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RESUMEN BIOGRAFICO

Haber crecido en San Javier vy visitar frecuentemente la costa de Constitucion, en la region del
Maule, claramente marcé mi interés por el mar, por lo que ingresé a la Carrera de Biologia
Marina de la Universidad de Valparaiso. Durante el desarrollo de la carrera, participé en
diferentes areas de investigacion marina, sin embargo, el avistar directamente “toninas” en el
Puerto Maguillines, Constitucion, e interactuar permanentemente con pescadores artesanales,
marcd mi inclinacién y desafio profesional. Posteriormente, concreté mi Tesis de Pregrado
relacionada con la identificacion morfoldgica y analisis espacio-temporal del delfin chileno,
participando en mis primeros congresos cientificos internacionales. Luego, con la finalidad de
perfeccionarme en la ejecucion de proyectos relacionados con mamiferos marinos participé
fuera de Chile, en proyectos dirigidos por investigadores reconocidos internacionalmente. Con lo
aprendido comenzd el desafio de poner en marcha en Chile, proyectos de investigacion en
mamiferos marinos, para lo que en conjunto con colegas de la U. de Valparaiso, creamos una
Corporacion sin fines de lucro (Eutropia), la cual dirijo hasta la actualidad. Mediante esta
institucion y en convenio con la U. de Valparaiso y U. Catdlica del Maule participé en diversos
proyectos cientificos, de educacion ambiental y turismo sustentable, asi como docente en temas
relacionados con ecologia de mamiferos marinos y programas educacionales nacionales
(Educacion de Talentos, en P.U. Catdlica y U. Catdlica de Valparaiso).

El afio 2008, ingresé al Doctorado de Ecologia y Biologia Evolutiva de esta Facultad con la
finalidad de perfeccionarme con estudios de postgrado, donde bajo la direccion y apoyo del Dr.
Elie Poulin y del Dr. Mauricio Canals, finalizo hoy con orgullo, lo que ha sido mi Tesis Doctoral.
Proceso que no exento de dificultades, ha permitido una serie de convenios a nivel nacional e
internacional, pasantias, asistencias a congresos, intercambio de ideas y pensamientos de
proyectos presentes y futuros, pero que por sobre todo me ha permitido interactuar con un
equipo de una gran calidad humana que se traduce en un importante crecimiento profesional y
por sobre todo personal.
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RESUMEN

El estudio de la variacidn geogréfica manifestada en distintos rasgos de los organismos ha sido
de particular interés en los campos de ecologia y evolucidn, principalmente por su importancia
en ilustrar divergencias adaptativas dentro de una especie. Esta variacién resulta paradojal en
especies que presentan una alta capacidad mdvil y habitan ambientes aparentemente
homogéneos como es el caso de ambientes marinos, donde las barreras geogréficas son menos
evidentes que en ambientes terrestres. Adicionalmente, variaciones climaticas asociadas a los
ciclos glaciales han influido en las variaciones geogréficas, patrones biogeograficos y de
distribucién actual de muchas especies, en particular en [as regiones polares y templadas frias.
El delfin caileno, Cephalorhynchus eutropia, se distribuye a lo largo de la costa de Chile,
abarcando dos ambientes biogeograficamente distintos: La zona norte (ZN; Valparaiso 33902'S-
Chiloé 42000°S), conformada principalmente por costa expuesta, bahias y estuarios y la zona sur
(ZS; Chiloé-Isla Navarino 55°00°S), compuesta principalmente por fiordos y canales que han
sido afectados reiterativamente por periodos glaciales. Mediante andlisis moleculares (ADN mt-
Dloop y microsatélites) y de morfometria craneal, el presente estudio da cuenta de la variacion
geografica latitudinal en los caracteres estudiados, asi como de la estructuracion y diversidad
genética del delffn chileno. Asi mismo, analiza la contribucion de los ciclos glaciales,
particularmente el Ultimo Méximo Glacial (UMG) sobre los patrones de distribucidn, estructura
poblacional y diversidad genética de la especie proponiendo un escenario demografico-histérico.
Se Identifican dos unidades genéticas poblacionales para la especle (ZN y ZS), las cuales
presentan indices de estructuracion poblacional altos y significativos, indicando que ambas
poblaciones tendrian en la actualidad un limitado o inexistente flujo génico. Similar patrén de

agrupaciones ZN y ZS se obtuvo en base a medidas cranecométricas, diferenciadas
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significativamente mediante variables funcionales relacionadas con el ancho parietal, largo del
rostro, altura de la cresta supraoccipital, ancho del premaxilar y presencia de fosas anexas al
canal éptico, lo que sugiere que la variacion geogréfica podria ser resultado de especializacion
tréfica y desarrollo de ecolocalizacion como consecuencia de adaptacion a los diferentes
ambientes. Adicionalmente, se encuentra un patrén craneométrico asociado a la Hipotesis de
Productividad de Rosenweig, obteniendo una relacion positiva entre medidas asociadas a
tamafio corporal con zonas identificadas como de alta productividad en la costa chilena.

En un andlisis a escala geografica mas reducida, la estructuracion poblacional a nivel
mitocondrial sugiere un significativo nivel de diferenciacion intra-poblacional (entre localidades
dentro de ZN y entre localidades dentro de ZS), lo que concuerda con el patron de ordenacion
de individuos por localidad obtenidos mediante los andlisis craneométricos y con los resultados
preliminares de aproximacién dietaria (isStopos estables), sugiriendo que no habria una
superposicion tréfica entre localidades. Lo anterior concuerda con [a conducta filopatrica y de
desplazamientos reducidos descritos a nivel de género.

Finalmente, [a sefial genética obtenida de ADN mt-Dloop da cuenta de una menor diversidad
haplotipica y nucloeotidica para la Zona Austral lo que, sumado a la genealogia haplotipica y al
ajuste de la distribucién de diferencias entre pares de secuencias sugiere una expansion
poblacional reciente para esta zona (11.000-16.000 afios). Lo anterior es consecuente con la
datacion de ciclos glaciales reportada para estas latitudes, particularmente durante el UMG. Se
propone que la distribucién actual del delfin chileno se ajusta al modelo biogeografico de
Expansién-Contraccién y que las poblaciones ubicadas al sur de su rango de distribucién se
habrian originadoe de manera posterior al retiro de los hielos, probablemente como resultado de
un proceso de recolonizacion postglactal proveniente de las poblaciones ubicadas al norte,
caracterizado por efectos fundadores y una répida expansidn poblacional. Esta investigacién
representa una importante contribucién al estudio de la variacion geogréfica y fa biogeografia

historica de los mamiferos marinos en el hemisferio sur y en particular de la dnica especie de

Xiii




cetdceo endémica de Chile, destacando la importancia y utilidad de integracion de herramientas

de estudio como lo son andlisis moleculares, morfométricos y de ecologia trofica.
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ABSTRACT

The study of the geographic variation of organism traits has been of particular interest in the
fields of ecology and evolution, partly because of its relevance in the adaptive divergence
process within species. This variation is paradoxical in species with a high mobile capacity,
within apparently homogeneous environments such as marine environments where geographic
barriers are less evident than in terrestrial environments. Additionally, climatic variations
associated with glacial cycles have influenced geographic variations, biogeographic patterns and
current distribution of many species, particularly in polar and cold temperate regions. The
Chilean dolphin, Cepfaforfiynchus eutropia, inhabit two different coastal areas: a northern area
with exposed coastlines, bays and estuaries from Valparaiso (33°02'S) to Chiloé {42°00°S; NZ)
and a southern area with highly fragmented inshore coastline, channels and fjords between
Chiloé and Navarino Island (55°00°S; SZ), which has been affected repetitively by glacial
periods. Using molecular analysis (mtDNA Dleop sequencing and microsatellite genotyping) and
cranial morphometry, this study reports latitudinal geographic variation, population structure
and genetic diversity of Chilean dolphin. It also analyzes the contribution of glacial cydes,
particularly the Last Glacial Maximum (LGM) on the distribution patterns, population structure
and genetic diversity of the species proposing a demographic-historical scenario.

Two genetic population units for the species (NZ and SZ) were identified. Genetic differentiation
between these two populations was high and significant for both microsatellite and mtDNA,
indicating little or no current gene flow. The same differentiation pattern (NZ and SZ) was
obtained based on craniometric measures, significantly differentiated by functional variables

related to the parietal width, rostrum length, supraoccipital crest height, premaxillary width and

ventral fosses. That geographic variation may result from trophic specialization and echolocation




process development due to adaptation to different environments. Additionally, a positive
relationship between proxies of body size measures and areas of high productivity along the
Chilean coast (Rosenweig Productivity Hypothesis) was found.

Considering a more restricted geographic scale, intra-population genetic differentiation was
found (between NZ localities and SZ localities), this is consistent with the craneometric
geographic variation by localities and also with the preliminary resuits of the dietary approach
(stable isotopes), suggesting that a trophic overlap between localities does not exist. These
results are consistent with the philopatric behavior and the reduced geographical movements
described for this genus.

Finally, the genetic signal from mtDNA Dloop shows lower values of both haplotype and
nucleotide diversity for the SZ. This together with the haplotype genealogy and mismatch
distribution suggests a recent population expansion for this area (11000-16000 years). This
informatian Is consistent with the dating of glacial cycles reported for these latitudes, particularly
during the LGM. It is proposed that the current distribution of Chilean dolphin fits the Expansion-
Contraction biogeographic model, and the southern population were originated from the
northern populations after the retreat of ice cover, probably as a postglacial recolonization
process, characterized by founder effects and populations growth. This research is an important
contribution to the study of geographical variation and historical biogeography of marine
mammals in the southern hemisphere, and in particular for the only endemic cetacean species
of Chile. The importance and usefulness of an integrative study (molecular, morphometric and

trophic ecology) is also highlighted.
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INTRODUCCION GENERAL

La mayoiria de los organismos varfan geogréficamente en morfologia, fisiologia, y
comportamiento (Schnell et al 1986), caracterizacidn genética, emision de sonidos, cargas
parasitarias, contaminantes y dieta (Perrin 2002, Santos et al 2004) entre otras caracteristicas,
siendo el analisis e identificacion de estos patrones de variacion, en conjunto con los patrones
de distribucién geogréfica, fundamental desde un punto de vista ecologico y evolutivo dada su
importancia en ilustrar divergencias adaptativas dentro de una especie (Schnell et &/ 1986,
Futuyma 1998). Esta variacion resulta paradojal en especies que presentan una alta capacidad
mavil y habitan ambientes aparentemente homogéneos como es el caso de ambientes marinos,
donde las barreras geograficas son menos evidentes que en ambientes terrestres (Engelhaupt et
al. 2009). Inclusive en zonas donde los quiebre hiogegraficos se encuentran historicamente
definidos limitando el rango de distribucion de diferentes taxa (Lomolino et @, 2010), algunas
especies cruzan estos limites geograficos no presentando sefial de diferenciacién poblacional
(como el gastrépodo Concholepas concholepas, Cardenas et al. 2009; el crustaceo Pleurocondes
monodon, Haye et al. 2010; y el cefaldpodo Dosidicus gigas, Ibafiez et al 2011). En contraste
otras (como Acanthina monodon, Sanchez et al, 2011; Lessonia nigrescens, Tellier ef af. 2009)
dependiendo de su capacidad de dispersion y persistencia a diferentes condiciones ambientales,
muestran fuerte estructuracion genética o a veces filogeografica asociada a la presencia de
quiebres biogeograficos (Dawson 2001). En este sentido, mientras que para algunas especies la
discontinuidad genética es considerada una consecuencia de flujo génico limitado relacionado
con patrones hidrogréficos, topogréficos y variables ambientales (Avise 1992, Ayre el a/, 2009),
para otras, los patrones biogeograficos no son predictores de diferenciacion poblacional,

encontrandose discordancia entre discontinuidad genética y Ifmites biogeograficos (Burton ef al.

1998).




Los cetdceos, mamiferos marinos altamente maviles, presentan distintos tipos de patrones de
distribucién geogréfica y de desplazamiento lo que se traduce en una compleja gama de
variaciones geograficas. Algunas especies se distribuyen alrededor de practicamente todos los
océanos (distribucién cosmopolita), como es el caso por ejemplo de de ballenas jorobadas,
Megaptera novaeangliae y ballenas azules, Balaenoptera musculus, entre otros (Berta et al.
2006, Leduc 2009). Otras presentan distribuciones restringidas a ciertos ambientes,
destacandose la distribucion circumpolar, como el caso del narval Monodon monoceros y la
beluga Delphinapterus leucas; la distribucion antitropical, como el género Lissodephis; o
endémica como las especies del género Cephalorhynchus (Berta et al. 2006, Leduc 2009). En
cuanto al rango de desplazamientos geograficos, algunas especies realizan largas migraciones,
generalmente entre dreas de reproduccion invernales en bajas latitudes y de alimentacion
estivales en altas latitudes, como es el caso de la ballena jorobada, Megaptera novaeangliae
(Kellogg 1929, Matthews 1937) mientras que otras, presentan rangos de movimientos
restringidos, como por ejemplo poblaciones locales de Twrsiops truncatus en Sudafrica (Ross

1977) o delfines de la familia Platanistidae, restringidos a sistemas riverefios (Hoelzel 1998).

En odontocetos se cuenta con un amplio registro de variacion geografica en distancias
relativamente cortas (Amano and Miyazaki 1992, Perrin and Brownell 1994, Perrin 2003,
Jefferson & Van Waerebeek 2004, Lazaro et &/ 2004). En cuanto a caracteres morfoldgicos, el
tamafio corporal, forma y tamafio de la aleta dorsal y patrén de coloracién tiende a variar
geogréficamente a nivel intra-especifico (Perrin 1984). Variacion geografica a nivel de caracteres
craneales generalmente se asocia a variacion en tamafio y nimero de dientes, longitud y ancho
de la regién rostral y orbital y tamaiio de la fosa temporal (Amano & Miyazaki 1992, Perrin 2002,

Perrin 2003, Molina-Schiller 2006). Dichas variaciones estarian asociadas probablemente a




especializaciones troficas y desarrollo de ecolocalizacion, respuestas evolutivas resultantes de las

caracteristicas del habitat y de la estructura social de la especie (Amaral 2009).

En cuanto a la variacién geografica y estructuracion poblacional, Pichler ef a/ {1998) mencionan
que como patrén general, poblaciones de cetdceos no presentarian diferenciacién genética a
escalas geograficas reducidas en ausencia de barreras geogréaficas. Sin embargo, el patrén y el
grado de diferenciacion genética entre poblaciones no es predecible en base a los patrones
geograficos de distribucion de las especies, dependiendo de una compleja interaccion entre
historia de vida y habitats (Hoezel 2009). Algunas especies no presentan diferenciacion genética
poblacional como es el caso de Stenella coerufoealba en la costa Mediterranea (Garcia Martinez
et al. 1995), Stenella longirostris en el Pacifico tropical o el cachalote, Physeter macrocephalus,
entre diferentes oceanos (Lyrholm ef al 1999). En cambio otras, si presentan esta
diferenciacion como es el caso de poblaciones de ballenas jorobadas entre el Pacifico y el
Atlantico (Baker ef af. 1994) o, por ejemplo, poblaciones de Cephalorhynchus commersonii de la
costa Argentina y del archipiélago de Kerguelen en el sur del Océano Indico, las cuales han sido
determinadas taxondmicamente como subespecies (Robineau ef a/ 2007). En este mismo
género, y a una escala geografica menor, diferenciacién morfoldgica y molecular ha sido
reportada para la especie endémica de Nueza Zelanda Cephalorfivnchus hectori (Pichler el al
1998, Pichler y Baker 2000, Baker et a/ 2002), proponiéndose al igual que su congener C
commersonil, dos subespecies (C hectori hectori para la Isla del Norte y C hectori maus, para la
isla del Sur, Baker et al 2002). De la misma manera, diferenciacidén en odontocetos ha sido
encontrada en poblaciones parapatricas y en mayor medida en poblaciones simpétricas. Lo
anterior es posible, entre otras causas, cuando poblaciones separadas alopatricamente, se
conectan nuevamente, o producto de eleccidn de apareamiento diferencial en simpatria (Hoezel
et al, 2009). Ejemplos de poblaciones parapatricas en odontocetos son escasas, siendo citadas

para delfines costeros y ocednicos del género Tursiops (Hoelzel et al. 1998b) y del género Kogia




(Chivers et al 2005). En poblaciones simpatricas, la estructura social y especializacion por
recursos (habitat o seleccién de presa) ha sido un mecanismo de diferenciacion poblacional
(Hoelzel 1998, Whitehead 1998), lo que se ve claramente ilustrado en el caso de la orca,
Orcinus orca, estructurada socialmente en grupos o “pods” definidos y estables. Estos grupos
se caracterizan por presentar especializacion trofica, alimenténdose diferencialmente de peces
o de mamiferos marinos; por ser transelintes o residentes a un lugar o y por estar

genéticamente diferenciados (Hoelzel and Dover 1991, Hoelzel ef a/, 1988a, Parson et al. 2013).

Por otra parte, eventos climaticos histdricos como fluctuaciones en el nivel del mar o la
ocurrencia de ciclos glaciales influirian en el patrdn de distribucion y variacion geografica actual
de los organismos (O’ Corry-Crowe et al 1997, Avise & Walker 1998, Conroy & Cook 2000,
Masini & Sala 2007) y reconstrucciones demograficas basadas en informacion molecular han
demostrado que estas fluctuaciones se relacionan con episodios de expansidn-contraccion
poblacional (Marko ef al 2010, Provan y Benett 2008, Lessa ef a/ 2003, Maggs et al. 2008).
Maodelos de genética tradicional de refugios glaciales y rutas de recolonizacion consideran como
prediccidn, una baja diversidad genética en areas cubiertas por el hielo, con un bajo nlmero de
haplotipos dominantes, y mayor diversidad en refugios glaciales (Hewitt 2000, Provan & Benett
2008, Maggs ef a/, 2008). Los ciclos glaciales del Pleistoceno, datados dentro de los Ultimos dos
millones de afios, son reconocidos como los eventos histéricos mas significativos ocurridos
durante el Gltimo tiempo evolutivo de muchas especies, principalmente en las zonas templadas y
polares (Hewitt 1996, 1999). Precisamente, la distribucion de muchas de estas especies estd
relacionada con el (ltimo evento glacial y con la transicion hacia el periodo interglacial actual
(Avise et al 1998). Desde una aproximacién temporal, las fluctuaciones climaticas recientes,
correspondientes al Pleistoceno tardio, se relacionan con variaciones poblacionales a nivel intra-
especifico (Avise & Walker 1998), y sus efectos en patrones filogeograficos y variabilidad

poblacional han sido evaluados en diferentes taxa (Avise ef a/ 1998). Para el Orden Cetacea,




variaciones climaticas y oceanograficas han contribuido sustancialmente al patrén de
distribucidn actual, variacion geografica y estructuracion poblacional de algunas especies (LeDuc
2002). Expansiones poblacionales, variacidn en los rangos de distribucion y diversidad genética
posterior a eventos glaciales pleistocénicos han sido reportado para Delphinapterus feucas, en el
Neartico occidental, (O'Corry-Crowe et al 1997), Lagenorhynchus albirostris, en el Atlantico
Norte, (Banguera-Hinestroza et al. 2010) y Eschrichtius robustus en el Padfico del Norte

(Pyneson ef al. 2011).

Dentro de los eventos glaciales ocurridos en Sudamérica, durante el Pleistoceno temprano (1,2
Ma) ocurre la Gran Glaciacién patagonica, con el posterior desarrollo de 14 a 16 épocas
geoclimaticas frias intercaladas de sus correspondientes equivalentes calidos. Posteriormente,
durante el Pleistoceno medio-tardio, destaca la Ultima Gran Glaciacién (UGG) que alcanzé su
maximo hace 25.000 afios con el Ultimo Maximo Glacial (UMG), el cual finaliza hace 16.000 afios
(Pleistoceno tardio). Finalmente tuvieron lugar dos nuevos re-avances glaciares hace 15.000-
10.000 afios (Tardiglacial; Rabassa ef a/. 2005). Estos eventos produjeron cambios climaticos
que influyeron en los ecosistemas tanto marinos como terrestres durante los ultimos 5 millones
de afios. Variaciones en el nivel del mar de hasta 100-140 metros, v de al menos 5-6°C de
temperatura superficial del mar se estiman durante los ciclos glaciales-interglaciales (Rabassa et
al. 2005). Geograficamente, la capa de hielo durante las glaciaciones del Pleistoceno se
extenderia hasta profundidades del Océano Pacifico por el rango de expansién Oeste,
sumergiéndose por el costado occidental de la isla de Chiloé al sur de los 43°S, la zona de
fiordos y cgnales al sur de Chiloé se encontraba cubierta por una extensa capa de hielo durante
el UMG que se extendia hasta el borde de la plataforma continental (Hulton ef al 2002),
mientras que por el costado oriental de Sudamérica, actual plataforma submarina Atléntica,
alcanzarian solo hasta el rio Gallegos {51°S) (Figura 1; Rabassa & Clapertton 1990; Rabassa &

Cornato 2009). Dentro de este contexto, organismos que presentaran una distribucidn continua




a lo largo del extremo sur de Sudamérica potencialmente presentarian modificaciones de
patrones biogeograficos producto de las glaciaciones (Collin & Mantenon 2002). Por tanto, el
conocer la influencia de las glaciaciones de Sudamérica en el proceso de divergencia de
especies, asi como también en la variacién geogréfica de éstas, ayuda a reconstruir su historia

filogeografica junto con explicar su patron de distribucion actual.
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Figura 1. Limites de la Masa de Hielo durante el

Pacifico (Modificado de Hulton 2002).




Modelo de Estudio

El género Cephalorhynchus corresponde a un género de delfines del Hemisferio Sur, de pequefio
tamafio, costercs, y de distribucion restringida. Esta compuesto por cuatro especies: (1) delfin
de Héctor, Cephalorfiynchus hectori, en Nueva Zelanda; (2) delfin de Heaviside, C fAeavisidii, en
la costa oeste de Sudafrica y Namibia; (3) delfin de Commerson, C. commersonii, en el Estrecho
de Magallanes, Argentina e Islas Kerguelen y (4) delfin chileno, C. eutropia, en las costas de
Chile (Dawson 2002). La amplia pero discontinua distribucion del género podria reflejar una
restriccion a habitats de zonas templada-frias del Hemisferio Sur. Analisis filogenéticos basados
en ADN mitocondrial indican que las cuatro especies del género formarian un grupo
monofilético, proponiendo que el género se habria originado al sur de Africa (C. heavisidiy),
posteriormente y producto de la Corriente de Deriva del Oeste habrian llegado a Nueva Zelanda
(C. hectori). Un efecto fundador posterior originaria la poblacién que colonizd Sudamérica, la
cual producto de las glaciaciones de Tierra del Fuego habria dado origen a Ceutropiay C
commersonni, Mas recientemente (10.000 afios) una poblacidn de C commersonii habria

fundado la poblacién de las Islas Kerguelen (Figura 2, Pichler ef a/. 2001).

Figura 2. Hipétesis de origen y
dispersién del género
Cephalorhynchus
(extraido de Pichler et af 2001).




El delfin chileno, Cephalorhynchus eutropia, es la dnica especie de cetdceo endémica de nuestro
pais (Yafiez 1948, Figura 3) y uno de los odontocetos menos conocido a nivel mundial (Goodall
ef al. 1988). Se distribuye a lo largo de la costa central y sur de Chile, desde Concén (32956°S) a
Isla Navarino (55914' S) (Goodall 1994a, Aguayo-Lobo et al 1998), siendo caracterizada como
una especie costera, de aguas poco profundas, al igual que sus congéneres (Dawson 2002).
Habita en dos &reas geograficamente distintas: la costa abierta, bahias y estuarios desde
Valparaiso (33°02'S) a Chiloé (42°00’S) y canales y fiordos entre Chiloé y la Isla Navarino
(Goodall et af 1994), quiebre geografico concordante con el limite glacial norte registrado
durante el Ultimo Méximio Glacial (Rabassa & Cornato 2009, Figura 1) y con dos de las regiones
biogeograficas descritas para el ecosistema marino de sistemas pelagicos (1) regién centro-sur
de surgencia (300- 429) y (2) la regidn austral de fiordos (44°-55°S) (Escribano ef al 2003).
Estas regiones muestran diferencias oceanograficas, topogréaficas y de composicion bioldgica,
siendo los 42°S, el limite de distribucion de diferentes taxa (Camus 2001). En el area de
distribucién norte (Valparaiso-Chiloé), la especie muestra una marcada preferencia por zonas
estuarinas (Goodall ef a/ 1988b, Capella et a/ 1999, Pérez-Alvarez et al. 2007), factor gue
potencialmente condicionaria su distribucién. El tamafio grupal de la especie y la respuesta
conductual a la presencia de embarcaciones podria variar geograficamente {(Goodall et al.
1988b) relacionandose probablemente con la utilizacidn de esta especie como carnada en la
pesqueria de centolla en el drea sur de su distribucién (Goodall ef a/ 1988a; Lescrauwaet &
Gibbons 1994; Aguayo-Lobo 1999; Dawson 2002). En este sentido, Pérez-Alvarez ef al. (2007)
reportan una mayor frecuencia de avistamientos de la especie en el area con influencia de la
desembocadura del rio Maule, ademas de sugerir de manera preliminar, diferencias en tamafios
grupales y respuestas conductuales frente a la presencia de embarcaciones en relacion a las
observadas en el area de distribucion sur {Chiloé - Isla Navarino; Goodall 1988b, 1994a; Dawson
2002; Ribeiro ef & 2005). La escasa informacidn existente para la especie junto a la

intervencion antrépica histérica y actual a las que ha sido sometida principalmente con




actividades pesqueras, explican su categoria de conservacion “Near Threatened” (NT, IUCN
2009). En relacién al rango de hogar y distancias geograficas de desplazamiento, individuos de
las distintas especies del género Cephalorfiynchus serian residentes a un area geogréfica local,
no existiendo evidencia de migraciones a grandes escalas (Dawson 2002). Para C. hectori
conductas altamente filopatricas (Dawson & Slooten 1993) y rangos de desplazamiento maximo
de 30 km han sido descritos (Dawson 2002), similar al rango de desplazamiento de
aproximadamente 45 km, descrito por Heinrich (2006) para C eutropia. Estructuracidn
poblacional y variaciones geograficas poblacionales a nivel molecular y morfolégico han sido
descritas para C. hectori (Pichler ef al. 1998, Pichler y Baker 2000, Baker ef a/ 2002) y C
commersonii (Robineau et al 2007), proponiéndose para ambas especies, la categorfa
taxondmica de subespecie (Baker et al. 2002, Robineau 2007). Para C. eutropia, un estudio
molecular en base a ADN mitocondrial extraido de dientes enfocado a resolver la determinacion
taxondmica de clertos individuos (Pichler et al. 2001) y otro para evaluar la relacion filogenética
a nivel de genero (Pichler et a/ 2001) han sido realizados; y medidas craneales de algunos
ejemplares han sido reportadas con una finalidad descriptiva (Goodall et a/. 1998, Oporto ef al.
1998), sin embargo, hasta la actualidad no se ha desarrollado un estudio enfocado en la

estructuracion y diferenciacion poblacional de la especie considerando un gradiente latitudinal.

El presente estudio da cuenta de la variacidn geografica latitudinal en caracteres morfoldgicos y
moleculares de Cephalorhynchus eutropia, asi como de la estructuracidn genética de [a especie
a lo largo de su distribucion. Ademas analiza la contribucién de los ciclos glaciales,
particularmente el Ultimo Méximo Glacial sobre los patrones de distribucion, estructura

poblacional y diversidad genética de la especie.




Figura 3. Delfin chileno, Cephalorhynchus eutropia. Fotografias: R Moraga Z, M] Pérez-
Alvarez, Centro de Investigacion EUTROPIA.
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HIPOTESIS DE TRABAJO
Hipdtesis 1

Cephalorhynchus eutropia, especie caracterizada por desplazamientos geograficos reducidos y
ambito de hogar restringido, presentaria variacion geografica poblacional a lo largo de su

distribucion.
Predicciones:

-Se encontrard diferenciacién genética poblacional para Ceutropia a lo largo de su rango de

distribucién

- Se encontrara variacion geografica latitudinal en morfometria craneal de C eutropia

Hipétesis 2

Las poblaciones de Cephalorhynchus eutropia presentes en el area sur (Chiloé-Isla Navarino) de
su distribucién, se habrian originado por efectos fundadores a partir de poblaciones del area
norte, expandiendo la especie su rango geografico de distribucion mediante una recolonizacion

post-glacial
Predicciones:

- Se encontrard mayor diversidad genética en las poblaciones de C eutropia presentes en el &rea

de distribucién norte (Valparaiso-Chilog), area no afectada por la expansion glacial

- Se encontrara sefial genética de expansion poblacional en el area de distribucion sur {Chiloé-

Isla Navarino), area afectada por la expansion glacial
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

La presente propuesta tiene por objeto (1) evaluar la variacién geografica a nivel morfoldgico y
molecular y la estructuracion genética de la especie a lo largo de su rango de distribucion y (2)
entender la contribucidn de los ciclos glaciales ocurridos durante el Pleistoceno en el patron de

distribucién actual de Cephalorfiynchus ettropia
Objetivos Especificos

- Analizar la estructuracion genética poblacional que presenta C.eutropia a lo largo de su

distribucion

- Comparar los indices de diversidad y diferenciacion genética entre las poblaciones de C

eutropia a lo largo de su distribucion
- Evaluar la variacién geogréfica latitudinal en morfometria craneal de C eutropia

- Evaluar la correspondencia entre variables morfométricas craneales de C eutropia y variables

ambientales y geograficas a lo largo de su distribucion

- Evaluar si la presencia de un quiebre biogeografico (Regiones Intermedia/Surgencias y de
Fiordos Australes) influye en la estructuracion poblacional y conectividad de la especie

- Proponer un escenario historico-demografico que explique el patrén de distribucion actual,

estructura poblacional y diversidad genética de C. eutropia
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ABSTRACT

In the marine environment, pelagic species that have high dispersal capabilities represent a
serious challenge to the understanding of genetic differentiation and speciation processes. The
Chilean dolphin Cephalorhynchus eutropia is the only endemic cetacean of Chile and is found in
two different coastal habitats: a northern habitat with exposed coastlines, bays and estuaries
from Valparaiso (33°02'S) to Chiloé (42900'S), and a southern habitat with highly fragmented
inshore coastline, channels and fjords between Chiloé and Navarino Island (55°00°S). With the
aim of evaluating the genetic diversity and population structure of the Chilean dolphin along its
entire range, we genotyped 21 dinucleotide microsatellites and sequenced 663 bp of the mtDNA
control region for up to 64 skin samples and teeth. Bayesian clustering and spatial model
analyses Identified two genetically distinct populations (North and South) corresponding to the
northern and southern habitats. Genetic differentiation between these two populations was high
and significant for both microsatellite and mtDNA (Fsr= 0.15 and Rgr= 0.19; and Fs;= 0.19 and
Osr= 0.39 respectively), indicating little or no current gene flow. Because of the absence of
evident geographical barriers between the northern and southern populations, we propose that
genetic differentiation may reflect ecological adaptation to the different habitat conditions and
resource uses, Finally, our results identified two genetic populations that need to be considered

as different conservation units with independent management strategies.
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Introduction

The marine environment provides an opportunity to examine population structure and speciation
processes in species with high dispersal capabilities and often no obvious barriers to gene flow
(Palumbi 1992, Fontaine ef al. 2007). In cetacean populations, the lack of geographical barriers
do not necessarily result in large panmictic populations (Hoelzel ef af. 2002, Rosel et 4, 2009)
and may generate a genetic diversity structure difficult to interpret from an intuitive assessment
of geography (Hoelzel 1998b). Instead, a combination of complex behavioral specializations for
local resources, social structure and in some cases historical environmental changes have been
associated with the population structure pattern of these species (Hoelzel 1998a, Hoelzel et a/.
2002, Natoli et a/. 2004, Moller ef al. 2011, Rosel et al. 2009). Dolphin populations found in
coastal habitats often show a population structure pattern (Hoelzel 2009). For bottlenose
dolphins, Tursiops truncatus, distributed across the contiguous range from the Black Sea to
eastern North Atlantic Scotland, a population structure that coincided with transitions between
habitat regions has been reported (Natoli et a/ 2005); a similar pattern of population structure
was described for this species in coastal habitats of the eastern Gulf of Mexico (Sellas et af
2005). Although for most of its range in the eastern North Atlantic the harbor porpoise,
Phocoena phocoena, presents a continuous population with significant isolation by distance,
strong barriers to gene flow were detected in the south-eastern part of the north Atlantic range

that coincided with profound changes in environmental characteristics (Fontaine et a/. 2007).

The genus Cephalorhynchus is distributed in inshore waters of the Southern Hemisphere (Pichler
et al. 2001); these dolphins are small and appear to be depth limited in habitat preference
(Collet & Robineau 1988; Slooten & Lad 1991). A common ancestor from South African waters
has been suggested for Cephalorhynchus dolphins, and following the West Wind Drift, these
dolphins would have colonized New Zealand and then southern South America (Pichler et af,

2001).
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Two of the Cephalorfiynchus species have shown genetically isclated and structured populations
(Dawson 2002). For the Hector dolphin, an endemic species of New Zealand, four populations
were defined by genetic analysis (North Island, western, eastern and southern coasts of the
South Island; Pichler ef af 2001); and two subspecies were recognized; C. hectori maui for the
North Island population and C hectori hectori for the South Island populations (Baker et al
2002). Recently, the division into two subspecies was further supported by a larger sample of
mtDNA and an extensive survey of microsatellites; and differentiation for two South Coast
populations of C. Aectori hectori (Hamner ef a/. 2012) was added to the previously described
differentiation between the western, eastern and southern coast populations (Pichler ef af, 1998,
Pichler and Baker 2000, Pichler 2001). In Commerson ‘s dolphin two subspecies have also been
described, C ¢ commersonii, found in shallow waters of the southeastern coast of South
America, including the central and eastern Strait of Magellan and waters around the Falkland
Islands (Goodall ef af 1988a, Goodall 1994b) and C. ¢ kerguelensis, located in the Kerguelen
Islands in the southern Indian Ocean (Robineau ef a/. 2007). Genetic differentiation of mtDNA in
C. ¢. commersonii showed differences among areas within Tierra del Fuego (Pimper ef a/. 2010)
and along the southern Argentina coastline (Cipriano ef a/ 2011). In contrast, for
Cephalorhynchus heavisidii, endemic to coastal waters of the western coast of South Africa and
Namibia, no genetic evidence could be found to suggest maternal substructure based on mtbNA
analysis along almost 1000 nmi of the South African/Namibian coast (van Vuuren ef al 2002).
Finally, for Cephalorhynchus eutropia, no genetic diversity or population structure study has
been undertaken for this species.”

The Chilean dolphin Cephalorfiynchus eutropia is the only endemic cetacean species of Chile

(Yafiez 1948); it inhabits two different but contiguous coastal habitats: a northern habitat with

exposed coastlines, bays and estuaries from Valparaiso (33902'S) to Chiloé (42°00'S), and a




southern habitat with highly fragmented inshore coastline, channels and fjords between Chiloé
and Navarino Island (55°14'S; Goodall 1994a, Ribeiro ef af 2005). Most of the sightings of the
Chilean dolphin have been recorded near the shore in shallow waters, and occasionally in
estuaries and rivers (Goodall ef a/. 1988b). An gstuarine-inﬂuenced habitat preference has been
suggested for the species in the central coast of Chile (Pérez-Alvarez et al 2007). In the
southern distribution area, sightings of the species in the channels and fjords seem to be rare;
thus local populations are likely to be very small (Dawson 2009). However, no abundance
estimation has been obtained for this species. In order to assess the genetic structure of Chilean
dolphin along its continuous distribution range, this study provides information about the genetic

diversity and population structure of Cepfalorfiynchus eutropia and identifies genetic units of

the species along its distribution range based on mtDNA and microsatellite analysis.




Material and methods
A total of 66 tissue samples were collected at 8 localities along the Chilean coast between

35020’S; 72025'W and 52° 40'S; 72° 30 W (Figure 1). Samples were obtained from adult free-
ranging dolphins using techniques such as skin swabbing (N=10, Harlin ef a/. 1999), biopsy
darting (N=41; Krutzen et a/. 2002) and also from dead animals (N=15). Samples were stored in

90% ethanol and DNA extraction followed the salt extraction method (Aljanabi and Martinez

1997).
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Figure 1. Sampled areas of Chilean dolphin Cephalorhynchus eutropia along the Chilean
coast. Circles correspond from north to south to: San Antonio, Constitucion, Concepcion,
Maullin, Aysén, Bernardo O "Higgings, Puerto Natales and Punta Arenas.
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Genotyping

4

Fifty-five samples were genotyped at 22 dinucleotide microsatellite loci: Evi, EV14, EV37, EV94,
EV104 (Valsecchi and Amos 1996); KWM12 (Hoelzel et a/, 1998b); MK5, MK6 {Krutzen et af,
2001); PPH110, PPH130, PPH137, PPH142 (Rosel et af. 1999); GT023, GT21 1, Gt575 (Berubé ef
al. 2000); TtruGT51, TtruGT142 (Caldwell ef a/. 2002); Sguid3, Sgui0s, Sguil7 (Buchanan et &/,

1996) and TexVet5 (Rooney et af, 1999).

Amplification reactions contained 25-50 ng DNA, 10x PCR buffer, 2l MgCl,, 1pl of each primer,
1.25p1  deoxynucleoside triphosphate (dNTP) and 0.5p Platinum Taq DNA polymerase
(Invitrogen Life Technologies). The thermal cycler profile consisted of a preliminary denaturing
period of 3 min at 94 °C followed by 30 cycles of denaturation for 30 s at 94 °C, primer
annealing for 30 s at 50 °C and polymerase extension for 30 s at 72 °C, The final extension
period was for 10min at 72 9C. Following amplification and genotyping, allele peaks were
visually verified using GENEMAKER (Softgenetics 2010). To minimize genotyping error each
amplification and size run included a negative control to detect contamination and at least 2

internal control samples to ensure comparable allele sizing across all runs.
Microsatellite analyses

The dataset was initially checked for genotyping or scoring errors caused by null alleles,
stuttering and short allele dominance using MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Qosterhout et al.
2004). Re-sampled individuals were verified by comparing genotypes in CERVUS 3.0 (Kalinowski
et al. 2007) and PEDIGREE 2.0 (Butler et a/ 2004). Sex and miDNA haplotypes were also

compared.

To infer population structure the Bayesian clustering method implemented in STRUCTURE 2.3.1
(Pritchard et al. 2007) was used. Setting included the admixture model with correlated allele

frequencies, without specifying sampling locations. The model was run with the likely number of
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clusters (K) set to values from 1 to 9 using a burn-in period of 100 000 iterations followed by
500 000 Markov chain Monte Carlo (MCMC) iterations. Five independent runs were conducted
for each value of K to check for convergence of results. The number of clusters or populations
(K) was inferred from the posterior probability distribution Pr (K/X) calculated from the posterior
probability of the data Log Pr (X/k). Additionally, in order to corroborate and visualize the
number of populations identified, the EVANNO method was implemented in the STRUCTURE
HARVESTER program (Evanno et a/. 2005, Earl ef a/. 2012). Assignment of individuals to their
putative populations was verified by the Bayesian method of Rannala and Mountain (1997) with
an a= 0,01 and 10,000 repetitions of the Paetkau et af (2004) MCMC re-sampling algorithm

implemented in GENECLASS 2.0 (Piry ef a/ 2004).

Deviation from Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium were analyzed for each
population identified through Bayesian clustering method. We performed permutation test using
10 000 iterations using GENETIX (version 4.05, Belkhir ef al 2004). Genetic variability was
estimated by calculating the number of alleles and expected (He) and observed (Ho)

heterozygosities using GENETIX (Belkhir ef a/, 2004).

Genetic differentiation between populations was investigated by computing the F indices of
Wright (1969) and Weir & Cockerham (1984) in GENETIX (Belkhir et ai 2004), while the Rgr
value was calculated by FSTAT Software (Goudet et a/, 2001). Migration rate was estimated as
M=m/y, where m is the chance for a lineage to immigrate per generation and p is the mutation
rate per site per generation (5x10°" Galov 2011); these parameters were estimated using
Bayesian analysis by LAMARC (Kuhner 2006). Effective population size (Ne) was obtained by
estimating Theta = 4Np (u: mutation rate per site per generation) considering diploid individuals

(Kuhner 2006) by LAMARC (Kuhner 2006) and LDNE (Waples ef a/. 2008).
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MtDNA Sequencing

A 663 bp fragment of mitochondrial DNA control region was amplified for 64 individuals using
the primers M13 DIpl.5 5-TGTAAAACGACAGCCAGTTCACCCAAAGCTGRARTTCTA-3'and 8G
5 GGAGTACTATGTCCTGTAACCA; Dalebout ef af 2005) and sequenced in both directions. The
number of samples used for MtDNA and microsatellites differs due to the quality and quantity of
DNA. Amplification reactions were performed in a total volume of 25 pl with 5ul PCR buffer 10X,
2 pl MgCl; 50mM, 1 pl of each primer, 2 pl dNTP 200mM and 0.3 pl Tag DNA polymerase
(Invitrogen Life Technologies) and 50ng DNA. The PCR temperature profile was as follows: a
preliminary denaturing period of 2 min at 94 °C followed by 30 cycles of denaturation for 30 s at
94 °C, primer annealing for 40 s at 56 °C and polymerase extension for 40 s at 72 °C. A final
extension period for 10 min at 72 °C was included.

The sex of each individual was identified using simultaneously two sets of oligonucleotide
primers (Gilson et al. 1998) which amplify a 442-445 bp fragment from the ZFX/ZFY genes in
males and females (Aasen and Medrano 1990) and a fragment of 224 bp from the SRY gene in
males only (Gilson ef a/ .1998). Gender determination was based on the number of bands
visualized in the gel; male DNA samples show two bands (445-224 bp) whereas female samples
show only one band (442-445 bp, Gilson et &/, 1998). Gender identification was tested 2-3 times
per individual and DNA from an individual of known gender was amplified as positive control.
MtDNA Analyses

Sequences were edited and aligned in PROSEQ 2.91 (Filatov, 2002) and a Blast test for the
species corroboration was undertaken in GeneBank and by DNA Survillance (Ross et af, 2003).

All haplotype sequences were deposited in GenBank under Accession Numbers xxx xxoxx.

Sequences were divided into two groups based on the genetic population structure results from
microsatellite loci (Figure 2). The North Area (San Antonio - Maullin, Figure 1) composed of 24

sequences and the South Area (Aysén — Punta Arenas, Figure 1) composed of 40 sequences.
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Genetic diversity at the haplotype (h) and nucleotide (i) levels was estimated for the complete
study area and also for the North and South Areas using ARLEQUIN v 3.5 (Schneider et al.
2000). Considering the differences in sample size between areas, values of haplotype richness
were also adjusted to sample size using a rarefaction analysis in PAST software (Hammer ef af,
2001). Genealogical relationships of the haplotypes were investigated by constructing a median-
joining network in NETWORK 4.5.1,0 (Rohl 2002). Genetic differentiation was assessed by
calculating @< (using genetic distance) and FST (using haplotype frequencies) in ARLEQUIN v
3.5 (Excoffier 2005). Phylogeographic structure was evaluated by PERMUT Software (Petit

2010).

To determine spatial boundaries we used GENELAND, a Bayesian model that uses genotypes
and spatial coordinates of individuals to cluster them into populations at approximately Hardy-
Weingberg equilibrium, considering linkage equilibrium between loci (Guillot ef a/ 2009). For
this analysis, both markers (MtDNA and 21 loci microsatellites) were used simultaneously. An

allele frequency uncorrelated model was set, with 1 000 000 MCMC iterations and thinning of

100.




Results

Microsatellites

In total 55 samples were genotyped at 22 loci, Two samples were excluded based on genotype
matches, identical mtDNA haplotypes and same sex. Of the remaining 53 individuals, 32 were
sexed as males and 21 as females. No sex ratio deviation were found in the overall study area
(X?= 2.28 df=1, P=0.13). No evidence for genotyping, scoring errors or null alleles was detected
by Micro-checker analysis except for locus Sgui02, which was eliminated from the data set in the

analyses,

The Bayesian clustering approach implemented in STRUCTURE suggested two (K=2) as the
most likely number of groups (Figure 2). This result was confirmed by the Evanno method in the
STRUCTURE HARVESTER (Figure 2). These two populations correspond to the 4 sampled areas
located from San Antonio to Maullin (North area) and the 4 sampled areas located from Aysén to
Seno Otway, Punta Arenas (South area). GENECLASS analyses showed that 100% of the

individuals were correctly assigned to thelr putative population (Quality Index 97.45%).

No significant deviations from Hardy-Weinberg equilibrium across populations were detected
(North area: Fis= -0.01% P= 0.65; South area: Fis= 0.041 P=0.12) and no linkage disequilibrium
was found over 210 comparisons between loci per population after Bonferroni correction. Each
locus showed 2 to 9 alleles. Heterozygosity values were greater in the North area compared to
the South area but not statistically significant different (Table 1, X* =0.18 df=1 P= 0.66) and 8
out of 21 loci had greater allelic richness in the North area compared to 11 loci with greater

allelic richness in the South area.

Genetic differentiation Fst was highly significant between the North and South populations (Fsr=
0.15 p<0.0001; Rgr= 0.19 P< 0.001). The migration rate (m) estimated per generation was

limited in both directions (m= 1.49 x 10 from North to South and m= 4.2 x 10? from South to
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North). No first generation migrant between regions was detected by GENECLASS or

STRUCTURE analysis (Figure 2). The effective population size (Ne) showed lower values in the

North area than in the South (North: 109/39 and South: 458/101 individuals estimated by

LAMARC/LDNE, respectively).
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Figure 2. Bayesian clustering from STRUCTURE for the Chilean dolphin along its distribution
(above) and Evanno method in STRUCTURE HARVESTER (below). The most likely number of
genetic clusters in the data set was identified as 2. Each individual is represented by a vertical
column partitioned into colored segments, with the length proportional to the individual ‘s
estimated membership coefficient for the 2 groups: North and South areas.
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Table 1. Genetic variability at 21 microsatellite markers and 663 bp (mtDNA control region) in
the Chilean dolphin along its distribution range. N number of samples, Hap N number of
haplotypes, Hap r number of haplotypes after rarefaction, h haplotype diversity, n nucleotide
diversity, Na average number of alleles, AR allelic richness (average number of alleles adjusted
for sample size), He expected heterozygosity, Ho abserved heterozygosity.

Localty mtDNA Microsatelies
N HapN Hapr £ +(SD) n% % (SD) N Na AR He Ho
Total Area &4 14 0.75+ 0.053 0.38+0.002 53 0.47 .43
North 24 7 7 0.86+ 0,034 0.37+0.002 19 3.05 3.04 0.45 0.47
South 40 8 6 +1.05 0.56%0.086 0.24+ 0.001 34 3.86 355:40.39 0.42 0.41

Mitochondrial sequence diversity and population structure

A total of 14 haplotypes were defined by 15 polymorphic sites among the 64 individuals. The
most common haplotype (H1, 31 samples) was shared between the North and South
populations but at different frequencies (Figure 3). There were three haplotypes (H3-H4-H7)
found in 5-6 samples each; four rare haplotypes (H2-H6-H10-H13) in 2-3 samples each and six
unique haplotypes (H5-H8-H9-H11-H12-H14) found in only one sample. Relationships among
the haplotypes and their relative frequencies are shown in Figure 3 and Table 2 respectively.

Table 2. Mitochondrial haplotype frequency of Chilean dolphins per population (North and
South) and overall study area.

Haplotype North South Total

Hi 5 26 31
H2 3 3
H3 5 5
H4 6 6
H5 1 1
H6 3 3
H7 6 6
H8 1 1
H9 1 1
H10 2 2
H1l 1 1
H12 1 1
H13 2 2
H14 1 1

Lo
LN

Samples 24 40
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Figure 3. Median-joining network of mtDNA control region haplotypes of the Chilean dolphin
along its distribution. Circle size is proportional to the number of individual sharing a haplotype.
Length of the lines is proportional to the number of mutational steps separating haplotypes.
Green: North area, Yellow: South area.

Overall, haplotype diversity (/) was 0.75 + 0.053 and nucleotide diversity (/7) was 0.038 +
0.002 (Table 1). Haplotype diversity (/) was greater in the North Area (0.86 + 0.034) than in
the South Area (0.56 + 0.086; X?=21.86 df=1 P<0.0001). Nucleotide diversity estimates were

0.37% = 0.002 in the North and 24% =+ 0.001 in the South (Table 1).

Results from population differentiation analysis indicated a significant amount of genetic
variation among areas with significant values of ®sr and Fsr (®sr= 0.39, P<0.0001 and Fsr=
0.19, P<0.0001). ®s; (pairwise genetic distance) showed greater values than Fsr (haplotype
frequencies) and PERMUT results showed a consistent phylogeographic structure (Nsr= 0.537,
P= 0.0004). Analyzing simultaneously the two markers, the spatial model in GENELAND
identified 2 clusters which boundary stand between Maullin (41,6°S) and Aysén (46,6°S) (Figure

4).
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Figure 4. Posterior probabilities of population membership and genetic discontinuities from the
spatial model in GENELAND for the Chilean dolphin along its distribution. Contour lines indicate
the spatial position of genetic discontinuities and lighter colors indicate higher probabilities of
population membership. Two genetic clusters were identified. Superior map: population in the
North area and Inferior map: population in the South area.
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Discussion

Overall, Chilean dolphin populations show similar values of genetic diversity (mtDNA) than those
reported for other congeners such as C. commersonii (h= 0.807, Pimper ef al 2010} and C,
hectori (h= 0.846, Hamner et al 2012) but less than the genetic diversity reported for C
heavisidii (h= 0.962, Van Vuuren ef a/ 2002). At the nucleotide diversity level, overall C
eutropia showed a similar value to that reported for C. commersonii (n= 0.004, Pimper et af.
2010) and lower than the value reported for C. Aectori (n= 0.00787, Hamner et &, 2012).
Considering heterozygosity values, the Chilean dolphin population had lower but not significantly
different values than Hector’s dolphin (C. Aector hectori) (Ho: 0.47, He: 0.43 vs. Ho: 0.53, He:

0.56 Hamner ef a/ 2012).

Two populations of Cephalorfiynchus eutropia were identified by 21 loci microsatellite and
mtDNA (Dloop) within its distribution; the North population from San Antonio to Maullin and the
South population from Aysén to Punta Arenas (see Figure 1). Microsatelite analysis revealed
significant differentiation between areas for both Fs; and Rs indices. The differentiation index
values are high (Fs;=0.15 and Rsr=0.19), generally higher than those reported for other dolphin
species: Fer= 0.05 p=0.01 for Defphinus delphis along the East Australian Coast, (Moller et af.
2011); Fsr=0.05 p= 0.001 for inshore Tursigps aduncusin Moreton Bay, Austalia, (Ansman et al,
2012); F5r=0.009 p<0.001 for Tursiops truncatus in coastal waters of the western North Atlantic
(Rosel et al 2009); Fsr=0.02-0.09 p<0.001 for a worldwide phylogeography of Delphinus
(Amaral 2009). Differentiation values similar to those found in this study were reported in harbor
porpoises, Phocoena phocoena (Fsy= 0.14-0.314, Fontaine ef al 2007). However, these
populations are geographically isolated (Black Sea and eastern Atlantic); samples from a
continuous area in the eastern North Atlantic showed values much lower than our results
(Fsr=0.001-0,09 P<0.001, Fontaine ef al 2007). A strong structuration pattern was also

reported for the congeneric Hector dolphin, Cephalorfiynchus hectori; an endemic species of




New Zealand which inhabits the North and South Islands. In this case two subspecies were
recognized; C. hectori maujfor the North Island population and C. hectors hectori for the South
Island populations (Baker ef al 2002). Recently, the split of C. hectori into two subspecies was
further supported by a study based on a larger sample of mtDNA and an extensive survey of

microsatellites (Hamner et af. 2012).

The genetic differentiation in microsatellites reported for the subspecies of the North and South
Islands of New Zealand (Fs;=0.167 p<0.001; Hamner et a/, 2012) is similar to that of the North
and South populations of the Chilean dolphin (Fsr=0.15, Rsr=0.19). However, in contrast with
Chile, the structure in New Zealand is related to the presence of the Cook Strait between the
islands, which produces a geographic discontinuity as a bairier to gene flow in this species,
which has a reduced home range (Brager ef &/ 2002; Rayment et al. 2009). Despite the
absence of apparent geographic discontinuity, four populations of this species were
characterized by mitochondrial DNA control regions and nuclear microsatellite markers along the
South Island of New Zealand, (Pichler 2001). However, the genetic differentiation values
obtained for the different populations of C. Aectori hectori in the South Island {Fsr = 0.058,
p<0.001 among the east, west and south coast regions and Fs; = 0.043, p=0.005 between the
two local populations within the south coast, Hamner ef a/ 2012), are substantially lower than
those obtained between the two contiguous populations of C, eutropia. In C. hectori hectori,
factors such as avoidance of deep water have been proposed as a limiting factor of the
distribution of the species (Brager ef a/. 2003) again associated with its limited home range,
estimated around 31 to 33 km (Brager et a/ 2002; Rayment et a/. 2009). The absence of the
species reported along a vast area between the west and south coasts characterized by depths
exceeding 300 m (Dawson and Slooten 1988; Slooten et al. 2004) could have originated the

observed genetic structure.
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The structure showed by the microsatellites in this study suggests the current presence of a
barrier which limits the gene flow between the two populations. The migration rates estimated
with these markers are quite low in both directions, much below the value of Nm<1 suggested
by Wright (1931) as the necessary condition for gene flow to be a determining factor in
population structure (Wolf & Soltis 1992). No first-generation migrants were found between the
two populations of Cephalorfiynchus eutropia, which corroborates limited movement of
individuals. However, two individuals were identified as second or third generation migrants
from north to south; both were from Aysén, which was the northernmost sample of the South
Area and is close to the limit between the two populations. The structuration indices obtained
using mitochondrial DNA also indicated a marked differentiation between the areas (Fsr = 0.19
and ®s= 0.39 P<0.0001), which was greater for ®sr (which considers the genetic distance
between haplotypes) than for Fs; (based on haplotype frequencies). These results indicate the
existence of a phylogeographic structure for the species, and therefore a pattern of historical

genetic structuring (Chih-Horng & Avise 2005, Amaral et af, 2007).

The pattern of genetic structure observed in the present study appears to coincide with two
marine major spatial biogeographic units: (1) an area located from 30° S to 42° S (Intermediate
Zone or Central /southern region) and (2) a southern area from 42° S to 56° S called the
Magellan Province or the Austral Fjords Region by Camus (2001) and Escribano et af (2003),
respectively. Around 42°S latitude, the West Wind Drift reaches the coast and divides into the
northward flowing Humboldt Current and the poleward Cape Horn Current, which passes around
the continent through the Drake Passage, influencing both the east and west coasts of South
America (Pickard 1973). This biogeographic pattern has been related to oceanographic changes
associated with the origin and installation of the West Wind Drift current during the late Tertiary

or from subsequent Quaternary fluctuations (Thiel ef a/, 2007).
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Geographic positions of biogeographic breaks are mainly determined by the range limits of
species (Lomolino ef al 2010). Some species can cross these boundaries while others,
depending on their ability to disperse and survive in different environmental conditions, may
exhibit strong phylogeographic structure associated with biogeographic breaks (Dawson 2001},
In this case, the genetic structure pattern is generally considered as a consequence of limited
gene flow associated with hydrography, coastal topography, temperature discontinuities and

other factors (Avise ef al. 1987, Avise 1992).

There Is no evident physical barrier which contributes to the limited gene exchange between the
North and South populations of the Chilean dolphin, so, for this actively-dispersing species, the
population differentiation may be a resuit of an integral (synergic) scenario of environmental
factors and behaviors developed in different habitat types. The differences in the types of food
supply, combined with oceanographic and topographic differences may potentially contribute to

the separation (differentiation) of the populations.

The Intermediate zone (30° S - 42°S) region is characterized by the Humboldt Current System
(HCS), which extends along the west coast of southern Chile (~42°S) up to Ecuador and the
Galapagos Islands (Montecino et al. 2005, Thiel ef a/, 2007). The HCS is considered one of the
most productive marine ecosystems, characterized by cold nutrient-rich waters being
transported northward and nutrient-enriched subsurface waters up welled along the shorelines
of Ecuador, Peru and northern Chile (Thiel ef a/. 2007). This area is also characterized by an
open and exposed coast with the presence of river runoff (Strub et a/ 1998), where the Chilean
dolphin shows an estuarine habitat preference (Goodall et a/ 1988b, Capella et af. 1999, Pérez-
Alvarez et al. 2007). The absence of large river north of Valparaiso seems to be the factor that
limits its distribution in the north. Historical information revealed that the Chilean dolphin has
entered rivers, for example, the species has been observed at least 5 km upstream from the

mouth of the Rio Valdivia (39°S) (Goodall et a/.1988b) and upstream of the mouth of Maule
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River (35°S) (iocal fishermen, pers. comm.). In contrast, the austral fjords region (420 - 560 S)
of Chile is a protected area of southern fjords and channels (Goodall et al 1994a) and is
characterized by water in the inlets which originates from Subantarctic Water and the melting of
resident glaciers (Escribano 2003). In this area, Chilean dolphins are mainly located in protected
zones in fjords and channels. In general, group sizes are small, ranging from 2 - 10 individuals
(Goodall et af 1988b, Heinrich 2006), but large aggregations with tens to hundreds of dolphins
have been also reported in the North area, for example, in the open coast of Valdivia (Oporto

1988) and at the mouth of the Maule River (Pérez-Alvarez et a/, 2007).

These biographic regions are also different in fish composition, which is a relevant factor in the
distribution of Cephalorfiynchus eutropia, which feeds on a wide variety of coastal prey, focusing
on benthic and small pelagic schooling fish and squid (Dawson et a/, 2009). The coastal fish
fauna occurring from 30° to 42°S (central Chile) is a mixture of subantarctic, subtropical, pan-
oceanic and a few endemic fish species (Ojeda ef a/ 2000). The dominant species among the
small-sized fish consumers are anchovy, Engraulis ringens, and Pacific sardine, Sardinops sagax;
large predators include the jack mackerel, Trachurus murphyi, hake, Merluccius gayi and
cephalopods (Neira & Arancibia 2004). The information on the diet of the Chilean dolphin in this
area comes from stomach contents of dolphins caught in a coastal set-net fishery along the
open coast (Oporto 1990). The analysis revealed the presence of sardines (Strangomera
bentincki), anchovetas (£ngaulis rigens) and rdbalofChilean rock cod (Eleginops maclovinus)
Oporto 1988; Goodall 1954a. Additionally local fishers from the Maule River identify the
preferred area of Chilean dolphin in that locality as the main fishing area for Eleginops
maclovinus (Pérez-Alvarez et al. 2007). In contrast, over the continental shelf of the austral
fjords region, the fish community is dominated by the demersal species Macruronus
magellanicus and Merluccius australis (Escribano ef a/. 2003). Unfortunately, there is no formal

information about the diet of Chilean dolphin in the South area.
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Habitat discontinuities associated with changes in oceanographic features, prey distribution and
philopatric behavior have been previously identified as influencing the spatial genetic structure
of several other delphinid species (e.g. Hoelzel ef a/. 1998a; Mendez ef af, 2010; Mdller et al.
2007; Natoli ef a/. 2005; Rosel et af. 2009). In this context, the historical correlation of remote
sensing environmental data (chlorophyll concentration, water turbidity and surface temperature)
seems to be relevant in the understanding of dolphin population structure (i.e. for genetically
isolated populations of the Franciscana dolphin Pontoporia blainville;, Mendez et al. 2010). So
further studies on Chilean dolphin should incorporate the analysis of such oceanographic

variables, to bring light on the processes responsible of its population structure.

Conservation implications

In spite of the marked differentiation found between the North and South populations of the
Chilean dolphin with microsatellite markers and the phylogeographic structure shown by the
mtDNA, the presence of a shared haplotype and incomplete lineage sorting does not allow us to
identify these two areas as Evolutionarily Significant Units (ESU) (Ryder 1986, Conner et 4,
2004). However, they may be described as different Management Units using the operational
description of Moritz (1994). This author suggested that populations that do not show reciprocal
monophyly for mtDNA alleles, yet have diverged in allele frequency, are significant for
conservation in that they represent populations connected by such low levels of gene flow that

they are functionally independent.

In the same genus, based on morphological and genetic evidence, Baker ef &/, (2002) defined
the subspecies C fectori maui for North Island population of New Zealand and C Aectori hectori
for South Island population. This decision followed the recommendation of Avise (2000) who
mentioned that subespecies should conform one or a set of conespecific populations with a

distinct long-term history, mostly separate from other such units (ESU) and Dizan ef al, (1994),

who characterized populations with the highest probability of being an ESU as having a




discontinuous genetic divergence patiern where a locally adapted and closely related
populations is geographically separated. The North Island population of Hector’s dolphins,
despite apparently not having a long-term evolutionary history, fits this ESU definition and
therefore meets that particular criterion for subspecific status (Baker et al 2002). In this
context, the biogeographical, biological, genetic and habitat differences detected between the
two identified units of C. eutropia (North and South population) could potentially be considered
as valid criteria to define subspecies in the Chilean species. Independently of questions of
taxonomic status, the marked genetic and phylogeographic structure found between the two
populations of C. eutropia allows the definition of different management units with independent

conservation strategies, as proposed for the subspecies C. friectori hectori and C. hectori matii,

Another important factor to consider in management unit characterization is population size.
Abundance estimation for the congener C. hectori revealed that these animals are characterized
by low overall abundance (Slooten et al 2004, Slooten et al 2006.) Hector's dolphin has an
estimated abundance of 7,270 individuals (95% CI = 5303-9966; Slooten ef a/ 2004)
distributed discontinuously around the South Island and Maui’s dolphin population is about 80
individuals (95 9%CI = 48-252) concentrated along the central west coast of the North Island
(Baker et a/ 2013). There are no estimations of population abundance for C. eutropia; however,
the effective population size (Ne) of this study using microsatellites showed lower values for the
North population (North: 109/39, South: 458/101 individuals, estimated by LAMARC/LDNE,
respectively). These values appear to indicate greater abundance in the southern part of the
distribution of this species; however, this must be verified by properly conducted abundance

estimations.

Finally, this study provides valuable biological and ecological information for C. eutropia along its
distribution range. Chilean dolphins are among the least known members of the family

Delphinidae (Jefferson et a/ 1993); the species was catalogued as Data Deficient "DD" (IUCN
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2006) due the insufficient information to judge its conservation status. Regardless of the lack of
information on past and present population size, human impacts may have severely reduced
their distribution and abundance (Heinrich 2006); so currently the species is catalogued as Near
Threatened "NT” (IUCN 2013). Along with the need to perform population census studies of this
species in its distribution range we feel that it is important to increase the genetic sampling of
the species, especially in the area which limits the North and South populations (Chiloé sector).
It is also necessary in the conservation strategies to identify the current threats to which the

Chilean dolphin is exposed and ways to mitigate their impact.
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CAPITULO Ii: Variacién geografica en odontocetos: Analisis de morfometria craneal
de Cephalorhynchus eutropiaa lo largo de su distribucion

RESUMEN

La variacién geografica en distintos rasgos de los organismos es de interés sobre todo en
especies que presentan una alta capacidad movil y habitan ambientes aparentemente
homogéneos como es el caso de ambientes marinos, donde las barreras geogréficas son menos
evidentes que en ambientes terrestres. Con el objeto de analizar la variacion morfométrica de
Cephalorhynchus eutropia en un gradiente latitudinal, se realizaron 48 medidas craneométricas
a 26 individuos a lo largo de su distribucion. Mediante analisis multivariado se identificaron
variables morfométricas que contribuyen significativamente a la diferenciacion de dos grandes
grupos (Norte y Sur; Lamda Wilks: 0,28; F;15= 33,08; p<0,00001; Hotelling: 33,892; F= 4,692
p<0,00001) los cuales corresponden a dos ambientes biogeograficamente distintos habitados
por la especie: un area de frente expuesto, bahias y estuarios desde Valparaiso (33°02'S) hasta
Chiloé (42°00'S) y un érea de borde costero fragmentado, canales y fiordos entre Chiloé e Isla
Navarino (55°00°S). Un andlisis preliminar de ecologia tréfica sugiere que no hay superposicion
tréfica entre individuos de distintas localidades, lo que concuerda con el patrén de diferenciacion
morfométrica a escala geografica reducida y con la conducta filopatrica y desplazamientos
reducidos descritos a nivel de género. Adicionalmente, se encuentra un patron craneométrico
asociado a la Hipdtesis de Productividad de Rosenweig, encontrando una relacidn positiva entre
medidas asociadas a tamafio corporal con zonas identificadas como de alta productividad en la
costa chilena. En base a lo anterior y dado que las medidas craneométricas que contribuyen a la

varacién geografica son variables funcionales, se propone que la variacién geografica
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encontrada podria ser resultado de especializacion tréfica y desarrollo de ecolocalizacién, como

consecuencia de adaptacion a diferentes ambientes.
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INTRODUCCION

El estudio de la variacion geogréfica manifestada en distintos rasgos de los organismos ha sido
de particular interés en los campos de la ecologia y la evolucidn, principalmente por su
importancia en ilustrar divergencias adaptativas dentro de una especie (Futuyma 1998). La
mayotia de los organismos varian geograficamente en morfologia, fisiologia, y comportamiento
(Schnell et a/. 1986), emisién de sonidos, cargas parasitarias, contaminantes y caracterizacion
genética (Perrin 2002), dieta (Santos et a/. 2004) entre otras caracteristicas, siendo el andlisis e
identificacidn de estos patrones de variacién, fundamental desde un punto de vista ecolégico y
evolutivo (Schnell ef a/ 1986). Gould & Jhonston (1972) discuten en torno a este fema
preguntandose si esta variacion se distribuye espacialmente en gradientes, en unidades con
marcadas transiciones, en aumento o disminucion desde el centro hacia la periferia y acerca de
cudles serian los determinantes de esta variacion. Asi, variaciones geogréficas en tamafio
corporal han sido asociadas a variacicnes en temperatura, como lo planteado por la regla
biogeografica de Bergman (Blackburn ef &/, 1999); a variaciones en productividad primaria y
tamafio de presa (Rosenzweig 1968, Ashton ef al 2000) y a factores oceanograficos como
batimetria, temperatura superficial, salinidad superficial y profundidad de la termoclina (Pertin

2002, Hastie 2005).

En odontocetos, se cuenta con registros de variacién morfoldgica en distancias geogréficas
relativamente cortas (Perrin 1984). La variacion geogrdfica a nivel de caracteres craneales se
relaciona principalmente con variacidn en tamafio y nimero de dientes, longitud y ancho de la
regidn rostral y orbital y tamafio de la fosa temporal (Amano & Miyazaki 1992, Perrin 2002,
Perrin 2003, Molina-Schiller 2006). Dichas variaciones estarian asociadas probablemente a
especializaciones troficas, competencia y desarrollo de ecolocalizacion, respuestas evolutivas
resultantes de las caracteristicas del habitat y de la estructura social de la especie (Amaral

2009). Variaciones craneales en delfines oceanicos han sido relacionadas con parametros
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ambientales tales como profundidad, temperatura superficial, salinidad superficial y profundidad
de la termoclina (Perrin et al. 1994). Dentro de este contexto, la distribucion de dos formas de
delfines rotadores en el Pacifico Oriental se ha relacionado con diferentes masas de aguas
(Fiedler and Reilly, 1993) y asi mismo, Ramos ef al (2002) reporta variaciones en medidas
craneales de Franciscana, Pontoporia blainvilfe, a lo largo de la costa suroriental de Brasil, Esta
variacién geografica en conjunto con la estructuracion poblacional establecida en base a andlisis
moleculares permite la identificacién de diferentes stocks poblacionales y la subdivision de
unidades de manejo para los planes de accién de la especie (Secchi 1998). Por su parte, Molina-
Schiller (2006) analiza la variacién en tamafio y forma de craneos de marsopa espinosa,
Phocoena spinnipinii, a lo largo de sus distribucion relacionéndolo con variables oceanograficas
como temperatura, salinidad y oxigeno disuelto. La autora identifica 3 areas geograficas (1)
Perti (2) Chile y (3) Atlantico, reportando tamafios inferiores para la zona del Pert, superiores
para el Atlantico e Intermedios para la costa de Chile. Dentro de la familia Delphinidae se ha
analizado variacidén geografica craneal para el género Tursiops (Barreto 2002), Cephalorfiynchus

(Baker et al. 2002), Lagenodelphis (Perrin 2003), Delphinus (Murphy ef a/. 2006), entre otros,

iEI género Cephalorhynchus corresponde a un género de delfines del Hemisferio Sur, de pequefio
tamafio, costero, y de distribucién restringida. Individuos de las distintas especies del género
serian residentes a un drea geografica local, no existiendo evidencia de migraciones a grandes
escalas (Dawson 2002). La amplia pero discontinua distribucion del género Cephalorhynchus
podria reflejar una restriccién a habitats de zonas templada-fifas del Hemisferio Sur. Se propone
que el género se habria originado en Sudafrica (C heavisidii), posteriormente y producto de la
Corriente de Deriva del Oeste, habrian llegado a Nueva Zelanda ( C.Aectori). Un efecto fundador
posterior originaria la poblacién que colonizéd Sudamérica, la cual habria dado origen a

C.eutropia y C commersonniy recientemente (10.000 afios) una poblacion de C commersonii

habria fundado la poblacién de las Islas Kerguelen (Pichler ef al 2001). Estructuracion




poblacional y variaciones geograficas poblacionales a nivel molecular y morfologico han sido
descritas para C. hectori (Pichler ef al. 1998, Pichler y Baker 2000, Baker ef al 2002) y C.
commersonii (Robineau et al 2007), proponiéndose para ambas especies, la categorfa
taxonomica de subespecie (Baker ef a/. 2002, Robineau 2007). En €l caso de C hectori, especie
endémica de Nueva Zelanda, un estudio morfoldgico de caracteres craneales y mandibulares
demostrd variacién entre las poblaciones presentes en la Isla del Norte e Isla del Sur de N.
Zelanda respectivamente, diferenciadas con anterioridad a nivel genético. Esta variacion en
caracteres morfoldgicos sumado a la evidencia genética que avalaba la ausencia de fiujo génico
entre ambas poblaciones, permitié la determinacion de dos subespecies denominadas C. fhectori
maui para la Isla del Norte, y C fectori hectori para la Isla del Sur de Nueva Zelanda. De
similar manera, en base a diferencias morfoldgicas (tamaiio y patrones de pigmentacion),
genéticas, biogeograficas y conductuales, se determinaron las subespecies C. commersonif
commersonii, perteneciente a Sudamérica y C commersonii kerguelenensis propia de las Islas
Kerguelen (Robineau ef &/ 2007). En cuanto a las diferencias morfoldgicas, los craneos de la
subespecie de las Islas Kerguelen son significativamente mayores y presentan mayor nimero de
dientes que los de la subespecie Sudamericana, presentando ademas 3 matices de pigmentacion
(blanco, gris y negro, Robineau 1984b) mientras que los delfines adultos de Sudamérica son

estrictamente de color blanco y negro (Goodall 1994).

El delfin chileno, Gephalorhynchus eutropia es la Unica especie de cetdceo endémica de nuestro
pais (Yafiez 1948) y uno de los odontocetos mas desconocidos a nivel mundial (Geodall ef &/
1988). Se distribuye a lo largo de la costa central y sur de Chile, desde Concdn (32956'S) a Ista
Navarino (55914' S) (Goodall 1994a, Aguayo-Lobo et al. 1998), siendo caracterizada como una
especie costera, de aguas poco profundas, al igual que sus congéneres {Dawson 2002). Habita
en dos areas geograficamente distintas: la costa abierta, bahias y estuarios desde Valparaiso

(33902’S) a Chiloé (42°00°S) y canales y fiordos entre Chiloé y la Isla Navarino {(Goodall et al.
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1994), quiebre geografico concordante con dos de las regiones biogeogréficas descritas para el
ecosistema marino de sistemas pelagicos (1) regién centro-sur de surgencia (30°- 429) y (2) la
region austral de fiordos (44°-55°S) (Escribano ef af 2003). En el area de distribucion norte
(Valparaiso-Chiloé), la especie muestra una marcada preferencia por zonas estuarinas (Goodall
et al. 1988b, Capella ef al 1999, Pérez-Alvarez et al 2007), factor que potencialmente
condicionaria su distribucidn. En relacion al rango de hogar y distancias geograficas de
desplazamiento, individuos de las distintas especies del género Cephalorhynchus serian
residentes a un area geografica local, no existiendo evidencia de migraciones a grandes escalas
(Dawson 2002). La escasa informacion existente para la especie junto a la intervencién
antropica histérica y actual a las que ha sido sometida, explican su categoria de conservacion

"Near Threatened” (NT, IUCN 2009).

En relacion a estudios de morfometria craneal de € euiropia, medidas de 13 individuos de la

especie son reportadas en Goodall ef a. 1998 con una finalidad descriptiva; y medidas
craneométricas de 8 ejemplares, reportadas y analizadas por Oporto ef &/, 1998 en un contexto
comparativo con su congener C commersonii, Adicionalmente, una clave para identificacién de la
especie en base a caracteristicas craneales fue desarrollada por Reyes ef al 1997 (Tabla 1,
Figura 1, 2 y 3). Sin embargo, hasta la actualidad, no ha sido realizado un estudio enfocado en
la comparacion de morfometria craneal de la especie considerando un gradiente [atitudinal.
Dentro de este contexto, el presente estudio da cuenta de la variacién geogréfica a nivel de

morfometria craneal de €, eutropia a lo largo de su distribucion.
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Tabla 1. Clave para identificacion de craneos de Cephalorhynchus eutropia y de craneos de
cetdceos del Pacifico Sureste (extraida de Reyes ef a/ 1997).

DESCRIPCION DEL CRANEO

10.

11.

Craneo ligera o fuertemente asimétrico; sinfisis mandibular presente; occipital
ligeramente inclinado hacia delante; maxilares sin placa orbital; nasales en el vértice del
craneo, detras de las aberturas nasales y sin cubrirlas. El tamafio del craneo es
considerablemente mas pequefio (150 cm o menos a excepcidn de Physeter); dientes
presentes; barbas ausentes.. .. eeeercecreennrenans verrere SUBORDEN ODONTOCETI

Superficie dorsal del craneo no en forma de cuenca; en caso de presentarse una
cuenca, ésta resulta de elevaciones de los bordes externos de los premaxilares; craneo
ligeramente a muy asimétrico; aperturas nasales sin marcada diferencia en tamafio. La
mandibula se extiende aproximadamente hasta el extremo del rostro

Las extensiones posteriores de los premaxilares no se elevan para formar crestas
asimétricas; pterigoideos con desarrollo de pared externa que cubre el seno pterigoideo;
lacrimal fusionado al yugal; dientes funcionales usualmente en maxilas y mandibula

Extremo proximal de los maxilares sin elevacion dsea por delante de las aberturas
nasales, sino mas bien aplanados o ligeramente concavos; sin prominencia frontal
desarrollada; nasales sin prominencias tuberculares; palatinos poco expuestos en el
paladar; pterigoideos relativamente poco separados. Dientes conicos..... Familia
Delphinidae

En vista ventral, el borde anterior del frontal que limita al seno sub-orbital, no es
engrosado ni de forma tubular; dientes con coronas lisas; sinfisis mandibular menos de
1/5 de la longitud de la rama mandibular

Méas de 7 dientes en hileras dentarfas superior e inferior, no sdlo confinados a la region
sinfisial de la mandibula. Premaxilares convexos o concavos en frente de los orificios
nasales. Escotaduras preorbitales poco o bien definidas; a nivel de éstas, el ancho del
maxilar es menor que el del premaxilar adyacente

Con 19 o mas dientes por hilera dentarla; craneo de tamafio moderado a pequefio, con
rostro angosto y terminado en punta

Sin surcos en la regién palatina de los maxilares, o si se presentan, éstos son muy poco
profundos y de poca extension

Con mas de 27 dientes por hilera dentaria

Cara anterior de los nasales no triangulares, sino mas bien cuadrangular u ovalada; el
meso-etmoides no alcanza la cara dorsal de los nasales. Caja craneana de forma
cuadrangular, casi tan alta como ancha

Ancho medio del rostro mayor que el 25% de su longitud: foramina premaxilares de
forma circular; foramina maxilares ubicadas a nivel o muy por delante de la base del




12,

13.

rostro. Premaxilares separados a lo largo de la [ongitud del rostro. De 28 a 36 dientes
por hilera dentaria

Huesos nasales con clara definicion de la cara anterior, delimitada de la cara superior
por un borde afilado; borde anterior de las coanas superiores en forma de V;
pteriogoideos no en contacto, sino mas bien ampliamente separados; procesos
cigomaticos mas largos que altos. Vomer no visible sobre la superficie del
paladar......Género Cephalorhynchus

Premaxilar izquierdo sobrepasa la foramina del meso-etmoides. Bordes posteriores de
los maxilares dejan expuesta una amplia area de los frontales; foramen optico de
tamafio reducido; el surco del nervio dptico es alargado y con bordes afilados; largo del
rostro mayor que la mitad de la longitud condilo-basal........... Cephalorfiynchus eutropia
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Figura 1. Esquema- tipo de la vista dorsal de un craneo de ejemplar de odontoceto, Familia
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MATERIALES Y METODOS
Medidas morfométricas

El estudio se basd en las medidas morfométricas de 26 craneos de delfin chileno,
Cephalorfiynchus eutropia, provenientes de 7 localidades a lo largo del rango de distribucion de
la especie (Figura 4). Se realizd una revision exhaustiva de la presencia de la especie en
colecciones dseas tanto a nivel nacional como internacional. Adicionalmente se incluyeron
ejemplares provenientes de enmalles facilitados por pescadores artesanales a la investigadora y
algunos pertenecientes a colecciones particulares de otros investigadores. Las colecciones que
contaban con crdneos de C eutropia fueron: (1) Museo de Ciencias Naturales y Arqueologia de
San Antonio, San Antonio (2) Museo Nacional de Historia Natural de Santiago, Santiago, (3)
Museo de Zoologia de la Universidad de Concepcion, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Concepcidn (4) Coleccidon del Museo del Instituto de la Patagonia, Universidad de Magallanes,
Punta Arenas y (5) Smithsonian National Museum of Natural History, Washington, Estados

Unidos.

A modo exploratorio y para minimizar el error asociado a factores ontogenéticos, el analisis de
variacidn geogréfica fue realizado considerando (a) solo ejemplares adultos (Guill ef al 2003,
Ramos ef af, 2002, Barreto 2000) y (b) ejemplares adultos y juveniles. La identificacion de
categoria etaria se realizd basdndose principalmente en la fusién completa de los huesos
parieto-occipital (Westgate 2007, Mead y Fordyce 2009) y maxilar y premaxilar (Bell et al
2002). Dado que este género al parecer desarrolla una fusion craneal incompleta o en estado
tardio del desarrollo (Jefferson et al 2004), se complementd la observacién de las suturas
craneales con la medida de Longitud Céndilo Basal (LCB, Jefferson et al 2004) de 320 mm; asi

los individuos que presentaron una medida de superior a 320 mm fueron considerados adultos.
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Se realizaron en total 48 medidas craneométricas por ejemplar, las que fueron seleccionadas de
estudios comparativos del Suborden Odontoceti (Perrin 1975, Perrin 1994, Ramos 2002, Bell et
al. 2002, Molina 2006; Simon Gutstein 2009, Mead y Fordyce 2009) y algunas identificadas
durante el desarrollo del presente estudio (SOCH, VF, PMFH, FPMRB, FPMEN, Tabla 2, Figura 5).

Las medidas fueron realizadas utilizando los Caliper digitales Mitutoyo 200mm vy Stainless

300mm por un solo investigador, para minimizar el error inter-observador.
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Figura 4. Localidades de procedencia de craneos de Cephalorhynchus eutropia a lo largo de su
distribucion. En orden latitudinal las localidades corresponden a San Antonio, Matanza,

Constitucion, Golfo de Arauco, Bahia de Corral, Chiloé y Punta Arenas.
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Para el andlisis de la informacion, las medidas fueron estandarizadas por la Longitud Condilo
basal (LCB, Luna et a/. 2012) y en el caso de medidas realizadas bilateralmente, se consideraron
los valores del costado izquierdo (Bell et a/. 2002, Luna et al. 2012). Dada la ausencia de
informacion relacionada con la identificacion sexual en la mayoria de los ejemplares, la ausencia
de dimorfismo sexual a nivel craneal reportada para C. hectori (Baker et al. 2002) y la falta de
evidencia para C eutropia, no se realizd un analisis diferencial entre los ejemplares de este
estudio. Sin embargo, se priorizaron medidas que no presenten dimorfismo sexual en otras

especies (basado en Barreto 2000).

Figura 5. Ejemplos de medidas craneales a realizadas en Cephalorhynchus eutropia (superior,
modificado de Bell et al. 2002) y las medidas identificadas durante el desarrollo del presente
estudio VF (inferior izquierda) y SOCH (inferior derecha).
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Tabla 2. Lista de medidas craneales realizadas en C.eutropia. (Modificadas de Perrin 1975,
(Ramos et al. 2002, Bell et al. 2002, Molina 2008, Simon Gutstein 2009, Mead y Fordyce 2009).

~[iCODIGO I/ = FMEDIDA

1 ongitud condilo-basal CBL 25 | Ancho maximo basioccipital

2 | Longitud del rostro RL 26 | Longitud maxila- rostro LMR

3 | Dist del rostro — narina externa ExN-RT 27 | Longitud fila dental maxila LFD

4 | Ancho de la base del rostro RWB 28 | Distancia del nasal a la izquierda NasL

5 | Ancho del rostro a 60 mim anterfor | RWé0 29 | Longitud nasal derecho RnasL
6 | Ancho del rostro medio RWM 30 | Ancho nasal derecho RnasW
7 | Ancho del rostro 3/4 RW3/4 31 | Longitud nasal inzquierdo Lnasl.
8 | Ancho Premaxilar medio PMWM 32 | Ancho nasal izquierdo LnasW
5 | Ancho mdximo Premaxilar GPMW 33 | Ancho maximo premaxilar izquierdo PMWL
10 | Ancho maximo Preorbital PreOrbW | 34 | Ancho maximo premaxilar derecho PMWR
11 | Ancho maximo Postorbital PosOrbW | 35 | Distancia rostro Pterigoideos hamuli RP

12 | Ancho cigomatico W 36 | Longitud caja craneana LNC
13 | Ancho maximo parietal PW 37 | Distancia entre condilos occipitales DCO
14 | Ancho minimo de bordes parietales | BCW 38 | Distancia maxilar a cresta occipital MCO
15 | Perimetro superior caja craneana TopPer 39 | Ancho mé&ximo narina externa ENW
16 | Mayor altura vert de caja craneana | VCH 40 | Ancho méximo proc supraorbital PSOMW
17 | Longitud interna caja craneana IcL 41 | Alfura rostro (palatino-maxila) RH

18 | Maxima longitud fosa temporal PTFL 42 | Altura cresta supraoccipital SOCH
19 | Altura maxima fosa temporal PTFH 43 | Distancia foramen premaxilaes PMED
20 | Longitud orbital AQOL 44 | Insercion meldn MI

21 | Long proceso anteorbital {lacrimal) | AL 45 | Prof fosa PM der al inicio de rostro PMFH
22 | Ancho mayor cresta supraoccipital SOC 46 | Dist foramen PM a base rostro FPMRB
23 | Longitud méxima de Pterigoideos PTL 47 | Dist foramen PM a narinas externas FPMEN
24 | Ancho maximo narinas internas inNW 48 | Prof fosas ventral{anexa-canal éptico) | VF
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Analisis estadisticos

La identificacion del subset de variables que contribuyen en mayor medida a la variacion
geogréfica se realizd mediante Analisis de Componentes Principales (PCA) en el programa
Statistica 7.0 (StatSoft, Inc. 2004), identificando aguellos Componentes que junto con explicar
un porcentaje de la variabilidad de los datos, dieron cuenta de variacion geografica en base a
segregacién de los ejemplares (casos) en el plano factorial. Posteriormente, en base a la
identificacidn de las medidas craneométricas que mas contribuyeron a estos Componentes, se
evalud la variacion geogréfica entre localidades mediante Andlisis Multivariado de Varianza en el
programa Past (Hammer ef a/ 2001, Ramos 2002, Molina-Schiller 2006, Luna et &/ 2012). De
acuerdo a los resultados obtenidos se reagruparon las localidades en base a similitudes y la
diferenciacién entre las nuevas agrupaciones se evalué mediante Andlisis Discriminante (Ramos
et al, 2002). El estudio de variacion geografica mediante Analisis Multivariado de Varianza y
Analisis Discriminante se realizo para el set de datos considerando A) Solo adultos y B) Adultos

y Juveniles.

Mediante el test univariado no paramétrico (Mann-Whitney) se evalud la diferenciacidn
morfométrica de las medidas realizadas entre los principales grupos encontrados.
Adicionalmente se analizd la relacién entre las medidas craneométricas y variables ambientales
como Temperatura, Salinidad y Oxigeno Disuelto, de acuerdo a lo sugerido por Hastie (2005) y
Molina-Schiller (2006) ademas de la Latitud, que ha sido utilizada como proxy de variables
climdticas (Ashton et al 2000; Blois ef &/, 2008). La data ambiental fue extraida de World
Ocean Atlas 2005: web: hitp://www.nodc.noaa.gov/OC5/WOAQ5/pr_woa05.html, que cuenta

con registros para cada 0,5° de latitud.
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Isotopos estables-variacién geografica

Finalmente, con el objetivo de tener una aproximacion referente a la potencial superposicion
geogréfica en la dieta de los ejemplares que contribuyera al estudio de variacién morfologica, se
realizd un analisis exploratorio de isdtopos estables (515N y 513C) a ejemplares provenientes de
distintas localidades en un eje latitudinal. Puesto que los consumidores que se alimentan en
ambientes especificos adquieren [a composicidn isotdpica de las presas y ambientes locales, lo
anterior permitiria tener una aproximacion del grado de desplazamiento de los animales. Para
esto se realizé extraccidn de colageno de hueso (Tuross ef a/ 1988, Sabat & Martinez del Rio
2002) de 9 ejemplares provenientes de las localidades de San Antonio (3), Constitucion (1),
Golfo de Arauco (1), Llico (1) y Punta Arenas (3). Posteriormente, las muestras fueron enviadas
al Department of Zoology and Physiology, University of Wyoming, USA, donde fueron analizadas

con un espectrometro de masa para isétopos estables de flujo continuo.
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RESULTADOS

Luego de la revision completa de los 26 ejemplares de Cephalorfiynchus eutropia, 15 fueron
identificados como adultos y 11 como juveniles. Del total de medidas craneométricas realizadas
(48), 31 fueron seleccionadas para futuros analisis dado el estado de conservacién de los

créneos, y la seleccion de la medida correspondiente del costado izquierdo.

Identificacién variables craneométricas que contribuyen a variacion geografica

Los 4 primeros componentes dan cuenta del 65% de la varianza de los datos (Tabla 3). Doce
medidas craneométricas aportan significativamente al Componente 1, que explica el 29% de
variabilidad de los datos. Estas medidas corresponden al ancho de la base del rostro (RBW),
ancho del rostro a 60mm (RW60), ancho medio del premaxilar (PMWM), ancho méaximo
preorbital (PreOrbW), ancho maximo postorbital (PosOrbW), ancho cigomatico (ZW), ancho
maximo narinas internas (INNW), ancho maximo basioccipital (BOW), ancho maximo premaxilar
izquierdo (PMWI), ancho maximo narina externa (ENW), distancia entre foramen premaxilares
(PMFD) y distancia foramen premaxilar hacia narinas externas (FPMEN). La dispersion de los
individuos en el plano factorial definido por los dos primeros Componentes (Figura 6) si bien, no

da cuenta de una segregacién por localidad, muestra una tendencia de ordenacién por localidad.

Al explorar la dispersién de los individuos en el plano factorial en funcidn de los otros
Componentes, se aprecia que es el Componente 4 el que da cuenta de una segregacion,
separando los individuos correspondientes a [a localidad de Punta Arenas (extremo Sur) del
resto de los ejemplares (Figura 7). Las medidas craneométricas que mas contribuyen a este
Componente son: distancia del rostro a narina externa (EXNRT), ancho maximo premaxilar
(GPMW), mayor altura de la caja craneana (VCH), altura maxima de la fosa temporal (TFHI),

longitud orbital (OLI), fosa anexa al canal dptico (VF), ancho maximo parietal (PW) y altura de

la cresta supraoccipital (SOCH).




Tabla 3. Contribucién de las 31 variables craneométricas a los 4 Primeros Componentes
Principales que explican el 65% de la varianza de los datos.

Variahles CP1 CP2 CP3 CP4
RL 0,040853 0,792591 -0,161241 0,376789
EXNRT -0,262228 0,659312 -0,402299 0,444299
RWB -0,692777 0,216582 0,186231 0,306574
RWE0 -0,593612 0,211289 0,627883 0,090549
RWM -0,418274 0,134510 0,657261 -0,070776
PMWM -0,821618 0,191864 -0,221808 0,038408
RW34 -0,301937 -0,518100 0,214612 -0,412623
GPMW -0,587432 0,106423 -0,111079 -0,621067
PreOrbW -0,724266 0,243854 0,297840 -0,000429
PosOrbW -0,804909 -0,335234 0,260765 0,061737
ZW -0,707815 -0,259403 0,191870 0,221700
PW -0,214847 -0,661379 -0,228503 0,401514
MPW -0,351629 -0,781544 -0,138448 0,092011
VCH -0,452787 -0,227816 0,3906%0 0,550543
TFU 0,314295 -0,448148 -0,272885 -0,049295
TFHI 0,290803 0,155918 -0,307265 -0,549536
oL -0,442980 0,236447 -0,075293 -0,519307
SOC -0,358748 -0,680257 -0,255305 0,443524
PTU 0,026884 0,534445 0,1228%3 -0,027403
INNW -0,634162 0,071681 0,0107%4 -0,317080
BOW -0,594929 -0,094797 0,383532 0,216142
PMWI -0,793721 0,117040 -0,415279 -0,055453
RP -0,393415 0,560736 -0,621731 0,230618
MCOl 0,006347 -0,415469 -0,643702 0,303536
ENW -0,646321 0,060032 -0,347415 -0,056223
SOCH 0,060990 0,267159 0,396570 0,402832
PMFD -0,558550 0,187402 -0,410168 -0,356782
PMFHI -0,276067 -0,297885 -0,677244 -0,185008
FPMRB 0,242016 -0,301784 0,504502 -0,333694
FPMEN -Q,685083 -0,117554 -0,178859 -0,154790
VE -0,286063 -0,082345 0,216858 -0,682914
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Figura 6. Plano Factorial de los Componentes Principales 1 y 2 obtenidos al analizar 31 medidas
craneométricas de individuos adultos de Cephalorhynchus eutropia a lo largo de su distribucion.
Los colores representan individuos provenientes de distintas localidades siendo: Rojo: San
Antonio, Calipso: Constitucion, Azul: Golfo de Arauco; Morado: Corral- Valdivia; Verde claro:
Chiloé y Verde oscuro: Punta Arenas.

Al evaluar si existe diferenciacion entre los grupos distribuidos latitudinalmente en base a las
medidas morfoldgicas identificadas como importantes del Componente 4 (EXNRT, GPMW, PW,
OLI, SOCH, VF), los resultados de MANOVA/CVA indican que hay diferencias significativas entre
grupos en ejemplares adultos (Lambda Wilks 0,07; F 5;; =45,34 p<0,0001), encontrandose
diferencias significativas entre el Grupo de la Zona Sur (Chiloé-Punta Arenas) y el Grupo de
latitudes intermedias (Golfo de Arauco; Figura 8 superior; Hotelling’s Sequencial Bonferroni:
Grupo ZS v/s Grupo LI P= 0,001). Considerando ejemplares juveniles y adultos (Figura 8
inferior) los resultados también indican diferencias significativas entre grupos (Lambda Wilks
0,2153; F 1914 =45,34 p<0,0001), diferenciando el Grupo de la Zona Sur (Chiloe-Punta Arenas)

del Grupo de latitudes intermedias (Golfo Arauco, Hotelling’s Sequencial Bonferroni: Grupo ZS

v/s Grupo LI P= 0,001)
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Figura 7. Plano Factorial de los Componentes Principales 3 y 4 obtenidos al analizar 31 medidas
craneométricas de individuos adultos de Cephalorhynchus eutropia a lo largo de su distribucion.
El color verde representa individuos provenientes de la localidad ubicada al extremo sur (Punta

Arenas) v el color gris a los ejemplares provenientes de las otras localidades.
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Figura 8. Plano Factorial (MANOVA /CVA) de los Componentes Principales 1 y 2 obtenidas al
analizar las medidas craneométricas EXNRT, GPMW, PW, OLI, SOCH, VF para ejemplares
adultos (superior) y juveniles y adultos (inferior) de Cephalorhynchus eutropia a lo largo de
su distribucion. Los colores ilustran las agrupaciones por localidades: Calipso (Zona Extremo
Norte: San Antonio-Constitucion); Azul (Latitudes intermedias 1: Golfo de Arauco); Morado
(Latitudes intermedias 2: Valdivia-Corral) y Verde (Zona Sur: Chiloé-Punta Arenas).
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Andlisis Discriminante

Luego, al realizar analisis discriminante entre los individuos adultos reagrupados (Zona Norte v/s
Zona Sur) considerando los primeros 2 Componentes Principales, se obtiene gue efectivamente
existen diferencias significativas entre los grupos de la Zona Norte y Zona Sur (Lamda Wilks:
0,428; F,,= 7,997 p<0,01; Hotelling: 18,257, F= 18,257; p<0,0001), estableciéndose dos
grupos claramente diferenciados (Figura 9) con un porcentaje de correcta clasificacion del

93,33%. La funcion lineal discriminante (FLD) obtenida es:

FLD = 136,6* CP1 + 142,5*CP2

2,74
2,4+
2,14
1,84
1,54

Frecuencia

1,2+
0,94
0.6
0.3

0_
-48 32 .16 0 16 32 48 64 8
Discriminante

Figura 9. Analisis Discriminante sobre los Componentes Principales 1y 2 para los grupos Norte y
Sur de ejemplares adultos de Cephalorhynchus eutropia.

Al realizar andlisis discriminante entre los individuos adultos considerando las medidas
identificadas SOCH, VF, EXNRT, PW y GPMW entre los individuos reagrupados (Zona Norte v/s

Zona Sur) se obtiene que efectivamente existen diferencias significativas (Lamda Wilks: 0,28;
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F11:= 33, 08; p<0,00001; Hotelling: 33,892; F= 4,692 p<0,00001), estableciéndose dos grupos
claramente diferenciados (Figura 10) con un porcentaje de correcta clasificacion del 100%. La

funcion lineal discriminante (FLD) obtenida es:
FLD = 152,89* SOCH -205,3 * VF +158,89* EXNRT +238,77* PW -37,66 * GPMW.

Y considerando los individuos adultos y juveniles reagrupados (Zona Norte v/s Zona Sur)
también se obtienen dos grupos diferenciados, con un porcentaje de correcta clasificacion del
88,46 % (Figura 11; Lamda Wilks: 0,4984; F ,,,= 4,025; p<0,01; Hotelling: 23,6; F= 3,93

p<0,00001 y la funcion lineal discriminante (FLD) obtenida es:

FLD = 75,632 EXNRT + 94,255 PW-211,36 VF+69,884 SOCH + 13,123 GPMW

3
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30 24 18 12 6 0 6 12 18 24
Discriminante

Figura 10. Andlisis discriminante para las medidas craneométricas VF SOCH, EXNRT, PW vy
GPMW realizadas para individuos adultos de Cephalorhynchus eutropia a lo largo de su
distribucion. El color azul representa individuos de la Zona Norte (San Antonio- Corral) y el
color verde, individuos de la Zona Sur (Chiloé-Punta Arenas).

77




Frecuencia
N
¢

64 48 32 16 0 16 32 48 64
Discriminante

Figura 11. Analisis discriminante para las medidas craneométricas VF SOCH, EXNRT, PW y
GPMW realizadas para individuos juveniles y adultos de Cephalorhynchus eutropia a lo largo
de su distribucion. El color azul representa individuos de la Zona Norte (San Antonio- Corral) y
el color verde, individuos de la Zona Sur (Chiloé-Punta Arenas).
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Medidas craneomeétricas identificadas como importantes en variacion geografica:

1. Cresta Supraoccipital (SOCH) (ver descripcion Anexo 1)
En el presente estudio, al comparar los valores obtenidos para SOCH en ejemplares adultos y
adultos vy juveniles entre los grupos Norte y Sur, esta medida presentd un mayor valor en los
ejemplares provenientes del grupo Norte, aunque no presento diferencias significativas (U=1,73

p= 0,08 y U=1,49 p=0,14 respectivamente; Tabla 4, Figura 12)

Tabla 4. Ejemplo de medidas obtenidas para la Cresta Supraoccipital (SOCH) de ejemplares de
Cephalorhynchus eutropia provenientes de San Antonio, Constitucion y Punta Arenas

LOCALIDAD CODIGO EJEMPLAR SOCH izq SOCH der
San Antonio CEU1003MNHN 9,3 13,65
Constitucion CEUCONSSI 7,7 59
Punta Arenas CEUCZIP0529 3 6

Figura 12. Ejemplo de alturas de la Cresta Supraoccipital (SOCH) de ejemplares de
Cephalorhynchus eutropia provenientes de San Antonio (izquierda), Constitucion (centro) y
Punta Arenas (derecha).
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2. Ancho Maximo Premaxilar (GPMW): (ver descripcion Anexo 1)
No se encontraron diferencias significativas en GPMW (Figura 13) al comparar ejemplares
adultos y adultos y juveniles entre los grupos Norte y Sur Norte y Zona Sur (U= -0,72 p=0,47 y

U=0,355 p=0,72 respectivamente)

Figura 13. Ejemplo de medida Ancho Méximo Premaxilar (GPMW), foramenes y fosas
premaxilares presentes en ejemplares de Cephalorhynchus eutropia.
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3. Ancho maximo Parietal (PW): (ver descripcion Anexo 1)
En el presente estudio se encontraron diferencias significativas de PW (Figura 14) al comparar
los grupos de ejemplares juveniles y adultos provenientes de la Zona Norte y Zona Sur (U=2,32;
p= 0,02), obteniéndose mayores valores para ejemplares provenientes del Norte. Al comparar
ejemplares solamente adultos de ambos grupos, si bien los valores son mayores en el Norte, no

se encontrd diferencia significativa entre ambos grupos (U= 1,69 p= 0,09)

Figura 14. Ejemplo de medida Ancho Maximo Parietal (PW) realizada en ejemplares de
Cephalorhynchus eutropia.

4. Altura de la fosa temporal (TFH) y Longitud Orbital (LO): (descripcion Anexo 1)
En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas al comparar los valores
obtenidos para TFH y LO (Figura 15) entre los grupos de individuos provenientes de la Zona
Norte y Zona Sur tanto para ejemplares adultos como adultos y juveniles, aunque los valores de

LO para los individuos de la Zona Sur fueron superiores.

Figura 15. Fosa temporal (FT) y drbita ocular (O) de un ejemplar de Cephalorhynchus eutropia.
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Distancia del rostro a narina externa (EXN-RT) (ver descripcion Anexo 1)

Los valores de EXN-RT (Figura 5) obtenidos en el presente estudio para los delfines adultos
provenientes de la Zona Norte y Sur presentaron diferencias significativas (U= 2,02 p= 0,04),
siendo mayores los valores obtenidos para la Zona Norte. En el caso de ejemplares adultos y
juveniles, los ejemplares provenientes de la Zona Norte presentaron mayores valores para esta
medida aunque no presentaron diferencias significativas en la comparacién Norte v/s Sur
(U=1,7; p= 0,08).

Fosa anexa al canal éptico (VF): (ver descripcion Anexo 1)

VF correspondié a una de las medidas identificadas durante el desarrollo del presente estudio.
Dado el hallazgo de esta nueva cavidad, el registro se realizé de manera cualitativa y
cuantitativa (Figura 16), registrando profundidad y descripcion de la fosa en ambos costados del
créneo del ejemplar. La Fosa anexa al canal dptico (VF) presentd diferencias significativas entre
los grupos Norte y Sur al comparar tanto ejemplares adultos como adultos y juveniles (U= -
2,19, p= 0,027 y U=-2,46, p= 0,01 respectivamente) presentando los ejemplares provenientes
de la Zona Sur, valores significativamente superiores a los provenientes de la Zona Norte, sobre

todo en aquellos ejemplares pertenecientes a la localidad de Punta Arenas (Tabla 5, Figura 16)

Tabla 5. Ejemplo de medidas obtenidas para la Fosa anexa al canal dptico (VF) de ejemplares de
Cephalorhynchus eutropia provenientes de San Antonio, Constitucion y Punta Arenas.

LOCALIDAD CODIGO EJEMPLAR VFizq VFder Comentarios
San Antonio CeudMsSA i 0 FV izq muy pequefia. Der ausente
Constitucion Ceud8CH 6 2,5 FVamplias pero poco desarrolladas

Punta Arenas CeuCZIP1002 14 16  FV muy desarrolladas
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Figura 16. Ejemplo Fosas anexas al canal optico (VF) de ejemplares de
Cephalorhynchus eutropia provenientes de San Antonio (superior), Constitucion
(medio) y Punta Arenas (inferior).
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Asociacion medidas craneométricas y variables a.mbientales

Al explorar si existe asociacion entre las medidas craneometricas realizadas y las variables
ambientales y geograficas (Temperatura, Salinidad superficial, Oxigeno y Latitud), se obtiene
que para ejemplares adultos, las medida EXNRT se correlaciona negativamente con la Latitud
(r= -0,58 p<0,05) y con el Oxigeno (r= -0,56 p<0,05) y positivamente con la Temperatura (r=
0,53 p<0,05) y la Salinidad (r=0,56 p<0,05). La medida RL se correlaciona negativamente con
la Latitud (-0,53 p<0,05) y con el Oxigeno (-0,55 p<0,05) y positivamente con la Salinidad (r=
0,53 p<0,fJS) es decir, para estas dos medidas se observa una disminucién hacia el Sur. En
cambio, la medida VF se correlaciona positivamente con la Latitud (r=0,70 p<0,05) y
negativamente con la Salinidad y la Temperatura (r= -0,68 y r=-0,77 p<0,05) mostrando asi, un

aumento hacia el Sur.

En el caso de ejemplares adultos y juveniles se obtienen que las medidas INNW, PW y VF se
asocian significativamente con variables ambientales. Asi, INNW se correlaciona positivamente
con la Latitud y con el Oxigeno (r= 0,47 y r= 0,40 p<0,05), y negativamente con la temperatura
y con la Salinidad (r= -0,45 y r= -0,48 p<0,05); de igual manera, VF se correlaciona
positivamente con la Latitud y negativamente con [a Temperatura y Salinidad (r= 0,69; r=-0,74
y r= -0,66 p<0,05), presentando estas medidas mayores valores hacia el Sur. PW en cambio,
se correlaciona negativamente con [a Latitud y positivamente con la Temperatura y la Salinidad

(r= -0,44; r =0,44; r= 0,46 p<0,05) mostrando una disminucién hacia el Sur.
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Isotopos estables-variacion geografica

Los valores de 3°C y 5'°N de los 9 ejemplares de C.eutropia analizados se muestran en la Tabla
6, Figura 17, ilustrados con distintos colores por localidad. Al evaluar si hay diferencia
significativa entre los valores isotopicos por localidad, se obtiene que para 3'3C, las muestras
provenientes de la localidad de San Antonio (latitudes extremo Norte) difieren significativamente
de las provenientes de Constitucion-Concepcion (latitudes intermedias; U=-1,96 p=0,04), siendo
mayores los valores obtenidos para latitudes intermedias. Y para 8'°N las muestras provenientes
de la localidad de San Antonio (latitud extremo Norte) difieren significativamente de las
provenientes del la localidad de Punta Arenas (latitud Extremo Sur; U= 1, 96 p=0,04), siendo

mayores los valores registrados para la localidad de San Antonio.

A lo largo del eje latitudinal, se encontrdé una asociacion negativa significativa entre 8N y la
Latitud (r=-0,73 p<0,05), es decir los valores de 5N se empobrecen hacia el Sur. No se

encontro asociacion significativa entre 6*°C y la latitud.

19,5 -
a . 19,0 -
18,5 -
18,0 -
17,5 -
17,0 -
16,5 -
" 16,0 -

15,5 -

1C N
r T T T T To;0

-15,0 -14,0 -13,0 -12,0 -11,0 -10,0
813C (%)

d5N (%)

Figura 17. Valores de 5"°C y 8N de para muestras de hueso de Cephalorhynchus eutropia
provenientes de Latitudes Norte (San Antonio, color rojo) Latitudes Intermedias (Constitucion,
Concepcion; color azul) y Latitudes Sur (Punta Arenas; color verde).
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Tabla 6. Valores promedio de 8'°C y 8°N (£DE) para las muestras hueso de Cephalorfiynchus
eutropia en Latitudes Norte (San Antonio), Latitudes Intermedias (Constitucién, Concepcidn) y

Latitudes Sur (Punta Arenas).

ZONA 8°C 8N
Latitudes Norte -12,7 £0,29 18,92+ 0,32
Latitudes Intermedias -11,7£ 0,28 18,66+0,31
Latitudes Sur -12,2+1,58 17,35+1,27
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DISCUSION

El presente estudio da cuenta de la variacidn geografica a nivel de morfometria craneal en
Cephalorhynchus eutropia en un eje latitudinal. Desde el punto de vista craneométrico, se
identifican principalmente dos grupos (1) Grupo Norte, compuesto por ejemplares provenientes
de San Antonio a Corral-Valdivia y (2) el Grupo Sur, compuesto por ejemplares provenientes de
Chiloé - Punta Arenas. Las variables craneométricas que principalmente contribuyen a esta

diferenciacién corresponden a VF, SOCH, EXNRT, PW y GPMW.

Variables craneomeétricas que contribuyen a variacion geografica

En un contexto de relacion estructura-funcion para craneos de odontocetos, Pertin (1975)
propone 5 elementos que explicarfan esta asociacién integrada, los que consideran: la caja
craneana, la estructura de recepcién del sonido y alimentacidn, elementos auditivos, de vision
y estructuras asocladas a la respiracidn y produccién del sonido. Fordyce (1994), en un analisis
relacionado con la anatomia facial de odontocetos, menciona que las estructuras blandas dictan
la forma de la contra-parte Gsea, puesto que ésta se forma mas tardiamente en el desarrollo.
Dentro de este contexto, la cresta Supraoccipital (SOCH) es una estructura relacionada con el
desarrollo de los sacos vestibulares y los sacos nasofrontales, ambos involucrados en el
desplazamiento de aire, ya sea como reservorio aéreo o reflector del sonido (Mead 1975); y por
su parte, el tamafio del Premaxilar (GPMW) esta relacionado con el desarrollo de las fosas
premaxilares y de los sacos premaxilares, estructuras que son parte del complejo nervioso
infraorbital (Mead & Fordyce 2009) y estén asociadas directamente con la ecolocalizacion puesto
que otorgan soporte al melén. Dado lo anterior, es de esperar que mayores valores en estas
variables se presenten en ejemplares que habitan ambientes con mayor turbidez, donde puesto
que la visibilidad es menor, resulta necesario un sistema de ecolocalizacion mas desarrollado. Lo

anterior se condice con que los mayores valores registrados para estas medidas corresponden a
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individuos provenientes de la Zona Norte (localidades de San Antonio-Matanza) donde esta
descrita la marcada preferencia de la especie por zonas estuarinas (Goodall et a/, 1988b, Capella
et al, 1999, Pérez-Alvarez et af. 2007) y por ende de menor visibilidad. En cambio, la localidad
mas representada en lo craneos de la Zona Sur, es Seno Otway-Seno Skyring, en las cercanias
de Punta Arenas, donde la visibilidad es mayor producto de una menor influencia glacial. En este
mismo sentido, una mayor extension del meldn asi como un mayor desarrollo de los sacos
aéreos que rodean al meldn, los cuales contribuyen a una mayor capacidad de enfoque y a la
generacién de un espejo aclstico céncavo, han sido identificados como caracteres presentes en
delfines de rio, siendo potencialmente consecuencias adaptativas a ambientes fluviales (Gutstein
2013). GMPW ha sido una variable identificada como discriminante en la separacion de
odontocetos de diferentes areas geogréficas en otros estudios a nivel intra-especifico (Molina-
Schiller ef a/. 2006).

Las medidas relacionadas con el tamafio del rostro (EXNRT) y el tamafio del parietal (PW)
estarfan potencialmente asociadas a tamafio, y de acuerdo con Perrin (1975), variaciones en
una estructura con dependencia funcional, se inter-relaciona directamente con variaciones en
otras estructuras, por lo que su analisis e interpretacion es mas bien de manera conjunta que
independiente. Asi, un mayor desarrollo de la porcién lateral de la caja craneana conjuntamente
con una mayor fosa temporal, estaria asociado a actividades de caracter alimentario, por un
mayor desarrollo del musculo temporal y una mordida mas fuerte (Perrin 1975, Perrin et af.
2011). De Ja misma manera, un rostro mas marcado, mandibulas mas robustas y dientes mas
largos sugeririan una adaptacién a alimentarse de presas de mayor tamafio (Perrin ef al 2011).
Perrin (1975) sugiere que los elementos del rostro se verian directamente influenciados por
variaciones en las dieta, y cambios en la ecologla tréfica de los animales implicaria
modificaciones a nivel rostral mds rapidas que en otras estructuras del créneo. Un rostro mas
robusto seria ventajoso en individuos que se alimenten en aguas costeras sobre presas

demersales, puesto que estas tienden a ser de mayor y mas irregular tamafio que las presas
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pelagicas. Por otro lado, un rostro de menor tamafio y mas delgado se veria favorecido en
ambientes pelgicos, donde las presas son mds pequefias y de movimientos rapidos. La
informacién existente relacionada con la dieta de C eufropia es escasa y proviene
principalmente de analisis de contenido estomacal de individuos enmallados en redes pesqueras
en estudios puntuales (Oporto 1990). Sin embargo, en las proximidades del rio Maule, Regidn
del Maule, pescadores artesanales identifican el &rea costera de pesca del robalo, Eleginops
maclovinus, como area principal de alimentacion del delfin chileno, (Pérez-Alvarez et al 2007),
lo que podria dar un indicio de alimentacion costera y de fondo al menos en clertas localidades
de la Zona Norte. Ademds en esta zona la sardina comin (Strangomera bentincki) ha sido
reportada como presa del delfin chileno (Oporto 1988; Goodall 1994?), siendo ésta de mayor
tamafio que la sardina austral (Sparttus fueguensis) potencial presa en la zona de los canales
(Zona Sur). Lamentablemente no existe informacién formal relacionada con la dieta del delfin
chileno para la Zona Sur, pero dada la topografia de la costa chilena, se podria pensar que una
alimentacion costera, en extensas playas de poca profundidad como ocurre en la Zona Norte, es
poco probable.

Por su parte, las fosas anexas al canal dptico (VF) corresponden a dos cavidades ubicadas en la
porcidn ventral del crdneo, identificadas por primera vez durante el presente estudio. Los
mayores valores de esta medida fueron registrados para ejemplares provenientes de localidades
ubicadas el extremo sur (Punta Arenas). Las cavidades se disponen a ambos costados del
créneo, en el area préxima al canal Gptico, y aunque una interpretacién funcional de esta
estructura de manera independiente es compleja, potencialmente podria relacionarse con
aislamiento auditivo. En este sentido, los ejemplares provenientes de mayores latitudes (Sur)
también presentaron mayores valores de la Longitud orbital (LO) (aunque no se diferencia
significativamente del grupo Norte), consecuente con [a mayor visibilidad presente en las
localidades de procedencia de estos ejemplares. Esta variacién ha sido asociada a una

especializacion a diferentes tipos de ambientes en otros estudios (Pertin 1994, Perrin et al.
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2011) asociandose un mayor tamafio ocular con un mayor desarrollo de la vision durante el
buceo (Land & Nilson 2002).

La diferenciacién de estas dos agrupaciones (Norte y Sur) en base a caracteres morfométricos
craneales se ve reforzada mediante los resulfados obtenidos con analisis discriminante tanto
para ejemplares adultos como para ejemplares adultos y juveniles. Estas unidades poblacionales
han sido paralelamente identificadas mediante andlisis genéticos, donde una fuerte
estructuracion a nivel de marcadores moleculares {microsatélites y ADN mitocondrial) ha sido
encontrada aln en ausencia de una evidente barrera geografica, proponiéndose que la
diferenciacién genética podria reflejar adaptacidn ecoldgica a diferentes ambientes y uso de
recursos {Capitulo 1 y 3 presente estudio). Cabe mencionar en este mismo sentido que un
fuerte patrén de estructuracién con diferencias a nivel genético y morfométiico ha sido
reportado para el congener endémico de Nueva Zelanda, Cephalorfynchus hectori, entre las
Islas Norte y Sur. En este caso, dos subespecies (C. fiector/i maui para la Isla del Norte y C.
hectori hectori para la Isla del Sur) han sido reconocidas (Baker ef al 2002). El estudio
morfoldgico en C. hectori se realizd sobre las unidades poblacionales ya diferenciadas a nivel
genético y las medidas craneométricas que mas contribuyeron a la diferenciacién de la poblacién
de la Isla del Norte v/s la Isla del Sur se relacionan con tamafio def rostro, siendo los rostros de
los ejemplares del Norte mas largos y anchos que los del Sur; y con el Ancho Premaxilar, el cual
también presenta mayores valores en los ejemplares del Norte. Por tanto, dos de las tres
medidas anteriormente sefialadas, concuerdan con las identificadas como importantes para la
diferenciacién Norte/Sur del delfin chileno en el presente estudio. En este contexto, y de
acuerdo con Westage (2007) se plantea que dada [a compleja interdependencia entre [a funcion
y anatomfa del craneo, variaciones craneales ocurririan solo en presencia de una presion

selectiva diferencial y aislamiento reproductivo.
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La diferenciacion de tipos de ambientes (Norte /Sur) en el caso del presente estudio, coincide
con dos de las unidades biogeograficas descritas para ambientes marinos: (1) el area ubicada
entre 30° Sto 42° S (Zona Intermedia o Central) y (2) el &rea ubicada entre los 42° S to 56°
S denominada Provincia Magalldnica o Regidn de Fiordos Australes (Camus 2001 y Escribano ef
al. 2003). Estos patrones biogeograficos se relacionan con variaciones oceanograficas asociadas
al origen e instalacion de la actual Corriente de Deriva del Oeste (Thiel ef a/ 2007). La Zona
Intermedia o Central esta caracterizada por la presencia de la Corriente de Humboldt (Montecino
et al, 2000, Thiel et af, 2007) siendo uno de los ecosistemas marinos mas productivos a lo largo
de la linea costera del Ecuador, Perd y Norte de Chile (Thiel ef al 2007). Esta area se
caracteriza por presentar un borde costero expuesto, con presencia de desembocaduras de
rios (Strub et al 1998), donde C. eutropia mostraria preferencia por ambientes estuarinos
(Goodall et a/, 1988b, Capella et a/. 1999, Pérez-Alvarez et al. 2007). Por el contrario, la Zona de
fiordos australes es una zona de canales y flordos {(Goodall ef al. 1994), donde los delfines han
sido registrados principalmente asociados a ambientes protegidos. Esta zona es una de las
menos estudiadas para la especle, y la informacion existente proviene de estudios locales de
duracién reducida (Heinrich 2006, Dawson 2009). Ambas regiones se diferencias también en la

caracterizacion de su composicién ictica (Ojeda ef a/, 2000, Escribano et a/. 2003).

Aproximacion dieta (Isctopos estables)-variacion geogréfica

Dado que la especializacién tréfica ha sido unos de los factores descritos que contribuyen a la
variacion geogréfica en odontocetos, manifestandose en caracteres craneales como variacion en
tamafio y ndmero de dientes, longitud y ancho de la regidn rostral y orbital y tamafio de [a fosa
temporal, entre otros (Amano & Miyazaki 1992, Perrin 2002, Perrin 2003, Molina-Schiller 2006,
Amaral 2009) es necesario detenerse en este punto puesto que variaciones morfométricas

relacionadas han sido identificadas durante el presente estudio. Lamentablemente la
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informacién en cuando a dieta del delfin chileno es escasa y no se cuenta con registros que
avalen que el item presa de la especie en el Norte es diferente al ftem presa en el Sur. Sin
embargo, los resultados del andlisis de isétopos estables realizados en el presente estudio a
ejemplares provenientes del Norte, Centro y Sur de la distribucidn de la especie, sugieren que
no habria una superposicidn dietaria entre localidades (Figura 17), encontrandose diferencias
isotdpicas significativas ente localidades (para 813C entre las localidades Norte y Centro y para
015N entre las localidades Norte y Sur). Lo anterior, a modo general y considerando esta
informacion con cautela dado el bajo tamafio muestral, nos arroja dos posibilidades: o bien los
animales se alimentan en una misma zona de presas distintas lo que se traducirfa en una sefial
jsotdpica diferente; o se alimentan en diferentes lugares. Dado el caracter generalista de los
odontocetos (Berta et a/. 2006) y que los ejemplares provienen de diferentes localidades, lo mas
probable es que la diferencia en sefial isotGpica identificada sea producto de zonas diferentes de
alimentacidén. Lo anterior nos indicaria que los animales se alimentarian frecuentemente en la
zona donde habitan, presentando desplazamientos restringidos y no grandes migraciones. Esto
es consecuente con el patrén de ordenacién de los individuos por localidad encontrado en el
presente estudio al observar la distribucion de los individuos en el plano factorial de los
Componentes Principales 1 y 2 y con los resultados obtenidos a nivel molecular {ADN
mitocondrial-DLoop) de carécter intra-poblacional (Poblacién Norte v/s Poblacién Sur, Capitulo
3). En ambos casos, no se chserva una homogeneizacién de los datos, sino por el contrario, una
tendencia a la diferenciacion y estructuracion a escala geogréfica reducida, ilustrando rasgos de
desplazamientos reducidos y conductas filopétricas de la especie, tal como ha sido descrito para

las distintas especies del género Cephalorfiynchus (Dawson et al. 2002).

Los resultados de isotopos estables indican que hay una asociacién negativa entre 615N vy la
latitud, encontrandose menores valores de 815N hacia el sur. Variaciones latitudinales similares

han sido registradas en estudios de pinipedos (Mufioz ef a/en preparacion, Aurioles-Gamboa et
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al. 2006 y Aurioles-Gamboa et &l 2009), quienes encuentran que a medida que la latitud
aumenta en 4°N, el valor de 15N de la materia orgénica particulada (MOP) disminuye en 1%so.
Este patrén de disminucién de 815N con la latitud podiia deberse tanto a diferencias en las
contribuciones de nitrgeno (nitrato de aguas profundas, nitrato proveniente de zonas de
nitrificacion, insumos continentales y fijacién del nitrégeno), como a diferencias en su utilizacién
(Montoya 2007; Mufioz et a/ en preparacidn). Asi mismo, la intensidad de los eventos de
surgencia y la extension de la desnitrificacion sub-superficial contribuyen a una diferenciacion
espacial en valores de 815N del fitoplancton (Graham ef al 2010), esperandose valores
superiores de 315N en zonas altamente productivas (Graham ef a. 2010), como es [a zona
central de Chile (Montecino ef a. 2000, Thiel et al. 2007). Por otra parte, la marca isotGpica
513C/ &12C permite discriminar el origen de la productividad primaria en sistemas simples,
donde existen diferentes fuentes isotdpicas {gj fitoplancton v/s macroalgas) {(Hobson & Welch
1992 y Fredriksen 2003) y el patrén 515N/ 514N, muestra el enriquecimiento a nivel tréfico,
con un aumento de 3—4%o por nivel (Michener et af. 1994), pudiendo modelar la posicion de un
consumidor en la red tréfica marina. De esta manera diferentes estudios han encontrado
variacidn de marca isotdpica a nivel intraespecifico en odontocetos, pudiendo diferenciar grupos
que se alimenten de presas peldgicas de menor nivel trofico de otros que se alimentan de
presas costeras con una mayor posicidn tréfica (Fontaine et al 2007). Aunque este nivel de
interpretacion de los resultados se escapa de los objetivos de este trabajo, lleva a plantearse
nuevas interrogantes enfocadas a una comparacién de ecolegia trofica entre localidades, donde
un mayor niimero de muestras y contar con la marca isotdpica de la oferta alimentaria es

crucial.

Asociacion medidas craneomeétricas con variables ambientales y geogréficas
En relacién a asociacién de las medidas cranométricas con variables oceanogréficas y con la

Latitud se obtiene que para ejemplares adultos las medidas asociadas con tamafio de rostro
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(EXNRT y RL) decrecen con la latitud, al igual que el ancho parietal (PW) en el caso de adultos y
juveniles. Sin embargo, las fosas anexas al canal dptico (VF) aumentan con la latitud en ambos
casos. Lo anterior, considerando las medidas EXNR, RL y PW como proxy de tamafio corporal,
nos estaria dando cuenta de manera preliminar, de una tendencia contraria a lo que propone la
regla de Bergman (similar a otros estudios de odontocetos, Ramos et a/ 2002, Molina-Schiller
2006 y carnivoros, Meiri et al. 2007), puesto que medidas asocladas a tamafio estarian
disminuyendo a medida que la Temperatura decrece; sin embargo estaria potencialmente
acorde a lo propuesto por Rosenzweig 1968. La Regla de Bergmann establece que homeotermos
de mayor tamafio se encuentran en mayores latitudes o climas mas frios puesto que una menor
relacién superficie/ volumen se traduciria en una mayor retencion del calor por unidad de masa
(Mayr 1963, Boyce 1978, Blackburn et al 1999), asi mismo una mayor relacion superficie
/volumen contribuirfa a una mayor disipacion del calor, siendo ventajoso un menor tamafio en
climas mas calidos (Yom-Tov ef al 2003). Por su parte, la Hipdtesis de Productividad de
Rosenweig indica que el tamafio de mamiferos carnivoros estaria explicado por productividad
ambiental, sugiriendo una asociacion positiva entre productividad ambiental y tamafio corporal
(Wigginton and Dobson 1999; Yom-Tov and Geffen 2006). El patrén craneométrico en gradiente
latitudinal encontrado para las medidas EXNRT-RL-PW en C. eutropia estaria potencialmente
asociado con esta (iltima hipdtesis (similar a lo encontrado para hembras de lobo marino comiin,
Otaria flavescens, Sepllveda et af. 2013, en otros carnivoros Meiri et /. 2007 y odontocetos
Amano ef al. 1992), puesto que los mayores valores se encontrarian en las principales zonas de
surgencia costera y en los principales sitios de desembarques pesquero, considerando
abundancia pesquera de potenciales presas de la especie, como proxy de productividad. A lo
largo de la costa chilena, es usual la ocurrencia de surgencias costeras entre las latitudes 189 S
y 380 S debido a la orientacién de la costa y al régimen de vientos, donde predominan los del S
y SW, (Bakun & Nelson 1991), identificdndose focos importantes en Valparaiso, San Antonio,

Constitucién (Sievers et al. 2000, Bello et al 2004) y Talcahuano. De similar manera, los
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mayores desembarques pesqueros a hivel general y de potenciales presas de delfin chileno
(sardina comtin, rébalo) se realiza en la regién del Bio —Bio (Sernapesca 2011, 2010), sugiriendo
ambas aproximaciones, una mayor productividad ambiental en estas latitudes intermedias. Esta
relacién positiva sugiere el importante rol de la productividad primaria en €l tamafio corporal (tal
como ha sido encontrado en otros estudios Yom-Tov et al 2003, Meiri et al. 2007, Blois et al.
2008, Septlveda et a/. 2013) Indicando que la temperatura no es el (nico factor involucrado
(Yom-Tov ef al, 2003). La variacion morfoldgica en cetdceos es un factor que ain carece de
explicacién en algunos casos, debido principalmente a la diferencia en aproximaciones a
morfologia basica, que han sido utilizado tradicionalmente en otros vertebrados (Pynesson et al,

2011).

En resumen, el presente estudio da cuenta de variacién geografica en caracteres motfométricos
craneales de C eutropia a lo largo de su distribucidn. Por una parte se diferencian dos grandes
grupos {Norte y Sur) ubicados respectivamente en dos unidades biogeograficas marinas que
presentan caracteristicas ambientales, topograficas y de oferta alimentaria diferenciadas. Un
andlisis exploratorio de ecologia trofica sugiere que no hay superposicidn tréfica entre
ejemplares de distintas [ocalidades, lo que concuerda con el patron de diferenciacion
morfométrica y molecular a escala geografica reducida encontrada en la presente Tesis y por
ende, con las conducta filopatrica y desplazamientos reducidos, descritos a nivel de genero,
Adicionalmente, se encuentra un patrén craneométrico asociado a la Hipotesis de productividad
de Rosenweig encontrando una relacién positiva entre medidas asociadas a tamaiio corporal con
zonas identificadas como de alta productividad en la costa chilena. En base a lo anterior y dado
que las medidas craneométricas que contribuyen a la variacion geografica son variables
funcionales, se propone que la variacion geografica encontrada podria ser resultado de

especializacién y desarrollo de ecolocalizacién como consecuencia de adaptacion a diferentes

ambientes.




El presente estudio contribuye de manera preliminar a la investigacidn de variacién geografica a
nivel de caracteres morfométricos y de ecologia tréfica del delfin chileno, Cephalorhynchus
eutropia, (nica especie de cetaceo endémica de nuestro pais, y a nivel de mamiferos marinos en
el Pacifico Suroriental, siendo uno de los primeros realizados a lo largo de distribucidn de la
especie; y destaca la importancia y utilidad de integracién de herramientas de estudio como lo
son analisis morfométricos, moleculares y de ecologia tréfica, Los resultados deben ser
corroborados y ampliados con futuros estudios que consideren un mayor nimero de ejemplares

a analizar y un anélisis comparativo ampliado de ecologia tréfica de la especie.
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ANEXO 1

Descripcion medidas craneométricas que contribuyen a variacion geografica

Cresta Supraoccipital (SOCH): Llamada también cresta nucal, divide entre la porcion
posterior del craneo (region occipital) y la porcion anterior o dorsal. Forma parte el hueso
supraoccipital. En Tursiops y otros odontocetos, la cresta supraoccipital se extiende desde la
linea media hacia el parietal, adyacente y practicamente perpendicular a la cresta temporal
(Figura 1, 3). El hueso frontal se ubica lateralmente a la cresta supraoccipital, proporcionado
soporte a esta estructura (Mead & Fordyce 2009). En relacion a la estructura blanda que se
encuentra relacionada con esta estructura dsea, destacan la presencia de los sacos vestibulares
y los sacos nasofrontales, ambos involucrados en el movimiento de aire ya sea como reservorio

aéreo o reflector del sonido (Figura 18, Mead 1975)

Figura 18. Esquema de estructuras blandas principales del complejo naso-frontal en Delphinidae.
Bhl = orificio respiratiroio, iv= vestibulo inferior, m=meldn, ns= saco nasofrontal, ps= saco
premaxilar, vs= saco vestibular (modificado de Mead 1975).

97




Ancho Maximo Premaxilar (GPMW): El premaxilar forma la parte anterior del craneo y
también el piso del pasaje antero-nasal (Figura 1). Esta rodeada por la maxila, el vomer y el
nasal. En odontocetos esta estructura dsea se encuentra modificada en relacién a la maxila
bésica de mamiferos por el desplazamiento de los nasales hacia posterior y el desarrollo
ascendente de la maxila. El premaxilar conforma la mayor parte del borde anterior del nasal
externo y en él destaca la presencia de la fosa premaxilar y de los fordmenes premaxilares
(FPMRB), los cuales en odontocetos, son parte del complejo nervioso infraorbital. Como
estructura blanda asociada, destaca la presencia de los sacos premaxilares, alojados en la

superficie dorsal del premaxilar (Figura 13).

Ancho maximo Parietal (PW): El parietal forma las paredes laterales de craneo, colindando
con el frontal, escamoso , interparietal y exoccipital (Figura 1 y 3). Se encuentra en directa
relacién con el &rea occipital, la cual es una parte importante del sistema locomotor de los
cetdceos puesto que facilita la conexidn con la columna vertebral, siendo la porcién anterior de
insercidn de una serie de musculos epiaxiales. Esta formado por el interparietal, supraoccipital y
osificaciones exoccipitales (Figura 1 y 3). El exoccipital forma parte de la pared posterolateral
del craneo. En su porcién media presenta osificaciones pareadas llamadas condilos occipitales.
Se encuentra rodeada dorsalmente por el supraoccipital, anterolateralmente por los parietales,
anteriormente por los escamosos y anteroventralmente por el basioccipital (Figura 19). El
interparietal se encuentra coméinmente fusionado en mamiferos y en particular en odontocetos
se fusiona con el supraoccipital justo antes del nacimiento. Lateraimente colinda con el parietal
ubicandose en posicién posterior al supraoccipital. El supraoccipital conforma el borde mas

dorsal del foramen magnum y parte del techo del créneo.
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Figura 19. Esquema supraoccipital desarticulado de un créneo de neonato (medificado de Mead
& Fordyce 2009).

Altura de la fosa temporal (TFH) y Longitud Orbital (LO): La fosa temporal corresponde a
una cavidad o depresién ubicada a ambos costados y base del craneo; de forma semicircular en
vista lateral. Estd formada principalmente por el escamoso, parietal y frontal. En Delphinidae el
borde ventrolateral de la fosa temporal esta formado posteriormente por el proceso cigoméatico
del escamoso y anteriormente por el proceso cigomatico del frontal. El jugal se desplazado
ventralmente articulando con el lacrimal y el maxilar, formando el borde ventral de la orbita. La
érbita en cetéceos es abierta en su porcion ventral (Figura 20). Esta formada principalmente por
el frontal, en jugal y el lacrimal. El maxilar no forma parte de la orbita en odontocetos. El
tamafio de la fosa temporal, asi como variaciones del tamaiio orbital han sido identificados como
caracteres que presentan variacidn geografica, siendo asociado principalmente a

especializaciones tréficas y/o de ambientes
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Figura 20. Esquema drbita ocular en Delphinidae (modificado de Mead & Fordyce 2009).

Distancia del rostro a narina externa (EXN-RT). Esta medida da cuenta de la longitud del

rostro siendo directamente un proxy de tamafio. Los huesos que comprende son principalmente

los premaxilares por dorsal, descritos anteriormente e ilustrados en las Figuras 1y 3.

Fosa anexa al canal éptico (VF): Corresponde a dos cavidades ubicadas en la porcidn ventral
del craneo, identificadas por primera vez durante el presente estudio, Las cavidades se disponen

a ambos costados del craneo, en el &rea préxima al canal dptico, relaciondndose probablemente

con aislamiento auditivo.
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CAPITULO III: Biogeografia historica de C. eutfropia: Impacto de los ciclos glaciales
sobre Ia distribucién y la diversidad genética del delfin chileno

RESUMEN

Varlaciones climaticas asociadas a los ciclos glaciales ocurridos durante €] Pleistoceno han
influido en los patrones biogeograficos y de distribucion actual de muchas especies, en particular
en las regiones polares y templadas frias. Reconstrucciones demogréficas inferidas a partir de la
diversidad genética han demostrado que estas fluctuaciones se relacionan con episodios de
expansién-contraccién poblacional. Cephalorhynchus eutropia se distribuye a lo largo de la
costa de Chile, comprendiendo dos areas geograficamente distintas: La zona norte (Valparaiso-
Puerto Montt), conformada principalmente por costa expuesta, bahfas y estuarios, la cual no ha
sido afectada directamente durante los periodos glaciales y la zona sur (Chiloé-Isla Navarino),
conformada principalmente por fiordos y canales que si han sido afectados reiterativamente por
periodos glaciales. Mediante la sefial genética obtenida de ADN mitocondrial (region control), el
presente estudio analiza la contribucién de los ciclos glaciales, en particular del Ultimo Méaximo
Glacial, sobre los patrones de distribucién, estructura poblacional y diversidad genética del delfin
chileno. Se identificaron dos unidades genéticas poblacionales mediante programa de
estructuracion poblacional espacial (Zona Boreal y Zona Austral), las cuales se encuentran
genéticamente diferenciadas (®ST= 0,53 P= 0,012 y FST= 0,24 P= 0,014). La diversidad
haplotipica y nucloeotidica obtenida para la Zona Austral fue significativamente menor que la
obtenida para la Zona Boreal, lo que, sumado a la genealogia haplotipica caracterizada por tener
un haplotipo dominante del cual emergen haplotipos de baja frecuencia y al ajuste de la
distribucion de diferencias entre pares de secuencias, da cuenta de una expansion poblacional
reciente para esta zona estimada hace aproximadamente 16.000 afios (mismatch) o 11.000

afios (skylineplot). Lo anterior es consecuente con la informacion cronolégica de datacién de
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ciclos glaciales reportada para estas latitudes, particularmente durante el Ultimo Maximo Glacial.
Se propone que la distribucion actual del delfin chileno se ajusta al modelo biogeografico de
Expansién-Contraccion y que las poblaciones ubicadas al sur de su rango de distribucidn se
habrian originado de manera posterior al retiro de los hielos, probablemente como resultado de
un proceso de recolonizacidn postglacial proveniente de las poblaciones ubicadas al norte,

caracterizado por efectos fundadores y una rapida expansién poblacional.
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INTRODUCCION

Los patrones biogeograficos de especies tanto terrestres como marinas estén altamente
influenciados por eventos histdricos como fluctuaciones en el nivel del mar o la ocurrencia de
ciclos glaciales (Collin & Mantenon 2002). Asi, los ciclos glaciales del Pleistoceno, datados dentro
de los Gltimos dos millones de afios, son reconocidos como los eventos histdricos mas
significativos acurridos durante el ltimo tiempo evolutivo de muchas especles, principalmente
en las zonas templadas y polares (Hewitt 1996, 1999). Precisamente, la distribucién de muchas
de estas especies estd relacionada con el dltimo evento glacial y con la transicion hacia el

periodo interglacial actual (Avise ef a/ 1998).

Desde una aproximacion temporal, las fluctuaciones climéticas recientes, correspondientes al
Pleistoceno tardio, se relacionan con variaciones poblacionales a nivel intra-especifico (Avise &
Walker 1998), y sus efectos en patrones filogeogréficos y variabilidad poblacional han sido
evaluados en diferentes taxa (Avise ef al. 1998). En este contexto, el modelo biogeografico de
Expansidn-Contraccién (E-C) (Provan and Benett 2008) propone que especies de zonas
templadas-frias que sobrevivieron el Ultimo Méximo Glacial (UMG) contraerian su rango de
distribucidn a zonas menos afectadas por el hielo y posteriormente, luego del retiro de los
hielos, recolonizarian zonas de altas latitudes. De esta manera, sucesivos efectos fundadores
que ocurren durante la expansién del rango geogréfico hacia areas previamente cubiertas por
hielo provocan que las poblaciones re-colonizadoras deriven de la poblacién fuente,
diferencidndose genéticamente (Hewitt 1996, 2000) y exhibiendo reducidos niveles de

diversidad (Knowles 2001).

La mayorfa de los estudios de biogeografia ligados a los ciclos glaciales del Pleistoceno han sido
desarrollados en el Hemisferio Norte y sélo algunos a lo largo de las costas del Hemisferio Sur,
donde las caracteristicas fisicas, geoldgicas y el contexto evolutivo son muy diferentes (Sanchez

et al. 2011). Las glaciaciones que ocurrieron durante el Pleistoceno cubrieron un drea mucho

109




mayor y fueron de mayor impacto en el Hemisferio Norte que en el Hemisferio Sur, dado
principalmente la disposicion de los continentes (Lowell et a/. 1995). Dentro de los eventos
glaciales ocurridos en Sudamérica, la mas antigua de las glaciaciones patagdnicas se desarrolld
entre 7y 5 Ma (Mioceno tardio-Plioceno temprano), seguida de un minimo de 8 glaciaciones
durante el Plioceno tardio. Durante el Pleistoceno temprano (1,2 Ma) ocurre la Gran Glaciacién
patagdnica, con el posterior desarrollo de 14 a 16 épocas geoclimaticas frias intercaladas de sus
correspondientes equivalentes calidos. Posteriormente, dentro de los eventos glaciales ocurrido
en el Pleistoceno medio-tardio, destaca la Ultima Gran Glaciacion (UGG) que alcanzé su maximo
hace 25.000 afios con el Ultimo Méximo Glacial (UMG), el cual finaliza hace 16.000 afios
(Pleistoceno tardio). Finalmente tuvieron lugar dos nuevos re-avances glaciares hace 15.000-
10.000 afios (Tardiglacial; Rabassa ef al. 2005). Estos eventos glaciales produjeron cambios
climaticos que influyeron en los ecosistemas tanto marinos como terrestres durante [os tltimos 5
millones de afios. Variaciones en el nivel del mar de hasta 100-140 metros, y de al menos 5-6°C
de temperatura superficial del mar se estiman durante los ciclos glaciales-interglaciales (Rabassa
et al, 2005). Geograficamente, la capa de hielo durante las glaciaciones del Pleistoceno se
extenderia hasta profundidades del Océano Pacifico por el rango de expansién Oeste,
sumergiéndose por el costado occidental de la isla de Chiloé al sur de los 43°S. La zona de
fiordos y canales al sur de Chiloé se encontraba cubierta por una extensa capa de hielo durante
el UMG que se extendia hasta el borde de la plataforma continental (Hulton et al 2002),
mientras que por el costado oriental de Sudamérica, actual plataforma submarina Atlantica,
alcanzarian solo hasta el rio Gallegos (51°S) (Figura 1; Rabassa & Clapertton 1990; Rabassa &

Cornato 2009).

Dentro de este contexto, organismos que presentaran una distribucidén continua a lo largo del

extremo sur de Sudamérica debieran reflejar modificaciones de patrones biogeogréficos

producto de las glaciaciones (Collin & Mantenon 2002), infiriendo (1) divergencia de especies




como resultante de refugios alopatricos durante los periodos glaciales (Alexandrino ef al 2000)
o bien (2) variaciones poblacionales a nivel intra-especifico {(Avise & Walker 1998). Algunos
estudios de patrones biogeograficos y estructuraciones genéticas poblacionales en especies
marinas en relacion a variaciones climaticas en Sudamérica, corresponden a Acanthina monodon
que se distribuye en el litoral rocoso entre los 28° y 55°S (Sanchez et a/, 2011). Analisis de ADN
mitocondrial de individuos provenientes de las tres regiones biogeogréficas marinas revelan la
presencia de 3 grupos (clusters) con diferentes niveles de diversidad genética y con estructura
genética poblacional espacial, mostrando un calce perfecto de una de las unidades genéticas
con el quiebre biogeografico de los 30°S. La segunda unidad genética no concuerda con el
quiebre geografico de los 42°S, pero si con uno ubicado a mayores latitudes y su genealogia en
forma de estrella sugiere una recolonizacién postglacial hacia el sur de los 42°5 (Sanchez ef a/,
2011). Para Durvillaea antartica, estudios basados en ADN mitocondrial (COI) y cloroplastos
(rbcl) revelan dos unidades genéticas para el centro y sur de Chile. La estructura genética
encontrada en la regién patagonica (49° -56°S) resulta ser homogénea y revela sefiales de
recolonizacion postglacial (Fraser ef a/ 2010). Gonzalez-Wevar et al. {2012) reporta evidencia
de estructuracion genética poblacional y variaciones demogréficas en tres unidades genéticas
poblacionales de Nacefla magallanica en Patagonia Pacifica, Atlantica e Islas Malvinas. La
reconstruccién demogréfica sugiere un proceso de recolonizacion reciente (<10 ka) seguido de
un periodo de expansién poblacional postglacial al menos en la unidad genética poblacional de
Patagonia Pacifica. Efectos de eventos climaticos sobre el patron de estructuracidén geneética
poblacional, demografica y rutas de dispersion en Sudamérica son reportados tambien para el
robalo, Eleginops macfovinus (Ceballos et al. 2012), Galaxias macufatus, (Zemlak et al. 2010),

huillin, Lontra provocax (Vianna et al. 2011), entre otros.

Para el Orden Cetacea, también se ha evidenciado que las variaciones climaticas y
oceanograficas han contribuido sustancialmente al patron de distribucidon actual, variacion

geografica y estructuracién poblacional de algunas especies (LeDuc 2002). En su mayoria, los
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antecedentes provienen de estudios realizados en el Hemisferio Norte. La expansion reciente de
poblaciones de belugas, Delphinapterus leucas, en el Nedrtico occidental, corresponderia a un
evento posterior al retroceso de los hielos pleistocénicos y la cronologia de los eventos
postglaciales probablemente habria determinado las rutas de dispersion de esta especie desde
sus refugios glaciares {O'Corry-Crowe ef al 1997). Para Lagenorhynchus albirostris, en el
Atlantico Norte, andlisis demograficos (mismatch distribution) basados en ADN mitocondrial,
sugieren una expansion en la poblacién de la costa Noruega- Mar de Barrents y una expansion
geografica en la poblacion de las islas britanicas del Mar del Norte posterior a los eventos
glaciales del Pleistoceno (Banguera-Hinestroza ef al 2010). Lo anterior podria deberse
principalmente a las variaciones del nivel del mar y distribucion de presas que influirian en el
aislamiento y posterior conexién de poblaciones. Asi, para esta especie de habitats costeros, la
expansién norte a lo largo de la costa noruega seria producto de eventos fundadores
provenientes desde la poblacién del mar de Norte (Banguera-Hinestroza ef &/ 2010). Otros
ejemplos referentes a cambios en la distribucion de especies en relacidn a variaciones climaticas
son los reportados para Phocoena phocoena, Lagenorhynchus albirostris y Balaenoptera
acutorostrata en el mar del Norte dado principalmente sus requerimientos ambientales para
alimentacién y crianza (Weir et al. 2007) y para Eschrichtius robustus en el Pacifico del Norte,
donde las variaciones del nivel del mar y la disponibilidad de ambientes no cubiertos por hielo
en el Pleistoceno tardio, modificaron sus rangos de distribucion y abundancia (Pyneson et al

2011).

El género Cephalorhynchus corresponde a un género de delfines del Hemisferio Sur, de pequefio
tamafio, costeros, y de distribucidn restringida. Individuos de las distintas especies del género
serfan residentes a un area geografica local, no existiendo evidencia de migraciones a grandes
escalas (Dawson 2002). La amplia pero discontinua distribucidn del genero Cephalorfiynchus

podria reflejar una restriccién a hébitats de zonas templada-frias del Hemisferio Sur. Analisis
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filogenéticos basados ADN mitocondtial indican que las cuatro especies del género formarian un
grupo monofilético, proponiendo que el género se habria criginado al sur de Africa (C heavisidiy),
posteriormente y producto de la Corriente de Deriva del Oeste (West Wind Drift) habrian
llegado a Nueva Zelanda (C. hectori). Un efecto fundador posterior originaria la poblacion que
colonizd Sudamérica, la cual producto de las glaciaciones de Tierra del Fuego habria dado origen
a Ceutropiay C commersonnily recientemente (10.000 afios) una poblacién de C commersonii

habria fundado la poblacion de las Islas Kerguelen (Pichler ef a/ 2001).
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Figura 1. Limites de la Masa de Hielo durante el Ultimo Méximo Glacial (UMG) en Sudamérica
(Modificado de Thorson 19989).
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El delfin chileno, Cephalorhiynchus eutropia es la unica especie de cetaceo endémica de nuestro
pais (Yafiez, 1948) y uno de los odontocetos mas desconocidos a nivel mundial (Goodall et al.
1988). Se distribuye a lo largo de la costa central y sur de Chile, desde Concdn (32956'S) a Isla
Navarino (55°14' S) (Goodall 1994a, Aguayo-Lobo ef a/. 1998), siendo caracterizada como una
especie costera, de aguas poco profundas, al igual que sus congéneres (Dawson 2002). Habita
en dos areas geograficamente distintas: la costa abierta, bahfas y estuarios desde Valparaiso
(33902°S) a Chiloé (42000S) y canales y fiordos entre Chiloé y la Isla Navarino (55°14'S;
Goodall et al 1994a), quiebre geografico concordante con el limite glacial norte registrado
durante el Ultimo Maximo Glacial (Rabassa & Cornato 2009, Figura 1) y con las regiones
biogeogréficas descritas para el ecosistema marino de sistemas pelagicos (1) regidn centro-sur
de surgencia (30°- 42°) y (2) la regién austral de flordos (44°-55°S) (Escribano ef a/. 2003). En
el drea de distribucidn norte (Valparaiso-Chilog), la especie muestra una marcada preferencia
por zonas estuarinas (Goodall ef al, 1988, Capella et al. 1999, Pérez-Alvarez ef al. 2007), factor
que potencialmente condicionaria su distribucidn. Mediante la sefial genética obtenida de ADN
mitocondrial (regién control), el presente estudio da cuenta de contribucion de los ciclos
glaciales, en particular, del Ultimo Méximo Glacial, sobre los patrones de distribucién, estructura

poblacional y diversidad genética del delfin chileno.
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MATERIALES Y METODOS

Se colectd un total de 66 muestras de tejido provenientes de 8 localidades a lo largo de la costa
de Chile, entre los 35020°S; 72025'W y 52° 40'S; 72° 30°W (Figure 2). Las muestras se
obtuvieron de individuos adultos mediante técnicas de muestreo con soporte de goma (skin
swabbing; N=10, Harlin ef al 1999), biopsias (N=41; Krutzen ef a/ 2002) y animales
enmallados (N=15). Posterior al muestreo, el tejido se mantuvo en ethanol 90% y la extraccion
de ADN se realizd mediante el método de extraccidn salina (Aljanabi and Martinez 1997).
Amplificacion Adn mitocondrial (regién control)

Se amplificd un fragmento de 663 bp de la region control de AND mitocondrial en 64
individuos. Para lo anterior se  utilizaron los  partidores  M13DIp1.55"
TGTAAAACGACAGCCAGTTCACCCAAAGCTGRARTTCTA-3'y 8G 5 GGAGTACTATGTCCTGTAACCA;
Dalebout et al 2005) y se secuencid en ambas direcciones. El protocolo de amplificacion
considerd un volumen total de 25 ul que consistid en 5ul PCR buffer 10X, 2ul MgCI2 50mM, 1ul
de cada partidor, 2ul de dNTP’s 200mM, 0,3 ul de Taq DNA Polymerasa (Invitrogen Life
Technologies) y 50ng DNA. Los perfiles de temperatura correspondieron a: un periodo de
desnaturalizacion de 2 min a 94°C seguido de 30 ciclos de 30s a 94°C, un periodo de
anillamiento de 40 s a 56°C y de extensidn 40 s a 72°C. Finalmente, se incluyd un periodo de

extension final de 10 minutos a 729C

Sexaje
Se Identificé el sexo de cada individuo mediante el uso simultdneo de 2 sets de partidores
(Gilson et a/. 1998) con lo que se obtiene la amplificacién de un fragmento de 442-445 bp

correspondiente a los genes ZFX/ZFY tanto en machos como en hembras (Aasen and Medrano

1990) y un fragmento de 224 bp correspondiente al gen SRY solo en machos (Gilson et &l
] 1998). La determinacion sexual se realiza en base al niimero de bandas que se visualice en el

f gel, obteniendo dos bandas (445-224 bp) en el caso de los machos y solo una banda {445 bp,
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Gilson et al. 1998) en el caso de las hembras (Figura 3). La identificacion sexual se realizo 2 a 3

veces por individuo, utilizando siempre un individuo de sexo conocido como control positivo.
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Figura 2. Localidades de muestreo para el delfin chileno, Chilean dolphin, Cephalorhynchus
eutropia, a lo largo de la costa de Chile. Los circulos corresponden de Norte a Sur a: San
Antonio, Constitucion, Concepcion, Maullin, Aysén, Bernardo O "Higgings, Puerto Natales y Punta
Arenas.
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Figura 3. Gel de visualizacién sexaje C eutropia. La obtencion de dos bandas (445-224 bp) en el
gel determina un individuo macho y de una banda (445bp) un individuo hembra.

Analisis ADN mitocondrial
Las secuencias fueron editadas y alineadas en el programa PROSEQ 2.91 (Filatov 2002) y
posteriormente, se realizd un test de confirmacién de identificacion de especie (Blast: Basic

Local Alignment Search Tool) en Genebank y en DNA Survillance (Ross ef af. 2003).

La identificacion de unidades poblacionales o clusters se realizd mediante el programa de
analisis de estructuracion poblacional espacial GENELAND (Guillot et a/ 2009). Este programa
utiliza un modelo estadistico de inferencia bayesiana en base a informacién de individuos
georeferenciados en conjunto con el set de secuencias. Se utilizé el modelo no correlacionado

de frecuencia alélica, con 1.000.000 de iteraciones MCMC y registros cada 100.

Posteriormente, las secuencias fueron divididas en las unidades poblacionales identificadas con

el programa descrito anteriormente. Se estimaron los indices de diversidad genética como:
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Nimero de haplotipos (k), nimero de sitios polimérficos (S), diversidad haplotipica (H),
diversidad nucelotidica (i) nlimero de diferencias entre pares de secuencias (n) para todo el set
de secuencias y por unidad poblacional. Los analisis fueron realizados con el programa Dnasp
(Librado & Rozas 2009). A fin de considerar las diferencias de muestreo entre areas, los valores
de riqueza haplotipica se ajustaron al tamafio muestral mediante rarefaccidn utilizando el
programa PAST (Hammer et al 2001). Se realizaron las pruebas de neutralidad de Tajima

(1989) y Fu s Fs (Fu 1997) mediante el programa Pnasp (Librado & Rozas 2009).

Las relaciones genealdgicas entre haplotipos se analizaron mediante la construccion de una red
de haplotipos mediante algoritmo median-joining en NETWORK 4.5.1.0 (Rohl 2002). lLa
diferenciacion genética se evalué mediante Analisis Molecular de Varlanza (AMOVA) en
ARLEQUIN v.3.1.1. (Excoffier ef a/ 2005) considerando las 8 localidades de muestreo,
agrupadas en los grupos (clusters) definidos por los programas de estructuracién espacial. De
esta manera se estimaron los indices de diferenciacidn genética poblacional ®st (que considera
distancia entre haplotipos) y Fst (que considera frecuencias haplotipicas). La presencia de
estructura filogeografica se analizd mediante el programa PERMUT (Petit ef al 2010),
evaluando si NST >> GST (®st >> Fst) mediante comparaciones de los valores de Nst
estimados con aquellos obtenidos a través de 10.000 permutaciones. Dado que GST es una
medida de la diferenciacidn genética entre poblaciones en base a diferencias en frecuencias
haplotfpicas, y NST considera la diferencia entre frecuencias haplotipicas junto con las
diferencias filogenéticas entre haplotipos, un valor de NST superior, da cuenta de estructura

filogeografica.

Las variaciones demogréficas de la especie tanto en el area de estudio total como en las
unidades poblacionales identificadas, se realiz mediante la construccién de la distribucion de
diferencias entre pares de secuencias (Mismatch distribution; Rogers and Harpending 1992),

evaluando el ajuste del modelo a los datos observados mediante el indice de ajuste
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“Harpending’s raggedness index” (Harpending 1994; Schneider and Excoffier 1999)
implementado en el programa Dnasp 4.0 (Rozas ef a/ 2003). Un valor no significativo para este
indice, indica que la poblacion esta en expansidn (Harpending 1994). Cuando fuera pertinente,
es decir, cuando los datos observados se ajustaran al modelo de expansion poblacional
esperado, se estimaron los parametros de expansidn poblacional basados en los modelos de
expansion (Rogers & Harpending, 1992). Para lo anterior se considera T = 2ut y se mide por
unidades de tiempo evolutivo; ) = tasa de mutacidn por secuencia por afio y t =tiempo en afios

transcurrido desde la expansidn.

Adicionalmente, para estimar la historia demografica de la especie se utilizé el modelo basado
en coalescencia “Bayesian Skyline Piot” implementado en el programa Beast (Drummond et al.
2007). Este método permite estimar la dinamica poblacional a través del tiempo, directamente
desde el set de secuencias (Drummond et al 2005), generando una distribucién a posteriori del
pardmetro tamafio efectivo poblacional (Ne) y estimacion del tiempo del ancestro comiin mas
reciente (tMRCA) en las genealogias de coalescencia. Se analizd el set de datos bajo el modelo
de reloj molecular estricto usando como tasa de mutacién (1,5%) por millones de afios (Ho et
al. 2005) y el modelo de mutacién HKY, estimado previamente con Mr Modeltest v.2.3 8
{Posada 2008). La convergencia de las cadenas MCMC se observaron mediante el programa
Tracer v 1.5 (Rambaut & Drummond 2007), verificando visualmente los valores de tamafio

efectivo poblacional (Ne) obtenidos.

En base a los resultados de los analisis previamente descritos, se elaboraron escenarios
demogréficos histdricos los cuales fueron puestos a prueba mediante el método ABC
(Approximate Bayesian Computation, Beaumont ef a/ 2002). Para lo anterior, se utilizé como
base los grupos (clusters) definidos anteriormente mediante programas espaciales de

estructuracién poblacional. Se compard la probabilidad posterior de dos posibles escenarios de
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diferenciacién genética histdrica para la especie. En el primer escenario "Refugio” se propone
que la poblacion de C eutropia presente en el area Sur de su distribucién (Canal de Chacao
hacia el Sur) habria sido afectadas por el Ultimo Méximo Glacial (UMG) reduciendo su tamafio
poblacional y manteniéndose en areas restringidas. Posteriormente, habria ocurrido una
expansién poblacional, luego del retiro de los hielos. En el segundo escenario “Recolonizacion”
se propone que durante el UMG, C. eutropia se encontraba exciusivamente en el area ubicada
geograficamente al Norte del Canal de Chacao (Valparaiso- Puerto Montt, Zona Norte). La
poblacion de la Zona Sur se habria originado de manera posterior al retiro de los hielos,
mediante una colonizacion postglacial proveniente de la Zona Norte, caracterizada por efectos
fundadores y rapida expansion poblacional (Figura 4). Las probabilidades posteriores se
estimaron mediante DIYABC (Cornuet et &/ 2008) utilizando parametros histdricos,
demogréficos y mutacionales como insumos. Se considerd distribucidén uniforme de los datos,
con informacién inicial para los parametros demograficos (priors) de: N= 100-1000000; t2:
5000-150000; Nb: 1-1000; t3: 50000-200000 y t1: 3000-15000. Mediante regresion logistica se
compard la maxima verosimilitud de ambos escenarios (Cornuet et al. 2008) y se estimod la
probabilidad posterior de ajuste de cada modelo mediante la funcién “Confidence in scenario

choice”
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Figura 4. Escenarios demografico-historicos propuestos para el delfin chileno a lo largo de su
distribucion. El escenario 1 corresponde al “modelo refugio” y el 2 al “modelo recolonizacion. N:
Tamafio poblacional; Nb: Tamafio poblacional reducido (cuello de botella o efecto fundador); t3:
Inicio glaciacion; t2: Inicio desglaciacion; t1: Durante fase de desglaciacion.
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RESULTADOS

Identificacion de unidades poblacionales

Mediante el programa de estructuracion poblacional espacial utilizado se identificaron dos
unidades poblacionales (Figura 5). La unidad poblacional “Zona Boreal” estd compuesta de
(secuencias) individuos pertenecientes a los localidades ubicadas entre San Antonio y
Concepcion vy la unidad poblacional “Zona Austral” de individuos pertenecientes a las localidades
ubicadas entre Maullin y Punta Arenas (Figura 1). La probabilidad de membresia, o pertenencia
de las localidades muestreadas a cada uno de los grupoes identificados se muestra en la Figura
4, Es posible observar que las muestras pertenecientes a la Zona Boreal tienen la probabilidad
mas alta de pertenecer al grupo 1, y las muestras de la Zona Austral la de pertenecer al grupo

2.

Network

Se definié un total de 14 haplotipos mediante 15 sitios polimérficos encontrados. El haplotipo
mas frecuente (H1, 31 muestras) fue el Unico haplotipo compartido entre las Zonas Boreal y
Austral, aunque en diferentes frecuencias. Los haplotipos H3-H4-H7 presentaron frecuencias de
5-6 individuos, los haplotipos H2-H6-H10-H13, frecuencias de 2 a 3 individuos y los haplotipos
tnicos (H5-H8-H9-H11-H12-H14) se encontraron presentes en un solo individuo. La relacién
genealdgica entre haplotipos y su frecuencia relativa se muestra en la Figura 5 y Tabla 1
respectivamente. Se observa que del haplotipo 1, haplotipo més frecuente, emergen haplotipos
de baja frecuencia, separados por sdlo un paso mutacional (H11, H2 y H10), generando una
genealogia en forma de estrella, compuesta principalmente por individuos de la Zona Austral
(color amarillo). Una genealogia mas antigua se observa para los haplotipos de [a Zona Boreal

(verdes), los cuales se encuentran en su mayoria separados por mas pasos mutacionales (Figura

6).
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Figura 5. Probabilidad posterior de membresia o pertenencia y discontinuidad genética mediante
el modelo especial GENELAND para el delfin chileno a lo largo de su distribucién. Las lineas
indican la posicion espacial de las discontinuidades genéticas y los colores mas claros sugieren
las probabilidades mas altas de los individuos (localidades) de pertenecer a esa poblacion. Se
identificaron 2 poblaciones genéticas, el mapa superior representa la poblacion ubicada en la
Zona Boreal y el inferior el de la Zona Austral.

123




Tabla 1. Frecuencias haplotipicas de ADN Mitocondrial para C. eutropia en toda el area de
estudio, Zona Austral y Boreal.

Haplotipos Boreal Austral Total

H1 5 26 31
H2 3
H3
H4
HS
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13 2

H14 1

Samples 22 42
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Figura 6. Red de haplotipos correspondiente a la region control de ADNmt de C eutropia a lo
largo de su distribucion. El tamafio de los circulos es proporcional a la frecuencia de individuos.
La longitud de las lineas es proporcional al nimero de pasos mutacionales entre haplotipos.
Verde: Zona Boreal y Amarillo: Zona Austral.
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La diversidad haplotipica en el rea de estudio completa fue de (4) 0, 75 + 0,053y la diversidad
nucleotidica (s7) de 0,38% + 0,002 (Tabla 2). Al considerar cada Zona por separado, la
diversidad haplotipica fue mayor en el Area Boreal (0, 83 + 0,034) que Austral (0,57 + 0,086;
X?=16,1 df=1 P=0,001). La diversidad nucleotidica estimada fue de 0, 30 % + 0,002 en la Zona
Boreal y 0, 23% + 0,001 en la Zona Austral (Tabla 2). En relacidn a las pruebas de neutralidad
de Fu’'s Fs y Tajima D, para ambas zonas se obtuvieron valores negativos y no significativos
{Zona Boreal: Fu’'s Fs y Tajima D: -0,345 ns y -0,41ns, respectivamente y Zona Austral: -2,499

y -1,004, respectivamente).

Tabla 2. Diversidad genética (663 bp ADNmt de la region control) para el delfin chileno,
Cephalorfiynchus eutropia a lo largo de su distribucién. N: Nimero de muestras, Hap N: Numero
de haplotipos, Hap r: Niimero de haplotipos después de rarefaccion, h: Diversidad haplotipica y
n: Diversidad nucleotidica.

Localidad DNAmt
N Hap N Hap r hx(SD) n% = (SD)
Area Total 64 14 0,75% 0,053 0,38 0,002
Boreal 19 6 6 0,83+ 0,034 0,30+ 0,002
Austral 45 9 63+1,13 0,570,086 0,23+ 0,001

El analisis molecular de Varianza (AMOVA) indica que el 53,4% y 24,1% de la variacién estaria
explicada por la variacién entre grupos (®ST= 0,53 P= 0,012 y FST= 0,24 P= 0,014
respectivamente) (Tabla 3). La presencia de estructuracién filogeogréfica se avala con los
resultados del programa PERMUT, obteniendo mayores valores para el indice ®ST en relacién al

FST (Nst >Gst; P= 0,0004).
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Tabla 3. Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) considerando un total de 8 localidades de
muestreo distribuidas en la Zona Boreal y Zona Austral a lo largo de la distribucion del delfin

chileno.
Método distancia: Frecuencias
Fuente de Variacion Pairwise differences haplbtiicas
% Varianza | Indice P % Varianza| Indice P
Entre grupes 53,42 ©st=0,53 0,012 24,1 FST=0,24 | 0,014
Entre localidades dentro de los grupos 6,69 FSC=0,14 | 0,007 8,89 FSC=0,12| 0,007

En cuanto a la distribucion de diferencias pareadas entre secuencias (mismatch distribution), la

curva construida con secuencias de individuos de la Zona Austral, fue la que presentd un mayor

grado de ajuste al modelo de expansidon esperado, obteniendo un indice de ajuste de

Raggedness de 0,19; p= 0,40. Dado lo anterior, no se puede rechazar que los datos observados

tengan una distribucién similar a lo esperado por el modelo expansion. Por el contrario, la curva

construida para la Zona Boreal, presentd indice de ajuste de Raggedness de 0,18; p=0,025

(Figura 7), rechazando en este caso, que los datos observados se ajusten a lo esperado por el

modelo de expansion.

El valor de Tau para la Zona Austral fue de T =0,32. Considerando una tasa de de mutacion de

1,5% por millén de afios (Ho ef a/ 2005), el comienzo de la expansion para la Zona Austral se

estima en aproximadamente 16.000 afios.
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Figura 7. Distribucion de diferencias entre pares de secuencias (Mismatch distribution) para
secuencias de ADN Mitocondrial (Region control) de Cephalorfiynchus eutropia para la Zona
Austral.

Los andlisis de Bayesian skyline plots de cada uno de los grupos genéticos mostraron que la
poblacién de delfin chileno de la Zona Boreal (Figura 8 superior) mantiene su tamafio
poblacional constante en el tiempo entre 40.000 y 12.000 afos atrés y luego se observa una
tendencia al decrecimiento poblacional; en cambio la poblacién de la Zona Austral, presenta un

incremento poblacional inicidndose hace aproximadamente 11.000 afios. El ancestro mas

reciente para ambas zonas es similar, estimandose aproximadamente hace 170.000 afos.
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Figura 8. Bayesian skyline plot para la Zona Boreal (superior) y Austral (inferior) del delfin
chileno a lo largo de su distribucion.
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El programa ABC (Approximate Bayesian Computation) discrimina entre los dos escenarios
propuestos para la historia demografica y estructura genética de C eufropia a lo largo de su
distribucion. Los resultados apoyan con la mas aita probabilidad de ocurrencia el escenario 2
“Recolonizacion” (Figura 9 y 10) en el cual la poblacién de delfin chileno de la Zona Sur se
habria originado de manera posterior al retiro de los hielos, mediante una colonizacién
postglacial proveniente de la Zona Norte, caracterizada por efectos fundadores y rapida
expansion poblacional. El riesgo de equivocarse en rechazar el escenario 1 (refugio glacial),
evaluado mediante las 500 simulaciones, fue de p=0,008. Lo valores de los parametros
demograficos estimados para el escenario 2 corresponden a N= 46.000 (39.000-57.000); Nb=
680 (607-614); t1= 16.300 (9.230-9570); t2= 17.000 (11.500-11.000); t3= 124.000 (123.000~

128.,000).
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Figura 9. Andlisis de componentes principales (PCA) sobre los dos escenarios demografico-
historicos propuestos para el delfin chileno a lo largo de su distribucion. En color rojo se
representa el Modelo Refugio y en verde el Modelo Recolonizacion. El color amarillo representa
el set de datos observados.
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Figura 10. Seleccion de escenarios historico-demograficos propuestos para el delfin chileno a lo
largo de su distribucion mediante regresién logistica, programa DYABC. El color verde
representa el escenario 2 “Modelo Recolonizacion” y el color rojo el escenario 1 “Modelo
Refugio”,
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DISCUSION

El presente estudio filogeografico da cuenta de la contribucidon de los cambios climaticos
pasados, particularmente el Ultimo Méximo Glacial sobre los patrones de distribucidn, estructura
poblacional y diversidad genética de Cephalorhynchus eutropia.

En términos generales, la diversidad haplotipica mitocondrial estimada para Cephalorfiynchus
eurtropia a lo largo de su distribucion se encuentra dentro del rango descrito para otras especies
de delfines (Lagenorhynchus albirostris en el mar del Norte, 0.7320 + 0.0031, Banguera-
Hinestroza et al. 2010; Tursiops truncatus en el Atlantico Norte, h= 0,49 — 0,70, Rosel &t al.
2009 v en el Golfo de México, h= 0,44 — 0,79, Sellas et al. 2005; y para Delphinus delphis en
Austrafia, h= 0,35 — 0,95, Moller ef a/2011). De igual manera, valores similares de diversidad
haplotipica han sido reportados para sus congéneres C commersonii en Argentina (h= 0,807
Pimper et al. 2010) y € hectori en Nueva Zelanda (h= 0,846 Hamner et a/. 2012). En cambio, la
diversidad nucleotidica obtenida (n= 0,0038) para el delfin chileno es menor a la obtenida para
especies como Defphinus delphis en Australia oriental (n= 0,004-0,008; Moller ef al 2011), para
Tursiops truncatus en el Golfo de México (n= 0,007-0,011; Sellas et a/2005) y para su congener
C hectori (n= 0,0079, Hamner et al 2012), pero similar a lo observado en poblaciones de
cetdceos que histéricamente presentan tamafios poblacionales reducidos o se han visto
fuertemente afectados por actividades antrépicas (Bérubé et a. 1998, Natoli et 4/ 2006, Rosel
et al, 2009, Banguera-Hinestroza et a/. 2010, Pimper et a/. 2010). En especies que han sido muy
afectadas, los valores de diversidad nucleotidica pueden ser muy bajos, como se ha observado
en una poblacidn aislada de Phocoena phocoena en el mar Negro (n= 0,0011; Rosel et a/, 1995)
o inclusive llegar a n= 0,00001 en Phocoena sinus (Rosel and Rojas-Bracho 1999) y en
Cephalorhynctius hectori maui (Pichler y Baker 2000). Una baja diversidad nucleotidica es
también esperable en poblaciones que han sufrido variaciones demograficas histéricas, como
una expansion poblacional después de un cuello de botella, frecuentemente asociada a los ciclos

glaciales del Pieistoceno (Lagenorfiynchus afbirostris, Banguera-Hinestroza ef al, 2010).

131



La distribucién actual de Cephalorhiynchus eutropia abarca dos areas geograficamente distintas
en relacién al impacto de los ciclos glaciales: La zona norte (Valparaiso-Chiloé), conformada
principalmente por costa expuesta, bahias y estuarios, la cual no ha sido afectada directamente
durante los periodos glaciales y la zona ubicada mas al sur (Chiloé-Isla Navarino), conformada
principalmente por fiordos y canales que si han sido perturbados reiterativamente durante los
periodos glaciales. E] presente estudio de la diversidad genética de la regién control del ADMmt
de C eufropia muestra el efecto diferencial de los episodios glaciales en estas dos regiones

cumpliendo con las predicciones del modelo Expansién-Contraccion:

(1) Identifica dos unidades genéticas poblacionales divididas latitudinalmente (Zona Boreal y
Zona Austral), las cuales corresponden de manera general con las areas afectadas y no
afectadas por los periodos glaciales. La separacién de estas unidades es bastante marcada y su
diferenciacion genética poblacional es avalada con los valores de los Indices de diferenciacién
poblacional, donde consecuentemente los valores de ®ST son superiores a los de FST, dando
cuenta de un patron de estructuracion genético histdrico (Chih-Horng and Avise 2005, Amaral
2010). El limite geografico entre las dos unidades poblacionales coincide con la extension del
UMG puesto que [a Zona Austral se encontraba cubierta por una extensa capa de hielo que se
sumergia por el costado occidental de la isla de Chiloé al sur de los 43°S (Hulton et &l 2002,

Rabassa & Cornato 2009),

(2) Al comparar los valores de diversidad para ambas zonas, se observa que la Zona Austral,
area afectada por los ciclos glaciales, presenta los valores mds bajos tanto de diversidad
haplotipica como nucleotidica, y a su vez, la genealogia haplotipica de esta zona presenta un
haplotipo dominante del cual emergen haplotipos de baja frecuencia, Esta forma de [a
genealogia, bajos niveles de diversidad genética y la presencia de un haplotipo dominante, son

caracteristicas propias de poblaciones que han experimentado expansion poblacional reciente
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(Slatkin et a./ 1991, Rogers & Harpending 1992). Lo anterior, sumado al ajuste de la
distribucién del nimero de diferencias entre pares de secuencias y a los pardmetros del modelo
demografico de Rogers and Harpending (1992), avala una expansion poblacional para la Zona
Austral. Por el contrario, la red de haplotipos cbtenida para la Zona Boreal da cuenta de una

genealogia mas antigua, donde no se detecta un crecimiento poblacional reciente.

(3) La datacion de expansion poblacional estimada en el presente estudio para la Zona Austral
de C. eutropia segin el modelo de expansion instantaneo (Rogers & Harpending, 1992} es de
aproximadamente 15.000-16,000 afios mientras el analisis bayesiano basado en coalescencia
(Bayesian skyline plot) sugiere que la poblacion de delfin chileno correspondiente a la Zona
Austral presento un patron de estabilidad poblacional en el tiempo y un incremento poblacional
que se inicid aproximadamente 11.000 afios atrds. Lo anterior es consecuente con la
informacién cronoldgica de datacion de ciclos glaciales reportada para estas latitudes,
particularmente durante el Ultimo Maximo Glacial. Temporalmente, en el [imite norte de
Patagonia Pacifica, el avance glacial data de hace 17.900 afios y la desglaciacién se habria
iniciado hace aproximadamente 17.500 afios (Moreno y Ledn 2003), sincronicamente a través
de Patagonia (Hein et a/ 2010). De manera similar, en el Estrecho de Magallanes, el avance
glacial final ocurrié hace aproximadamente 17.000 afios y el mayor y més répido periodo de
desglaciacion se presentd entre 14,000 y 10.000 afios (Hulton ef af 2002, Heusser 1598,
McCulloch et &/, 2005). El completo retiro de los hielos en el area de Tierra del Fuego y Canal
Beagle data desde hace 11.600 afios (Hein et a/ 2010; Heusser et al. 1998, De Pol-Holz ef /.
2006). La poblacién de la Zona Boreal en cambio, habria mantenido su tamafio poblacional
constante hasta hace 12.000 afios, luego de lo cual se observa una tendencia, no significativa,
de decrecimiento poblacional. Esta sefial, posiblemente generada por una falta de haplotipos
(inicos que se observa en la poblacion de la zona Boreal, podria reflejar una disminucion actual

de esta poblacidn relacionada con actividad antrdpica.
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Basandose en la estructura genética de C. eutropia y en los escenarios histdrico-demogréficos
propuestaos, el escenario de “Recolonizacion” aparece como el mas probable. En este escenario
se propone que durante el Ultimo Maximo Glacial, C. eutropia se encontraba exclusivamente en
el &rea ubicada geogréficamente al Norte del Canal de Chacao (Valparaiso- Puerto Montt, Zona
Boreal). La poblacidn actual de la Zona Austral se habria originado de manera posterior al retiro
de los hielos, mediante una colonizacion postglacial proveniente de la Zona Norte, caracterizada
por efectos fundadores y rapida expansién poblacional. Variaciones a nivel de productividad
primaria, distribucion de presas y disminucién del item alimentario en la zona afectada por el
UMG, podrian ser los potenciales factores que explicarian la ausencia de C. eutropia en la zona
Austral durante el UMG. La importancia de estos factores en la conexion y aislamiento de
poblaciones de cetaceos asi como en episodios de expansidn-contraccion, ha sido identificada
producto de cambios climaticos ocurridos durante el Pleistoceno para diferentes especies
(Costedoat et af. 2006; Harlin-Cognato ef af 2007, Banguera-Hinestroza et af. 2010, Pyneson et
al. 2011, Weir et al, 2007). A diferencia de lo encontrado para el delfin chileno, un estudio
realizado en el mamifero acuatico Lontra provocax (Vianna ef al, 2011) en similares latitudes,
sugiere que para esta especie un escenario demografico-histdrico de persistencia en la regidn
durante el UMG es el mas plausible. Lo anterior basado principalmente en la ausencia de una
genealogia haplotipica en forma de estrella, ausencia de sefial de crecimiento poblacional para
la zona y altos valores de diversidad genética observados en la zona afectada por los hielos.
Segln los autores la persistencia del huillin en la zona afectada por los hielos habria sido posible
por la sobrevivencia de otras especies acuaticas y marinas que sirvieran de fuente alimentaria
y/o producto de cambios en la dieta de la especie que le permitiera una posible adaptacién al

ambiente marino durante el UMG (Vianna et af. 2011).

De manera global, la distribucién geogréfica de las localidades de muestreo de delfin chileno

correspondientes a ambas unidades genéticas poblacionales concuerda con las zonas afectadas
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y no afectadas por los ciclos glaciales. Sin embargo, la localidad ubicada en el limite o zona de
transicién entre ambas unidades poblacionales (Maullin) pertenece a la poblacion de la Zona
Austral, aunque geogréficamente se ubica en un drea no afectada directamente por los hielos.
Por lo tanto, y en estricto rigor, la separacion de las unidades poblacionales Zona Boreal y
Austral, no coincidiria exactamente con el limite norte de expansién glacial en el area. Lo
anterior podria deberse a que (1) esta localidad de muestreo se ubica en un area periglacial, es
decir, en una zona contigua a la extensidén de la capa de hielo, donde los efectos de las
variaciones climaticas producto de los ciclos glaciales afectan de manera igualmente intensa
(Slaymaker 2011). De ser asi, Maullin se habria visto afectada por el avance del UMG y C
eutropia no habria permanecido en esta zona; posteriormente, luego del retiro de los hielos,
esta localidad habria sido una de las primeras zonas recolonizadas. Sin embargo, la presencia
actual del delfin chileno en zonas préximas a glaciares como por ejemplo en la Laguna San
Rafael (469405), indica la resistencia por parte de la especie a bajas temperaturas, permitiendo
proponer una segunda hipdtesis en la cual (2) las poblaciones de delfines presentes en la
localidad de Maullin, ubicada en la zona de transicidn de ambas unidades genéticas
poblacionales, habrian permanecido en la zona durante el UMG, siendo una de las localidades
recolonizadoras de la Zona Austral post-retiro de los hielos y explicando asf su cercania genética
con los grupos de las zonas recolonizadas. No obstante, es necesario considerar también que
podrfa haber una sub-representacion de los haplotipos de la Zona Boreal en la unidad muestral
de Maullin, localidad ubicada en el limite o zona de transicion entre ambas unidades

poblacionales.

En resumen, el presente estudio contribuye al conocimiento de la historia demogréfica de
Cephalorfiynchus eutropia en relacidn a las variaciones climaticas historicas, particularmente los

ciclos glaciales plefstocénicos sobre los patrones de distribucién, estructura poblacional y

diversidad genética de la especie. Se propone que la distribucion actual del delfin chileno se




ajusta al modelo biogeografico de Expansién-Contraccion y que las poblaciones ubicadas al sur
del rango de distribucion del delfin chileno, se habrian originado de manera posterior al retiro de
los hielos, probablemente como resultado de un proceso de recolonizacion postglacial
proveniente de las poblaciones ubicadas al norte, caracterizado por efectos fundadores y una
rapida expansion poblacional. Considerando los resultados obtenidos y destacando que esta
especie es uno de los sujetos de estudio de mds dificil acceso, el presente estudio genético, el
primero en esta especie, se considera un importante avance en el conocimiento del tinico delfin
endémico de nuestro pais y uno de los mas desconocidos a nivel mundial. Esta investigacion
representa una importante contribucidn al estudio de la biogeografia histérica de los mamiferos

marinos en el hemisferio sur y en particular en especies que se distribuyen en areas afectadas

directamente por los ciclos glaciales.
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DISCUSION GENERAL

El presente estudio da cuenta de la variacidn geografica latitudinal en caracteres morfoldgicos y
moleculares, asi como de la estructuracion genética de una especie altamente mdvil, en un
ambiente que no presenta barreras geograficas evidentes como es el ambiente marino a lo largo
de la costa de Chile entre Valparaiso y Punta Arenas. Adicicnalmente analiza la contribucién de
los ciclos glaciales, particularmente el Ultimo Maximo Glacial sobre los patrones de distribucion,

estructura poblacional y diversidad genética de la especie.
Identificacion unidades poblacionales Norte y Sur con caracteres moleculares y morfoldgicos

Mediante analisis de marcadores moleculares (microsatélites y ADN mitocondrial) se identifican
dos unidades genéticas poblacionales para la especie (Norte y Sur), las cuales presentan indices
de estructuracion poblacional altes y significatives, indicando que ambas poblaciones tendrian
un limitado o inexistente flujo génico. Las poblaciones Norte y Sur de delfin chileno se condicen
con dos zonas biogeograficas marinas descritas para la zona, las cuales presentan diferencias
topograficas, oceanograficas y biolégicas. Estas unidades corresponden al area ubicada entre los
30° S to 42° S, denominada Zona Intermedia o Central y al drea de Fiordos Australes ubicada
entre los 42° S to 56° S (Camus 2001, Escribano et a/. 2003). El mismo patrén de agrupaciones
(Norte y Sur) a nivel latitudinal, se obtuvo en base a caracteres de morfometria craneal, en el
cual variables craneométricas funcionales relacionadas con ancho parietal, largo dei rostro,
altura de Ja cresta supraoccipital, ancho del premaxilar y presencia de fosas ventrales anexas al
canal dptico, diferenciaron significativamente las dos agrupaciones Norte y Sur. En este sentido

se registran mayores valores en las estructuras relacionadas con el desarrollo de ecolocalizacion

y especializacién tréfica hacia presas de mayor tamafio en los individuos provenientes de las




Zona Norte, y un mayor desarrollo de las fosas ventrales y drbita ocular en los individuos
provenientes de [a Zona Sur. Lo anterior es concordante con la preferencia de la especie por
habitats estuarinos de menor visibilidad, en conjunto con items presa de mayor tamano
descritos para la especie en la Zona Norte en relacion a la Zona Sur. En base a lo anterior, se
propone que este patron de diferenciacion geografica podria ser producto de adaptaciones a los

diferentes ambientes.

De manera similar, un fuerte patrén de estructuracién con diferencias a nivel genético y
morfométrico ha sido reportado para el congener endémico de Nueva Zelanda, Cephalorfiynchus
hectori, entre las Islas Norte y Sur. En este caso, dos subespecies (C. hectori maui para la Isla
del Norte y C. Aectori hectori para la Isla del Sur) han sido reconocidas (Baker ef a/ 2002). El
estudio morfolagico en C. Aectori se realizd sobre las unidades poblacionales ya diferenciadas a
nivel genético y las medidas craneométricas que mas contribuyeron a la diferenciacion de la
poblacion de la Isla del Norte v/s la Isla del Sur concuerdan con las identificadas como
importantes para la diferenciacion Norte/Sur del delfin chileno en el presente estudio. En este
contexto, y de acuerdo con Westage (2007) se plantea que dada la compleja interdependencia
entre la funcidn y anatomia del créneo, variaciones craneales ocurririan solo en presencia de

una presion selectiva diferencial y aislamiento reproductivo.

Variacion geogréfica a escala reducida. Caracteres moleculares, morfologicos y ecologia trofica

Por otra parte, en un andlisis de variacion a escala geogréfica mas reducida los resultados de
estructuracién poblacional a nivel mitocondrial (AMOVA) sugieren un significativo nivel de
diferenciacion intra-poblacional (entre localidades dentro de la Zona Norte y entre localidades
dentro de la Zona Sur; FSC: 0,14 p= 0,007 y FSC: 0,12 p= 0,007), lo que concuerda con el

patrén de ordenacién de los individuos por localidad obtenidos de analisis craneométricos

reportados en el plano factorial de Componentes Principales 1 y 2 (Figura 6, Capitulo 2), y con




los resultados preliminares de aproximacion dietaria (isdtopos estables) realizados a individuos
de distintas localidades que sugieren que no habria una superposicién tréfica entre localidades.
Asf, los resultados (moleculares, morfométricos y aproximacidn trofica) sugieren una tendencia a
la diferenciacién y estructuracion a escala geografica reducida de los individuos, iustrando
rasgos de desplazamientos reducidos y conductas filopatricas de la especie, tal como ha sido

descrito para las distintas especies del género Cephalorfiynchus (Dawson et al. 2002).

Asociacion variables morfornélricas y ambientales

En relacidn a la asociacion entre variables craneométricas y variables ambientales y geogréficas
como la Temperatura y la Latitud, se obtiene que considerando las medidas EXNR, RL y PW
como proxy de tamafio corporal, el patrdn con gradiente latitudinal es contrario a lo propuesto
por la regla de Bergman (similar a otros estudios de odontocetos, Ramos et a/. 2002, Molina-
Schiller 2006 y carnivoros, Meiri ef al. 2007), puesto que medidas asociadas a tamafio estarian
disminuyendo con la Latitud y a medida que la Temperatura decrece. Sin embargo estaria
potencialmente acorde a lo a la Hipdtesis de Productividad propuesta por Rosenzweig (1968)
dado que el patrén craneométrico en gradiente latitudinal encontrado para las medidas EXNRT-
RL-PW en C eutropia presentaron mayores valores en zonas de mayor productividad,
destacando las zonas de surgencia de la costa central de Chile y los principales sitios de
desembarques pesqueros asociados a localidades en latitudes intermedias (ver Discusion
Capitulo 2), Esta asociacién positiva sugiere el importante rol de la productividad primaria en el
tamafio corporal (tal como ha sido encontrado en otros estudios Yom-Tov ef a/. 2003, Meiri ef
al, 2007, Blois et al. 2008, Sepllveda et a/. 2013) indicando que la temperatura no es el dnico

factor involucrado (Yom-Tov ef a/. 2003).
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Contribucion ciclos glaciales con distribucion actual, estructura poblacional v diversidad genética

La sefial genética proveniente de ADN mitocondrial (regidn control) da cuenta de una menor
diversidad (haplotipica y nucleotidica) para la Zona Austral que para la Zona Boreal. Lo anterior
sumado a que la genealogia haplotipica de la Zona Austral se caracteriza por la presencia de un
haplotipo dominante del cual emergen haplotipos de baja frecuencia y a que la distribucién de
diferencias entre pares de secuencias se ajusta al modelo de expansién poblacional (Rogers &
Harpending, 1992), sugiere una expansion poblacional reciente para esta zona estimada hace
aproximadamente 11.000-16.000 aiios. Lo anterior es consecuente con la informacién
cronolégica de datacion de ciclos glaciales reportada para estas latitudes, particularmente
durante el Ultimo Maximo Glacial (ver Discusién Capitulo 3). Por tanto, se propone que la
distribucion actual del delfin chileno se ajusta al modelo biogeografico de Expansién-Contraccién
y que las poblaciones ubicadas al sur de su rango de distribucion se habrian originado de
manera posterior al retiro de los hielos, probablemente como resultade de un proceso de
recolonizacion postglacial proveniente de las poblaciones ubicadas al norte, caracterizado por

efectos fundadores y una répida expansidn poblacional,

De manera similar se ha visto en otros estudios que las variaciones climaticas asociadas a los
ciclos glaciales del Pleistoceno han influide directamente en los patrones de distribucion,
diversidad y estructura genética de diferentes taxa (McCarty 2001, Marshall ef a/ 2008) y
reconstrucciones demograficas basadas en informacion molecular han demostrado que estas
fluctuaciones se relacionan con episodios de expansion-contraccién poblacional (Marko et al
2010, Hewitt et al 2004, Provan y Benett 2008, Lessa ef a/. 2003, Maggs et a/. 2008). Modelos
de genética tradicional de refugios glaciales y rutas de recolonizacion consideran como
prediccion, una baja diversidad genética en areas cubiertas por el hielo (lo que concuerda con
los resultados del presente estudio), con un bajo niimero de haplotipos dominantes, y mayor

diversidad en refugios glaciales (Hewitt 2000, Provan & Benett 2008, Maggs ef a/. 2008).
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Implicancias en conservacion

En base a los resultados, se propone el establecimiento de dos Unidades de Manejo (Mortiz
1994) para el delfin chileno Cephalorfiynchus eutropia que corresponden a las unidades
poblacionales Norte y Sur identificadas. Estas unidades tienen un fin operacional y han sido
definidas para poblaciones que si bien, no corresponden a grupos monofiléticos, estan
conectadas por un limitado flujo génico que les permites ser funcionalmente independientes.
Aun cuando estas dos agrupaciones presentan una marcada diferenciacion y estructura
filogeogréfica en los caracteres analizados, es necesario desarrollar futuros estudios que
incrementen el tamafio muestral, integren las herramientas moleculares, morfolégicas y de
ecologia tréfica, y permitan analizar con un mayor grado de resolucion el nivel de diferenciacién

y adaptacion a los diferentes ambientes que presenten

La determinacién taxonomica a nivel de subespecie en el congéner Cephalorhynchus eutropia,
endémico de Nueva Zelanda, C. fectori (C hectori hectori para la Isla del Norte y C hectori maui
para la Isla del Sur), se realizd en base a patrones de diferenciacion molecular y morfoldgico
(Baker er a/ 2002). En este caso, y a diferencia de la situacién en el delfin chileno, la presencia
de una barrera geografica (Estrecho de Cook), favoreceria el proceso de diferenciacion en
alopatria. En el caso de C eutropia estarlamos potencialmente frente a un proceso de
diferenciacion parapatrica, donde los caracteres conductuales, biologicos y de adaptacion a
distintos ambientes cumplirian un papel fundamental. La marcada diferenciacion encontrada
entre las dos poblaciones de C eutropia, avalan la propuesta de Unidades de Manejo diferentes
con estrategias de conservacion independientes, de similar manera a como se ha realizado para

C. hedtori hectoriy C. hectori mati.

La principal contribucién de este estudio radica en el aporte de Informacién relacionada con
procesos de estructuracidn y diferenciacién poblacional en especies moviles, en ambientes

aparente homogéneos y sin evidentes barreras geograficas. Por ello se ha realizado en un
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modelo de estudio de distribucidn continua a lo largo de dos reglones biogeograficas marinas
que presentan diferencias topograficas, ecolégicas y ambientales. Cabe destacar el logro
alcanzado en trabajar con una especie de muy dificil acceso como es del delfin chileno, siendo
uno de las especies de la familia Delphinidae menos conocida a nivel mundial (Jefferson et a/.
1993), siendo catalogada como “"Data Deficient; Datos Insuficientes” (DD; IUCN 2006) y que
actualmente se encuentra en la categoria de “Near Threatened; Casi Amenazada (NT; IUCN
2013) dado el reducido tamafio poblacional estimado y [a escasa informacion existente. Sin
duda, es necesario y prioridad contar con mayor informacion de la especie, destacando la
necesidad de realizar estimaciones de abundancia poblacional a lo largo de todo su rango de
distribucion, aumentar el muestreo genético, sobre todo en el drea limitrofe entre ambas
poblaciones Identificadas, asi como también ampliar el estudio integrado con herramientas
moleculares, morfométricas y de ecologfa tréfica. Adicionalmente es necesario dentro del foco
de estrategias de conservacion, identificar las amenazas actuales existentes para la especie asi

como generar protocolos de mitigacion de impactos.
Hipotesis de Trabajo-Predicciones

Por tanto, en base a los resultados obtenidos en el presente estudio no existiria evidencia para
rechazar las Hipdtesis de trabajo planteadas inicialmente, asi como sus respectivas predicciones.
Las Hipotesis planteadas dicen relacidn con (1) la presencia de variacion geografica del delfin
chileno a lo largo de su distribucién, tanto en caracteres moleculares como morfométricos y (2)
el aporte de las variaciones climaticas, en particular del Ultimo Maximo Glacial en el patrén de

distribucion actual, estructura poblacional y diversidad genética de la especie.
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