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INTRODUCCION

El polimorfismo para un caracter, es decir, la existencia de dos o mas fenotipos con base genética en
una poblacién, evidencia la presencia de diversidad biologica en las especies. Esta variabilidad se ha
utilizado como modelo para preguntarse y determinar los mecanismos evolutivos que contribuyen a su
mantenimiento (Rodriguez & Vasquez, 2002; Forsman et al. 2008, Phifer-Rixey et al., 2008).

La hipoétesis nula de cualquier polimorfismo evolutivo es que es mantenido de forma neutra como
consecuencia de un equilibrio entre la mutacion y la deriva genética (Klug & Cummings, 1999; Hartl &
Clark, 2007; Futuyma, 2013), pero salvo que el censo poblacional sea muy alto es dificil que un
polimorfismo neutro matenga una frecuencia estable en el tiempo, a no ser que actue conjuntamente con
otra fuerza evolutiva capaz de mantenerlo. Por lo tanto, cuando se observa un polimorfismo estable se
suele atribuir a la accion de algin mecanismo selectivo (Punzalan et al., 2005; Gray et al., 2006; Forsman
et al., 2008; Hedrick, 2011).

L. fabalis se caracteriza por presentar un claro
polimorfimo para el color de la concha (Sokolova |I. e al,
2000; Phifer-Rixey et al., 2008; Rolan-Alvarez, et al.,
2012) aunque aun no existe un consenso sobre cual es
el mecanismo evolutivo que lo mantiene (Reid, 1996;
Rolan-Alvarez, et al., 2012 y 2015a). No obstante, ciertas
evidencias sugieren que el polimorfismo en esta especie
puede estar mantenido por seleccion natural ya que en
las costas gallegas se ha demostrado que esta especie
presenta apareamiento asociativo negativo para el color
(Figura 1) (Rolan-Alvarez et al., 1996; Rolan-Alvarez et

al. 2012; Rolan-Alvarez et al., 2015b). Figura 1:Apareamiento asociativo negativo

para el color. El macho es el espécimen de
color amarillo, mientra que la hembra es la de
del polimorfismo para el color se caracterizan por color castafio (Rolan-Alvarez, 2012).

Las poblaciones de L. fabalis del mar Blanco ademas
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presentar anillos de crecimiento en la concha, las cuales permiten estudiar la edad de los individuos
eficazmente. En este trabajo la hipétesis nula es que las diferencias de edad en los niveles de estudio
(microareas, transectos, localidades y microhabitats) son consecuencia del azar. En caso contrario
nuestra hipoétesis alternativa implica que alguna fuerza selectiva disminuye la eficacia de en alguna clase
edad y determina la distribucion de las cohortes.
En el presente trabajo, se ha estudiado el color, sexo y edad en individuos de L. fabalis rusos a
diferentes escalas espaciales, para:
1. Determinar si el patrén de variacion del polimorfismo para el color de las conchas y la edad puede
explicarse o no por azar.

2. Si se observa algun patron de variacion no aleatorio proponer mecanismos bioldgicos plausibles que

puedan explicarlo.

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion de muestras
Las muestras de Littorina fabalis fueron recogidas en la zona intermareal de dos localidades de la

Republica de Karelia en Agosto de 2011. El disefio experimental para cada localidad incluye dos
transectos (Transecto 1 y Transecto 2) de la zona media del intermareal paralelos a la linea de costa.
Ademas en la Localidad 1 se muestreé un transecto adicional pero en la zona baja del intermareal. A su
vez cada transecto esta compuesto por 10 microareas (Figura 2). La recoleccién de los individuos de L.
fabalis se realiza en cada una de las microareas empleando un area circular de 30 cm de diametro.

Figura 2: Esquema de las zonas muestreadas en las dos loclidades estudiadas en el mar Blanco. En verde se
muestran las microareas analizadas por el técnico de laboratorio, mientras que en azul las analizadas por la
autora del trabajo (el 66% de las muestras)

Analisis de las muestras de L. fabalis en el laboratorio

En este estudio se analizé el color de la concha, el sexo y la edad de 403 individuos de Littorina fabalis
pertenecientes a poblaciones de la zona costera del mar Blanco (Rusia). Un técnico de laboratorio del
grupo de investigacion del Dr. Emilio Rolan-Alvarez analiz6 en una etapa previa la mayoria de los
especimenes de las zonas media y baja del Transecto 1 de la Localidad 1. El resto de las muestras las he
analizado durante el transcurso de este trabajo (Figura 2).

El analisis de los caracteres anteriores se hizo mediante los criterios que se describen a continuacion:
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+ Caracterizacion fenotipica de la concha: color

Se determina el color de la concha empleando un patrén impreso (Figura 3) ya que al existir una
correlacién lineal entre los resultados obtenidos empleando este patréon y el espectro de reflectancia
obtenido por un espectrometro (Rolan-Alvarez, 2015b), se escoge el método mas simple y econdémico.

El color y patron de la concha se clasifican de acuerdo a 6 fenotipos: castafio y amarillo y las
correspondientes formas bandeadas y moteadas. Los colores oliva y naranja se descartan de los analisis
porque se encuentra a muy baja frecuencia en estas localidades.

Figura 3: Esquema de color empleado como referencia para determinar el color de los
especimenes rusos (modificado de Rolan-Alvarez, 2012)

+ Determinacion de la edad: analisis de los anillos de crecimiento de la concha

El prolongado periodo de congelacion del mar Blanco junto con las bajas temperaturas provocan que
los gasteropodos ralenticen su crecimiento y se formen lineas de interrupcién del crecimiento en la
concha, denominadas anillos de crecimiento, que permiten determinar con precision la edad de los
individuos y crear cohortes de edad para estimar cambios a lo largo del tiempo (Sukhotin, et al, 2007;
Granovitch et al. 2012; Rolan-Alvarez, et al., 2015a).

Los anillos se cuentan desde la espiral hasta la abertura de la concha. Para que una linea de rotura se
considere un anillo de crecimiento debe estar bien definida y cubrir la concha en su totalidad. Marcas muy
proximas que comiencen y terminen en el mismo punto se consideran una sola. Del mismo modo, si la
ultima marca se encuentra a una distancia menor o igual de 2 mm de la apertura no se tiene en cuenta
porque no estan claramente definidas.

+ Diseccion de los individuos: sexado y caracterizacion de la especie

Los individuos se diseccionan en el laboratorio para determinar el sexo y diferenciarlos de L. obtusata
(Linnaeus, 1758) ya que son especies proximas y similares y el pene es la caracteristica morfolégica mas
fiable para diferenciar ambas especies (Williams, 1990; Reid, 1996; Carvalho, 2014). El pene de L. fabalis
presenta un filamento largo y vermiforme con una unica fila de 5-15 papilas, mientras que L. obtusata
tiene un filamento corto y triangular con 2-3 filas de 16-65 glandulas papilares (Reid, 1996; Carvalho, J.,
2014).

Analisis estadisticos

Es necesario comprobar que la edad fue medida de manera similar en ambos grupos de datos ya que a
diferencia de las variables color y sexo no es facilmente objetivable. Esta comparaciéon se realiza
mediante el coeficiente de variacion (CV=Desviacion Estandard/Media) que es una medida relativa de
dispersiéon. En las medidas de edad tomadas por mi, también se pudo calcular el coeficiente de variacion
técnico estimado entre las medidas repetidos en los mismos individuos (Sokal & Rohlf, 1995; McDonald,
2014).

Por otro lado, con el software estadistico SPSS se realiza la prueba de proporcion de verosimilutes o
prueba G para estudiar los cambios de frecuencia de color (castafio y amarillo), sexo (hembra y macho) y
edad a las distintas escalas espaciales: entre microareas, zonas, transectos y localidades bajo la
hipétesis nula de que las diferencias son consecuencia del azar. A continuacion es necesario aplicar un
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método de correcién estadistica para comprobar que un resultado significativo no es consecuencia del
azar. Se utiliza la correcciéon de Bonferroni porque solo se pretende discutir los aspectos mas relevantes
de los datos. Mediante esta correccion la probabilidad de rechazo de cada test se divide por el nimero de
pruebas semejantes realizadas (McDonald, 2014).

Por ultimo si se detecta algun fendmeno bioldgico se aplica el método de Fisher para garantizar la
credibilidad del resultado. Este método combina las probabilidades individuales de los test realizados
para crear un test general (Sokal & Rohlf 1995; pagina 794). La significancia del resultado se comprueba
mediante un test de indepencia de chi cuadrado, siendo los grados de libertad 2k (k= niumero de test
independientes realizados) (Sokal & Rohlf, 1995).

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacién de la edad

La determinacién de la edad esta sujeta a ruido técnico debido a que los coeficientes de variacion
calculados (CV=55.8 % y CV= 44.2 %) para las personas que analizaron la edad de los especimenes son
significativamente distintos (P<0.05). Sin embargo, el coeficiente de variacion técnico para mis datos fue
muy bajo (8,8 %), lo que indica que estos deben ser mas fiables posiblemente por haber sido obtenidos
mediante un promedio de tres medidas. Por otro lado la variable edad medida por el técnico en la zona
media del T1&L1 no dio una correlacion significativa con el tamafio (P= 0.05), como si ocurre en las otras
tres de las muestras analizadas por mi (Probabilidad,,, ,=0,359; Probabilidad;,,, ,=0; Probabilidad s, ,=0;
Probabilidad;,,,,=0), lo que reafirma el hecho de que la edad no puede considerarse en este caso como
una variable objetivamente comparable entre investigadores. Es conveniente que en un futuro se
establezcan criterios para determinar la edad de una forma objetiva y de ese modo poder comparar
resultados obtenidos por distintos investigadores.

Andlisis de frecuencias para el color, sexo y edad en muestras de la zona media

En primer lugar se estudia la variacion de los caracteres entre las 10 microareas de cada transecto
(Tabla 1). En los caracteres color y sexo no se observan diferencias entre microareas debido
posiblemente a la existencia de poca variacién microgeografica. Por el contrario en el Transecto 2 de la
Localidad 2 si se encuentran diferencias de edad porque es el Unico transecto de la zona media en el que
se encuentran individuos de entre 9 y 11 afos. En el resto de transectos la cohorte de edad mayor es
entre 7 y 9 afios.

Tabla 1 :Estudio de los cambios de frecuencia de color de la concha, sexo y edad entre microareas de la zona
media en los transectos de ambas localidades. El analisis se realizé mediante la prueba G de analisis de
frecuencia, presentandose el valor del test (G), los grados de libertad (GL) y la probabilidad asociada al rechazo
de la hipotesis nula (P). El conjunto de 12 test fue verificado por el método multitest de Bonferroni (los casos
significativos después de la correccion se representan en negrita y subrayado; ver Material y Métodos).

Localidad 1 Localidad 2
Transecto 1 Transecto 2 Transecto 1 Transecto 2
Caracter G GL P G GL P G GL P G GL P
Color 5,8 9 0,759 10,4 9 0,319 20,2 9 0,017 11,0 9 0,277
Sexo 13,7 18 0,750 10,2 9 0,333 13,2 9 0,156 19,4 9 0,022
Edad 18,2 18 0,445 41,4 27 0,038 20,7 27 0,799 63,1 36 0,003
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En el resultado del analisis de frecuencias a nivel de transectos tampoco se encuentran diferencias
para el color de la concha ni para el sexo pero si se detectan diferencias para la edad entre transectos de
una misma localidad (Tabla 2. Figura 4). Una posible hipotesis es que estas diferencias estén causadas
por depredacion diferencial debido a una distribucién desigual del depredador; blénido Lipophrys polis
(Linnaeus, 1758), el cual captura individuos de tamafo menor a 8 mm (Reid, 1996). Para confirmar esta
hipotesis es necesario estudiar mas transectos en estas y otras localidades y examinar la distribucion y
densidad de Lipophrys pholis, asi como su capacidad de depredacion sobre L. fabalis en la zona costera
del mar Blanco (Rusia) mediante experimentos de comportamiento.

Tabla 2 : Estudio de los cambios de frecuencia de color de la concha, sexo y edad entre transectos de la zona
media de ambas localidades. El analisis se realizé mediante la prueba G de analisis de frecuencia, presentandose
el valor del test (G), los grados de libertad (GL) y la probabilidad asociada al rechazo de la hipétesis nula (P). El
conjunto de 6 test fue verificado por el método multitest de Bonferroni (los casos significativos después de la
correccién se representan en negrita y subrayado: ver Material y Métodos). .

Localidad 1 Localidad 2
Caracter G GL P G GL p
Color 0,6 1 0,446 1,7 1 0,198
Sexo 2,7 1 0,098 0,3 1 0,587
Edad 14,2 3 0,003 18 4 0,001

Por ultimo en la comparacién entre localidades (Tabla 3) se observan resultados diferentes a los
anteriores. En este caso no se encuentran diferencias significativas para sexo o edad pero si para color.

Tabla 3 : Estudio de los cambios de frecuencia de color de la concha, sexo y edad entre localidades. El analisis se
realizé mediante la prueba G de analisis de frecuencia, presentandose el valor del test (G), los grados de libertad
(GL) y la probabilidad asociada al rechazo de la hipétesis nula (P). El conjunto de 3 test fue verificado mediante el
método multitest de Bonferroni (los casos significativos después de la correccion se representan en negrita y
subrayado; ver Material y Métodos). .

Entre localidades

Caracter G GL P
Color 27,1 1 0
Sexo 5,103 1 0,024
Edad 7,8 4 0,098

El caracter sexo se mantiene homogéneo en las tres escalas estudiadas (microarea, transecto y
localidad) debido posiblemente a la escasa dispersidn local de los individuos. Por consiguiente, los sexos
se encuentran igualmente favorecidos/desfavorecidos en su contexto biolégico es decir, ninguno es mas
eficaz que el otro (Johannesson, 2016). Todos los trabajos que han estudiado la distribucidon de sexos en
esta especie se han encontrado con el mismo resultado (Rolan-Alvarez, et al., 2015a)
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No hay diferencias significativas para edad entre localidades pero si se encontraron a escala
microgeografica (entre microareas y transectos; Figura 4). Sin embargo el efecto de microarea sélo se
detectd en el Transecto 2 de la Localidad 2 por lo que parece una peculiaridad biolégica o técnica de
dicha muestra. La variacion entre transectos parece mas relevante biolégicamente porque se detecta en
ambas localidades (si bien en la Localidad 1 no puede descartarse que haya ruido técnico como
consecuencia de haber sido dos investigadores los que tomaron las medidas de edad). La diferencia entre
transectos se debe a que los individuos alcanzan una mayor edad en uno de los transectos de cada
localidad. Una hipdtesis de trabajo posible a verificar en el futuro es si la distribucion espacial de los
depredadores de esta especie podria estar contribuyendo a la variacion de la edad.

Figura 4: Porcentaje (%) de edad de cada uno de los individuos de la zona media en los transectos
(T1y T2) de cada localidad (L1 y L2). La edad se agrupa en 5 cohortes (Gonzéalez M., 2016).

Para el color de las conchas las diferencias solo se observan cuando se comparan ambas localidades
(Tabla 3. Figura 5). Estas estan separadas aproximadamente 3 km por lo que la variacién de color puede
ser causado por un mecanismo selectivo o por deriva genética. La hipdtesis principal es que las
diferencias de color son causadas por deriva ya que es probable que las poblaciones estén bajo la
influencia de distintos factores bidticos o abidticos, lo que favorece en distinta medida uno u otro color. Es
necesario repetir este analisis comparando mas localidades para de ese modo asegurar que el resultado
es el mismo y poder asi determinar que fuerza es la causante de la diferencia de color entre localidades.

Figura 5: Porcentaje de color de concha en la zona media de los transectos (T1y T2) de cada
localidad (L1 y L2) (Gonzalez M., 2016).
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Segun Sokolova & Berger (2000) el color de las conchas esta muy influenciado por gradientes de
temperatura, salinidad, insolacién, oxigeno, oleaje, etc. En su estudio con Littorina saxatilis de
poblaciones del mar Blanco no encontraron relacién entre el color y el consumo de oxigeno, actividad a
baja salinidad o comportamiento por cambios bruscos de salinidad por lo que se pueden descartar como
factores causantes de la diferente distribucion de color en las localidades de este estudio. Por otro lado,
segun Reid (1996) en algunas zonas como Galicia, Gran Bretafa o Bélgica las formas amarillas
predominan en costas protegidas del oleaje mientras que las oscuras son mas comunes en las expuestas.

Comparacion entre niveles del intermareal: zona baja y media

A continuacion se determina la variacién de los caracteres estudiados (color, sexo y edad) entre la
zona media y baja del intermareal. En este caso las diferencias de los caracteres entre microhabitats
solamente pudieron ser estudiados para el Transecto 1 de la Localidad 1 puesto que no se realizaron los
muestreos para la zona baja en el resto de transectos. El objetivo es comprobar que a una escala menor
se mantiene el patron de color observado en la Localidad 1 para la zona media y de ese modo poder
dilucidar qué mecanismo es el causante de dicha variacion. En un primer momento no se espera
encontrar ninguna diferencia porque son zonas que se encuentran préximas, separadas por uno o dos
metros, por lo que estan bajo la influencia de los mismos factores bidticos y abidticos. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 :Estudio de los cambios de frecuencia de color de concha, sexo y edad de L. fabalis en las microareas de
cada habitat y entre habitats (zona baja y media del transecto 1 de la localidad 1). El analisis se realizé mediante
la prueba G de analisis de frecuencia, presentandose el valor del test (G), los grados de libertad (GL) y la
probabilidad asociada al rechazo de la hipétesis nula (P). El conjunto de 9 test fue verificado mediante el método
multitest de Bonferroni (los casos significativos después de la correccion se representan en negrita y subrayado).

Zona baja Zona media Entre microhabitats
Caracter G GL P G GL P G GL P
Color 1,1 9 0,270 5,8 9 0,759 17,0 1 0
Sexo 8,9 9 0,442 13,7 18 0,750 5,1 2 0,076
Edad 21,7 18 0,245 18,2 18 0,445 18,1 2 0

Ninguno de los caracteres presenta diferencias dentro de cada microhabitat. Dicha homogeneidad
puede ser consecuencia de la poca o nula variacién microgeografica de los habitats. Si se repite el
analisis pero entre microhabitats no se encuentran diferencias para sexo, lo que concuerda con los
resultados obtenidos en la zona media y por lo tanto se reafirma la hipé6tesis de que el sexo se distribuye
aleatoriamente. Lo destacable y a diferencia de lo que se suponia en parrafos anteriores es que si se
encuentran diferencias para edad y color entre habitats (Tabla 4). Reid (1996) ya observé en esta especie
que ciertas diferencias morfolégicas se mantenian en una misma costa, pero desconocia cual era la
influencia genética o del ambiente en el fenotipo.

La diferencia de edad observada entre los habitats se debe a que en la zona baja predominan
individuos de 1-3 anos (78,7 %) encontrandose un porcentaje muy bajo de individuos con 5-7 afios (4 %)
al contrario que en la zona media donde casi un 20 % de los especimenes alcanzan esa edad. No se
tiene ninguna hipdtesis que pueda explicar los resultados obtenidos aunque es posible que esta diferencia
sea consecuencia de la distribucién del depredador (Figura 6).
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Figura 6: Porcentaje (%) de individuos en cada cohorte de edad en la zona baja y media del
Transecto 1 Localidad 1. La edad se agrupa en 5 cohortes (Gonzalez M., 2016).

A una escala tan pequefa la diferencia de color no puede explicarse por azar ya que como se puede
observar en la Figura 7 en cada una de las zonas del Transecto 1 de la Localidad 1 el color parece seguir
una tendencia distinta; en la zona media hacia el amarillo y en la zona baja hacia el castafio. Si realmente
las diferencias fueran fruto del remuestreo la tendencia tendria que ser aleatoria en ambas zonas. Para
asegurarnos de ello se realiza un analisis estadistico cuya finalidad es combinar la probabilidad de todos
los test independientes realizados (ver Material y Métodos).

Figura 7: a) Porcentaje (%) total de individuos con color de concha amarilla y castafa en la zona baja y media
del Transecto 1, Localidad 1. b) Porcentaje (%) de individuos con color de concha amarilla y castafia en cada
una de las 10 microareas de la zona baja y media del Transecto 1 de la Localidad 1 (Gonzalez M., 2016).

Al ser la suma de las probabilidades (-2 YIn P=37,54) > X20y05 (18) S€ rechaza la hipotesis nula (P=0,05)
por lo que se reafirma que hay diferencias de color entre los habitats debido a la accién de algun
mecanismo no aleatorio. Una posible hipétesis, es que las poblaciones de cada habitat estén siendo
afectadas por regimenes ecoldgicos y de depredacion diferentes, como resultado de la heterogeneidad
ambiental, que condicionan la frecuencia de colores y edades (Phifer-Rixey et al., 2008). En otros
estudios, también se encontraron cambios de frecuencia para el color a escalas espaciales pequefias.
Phifer-Rixey et al. (2008) encontraron evidencias de un cambio en las frecuencias del color de la concha
de L. obtusata por seleccion natural a causa de un gradiente térmico aunque suponen que otro factor,
principalmente la seleccion apostatica, tiene que estar contribuyendo al mantenimiento de este
polimorfismo. Por otro lado Reimchen (1979) observé en varias localidades de Reino Unido un cambio
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evidente en las frecuencias de color en conchas de L. fabalis entre 25 y 50 metros. En el género Littorina,
también se han observado diferencias microgeograficas en otros tipos de genes debido a mecanismos
selectivos por ejemplo, se encontré una fuerte variacion en la frecuencia de los alelos de la aspartato
aminotransferasa en L. saxatilis y arginina quinasa en L. fabalis, en dos puntos de una misma zona como
consecuencia de seleccion diferencial (Reid, 1996; Lehjall, 1998; Tatarenkov & Johannesson, 1998;
Johannesson & Mikhailova, 2004; Johannesson, 2016). Por lo tanto no es descabellado pensar que las
diferencias de color entre nuestros microhabitats puedan estar causadas por algin mecanismo selectivo.

CONCLUSION

Nuestro analisis sobre el patron de variacion de color y edad en poblaciones naturales del mar Blanco
de L. fabalis nos permite concluir que:

1. La variacion de color concuerda con un polimorfismo selectivo entre microhabitats pero no a una escala
mayor.

2. La existencia de variacion para edad entre transectos y microhabitats puede estar causado por efectos
de depredacién, aunque no se puede descartar la influencia de ruido técnico.

Al tratarse de una evidencia indirecta se requiere de experimentos independientes y de manipulacion
para probar que un mecanismo selectivo provoca la variacion observada en el color y edad asi como su
accion especifica, directa o indirecta, sobre dichos caracteres.
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