NJ, modelo JC) basado en el mitotipo F del gen mitocondrial COI
de 6 poblaciones de A. atra.
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Figura 21. Arbol Neighbor Joining (NJ, modelo JC) basado en el mitotipo M del gen mitocondrial COI
de 6 poblaciones de A. atra.
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5.5.5. Historia demografica de los genes mitocondriales 16S'y COI

a) Mitotipos Fy M del 168
Los resultados medios del test de neutralidad D de Tajima evidenciaron predominantemente
valores negativos en el mitotipo F, con la excepcion de Punta El Faro, aunque estos no
alcanzaron significancia estadistica. De manera andloga, el test Fs de Fu mostr6 valores
negativos significativos. En términos generales, ambos tests proporcionaron resultados
negativos para la poblacion en su totalidad, indicando un posible proceso de expansion

poblacional en el pasado (Tabla 21).

En cuanto al mitotipo M, el test de neutralidad D de Tajima reveld valores negativos en todas
las localidades. Asimismo, el test Fs de Fu exhibi6 valores negativos significativos. Sin
embargo, en lineas generales, ambos tests arrojaron resultados negativos para la poblacion

completa, sugiriendo un probable proceso de expansion poblacional en el pasado (Tabla 22).

Tabla 21. Test de neutralidad de los haplotipos del mitotipo F del gen 165 de las poblaciones de A. atra.

Gen Poblacion Tajima’sD p-valor  Fu’s fs p-valor

16S Mitotipo F AN -1.74110 0.01340° -15.10441 0.00000"
BF -0.65748 0.29500 -16.13008 0.00000"
MA -1.66706 0.01910° -16.71536 0.00000"
MS -1.13610 0.13270  -13.47291 0.00000"
PF 1.03527 0.18070 -13.24186 0.00000"
TN -1.03527 0.18980 -13.24186 0.00000"
Media -1.21205 0.13845 -14.65108 0.00000"

P = p-valor, *Significativo (p-valor <0.05)

Tabla 22. Test de neutralidad de los haplotipos del mitotipo M del gen 16S de las poblaciones de A. atra.

Gen Poblacion Tajima’sD p-valor  Fu’s fs p-valor

16S MitotipoM AN -1.49289 0.06570 -13.02028 0.00000"
BF -1.57285 0.04460 -12.12438 0.00000"
MA -1.27616 0.10530 -12.50366 0.00000"
MS -1.87333 0.00790° -11.94483 0.00000"
PF -1.68719 0.03400° -10.70521 0.00000"
TN -1.03446 0.20240 -17.13814 0.00000"
Media -1.48948 0.07665 -12.90608 0.00000

P = p-valor, *Significativo (p-valor <0.05)
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b) Mitotipos F y M del gen CO!
Los resultados promedio del test de neutralidad D de Tajima revelaron predominantemente
valores negativos en el mitotipo F, aunque no alcanzaron significancia estadistica. De manera
similar, todos los valores del test Fs de Fu fueron significativamente negativos (Tabla 23).
Respecto al mitotipo M, el test de neutralidad D de Tajima mostr6 valores negativos en todas
las localidades, y el test Fs de Fu exhibié valores negativos significativos (Tabla 24). En
términos generales, ambos tests arrojaron resultados negativos para la poblacion completa,

sugiriendo un posible proceso de expansion poblacional en el pasado.

Tabla 23. Test de neutralidad de los haplotipos del mitotipo F del gen COI de las poblaciones de A. atra.

Gen Poblacion Tajima’s D p-valor Fu’s fs p-valor

COIl Mitotipo F AN -1.57733 0.04700" -7.90709  0.00010"
BF -0.84388 0.21440 -8.04777  0.00010"
MA -0.99103 0.17570 -7.80505  0.00000"
MS -0.89358 0.19780 -8.62851  0.00000"
PF -1.66706 0.01820" -16.71536 0.00000"
TN -0.23384 0.43170 -6.87090  0.00020"
Media -1.03445 0.18080 -9.32911  0.00007"

P = p-valor, *Significativo (p-valor <0.05)

Tabla 24. Test de neutralidad de los haplotipos del mitotipo M del gen COI de las poblaciones de A. atra.

Gen Poblacion Tajima’sD  p-valor  Fu’s fs p-valor
COI MitotipoM AN -1.63720 0.03950° -9.36127 0.00000"
BF -1.37167 0.09340 -7.57778 0.00010"
MA -1.16601 0.12700 -7.27691 0.00000
MS -0.96737 0.19060 -7.77168 0.00000
PF -1.19781 0.12790 -9.72818 0.00000"
TN -1.34150 0.08910 -5.66800 0.00210"
Media -1.28026 0.11125 -7.89730 0.00037"

P = p-valor, *Significativo (p-valor <0.05)
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VI. DISCUSION

La DUI observada destaca un patron de divergencia mitonuclear caracteristico en algunos
moluscos, especialmente en bivalvos marinos. En el caso de esta especie, la presencia de dos
linajes mitocondriales (mitotipos F y M) permite que los machos hereden y mantengan
ambos mitotipos, mientras que las hembras solo presentan el mitotipo F (Tabla 11 y 12). Este
fenémeno ha sido reportado en otros bivalvos como Mytilus edulis y M. galloprovincialis,
donde la DUI facilita la existencia de linajes mitocondriales diferenciados entre géneros
(Quesada et al., 1996, p. 424; Zouros et al., 1994, p. 7467). La DUI contribuye a una
diversidad genética /6S y COI de A. atra (Tabla 13 y 14).

En el tejido gonadal de 4. atra, la DUI se manifiesta de manera especifica, con los machos
presentando tanto el mitotipo F como el M en una forma heteropldsmica, mientras que las
hembras muestran homoplasmia con solo el mitotipo F (Figura 11). Este patrén de
distribucion de mitotipos por género y tejido coincide con lo reportado en estudios previos
de bivalvos, donde la DUI asegura la transmision de ambos linajes en machos (Passamonti
y Ghiselli, 2009, p. 81). La homoplasmia en hembras puede representar una estrategia
evolutiva para reducir la acumulacion de mutaciones en el linaje F, ya que la exclusion del
mitotipo M en las hembras podria limitar el efecto de mutaciones potencialmente deletéreas
en el genoma mitocondrial femenino (Zouros, 2020, p. 2). Asimismo, esta homoplasmia en
hembras, junto con la presencia exclusiva del mitotipo M en las lineas germinales
masculinas, permite una transmision precisa y selectiva de cada linaje mitocondrial en
funcion del sexo, lo que resulta en una estabilidad genética que contribuye a la viabilidad de

las poblaciones (Kenchington et al., 2009, p. 1).

Ademas, en el tejido somatico de machos, la presencia heteroplasmica de ambos mitotipos
refuerza la teoria de que la DUI en A. atra estd asociada a la expresion de funciones
diferenciadas entre los linajes F y M (Tabla 9 y 10). Este hallazgo es comun en bivalvos que
presentan DUI, donde los dos mitotipos coexisten en tejidos no reproductivos de los machos,
probablemente para diversificar la capacidad metabdlica en funcion de las necesidades
fisiologicas del organismo (Milani et al., 2014, p. 8; Stewart et al., 2020, p. 317; Zouros,
2020, p. 6). En el caso de A4. atra, esta heteroplasmia podria ser crucial en su adaptacion a
ambientes marinos diversos, optimizando el metabolismo en respuesta a variaciones de

temperatura y disponibilidad de nutrientes.

Los andlisis de los genes mitocondriales /65y COI en A. atra revelaron la presencia de dos

linajes mitocondriales distintivos, denominados Mitotipo F y Mitotipo M, los cuales fueron
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asociados al género de los organismos. La existencia de estos dos linajes en bivalvos se ha
documentado en otras investigaciones, sugiriendo un patrén de doble herencia uniparental
(DUI) caracteristico de varios bivalvos como Brachidontes exustus, Geukensia demissa,
Mytella charuana, Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Perumytilus purpuratus (Lee y
Foighil, 2004, p. 3539; Hoeh et al., 1996, p. 2280; Alves et al., 2012, p. 176; Vargas et al.,
2015, p. 173; Quesada et al., 1996, p. 424; Zouros et al., 1994, p. 7467). La divergencia
genética entre los linajes en 4. atra se evidencia en las distancias genéticas obtenidas para
los genes 16S y COI, alcanzando un 11.75% y un rango entre 17.09% y 19.35%,
respectivamente. Estos valores son comparables a los reportados para otros moluscos
marinos con DUI (Doucet-Beaupré ef al., 2010, p. 4), lo cual refuerza la hipotesis de una

diferenciacion significativa en los linajes de 4. atra.

Asimismo, la diferencia en la variabilidad entre el ADNmt y el ADNn permite inferir que
ambos responden de manera distinta frente a las presiones selectivas y las condiciones
ecologicas locales. Por ejemplo, la dispersion larval de A. atra, facilitada por las corrientes
oceanicas peruanas, podria ser el factor responsable de la homogeneizacion genética del
ADN nuclear, permitiendo un intercambio de genes constante entre poblaciones a lo largo

del litoral como ya se ha observado en Argopecten purpuratus (Carranza, 2017, p. 42).

A pesar de la homogeneidad observada en el ADN nuclear, el andlisis de los mitocondriales
16S'y COI mostr6 una diversidad genética mas diversa, caracterizada por la coexistencia de
dos mitotipos (F y M) y una heteroplasmia en el tejido somatico de los machos (Tabla 5 y
6). Esta divergencia entre el ADN mitocondrial y nuclear en 4. atra indica que el genoma
mitocondrial puede experimentar procesos de evolucion distintos a los del ADN nuclear,
favoreciendo una alta variabilidad genética mitocondrial que no se refleja en el nucleo. Este
patrén puede deberse a que el ADN mitocondrial, al estar sujeto a diferentes presiones
selectivas y tasas de mutacion, tiende a acumular mas variacion, particularmente en genes
involucrados en funciones metabdlicas como el COI y el 168, esenciales para la adaptacion

a diversas condiciones ambientales (Fourdrilis et al., 2018, p. 8; Ghiselli et al., 2021, p. 5).

En contraste, los andlisis del ADN nuclear evidencian una notable estabilidad genética,
incluso entre poblaciones separadas por grandes distancias geograficas. La diversidad
genética nuclear de los genes /8S e ITS-28S de Aulacomya atra mostraron un patréon de
homogeneidad genética entre poblaciones geograficamente distantes, como Tacna e Ica,
ubicadas a mas de 400 km de distancia (Figura 9 y 10). En el caso del gen /88, los resultados

mostraron distancias genéticas nulas entre las secuencias analizadas, apoyando la presencia
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de un solo grupo genético en las poblaciones estudiadas (Figura 9). Este patron es consistente
con lo observado en Donax vittatus, donde de un alineamiento de 1707 bp de 135 individuos,
todas las secuencias eran idénticas (Fernandez-Pérez et al., 2017, p. 130). Estos hallazgos
sugieren una baja diferenciacion genética, lo que indica una alta conectividad entre

poblaciones de diferentes localidades geograficas.

Para el gen ITS-28S, el analisis también evidencid un tnico grupo genético que incluye tanto
poblaciones locales como extranjeras (Nueva Zelanda y Sudéfrica), lo que refuerza la idea
de conectividad genética a escala global para A. atra. Este patrén es consistente con el
estudio de Grobler et al. (2023, p. 33), donde se observo que el gen ITS presenta escasa
variacion entre individuos de 4. atra a lo largo de la costa sudafricana, sugiriendo que las
poblaciones de esta especie muestran una alta conectividad y poca diferenciacion genética a

pesar de las distancias geograficas.

La ausencia de diversidad genética nuclear en los genes /8S e ITS-28S destaca como un
hallazgo relevante que contrasta con la considerable diversidad observada en los genes
mitocondriales (Anexo 1). Esta baja tasa de variacion probablemente se deba a su funcion
conservadora en el ribosoma y en la sintesis proteica, donde la estabilidad evolutiva es
crucial para el mantenimiento de funciones esenciales, como la traduccion genética, la cual
depende en gran medida de la preservacion de las secuencias y estructuras del ARN

ribosomal a lo largo del tiempo (Fox, 2010, p. 9).

Este hallazgo es consistente con estudios previos en bivalvos marinos, en los cuales se ha
observado que estos genes nucleares tienen una baja tasa de mutacion, lo que limita su
variabilidad genética y los hace menos tutiles para detectar diferenciacion poblacional, pero
pueden ser utilizados para estudios filogenéticos de especies de la familia Mytilidae (Distel,
2000, p. 26; Goto et al., 2011, p. 569; Westfall y Gardner, 2010, p. 900). En el caso de 4.
atra, la falta de diversidad en estos genes nucleares refuerza la idea de que la especie

mantiene una base genética conservadora a nivel nuclear.

Este fendémeno de flujo génico, que es comun en especies marinas con fases larvales
plantonicas, contribuye a reducir la diferenciacion genética y a mantener una estructura
poblacional homogénea, como se ha documentado en otros bivalvos de amplia distribucion
geografica (Hellberg et al., 2002, p. 278; Dudgeon et al., 2012, p. 1822). Por lo tanto, la
ausencia de diferenciacion en los genes 18S e ITS-28S respalda la hipotesis de una alta

conectividad genética en las poblaciones de A. atra en el litoral peruano.
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Los resultados obtenidos sugieren que el uso de genes nucleares de evolucion lenta, como el
18Sy el ITS-28S, pueden no ser suficientes para captar variaciones genéticas en poblaciones
conectadas de 4. atra, donde los eventos evolutivos recientes quedan mejor reflejados en el
ADNmt. Esta limitacion de los marcadores nucleares en reflejar la diversidad genética
reciente se complementa con los patrones observados en el ADN mitocondrial, donde la
doble herencia uniparental (DUI) en A. atra muestra una divergencia mitonuclear que aporta
informacién valiosa sobre la variabilidad genética entre linajes F y M. Por ello, la
incorporacion de marcadores moleculares mas polimorficos, como microsatélites o SNPs,
podria permitir una caracterizacion mas precisa de la variabilidad genética y la estructura
poblacional de A4. atra, especialmente en contextos donde la diferenciacion es sutil o reciente

(Audzijonyte y Vrijenhoek, 2010, p. 204; Wei et al., 2023, p. 2; Xu et al., 2016, p. 17).

En este contexto, el analisis de la divergencia genética en el ADN mitocondrial proporciona
una perspectiva crucial sobre los patrones evolutivos de la especie. La divergencia genética
entre los mitotipos F y M en los genes /165 y COI es significativa, con una diferencia del
11.3% y 23.4% respectivamente, lo cual subraya la conservacion evolutiva de estos linajes
en 4. atra (Figura 7 y 8). Esta diferenciacion podria estar favorecida por la DUI, al permitir
que cada linaje evolucione bajo diferentes presiones selectivas. La DUI, al preservar estos
mitotipos diferenciados, podria ser una respuesta adaptativa en bivalvos, aumentando la
variabilidad genética sin comprometer la estabilidad genética de las poblaciones (Zouros y

Rodakis, 2019, p. 16).

Los resultados de diversidad genética entre los linajes F y M en A4. atra también revelaron
diferencias significativas. El andlisis de diversidad haplotipica y nucleotidica muestra una
mayor diversidad en el mitotipo M (Figura 15 y 17), lo que sugiere una mayor variabilidad
genética en los machos de la poblacion. Este patron también ha sido observado en otros
bivalvos, y algunos autores han propuesto que la mayor diversidad en el linaje M podria
estar asociada a una mayor acumulacidon de mutaciones en comparacion con el linaje F (Hoeh

et al., 2002, p. 2253; Theologidis et al., 2008, p. 967).

En el caso de A. atra, el andlisis de diversidad en el gen /6S mostrd niveles elevados de
diversidad haplotipica en el mitotipo F, con valores que oscilaron entre 0.5333 y 0.8667, y
en el mitotipo M, con valores que variaron de 0.6444 a 0.9778. Esta variabilidad genética
podria estar influenciada por el sistema de corrientes ocednicas y la dispersion larval,
factores que facilitan el flujo génico entre poblaciones locales y contribuyen a la diversidad

observada en el genoma mitocondrial de esta especie (Mathiesen et al., 2016, p. 49).
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Este patron de alta diversidad haplotipica en el gen 16S es comparable con los resultados de
otros bivalvos de la region. En Argopecten purpuratus, la diversidad haplotipica también
alcanzo valores significativos, con un promedio de 0.8069, aunque acompafiado de una baja
diversidad nucleotidica de 0.0032, lo cual ha sido interpretado como evidencia de un evento
de expansion poblacional tras un cuello de botella (Carranza, 2017). Este fenomeno de alta
diversidad haplotipica y baja diversidad nucleotidica sugiere que las poblaciones de 4. atra
han experimentado patrones demograficos similares, donde la colonizacion de nuevas areas
seguida de la dispersion larval permite la retencion de mutaciones en nuevas generaciones,

contribuyendo a su expansion genética (Grobler et al., 2023, p. 36).

El anélisis del gen COI en A. atra respalda y amplia estos hallazgos, al mostrar aiun mayores
valores de diversidad haplotipica, alcanzando un maximo de 1.000 en el mitotipo M en
algunas localidades y de 0.5333 a 0.9778 en el mitotipo F. La alta variabilidad observada en
el gen COI ha sido vinculada, en otras especies, con una mayor tasa de mutacion y eventos
historicos de colonizacidon multiple, lo que facilita la acumulacion de variacion genética
(Larrain et al., 2012, p. 1079; Wang et al., 2017, p. 6). Esto concuerda con la estructura en
forma de estrella en las redes de haplotipos del gen COI de A. atra, un patrén caracteristico
de expansion demografica reciente que también se ha reportado en especies de la clase

Mytilidae (Martinez et al., 2015, p. 11; Niet al., 2015, p. 12; Wang et al., 2017, p. 6).

Los indices de diversidad nucleotidica también mostraron diferencias leves entre mitotipos.
En el gen 768, el mitotipo F tuvo una diversidad nucleotidica promedio de 0.00285, mientras
que el mitotipo M alcanzo 0.00374. En el caso del gen COI, los valores fueron de 0.00609
en el mitotipo F y de 0.00704 en el mitotipo M. Esta tendencia a una mayor diversidad en el
mitotipo M sugiere una variabilidad genética que podria estar influenciada por la seleccion
natural y la dispersion de larvas en ambientes marinos diversos (Grobler ef al., 2023, p. 33).
En otras especies de bivalvos, como Mytilus edulis, se observa un patron similar de
diversidad genética entre mitotipos que destaca la influencia de factores ambientales y

procesos historicos en la diversificacion mitogendmica (Zouros, 2020, p. 5).

Por ultimo, la proporcion de haplotipos privados en ambas poblaciones y genes refuerza la
idea de una diferenciacion genética local significativa en 4. atra, a pesar de la falta de
barreras geograficas claras. En los estudios realizados en 4. atra de la costa de Sudafrica,
Grobler et al. (2023, p. 34) también identificaron altos niveles de diversidad haplotipica con
valores de 0.961 a 0.984, lo cual indica que la especie mantiene una variabilidad considerable

dentro de sus poblaciones, posiblemente debido a factores de seleccion local o presiones
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ambientales especificas que favorecen la retencion de diversidad genética. Esta variabilidad
genética, ademas, podria ser clave para la capacidad adaptativa de la especie frente a

fluctuaciones ecologicas.

Sin embargo, esta diversidad no parece traducirse en una estructuracion genética marcada
entre poblaciones distantes. El hecho de que no se observe una estructuracion genética
notable entre poblaciones de 4. atra, pese a la existencia de DUI, sugiere que la dispersion
larval y el flujo genético pueden estar mitigando la diferenciacidon genética esperada en
presencia de DUI (Dudgeon et al., 2012, p. 1822). En A. atra, esta dindmica parece
prevalecer, considerando que las corrientes oceanicas peruanas facilitarian la dispersion de
larvas, permitiendo que los linajes mitocondriales F y M se distribuyan ampliamente a lo

largo de la costa peruana (Carranza, 2017, p. 47; Tarazona et al., 2003, p. 218).

Al analizar la estructura genética de los mitotipos F y M mediante el método Maximum
Likelihood (ML), se evidenci6 una clara separacion entre los linajes F y M (Figura 12 y 13).
Las hembras de A. atra presentan exclusivamente el Mitotipo F en ambos tipos de tejidos
analizados (gonadal y somatico), mientras que en los machos se observa la coexistencia de
los mitotipos F y M, un patron de heteroplasmia que ha sido descrito previamente en especies
de bivalvos con DUI (Gusman et al., 2016, p. 9). Este hallazgo es consistente con otros
estudios que sugieren que el mitotipo M se transmite de forma exclusiva a los machos,
mientras que el mitotipo F se hereda tanto en machos como en hembras (Passamonti y

Ghiselli, 2009, p. 80).

La baja estructura genética observada en el analisis d¢ AMOVA (Tabla 7 y 8) y los valores
de Fst (Figura 15, 16, 17 y 18) indican una homogeneizacion genética considerable en las
poblaciones de A. atra a lo largo de su distribucion geografica. Este fendémeno puede
explicarse por el alto flujo génico entre las poblaciones, lo que ha sido observado también
en otros bivalvos. En el caso de 4. purpuratus, Carranza (2017) también reportd una baja
estructuracion genética, sugiriendo que las poblaciones de bivalvos en el litoral peruano
podrian estar influenciadas por factores ambientales y oceanograficos que favorecen la

conectividad genética.

La dispersion larval facilitada por corrientes ocednicas, junto con la diversidad genética
observada, puede ofrecer ventajas adaptativas en especies como A. atra. La literatura sugiere
que la dispersion en ambientes marinos influye considerablemente en la conectividad

genética entre poblaciones, ya que las larvas planctdnicas tienen mayores posibilidades de
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colonizar nuevos habitats y diversificarse en respuesta a variaciones ambientales (Tarazona
et al., 2003, p. 207; Feral, 2001, p. 138). En el caso de 4. atra, las altas proporciones de
haplotipos observadas en el mitotipo F y M del gen /6S pueden ser el resultado de esta
dispersion, un patréon que coincide con lo reportado en otros bivalvos marinos como Mytilus
edulis, donde la diversidad haplotipica alcanza valores elevados debido a la gran

conectividad entre sus poblaciones (Uribe ef al., 2019, p. 333).

Finalmente, la coexistencia de linajes mitocondriales diferenciados en los machos y la
homoplasmia en las hembras subraya el papel de la DUI en la dindmica genética de 4. atra.
Este mecanismo podria ser ventajoso para la especie en contextos de alta conectividad
genética y baja estructura poblacional como en el presente estudio. La seleccion de linajes
especificos en machos y hembras contribuye a una estrategia adaptativa tnica, en la que la
diferenciacion mitocondrial por género asegura una diversificacion genética a nivel
mitonuclear. Esta particularidad genética refuerza la capacidad de la especie para adaptarse

a entornos diversos, representando un aspecto clave en su ecologia y evolucion.

A este panorama se suma la informacion filogenética obtenida a partir de los marcadores
mitocondriales y nucleares. La reconstruccion filogenética basada en los genes
mitocondriales mostrd agrupaciones claras entre los mitotipos F y M, lo que indica
relaciones evolutivas diferenciadas entre linajes, posiblemente moldeadas por la adaptacion
a condiciones ambientales especificas (Doucet-Beaupré et al., 2010, p. 4). En contraste, los
analisis filogenéticos de los genes nucleares no evidenciaron agrupaciones significativas
segun la distribucion geografica, respaldando una conectividad genética alta en A. atra a lo
largo de su rango de distribucion en el litoral peruano (Grobler et al., 2023, p. 36; Carranza,

2017, p. 42).

Estas diferencias destacan la utilidad complementaria de los marcadores mitocondriales y
nucleares para inferir procesos evolutivos en especies marinas. Mientras que los
mitocondriales permiten identificar eventos recientes de expansion y divergencia, los
nucleares revelan patrones de estabilidad genética a largo plazo. Esta dualidad proporciona
una comprension mas integral de la dinamica filogenética de A. atra, al combinar

perspectivas temporales que abarcan tanto cambios historicos como contemporaneos.

En este contexto, los resultados obtenidos para los genes mitocondriales 16S y COI aportan
evidencia significativa sobre los eventos demograficos recientes que han dado forma a las

poblaciones de la especie. Los andlisis realizados sugieren una historia demogréfica marcada
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por expansiones poblacionales recientes, lo cual es apoyado por la estructura en forma de
estrella de las redes haplotipicas para los mitotipos F y M. Ademas, los valores elevados de
diversidad haplotipica, en combinacioén con niveles moderados de diversidad nucleotidica,
refuerzan esta hipotesis (Grobler et al., 2023, p. 33; Zouros, 2020, p. 6). Estos patrones son
caracteristicos de especies marinas que han experimentado procesos de recolonizacion tras

eventos demograficos disruptivos.

Un ejemplo similar puede observarse en Argopecten purpuratus, una especie que comparte
habitats marinos con 4. atra. En este caso, se han reportado altos valores de diversidad
haplotipica (0.8069) y bajos de diversidad nucleotidica (0.0032), los cuales han sido
atribuidos a expansiones postcuello de botella, posiblemente facilitadas por eventos
climaticos como "El Nifio" (Carranza, 2017, p. 42). Esto sugiere que los eventos climaticos
extremos pueden actuar como catalizadores de cambios demograficos en bivalvos,
promoviendo la recolonizacion de habitats previamente afectados y, en consecuencia,

moldeando la estructura genética de sus poblaciones.
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VII. CONCLUSIONES

- Se confirm¢ la presencia de DUI en A. atra, observandose dos linajes mitocondriales
diferenciados, el mitotipo F y el mitotipo M, con una clara asociacion entre estos
mitotipos y el género de los individuos, como se ha documentado en otros bivalvos
con DUL

- Se identificé la presencia de heteroplasmia en el tejido somatico (musculo aductor)
de machos de 4. atra, con la coexistencia de los mitotipos F y M en los genes /165y
COL

- Los anélisis de diversidad haplotipica y nucleotidica mostraron una alta variabilidad
genética en las poblaciones de A. atra, particularmente en el mitotipo M, lo cual
sugiere que la especie posee una gran capacidad de adaptacion.

- Apesar de la presencia de DUI, no se detectd una estructura poblacional significativa
en 4. atra a lo largo del litoral peruano.

- El andlisis filogenético y de la estructura genética a partir de los marcadores
mitocondriales y nucleares indicd una expansion demografica reciente, respaldada

por la forma de estrella en las redes de haplotipos del gen COI.
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VIII. RECOMENDACIONES

- Debido a la alta conectividad genética entre las poblaciones y la importancia de la
diversidad genética para la adaptacion de la especie, es esencial implementar
estrategias de monitoreo continuo de las poblaciones de 4. atra. La conservacion de
sus habitats y la gestion sostenible de sus recursos marinos contribuirdn a mantener
su capacidad adaptativa frente a cambios ambientales.

- Se recomienda realizar estudios adicionales utilizando microsatélites o SNPs para
analizar con mayor precision la diversidad genética y la estructura poblacional de A.
atra. Estos marcadores permitirian evaluar mejor el flujo génico, la conectividad
entre poblaciones y las barreras genéticas, proporcionando informacion clave sobre
como los factores ambientales y oceanograficos, como las corrientes marinas,
influyen en la dispersion larval y la respuesta de la especie a presiones selectivas
locales.

- Se recomienda llevar a cabo estudios adicionales sobre la heteroplasmia en el tejido
somatico de machos de 4. atra utilizando técnicas como qPCR para cuantificar la
abundancia relativa de los mitotipos F y M en diferentes tejidos somaticos. Ademas,
el andlisis del mitogenoma completo podria proporcionar una vision mas detallada
de la estructura genética de los mitotipos, su interaccion y posibles diferencias
evolutivas en la dindmica de la DUI, lo que contribuiria a comprender mejor el papel

de la heteroplasmia en la adaptacion de la especie a su entorno.
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10.2. Anexo 2. Haplotipos encontrados, sitios polimorficos y frecuencias de los marcadores mitocondriales 16S y COI de 6 poblaciones

de A. atra.
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10.3. Anexo 3. Secuencias de referencia de A. atra y grupos externos utilizadas en los

analisis filogenéticos.

. : Cadigo

Origen Especie Gentnk Fuente
Chile Aulacomya atra DQ640542.1
Chile Aulacomi;a atra D8640543.1 Santaclara et al. (2006)
Sudéfrica Aulacomya atra OP204639.1
Sudéfrica Aulacomya atra OP204640.1
Sudéfrica Aulacomya atra OP204641.1
Sudéfrica Aulacomya atra 0OP204642.1
Sudéfrica Aulacomya atra OP204643.1
Sudéafrica Aulacomya atra OP204644.1
Sudéfrica Aulacomi;a atra OP204645.1 Grobler et al. (2023)
Sudafrica Aulacomya atra OP204646.1
Sudafrica Aulacomya atra OP204647.1
Sudafrica Aulacomya atra OP204648.1
Sudafrica Aulacomya atra OP204649.1
Sudafrica Aulacomya atra OP204650.1
Nueva Zelanda | Aulacomya atra DQ924557.1 | Wood et al. (2007)
Nueva Zelanda | Aulacomya atra DQ924558.1
Chile Perumytilus purpuratus = KJ453818.1 Trovant et al. (2014)
Chile Brachidontes modiolus AY621960.1 Lee y Foighil (2004)

90



10.4. Anexo 4. Tablas que registran la distribucion de los mitotipos F y M en muestras
de tejido gonadal.

Deteccion de mitotipos F y M en tejido gonadal de 40 individuos (20 hembras y 20 machos) de A. atra
mediante el gen 16S, provenientes de las localidades de Morro Sama y Marcona. (+ Presente, — Ausente)

Muestra Sexo Mitotipo F Mitotipo M Localidad
MS01_F_MS F - Morro Sama
MS02_F_MS F + - Morro Sama
MS03_F_MS F + - Morro Sama
MS04_F_MS F + - Morro Sama
MS05_F_MS F + - Morro Sama
MS06_F_MS F + - Morro Sama
MS07_F_MS F + - Morro Sama
MS08_F_MS F + - Morro Sama
MS09_F_MS F + - Morro Sama
MS10_F_MS F + - Morro Sama
MS11_M_MS M - + Morro Sama
MS13_M_MS M - + Morro Sama
MS14_M_MS M - + Morro Sama
MS15_M_MS M - + Morro Sama
MS16_M_MS M - A Morro Sama
MS17_M_MS M - A Morro Sama
MS18 M_MS M - A Morro Sama
MS19 M_MS M - A Morro Sama
MS20_M_MS M - A Morro Sama
MS21 M_MS M - A Morro Sama
MAOQO1_F_MS F o - Marcona
MAQ2_F_MS F o - Marcona
MAQO3_F_MS F o - Marcona
MAQO4_F_MS F o - Marcona
MAOQO5_F_MS F o - Marcona
MAQ6_F_MS F o - Marcona
MAQ7_F_MS F + - Marcona
MAOQO8_F_MS F + - Marcona
MAQ9_F _MS F + - Marcona
MA10_F _MS F + - Marcona
MAl1l M_MS M - A Marcona
MA12 M_MS M - A Marcona
MA13 M_MS M - A Marcona
MAl14 M_MS M - A Marcona
MA15 M_MS M - A Marcona
MA16_M_MS M - A Marcona
MA17_M_MS M - A Marcona
MA18 M_MS M - A Marcona
MA19 M_MS M - A Marcona
MA20_M_MS M - A Marcona
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Deteccion de mitotipos F y M en tejido gonadal de 40 individuos (20 hembras y 20 machos) de A. atra

mediante el gen COI, provenientes de las localidades de Morro Sama y Marcona. (+ Presente, — Ausente)

Muestra Sexo Mitotipo F Mitotipo M Localidad
MS01_F_MS F - Morro Sama
MS02_F_MS F + - Morro Sama
MSO03_F_MS F + - Morro Sama
MS04_F_MS F + - Morro Sama
MSO05_F_MS F + - Morro Sama
MS06_F_MS F + - Morro Sama
MS07_F_MS F + - Morro Sama
MS08_F_MS F + - Morro Sama
MS09_F_MS F + - Morro Sama
MS10_F_MS F + - Morro Sama
MS11_M_MS M - + Morro Sama
MS13_M_MS M - + Morro Sama
MS14_M_MS M - + Morro Sama
MS15_M_MS M - + Morro Sama
MS16_M_MS M - + Morro Sama
MS17_M_MS M - + Morro Sama
MS18 M_MS M - A Morro Sama
MS19 M_MS M - A Morro Sama
MS20_M_MS M - A Morro Sama
MS21 M_MS M - A Morro Sama
MAOQO1_F_MS F + - Marcona
MAQ2_F_MS F + - Marcona
MAQO3_F_MS F o - Marcona
MAQO4_F_MS F o - Marcona
MAOQO5_F_MS F o - Marcona
MAQ6_F_MS F o - Marcona
MAQ7_F_MS F o - Marcona
MAQO8_F_MS F + - Marcona
MAQ9_F _MS F + - Marcona
MA10_F _MS F + - Marcona
MAl1l M_MS M - A Marcona
MA12 M_MS M - A Marcona
MA13_M_MS M - A Marcona
MAl14 M_MS M - A Marcona
MA15 M_MS M - A Marcona
MA16_M_MS M - A Marcona
MA17_M_MS M - A Marcona
MA18 M_MS M - A Marcona
MA19 M_MS M - A Marcona
MA20_M_MS M - A Marcona
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