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RESUMEN

Los quitones son invertebrados marinos de la clase Polyplacophora, presentes en todos
los océanos del mundo. En el Archipiélago de Galdpagos se han reportado 19 especies,
de las cuales Radsia goodallii y Radsia sulcatus son endémicas y capturadas por
pescadores artesanales por su gran tamafio. Por otro lado, en Ecuador continental, se ha
reportado cinco especies, de las cuales Chifton stokesii es 1a mas abundante; sin embargo,
no existe evidencia de su explotacion. En el presente estudio se analizo6 la diversidad y
estructura genética de estas tres especies de quitones mediante el uso de marcadores
moleculares microsatélites. Treinta y cinco marcadores fueron disefiados especificamente
para R. goodallii utilizando informacion de su genoma mediante secuenciacion en la
plataforma Ilumina. Luego de descartar los menos informativos, 21 fueron transferidos a
las otras dos especies, marcados con fluoroéforos y evaluados en 142 individuos de las tres
especies a lo largo de 12 localidades; de 12-13 marcadores funcionaron para los analisis
genéticos. Reflejados a través de la heterocigosidad, los analisis de diversidad genética
mostraron niveles moderados (0.25-0.62), tanto para las especies explotadas (R. goodallii,
R. sulcatus), como para C. stokesii; se detectod una sutil diferencia entre la heterocigosidad
esperada con la observada, con valores mas altos en la primera en todas las localidades (a
excepcion de Machalilla para C. stokesii). Por otro lado, se encontr6 poca estructura
genética para las tres especies, con la excepcion de R. goodallii para la localidad de
Caamafio en Santa Cruz, en donde la mayoria de sus individuos mostraron admixture.
Para ninguna de las tres especies de quitones los analisis de migracién mostraron un
patron definido de flujo génico relacionado a las corrientes marinas o a la ubicacion
geografica. Tomados en conjunto, estos resultados sugieren una alta conectividad entre
todas las localidades, la cual es crucial, especialmente para especies que son explotadas
por el ser humano.

Palabras clave: canchalaguas, diversidad genética, microsatélites, pesca artesanal,
estructura genética, conectividad, Ecuador.



ABSTRACT

Chitons are marine invertebrates of the Polyplacophora class, present in all the oceans
around the world. In the Galdpagos Archipelago 19 species have been reported, of which
Radsia goodallii and Radsia sulcatus are endemic and caught by artisanal fishermen
because of their large size. On the other hand, in continental Ecuador, five species have
been reported, of which Chiton stokesii is the most abundant; however, there is no
evidence of its exploitation. In the present study, diversity and genetic structure of these
three species of chitons was analyzed through the use of microsatellite molecular markers.
Thirty-five markers were designed specifically for R. goodallii using genome information
by sequencing on the Ilumina platform. After discarding the least informative, 21 were
transferred to the other two species, labeled with fluorophores and evaluated in 142
individuals of the three species across 12 locations; of which 12-13 markers worked for
genetic analysis. Reflected through heterozygosity, genetic diversity analysis showed
moderate levels (0.25-0.62), both for exploited species (R. goodallii, R. sulcatus), and for
C. stokesii; a subtle difference was detected between the expected heterozygosity and
the observed, with higher values in the first one in all locations (with the exception of
Machalilla for C. stokesii). On the other hand, little genetic structure was found for the
three species, with the exception of R. goodallii for the locality of Caamafio in Santa
Cruz, where most of their individuals showed admixture. For none of the three species of
chitons, migration analyzes showed a defined pattern of gene flow related to ocean
currents or geographic location. Taken together, these results suggest high connectivity
between all locations, which is crucial, especially for species that are exploited by
humans.

Key words: canchalaguas, genetic diversity, microsatellites, artisanal fishing, genetic
structure, connectivity, Ecuador.
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INTRODUCCION

La biodiversidad del planeta se encuentra en un decrecimiento rapido y constante,
el cual esta relacionada de forma directa o indirecta con actividades antropogénicas. El
entendimiento de las consecuencias ecologicas de la biodiversidad es uno de los mas
grandes retos en la biologia. La diversidad genética, uno de los componentes claves de la
biodiversidad y que se define como la aparicion natural de diferencias genéticas entre
individuos de una misma especie; es importante para procesos ecoldgicos, como la
productividad, la recuperacion de poblaciones, la competencia interespecifica, la
estructura poblacional y el flujo de energia y de nutrientes (Hughes et al., 2008). Estas
variaciones son las que proporcionan flexibilidad a las poblaciones permitiéndolas
sobrevivir en circunstancias de cambios ambientales (Hartl et al., 1997). Los cambios
genéticos heredados en una poblacion de organismos de una misma especie se dan por
procesos de recombinacion, flujo génico, mutaciones, entre otros. Por esta razoén, los
patrones de apareamiento de las especies son fundamentales. El apareamiento no
aleatorio puede darse de dos formas, por medio de la endogamia (inbreeding), cuando los
individuos con genotipos similares son mas afines a aparearse entre ellos que con
individuos con genotipos diferentes, y de la exogamia (outbreeding), cuando se
incrementa la probabilidad que individuos con genotipos particulares se apareen con
individuos con otros genotipos particulares. La endogamia puede conducir a la reduccion
de la variacion genética, mientras que la exogamia al incremento de la variacion genética.

Por otro lado, en algunos casos puede producirse fluctuaciones aleatorias en el
numero de alelos en las poblaciones. Estos cambios se conocen como deriva génica, los
cuales pueden incrementar o reducir la diversidad genética de una poblacion.
Generalmente, la deriva génica se da en poblaciones pequefias, en donde los alelos con

baja frecuencia tienden a perderse. Una vez iniciada, la deriva génica continuard hasta
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que el alelo involucrado se pierda en la poblacion o sea el unico alelo presente en un locus
particular de un gen en toda la poblacion; ambas posibilidades significan la reduccion de
la diversidad genética poblacional. La deriva génica se da comunmente después de que
una poblacion atraviesa por un cuello de botella, lo cual se produce cuando un numero
significativo de individuos de la poblacién muere o cuando no se produce reproduccion
entre los individuos, dando como resultado un decrecimiento drastico del tamafo
poblacional. La deriva génica puede resultar en la pérdida de alelos raros, ocasionando la
disminucién del nimero de genes (Hartl et al., 1997).

La diversidad producida a nivel molecular en los individuos es lo que les permite
responder a diversos cambios en sus hébitats originales, o a recolonizar nuevos habitats
(Eguiarte et al., 2013). Dado que la diversidad genética es un componente principal de la
evolucion adaptativa, la pérdida de ésta ocasiona la reduccion de la probabilidad de
supervivencia de una poblacion (Kuo & Janzen, 2004). La variacion genética se mide de
dos formas principales: heterocigosidad y diversidad alélica. La pérdida de la variacion
genética puede reducir la productividad de las poblaciones explotadas a causa de la
disminucion individual de fitness en un corto tiempo, afectando principalmente la
heterocigosidad (Allendorf et al., 2008). Por otro lado, la pérdida de la diversidad alélica
podria presentar efectos nocivos en poblaciones marinas grandes, en donde se produce
pérdida de la heterocigosidad a causa de la captura (Allendorf et al., 2008).

De esta manera, la diversidad genética tiene consecuencias ecoldgicas importantes
a nivel poblacional, de comunidades y de ecosistemas, y en algunos casos los efectos son
comparables en magnitud con efectos de la diversidad de especies (Hughes et al., 2008).
Normalmente, las poblaciones pequefias son mas susceptibles a verse afectadas por la
pérdida de variacion genética, ya que presentan pocos individuos en las poblaciones y

pequenas reservas de diversidad genética, por lo que no presentan diferencias
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significativas entre individuos y por lo tanto sus respuestas a dichos cambios ambientales
suelen ser homogéneas. A pesar de esto, la pérdida de diversidad genética también puede
darse en poblaciones grandes ya que el tamafio de la poblacion efectiva es normalmente
mucho mas pequefio que el tamafio total de la poblacion (Frankham, 2003).

Un gran niimero de especies se ha extinguido, mientras que muchas otras
presentan tamafos poblacionales reducidos que las ponen en riesgo. Entre los principales
factores que contribuyen para la extincion de especies se encuentra la pérdida de habitat,
introduccion de especies, sobreexplotacion y contaminacion; estos factores se encuentran
principalmente relacionados al crecimiento poblacional de los seres humanos (Frankham,
2003). Asimismo, la pérdida de la diversidad genética de especies se ha dado por varias
causas como, explotacion, pérdida de habitat, competencia con especies invasoras,
cambio climatico, contaminacion o por enfermedades, ocasionando la extincion global,
regional o local. Uno de los ejemplos mas claros de la extincion de especies por
explotacion fue el caso del molusco Haliotis sorenseni, extinguido a nivel mundial
(Dulvy et al., 2003). Otros casos similares fueron la extincion local de Hippopus hippopus
a causa de sobreexplotacion, el caso de Lottia alveus, donde se produjo una extincion
global a causa de pérdida de todos sus habitats, y, en el caso de Rissoa membrandcea se
gener6 una extincion local por pérdida de algunos de sus habitats. Finalmente, el caso de
extincion local de Mytilus trossulus fue ocasionada por especies invasoras (Dulvy et al.,
2003).

Las poblaciones que presentan tamafios reducidos a causa de la caza, pesca,
captura u otros factores podrian también reducir el nimero de migraciones y ocasionar
pérdida de variacion genética (Allendorf et al., 2008). La distribucion de los individuos
es por lo tanto una de las vias por la cual la variacion genética puede ser preservada en

grandes poblaciones. Por ejemplo, una poblaciéon con amplia distribucion geografica
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raramente presenta la misma composicion genética a causa de las condiciones
ambientales, sea por diferencia de altitud, densidad de presencia humana, temperatura o
recursos alimenticios disponibles. De manera que los individuos podrian presentar
distintas frecuencias alélicas de acuerdo con su ubicacion geografica. Si los individuos
son reconectados y contintan aparedndose, el resultado de la mezcla genética podria
contribuir en incrementar la variacién genética. Sin embargo, si el rango de distribucion
se amplia lo suficiente para que el entrecruzamiento de los individuos ubicados
geograficamente aislados sea menos probable, podria resultar en dos poblaciones aisladas
genéticamente (Willi & Hoffmann, 2009).

La conectividad se puede describir como el nivel en el que se encuentran
entrelazadas las poblaciones, lo que puede darse por intercambio de huevos, de larvas, de
juveniles o de adultos (Palumbi, 2003). La conectividad se da por la dispersion de los
individuos, los cuales presentan una dispersion mas efectiva en las primeras formas de
vida (Gawarkiewicz et al., 2007). Por esta razon, la conectividad es un elemento clave
para mantener un indice de variabilidad genético alto y de esta forma determinar su
estructura poblacional. La genética de poblaciones es por lo tanto un estudio que explica
la distribucion y variacion de frecuencias alélicas como resultado de la mediacion de
factores evolutivos, cambios que se dan a lo largo del tiempo y cambio de hébitats, es
decir las consecuencias de la evolucion y la adaptacion poblacional (Eguiarte et al., 2013).

El principal objetivo de este estudio fue el de determinar la genética poblacional
de las canchalaguas Chiton stokesii, Radsia sulcatus y Radsia goodallii. Las canchalaguas
son invertebrados marinos de la clase Polyplacophora, se encuentran en todos los océanos
del mundo, se conoce aproximadamente 930 especies vivientes, y su registro fosil
presenta aproximadamente 430 especies extintas (Ibanez et al., 2016). Las canchalaguas

viven principalmente en las rocas, hébitats intermareales y zonas submarinas. Estas
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cumplen un papel importante en los ecosistemas marinos, especialmente en las zonas
intermareales ya que realizan herbivoria, siendo éste un proceso ecologico fundamental
para la distribucion espacial de algas en zonas submareales e intermareales (Vinueza et
al., 2014). A su vez, las canchalaguas cumplen con el rol de eliminacidn de algas efimeras
y el mantenimiento de roca desnuda; y son también consideradas indicadores bioldgicos
de contaminacion (Aguilera, 2011).

En Ecuador continental se reportan cinco especies de canchalaguas: Stenoplax
boogii (Reyes-Gomez et al., 2017), Acanthochitona hirudiniformis, Chiton stokesii,
Ischnochiton dispar y Stenoplax limaciformis (Ibanez et al., 2016); mientras que en
Galapagos se han reportado 19 especies, de las cuales siete son endémicas (Finet et al.,
2016). Las canchalaguas se presentan en Galdpagos como fuentes importantes de
consumo proteico (Murillo, 2009) y su pesca se encuentra incluida desde el 2016 en el
Acuerdo Ministerial de Pesca Nro 108 y la resolucion Nro 62 del Articulo Tres de Pesca
en Galdpagos (Ministerio del Ambiente, 2016). Especificamente para R. goodallii y R.
sulcatus, ambas endémicas de Galapagos, la pesca estd permitida durante todo el afio; se
permite transportar dos libras por persona para consumo doméstico (Ministerio del
Ambiente, 2016). Tanto R. goodallii como R. sulcatus han sido capturadas por los
pescadores artesanales por su gran tamafo y abundancia (Murillo, 2009). R. goodallii es
conocida localmente como “canchalagua lisa” y R. sulcatus como “canchalagua tallada”
(Murillo, 2009). La pesca artesanal de canchalaguas en el archipié¢lago Galapagos ha
comenzado a presentar mayor interés comercial, por lo que en la actualidad, tanto en San
Cristobal como en Santa Cruz, es posible encontrar establecimientos que ofrecen platos
tipicos de la region preparados con ellas (Herrera et al., 2003, Vintimilla 2019).

Al ser las canchalaguas una fuente de consumo proteico (Murillo, 2009) y de

comercializacion (Vintimilla, 2019) es necesario determinar si su diversidad genética se
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ha visto reducida por su explotacion. Esta informacidon ayudard a entender si las
poblaciones explotadas se encuentran vulnerables y por ende si su uso se presenta como
sustentable. Los resultados obtenidos permitiran tener un mayor conocimiento sobre la
estructura genética de R. goodallii y R. sulcatus, asi como determinar la conectividad
entre poblaciones distantes. Por otro lado, se desconoce si la especie continental Chiton
stokesii es colectada para consumo local, pero al ser una especie similar a las otras dos
canchalaguas resulta interesante determinar su estructura genética, asi como inferir su
conectividad a lo largo de diferentes localidades. El conocimiento de la variabilidad
genética de las canchalaguas en Ecuador puede ser empleado para la evaluacion de la
capacidad de respuesta de las mismas ante cambios ambientales, impactos de la actividad
pesquera, impactos de pérdida de recursos genéticos y también para la creacion de planes

estratégicos de conservacion de poblaciones marinas (Pifiero, 2008).

OBJETIVOS

- Objetivo general
Caracterizar la composicion genética de las canchalaguas en Galdpagos y en
Ecuador continental empleando el secuenciamiento de siguiente generacion con
marcadores microsatelitales.

- Objetivos especificos
Determinar si existe estructura genética entre diferentes localidades o por impacto
humano.

- Inferir patrones de migracién de los individuos entre diferentes localidades o

impacto humano.
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METODOS
Areas de estudio:

Ecuador es considerado uno de los paises mas megadiversos a nivel mundial.
Consta con 14 &reas protegidas marinas y costeras, entre estas, reservas marinas,
manglares y ecosistemas terrestres y marinos (Alvarado et al., 2017). Uno de los factores
que influencia la diversidad marina es su oceanografia. En Ecuador, en el norte las aguas
son calidas y con baja salinidad debido a la corriente de Panama. En el sur frias y con alta
concentracion de nutrientes debido a la corriente de Humboldt; mientras que en el centro
del pais se genera una mezcla de gradientes salinos y térmicos (Cruz, 2013). Las muestras
analizadas en el presente estudio provinieron de cuatro provincias: Santa Elena, Manabi,
Esmeraldas y Galdpagos. Debido a que las especies de canchalagua en Galdpagos son
pescadas, las localidades de esa provincia fueron clasificadas por potencial impacto
humano. Esto se lo hizo en relacion a su cercania a centros poblados, asumiendo que la
accesibilidad a las localidades tendria un mayor impacto por parte de las personas que las
capturan. De esta manera, Playa de los Perros en Santa Cruz, Montura en Floreana, y
Tongo Reef en San Cristobal fueron clasificadas como zonas de alto impacto humano,
mientras que Caamafio en Santa Cruz, Luz del Dia en Floreana y Rosa Blanca en San
Cristobal, de bajo (Tabla 1). Por el contrario, las localidades de colecta en el continente
(solo para C. stokesii) no fueron clasificadas de la misma manera (Tabla 2), ya que se

desconoce si esta especie es actualmente explotada.

De campo:
A lo largo de los afios 2014, 2015 y 2016 se recolectaron un total de 142 muestras
de canchalaguas en la zona intermareal rocosa (62 de R. goodallii, 36 de R. sulcatus y 44

de C. stokesii), en 12 localidades en Galapagos y Ecuador continental (Tablas 1 y 2). La
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recolecta de muestras se realizd con estudiantes de la Universidad San Francisco de Quito
(USFQ). En Galéapagos, se busco recolectar al azar 10 individuos por localidad, los cuales
fueron colocados en etanol al 85%. Después, en el laboratorio del Galapagos Science
Center (GSC), se extrajo el tejido y se colocé las muestras en tubos eppendorf con etanol
al 85%. En el continente se seleccion6 de 8-10 individuos al azar, se extrajo tejido y se
coloco en tubos con etanol al 85%. Se transportaron las muestras al Laboratorio de
Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la USFQ donde se las mantuvo a -20°C. La
recolecta y la movilizacion de muestras se realizé bajo los permisos PC-43-14, N°014-
2014-IC-FAU-DPE-MA, PC-60-15, MAE-DNB-CM-2016-0041 y MAE-DNB-CM-
2016-0046.
De laboratorio:
Extraccion de ADN y cuantificacion

La extracciéon de ADN se hizo siguiendo los protocolos del kit DNeasy® Blood y
Tissue (QIAGEN). Primero se tom6 20 mg de tejido y se lo cortd en pequefios pedazos.
El tejido fragmentado se colocd en un tubo eppendorf de 1,5mL y se afiadi6 180 uL de
Buffer ATL con 20 pL de proteinasa K. Se incubd a 56°C, con agitacion de maximo 4 hrs
o hasta que el tejido se encuentre lisado. A continuacion, se agregoé 200 pL de etanol al
96% y se mezclo por vortex. El sobrenadante obtenido fue transferido a una columna de
agitacion DNeasy (DNeasy Mini spin column) que se centrifugd por 1 min a 8000 rpm.
A continuacidn, se transfiri6 la columna a un nuevo tubo colector con 500 pL de Buffer
AWI1, se centrifugd por 1 min a 8000 rpm, y se colocd la columna en un tubo colector
nuevo. Posteriormente se agregd 500 pL de Buffer AW2 y se centrifugd a 14000 rpm por
3 min. Finalmente, en un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL se colocé la columna con 200
pL de Buffer AE para diluir el ADN. Por 1 min se dejo reposar y se centrifugd por 1 min

a 8000 rpm. El ADN se almacend a temperatura de -20°C hasta su uso. Para la
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cuantificaciéon de ADN a partir de espectrofotometria se utiliz6 NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific).
Desarrollo de primers

Para el desarrollo de los primers primero se realizo el proceso de secuenciamiento
aleatorio para Radsia goodallii, para poder obtener secuencias repetidas en forma de
tandem, las cuales podrian ser usadas para el desarrollo de primers viables para las tres
especies de canchalaguas. A partir del kit Nextera DNA Preparation de [llumina se diseid
bibliotecas de extremos emparejados de ADN siguiendo los protocolos del fabricante.
Con la plataforma web Galaxy-Golem, a cargo de la Universidad de Manchester, se
utilizo las herramientas FASTQC: ReadQC tool v.051 (Andrews, S.F), TRIMMOMATIC
v.0.30 (Bolger et al., 2014) y PAL finder v.0.02 (Rozen & Skalersky, 2000; Cock et al.,
2009; Masella et al., 2012; Castoe et al., 2012), con lo que se observo la calidad de las
secuencias, se las limpid y se busco primers candidatos que se encontraban flanqueantes
a los microsatélites. Se consideré motivos que presenten por lo menos dos nucleotidos de
longitud y por lo menos ocho unidades de repeticion. Finalmente se selecciond 20 loci
con microsatélites para Radsia goodallii, que presentaban motivos de dos, tres y cuatro
nucléotidos que presentaban primers (Forward y Reverse) que solo se daban una vez en
toda la secuencia. Estos primers fueron transferidos hacia las otras dos especies de
canchalaguas, es decir para Radsia sulcatus y Chiton stokessii.
Evaluacion de primers

Para evaluar los 20 primers, se selecciond al azar cinco muestras de ADN y se
prosigui6 a realizar las amplificaciones. Para la amplificacion se empled la enzima
polimerasa de Platinum ® PCR SuperMix (Invitrogen) para las reacciones de PCR con
un volumen de 10 pL. Las reacciones se encontraban conformadas por 9 uL de PCR

SuperMIX, 0,2 uM de primer reverse, 0,2 uM de primer forward y 1,0 pL. de ADN. Para
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la amplificacion se siguid el protocolo de Platinum ® PCR SuperMix (Invitrogen), en
donde la desnaturalizacion inicial se daba a 94°C por 2 min, 29 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 s, posteriormente la hibridaciéon por 30 s, extension a 72°C por 30 s y
finalmente la extension final a 72 °C por 10 min. Finalmente, para obtener los resultados
se realizd electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiidos con 3 pL de SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen). En el gel se cargd 2ul. de Bluejuice con 3 pL de amplicon y
3 pL del marcador del peso molecular. La corrida se dio a 100 V por 30 min y el gel
revelado se realizd en foto-documentador Biorad Gel Doc XR.
Amplificacion con primers marcados con fluordéforos

Por medio de Multiplex Manager (Hollele y Geerts, 2009), 18 primers fueron
agrupados en grupos de dos, y dos primers se evaluaron en reacciones independientes;
¢stos fueron marcados con los fluoréforos 6-FAM y HEX (Tabla 3). Se empled la enzima
PlatinumTM Taq DNA Polymerase (Invitrogen) con volumen final de 10 pL. Las
reacciones estaban conformadas por 2.0 uL de ADN, 0.60 unidades de Taq polimerasa
Platinum (Invitrogen), 0.20 mM de dNTPs, 0.50 uM de cada primer, 1.50 mM de MgCl,,
y 1X de Buffer PCR (Invitrogen). Se coloc6 las muestras en el termociclador,
manteniendo el perfil empleado en la seleccion de primers, exceptuando la temperatura
de hibridacion, la cual se tuvo que estandarizar nuevamente. Los productos obtenidos
fueron colocados en cajas cubiertas con papel aluminio para evitar la exposicion a la luz.
De la muestra obtenida se utilizd 5 pL para realizar electroforesis en gel de agarosa al
1,5% a 100 V por 30 min, con lo que se comprobd la presencia de 142 muestras; el
producto restante se lo guardo a -20°C. Para la secuenciacion de productos de PCR se
utilizaron placas de 96 pocillos cada una, en estas se agregd 10 pL del producto de la
amplificacion, se cerrd las cajas y se las envolvid con papel plastico y papel aluminio.

Las muestras se enviaron al Laboratorio de Biologia Analitica del Museo Nacional
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Smithsoniano de Historia Natural en Washington DC, Estados Unidos, para genotipar las
muestras a través del secuenciador automatico ABI PRISM 310.
Analisis de datos

Tanto para R. goodallii como para R. sulcatus se llevé acabo dos tipos de analisis:
por localidad y por impacto humano (Tabla 1); mientras que para C. stokesii los analisis
fueron realizados unicamente por localidad (Tabla 2).
Analisis de desequilibrio de ligamiento, frecuencia de alelos nulos y equilibrio
Hardy-Weinberg (HW).

A partir de la lectura de picos obtenidos con Gneious® se generd dos matrices:
formato GenPop y una matriz alélica para R Studio, para los analisis estadisticos en R
Studio® Version 1.1.463. Para determinar el porcentaje de alelos nulos se utilizé el
programa FreeNA (10000 replicaciones, Chapuis y Estoup, 2007), y el céalculo de
marcadores ligados con GenPop (Raymond y Rousset, 1995). Mientras que para los
andlisis de equilibrio Hardy-Weinberg se utilizé el paquete DiveRsity (Keenan et al.,
2013).

Diversidad y estructura genética

Para el calculo de diversidad genética de las tres especies se obtuvo heterocigosidad
observada y esperada, nimero de alelos por locus y riqueza alélica a partir de los paquetes
DiveRsity (Keenan et al., 2013) y polysat (Clark y Jasieniuk, 2011). Con el paquete
proppr (Kamvar et al., 2014) se obtuvo alelos privados. Para la determinacion de
distancias genéticas se estimd los indices de Weir & Cockerham Fst con el paquete
hierfstat (Goudet y Thibaut, 2015). También se realizé analisis de Coordenadas
Principales (PCoA) con el paquete ade4 (Dray & Dufour, 2007) para visualizar
relatividad o diferencias entre poblaciones (Goudet y Jombart, 2015). La estructura

genética fue evaluada con métodos bayesianos con el programa Structure V2.3.4 con un
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programa de clustering (K) de acuerdo con la composicién de sus genotipos multilocus
(Falush et al., 2003).
Endogamia

Con el paquete de R adegenet se calculd el coeficiente de endogamia (F) para cada
individuo a partir del célculo de la razén de su probabilidad, donde F representa la
probabilidad de que un individuo herede alelos idénticos a su ancestro. Los valores de F
menores a 0.5 indican bajas probabilidades de eventos endogamicos (Jombart y Ahmed,
2011).
Migracion

Se cre6 una red de migracion utilizando la informacion genética con métodos
diferenciados, con el paquete diveRsity (Keenan et al., 2013) de R. Estos analisis muestran

la probabilidad de un flujo génico entre poblaciones utilizando una matriz de distancia.

RESULTADOS
Analisis de desequilibrio de ligamiento, frecuencia de alelos nulos y equilibrio
Hardy-Weinberg (HW).

Veinte microsatélites fueron probados en 142 individuos, 62 de R. goodallii, 36
de R. sulcatus y 44 de C. stokesii. Por el proceso de puntuacion (scoring process) en R.
goodallii se eliminaron cuatro microsatélites (Gool5, Gool7, Gool8 y Goo25), ya que
parecian ser monomorficos por lo tanto menos informativos, quedando un total de 16
microsatélites. Siguiendo el mismo fundamento, para R. sulcatus se eliminaron cuatro
microsatélites (Gool, Gool7, Goo24 y Goo25) quedando con un total de 16
microsatélites. De igual manera, para C. stokesii se elimind ocho microsatélites (Gool9,
G0029, Gool5, Goo27, Gool7, Gool8, Goo24, Goo25) quedando con un total de 12

microsatélites. Adicional a esto, para R. goodallii, tres pares de loci se encontraron
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ligados en los analisis realizados por localidad: Gool19 & Goo8, Gool & G0028, Gool0
& Goo28 (Tabla 4). Por esta razén y por la cantidad de porcentaje de alelos nulos (Tabla
7), Goo28 y Gool9 fueron adicionalmente eliminados, quedando con un total de 14
microsatélites en los anélisis estadisticos de R. goodallii y presentando un 8.76% de
missing data. Adicionalmente, nueve loci se encontraron fuera del equilibrio H-W cuando
los analisis fueron hechos por localidad (Tabla 10) y diez por impacto humano (Tabla
11). Por otro lado, para R. sulcatus, cinco pares de loci se encontraron ligados con los
analisis realizados por localidad: Goo19 & Goo8, Gool9 & Goo7, Gool9 & Goo3, Goo7
& Goo3 y Goo28 & Goo3 (Tabla 5). Por esta razén y por la cantidad de porcentaje de
alelos nulos (Tabla 8), Goo28, Gool9 y Goo28 fueron adicionalmente eliminados,
quedando un total de 13 microsatélites para los andlisis estadisticos de R. sulcatus y
presentando un 8.371% de missing data. Adicionalmente cinco loci se encontraron fuera
del equilibrio H-W cuando los andlisis fueron hechos por localidad (Tabla 12) y seis por
impacto humano (Tabla 13). Finalmente, para C. stokesii no se encontraron locis ligados
en los analisis por localidad (Tabla 6); tampoco hubo porcentajes de alelos nulos elevados
(Tabla 9). Los loci para esta especie presentaron un porcentaje de missing data de 12.98%
y cinco loci se encontraron fuera del equilibrio H-W (Tabla 14).
Diversidad Genética

Radsia goodallii. Se encontr6 150 alelos en 14 loci (Tabla 15), con una proporcion
de alelos bastante variable, tanto por localidad (17.86 en Rosa Blanca y 70.31 en
Caamafio, Tabla 16), como por impacto humano, (70.82 en alto y 82.01 en bajo, Tabla
17). El promedio de alelos por locus fue de 10.71 siendo G0024 el mas polimdrfico con
28 alelos (Tabla 15). Los andlisis de heterocigocidad muestran valores moderados para
todas las localidades; ademads, los valores de heterocigocidad observada fueron menores

a la esperada para todas las localidades (Tabla 16). Por otro lado, las heterocigocidades
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(esperadas y observadas) fueron menores en las localidades de alto impacto humano, asi
como las observadas menores que las esperadas (Tabla 17). En el caso de riqueza alélica,
los valores fueron bajos para Rosa Blanca (0.77), pero bastante uniformes para el resto
de las localidades (Tabla 16); éstas no se diferenciaron mucho por impacto humano
(Tabla 17). En el caso de los alelos privados, la localidad de Caamafio se diferencio6 del
resto, mostrando 15 alelos privados, mientras las otras localidades tuvieron todas valores
menores a 10 (Tabla 16); en el caso de los andlisis hechos por impacto humano, las
localidades de bajo impacto mostraron un valor més alto (Tabla 17).

Radsia sulcatus. Se encontrd un total de 103 alelos en 13 loci (Tabla 15), con una
proporcion de alelos bastante uniforme a lo largo de todas las localidades (Tabla 16), asi
como por impacto humano (Tabla 17). El promedio de alelos por locus fue 7.92 siendo
Ch4 y Goo12 los alelos més polimdrficos con 12 cada uno (Tabla 15). Al igual que para
R. goodallii, los analisis de heterocigocidad para R. sulcatus muestran valores moderados
para todas las localidades; ademés, ningun valor de heterocigocidad observada supera a
los de la esperada (Tabla 16). Por otro lado, las heterocigosidades (esperadas y
observadas) fueron menores en las localidades de alto impacto humano, asi como las
observadas menores que las esperadas para este contraste (Tabla 17). Con respecto a los
alelos privados, se muestran valores de 3 en Rosa Blanca y 12 en Playa de los Perros
(Tabla 16); a diferencia de R. goodalli, el nimero de alelos privados para R. sulcatus en
localidades con alto impacto humano fue mayor que en aquellas de bajo (Tabla 17).
Finalmente, los valores de riqueza alélica fueron bastante uniformes a lo largo de las
localidades (Tabla 16), asi como por impacto humano (Tabla 17).

Chiton stokesii. Se encontrd un total de 74 alelos en 12 loci (Tabla 16). La
proporcion de alelos encontrados fue bastante uniforme a lo largo de todas las localidades,

con excepcion de La Tinosa, donde se muestran valores bajos (Tabla 16). El promedio de
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alelos por locus fue 6.17 con Gool siendo el mas polimorfico con 12 alelos (Tabla 15).
Los analisis de heterocigocidad presentan valores moderados para todas las localidades,
con la excepcion de Machalilla, donde la Ho fue 0.38 (Tabla 16). Al igual que las
canchalaguas de Galapagos, los valores de heterocigocidad observada son menores a los
de la esperada; una vez méas, Machalilla fue la excepcion, pues ocurrio lo contrario (Tabla
16). Con respecto a los alelos privados éstos se muestran mas bajos que las especies de
Galapagos, siendo Machalilla el sitio que presenta los més bajos (1) y La Tifiosa los més
altos (9). De igual manera, la riqueza alélica se vio mas baja para esta especie, sin
embargo los valores son bastante uniformes a lo largo de todas las localidades (Tabla 17).
Distancias genéticas y estructura poblacional

Radsia goodallii. Las distancias genéticas (Fsf) entre localidades para Radsia
goodallii fueron muy bajas, presentando valores entre -0.006 y 0.050 y con la mayor
diferencia entre las localidades de Montura en Floreana y Tongo Reef en San Cristobal
(Tabla 18). Los analisis de PCoA fueron consistentes con ésto, ya que se presentd muy
poca diferenciacion entre las localidades. La tnica excepcion fue Caamafio, que se
muestra un poco mas apartada que las demas (Fig. 1a). En el caso de andlisis por impacto
humano, el PCoA determiné que las muestras de bajo impacto humano presentan una
mayor distribuciéon en comparacion con las de alto impacto humano; a pesar de ésto no
se presentd una disgregacion evidente en relacion al impacto humano (Fig. 1b). La
composicion genética en Structure muestra una K=2, sugiriendo que dos poblaciones
explican mejor la variabilidad de datos, tanto por localidad como por impacto humano
(Fig. 4). Sin embargo, no se evidencia estructura genética entre las localidades, con la
unica excepcion de Caamano, en donde se ve admixture (Fig. 4a).

Radsia sulcatus. Para R. sulcatus las distancias genéticas fueron también muy

bajas, con valores Fist entre 0.032 - 0.057 siendo la diferencia mas grande entre Playa de
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los Perros en Santa Cruz y Luz del Dia en Floreana (Tabla 19). De manera similar a R.
goodallii, los andlisis de PCoA para R. sulcatus fueron consistentes para la estructura
poblacional: se presentd muy baja diferenciacion entre las localidades (Fig. 2a), o entre
tipo de impacto humano (Fig. 2b). La composicion genética en Structure presenta K=2,
cuando los andlisis fueron por localidad (Fig. 5a), mientras que por impacto humano fue
K=9. A pesar de ésto, se escogi6 la segunda mejor K=2, asumiendo que dos poblaciones
explican mejor la variabilidad de datos (Fig. 5b).

Chiton stokesii. Los valores de distancias genéticas para C. stokesii fueron
asimismo bajos, fluctuando entre 0.045 y 0.1489 (Tabla 20); sorprendentemente, la
mayor diferencia fue entre Machalilla y La Playita, ambas localidades en Manabi. Los
andlisis de PCoA corroboraron las bajas distancias genéticas: las localidades no se
distanciaron significativamente entre si, ni se agruparon por ubicacion geografica. Sin
embargo, a diferencia de las especies de Galapagos, las localidades de C. stokesii no se
sobrepusieron tanto (Fig. 3). La composicion genética en Structure arrojé una K=3,
sugiriendo que tres poblaciones explican de mejor manera la variabilidad de los datos
(Fig. 6).

Endogamia

La densidad de la probabilidad de F (coeficiente de endogamia) para las tres
especies, tanto en los andlisis por localidad (tres especies), como por impacto humano
(especies de Galapagos), muestran que ninguna especie presenta altas probabilidades de
haber sufrido un evento de endogamia (valores altos F > 0.6), ya que la mayoria de los
datos se ubican entre los coeficientes 0.1 y 0.6 (Figs. 7-9).

Migracion
Radsia goodallii. La red de migracion por localidad indica que existe

relativamente una alta migraciéon entre todas las localidades. Sin embargo, es muy
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evidente la migracion de Tongo Reef a Playa de los Perros, de Playa de los Perros a Luz
del Dia, y, de Rosa Blanca a Luz del dia (Fig. 10).

Radsia sulcatus. La red de migracion por localidad indica que existe una
migracion moderada entre todas las localidades. A pesar de esto, la migracion entre Rosa
Blanca y Tongo Reef es muy evidente en comparacion con las demads localidades. (Fig.
11).

Chiton stokesii. La red de migracion por localidad indica que existe una migracién
moderadamente alta entre todas las localidades. A pesar de esto, la migracion entre La
Tifiosa y La Entrada, y entre La Entrada y Estero del Platano es muy evidente en

comparacion con las demaés localidades (Fig. 12).

DISCUSION

Al ser la extincién un proceso que no puede ser revocado, éste se ha convertido
en el principal incentivo para motivar la conservacion de las especies, la cual se encuentra
ligada a la diversidad bioldgica de las mismas. En el caso de las especies marinas
comerciales, cuando se extinguen o sus poblaciones se reducen, la recoleccion es
usualmente trasladada a otra especie de similares caracteristicas lo cual magnifica el
impacto de pérdida en el sistema (Kenchington, 2003). Cada vez maés, los cientificos y
los economistas se vuelven mas consientes de las implicaciones de la pérdida de una
especie comercial y su impacto en procesos bioldgicos y funcionamiento de ecosistemas,
de igual forma que el impacto generado en la sociedad humana (Kenchington, 2003). Es
por lo cual en el presente estudio se obtuvo mayor conocimiento sobre la estructura
genética, la conectividad y el flujo génico de las tres canchalaguas (Radsia goodallii,
Radsia sulcatus y Chiton stokesii) entre diferentes localidades, y, para las dos primeras

entre poblaciones expuestas a alto o bajo impacto humano, mediante el uso de
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marcadores microsatélites disefiados especificamente para R. goodallii empleando
informacion de su genoma, y posteriormente trasladando estos marcadores moleculares a
las otras dos especies de canchalaguas. Se encontr6 niveles moderados de diversidad
genética reflejados a través de la heterocigosidad (0.25 — 0.62), y, se presenté una minima
diferencia entre la heterocigosidad esperada y la observada, con valores mas altos en la
primera en todas las localidades (a excepcion de Machalilla para C. stokesii) (Tablas 16
y 17). Por otra parte, no se encontrd estructura genética para ninguna de las tres
canchalaguas, a excepcion de la localidad Caamafio en Santa Cruz para R. goodallii,
donde se mostr6 para la mayoria de los individuos admixture (Figuras 1a y 4a). Tampoco
se encontrd para ninguna de las tres especies un patréon definido de flujo génico que pueda
estar relacionado a corrientes marinas o a la ubicacion geografica en los andlisis de
migracion (Figuras 10-12).

Para los andlisis de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) en R. goodallii nueve
locis se encontraron fuera del equilibrio H-W en los analisis por localidad, y diez locis en
los andlisis por impacto humano (Tablas 10 y 11). Para las muestras de Rosa Blanca en
San Cristobal, el desequilibrio de H-W pudo haberse generado por la pequefia muestra de
canchalaguas recolectadas (n=2). Para el resto de locis en desequilibrio con mayor
nimero de individuos colectados, el desequilibrio pudo haberse generado por fuerzas
selectivas que actian en las regiones de los microsatélites (Delanghi et al., 2016). En los
analisis por impacto humano el mayor nimero de loci ligados puede ser explicado a partir
de que para estos analisis se hizo una agrupacion de las localidades catalogadas como de
alto impacto humano en un grupo (cinco locis fuera del equilibrio H-W), y en otro grupo
las localidades consideradas de bajo impacto humano (diez loci fuera del equilibrio de H-
W), en donde las localidades de bajo impacto humano presentan mayor nimero de alelos

fuera del equilibrio de H-W, incluyendo en esta agrupacion a la localidad de Rosa Blanca
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donde por la falta de datos no se generan valores para los analisis de equilibrio de H-W.
En el caso de R. sulcatus cinco loci en los andlisis por localidad y seis loci en los analisis
por impacto humano se mostraron fuera del equilibrio de H-W (Tablas 12 y 13). El
marcador Gool3 se mostro6 fuera del equilibrio de H-W para todas las localidades el cual
no se encuentra ligado a otros marcadores ni presenta altos porcentajes de alelos nulos
(Tablas 5 y 8), por lo cual el desequilibrio de este marcador podria ser explicado por
errores de genotipado, como explica Morin et al. (2009), donde puede producirse un
“allelic dropout” el cual es una fuente comtin de missing data, donde una o ambas copias
de alelos en un locus falla para la amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Finalmente, en el caso de C. stokesii, cinco loci se encontraron fuera del equilibrio
H-W en los andlisis por localidad (Tabla 14), donde las muestras recolectadas en la
localidad La Entrada en la provincia de Santa Elena fueron tinicamente de dos individuos,
por lo que el desequilibrio pude haberse generado por la muestra muy pequefia en
comparacion con las demads localidades (Hale et al., 2012).

En el caso de los indices de diversidad genética para R. goodallii, R. sulcatus 'y C.
stokesii se evidencio bajo numero de alelos por locus, al igual que una baja riqueza alélica,
un elevado niimero de alelos privados y una heterocigocidad moderada tanto en los
andlisis por localidad como por impacto humano (Tablas 16 y 17). Al comparar estos
valores con otras especies de moluscos, Lounnas et al. (2017) reportd para Galba cubensis
un promedio de alelos por locus de 4.33; Jaksch et al. (2017) para Clausiliidae snails de
15.07, y, Adcock et al. (1999) para Illex argentinus de 24.1 durante el periodo de pesca
intensa para la ultima especie; por lo que se puede determinar que el promedio de alelos
por locus encontrados para las tres especies de canchalaguas en Ecuador se muestra un
poco baja en comparacion a la media obtenida en otras especies de moluscos explotados

y no explotados. La baja riqueza alélica encontrada es obtenida a partir del nimero
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promedio de alelos por locus. Es por esto por lo que, una reduccion en la riqueza alélica
podria derivar en la reduccion del potencial de las tres poblaciones de canchalaguas a
adaptarse a futuros cambios ambientales, dado que esta diversidad es primordial para la
evolucion por seleccion natural (Greenbaum et al., 2014).

En R. goodallii en los andlisis por localidad los alelos privados variaron entre 5 y
15, con excepcion de la localidad de Rosa Blanca donde no se presentaron alelos privados,
y en los analisis por impacto humano entre 27 y 48. En R. sulcatus la variacion en las
localidades fue entre 3 y 12, y por impacto humano entre 17 y 21. Mientras que para C.
stokesii los alelos privados variaron entre 1-9 (Tablas 16 y 17). Al contrastar con un
estudio realizado con el bivalvo Cerastoderma edule, Martinez et al. (2013) encontrd
entre 0 — 4 alelos privados en las poblaciones analizadas, por lo que se podria considerar
que las tres canchalaguas poseen un elevado nimero de alelos privados tanto en las
localidades como en las agrupaciones de alto impacto y bajo impacto humano. Guiller et
al. (1996) explica que las frecuencias de alelos privados decrecen en el caso de tratarse
de poblaciones cercanas, por lo que es sorprendente observar muchos alelos privados
entre poblaciones cercanas. Dicho incremento de frecuencia de alelos raros en
poblaciones que se hibridan ha sido descrito de forma considerable en otras especies,
como son los moluscos terrestres, como los caracoles Partula y Cerion. Multiples
mecanismos, incluyendo altos rangos de mutacion y seleccion relajada, se muestran como
la explicacion al incremento local de alelos privados. Por otro lado, Holland et al. (2017)
determind para las especies FEunicella verrucosa y Alcyonium digitatum que las
poblaciones aisladas normalmente contienen alelos raros, es decir que en estos sitios se
encuentra el mayor porcentaje de alelos privados, pero podrian reclutarse mas lentamente
y podrian ser aislados genéticamente, incrementando la vulnerabilidad y reduciendo la

resiliencia, por lo tanto, incrementando la necesidad de proteccion de estas poblaciones.
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En el caso de la heterocigocidad, los analisis de diversidad genética mostraron
niveles moderados (0.25-0.62), tanto para las especies explotadas (R. goodallii, R.
sulcatus), como para C. stokesii; se detectd una sutil diferencia entre la heterocigocidad
esperada con la observada, con valores més altos en la primera en todas las localidades,
a excepcion de Machalilla para C. stokesii (Tabla 16). Una He>Ho, podria indicar que
existen fuerzas externas como eventos climaticos o la sobrepesca de las canchalaguas que
estd provocando la eliminacién de las frecuencias bajas de alelos (Nei et al., 1975;
Caballero y Garcia-Dorado, 2013).

Tanto las dos especies comerciales de canchalaguas de Galapagos, como la
especie posiblemente no comercial del continente, no presentaron alguna estructura
poblacional, ya que las distancias genéticas entre localidades variaron entre 0.006 — 0.050
para R. goodallii, 0.032 - 0.057 para R. sulcatus y 0.045 —0.1489 para C. stokesii (Tablas
18,19 y 20). De igual forma, de acuerdo a los analisis de PcoA y de Structure, se mostro
una falta de estructura genética tanto en los anélisis por localidad como por impacto
humano (Figuras 1 — 6). Estos datos concuerdan con los obtenidos por Perez et al. (2016),
usando marcadores microsatélites en el caracol Bithynia tentaculata. La alta conectividad
de estas poblaciones podria ser explicada por su etapa larval, la cual, a pesar de no ser
muy duradera, como encontrd Lord (2011) para la canchalagua Cryptochiton stelleri, las
corrientes de los océanos arrastran todas las larvas trocéforas (nadan libremente y son
ciliadas) por todo el espacio, por lo que los factores biofisicos también cumplen un rol
importante en la conectividad entre las poblaciones. A pesar de esto, es todavia
importante estudiar a mas profundidad la duracién de la etapa larval R. goodallii, R.
sulcatus y C. stokesii y su interaccion con las corrientes.

En este estudio los eventos de endogamia se mostraron poco probables, dado que

menos de 1 — 2 individuos presento alta probabilidad de heredar alelos idénticos de
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ancestros relacionados, tanto en los analisis por localidad, como por impacto humano
(Figuras 7 — 9). Esto indica que tanto las poblaciones de canchalaguas de Galapagos (R.
goodallii y R. sulcatus) como la especie del continente (C. stokesii) tienen o se encuentran
muy cercanas a su tamafio ideal de poblacion; estos datos son similares a los obtenidos
por Moreira et al. (2011) en un estudio con seis marcadores microsatélites en el pulpo
Octopus vulgaris.

Los patrones de dispersion en las tres especies de canchalaguas se dan en la etapa
larval, la cual para Cryptochiton stelleri es reportada como una etapa muy corta, (5 dias
post-fertilizacion; Lord, 2011). Las redes de migracion de las tres especies de
canchalaguas muestran que existe una migracion relativamente alta para todas las
localidades. En R. goodallii se muestra un patron mucho mas evidente entre Tongo Reef
en San Cristobal a Playa de los Perros en Santa Cruz, de Playa de los Perros a Luz del
Dia en Floreana, de Rosa Blanca en San Cristobal a Luz del Dia (Fig. 10). En el caso de
R. sulcatus la migracion es mucho mas evidente entre las localidades de Rosa Blanca y
Tongo Reef las dos ubicadas en la isla San Cristobal (Figura 11). Mientras que para C.
stokesii la migracion es mucho mas evidente entre las localidades La Tifiosa en la
provincia de Manabi, ubicada latitudimentalmente en el centro de Ecuador continental, y
La Entrada en la provincia de Santa Elena (latitudimentalmente en el sur de la costa
ecuatoriana), y entre las localidades La Entrada y Estero del Platano en la provincia de
Esmeraldas, ubicada latitudimentalmente en el norte de Ecuador continental (Figura 12).
Los patrones de migracion de las tres especies de canchalaguas son interesantes de
evaluar, dado que la dispersion de estas especies ocurre mientras son larvas trocoforas, y
al analizar los patrones de migracion se evidencia que existe una alta conectividad

poblacional genéticamente hablando entre localidades ubicadas en diferentes islas (para
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las especies R. goodallii y R. sulcatus) y entre localidades geograficamente aisladas, en
el caso de C. stokesii.

Finalmente, con respecto al tamano de muestra por localidad, Caamafio para
Radsia goodallii presentd 19 individuos colectados, mientras que Radsia sulcatus no
presentd ningln individuo para la localidad mencionada anteriormente. Esto se produjo
ya que inicialmente diez individuos de la localidad de Caamafio en el momento de la
recoleccion de muestras fueron etiquetados como R. sulcatus, a pesar de esto, al verificar
los vouchers en el laboratorio, éstos eran mas parecidos a R. goodallii, por lo que se tomd
la decision de anadir estas muestras a R. goodallii, quedando con una muestra total para
la localidad de Caamafio de 19 individuos (Tabla 1). Sin embargo, la localidad de
Caamafio resulta interesante, ya que presenta mayor proporcion de alelos privados (Tabla
16), se aleja de las demads localidades en el PcoA (Figura 1), y presenta admixture en los
andlisis de estructura poblacional (Figura 4); interesantemente los mismos resultados se
obtuvieron excluyendo a los 10 individuos extra de la localidad de Caamafio (Brandt M,
datos no publicados). Aunque se necesitan estudios mas exhaustivos para determinar las
razones por las que las muestras de Caamafio arrojaron resultados tan diferentes al resto
de localidades, podria pensarse que el islote Caamafio esta aislado oceanograficamente
del resto dado el mayor porcentaje de alelos privados y por las razones expuestas en los
parrafos anteriores (Guiller et al., 1996; Holland et al., 201), o podria tratarse de
hibridacion de las dos especies en esta localidad, tal como Guiller et al. (1996) lo encontro

para los moluscos terrestres Partula 'y Cerion.

CONCLUSION
Al comparar a las especies explotadas (R. goodallii y R. sulcatus) con la especie

posiblemente no explotada (C. stokesii) los indices de diversidad genética reflejados en
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la heterocigosidad mostraron valores medios, siendo estos valores muy similares para las
tres especies. Al comparar con otras especies explotadas los valores medios de
heterocigosidad nos indican que los tres quitones no estan perdiendo su diversidad
genética, a pesar de esto es importante tomar en cuenta los valores de alelos privados, en
donde al presentar elevados valores para localidades cercanas estdn expresando un
posible aislamiento, siendo este mas evidente en la localidad de Caamano en la isla Santa
Cruz. Sin embargo, en los andlisis de migracion se presentd un flujo génico bastante
consistente entre localidades para cada uno de los quitones. Esta alta conectividad
explicada posiblemente por la dispersion larval de las especies, es probablemente la que
estd afectando de forma positiva a mantener la diversidad genética de las especies
explotadas. De igual forma, ninguna de las tres canchalaguas mostré una estructura
genética poblacional definida (a excepcidon de Caamaiio), la cual puede verse influenciada
por la alta conectividad de las especies, por lo que se podria sugerir que las especies
catalogadas como de bajo impacto humano estan rescatando a las especies catalogadas de
alto impacto humano, impidiendo de tal forma un aislamiento poblacional definido,

siendo esto crucial al tratarse de especies explotadas por el ser humano.
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Figura 10. Red de migracion organizada por localidad de R. goodallii, con un threshold

de 0.4. Rojo oscuro representa alta migracion. Caamaio (1), Luz del Dia (2), Montura
(3), Playa de los Perros (4), Rosa Blanca (5) y Tongo Reef (6).
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Figura 11. Red de migracion organizada por localidad de R. sulcatus, con un threshold
de 0.4. Rojo oscuro representa alta migracion. Luz del Dia (1), Playa de los Perros (2),
Rosa Blanca (3) y Tongo Reef (4).



Figura 12. Red de migracion organizada por localidad de Chiton stokesii, con un
threshold de 0.4. Rojo oscuro representa alta migracion. Estero del Platano (1), La
Entrada (2), Playa Escondida (3), La Tifiosa (4), Machalilla (5) y La Playita (6).
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