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Phylogeography of the purple snail Plicopurpura pansa along the Mexican
Pacific coast
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ABSTRACT. The purple snail Plicopurpura pansa is a common member of the rocky intertidal community of the Tropical Eastern Pacific. It
has a free-living larva that is dispersed by marine currents. We analyzed the demographic (historic), genetic, and phylogeographic structure of
P. pansa using a fragment of the cytochrome b gene (687 bp). Data were analyzed by analysis of molecular variance, nested clade analysis
(NCA), and a mismatch distribution analysis under the expanding population hypothesis. A total of 219 organisms were collected from 16
localities along the Mexican Pacific coast and one in Costa Rica. We obtained a total of 92 haplotypes. Genetic differences among Mexican
populations were low. The Clarion Island population was significantly different from 6 of the Mexican populations studied. This result was
attributed to the fact that Clarion is an oceanic island and the currents veer offshore most of the year. Haplotype network and mismatch
distribution analyses indicated that the Mexican populations are undergoing expansion. The NCA confirmed a contiguous range expansion of
haplotypes and this result may be related to the time that larvae spend in marine currents and to the effect of natural barriers, such as gyres, in
Central America and the Isthmus of Tehuantepec.

Key words: cytochrome b, haplotype diversity, nucleotide diversity, Muricidae, Plicopurpura pansa.

RESUMEN. El caracol parpura Plicopurpura pansa habita la zona intermareal a lo largo de la costa tropical del océano Pacifico. Tiene una
larva de vida libre que es dispersada por las corrientes marinas. En este trabajo se analizo la estructura filogeografica, genética y demografica
(historica) de P. pansa utilizando un fragmento del citocromo b (687 pb). Los datos se analizaron mediante el analisis de varianza molecular, el
analisis de clados anidados y una distribucién de diferencias pareadas (mismatch), considerando una hipétesis de especie en expansion. En total
se recolectaron 219 organismos de 16 localidades del Pacifico mexicano y una de Costa Rica. Obtuvimos 92 haplotipos. Las diferencias
genéticas entre las poblaciones mexicanas fueron bajas. La poblacion de isla Clarion difirio significativamente de 6 de las poblaciones
mexicanas estudiadas. Este resultado fue atribuido al hecho de que la isla Clarién es oceédnica y las corrientes que llevan a las larvas se desvian
de la costa. La red de haplotipos y los analisis de distribucion de diferencias pareadas indicaron que las poblaciones mexicanas estan en un
proceso de expansion. El analisis de clados anidados confirm6 una expansion contigua de los haplotipos. Este resultado puede estar relacionado
con el tiempo que pasan las larvas en las corrientes y con el efecto de las barreras naturales como giros en América Central y en el istmo de
Tehuantepec.

Palabras clave: citocromo b, diversidad haplotipica, diversidad nucleotidica, Muricidae, Plicopurpura pansa.

INTRODUCTION INTRODUCCION

Phylogeography examines the intraspecific lineage rela- La filogeografia analiza las relaciones entre los linajes
tionships throughout the species’ distribution area (Avise intraespecificos a lo largo de la distribucion de las especies
2000). Research in this area is highly valuable because it sup- (Avise 2000). Las investigaciones en esta area son importan-
ports studies on genetic differentiation of closely or distantly tes dado que apoyan los estudios sobre diferenciacion
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related populations (Wiley and Lieberman 2011). The phylo-
geographic structure in animals appears to be influenced by
two main factors: dispersion capacity and gamete dispersal.
For benthic invertebrates, larval dispersal seems to be the
main factor affecting gene flow and consequently isolation
between populations.

The movement of benthic invertebrate larvae is mainly
driven by marine currents (Kurihara 2007, Salas et al. 2010),
and gene flow is promoted when currents connect popula-
tions separated by hundreds of kilometers (Ospina-Guerrero
et al. 2008, Van den Broeck et al. 2008). Larval dispersal is
also influenced by the time larvae spend in open waters
(Paulay and Meyer 2006) or whether the organisms show
direct or larval development (Lee and Boulding 2009,
Sanchez et al. 2011). Habitat availability is another factor
that affects species distribution, since organisms will settle in
specific habitats along their distribution range (Kirkendale
and Meyer 2004, Elligson and Krug 2006, Crandall et al.
2008).

Phylogeographic studies have been based on the quantifi-
cation of haplotype and nucleotide diversity using mitochon-
drial DNA. The common markers in rocky intertidal
gastropod species are cytochrome € oxidase subunit [ (COI),
cytochrome b, or both (Lee and Boulding 2007, Crandall
et al. 2008, Van den Broeck et al. 2008, Haupt et al. 2013,
Espinoza et al. 2015, Nuiiez et al. 2015). Comparative studies
with cytochrome b showed nucleotide and haplotype varia-
tion in species with planktonic larvae and in those with direct
development (Table 1). Snail species from the same genus
but with different (larval or direct) types of development
pathways (Littorina spp.) showed higher haplotype and
nucleotide diversity in planktonic species. Nevertheless,
other comparative studies between east and west coast popu-
lations of Nucella lima and Siphonaria lessoni showed oppo-
site results in their haplotype and nucleotide diversity
depending on the region they inhabit (Cox et al. 2014, Nufiez
etal. 2015).

The purple snail Plicopurpura pansa (Gould 1853) is
a rocky intertidal gastropod from the Tropical Eastern
Pacific that spawns in the spring. It is distributed from Baja
California Sur, Mexico, to the north of Peru (Keen 1971).
The purple snail is an economically important species along
the western coast of Mexico since it is used to dye fibers by
local people in Oaxaca and Guerrero (Castillo-Rodriguez and
Amezcua-Linares 1992). Chavez and Michel (2006) pro-
posed that P. pansa larvae could be part of the plankton for
up to four months, from the egg stage to the time when the
first recruits are seen. The larvae of P. pansa have their own
type of movement by velum contractions, shifting from sur-
face to bottom currents.

In this study, we analyzed the genetic and phylogeo-
graphic structure of P. pansa and its historic demographic
events in the Tropical Eastern Pacific. Since P. pansa origi-
nated as a result of the rise of the Isthmus of Panama (Collins
et al. 1996), and since its larvae spend a long time in the

genética entre poblaciones distantes o cercanas (Wiley y
Lieberman 2011). La estructura filogeografica en animales
puede estar relacionada con dos factores: capacidad de dis-
persion y dispersion de gametos. En los invertebrados bento-
nicos, la dispersion de las larvas parece ser el factor principal
que afecta el flujo génico y, por consiguiente, el aislamiento
entre poblaciones.

Las corrientes marinas actiian como el principal dispersor
de larvas de invertebrados bentdnicos (Kurihara 2007, Salas
et al. 2010) y pueden conectar poblaciones separadas por
cientos de kilometros, lo cual promueve el flujo génico
(Ospina-Guerrero et al. 2008, Van den Broeck et al. 2008). La
dispersion de las larvas también es influenciada por el tiempo
que permanece la larva en el plancton (Paulay y Meyer
2006), asi como por el tipo de desarrollo que presentan los
organismos, ya sea directo o larvario (Lee y Boulding 2009,
Sanchez et al. 2011). La disponibilidad de habitat es otro
factor que define la distribucion de las especies, ya que los
organismos se establecen en habitats especificos a lo largo de
su distribucion (Kirkendale y Meyer 2004, Elligson y Krug
2006, Crandall et al. 2008).

Los estudios filogeograficos se han centrado en la cuanti-
ficacion de la diversidad haplotipica y nucleotidica con la
ayuda del ADN mitocondrial. Los marcadores mas comunes
usados para estudios de la filogeografia de gasteropodos de la
zona intermareal rocosa son el citocromo € oxidasa subuni-
dad T (COI), citocromo b 6 ambos (Lee y Boulding 2007,
Crandall et al. 2008, Van den Broeck et al. 2008, Haupt et al.
2013, Espinoza et al. 2015, Nuiez et al. 2015). Los estudios
comparativos en los cuales se ha utilizado el citocromo b
mostraron variacion tanto nucleotidica como haplotipica en
especies con larva planctonica y en especies con desarrollo
directo (Tabla 1). Las especies del mismo género y con
diferente forma de desarrollo (Littorina spp.) muestran una
diferencia marcada entre ellas, y la diversidad haplotipica y
nucleotidica es mayor en las especies de larva planctonica.
Sin embargo, en otros estudios comparativos entre Nucella
lima y Sphonaria lessoni se registraron resultados diferentes
con respecto a su diversidad haplotipica y nucleotidica,
dependiendo del sitio en donde se encontraban, ya sea en la
costa este u oeste (Cox et al. 2014, Nufiez et al. 2015).

El caracol purpura, Plicopurpura pansa (Gould 1853)
habita la zona intermareal rocosa del Pacifico Oriental
Tropical y se reproduce durante la primavera. Se distribuye
desde el sur de Baja California Sur, México, hasta el norte
del Perti (Keen 1971). El caracol purpura es una especie
econdémica-mente importante en la costa oeste de México, ya
que produce un tinte que es utilizado por los habitantes de
Oaxaca y Guerrero (Castillo-Rodriguez y Amezcua-Linares
1992). Chavez y Michel (2006) propusieron que las larvas de
P. pansa pueden estar presentes en el plancton por un periodo
de hasta cuatro meses, desde el momento en que los huevos
son puestos hasta que son vistos los primeros reclutas. Las
larvas de P. pansa presentan su propio tipo de movimiento
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plankton and are found in the continuous rocky intertidal
habitat of the Pacific coast, with only some gaps of sandy
beaches in northern Central America (Hurtado et al. 2007),
we expected to find ancestral haplotypes in the southern pop-
ulations and derived haplotypes in the northern populations
in its eastern Pacific distribution.

MATERIALS AND METHODS

A total of 219 organisms of P. pansa were collected in
2006 from 16 locations on the Pacific coast of Mexico and
one in Costa Rica (Fig. 1). Since P. pansa shares distribution
with Plicopurpura columellaris and there seems to be hybrid-
ization, we found some individuals with phonotypic charac-
ters of both species; however, only those that were pure
P. pansa were collected. Organisms were collected by hand.
A small part of the snail foot was sliced and preserved in 95%
ethanol for future genetic analyses.

DNA extraction was conducted using the phenol-
chloroform—alcohol method (Palumbi 1996) from a 200-mg
tissue sample. A 687-bp DNA fragment of the cytochrome b
gene was amplified using the primers 14,841 and 15,573
(Anderson et al. 1981). We did not use any other marker
because in earlier studies this marker showed enough resolu-
tion to identify the genetic and phylogeographic structure in
vertebrates and invertebrates (Nicolas et al. 2012, Yong et al.
2015; see Table 1). PCR amplification was performed in a
25-uL volume containing 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl,,
0.36 uM of each primer, 1x buffer (10x buffer contains
500 mM KCI and 100 mM tris HCI [pH 8.3]), 1 unit of Taq,
1x BSA, and 50 to 200 ng DNA template. Thermal cycling
conditions were the following: initial 1 min of DNA denatu-
ralization at 95 °C, followed by 35 cycles of 1 min at 95 °C,
1 min at 50 °C, and 1 min at 72 °C, and then a final extension
cycle of 5 min at 72 °C. PCR products were visualized using
electrophoresis through a 0.8% low-melting-point agarose
gel stained with ethidium bromide. PCR products were
cleaned using the QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN,
Valencia, CA, USA). Sequencing reaction was performed in
both directions using the ABI PRISM Big-Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) according to manufacturer recommendations.
Sequences were generated in both directions on an ABI
3100-Avant (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
automated DNA sequencer.

Sequence editing and alignment was performed with
Sequencher 4.7 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI).
For coding regions, alignments were refined by eye to trans-
lated sequences to confirm reading frame conservation and
checked for premature stop codons. Nucleotide diversity ()
and haplotype diversity (h) were estimated with Arlequin
3.11 (Excoffier et al. 2005). Genetic diversity distribution
among populations was quantified using analysis of molecu-
lar variance (AMOVA; Excoffier et al. 1992) and performed
by Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). We looked for

por medio de las contracciones del velo, y pueden moverse
de las corrientes superficiales a las corrientes submarinas.

En el presente estudio analizamos la estructura genética
y filogeografica de P. pansa y los eventos demograficos a lo
largo del Pacifico Oriental Tropical. Ya que P. pansa surge
como resultado del levantamiento del istmo de Panama
(Collins et al. 1996) y que las larvas permanecen mucho
tiempo en el plancton y habitan la zona intermareal rocosa
casi continua en la costa tropical del Pacifico, con excepcion
de algunas zonas arenosas en la parte norte de América
Central (Hurtado et al. 2007), esperamos encontrar haploti-
pos ancestrales en las poblaciones surefias y haplotipos deri-
vados en las poblaciones nortefias de su distribucion en el
Pacifico oriental.

MATERIALES Y METODOS

Recolectamos un total de 219 individuos de P. pansa
durante 2006 en 16 localidades en la costa mexicana del
Pacifico y una en Costa Rica (Fig. 1). Plicopurpura pansa
comparte distribucion con Plicopurpura columellaris y
parece haber hibridacion entre estas dos especies, ya que
hemos encontrado individuos con caracteristicas fenotipicas
de ambas especies; por lo tanto, recolectamos so6lo aquellos
especimenes que fueran P. pansa puros. Los organismos se
recolectaron a mano. Una porcion pequeila del pie fue
desprendida y preservada en etanol al 95% para su posterior
analisis en el laboratorio.

El ADN fue extraido de una muestra de tejido de
aproximadamente 200 mg mediante el protocolo de
fenol—cloroformo—alcohol (Palumbi 1996). Se amplificé un
fragmento de ADN de 687 pb del gen del citocromo b utili-
zando los iniciadores 14,841y 15,573 (Anderson et al. 1981).
No utilizamos otro marcador ya que en estudios anteriores
este marcador mostrd suficiente resolucion para identificar la
estructura genética y filogeografica de invertebrados y verte-
brados (Nicolas et al. 2012, Yong et al. 2015; ver Tabla 1). La
amplificacion por PCR se desarroll6 en un volumen de 25 pL
con 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 0.36 uM de cada
iniciador, amortiguador 1x (el amortiguador 10x contiene
500 mM KCly 100 mM tris HCI [pH 8.3]), 1 unidad de Taq,
BSA 1x y de 50 a 200 ng de ADN. Las condiciones del
termociclador fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial del ADN a 95 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos de
1 mina 95 °C, I mina 50 °Cy 1 min a 72 °C, y una extension
final de 5 min a 72 °C. Los productos de la PCR se visualiza-
ron por electroforesis en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con
bromuro de etidio. Los productos de la PCR se limpiaron con
el QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Valencia, CA,
EUA). Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en
ambas direcciones con el kit de secuenciacion ABI PRISM
Big-Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Las secuencias se generaron en ambas direcciones en un
secuenciador automatico ABI 3100-Avant (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, EUA).



Lopez-Chavez et al.: Phylogeography of the purple snail Plicopurpura pansa

30 1

251

201
3
o
=}
=
®
—

151

10 Pacific Ocean

O e s K
54 0 135 270 540 810 1080
110 100
Longitude (°W)

90

Figure 1. Sample sites and haplotype distribution among populations of Plicopurpura pansa. Private alleles are not shown.

Figura 1. Sitios de muestreo y distribucion de haplotipos de las poblaciones de Plicopurpura pansa. No se muestran los alelos privados.

1. Isla Claridn, 2. Pescadero, 3. Cabo San Lucas, 4 Mazatlan, 5. Isla Maria Madre, 6. Platanitos, 7. Tenacatita, 8. Faro de Bucerias, 9. San
Juan de Alima, 10. Peiiitas, 11. Barra de Potosi, 12. Playa Ventura, 13. Punta Maldonado, 14. Carrizalillo, 15. Puerto Angel, 16. Huatulco,

17. Costa Rica.

differences among populations with pairwise Fg; values
(taking into consideration each sampling site as a single
population) to see how haplotypes related to each other
among populations.

A haplotype network was constructed using maximum
parsimony and the median-joining algorithm with the soft-
ware Network (Bandelt et al. 1999). Fu’s Fg and Tajima’s D
tests were performed in order to detect population expansion
or constriction with Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). We
tested the fit of the observed and expected nucleotide site
pairwise difference distributions with the constant population
model in order to obtain an estimate of initial and final ® as
was calculated for T. Those parameters were necessary to get
the population growth-decline model implemented in
Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). Harpending’s ragged-
ness index was calculated to test for goodness of fit of the
data in the mismatch analysis.

We analyzed the demographic history of mtDNA
clades among the Mexican Pacific coast samples by nested

La edicién de las secuencias se llevd a cabo con el
programa de computacion Sequencher 4.7 (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, MI). Para la codificacion de regio-
nes, los alineamientos fueron ajustados visualmente y se tra-
dujeron las secuencias para confirmar que se conservara el
marco de lectura y verificar la ausencia de codones de termi-
nacion prematuros. La diversidad nucleotidica (n) y diversi-
dad haplotipica (h) fueron estimadas con el paquete Arlequin
3.11 (Excoffier et al. 2005). La distribucion de la diversidad
genética entre las poblaciones fue cuantificada utilizando un
analisis de varianza molecular (AMOVA; Excoffier et al.
1992) en Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). Buscamos
diferencias entre poblaciones con un analisis por pares de los
valores de Fq; (tomando a cada sitio de muestreo como una
poblacioén) para ver como se relacionaban los haplotipos
entre las poblaciones.

Construimos una red de haplotipos utilizando el método
de maxima parsimonia y el algoritmo de union por medianas
(median joining) del programa de computacion Network



Ciencias Marinas, Vol. 42, No. 1, 2016

clade analysis (NCA) using ANeCA (Panchal 2007), TCS
(Clement et al. 2000), and GeoDis (Posada et al. 2000). To
test for geographical barriers in the gene flow, we used
Monmonier’s algorithm implemented in BARRIER 2.2
(Manni et al. 2004), which includes the Delaunay triangula-
tion (Watson 1992, Brouns et al. 2003) that creates a connec-
tivity network among populations. All statistical analyses
were interpreted using oo = 0.05.

RESULTS

A 687-bp fragment of mitochondrial cytochrome b was
sequenced from each of the 216 individuals collected along
3,000 km of coastline from Pescadero, Baja California Sur, to
Huatulco, Oaxaca (Fig. 1), with an extra 3 samples from
Costa Rica. We found a total of 92 haplotypes (GenBank
accession numbers KF372880-KF372966 and KF372969-
KF372973). The percent average of C was 17.16%, T was
40.59%, A was 24.72%, and G was 17.52%. Variation of C,
T, A, and G content among populations was below 0.16%. In
the 687-bp fragment we recognized 98 polymorphic sites, of
which 46 were informative and 52 were singleton variable
sites. Without considering Costa Rica (h = 0.6) because of the
small sample size, haplotype diversity ranged from 0.87 to
0.98 and nucleotide diversity ranged from 0.002 to 0.06
(Table 2). Twenty-six haplotypes were shared with at least
one other population, and 66 were private.

The AMOVA showed that the overall ®g; result across
all samples was —0.004 (P = 0.6). When Fg; values were
examined among pairs of populations, the Clariéon Island
population was significantly different from 6 of the other 15
Mexican populations studied (Table 3)—the Costa Rica pop-
ulation was not considered here due to the small number of
samples. The haplotype network was constructed with TCS
since the one done with Network did not show significant dif-
ferences and we decided to leave the one obtained by NCA. It
exhibits two major star-like polytomies with two central high
frequency haplotypes (haplotypes P1, n =47, and P7, n =23;
Fig. 2). Fu’s Fg test for all sites showed negative and signifi-
cant results (Table 2), as we expected for populations that
have undergone recent demographic changes in ecological
times. The mismatch distribution analysis showed a uni-
modal representation for all populations (Fig. 3), fitting to the
sudden expansion model concordance with a raggedness
index (r =0.0128, P = 0.85).

Four levels were present in the mtDNA haplotype NCA
of P. pansa (Fig. 2). Of the 92 haplotypes, 38 were first step
clades, 16 second step clades, 7 third step clades, 3 fourth
step clades, and 1 fifth step clade (total haplotype network,
Fig. 2). Three of all the clades presented restricted gene flow
with isolation by distance; these were 1-11, 2-11, and 3-3.
The total haplotype network showed a contiguous range
expansion.

Our analyses conducted with BARRIER 2.2 showed
four barriers when Fg; and Gg; data were used. The results

(Bandelt et al. 1999). Se obtuvieron los valores de Fg de Fuy
D de Tajima para detectar expansion o contraccion poblacio-
nal con Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). Probamos el
ajuste de las diferencias en la distribucién entre pares de
nucledtidos con el modelo ‘constante poblacional’ para
obtener una ® inicial y final, asi como valores de T. Estos
parametros fueron necesarios para correr el modelo de
crecimiento-declive de la poblacion implementado en
Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005). Calculamos el indice de
irregularidad (raggedness) de Harpending para probar el
ajuste de los datos del analisis de diferencias pareadas.

Analizamos la historia demografica de los clados del
ADNmt entre las muestras del Pacifico mexicano con un
analisis de clados anidados (NCA por sus siglas en inglés)
con la ayuda de ANeCA (Panchal 2007), TCS (Clement et al.
2000) y GeoDis (Posada et al. 2000). Para probar las barreras
al flujo de genes, utilizamos el algoritmo de Monmonier
implementado en BARRIER 2.2 (Manni et al. 2004), el cual
incluye una triangulacion de Delaunay (Watson 1992, Brouns
et al. 2003) que crea una red de conexiones entre las pobla-
ciones. Todos los analisis estadisticos se interpretaron con un
a=0.05

RESULTADOS

Secuenciamos un fragmento de 687 pb del gen del
citocromo b de cada uno de los 216 individuos recolectados a
lo largo de 3,000 km de la linea de costa de México, desde
Pescadero, Baja California Sur, hasta Huatulco, Oaxaca
(Fig. 1), ademas de 3 muestras de Costa Rica. Encontramos
92 haplotipos (numeros de acceso del GenBank KF372880-
KF372966 y KF372969-KF372973). El promedio del por-
centaje para C fue 17.16%, para T fue 40.59%, para A fue
24.72% y para G fue 17.52%. La variacion del contenido de
C, T, A y G entre las poblaciones estuvo por debajo del
0.16%. Se obtuvieron 98 sitios polimoérficos, de los cuales 46
fueron informativos y 52 fueron portadores de mutaciones
unicas. Sin considerar las muestras de Costa Rica (h = 0.6),
debido a que eran pocas, la diversidad haplotipica estuvo
entre 0.87 y 0.98 y la diversidad nucleotidica varié entre
0.002 y 0.06 (Tabla 2). Veintiséis haplotipos se compartieron
en al menos un par de poblaciones, y 66 se observaron en una
sola poblacion.

El AMOVA mostré que el valor de @y para todas las
poblaciones fue de —0.004 (P = 0.6). Cuando se examinaron
los valores de Fgrentre pares de poblaciones, la poblacion de
isla Clarion difirié significativamente de 6 de las 15 pobla-
ciones (Tabla 3); Costa Rica no fue considerada en esta parte
del analisis debido al bajo nimero de muestras. La red de
haplotipos que se presenta es la que se construyo en TCS, ya
que la que obtuvimos con Network no presentd diferencias
significativas y decidimos dejar la que obtuvimos mediante el
NCA. La red muestra dos politomias principales con dos
haplotipos centrales con alta frecuencia (haplotipos PI1,
n=47,y P7, n = 23; Fig. 2). La Fg de Fu para todas las
muestras present6 un valor negativo y significativo (Tabla 2),



Lopez-Chavez et al.: Phylogeography of the purple snail Plicopurpura pansa

Table 2. Genetic diversity of Plicopurpura pansa along the Mexican Pacific coast: n = sample size, H = number of haplotypes per site,
h = haplotype diversity, = = nucleotide diversity, D = Tajima’s D, and Fg = Fu’s Fg.

Tabla 2. Diversidad genética de Plicopurpura pansa a lo largo de la costa del Pacifico mexicano: n = tamafio de muestra, H = numero de
haplotipos por sitio, h = diversidad haplotipica, 7 = diversidad nucleotidica, D = D de Tajima y Fg = Fg de Fu.

Region Population n H h T D Fg
North -1.7, P =0.003 -26.26,P =0.00
Cabo San Lucas 14 9 0.90 0.0037
Pescadero 15 9 0.90 0.0043
Isla Clarion 5 4 0.90 0.0026
Mazatlan 13 9 0.87 0.0043
Isla Maria Madre 7 6 0.95 0.0053
Platanitos 14 9 0.91 0.0051
Tenacatita 9 7 0.94 0.0044
Faro 13 11 0.97 0.0057
San Juan de Alima 16 14 0.98 0.0061
Total 106 47 0.92 0.005
South -2.32,P=0.00 -25.72,P=0.00
Peiiitas 15 12 0.97 0.0051
Barra de Potosi 17 14 0.96 0.0054
Punta Maldonado 19 17 0.98 0.0061
Playa Ventura 17 13 0.95 0.0055
Carrizalillo 15 13 0.98 0.0057
Puerto Angel 14 8 0.89 0.0044
Huatulco 13 12 0.95 0.005
Costa Rica 3 2 0.67 0.001
Total 115 64 0.95 0.006

obtained with Fg; and Gg; show differences in grouping
northern populations (from San Juan de Alima to Pescadero),
and both show one group for the southern populations
(Fig. 4).

DISCUSSION

Rocky intertidal gastropods show different patterns of
genetic diversity depending on the time larvae spend as
plankton (Crandall et al. 2008, Diaz-Ferguson et al. 2012,
Haupt et al. 2013) or if they are direct developers (Ayre et al.
2009, Cox et al. 2014). However, there tends to be
higher haplotype and nucleotide diversity in species that
have free-living larvae compared with those that have direct-
developing larvae (Table 1). Our data suggest that the studied
populations of P. pansa are undergoing expansion. We did
not find any phylogeographic or genetic structure among the
populations sampled. Overall results may be explained by a
recent genetic bottleneck event or by a founder effect (Grant
and Bowen 1998, Avise 2000).

There are reports of medium haplotype diversity (using
other markers) in other neogastropod species including
Mexacanthina lugubris (Fenberg et al. 2014), Megastraea
unduosa (Haupt et al. 2013), and Conus sanguinolentus
(Duda et al. 2012). Morula marginalba and Haustrum vinosa

como se espera para poblaciones que han pasado por cambios
demograficos recientes en tiempos ecoldgicos. El andlisis de
la distribucion de diferencias pareadas mostr6é una represen-
tacion unimodal para todas las poblaciones (Fig. 3), la cual se
ajustd al modelo de expansion de acuerdo con el indice de
irregularidad (r = 0.0128, P = 0.85).

El NCA para P. pansa mostr6 cuatro niveles presentes en
la red de haplotipos (Fig. 2). De los 92 haplotipos, 38 fueron
clados de primer nivel, 16 de segundo nivel, 7 de tercer nivel,
3 de cuarto nivel y 1 de quinto nivel. Tres de los clados pre-
sentaron flujo de genes restringido con aislamiento por dis-
tancia; éstos fueron 1-11, 2-11 y 3-3. La red de haplotipos en
general mostr6 expansion contigua.

El andlisis realizado con BARRIER 2.2 mostrd cuatro
posibles barreras con datos de Fg; y Ggr. Los resultados obte-
nidos con Fg; y Ggr presentaron una diferencia de agrupa-
miento en las poblaciones del norte (de San Juan de Alima a
Pescadero), y con ambos datos se forma un solo grupo en el
sur del area muestreada (Fig. 4).

DISCUSION

La distribucion de la diversidad genética de los gastero-
podos de la zona intermareal rocosa presenta diferentes
patrones dependiendo del tipo de desarrollo que tengan las
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Figure 2. Haplotype network and corresponding nested design from the cytochrome b gene haplotypes of Plicopurpura pansa. The numbers
“1-n”, “2-n”, “3-n”, and “4-n” are the numbers for the four different step clades.
Figura 2. Red de haplotipos y el correspondiente disefio anidado del citocromo b para los haplotipos de Plicopurpura pansa. Los numeros
“1-n”, “2-n”, “3-n" y “4-n” son los niimeros para las cuatro etapas de los clados.
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Figure 3. Mismatch distribution analysis according to a
population growth scenario for all populations.

Figura 3. Analisis de la distribucion de diferencias pareadas de
acuerdo con un escenario de crecimiento poblacional para todas
las poblaciones.

(Ayre et al. 2009) showed higher values of haplotype diver-
sity despite showing direct development.

One clue of genetic diversity trends in rocky intertidal
neogastropods can be elucidated from a study by Cox et al.
(2014) on the phylogeography of N. lima on the east and west
coasts of the northern Pacific Ocean. Western populations of
N. lima showed low haplotype and nucleotide diversity,
whereas eastern populations showed high haplotype and
nucleotide diversity. This species is a direct developer and is
not as highly affected by ocean currents as planktonic spe-
cies. The western and eastern N. lima populations were iso-
lated by the last glacial period and the eastern population
experienced a severe bottleneck. The P. pansa populations on
the Mexican Pacific coast seem to respond in a similar way to
the eastern N. lima populations due to the effect of gyres and
eddies that return the drifting larvae to the beaches where
they hatched.

A clear relationship between phylogeographic structure
and larval type (and duration) seems to be elusive; however,
the lack of genetic structure in our study area along the
Mexican Pacific coast may be directly related to ocean cur-
rents, which points toward the founder effect hypothesis.
Around Clarién Island, whose population differed from 6 of
all the Mexican populations studied, currents flow offshore
most of the year. Another example is the Tehuantepec Bowl,
which may keep all the sample sites along the Mexican
Pacific coast in contact since it extends northwards from
Oaxaca to Nayarit (Kessler 2006).

The presence of one of the two haplotypes found in Costa
Rica that is not found in Mexico might be a result of the pres-
ence of an eddie in the Gulf of Tehuantepec and another in
the Gulf of Papagayo in Costa Rica. This may prevent the
migration of larvae to the north and it may transport the
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especies, ya sea que presenten larvas planctonicas (Crandall
et al. 2008, Diaz-Ferguson et al. 2012, Haupt et al. 2013) o
larvas con desarrollo directo (Ayre et al. 2009, Cox et al.
2014). Sin embargo, hay cierta tendencia hacia una mayor
diversidad tanto nucleotidica como haplotipica en especies
que presentan larvas de vida libre comparadas con aquellas
que presentan larvas con desarrollo directo (Tabla 1).
Nuestros datos sugieren que las poblaciones de P. pansa
estudiadas estan en proceso de expansion. No encontramos
estructura genética ni filogeografica entre las poblaciones
muestreadas. Los resultados obtenidos se pueden explicar por
un evento de cuello de botella reciente o por un efecto funda-
dor (Grant y Bowen 1998, Avise 2000).

Existen reportes sobre otros neogasteropodos con diversi-
dad haplotipica media, los cuales incluyen a Mexacanthina
lugubris (Fenberg et al. 2014), Megastraea unduosa (Haupt
et al. 2013) y Conus sanguinolentus (Duda et al. 2012). Por
otro lado, Morula marginalba y Haustrum vinosa (Ayre et al.
2009) mostraron valores altos de diversidad haplotipica, a
pesar de que presentan desarrollo directo.

Una pista de las tendencias de la diversidad genética entre
los neogasteropodos de la zona intermareal rocosa se encuen-
tra en el estudio de Cox et al. (2014) sobre la filogeografia de
N. lima en las costas este y oeste del Pacifico Norte. Estos
autores encontraron que las poblaciones de N. lima del oeste
mostraron baja diversidad haplotipica y nucleotidica, pero las
poblaciones del este mostraron mayor diversidad haplotipica
y nucleotidica. Esta especie presenta un desarrollo directo y
no es afectada por las corrientes marinas tanto como las espe-
cies con larva planctonica. Las poblaciones estuvieron aisla-
das por el ultimo periodo glacial, el cual provoco un cuello de
botella en las poblaciones del este. Las poblaciones de
P. pansa en el Pacifico mexicano parecen responder de la
misma manera que las poblaciones de N. lima del este, pero
por el efecto de los giros y remolinos que desvian a las larvas
mar adentro y las regresan a sus playas de nacimiento.

No es clara la relacion entre la estructura filogeografica y
el tipo de larva (y su duracidén); sin embargo, la ausencia de
estructura genética en nuestra area de estudio, a lo largo del
Pacifico mexicano, puede estar relacionada con las corrientes
oceanicas, lo cual apunta hacia la hipotesis del efecto funda-
dor. Las corrientes fluyen hacia mar adentro la mayor parte
del afio alrededor de la isla Clarion, donde la poblacion pre-
sent6 diferencias con 6 de las poblaciones mexicanas estudia-
das. Otro ejemplo es la corriente que corre desde Oaxaca
hasta Nayarit y regresa a Oaxaca (Kessler 2006), que puede
mantener en contacto las poblaciones de esa parte de la costa
mexicana del Pacifico.

La presencia de uno de los dos haplotipos encontrados en
Costa Rica que no se encuentra en México puede ser el resul-
tado de la presencia de un remolino en el golfo de Tehuante-
pec y otro en el golfo de Papagayos en Costa Rica. Los
remolinos pueden prevenir la migracion de las larvas hacia el
norte y llevar las larvas hasta 1,000 km mar adentro (Trasvifia
et al. 1995, Filonov y Trasviiia 2000, Lopez-Calder6n et al.
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Figure 4. Delaunay triangulated connectivity network of the sample sites with Voronoi tessellations built with the BARRIER 2.2 software.
Bold lines represent the four probable barriers to gene flow (decreasing probability from I to IV) as detected with Monmonier’s maximum
difference algorithm from Fg; (a) and Ggy (b).

Figura 4. Red de conectividad por triangulacion de Delaunay para los sitios de muestreo con un teselado de Voronoi construida con
BARRIER 2.2. Las lineas gruesas representan las cuatro barreras probables en el flujo génico (la probabilidad decrece de I a IV) como fue
detectado con la maxima diferencia del algoritmo de Monmonier por medio de Fgy (a) y Ggr (b).

1. Isla Clarioén, 2. Pescadero, 3. Cabo San Lucas, 4 Mazatlan, 5. Isla Maria Madre, 6. Platanitos, 7. Tenacatita, 8. Faro de Bucerias, 9. San Juan
de Alima, 10. Peiiitas, 11. Barra de Potosi, 12. Playa Ventura, 13. Punta Maldonado, 14. Carrizalillo, 15. Puerto Angel, 16. Huatulco,
17. Costa Rica.
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larvae westward more than 1,000 km offshore (Trasvifia et al.
1995, Filonov and Trasvifla 2000, Lopez-Calderén et al.
2006). Eddies and gyres can act as barriers for the rest of the
populations by keeping larvae close to the hatching beach.
Furthermore, larvae would have to overcome the large sandy-
beach gap, about 1,200 km long, between El Salvador and
southern Oaxaca (Hurtado et al. 2007) to reach the closest
rocky shore in Huatulco, Oaxaca, a journey that could take
the larvae almost a year with an average current speed of
Ims™.

The distribution of P. pansa along Mexican shores appar-
ently occurred after the rise of the Isthmus of Panama (Barco
et al. 2010, Claremont et al. 2013). After the breakup of the
ocean, the change of currents promoted the movement of
tropical waters off Panama to northern waters (Coates 1997).
The presence of one haplotype in Costa Rica and in 6 popula-
tions from Mexico (Fig. 1) indicates a putative ancient haplo-
type spreading among Mexican populations. However, more
samples from Central America are needed to identify a haplo-
type succession from south to north. Nonetheless, the genetic
diversity of the Mexican P. pansa population studied was
driven by a founder effect or by a bottleneck process due to
barriers in Central America and the Isthmus of Tehuantepec.
The lack of structure between samples and the high haplotype
and nucleotide diversity could be related to the fact that long-
lived planktonic larvae of P. pansa are distributed by ocean
currents in Costa Rica and Tehuantepec.
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