FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE
Aproximaciones filogeograficas para evaluar patrones de conectividad e historia
demogréfica en dos especies de pulpos, habitantes de distintas provincias biogeograficas de
Sudamérica: Importancia de las glaciaciones y de las condiciones oceanograficas

contemporanea

Tesis entregada a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los requisitos para

optar al grado de Doctor en Ciencias con mencion en Ecologia y Biologia Evolutiva

Facultad de Ciencias

Maria Cecilia Pardo Gandarillas

Octubre 2012

Director de Tesis: Dr. Elie Poulin

Co-Director de Tesis: Dr. Marco Méndez




FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION

TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la escuela de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis de Doctorado

presentada por el candidato

MARIA CECILIA PARDO GANDARILLAS

Ha sido aprobada por la comisién de Evaluacién de la tesis como requisito para optar al
grado de Doctor en Ciencias con mencion en Ecologia y Biologia Evolutiva, en el examen

de Defensa de Tesis rendido el dia 10 de Mayo de 2012.

Directores de Tesis:

Dr. Elie Poulin

o) v
. Q iﬂBm“_Fea, 2
Dr.Marco Méndez e e ENTRA! 2>

Comision de Evaluacion de la Tesis:
Dr, Rodrigo Medel
Dr. Cristian Herndndez

Dr. Luis Felipe Hinojosa

Dr. Sylvain Faugeron

ii




Dedicatoria,

S siores: 2
© BIBLIOTECA S

= CENTRAL &
*

“Soy amateur del mar. Desde hace aiios colecciono comocimientos que no me sirven de

mucho porgque navego sobre la tierra”.

Pablo Neruda (1904-1973)
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RESUMEN

Estudios comparativos filogeograficos han revelado que las condiciones
geomorfolégicas asociadas a los procesos climéticos y oceanograficos, contemporaneos
¢ histéricos, pueden generar patrones distintos de conectividad e historia demografica en
las especies. La evidencia es consistente con una mayor diversidad genética en las
especies tferrestres y marinas hacia los trépicos, contrastando con las especies de
latitudes frias. Este patrén latitudinal de diversidad genética también sé ha asociado con
un mayor nivel de conectividad entre las poblaciones en latitudes célidas en relacién con
latitudes frias. A la vez, las especies de latitudes célidas mostrarian un patrén en la
historia demogrifica mds estable en el tamafio efectivo poblacional, mientras que las
especies. de latitudes frias mostrarian reducciones significativas con posteriores patrones
de expansién poblacional, asociado a los ciclos glaciales-interglaciales del Pleistoceno.
Sudamérica se caracteriza por una geomorfologia muy variada en sus distintas
provincias biogeograficas marinas, con particulares condiciones climaticas y
oceanograficas. Fue la regi6n, junto con el continente Anfdrtico, afectado por los
periodos glaciales en el hemisferio sur, con la formacién de un manto de hielo que
cubrié la Patagonia occidental desde la cordillera de los Andes hasta el mar, en el
extremo sur de Sudamérica. En este estudio se utilizaron dos pulpos bentonicos, Octopus
mimus y Enteroctopus megalocyathus, que tienen similares caracterfstica ecologicas y de
historias de vida, pero habitantes de distintas provincias de Sudameérica. El objetivo fue

primero evaluar si ambas especies muestran un patrén diferencial de conectividad

asociado a las caracteristicas geomorfologicas e hidrolégicas contempordneas de cada
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provincia; y segundo evaluar si muesiran un patrén distinto en la historia demogréfica
asociado a los efectos diferenciales de los periodos glaciales sobre Sudamérica. Para
evaluar estas preguntas, se colectaron ejemplares de dos especies de pulpo a lo largo de
sus rangos de distribucion por la Provincia Magalldnica (en este caso Enteroctopus
megalocyathus) y por la Provincia Templada del Pacifico Sureste (en este caso Octopus
mimus). Se secuenciaron fragmentos del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa III
(COII) para estimar la diversidad genética y estructura poblacional de ambas especies.
Enteroctopus megalocyathus mostré una estructuracién en dos unidades poblacionales,
la del Pacifico y del Atlantico, conectadas por un reducido flujo de pulpos migrantes
entre ellas. Por otro lado, Octopus mimus mostré una baja estructuracién genética. En
contraste con E. megalocyathus, el patrén de diversidad genética de O. mimus a lo largo
de su rango de distribucién no permitié delimitar unidades poblacionales discretas. El
patrén de flujo asimétrico de pulpos migrante en O. mimus sugiri6 un nivel alto de flujo
genético y conectividad en todo el rango geografico en direccidn hacia el norte, mientras
hacia el sur el flujo genético y conectividad mostr6 estar mediado por aislamiento por
distancia geografica. E. megalocyathus mostrd un nivel alto de conectividad
intrapoblacional, y un nivel muy bajo entre poblaciones del Pacifico y Atlantico. Ambas
especies evidenciaron una baja diversidad genética, y una historia demogréfica de
expansiones demograficas post-glaciaciones en cada provincia biogeografica durante la
tltima glaciacion del Pleistoceno tardio. En este contexto, se propone que ambas
especies sufrieron drasticos cambios en las condiciones de su hébitat, en particular hacia

el sur de su rango de distribucién. En el caso de E. megalocyathus fue afectado por la
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formacion directa de un manto de hielo que afectd la costa de la Patagonia occidental,
disminuyendo la temperatura superficial y el nivel de mar. Mientras, O. mimus fue
afectado por reduccién de la temperatura superficial, salinidad y nive! del mar por la
costa oeste de Sudamérica. Estos cambios habrian causado reducciones demograficas y
geogréficas hacia latitudes al norte en busca de refugios para la sobrevivencia en el caso
de E. megalocyathus, y hacia latitudes mas célidas en el caso de O. mimus.
Posteriormente, durante las deglaciaciones en el Pleistoceno tardio y Holoceno, cuando
las condiciones del habitat volvieron a ser adecuadas para la sobrevivencia de ambas
especies, comenzaron los procesos de recolonizacién hacia el sur, hasta alcanzar sus

actuales rangos de distribucién en Sudamérica.
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ABSTRACT

Comparative phylogeographic studies have revealed that geomorphological conditions
associated with climatic and oceanographic processes, contemporary and historical, can
generate different patterns of connectivity and demographic history of species. The
evidence is consistent with high genetic diversity at terrestrial and marine species toward
the tropics, contrasting to cold-latitude species. This latitudinal pattern of genetic
diversity has also been associated with an increased level of connectivity between
populations of warmer latitudes in relation to cold latitudes. At the same time, species of
warmer latitudes show a most stable demographic history in the effective population
size. While cold latitudes species, they would show significant reductions of genetic
diversity, with a population expansion pattern associated with glacial-interglacial cycles
of the Pleistocene late. South America is characterized with a geomorphology different
in its marine biogeographic provinces, with particular climatic and oceanographic
conditions. This region and the Antarctic continent were affected during glacial periods
in the southern hemisphere, with the ice sheet formation covering the western Patagonia
from the tip of the Andes to the sea, at the southern tip of South America. In this study
we used two benthic octopuses, Octopus mimus and Enteroctopus megalocyathus, both
with a similar characteristics ecological and life history, but they inhabiting on different
biogeographic provinces of South America. The objective was first assessing whether
the two species show different patterns of connectivity associated with
geomorphological and hydrological contemporary characteristics of each province.

Second assess if they show a different demographic history associated to different
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oceanographic and climatic effects of the glacial periods on South America. To test
these predictions, we collected specimens of two octopus species throughout their
geographic range at the Magallanic biogeographic Province (in this case Enteroctopus
megalocyathus) and the South Pacific Temperate Province (in this case Octopus mimus).
We sequenced a fragment of mitochondrial DNA gene Cytochrome Oxidase III to
estimate the genetic diversity and population structure of the two species. Enteroctopus
megalocyathus showed a genetic structure formed in two population units of Pacific and
Atlantic, connected by a low flow of octopus migrants among them. Furthermore,
Octopus mimus showed a low genetic structure. In contrast to E. megalocyathus, the
genetic diversity pattern of O. mimus did not allowed defining discrete populations units.
The asymmetric flow pattern of migrant octopus of O. mimus suggested a high level of
gene flow and connectivity toward the north. While gene flow and connectivity
southward did show to be mediated by isolation by distance. Enteroctopus
megalocyathus showed a high level of connectivity within populations, and a very low
level between the Pacific and Atlantic populations. Both species showed a low genetic
diversity and a demographic history of a post-glacial expansion during the last glacial
late Pleistocene. In this context, it is proposed that both species have experienced drastic
changes in habitat conditions, particularly to the south of its range. In the case of E.
megalocyathus was affected by the formation of an ice sheet that covered the western
coast of Patagonia, causing reduction of the surface temperature and sea level.
Meanwhile, O. mimus was affected by reducing the surface temperature, salinity and the

sea level along the west coast of South America. These changes have caused reductions
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to demographic and geographic toward the north latitudes in search of glacials refugia
for the survival of E. megalocyathus, and towards warmer latitudes in case O. mimus.
Later, during the de-glaciations of late Pleistocene and Holocene, when the habitat
conditions were again suitable for the survival of both species began recolonization
processes southward reaching the current distribution ranges in South America. Later,
during the de-glaciations of late Pleistocene and Holocene, when the habitat conditions
were again suitable for the survival of both species began recolonization processes
southward reaching the current distribution ranges in South America. Later, during the
de-glaciations of late Pleistocene and Holocene, when the habitat conditions were again
suitable for the survival of both species began recolonization processes southward

reaching the current distribution ranges in South America,
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CAPITULO1

INTRODUCCION GENERAL




1.1 GENERALIDADES

1.1.1 Potencial de dispersién y estructuracién genética.

En general las especies estan subdivididas o estructuradas espacialmente en poblaciones
locales que pueden estar aisladas o conectadas entre ellas a través de la dispersién
(Avise 2000, Freeland 2005). Establecer la relacién entre el potencial de dispersién y la
escala espacial de la estructura genética, ha permitido inferir acerca de las fuerzas micro-
evolutivas que han interactuado a través de la historia de las poblaciones de una especie
(Bohonak 1999). La estructura genética de una especie, definida como el patrén de
distribucién de los alelos a lo largo de su rango geogréfico, es el resultado de una mezcla
de componentes histéricos y actuales, intrinsecos (biolégicos/ecolégicos) y extrinsecos
(fisico-ambientales) (Freeland 2005). Las poblaciones evolucionan por cambios en la
frecuencia de alelos, formas alternativas de los genes que constituyen la diversidad
heredable entre individuos conespecificos. Los cambios en la frecuencia alélica son el
resultado de las fuerzas evolutivas como la mutacion, la deriva genética (caracterizada
por fluctuaciones estocésticas de las frecuencias alélicas en poblaciones finitas), el flujo
genético (resultante de la migracion entre poblaciones locales), y la seleccion natural
(Freeland 2005, Hedgecock et al 2007). En periodos de tiempo suficientemente largos y
en ausencia de cambios ambientales, la composicion genética de una poblacién alcanza
un equilibrio determinado por un balance entre fuerzas opuestas (ver Hedgecock et al
2007). En este sentido, la deriva genética y la seleccion causan una divergencia entre las

poblaciones, mientras que el flujo genético las homogeniza (Freeland 2005, Hedgecock

et al. 2007).




En ambientes marinos, el entorno fluido en que las poblaciones viven, ofrece una
amplia variedad de medios para que los individuos puedan dispersar dentro y entre
poblaciones (Cowen & Spognaule 2009). En muchas especies bentonicas sésiles o con
baja movilidad, la principal fase de dispersién es tipicamente asociado con etapas
tempranas de su historia de vida (esporas, huevos, o larvas; Cardenas et al 2009a, Kelly
& Palumbi 2010). En el caso de especies més moviles, los juveniles y adultos también
participan de manera importante en la dispersién (Gaines et al. 2007, Barber et al 2002,
Kelly & Palumbi 2010). En los sistemas marinos, el éxito de la dispersién depende de un
conjunto de procesos ecoldgicos, demograficos, ambientales, tecténicos y climaticos
(ver revisién de Grosberg & Cunnigham 2001). El efecto combinado de estos procesos,
en diferentes escalas espaciales y temporales, determina la tasa y el patrén de dispersion
de gametos, cigotos, larvas, juveniles y adultos entre poblaciones locales; y por
consiguiente, la dindmica (Ja tasa de natalidad y mortalidad) y estructura genética de las
poblaciones (Cowen et al. 2007, Hedgecock et al. 2007, Jones et al. 2007, Cowen &
Spognaugle 2009). Asi, la dispersién se convierte en el factor que mitiga la escala y la
tasa en la cual los procesos azarosos (e.g. deriva genética) y determinfsticos (seleccién
natural) afectan la estructura genética dentro y entre grupos de individuos (Grosberg &
Cunnigham 2001). Ademds, cuando la dispersién es combinada con factores que
conducen a la supervivencia de los organismos dispersados, emerge el concepto de
conectividad poblacional (Jones et al. 2007, Hedgecock et al 2007, Cowen & Spognaule
2009). Cuando la conectividad involucra el intercambio suficiente de individuos para

influir en los indices demograficos de las poblaciones locales, de tal modo que es lo




necesario para el mantenimiento de la homogeneidad genética entre ellas (Cowen &

Spognaule 2009).




1.1.2 Conectividad en las poblaciones marinas

Fl estudio de la conectividad genética en ambientes marinos, se ha focalizado en
comprender dos principales factores que son los rasgos de historia de vida,
principalmente de la etapa larval, y las barreras biogeogréficas y oceanograficas que
podrfan modular la dispersién de los organismos entre poblaciones (Hedegecock et al.
2007, Cowen et al. 2007, Gawarkiewicz et al. 2007, Cowen & Spognaugle 2009).
Muchas especies marinas tienen una alta fecundidad y una larga fase larval que permite
un transporte de las larvas a grandes distancias a través de corrientes ocednicas (ver
Grosberg & Cunningham 2001, Barber et al. 2002). Las especies con esfas
caracteristicas de historia de vida, tienen generalmente grandes tamafios poblacionales y
altas tasas de dispersion de larvas entre localidades distantes (Palumbi 1994, 2003, Jones
et al. 2007). Pechenik (1999) indica que una fase larval de larga duracién confiere a las
especies mayor potencial de dispersion, y se manifiesta en una gran homogeneidad
genética a lo largo del rango de distribucion (e.g. Bohonak 1999, Palumbi 1995,
Galleguillos et al. 2000, Barber et al 2002, Gomez-Uchida et al. 2003, Cdardenas et al.
2009a, 2009b, Dawson et al 2010). En ese sentido, se ha propuesto un modelo donde la
distancia de dispersion se relaciona con la duracién de la larva pelagica (DLP) (Shanks
et al. 2003). Sin embargo, este supuesto también se ha considerado insuficiente y poco
realista, ya que en la estimacién de la distancia de dispersi6n en funcién de la DLP, no
considera la influencia de la interaccién de procesos biolégico y fisicos (Sponaugle et al.
2002). Una estimacion mas real de la distancia de dispersion larval, fue posible gracias a

los avances en diferentes métodos indirectos y directos, a través de marcaje de




propagulos para el mapeo de trayectorias (¢. g. Jones et al. 2005, Almany et al. 2007),
con marcadores geoquimicos (en otolitos de peces o conchas de moluscos) y genéticos
(nuevos marcadores més diversos) (ver revisiones por Planes 2002; Thorrold et al. 2002,
2007; Hedgecock et al. 2007; Hellberg 2009). Asimismo, el uso de modelos biofisicos
(modelamiento simultdneo de dindmicas fisica y rasgos bioldgicos para investigar
preguntas ecoldgicas) e hidrodindmicos, ha permitido evaluar cualitativamente la
conectividad entre regiones y poblaciones especificas (Cowen et al. 2000, 2006, Werner
et al. 2001, James et al. 2002, Wemer et al. 2007, Gallego et al. 2007). Estos estudios
basados en diversas aproximaciones, muestran que las especies que tienen una fase
larval de larga duracién no siempre presentan una alta conectividad poblacional y no
corresponden necesariamente a poblaciones demograficamente abiertas, con gran
dispersion y homogeneidad genética (Gawarkiewicz et al. 2007, Jones et al. 2007, 2009,
Hedgecock et al. 2007, Cowen & Sponangle 2009, Fig. 1.1). Incluso algunas han
mostrado mayor estructuracién genética en relacidén con especies con desarrollo directo,
en moluscos y equinodermos (Marko et al. 2004. Muths et al. 2009). De esta manera, la
relacidn entre potencial de dispersién y flujo genético no constituye una regla general,
ya que un mimero creciente de estudios manifiestan niveles inesperadamente altos de
estructuracion genética y aislamiento poblacional a pequefia escala espacial en el mar
(Burton & Ficldman 1981, Shulman & Bermingham 1995, Kyle & Boulding 2000,
Pogson et al. 2001, Marko et al. 2004, Buonaccorsi et al., 2002, 2004, Marko et al. 2010,
Kelly & Palumbi 2010). Por lo demés, aiin permanece sin explicar una importante

variabilidad en los niveles de estructuraciéon genética en muchas especies marinas que




presentan gran potencial de dispersion (Marko et al. 2004, Kelly & Eernisse 2007,
Miller & Ayre 2008, Kelly & Palumbi 2010). Para esto, se ha sugerido tener mas
consideracion de las caracteristicas bioldgica y ecoldgicas de las especies, como los
patrones conductuales de las larvas (Burton & Feldman 1982, Raimondi & Keough
1990, Young 1995, Jones et al. 1999, 2005, Swearer et al. 1999, Thorrold et al. 2001), o
en los requerimientos de habitat de las especies (Johnson y Black 1991, 2005; Marko,
2004). En particular, un creciente niimero de estudios han evidenciado la influencia de
clertas conductas que, junto con propiedades hidrogréficas, favorecen la retencion de
larvas a escala local, afectando los patrones de dispersion observados, y adicionando
mayor complejidad en determinar los patrones de conectividad entre poblaciones
marinas (Swearer et al. 1999, Spognaugle et al. 2002, Poulin et al. 2002, Jones et al
2005, 2007, Murphy & Cowan 2007, Cowen & Spognaugle 2009). De la misma manera,
se han incorporado caracteristicas especificas de los habitats (necesarias para continuar
el ciclo de vida de las especies) en modelos de dispersion (Pineda et al. 2007), puesto
que pueden tener mayor impacto en la diferenciacién poblacional que los propios rasgos
de historia de vida (Ayre et al 2009, Hellberg 2009). Ejemplos son los habitats
especificos de peces gobios, ubicados en la desembocadura de rios en islas oceénicas, de
cirripedios en zonas rocosas expuestas al oleaje, y de peces de arrecifes asociados a
ciertas anémonas (Radtke et al. 1988, Jones et al. 2005).

En especies con menor potencial de dispersion, se ha observado patrones de
conectividad intermedia donde la diferenciacién genética aumenta con la distancia

geografica que separan las poblaciones (Kelly & Palumbi 2010, Fig. 1.1). Estos patrones




de aislamiento por distancia, que se logran con un equilibrio entre el flujo genético y la
deriva, se pueden generar en especies con distribucién continua asi como en parches. En
este nltimo caso, se conoce como modelo stepping-stones (Slatkin 1993), y ocurre en
especies que tienen un rango de distribucion mucho mayor a su dispersién efectiva,
principalmente moluscos, crustaceos y poliquetos costeros (Gold et al. 2001, Palumbi
2003, Marko et al. 2010, Kelly & Palumbi 2010). En definitiva produce un patrén de
conectividad donde las poblaciones mds cercana estdn més vinculadas por un
intercambio genético (Gaines et al 2007, White et al. 2010, Galindo et al. 2010).
Especies marinas con una corta o sin fase larval pelégica estan generalmente
constituidas por poblaciones totalmente cerradas (sin flujo genético entre poblaciones
locales), o conectadas entre ellas por un niimero muy bajo de migrantes. Cuando el flujo
genético se reduce entre poblaciones, la deriva genética y la seleccion pasan a tener un
rol principal, provocando la diferenciacién geogréfica de la diversidad genética
(Hellberg et al. 2002, Hedgecock et al. 2007). En este escenario, se puede generar una
distribucién de la diversidad genética en parches, en donde el grado de diferenciacion
genética no se relaciona con la distancia geografica (Hellberg et al. 2002, 2009, Fig.
1.1). Ejemplos de este patrén de diferenciacion se encuentran en poblaciones de
anfipodos que carecen de desarrollo peldgico Excirolana braziliensi (Lessios et al.
1994), en el copépodo Tigriopus californicus de pozas intermareales, donde ocurre una
fuerte diferenciacion genética entre poblaciones cercanas, a pesar de tener un estilo de

nado libre (Burton & Feldman 1981, Burton & Lee 1994), o en algas como Lessonia

nigrescens con un limitado flujo de genético entre poblaciones cercanas (Martinez et al.




2003, Faugeron et al. 2005). De manera sorpresiva, algunas especies con este tipo de
historia de vida, han mostrado un nivel de flujo genético suficientemente alto como para
mantener la frecuencia de haplotipos homogeneizada entre poblaciones. Esta
homogeneidad genética resultaria de un mecanismo de dispersion por rafting de masas
de huevos, juveniles o adultos, como se ha propuesto en especies de moluscos, y
crusticeos costeros (Kyle & Boulding 2000, Teske et al. 2007). Asimismo se ha
encontrado, que los gastropodos con desarrollo directo pueden mostrar menor
estructuracién genética a escala temporal que los con fase larval planctotréfica (Lee &
Boulding 2007). En este sentido, aunque las estimaciones de la distancia de dispersion
tienden a ser concordantes con la capacidad de dispersién de los organismos marinos
(Kinlan & Gaines 2003, Kinlan et al. 2005, Teske et al. 2007), existen especies que
logran mantener un flujo genético, independiente de la presencia o ausencia de un
desarrollo larval (Teske et al. 2007). De esta manera, especies con ciclo de vida directo
logran a través de otros mecanismos de dispersién reducir las fluctuaciones

demograficas, favorecer los eventos recolonizacion y disminuir las tasas de extincién

local.
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Figura 1.1.- Resumen de los patrones de conectividad genética que resultan desde la
interaccion enfre intensidad del flujo génico (dispersién) y su asociacion con la
distancia geografica y su continuidad espacial y temporal. Aislamiénto por distancia=
IBD, isolation by distance (modificado de Thiel et al. 2007).

Los modelos de conectividad anteriormente planteados tienen en comun que se
sustentan bajo el supuesto de equilibrio enire deriva y flujo genético, y que fueron
propuestos para evaluar cambios en la conectividad de las especies iarinas
fundamentalmente & escala espacial. Los avances en investigaciones multidisciplinarias
en dispersién larval, sugieren que la variabilidad natural de los procesos biologicos y
fisicos en los océanos, son responsables de la variacién temporal y espacial de los
patrones de conectividad. Basados en el modelo de Levins (1969), estas poblaciones
marinas se comportarfan como una metapoblacién caracterizada por una dindmica de

repetidas extinciones y colonizaciones entre poblaciones locales, vinculadas por la
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migracién entre ellas (Pannell & Charlesworth 2000, Freeland 2005). Tales poblaciones
locales se caracterizan por tener un nivel de migracién que es suficientemente alto para
recolonizar poblaciones locales extintas, pero suficientemente bajo para que la deriva
gendtica genere diferencias genéticas substanciales (Flanski & Gilpin 1997). La tasa de
migracién puede ser asimétrica y variar de manera espacial y temporal (Hanski &
Gyllenberg 1993). Tales variaciones en la migracién pueden generar diversas sefiales o
estructuras genéticas, dependiendo del tamafio efectivo de las poblaciones locales
(Slatkin 1977, 1985), y de la importancia relativa de la deriva genética o la seleccion en
la diferenciacién (Pannell & Charlesworth 2000). El efecto de la dinamica de
metapoblaciones sobre la estructura genética de las especies, tipicamente ha sido medido
en términos de la diferenciacion genética entre poblaciones locales, y del pairén de la
diversidad genética dentro de las poblaciones locales (Pannell & Charlesworth 1999,
2000, Pannell 2003). En este sentido, algunas especies marinas muestran poblaciones de
adultos con una baja estructuracién genética, mientras que en repetidos muestreos en
cohortes de reclutas de una misma localided, revelan una clara diferenciacién genética
(Hellberg et al 2002, Muths et al. 2009). Este patron de conectividad denominado
“parches genético cadticos o fluctuantes”, sugiere que mucha variacién genética puede
ser observada entre reclutas en un mismo lugar, deniro de una poblaciones de adultos,
entre poblaciones de reclutas y adultos, o entre poblaciones de adultos en cientos o miles
de kilémetros, establecida mediante fluctuaciones temporales y espaciales de una
metapoblacién (Hedgecock et al. 1994, Hedegecock et al. 2007, Muths et al. 2009, Fig.

1.2). En tales circunstancias, puede ocurrir que los patrones de distribucién y abundancia
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de poblaciones de adultos, en parte pueden ser determinados por la oferta de reclutas a
través de la dispersién larval (Ellien et al. 2000). Pero a su vez, la dispersién larval
también depende de las caracteristicas hidrodindmicas a meso-escala espacial, y de sus
variaciones estacionales o anuales (e. g. mareas de corrientes residuales, corrientes
impulsadas por los vientos, densidad de las corrientes, giros ciclonicos, Ellien et al.
2000, Gaines et al 2007). Estos cambios espacio-temporales en las condiciones
hidrodindinicas pueden mantener a las larvas en las cercanias de poblaciones adultas
(permitiendo un reclutamiento local), y en otro momento puede permitir el transporte de
ellas fuera de la poblacién de origen (Botsford, 2001, Ellien et al. 2000, Fig. 1.2). Asi,
asumiendo la hipétesis de equilibrios entre deriva y flujo genético, se puede conjeturar
que la estructuracién genética en especies con larva planctonica es ml;cho mas dindmica,
en el espacio y en el tiempo, de lo que se pensaba a partir de los modelos clésicos de
conectividad (Hellberg et al. 2002). Este patron de conectividad, asociado con dinémicas
estocasticas de extincién y recolonizacidn, tiene ejemplos en sistemas marinos (Ellien et
al. 2000, Botsford 2001). Entre ellos, la estructura metapoblacional del pez

Acanthochromis polyacanthus en arrecifes de coral (Bay et al. 2008), y de varias

especies de invertebrados y peces que son habitantes de bosques de Macrocystis pyrifera

(Edwards 2004, Reed et al. 2006).




Extinciones
-
Recolonizaciones

€———— Tiempo

Figura 1.2 .-Modelo de metapoblaciones formado por 4 poblaciones locales sometidas a
procesos de extincion y recolonizacion. Circulos azules representan sitios ocupados y circulos
blancos son sitios vacios. Las lineas entre los circulos representan las fuentes de recolonizacion
producido por estados larvales (Modificado de Freeland 2005 y Gaines et al. 2007)

1.1.3 Patrén latitudinal de diversidad genética: influencia de eventos histéricos

Los patrones de diversidad genética dentro y entre poblaciones modernas, son el
resultado de la influencia de factores ecologicos contemporaneos (con sus respectivos
patrones de conectividad), y de factores histéricos como los geologicos o de cambio
climatico global (Milé et al 2000, Rey & Turgeon 2007, Shikano et al. 2010). Evidenciar
la importancia de aquellos factores, gener6 la multiplicacién de estudios filogeograficos

durante las décadas pasadas, permitiendo la descripcion de la distribucién geografica de
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los linajes intraespecificos de muchas especies marinas (Marko et al. 2004, Marko et al.
2010, Kelly & Paluml/)i 2010). Posteriormente, mediante la comparacion de patrones
filogeograficos, se pudo develar entre especies, qué procesos historicos similares pueden
generar patrones de variacién genética intraespecificos, abarcando escalas incluso de
regiones biogeograficas (Martin & McKay 2004, Kelly & Eernisse 2007). En este
contexto, el incremento de la diversidad genética intraespecifica hacia los tropicos se ha
demostrado en varios organismos terrestres y marinos (Chek et al. 2003, Martin &
MacKay 2004, Gwendolyn et al. 2010). Ademds, estos estudios han documentado que
este patron latitudinal de la diversidad genética va asociado con a una mayor
estructuracién genética entre poblaciones en latitudes célidas en relacion con latitudes
més frias (Seutin et al. 1994, Brawn et al. 1996, Chek et al. 2003, Martin & McKay
2004, Hughes & Hughes 2007, Kelly & Eernisse 2007, Eo et al. 2008, Miller et al 2010,
Gwendolyn et al. 2010). De las hipdtesis que explicarian este patron latitudinal, se
menciona la del incremento de la temperatura hacia los trépicos asociado con una
aceleracién de los procesos fisiolégicos, un acortamiento de los tiempos generacionales
y un aumento en las tasas de mutacién, lo que en consecuencia causaria un aumento en
las tasas de evolucién (Rohde 1992, Allen et al. 2006). Asi, las altas temperaturas en
latitudes bajas causaria que las poblaciones inira e inter-especies exhibieran mayor
independencia evolutiva, consecuencia de una mayor probabilidad de ocurrencia de
mutaciones, recombinaciones, seleccién o deriva genética, sustentando asf la ocurrencia

de una mayor estructuracién genética entre poblaciones, un componente importante de la

cladogenesis (Martin & McKay 2004). Por ofra parte, el aumento de la diversidad
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genética asociado con una mayor subdivisién poblacional hacia los tropicos, insinta que
las especies en si, deben mostrar mayor estabilidad y un gran tamafio efectivo
poblacional a largo plazo (Wakeley 2000). En este sentido, la tendencia latitudinal en las
caracteristicas genéticas y demograficas de varias especies, sugiere que las poblaciones
hacia los tropicos han permanecido mds estables durante los eventos histéricos de
cambio climdtico, o solo han experimentado pequefios cambios demograficos (Lessa et
al. 2003). Contrariamente, la reducida diversidad y divergencia genética en especies de
latitudes frias (Larmuseau et al. 2009, Cassone & Boulding 2006, Crandall et al. 2008),
sugiere que las poblaciones fueron fuertemente afectadas por cambios climaticos como
las glaciaciones del pleistoceno tardio (Hewitt 1996, Lomolino et al. 2010). Los ciclos
glaciales cubrieron con hielo varias regiones en latitudes altas de los continentes, lo cual
provoco la retraccion o pérdida total del hébitat de variadas especies (Rising & Avise
1993, Hewiit 1996, Merild et al. 1997, Mila et al 2000). Esta reduccién o pérdida de
habitat, fue la causa de las mayores extinciones locales y subsecuentes recolonizaciones
post-glaciales (Marko et al. 2010), lo que en consecuencia implico una fuerte reduccion
en la divergencia o estructuracién genética entre poblaciones (Maruyama & Kimura
1980, Whitlock 1992). Esto, a la vez significé que las especies sufrieron una fuerte
reduccion en la diversidad genética y en el tamario efectivo (Ne) de sus poblaciones,
producto de los fuertes cuellos de botellas que subsiguientemente mostraron seffales de
expansién demografica (Avise et al. 1988, Lessa et al. 2003, Hughes & Hughes 2007).
Por ejemplo, las poblaciones del ave Paseriformes Oporonis tolmiei, exhiben mayor

variabilidad en la diversidad genética en las zonas neofropicales que las del neartico
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(Mil4 et al. 2000). El patrén de mayor estructuracién genética intraespecifica en latitudes
bajas, también se ha generalizado en muchos taxa de vertebrados, incluyendo marinos
(Martin & McKay 2004). A nivel interespecifico, las especies de chitones que habitan en
latitudes bajas se inclinarian a tener poblaciones mds aisladas genéticamente, al
contrario de las especies que se encuentran en latitudes altas (Kelly & Eemisse 2007).
En definitiva, los patrones de diferenciacion geogréfica a nivel molecular pueden revelar
valiosa informacién sobre los subyacentes procesos evolutivos y eventos demograficos
del pasado. Especies con similares caracteristicas ecologicas y de historia de vida,
podrian mostrar distintos patrones de diversidad y estructura genética poblacional,
producto del efecto diferencial de los factores contemporéneos € histéricos a lo largo de
sus rangos geograficos en el caso que se distribuyan de manera diferencial en un

gradiente latitudinal.

1.1.4 Sistema de estudio en Sudameérica.

Sudamérica y particularmente su borde costero, ha enfrentado a lo largo de su historia
varios eventos geoldgicos, oceanogrdficos y de cambio climético global, produciendo
reiteradas fluctuaciones de su biota marina, dando origen a los actuales patrones
biogeograficos (Van den Hoek 1984, Camus 2001, Tsuchi 2002, Thiel et al. 2007,
Ibafiez et al. 2009, Cardenas 2009a). Los litorales de Sudamérica han sido divididos en
siete provincias biogeogréficas marinas (Spalding et al. 2007), de las cuales, dos estan

consideradas en este estudio. Desde el sur de Chile (~45°S, donde la corriente Deriva del

Qeste intersecta con Sudamérica) hasta el norte del Pertt y Ecuador (~4°S), se denomina
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la Provincia biogeografica Templada del Pacifico Sureste (Spalding et al. 2007) y se
caracteriza principalmente por una alta continuidad geografica (sin mayores quiebres), y
por la presencia del sistema de corrientes de Humboldt (SCH) (Camus 2001, Thiel et al.
2007, Montecino & Lange 2009). Las principales caracteristica oceanograficas del SCH
son un flujo de aguas superficiales de origen sub-antérctico hacia el norte, y un fuerte
sistema de surgencias de aguas frias sub-superficiales (Thiel et al. 2007, Chavez et al.
2008, Montecino & Lange 2009). Estas aguas ricas en nutrientes, generan una alta
productividad biolégica convirtiendo a este ecosistema marino en uno de los mas
productivos (Thiel et al. 2007, Chavez et al. 2008, Echevin et al. 2008, Montecino &
Lange 2009). Producto de las surgencias y de la pobre oxigenacién de las capas sub-
superficiales, se produce una Zona de Minimo Oxigeno (ZMO) a poca profundidad
(Thiel et al. 2007, Echevin ef al. 2008). Esta ZMO es especialmente intensa en la parte
norte del SCH, afectando la distribucién batimétrica de varias especies marinas
(Montecino et al. 2005, Thiel et al. 2007, Chavez et al. 2008, Montecino & Lange 2009).
En el SCH, muchas especies, incluyendo los principales recursos marinos de la region
(e.g. peces, invertebrados y algas), han mostrado cambios periédicos asociados con
eventos a diferentes escalas temporales, como los ciclos del Nifio - La Nifia (ENSO) y la
Oscilacién-Decadal del Pacifico (Castilla & Camus 1992, Anderson & Rodhouse 2001,
Cubillos & Arcos 2002, Chavez et al. 2003, Waluda et al. 2006, Thiel et al. 2007,
Chavez et al. 2008). Estos cambios, asociados a las variaciones de la temperatura
superficial del mar, a la frecuencia e intensidad de las surgencias y por ende de la

productividad primaria, han influido grandemente en el patrén demografico de las
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especies que son parte de este ecosistema marino (Cubillos & Arcos 2002, Chavez et al.
2003, Thiel et al. 2007, Chavez et al. 2008).

El extremo sur de Sudamérica, constituye la unidad biogeografica marina de la
Provincia Magalldnica (Boschi & Gavio 2005, Spalding et al. 2007, Balech & Ehrlich
2008). Esta provincia se caracteriza por una biota de carécter fifo, de origen Terciario
(Camus 2001). Su fauna sub-antdrctica es muy similar por ambas costas del extremo
austral (Boschi & Gavio 2005, Balech & Ehrlich 2008). EI lado del Pacifico de esta
Provincia, que va desde el norte de Chiloé (~42°S) hasta el Cabo de Hornos (~56° §), se
describe como un gran sistema insular (el archipiélago chileno) caracterizade por
numerosos golfos, fiordos y canales, que lo hacen un paisaje complejo, producto de los
procesos tecténicos y perfodos de glaciacion (Camus 2001). En este rango latitudinal
fluye la corriente de Cabo de Hornos hacia el sur. Esta corriente bordea todo el extremo
sur del archipiélago chileno y continta por el Paso Drake hacia el este, hasta unirse 2 la
Corriente de Falkland en el Atldntico (Camus 2001). La discontinuidad geomorfolégica
de esta zona (desde los 41° 30°S hacia el sur), produce un elevado aporte de agua dulce
en las masas de aguas costeras, promoviendo las condiciones estuarinas con alta
pluviosidad, gran amplitud mareal, baja temperatura y disminucién de la salinidad
(Camus 2001, Ibafiez et al. 2009). Estas condiciones hidroldgicas generarian un sistema
semi-aislado en los fiordos, que a la vez podria afectar la continuidad del rango de
distribucién de las especies en esa zona (Antezapa 1999). La costa Atlantica de la

Provincia Magall4nica, que continta desde Cabo de Hornos (~56° S) hasta alcanzar su

limite norte a la altura de la Peninsula de Valdés (~42° S), se describe como una zona
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homogénea desde el punto de vista hidrogréfico, con un importante flujo de aguas sub-
antarcticas (Balech & Ehrlich 2008). El fiujo de aguas sub-antércticas a lo largo del
talud hacia el norte, resultaria de una mezcla de aguas desde de la Corriente de Falkland,
de aguas costeras menos salinas provenientes del Estrecho de Magallanes, y de agua
dulce desde los canales fueguinos que proviene de los rios Patagonicos (Balech &
Ehrlich 2008). Se sugiere que la Corriente de Falkland favoreceria la prolongacion de la
fauna Magallanica o sub-antdrctica sobre la plataforma hasta los 36° S de latitud (Balech
& Ehrlich 2008). Sin embargo, también se ha propuesto que organismos con larva
planténica que tienen poblaciones en la Patagonia media, no podrian mantenerse si la
corriente que fluye en la plataforma tuviese solo un movimiento constante hacia el norte,
sin restitucion hacia el sur (Balech & Ehrlich 2008).

En el Pleistoceno la tierra experiment reiterados ciclos glaciales-interglaciales,
generando masas de hielo de hasta 2 a 3 km de espesor que pudo alcanzar una extension
méxima de un tercio de la superficie de la tierra (Lomolino et al. 2010). Muchos estudios
se han enfocado en los efectos del ultimo ciclo glacial sobre la flora y fauna,
principalmente en el Hemisferio Norte, donde se concentré el 80 % de Ia capa de hielo
(Lomolino et al. 2010). En el Hemisferio Sur la mayoria de los continentes fueron poco
afectados debido a su posicién geografica. Los efectos més relevantes en cuanto a la
formacion de un manto de hielo fueron en la totalidad del continente Antartico y, en
Sudamérica, la Patagonia occidental. En otras partes, 1a formacion de hielo se conceniré
en algunos sectores de altas elevaciones como €l platé central de Tasmania, los Alpes de

Nueva Zelanda y la Cordillera de los Andes en Sudamérica (Lomolino et al. 2010). A
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excepcion de la Antartica, la Patagonia fue entonces la tinica regién del hemisferio sur
que fue cubierta por una gran extensiéon de manto de hielo durante el altimo periodo
glacial del Pleistoceno (Rabassa 2005, Rabassa & Clapperton 1990, Rabassa 2008,
Kaplan et al. 2008, Massaferro et al. 2009). De hecho, la transicién enire el dltimo
maximo glacial (UMG) y el interglacial contemporaneo, corresponde a una de las
mayores manifestaciones de cambio climatico que permanece bien preservado en los
registros geolégicos (Nagal et al. 2010). Este periodo se caracterizé por cambios
significativos en la fisonomia geografica y en las condiciones océano-atmosféricas
(Hulton et al 2002, Kim et al. 2002, Hebbeln et al. 2002, McCulloch et al. 2000,
2005a,b, Kaiser & Lamy 2008). Durante el UMG, la parte occidental de la Patagonia,
era cubierta por un manto de hielo, desde la Cordillera de los Andes hasta el mar, entre
los 43° S y 56° S, (Fig. 1.3) (Clapperton 1993, McCulloch et al. 2000, 20052,b, Hulton
et al 2002). Una cronologia local en la Patagonia reveld una prolongada migracién de
masas de aires frios hacia el norte durante este periodo, vinculado al desplazamiento de
la Zona frontal Antdrctica (Hulton et al. 2002, Kaplan et al. 2008). Estos fenémenos
provocaron un enfriamiento atmosférico que se mantuvo pricticamente en fase con los
cambios en la condiciones ocednicas en el sur, forjando la formacién de hielo marino y
disminuyendo la temperai;ura en 6°C de las aguas superficiales del mar (Kaplan et al.
2008). Estos cambios fueron acompaiiados por un descenso del nivel del mar superior a
120 m en relacién a lo actual (Rohling et al. 1998, Hulton et al. 2002). Por la costa del
Pacifico oriental, frente a Chile Central y Peri, se evidenciaron los niveles mas altos de

productividad de los ultimos 33000 afios (Hebbeln et al. 2002, Kaiser et al. 2005). Esta
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mayor fuente de nutrientes fue supuestamente impulsado por el desplazamiento hacia el
norte de la corriente circumpolar antarctica (CCA), y de los vientos del oeste, causando
una disminucién de la temperatura superficial del mar (TSM) y la salinidad hacia
latitudes mas al norte (Kaiser et al. 2005, Hebbeln et al. 2002). Por la costa sureste de
Sudamérica, que pertenece a la provincia zoogeografica de Magallanes (Scarabino 1977,
Briggs 1995), no hay registros paleoceanogréafico y paleoclimdticos detallados sobre el
efecto del 1iltimo glacial. Sin embargo, ensambles de moluscos fdsiles no muestran
cambios substanciales de la fauna marina a lo largo de la costa de la Patagonia central
desde el Pleistoceno tardio (Aguirre 2003, Aguirre et al. 2005), incluso refuerzan un
patrén paleoceanografico moderno dominado por la Corriente fria de Falkland, donde
las condiciones oceanograficas actuales se mantuvieron desde el pleistoceno, y desde

entonces perdurando la Provincia Malacoldgica de Magallanes (Aguirre 2003).

21




(,.our) Apd0gar moypy

(w) uoneaa pur-

(ST Jostanui anopuo ) (w) uoneAd|d 23]

Figura 1.3 .- Extension y altitud sobre el nivel del mar del Ultimo Méximo
Glacial (UMG) en Patagonia (modificado de Hulton et al. 2002)

1.1.5 Unidad de estudio. Dos especies de pulpos de la familia Octopodidae.
Entre los cefalopodos, uno de los grupos mas conocidos son los pulpos benténicos de la
familia Octopodidae. Esta familia contiene sobre 200 especies (Norman & Hoschberg

2005a), que varian en tamaiio desde especies pigmeas que en estado maduro pesan < 1
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gr. (e.g. Octopus wolfi) hasta pulpos gigantes que exceden los 100 kg (e.g. Enteroctopus
dofleini) (Norman 2000). Los miembros de esta familia se pueden encontrar en todos los
océanos del planeta, desde arrecifes tropicales hasta latitudes polares, y hasta
profundidades superiores a los 5000 m (Norman 2000). Tienen un ciclo de vida que
puede variar desde 6 meses hasta 5 afios, con algunas especies en que son
excepcionalmente grandes y longevas (Boyle & Rodhouse 2005, Villanueva & Norman
2008). La mayorfa de los pulpos son considerados semélparos monociclicos, Sin
embargo, persisten incertidumbres en torno a la diversidad de modos de reproduccién en
este grupo e incluso algunos han sido calificados como iteréparos (Villanueva &
Norman 2008). Todos muestran una alta plasticidad en respuesta a las variaciones en las
condiciones ambientales, en rasgos como el tiempo de desarrollo, la tasa de crecimiento,
el tiempo de cuidado parental y el modo de desove, (Boyle & Rodhouse 2005). Los
pulpos tienen una tasa de crecimiento muy alta, producto de una elevada tasa de
alimentacién y una conversion excepcionalmente eficiente de los alimentos en
crecimiento somético (Fig. 1.4, Boyle & Rodhouse 2005). Estas capacidades sostendrian
el répido crecimiento en biomasa de las poblaciones de pulpos, permitiendo a algunas
especies alcanzar un tamafio corporal comparable a los peces mas grandes (Boyle &

Rodhouse 2005).
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Figura 1.4 .- Curva de crecimiento de pulpos en distintos rango de temperatura (tomado
de Boyle & Rodhouse 2005).

reproduccion. La primera estrategia se caracteriza por la produccién de relativamente
pocos y grandes huevos que permiten la eclosion de crias bien desarrolladas. Las crias se
asemejan a los adultos y adoptan rapidamente los habitos bentonicos de sus padres
(Villanueva & Norman 2008, Fig. 1.5 C, D). La segunda estrategia corresponde a la
produccién de muchos huevos pequefios, de los cuales eclosionan crias de pequefio

tamafio que nadan libremente en la columna de agua y se alimentan de plancton

Los pulpos muestran dos tipos de estrategia de historia de vida asociadas a la
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(Villanueva & Norman 2008 Fig. 1.5 A, B). En contraste con la primera estrategia
reproductiva, las crias de la segunda ocupan un nicho ecolégico distinto al de los adultos
(Villanueva & Norman 2008). A pesar de un marcado contraste en la morfologia y
ecologfa entre el estado plancténico y el adulto, la ausencia de una metamorfosis
condujo a proponer el término de “paralarva” (Young & Harman 1988). Las especies
con huevos pequefios producen juveniles planctonico con més potencial de dispersién
que los juveniles benténicos que eclosionan desde grandes huevos (Villanueva 1995,
Villanueva & Norman 2008). Las paralarvas planctonicas de los pulpos tienen en
promedio una duracion del periodo de incubacioén de la masa de huevos de alrededor de
2 dias a 11 semanas, y un rango de duracién de la fase plancténica entre 3 semanas y 6

meses, dependiendo de la especie y la temperatura (Villanueva & Norman 2008).




Figura 1.5 .- Eclosion plancténica y benténica en Octopodidae. Hembra adulta Wunderpus
photogenicus de 26 mm ML en el laboratorio, transportando cadenas de huevos con embriones en
desarrollo dentro de los brazos (A) y eclosién (Longitud total aprox. 3.5 mm) desde la misma
masa de huevos (B). Notese la cavidad del manto bien desarrollada. Hembra de Octopus berrima
en el momento de la eclosion en el laboratorio con una cria juvenil betonica (Longirud total aprox.
20 mm) en primer plano (C) y dentro de los 10 min de eclosién (D) (modificado de Villanueva &
Norman 2008).

Dentro de los cefalépodos, los pulpos han sido menos estudiados en términos de
su diversidad genética. La mayoria de los estudios con herramientas moleculares han
sido para realizar reconstrucciones filogenéticas en algunos géneros de pulpos (De Los
Angeles Barriga-Sosa et al. 1995, Séller et al. 2000, Warnke et al. 2004, Guzik et al.

2005, Allcock et al. 2007, Strugnell et al. 2008, 2009). Al nivel poblacional, en pocas
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especies se han realizado estudios filogeograficos, considerando que es un grupo tan
diverso en nimero y lugares en que habitan. Algunos de ellos muestran evidencias de
estructuracion espacial, alin en especies con distribucién cosmopolita que tienen una
larva planténica (e. g. Octopus vulgaris, O. cyanea 'y O. maorum (Guerra et al. 2010,
Villanueva & Norman 2008). Distintos modelos se han planteado para explicar el patrén
de estructuraci6n genética, incluso en la misma especie en diferentes regiones de estudio
(con distintos marcadores). Entre ellos, un modelo de islas se ha propuesto para la
estructuracion genética de Octopus vulgaris en el mar mediterraneo (Maltagliati et al.
2002), mientras que un modelo de aislamiento por distancia se ha formulado para
interpretar el patrén de la diversidad genética de esta misma especie en la Peninsula
Ibérica (Cabranes et al, 2008). Las causas de los patrones de estructuracién genética en
pulpos pueden ser diversos debido a que son animales sensibles a los cambios climaticos
y oceanograficos (Villanueva & Norman 2008). De hecho, cafiones submarinos y
corrientes profundas son propuestos como barreras al flujo genético en varias especies
del genero Pareledone en Antarctica (Allcock et al. 1997, 2011), como también
corrientes marinas entre Australia y Nueva Zelanda que afectarfa la dispersién de
Octopus maorum (Doubleday et al. 2009). En general los pulpos de la familia
Octopodidae, a pesar de ser un grupo ampliamente distribuidos a nivel global, y ser tan
heterogéneo en cuanto a rasgos de historia de vida, aim no han sido utilizados como
modelo de estudio para responder preguntas sobre patromes filogeograficos a gran

escala, incluso latitudinales, donde los pulpos costeros marcan una tendencia en

diversidad de especies (Rosa et al. 2008).
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En este estudio, las especies modelos son dos pulpos de la familia Octopodidae,
que tienen similares caracteristica ecolégicas y de historia de vida. Entre ellas, son
pulpos costeros habitantes de] submareal, maduran sexualmente a un tamafio corporal
semejante (alrededor de un kilogramo) y viven alrededor de dos afios. Ambos pulpos
tienen una fase de paralarva planctotréfica que puede potencialmente dispersarse a
grandes distancias. Sin embargo son habitantes de distintas latitudes de las costas de
Sudamérica. La especie Octopus mimus Gould, 1852, vive en zonas subtropicales y
tropicales de la Provincia biogeografica Templada del Pacifico Suroriental, entre los 3° y
30° de latitud sur (Defeo & Castilla 1998, Cardoso et al. 2004, Fig. 1.6 a). Mientras, la
especie Enteroctopus megalocyahtus (Gould, 1852), se encuentra en las aguas frias de la
provincia biogeografica Magallanica, entre los 42° S del Pacifico hasta los 42° S del
Atlantico (Rocha 1997, Ré 1998, Figura 1.6 b). Las caracteristicas biologicas y
ecolégicas de ambas especies de pulpos, las convierten en unidades de estudio con
condiciones adecuadas para evaluar el efecto diferencial de las condiciones geograficas,
oceanograficas y climaticas histéricas y contemporéneas, sobre el patrén de distribucion

de la diversidad genética en un gradiente latitudinal a través de Sudamérica.
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megalocyahtus (b) en la costa occidental y extremo sur de Sudamérica.

29




1.1.6 Exposicion de objetivos e hipétesis de la unidad de estudio

Objetive general

Comparar los patrones de diversidad genéiica e historia demogrifica de £
megalocyahtus y O. mimus en relacion con los eventos climaticos y oceanogréficos
contempordneos e historicos que impactaron de manera distinta el rango de distribucion

de ambas especie.

Objetivos especificos:

I.- Determinar la diversidad y estructuracion genética de Octopus mimus y Enteroctopus
megalocyatus a 1o largo de sus rangos de distribucion, a través del marcador molecular
Citocromo Oxidasa IIL

IL- Inferir la historia demogrifica de ambas especies, a partir de los patrones de
diversidad genética del gen Citocromo Oxidasa III.

III.- Determinar si ambas especies de pulpos, muestran un patrén de variacion latitudinal

en la diversidad y en la estructuracién genética,




Hipétesis Generales

Escenario contemporineo:

La Provincia biogeografica Magallanica es caracterizada por una geomorfologia
particular y diferente por el Pacifico y el Atlantico, generando condiciones hidrograficas
con un elevado aporte de agua dulce sobre las masas de aguas costeras, promoviendo
condiciones estuarinas semi-aisladas en los fiordos del Pacifico, y un flujo de aguas
costeras menos salinas consecuencia de la confluencia de los rios surefios sobre €l mar
por el Atlantico. En coniraste, la provincia Templada del Pacifico Sureste es
caracterizada por una configuracién geofisica continua asociada a un flujo estable de
masas de aguas subantérticas del SCH, que eventualmente son interrumpidas por el flujo
de masas de aguas calidas de origen subtropical.

Hipétesis 1:

Especies con caracterfsticas ecologicas y aiributos de historia de vida similares, pero
habitantes de las distintas provincias biogeogréficas, exhibirfan patrones diferentes de
conectividad, donde las especies de la Provincia Magallanica evidencien bajos niveles
de conectividad, y las especies de la provincia Templada del Pacifico Sureste muestren
altos niveles de conectividad.

Prediccién:

El pulpo E. megalocyathus mostrard altos niveles estructuracién genética en el extremo
sur de Sudamérica. En contraste, el pulpo O. mimus mostrard ausencia o bajos niveles de

estructuracién genética a lo largo de su rango geogrifico en la costa suroeste de

Sudamérica.




Escenario histérico:

La Provincia biogeografica Magallanica fue afectada directamente por la formacion de
hielo en la patagonia occidental en el ultimo ciclo glacial del Pleistoceno, mientras, la
Provincia Templada del Pacifico sureste fue afectada solo por cambios océano-

atmosféricos impulsados por este periodo glacial.

Hipétesis 2:

Especies habitantes de la Provincia Magallanica habrian experimentado una historia
demografica marcada por extinciones locales (drea cubierta con hielo), con reduccién
del tamafio efectivo poblacional, y posterior expansion demogréfica y recolonizacién via
efecto fundador post-glacial. En contraste, las especies habitantes de la provincia
Templada del Pacifico se caracterizarian por una historia demografica de mayor
estabilidad, sin grandes cambios en sus tamafios efectivos poblacionales en el tiempo.
Predicciones:

a.- El pulpo E. megalocyathus mostrard una baja diversidad genética y en consecuencia
un bajo tamafio efectivo poblacional en el extremo sur de Sudamérica. Ademas, esta
diversidad mostraria sefiales de expansién demografica posterior al ultimo periodo
glacial.

b.- En contraste, el pulpo O. mimus mostrard una alta diversidad genética y un tamafic

efectivo poblacional estable en el tiempo, en la costa oeste de Sudamérica.
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CAPITULO XX
HISTORIA FILOGEOGRAFICA DE Enteroctopus megalocyathus EN EL
EXTREMO SUR DE SUDAMERICA: Conectividad, structura y expansion en

escenarios histérices y contemporineos
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2.1 RESUMEN

Eventos geolGgicos y cambio climaticos se reconocen como los principales precursores
de cambios en el rango de distribucién de las especies, a escala ecoldgica y evolutiva.
Estos cambios en el rango de distribucién de las especies van dejando sefiales gendticas
a nivel de las poblaciones, que pueden ser detectadas usando aproximaciones
filogeograficas. En este estudio se realizaron analisis filogeograficos de la especie de
pulpo Enteroctopus megalocyathus, distribuida a lo largo de la costa de la provincia
biogeografica Magalldnica en el extremo sur de Sudamérica. Se amplificd el gen
Citocromo Oxidasa subunidad III para realizar analisis de diversidad genética, estructura
poblacional e historia migratoria y demogréfica de las poblacioes. El pulpo £
megalocyahtus evidenci6 estar estreuturado en dos unidades genéticas, constituidas por
una poblaci6n en el Atlantico y otra en el Pacifico. Ambas poblaciones mostraron una
baja diversidad genética, que en su conjunto sumaron un total de 7 haplotipos, dos
haplotipos frecuentes separados por cuairo pasos mutacionales, mds cinco haplotipos
Ginicos. La diferencia genética observada entre las poblaciones del Pacifico y Atléntico,
sugiere una conectividad muy limitada, resultado de un flujo muy reducido de pulpos
migrante efectivos. Los analisis demograficos, basados en teoria de coalescencia,
evidenciaron que la poblacién del Pacifico habria experimentado reduccion de su
tamafio efectivo, y consecutivamente una expansion demografica posterior al Ultimo
Miéximo Glacial (UMG). Mientras, la poblacién del Atlantico habria permanecido sin
cambios demograficos durante la ltima glaciacién. Ademas, la poblacion del Pacifico, a

diferencia de la poblacién del Atléntico, sefiala un ancestro comun mas reciente
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posterior a la dltimo méximo glacial, sugiriendo un escenario en que hubo exticiones
locales v posterior recolonizacion desde el norte hacia el sur por el Pacifico. Mientras, la
poblacién del Atlantico, a diferencia de la poblacién del Pacifico, sefiala tener un
ancestro comdn més reciente por més ciento cincuenta mil afios, y que ha permanecido
estable demograficamente, por casi todo el periodo de la ultima glaciacién, a excepcion

de los tltimos diez mil afios, en donde muestra signos de crecimiento demografico.
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2.2 INTRODUCCION

Dentro de una especie, la distribucién geografica de los linajes genéticos ha sido
afectada, tanto a escala ecoldgica y/o evolutiva, por eventos oceanograficos, geoldgicos
y de cambio climético tanto a nivel regional como global (Gorsberg & Cunnigham
2001). La direccién y la magnitud de los cambios demograficos que enfrentan las
poblaciones  (expansiones, consiricciones,  extinciones, recolonizaciones  y/o
colonizaciones geograficas) han sido documentadas a través de distintos marcadores
moleculares (Hewitt 1999, 2000, Grosbreg &Cunnigham 2001, Larmuseau et al. 2009,
Marko et al. 2010). En estudios realizados en especies marinas del hemisferio norte, los
resultados genéticos han sugerido un patrén de expansion demografica post-glacial
desde multiples refugios (Gisels et al. 2004, Hickerson & Cunnigham 2005, Cassone &
Boulding 2006, Chevolot et al 2006, Maggs et al. 2008, Keever et al. 2009, Larmuseau
et al. 2009, Marko et al. 2010). Tal patron genético se ha propuesto principalmente para
especies afectadas en el perfodo de enfriamiento global del Pleistoceno (1.8 M.a. —
10.000 afios atrs). Este periodo abarcé varios ciclos glaciales que cubrieron con un
manto de hiclo considerables extensiones de los continentes del hemisferios norte
(Larmuseau et al. 2009). Estas éreas cubiertas por un manto de hielo, se convirtieron en
habitats inadecuados para muchas especies marinas costeras (peces, moluscos,
crustdceos), causando la extincion de poblaciones, o la migracién hacia una o mas dreas
de refugio hacia el sur para su sobrevivencia (Kojima et al. 2001, Gysels et al. 2004a,
Olsen et al. 2004, Sa-Pinto et al. 2005, 2008, Hoarau et al. 2007, Lee & Boulding 2007,

Larmuseau et al. 2009). Posteriormente, ¢l aumento de las temperaturas que caracteriza
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los perfodos interglaciales favorecié la expansién demografica de las poblaciones
refugiadas, iniciando una recolonizacion de las &reas que estuvieron cubiertas por hielo
(Larmuseau et al. 2009). Estos estudios han mostrado la importancia de los distintos
tipos de historia de vida de las especies sobre los patrones de recolonizacion. Asi,
especies con baja capacidad de dispersién habrian recolonizado las dreas
progresivamente descubiertas a través de un proceso més lento, en comparacion a las
especies con larva peldgica de larga duracién. Estas diferencias entre los procesos de
recolonizacién se reflejarian en distintos patrones de diferenciacion genética (Chevolot
et al 2006).

En el hemisferio sur, algunas especies marinas de la region del Pacifico sureste
muestran un patrén de diversidad genética que sugiere la existencia de una expansion
demografica vinculado con eventos a escala de milenios (Cérdenas et al. 2009a y b,
Haye et al. 2010, Ibéfiez et al. 2011, 2012). Invertebrados y peces Nototénidos de la
zona Antértica muestran el mismo patrén de expansion asociado con un fuerte cuello de
botella, consecuencia probable del efecto directo de los periodos glaciales del
Pleistoceno Tardio (Patarnello et al. 2003, Zane et al. 2006, Janko et al. 2007, Gonzaléz-
Wewar et al. 2011). Se postula que las especies bentonicas y pelagicas de Antarctica
habrian tenido una historia poblacional y evolutiva diferente, consecuencia de la
reduccién o pérdida de habitat de especies bentonicas, por causa de la formacion del
manto de hielo glacial sobre la totalidad de la plataforma continental antartica (Janko et
al. 2007). No obstante, la extensién del hielo glacial durante el periodo final del

pleistoceno alcanzé mas alla de la Antartica, en los confines terrestres y marinos de
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América del sur, particularmente el drea geogrifica que corresponde hoy a la Patagonia
occidental (Fulton et al. 2002). En tales circunstancias, las especies costeras del extremo
sur de Sudamérica también podrian haber sufrido la pérdida parcial o completa de su
habitat por causa de las glaciaciones. Por consiguiente, esta regidon puede ser
considerada como una unidad de estudio apropiada para evaluar el efecto de las
glaciaciones sobre las especies marinas del extremo sur de Sudameérica.

La formacidén de capas de hiclo en la Antarctica en el periodo mioceno medio
(~14 millones de afios.), fue el comienzo de evidentes cambios en los patrones de
circulacidon ocednicos, afectando principalmente las condiciones océano-atmosféricas,
entre ellas la productividad primaria y temperatura superficial del mar, de tal manera que
tuvieron un considerable impacto en la fauna marina costera (Bo et al. 2009, Rai &
Maurya 2009). Desde el Plioceno, y en particular durante el Pleistoceno, se¢ han
producido repetidos avances glaciales que han afectado a Sudamérica. De los ciclos
glaciales que afectaron a Sudamérica, los més conocidos incluyen (i) la gran glaciacién
de la Patagonia (Great Patagonian Glaciation GPG,~1.100.000 afios), (ii) las glaciacién
mas fria del Pleistoceno (~0.7 millones afios), (iii) la ltima glaciacién (Last Glaciation
LG ~140 000 afios atras), y (iv) el dltimo méximo glacial (UMG) (Last Glacial
Maximum LGM, ~25 000 a 23 000 afios atras) (Rabassa y Clapperton 1990, Rabassa
2008). No obstante, algunos autores proponen que el ultimo maximo glacial y posterior
interglaciar, serian los promotores de la distribucién contemporanea de los organismos
marinos (Cuninghamm & Collins 1998, Avise 2000, Chevolot et al. 2006).

Modelamientos sobre las glaciaciones, sugieren que grandes capas de hielo cubrieron
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extensas dreas desde ~36°S hasta los 56°S de América del Sur durante el UMG
(McCulloch et al. 2000, Hulton et al. 2002, Rabassa 2008). Los modelamientos del
ultimo méximo glacial muestran la extension de una capa de hielo a lo largo de la cresta
de los Andes, que cubrié aproximadamente 1800 kilometros de tierra por todo el
suroeste de la Patagonia, que lleg6 hasta el mar entre los 35° S y 56° S (Hulton et al.
2002, McCulloch et al. 2000, 2005 a y b, Kaplan et al. 2008). Los vestigios glaciares en
el estrecho de Magallanes (de aprox. 24.600 + 900 afios), sugieren que en aquella época
hubo un fuerte enfriamiento atmosférico mantenido en fase con los cambios en las
condiciones ocednicas, que provocaron cambios en las caracteristicas del mar,
estableciendo la formacién de hielo marino (Kaplan et al. 2008), y produciendo el
desplazamiento de masas de aires frfas en direccién al ecuador, tanto en el océano
Pacifico como en el Atlantico (Hulton et al. 2002, McCulloch et al. 2000, 200:5a y b,
Kaplan et al. 2008). El avance de esta zona frontal antérctica hacia el ecuador, fue la
principal causa del enfriamiento y formacién de capas de hielo en el sur de Sudamérica,
cambiando trascendentalmente la configuracion de los habitat terrestres y marinos de

aquella época (Kaplan et al. 2008)

2.2.1 Modelo de estudio

Los pulpos benténicos de fa familia Octopodide con presencia de una paralarva, revelan
que la duracidn de esta fase pareciera ser especie-especifico, temperatura dependiente y,
bajo condiciones de laboratorio, este rango puede extenderse desde tres semanas en el

pulpos pigmeo Octopus joubini, hasta seis meses en el pulpo gigante Enferoctopus
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dofleini (Wulker 1910), (Villanueva & Norman 2008). La temperatura ambiental seria
un factor decisivo en la regulacion del desarrollo embrionario y la duracién de la
paralarva plancténica en los pulpos (Villanueva 1995, Warnke 2004, Villanueva &
Norman 2008). En ese contexto, la existencia de una paralarva representaria el tiempo
(todo el perfodo planctdnico), y por lo tanto la distancia que alcanzaria a dispersar las
paralarvas (Villanueva & Norman 2008). Los pulpos de latitudes calidas mostrarian un
desarrollo embrionario y un periodo de paralarva plancténica mds corto, y con un
temprano asentamiento (e.g. en O. vulgaris, Villanueva 1995, Katsanevakis &
Verriopoulos 2006). Al contrario, las especies que viven en aguas frias tendrian un
periodo de incubacién de los huevos y duracion del periodo plancténico més largo, con
un tardio periodo de asentamiento, como ocurre con el pulpo Enferocfopus dofleini
(Gabe 1975, Snyder 1986a).

Entre los pulpos benténicos de la familia Octopodidae que habitan las frias aguas sub-
antarticas en el extremo sur de Sudamérica, se encuentra la especie Enteroctopus
megalocyathus (Gould, 1852). Su rango de distribucion cubre alrededor de 4300 km en
linea recta a lo largo de la costa este y oeste del Cono sur de Sudamérica. Este rango,
que incluye toda la provincia biogeogrifica Magallanica, va desde Isla Chiloé en el
Pacifico (~42° S) (Rocha 1997, Ibéfiez et al. 2009), pasa por Borkwood Bank (56° S, 54°
W) v sigue hasta el Golfo de San Matias por el océano Aflantico (42° S) (Ré 1998). El
rango batimétrico de E. megalocyathus abarca zonas intermareales hasta 170 metros de
profundidad (Ortiz 2009). Este pulpo tiene importancia econémica por mantener una

pesca artesanal superior a las 500 toneladas anuales, solo para la costa del Pacifico
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(SERNAPESCA 2010). Es una especie bentonica que puede alcanzar un poco mas de 1
metro de longitud total, y ~5 kg de peso total (Ibafiez & Chong 2008). La fecundidad
medida en esta especie varia entre 1429-6427 huevos maduros, y con un tamafio
promedio de 10.7 mm de longitud (Ortiz et al. 2006, 2011). De sus huevos eclosionarian
crias plancténicas de aproximadamente 18 mm de longitud (Ortiz et al 2006), que bajo el
supuesto de ser una especie de aguas fifas, tendria un perfodo plancténico més largo. En
este sentido, E. megalocyathus tiene un rango de distribucion que incluye todo el 4rea
del extremo sur de Sudameérica, afectada por el ltimo ciclo glacial (Hulton et al. 2002),
y posee caracteristicas de historia de vida que supuestamente favorecerian su dispersion
(Villanueva & Norman 2008). Estas cualidades colocan a esta especie como un modelo
adecuado para evaluar los patrones de cambio de la diversidad genética del ADN
mitocondrial, mediante aproximaciones de coalescencia, a lo largo de su rango de
distribucién, asociados a los efectos del ultimo ciclo Glacial-interglacial. Finalmente, en
este estudio, evaluaremos como E. megalocyathus fue afectado en su distribucidn y su
abundancia por los cambios en las condiciones océano-atmosféricas que ocurrieron

durante el Pleistoceno a lo largo del extremo sur de Sudameérica,
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Obtencién de muestras

Los pulpos de la especie E. megalocyathus fueron obtenidos desde muestreos realizados
en seis localidades, fratando de abarcar todo el rango de distribucién de esta especie.
Entre Junio y Julio del afio 2008, se obtuvieron 30 pulpos, capturados mediante buceo
semi-autébnomo por buzos mariscadores, desde las localidades de Ancud y de Puerto
Williams en Chile. Entre Septiembre-Octubre del mismo afio, se obtuvieron mediante
buceo auténomo con ganchos, aproximadamente 30 pulpos desde las localidades de San
Romdn, Cerro Avanzado (Madryn), Camarones y Puerto Deseado en Argentina (Fig.
2.1). Luego, a los pulpos se les realizaron disecciones del tejido muscular del manto de 2
cm”™ que fueron guardados en frascos con alcohol 95 %, para su posterior extraccién de

DNA.
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Figura 2.1 Localidades donde se realizaron los muestreo de

pulpos Enteroctopus megalocyathus desde el Pacifico y
Atlantico.

66




2.3.2 Extraccién y amplificacion del DNA

Para la extraccion del DNA del tejido muscular, se utilizé un protocolo de extraccion
salina (Alhjanabi and Martinez 1997). Se utilizaron primer universales (Co3a™: F-
S TTATTTATTGCATCAGAAGT?S’ y Co3b*: R-
5*TCAACAAAGTGTCAGTATCA3’), para amplificar 597 pares de bases (pb), del gen
mitocondrial citocromo oxidasa subunidad III (COIII, Allcock et al. 2008). Para el PCR
se utilizé: 25 ul de reaccién, conteniendo 0.25 pl of Tag DNA. polimerasa (1.0 unidades),
2.5 ul buffer 10X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI, pH 8.0), 2 pl dNTPs (10uM), 1.0pl
50mM MgCly, y 0.5 pl (10pg/pl) de cada primer (Co3a’ y Co3b%). La condiciones
Gptimas para la amplificacién fueron: A) Denaturacién inicial a 94° C durante 120 seg,
B) amplificacién que incluye 40 ciclos de denaturacién a 94°C por 40 seg, anillamiento
a 48°C por 40 seg y extensi6n a 72°C por 90 seg. Finalmente, se realizo una extension
final a 72°C durante 10 minutos. Los amplicones fueron purificados y secuenciados en
la empresa Macrogen Inc en Korea. Las secuencias fueron editadas y alineadas al 0jo,

usando ProSeq version 2.9 (Filatov 2002).

2.3.3 Analisis de datos

Diversidad genética

Se calcularon los indices de diversidad genética estindares como: nimero de haplotipos
(K), ntmero de sitios polimérficos (8), diversidad de haplotipos (Hd), nimero promedio
de diferencias entre secuencias ([]), diversidad nucleotidica (), en cada localidad

usando el programa DnaSP versién 5.0 (Librado &Rozas 2009). Las estimaciones de los
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tamafios efectivos asumiendo un modelo de equilibrio mutacién-deriva fueron realizadas

con el programa Lamarc 2.1.6 (Kuhner 2006).

Reconstrucciones filogenéticas desde datos infraespecificos fueron representados
a través de una red de haplotipos (datos poblacionales sin recombinacion), constrnida
usando el algoritmo median-joining (MJ) para datos binarios, combinado con
caracteristicas del algoritmo de Kruskal’s para encontrar arboles con minima expansién
(favoreciendo conecciones cortas), y el algoritmo heuristico de Farris’s méxima-
parsimonia (MP), el cual adiciona secuencialmente nuevos vértices llamados “vectores
de la mediana”. Se hizo uso por defecto de los pardmetros épsilon € = 0 (nodos
ancestrales), una razén de transiscién/transversién de 1:1, y el método “conexién de
costo™ para el calculo de distancia, implementado en el software Network version 4.501
(Bandelt et al. 1999).
Estructura genética poblacional y flujo génico
Para describir la estructura genética entre localidades, se calculd el indice ®st (calculado
con el n° de diferencia entre pares de secuencias) y un Fgy (calculado con la frecuencia
de los haplotipos), andlogo para datos de DNA mitocondrial (Holsinger & Weir 2009),
realizado entre pares de secuencias desde distintas localidades, implementado en
Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005). La significancia estadistica del ®st y Fst se basaron
en 50000 permutaciones. La comparacion de los coeficiente de diferenciacion genética
entre haplotipos ordenados (Nst) y no ordenados (Gst), fueron utilizados para evaluar la
existencia de estructuracion filogeografica descrito por Pons & Petit (1995, 1996). La

frecuencia de los haplotipos fue usada para estimar la diversidad genética promedio
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intra-poblacional (As), la diversidad genética total (#T), y la proporcion de la diversidad
total debido a diferencia entre poblaciones (Gst), junto con el nimero de diferencias
entre los haplotipos (Nst, distancia entre haplotipos). El métedo de andlisis fue siguiendo
a Burban et al. (1999), mediante el uso del programa PERMUT (Pons & Petit, 1995,
1996). En este andlisis se realiza un test con 10000 permufaciones aleatorias de Nst.
Luego, la distribucién de los valores de Nst permutados son comparados con ¢l valor de
Nst observado. Si se obtiene un 5% de los valores permutados mayores al valor de Nst
observado, entonces el test no es significativo, y no hay diferencia significativa entre Gst
y Nst observado. De este modo, al no encontrar diferencia significativa entre Nst
observado y Gst, entonces es considerado como un indicador de ausencia estructuracion
filogeografica. Consecutivamente, para detectar si la estructuracién genética muestra un -
patrén geogréafico, se realizé un Andlisis espacial de varianza molecular (SAMOVA,
Spatial Analysis of Molecular Variance, Dupanloup et al. 2002), usando el programa
SAMOVA, versién 1.01. El algoritmo de SAMOVA define grupo de poblaciones que
son geograficamente homogéneas y méximamente diferenciadas de otros grupos, de tal
manera que agrupa las diferentes muestras, maximizando la varianza genética “entre-
grupos de poblaciones” y reduciendo la varianza “enire poblaciones dentro de grupos™.
Este programa realiza un andlisis jerdrquico, donde una proporcion de la varianza
genética total es producto de las diferencias entre grupos de poblaciones (Pct), otra
proporcién es por diferencias dentro de las poblaciones (Dscy y finalmente ofra
proporcion de la varianza por diferencias entre poblaciones dentro de los grupos (@st)

(ver Excoffier et al. 1992). El nivel de significancia de los indices de fijacién fue
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estimado mediante permutaciones no-paramétricas de las poblaciones entre grupos, con
10000 iteraciones. Alternativamente, usando inferencia bayesiana se estimé la
probabilidad de detectar estructuracion genética poblacional con su respectiva
organizacién espacial, usando datos genéticos y un modelo espacial geo-referenciado en
el programa Geneland 4.0.2 (Guillot et al. 2008, Guillot 2008, Guillot & Santos 2009,
Guillot et al. 2009). Este método se distingue de otros andlisis, por la capacidad de
distinciéon del mimero de poblaciones (o clusters) con sus respectivos limites
geograficos, asociado con una incerteza en la asignacion de los individuos a estos clister
geograficos (Guillot et al. 2005a). En la ejecucion del andlisis, la estimacion del mimero
de poblaciones (K), se realizé con cadenas de Markov-Monte Carlos (MCMC) con
10000000 de iteraciones. El primer andlisis se realozé bajo un modelo de frecuencias
no-correlacionadas (vector de frecuencias haploticas mutuamente independientes entre
poblaciones) y luego otro con frecuencias correlacionadas, ambos asociados a un
modelo espacial geo-referenciado. En las iteraciones se fueron muestreando cada 1000
pardmetros, fijando los valores de K a que sea determinado por la moda de la
distribucién a posterior de la cadena de MCMC, descartando el 10 porciento de las
primeras iteraciones que no llegaron a una convergencia. Luego, mediante un Bayes
Factor descrito por Raftery (1996: 165), se eligié el modelo con mayor probabilidad
posteriori y el que asignd mejor los datos genéticos de cada individuo en los clusters
geograficos. Bayes Factor es definido por los likelihoods marginales de los modelos
(pr(D/M)), v es expresado en: By= pr(D\M;)/pr(D\Mp); donde Bjp: logaritmo base 10 de

BF es la razén del likelihood marginal del modelo (M) con respecto al modelo (Mp),
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dado los datos (D). La escala de interpretacion de BF se considero el de 2logByo (similar
escala al del estadistico likelihood ratio test), donde los valores < a 0 se consideraron
fuerte apoyo al modelo con menos pardmetros, valores entre 0 a 2,2 no merece mencién
como evidencia para el modelo mas complejo, valores entre 2,2 a 6 evidencia positiva,
entre 6 a 10 evidencia fuerte y valores > 10 evidencia muy fuerte para el modelo mas
complejo (Raftery 1996: 165). Para evaluar la existencia de una relacion entre distancia
genética y geografica, es decir, evaluar el modelo de aislamiento por distancia entre
localidades, se realizé un anélisis de correlacion (test de mantel, Mantel 1967). Esto fue
realizado usando el modelo unidimensional, utilizado para grandes distancias (habitat
extendidos), a través una relacion lineal entre ®/1-® con la distancia geografica (km)
(Rousset 1997), implementado en. Arlequin 3.11, donde el nivel de significancia del
coeficiente de correlacién fue calculado mediante 10000 permutaciones paramétricas
dentro de las matrices de distancia.

Para determinar los patrones de migracién entre poblaciomes, se realizaron
analisis de las relaciones genéticas entre grupos en base a la teoria de coalescencia. Se
estimaron las tasas de inmigracién (en cada direccién) entre poblaciones usando el
programa Migrate-n 3.2.17 (Beerli 2011). Mediante inferencia bayesiana, utilizando
como priors una distribucién uniforme, y el tinico modelo por defecto Felsenstein 84 de
sustitucién nucleotidica (F84). F84 es esencialmente el mismo modelo que HKYS85
(estimado en este estudio con jmodel Test, Posada 2008), diferenciandose solo en el

calculo de la razén transicién/transversion (Yang 2006). De este modo, se estimé la

distribucién de probabilidad a posteriori de los parametros ® = x X Ne x u (donde x es la
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ploidia y herencia de los datos, (N.) es el tamafio efectivo de la poblacion, (u) es la tasa
de mutacién por sitio por generacién), y M = m/u. (donde (i) es la tasa de inmigrantes
dividido por u); donde M es una medida de cuanto mas importante es la inmigracién
sobre la mutacién para traer nuevas variantes a la poblacién. Del miltiplo de ambos
pardmetros (©xM) se obtuvo el nimero de inmigrantes por generacidn (x XNex m). Esta
aproximacion hace uso de una cadena larga de Markov-Monte Carlo (MCMC), usando
el algoritmo slice sampling, el cual utiliza la distribucién a posteriori para generar un
muevo estado (este nuevo estado.es compatible con los datos, por lo tanto la razén de
aceptancia es siempre 1,0). Las iteraciones realizadas fueron en cuatro réplicas, cada una
sobre la base de 50000 pasos registrados en 150 incrementos (ciclos). Las cuatro réplicas
(cadenas) corridas con temperaturas estaticas distintas (1,0 1,5 4,0 y 5,0), permitié el
intercambio entre las cadenas (dependientes de la aceptancia o rechazo), experimentando
magnitudes de exploracién diferentes de las genealogias en el espacio (con mayores
exploraciones con las cadenas més calientes). Este método, conocido como MCMCMC
(Markov coupled Markov chain Monte Carlo, Geyer & Thompson (1995), permite
cuatro o mas cadenas con diferentes temperaturas, donde las cadenas maés caliente se
mueven con mayor libertad, explorando mds genealogias, y realizando exploracién mds
eficiente de los datos, y estableciendo mejores intervalos de densidad, en contraste a la
corrida de una tinica larga cadena. De este modo, se constituyé un paisaje definido por la
probabilidad de 30000000 de genealogias visitadas, donde el primer 10 % de las
genealogias fueron descartadas por no alcanzar la zona de convergencia en lo valores de

likelihood, en las corridas de MCMC. Con este andlisis se generaron distribuciones de
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probabilidad de los pardmetros y de las genealogias con distintos intervalos de
credibilidad, representando la incerteza de los pardmetros ® y M estimados. La robustez
de las estimaciones fueron evaluadas considerando: a) Diferentes coiridas de MCMC
(distribuciones con una sola moda) fueron realizadas para chequear la convergencia de
las cadenas, b) Los valores de autocorrelacion y del tamafio efectivo de las muestras
(effective sample size, ESS). Donde altos valores de autocorrelacién en los algoritmos
involucran frecuentes rechazos de cambios en las cadenas y menor eficiencia de
biisqueda en el espacio. Menor eficiencia de bisqueda implican un insuficiente tamafio
efectivo de las muestras de los parametros (ESS < 500), es decir de muestras
independientes, y por ende, de un andlisis ain sesgado por las condiciones iniciales
(priors).

Andlisis de la Historia Demogrdfica

La inferencia demografica de las poblaciones previamente identificadas (grupos de
localidades que no mostraron diferencias genéticas significativas entre ellas) de
Enteroctopus megalocythus, se realizé en un primer lugar a través de los indices de
neutralidad D de Tajima (el cual compara dos estimadores del parametro poblacional 9,
basado en el niimero de sitios segregantes y en el mimero promedio de diferencias entre
haplotipos. Bajo un modelo mutacional de sitios-infinito y sin recombinacién, ambos
estimadores deben estimar la misma cantidad, de lo contrario las diferencias pueden
originarse bajo seleccidn, expansién demografica o heterogeneidad de la tasa de
mutacién entre sitios, Tajima 1989) y el Fs de Fu (bajo un modelo de sitios infinito,

basado en la probabilidad de observar k o més haplotipos en una muestra de un tamafio
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determinado, y que es condicionado al nimero promedio de diferencias entre pares de
haplotipos, se obtien una distribucion del estadistico Fs por la simulacién de una
muestra, y de acuerdo a un valor de 8 estimado desde el mimero promedio de diferencias
entre pares de haplotipos, Fu 1997), y sus respectivos valores de probabilidad (P-value)
en el programa Arlequin. Estos indices detectan desviaciones del equilibrio mutacion-
deriva de Wrigth-Fisher, a través del exceso o déficit de haplotipos de baja frecuencia,
originado por un crecimiento poblacional, un cuello de botella, o eventos de seleccion
que hayan ocurrido en el pasado. Luego, para evaluar cambios demograficos se
construyé una distribucién de desajuste entre pares de secuencias (Mismatch
distribution), que luego se compard con una distribucién unimodal esperada bajo el
modelo de crecimiento poblacional instantineo de Rogers y Harpending (1992).
Ademds, se estimé un indice de desigualdad (raggedness index, Harpending 1994,
ecuacién 1) desde la distribuci6n observada, para evaluar si se ajusta a una distribucién
unimodal esperada bajo el modelo de crecimiento instantineo. Luego, y solo cuando la
poblacién mostré un patrén de distribucién de desajuste unimodal, se estimaron los
pardmetros de expansiéon demografica (©,01,7) en el programa DnaSP version 5.10.01
(Librado & Rozas 2009). El pardmetro @9 = 2Negu (donde Neg es el tamafio efectivo
poblacional en la actualidad, y u es la tasa de mutacién por secuencia, por afio) es
estimado antes del crecimiento de la poblacién, @ = 2Nu es medido después del
crecimiento, y el pardmetro T = 2ut estd relacionado con el tiempo t transcurrido desde la
expansion (en unidades de tiempo mutacionales). Se estimaron los valores de tamafio

efectivo N, antes y después del crecimiento, asi como el tiempo t transcurrido desde este
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evento, asumiendo una tasa de mutacién de 2 % por millon de afios en molusco
(Strugnell y Lindgren 2007, referencia incluidas).

Por otro lado, se realizaron inferencias demograficas en cada poblacién
utilizando el programa LAMARC version 2.1.6. (Kuhner 2006). A diferencia del anélisis
anterior, el cual estimaba los pardmetros del modelo de crecimiento poblacional
instantdneo, este programa asume un modelo de crecimiento o decrecimiento
poblacional de tipo exponencial (Kuhner et al. 1998). En este anélisis se construyeron
genealogias de coalescencia, utilizando €l criterio de optimizacién de Maxima
Verosimilitud, y a partir de ellos se realizaron estimaciones del pardmetro ® = 2Neu, y
de g que corresponde a la tasa de crecimiento o decrecimiento exponencial de la
poblacién formulado como: ®, = @y e, donde © es el valor del pardmetro a un tiempo
t en el pasado y © es el valor en la actualidad de ®. Un valor positivo de g indica un
crecimiento poblacional mientras que un valor negativo sefiala un decrecimiento. El
tiempo se mide en unidades mutacionales y g se mide en unidades inversas de tiempo
(1/u). Con las genealogias inferidas, se construy6 una superficie de verosimilitud, donde
se estimaron los pardmefros ® y g de interés. Los valores iniciales de los parametros © y
g usados fueron 0,01 y 1,00 respectivamente. La estrategia de bilisqueda de los
parametros fue utilizando Cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC) y el algoritmo
Metropolis-Hasting, con multiples cadenas para hacer més eficiente la conduccidn de
bisqueda de los valores (menos sesgada hacia los valores iniciales). La ejecucién
comenzo con 50 cadenas iniciales, cada una de 1000 iteraciones, para obtener valores

conductores de la biisqueda, y termind con 2 cadenas finales, mucho mas largas para
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precisar en la estimacién final. La longitud de las cadenas largas fue 100.000 (para
controlar la capacidad de refinamiento de las estimaciones). Para reducir la influencia de
las genealogias iniciales, se descart6 el primer 10% (10000) de las genealogias. En este
andlisis se asumi6 una tasa de mutacion constante entre secuencias y se utilizd en el
algoritmo, el modelo Felsenstein 84 (F84) de sustitucién nucleotidica, que se diferencia
del modelo HKY85 (estimado en este estudio con jmodel Test, Posada 2008), en solo el
calculo de la razdn transicién/transversién (Yang 2006). Se calcularon los valores de
tamafio efectivo N, en funcién del tiempo t desde el presente asumiendo la misma tasa
de mutacién de 2 % por millon de afios. Por convencién, se estima el inicio del
crecimiento al tiempo en que el tamafio efectivo se reduce al 1% del tamafio efectivo
actual (Lamarck 2.1.8, manual:
hitp://evolution.genetics.washington.edu/lamarc/documentation/menu.htmtl).

La historia demografica de las poblaciones también fue inferida mediante un
analisis de Bayesian skyline plot (BSP, Drummond et al. 2005) y el método Bayesian
skyride (BSR, Minin et al. 2008) en el programa BEAST version 1.7.2 (Drummond &
Rambaut, 2007). Estos andlisis, a diferencia de los anteriores, no asumen un modelo
paramétrico de crecimiento (o decrecimiento) poblacional. Estas aproximaciones
bayesianas utilizan Cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC), que eficientemente van
muestreando variantes del generalized skyline plot y en el campo aleatorio Markov
Gausiano en el Skyride para generar una distribucidn a posteriori del parametro tamafio
efectivo poblacional (N.) a través del tiempo, y estimar el tiempo del ancestro comin

mas reciente (IMRCA) en las genealogfas de coalescencia. El método Skyride, a
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diferencia de los multiples intervalos de coalescencia agrupados con similares tamafios
efectivos en el Skyline plot, los cambios en el tamafio efectivo entre “pequefios” y
consecutivos intervalos intercoalescencia son penalizados, ya sea con ser dependiente de
las longitudes de los intervalos de coalescencia (time aware) o ser independiente del
tiempo (Ho &Shapiro 2001). Estas distribuciones generan intervalos de credibilidad a
posteriori (95% HPD, Highest Posterior Density), representando la incerteza en el Ne y
del tMRCA, (Drummond et al., 2005). Antes de realizar el andlisis de Bayesian Skyline
Plot y los Bayesian Skyride, se estimé el mejor modelo de sustitucion nucleotidica bajo
un criterio de decisién bayesiana (BIC), en el programa jModelTest (Posada 2008). Los
supuestos que se asumieron para la gemeracién de arboles de coalescencia fueron
modelos de evoluciéon molecular con reloj estricto, y luego con reloj relajado. La
generacion de arboles con reloj relajado se realizé con distribucién exponencial y log-
normal, con 10 grupos de coalescencia (i, pardmetro de suavizamiento) en el BSP, y un
método de suavizamiento a prior “time aware” en BSR, ambas usando una tasa de
mutacion de 2% por millén de afios (ver Strugnell & Lindgren 2007 y referencias
incluidas). Estos andlisis fueron realizados con cadenas de MCMC de 300000000 de
iteraciones que fueron muesireando pardmeiros y drboles cada 1000 generaciones,
descartando los primeros 30000000 de iteraciones en el Bayesian Skyline plot. Mientras,
se cortieron 25000000 de iteraciones de MCMC, y se fueron muestreando pardmetros y
arboles cada 1000 generaciones, descartando los primeros 250000 iteraciones en el
Bayesian Skyride. En la eleccion del niimero de iteraciones de MCMC, se considero el

nimero de secuencias analizadas y la complejidad del modelo usado, para asi adquirir

77




un tamafio efectivo de la muestra apropiado (> 200). Posteriormente, mediante una
Bayes Factor (BF) descrito por Newton & Raftery (1994), v con las modificaciones
propuestas por Suchard et al. (2001), en el programa Tracer 1.5

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/, Drummond & Rambaut, 2009), se eligié

primero la inferencia demogréfica realizada con el mejor método bayesiano descrito
anteriormente, y segundo con el modelo de evolucion (reloj molecular estricto vs
relajado) con mayor probabilidad a posteriori y el que representé mejor la historia
demografica de las poblaciones. Bayes Factor fue definido por los likelihoods
marginales de los modelos (pr(D/M)) y expresado en: Byg= pr(D\M)/pr(D\Mp); donde
Bjg: logaritmo base 10 de BF, es la razon del likelihood marginal del modelo () con
respecto al modelo (Mp) dado los datos (D). Para interpretar los valores de B se uso una
clasificacion donde los valores superiores a 0,5 se consideré una fuerte evidencia,
valores superiores a 1 se consideré decisivo y valores inferiores a 0,5 no merecieron
mencion (Kass & Raftery 1995). Finalmente, los resultados fueron visualizados y

graficados en el programa Tracer version 1.5 (Rambaut and Drummond, 2009).
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2.4 RESULTADOS

Diversidad genética

Siete haplotipos se encontraron en los fragmentos de 551 pb del gen COIIL,
correspondiente a 132 pulpos E. megalocyahtus. Cada una de las localidades en que se
realizaron los muestreos mostrd una baja diversidad haplotipica, nucleotidica, pocos
sitios polimérficos y bajo nimero de diferencias entre secuencias (Tabla 2.1). En esto
sobresale que las dos localidades del Pacifico, mostraron valores mas bajos de

diversidad genética, comparado con las localidades de la zona del Atlantico (Tabla 2.1).

Tabla 2.1- Diversidad genética de Enteroctopus megalocyathus en el extremo sur de
Sudamérica. N: n® de individuos, K: n° haplotipos, S: sitios polimérficos, Hd: diversidad
haplotipica, n: diversidad nucleotidica, IT:n® diferencia enfre secuencias.

Locumanss | e

PACIFICO d.e. - d.e.
Ancud | 2513 1 2 |0,157] 0,096 | 00003 | 0,0007 |0,160 | 0.240
Pto. Williams S 2712 | 1 ]0074 ] 0067 | 00001 | 90,0005 |0074] 0,164
ATLANTICO
Puerto Deseado : 23135 15 | 0549 0060 | 00038 { 0,0011 |2,079| 0,869
Camarones 2413 15 ]0518] 0073 | 00037 | 0,001 |2.040] 0,859
Cerro Avanzado 181 2 | 4 10366 | 0,112 | 00027 | 00011 |1464] 0,738
San Romin ‘ 1512 ¢t 4 10343 | 0,128 | 00025 | 00011 | 1371|0722
- TOTAL 1321 7 19 | 05310021 | 00037 | 0,0010 |2,035 /0,830
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Las relaciones genealdgicas mediante Median-Joining Network, mostraron un
patrdn caracterizado por dos haplotipos dominantes separados por 4 pasos mutacionales,
cada uno rodeado de haplotipos tnicos (Fig. 2.2). El primer haplotipo dominante H1 es
el enlace central de 4 haplotipos tinicos, separados por un paso mutacional, mientras que
el segundo mas frecuente HS se comecta a un haplotipo tnico. El haplotipo HI se
encontré en 73 (55,3 %) de los 132 pulpos analizados de todas las localidades
muestreadas en este estudio. El haplotipo H5 se encontré en el 40,9 % (54) de los
pulpos, pero exclusivamente en las localidades del Atlantico (Fig. 2.2). El haplotipo HI
fize muy dominante en el Pacifico, y mostr6 una reduccion gradual en su frecuencia a lo
largo de la costa del Atlantico, en direccion hacia el norte (Fig. 2.3). En contraste, el
haplotipo H5 mostr6 un incremento gradual en frecuencia en direccion hacia el norte por

el Atlantico, y su total ausencia en las muestras del Pacifico (Fig. 2.3).
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Fig. 2.2 Red de haplotipos del pulpo Enteroctopus megalocyathus desde su rango geografico.
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Estructuracion genética

Los valores de ®st y Fst entre pares con sus respectivos valores de probabilidad,

muestran dos unidades genéticas signifi

cativamente distintas entre las localidades del

Pacifico y del Atlantico. En contraste, las comparaciones entre los sitios del Océano

Pacifico o del Océano Atlantico mostraron valores de ®st y Fst muy bajos y no

significativos (Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Estructuracion genética de las poblaciones de E. megalocyathus. Resultados
de st y Fst con sus respectivo valores de probabilidad P.

0,4709 0,00001 | 0,00001 | 0,00001 | 0.00001
0,0011 0,00001 | 0,00001 | 0,00001 | 0.00001
0,5722 0,5927 0,939 0,3208 0,2935
0.5851] 06049 | 00419 | 03319 | 03094
0,7732|  0.7932 0,0144 0,0043 0,9999
0,8067 0,8275 0,0264 0,0151 0,0635
0.60159 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.01041 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000
0.45504] 0.51742 | 0.7621 0.2523 0.2302
0.51646| 0.57612 | 0.03378 0.4087 0.3923
0.68760] 0.75008 | 0.03013 | 0.00740 0.9999
0.71631] 078196 | 0.04279 | 0.00132 | 0.06352
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El nivel diversidad intra-poblacional 4s (0,335) fue inferior a la diversidad total
AT (0,575), indicando que la diversidad se encontré mayormente distribuida entre
poblaciones Gst (0,418). Un anélisis de estructuracién filogeogréfica en la variacién de
los haplotipos a través del rango de distribucién de esta especie, mostré que el
coeficiente Nst (0,469) fue mayor al valor de Gst (0,418). Esta diferencia, evaluada con
un test de permutaciones del coeficiente Nst, mosir6 que en el percentil 95 de la
distribucién, el valor de Nst permutado (0,461) fue menor al valor de Nst observado
(0,469), significando que el valor de Nst observado se enconird dentro de la zona de
rechazo (95 %) de la distribucién. Por consiguiente, el Nst observado fue
significativamente distinto y mayor al valor de Gst, y sugieren finalmente la existencia
de un patrén de estructuracién filogeografico. A la vez, un andlisis de correlacién entre
las distancias genéticas y geograficas de los pulpos del Atlantico, sefiala un incremento
en los valores de ®st/(1-Dst) y de Fst/(1-Fst) con el aumento de la distancia geografica
(coeficiente correlacién de Mantel (®st/(1-®@st): r = 0,810873, p = 0,037; Fst/(1-Fst): r =
0,952404, p = 0,039, Fig. 2.4). Los resultados de SAMOVA mostraron que se encontr6
un alto porcentaje de variacion gengética entre dos, tres y cuatro grupos (Tabla 2.3). No
obstante, las agrupaciones con mayor variacién genética, grupo del Pacifico y del
Aflantico, no fueron significativas. Probablemente las permutaciones, es deci las
posibles ordenaciones estuvieron limitadas al niimero de localidades en cada grupo (2
localidades en el Pacifico v 4 en el Atlantico, afectandodo la significancia estadistica en
la permutacion del indice de fijacién @cr. Por ofra parte, las iteraciones realizadas

(MCMC) con inferencia bayesiana (con el modelo de frecuencias no-correlacionadas,
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elegido mediante Bayes Factor= 0,079), evidenciaron una méxima estimacion a
posteriori con una moda de K = 2 cluster geograficos (Fig. 2.5). De este modo, la mayor
probabilidad a posteriori en la asignacién de los datos genéticos de los individuos,
muestra que la mayor discontinuidad genética se evidencid entre dos clusters
geogréficos que corresponden a las poblaciones del Pacifico y otra del Atlantico (Fig.

2.6).
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Figura 2.4 Aislamiento genético por distancia geografica de E. megalocyathus desde
el Atlantico. La diferenciacion genética estimadas por ®st/(1-Mst) y Fst/(1-Fst) es
graficado versus la distancia geografica (Km) por cada par de localidades.
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Tabla 2.3 Tabla resultados de Samova con K grupos de poblaciones
distintos. % o°: porcentaje de varianza por diferencias entre grupos de
poblaciones, ®ct: indice de fijacion de la diferencia entre grupos de
poblaciones y P: valor de probabilidad.

| Tests (50175 permutaciones)

K @ct | P(rand. value >= obs, value
2 63,3 0,633 0,06655+-0,00113
3 5986 0,599 0,01602+-0,00055
4 57,67 0577 0,02208+-0,00067
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|
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Figura 2.5 Distribucion de probabilidad a posteriori de los cluster (K) o poblaciones
de E. megalocyathus, a lo largo de la cadena de Markov Monte Carlo (MCMC).
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Los resultados del analisis bayesiano en la estimacién del numero de pulpos
migrantes por generacion en el tiempo, mostré un patrén de flujo bajo y asimétrico. La
poblacién del Pacifico mostré un flujo de aproximadamente un pulpo por generacion
hacia la del Atlantico (Tabla 2.4, Fig. 2.7). Mientras, la inmigracion de pulpos desde el
Atlantico fue ausente, dado que el flujo mostré6 menos que un individuo por generacion

hacia la poblacion del Pacifico.

Tabla 2.4 Tabla de distribucién a Posterior de los parametros ©: (x*N_*u) y M: (m/u). Del
multiplo de ambos pardmetros (M * ©) se obtuvo el nimero de inmigrantes por generacion (x
XN_x m).

e

0.00 0,00/ 0,0013 | 0,0025 | 0.004 §0.00225 0,00163

0.00 10,00 0,0013 | 0.0025 | 0,004 |0,00225[0.001

0,00 {000 2,5 190 745 192.5 | 2574 0.4
180 | 445 | 627.5 | 780 | 1000 | 607.5 591,9 1.4
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Inferencia demogrdfica.

Las pruebas de Tajima (D) y Fu (Fs), para identificar si la diversidad genética se aleja
del modelo neutral de equilibrio mutacion-deriva, dieron como resultado valores
negativos y significativos para la poblacion de pulpos de la costa sureste del Pacifico

(Tabla 2.5). En contraste, la poblacién de pulpos del Atldntico mostré valores positivos

pero no significativos.

Tabla 2.5 Resultados del test de Neutralidad de las

poblaciones del pulpos E. megalocyathus de la costa del
Pacifico y Atlantico

Pacifico :
Tajima (D) ~ -1,69192  0,00558
Fu (Fs) -4,37626  0,00016
 Atlantico _
Tajima (D)  1,11487 = 0,87482
Fu (Fs) - 347452 | 0,92228
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La demografia historica de este pulpo, la distribucién de desajuste entre pares de
secuencias (Mismatch distribution) mostré una distribucién unimodal tipo L en la
poblacion del Pacifico, consecuencia del gran nitmero de pulpos que compartian el tinico
haplotipo frecuente H1, con muy pocas diferencias (Fig. 2.8 a). La distribucién de
desajuste observada no se diferencié significativamente al modelo esperado de
distribucién unimodal (g = 0,614, P = 0,625). Bajo en este mismo supuesto, el valor de}
pardmetro © = 0,115 sugirié que el evento de expansidn instantanea en la Poblacién del
Pacifico habria ocurrido hace aproximadamente 5000 afios, donde el valor de ®¢ <0,005
reveld en cierto modo, el reducido tamafic de la poblacidn al inicio de la expansidn
(considerando que @ tiende a o en el modelo). De manera contrastante, los pulpos del
Atlantico mostraron una distribucién bimodal, que resulté significativamente distinta a
un modelo unimodal de expansidén demografico (rg=0,583, p= 0,025). Esta distribucién
bimodal reflejé que la mayoria de los pulpos tenian uno de los dos haplotipos frecuentes,

H1 o HS, los cuales se diferenciaron de 5 pasos mutacionales (Fig. 2.8 b).

92




0.9 B Observado Pacifico
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Figura 2.8 a y b. Distribucién de no-ajuste entre pares de secuencias de
E. megalocyahtus desde la costa del Pacifico y del Atlantico
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De manera complementaria y asumiendo €l modelo de crecimiento exponencial,
los valores de la tasa de crecimiento g y tamafio efectivo N, obtenido mediante andlisis
con Méaxima Verosimilitud, sefialan de nuevo, que la poblacién de pulpos del Pacifico
paso por un evento de expansion demogréfica reciente (Fig. 2.9 a). Dado los datos, el
modelo mostré que el crecimiento de esta poblacion habria comenzado hace
aproximadamente 0.16 tiempos mutacionales (Fig. 2.9 b), lo que tendsda
correspondencia con un tiempo de hace aproximadamente 15000 afios, sobre la base de
un tasa de mutacion de 0,02 mutaciones/gen/millén de afios. A partir de esta fecha, la
poblacién del Pacifico habria aumentado desde ~4000 a 400000 en su tamario efectivo
(con valores del pardmetro ®y= 0,017680, ®= 0,0001964 y g=15000 respectivamente).

De manera contrastante, y aunque el resultado fue negativo de la tasa crecimiento (g= -

218,3075), la poblacién de pulpos del Atléntico no evidencia cambios significativos en

el tamafio efectivo en el tiempo (con valores de @= 0,001758, Figura 2.9 ¢ y d).
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Figura 2.9 Variacion del tamafio efectivo (N.= ©/2u) de las poblaciones de pulpos E.
megalocyathus. a y c) Poblacién de Pacifico y Atlantico en el tiempo en afios, basado
en el modelo de crecimiento exponencial. Variacion del ® relativo de las poblaciones
del b) Pacifico y d) Atlantico en funcion del tiempo mutacional.
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Los anélisis de Bayesian skyline plots para hacer inferencias demogréficas en las
genealogfas de los pulpos de las poblaciones del Pacifico (elegido con BF= 0,166) y del
Atléntico (BF= 5,227), fueron realizados bajo el modelo de evolucién con reloj
molecular relajado Log Normal (BF = 3,186), y el mejor modelo de sustitucion
nucleotidica HKY (-InL = 774.7959, BIC = 3228.5132). Estos andlisis, efectuados bajo
los supuestos de coalescencia y sin un modelo demogrifico paramétrico pre-
especificado, nuevamente sefialan una expansion demogréfica en la poblacién de pulpos
del Pacifico. Esta expansion, habria comenzado hace aproximadamente 10000 afios
atrds, con un incremento de airededor de un orden de magnitud en tamafio efectivo. A la
vez, el tiempo estimado de aproximadamente 9800 afios del ancestro comiin mds
reciente, sugiere que la poblacion habria comenzado también un proceso de
diversificacién muy reciente del linaje intraespecifico, calzando ambos procesos en un
periodo posterior al UMG (Fig. 2.10 a y b). Por otro lado, el tiempo estimado de
~156000 aflos del Ancestro comtn mas reciente de los pulpos del Atlantico, indica que
es una poblacién muy antigua, en compracion con la del Pacifico, y en ausencia de
cambios demogréficos significativos en el tiempo (Fig. 2.11 a y b), incluso en los
altimos 3000 afios, donde el leve incremento en la mediana del tamafio efectivo,
asociado con una mds alta densidad posterior confirma la ausencia de una expansion

incipiente (Fig. 2.12).
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2.5 DISCUSION

Diversidad y estructura genédtica de E. megalocyathus

Los resultados obtenidos con el gen COIII muestran una baja diversidad genética del
ADN mitocondrial en Enteroctopus megalocyathus. Este patrén ha resultado comiin en
cefalopodos, con marcadores relativamente conservados como las Allozimas (Brietley et
al. 1993, Brierley et al. 1995, Sanjuan et al. 1996, Allcock et al, 1997, Pérez-Losada et
al. 1999, 2002, Zheng et al. 2001, Maltagliati et al. 2002, Triantafillos et al. 2004), y con
marcadores mas variables como los genes mitocondriales (Oosthuizen et al. 2004, Zheng
et al. 2005, Tello et al. 2006, Sandoval-Castellanos et al. 2010). Sin embargo, Teske et
al. (2007) sugieren que los marcadores mitocondriales mutan rapido y por lo tanto,
poblaciones establecidas por largo tiempo debieran mostrar alguna variacién. En este
sentido, poblaciones salvajes de Octopus variabilis en las costas de China mostraron una
alta diversidad y estructuracion genética con los genes mitocondriales COIII (Hd):
0.9092 y 125 rRNA(Hd): 0.9840, en un total de 80 pulpos (Mei-Ying et al. 2011). Este
registro con el gen COIII, estaria sugiriendo que puede ser lo suficientemente variable
como para realizar estudios genéticos y demograficos de las poblacionales. Ciertamente,
con marcadores mas variables como los microsatélites, se han obtenido valores mas altos
de diversidad genética, permitiendo detectar estructuracion genética en especies de
cefalépodos (Reichow & Smith 2001, Casu et al. 2002, Pérez-Losada et al. 2002,
Cabranes et al. 2008, Doubleday et al. 2009, Shaw et al. 2010). Para el pulpo E.
megalocyathus, no existe ningin estudio realizado con microsatélites para contrastar los

bajos valores de diversidad encontrados en el presente estudio. Sin embargo, usando
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marcadores nucleares RAPDs (Random amplifed polymorphic DNA), considerados més
variables que los mitocondriales, Hermosilla (2004) también detecté un bajo nivel de
variabilidad genética en esta especie. Por consiguiente, ambos marcadores
mitocondriales y nucleares muestran que la baja diversidad genética es un patrén mé4s
regular de lo que se cree en el pulpo E. megalocyathus.

A lo largo del rango de distribucion de E. megalocyathus se identificaron dos
unidades poblacionales, una por la costa sureste del Pacifico y otra por la costa suroeste
del Atlantico. Estas dos poblaciones evidenciaron estructuracion filogeografica
significativa, sugiriendo un proceso de separacion de linajes intraespecificos. Segtin
Avise (2009), la interrupcion del flujo genético entre dos poblaciones, da comienzo a un
proceso de diferenciacion hasta que todos los alelos de cada poblacién lleguen a tener un
ancesfro comun mas cercano entre si, que con los alelos de otra poblacion. Este estado se
le denomind monofilia reciproca, llegando luego de gue la genealogia de alelos han
transitado por estados previos parafilético y polifilético (Avise 2000). En este estudio un
arbol de coalescencia con clados de méaxima credibilidad (clado estimado el Ne y el
ancestro comiin mas reciente MRCA, Beast), evidenci6 un estado parafilético, donde el
clado constituido por los pulpos de la poblacién del Atlintico mostraron un MRCA,
donde no todos sus descendientes estuvieron incluidos, dado que se encontraron
coalesciendo con pulpos del clado de Ja poblacion del Pacifico (Fig. 2.13). En término
de muestreo, esto implicé encontrar la co-ocurrencia de haplotipos geneal6gicamente
cercanos y lejanos en la poblacién del Atlantico (HS, H7, H1, H6), y de solo haplotipos

genealégicamente cercanos en la del Pacifico (H1, H3, H2, H4, Fig. 2.3). Ademss, la
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coalescencia entre un grupo de pulpos del Atldntico y del Pacifico, sugieren la

persistencia de un flujo genético entre ambas poblaciones, especialmente desde el

Pacifico hacia el Atlantico.
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El flujo de pulpos migrantes enire ambas poblaciones por generacién fue bajo y
asimétrico, siendo casi inexistente desde el Atlantico hacia el Pacifico. Este flujo
asimétrico sugiere ser la causa de Ja ausencia de una total separacion genealdgica enire
ambas poblaciones. Por otro lado, también sugiere un sistema complejo de conectividad,
producto de los propios factores ambientales, histéricos y actuales, que caracterizan el
extremo sur de Sudamérica.

En la regién de la Patagonia, las rutas de dispersion de Organismos marinos entre
el Pacifico y el Atlantico, y en particular de los estadios larvales, puede ocurrir a través
de dos vias alternativas. Estas vias son: (1) a través del complejo de canales, asociado al
Estrecho de Magallanes, y (2) rodeando el extremo sur del archipiélago chileno hasta
Cabo de Hornos, continuando por el paso Drake, para seguir hacia el -este por el
Atldntico, bordeando la plataforma del extremo sur del Continente Sudamericano.

En general, las masas de agua en el sistema de fiordos y canales magallanicos
corresponden a agua Subantirtica (ASAA) del Pacifico y del Atlantico, y agna dulce
(AD), que al mezclarse forman agua Estuarina (AE), y Agua Subantértica modificadas
(ASAAM, aguas con salinidad > 31 psu), (Valdenegro & Silva, 2003). Las ftres
microcuencas que subdividen el Estrecho de Magallanes (“la oriental” entre la entrada
del océano Atlantico y la Segunda Angostura, “la central” entre dicha angostura e isla
Carlos III, y “la occidental” desde dicha isla hasta la boca occidental del estrecho (Fig.
2.14 a, Sievers & Silva 2006), producen un flujo superficial de AE desde la zona central
del estrecho tanto hacia el Pacifico como hacia el Atléntico (Fig. 2.14 b). A la vez, en

una capa sub-superficial se produce un flujo neto de ASAA desde el Pacifico, que
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ingresa al estrecho sobrepasando el umbral costero de la boca occidental y se hunde
hacia ¢ interior bajo la capa superficial (Fig. 2.14 b). Esta masa de agua se mezcla con
AD para formar AE y ASAAM en los primeros 150 m. Mientras, la microcuenca
occidental se llena bajo los 150 m con ASAA. Una constriccién-umbral alrededor de los
100 m de profundidad, frente a la isla Carlos III, actuarfa como barrera fisica,
impidiendo que el ASAAM y ASAA provenientes del Pacifico fluyan hacia la
microcuenca central (Fig. 2.14 b). Sin embargo, una masa de Agua Estuarina-salada
(ABE-salada), ubicada enfre 75 y 100 m de profundidad, sobrepasaria esta constriccién-
umbral, y se hundiria en la microcuenca central llenando la zona profunda con AE-
salada (Fig. 2.14 b). El flujo entre estas masas o cuerpos de agua, finalmente producirian
un llenado diferencial en ambas microcuencas, quedando la occidental con AE en la
capa superior (< 75 m), ASAAM en la capa intermedia (75-150 m) v ASAA en la
profunda (> 150 m). Mientras, la microcuenca central se llenaria con AE-salada en toda
la columna vertical (Fig. 2.14 b, Valdenegro & Silva, 2003). Por otro lado, el ingreso de
agua desde el océano Atlantico, no tendria mayor influencia en la microcuenca central
del estrecho de Magallanes, pero si en la microcuenca oriental, afectando el flujo de
ingreso y salida de agua que es modulado por el sistema de mareas (Fig. 2.14 a y C,
Valdenegro & Silva, 2003). Asi, la circulacién de las masas de agua por el Estrecho de
Magallanes, sugieren que esta via de conexi6n entre el océano Pacifico y Atléntico,
tendria una limitada dispersién de animales plancténicos, por ejemplo de las paralarvas
de E. megalocyahtus, consecuencia del restringido o ausente flujo de agua entre las

microcuencas mas cercanas hacia el Atlantico.
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Figura 2.14 a, b y ¢. Modelo esquematico de circulaciéon de masas de agua por ¢l Estrecho
de Magallanes (modificado de Sievers & Silva 2006, y Saggiomo et al. 201 1).

Los pulpos son animales que no tienen tolerancia a las bajas concentraciones
salinas (Vaz-Pires et al. 2004), dado que son condiciones estresantes hasta fatales,
ejemplo es el pulpo Octopus vulgaris (Chapela et al. 2006). Incluso Hermosilla y
colaboradores (2011) sugieren que la baja salinidad es un factor causal de la ausencia de
pulpos en ambientes de estuarios. Entonces las caracteristicas de un sistema semi-

cerrado de los fiordos, con concentraciones alta de agua dulce, obstaculizando el
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intercambio o flujo de agua entre el océano abierto y los canales interiores (a lo largo del
Estrecho de Magallanes hasta el canal Beagle, incluyendo los canales interiores
magalldnicos y fueguinos, Antezana 1999), probablemente serian areas que no se
encuentren paralarvas o pulpos juveniles y adultos de E. megalocyathus. En este
contexto, Ja conectividad entre las poblaciones de E. megalocyahtus del Atlantico y del
Pacifico, se mantendria o estaria en acuerdo con el patrdn de corrientes marinas,
bordeando la plataforma del extremo sur de Sudamérica, en un rango batimétrico entre
la superficie y los 150 metro de profundidad (rango en el cual se han encontrado
paralarvas de E. megalocyathus, Carrasco et al. 2012). De esta manera, el flujo de
paralarvas migrantes desde el Pacifico hacia el Atlantico probablemente ocurra
favorecido por la direccién de la corriente de Cabo de Homos (que bordea todo el
extremo sur del archipiélago chileno y contintia por el Paso Drake), continuando por la
Corriente de Falkland hacia este, y por la corriente costera de la Patagonia hacia el norte
por el Atldntico (Perillo et al. 2005) (Fig. 2.7). Sin embargo, y pese a que el flujo de las
masas de agua debieran favorecer la dispersion en esta direccién, el reducido niimero de
];aralawas migrantes a través del Cabo de Hornos, probablemente sea consecuencia de
cambios en las condiciones oceanogrificas y de la geomorfologia estrecha de la
plataforma (costa) en el extremo sur de Sudamérica, en el cruce desde el Pacifico hacia
el Atlantico.

En contraste a la estructuracion genética observada entre las poblaciones del
Pacifico vy del Atlantico, la alta homogeneidad genética intrapoblacional sugiere un

importante flujo genético, promovido por el respectivo sistema de corriente marina que
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circula a lo largo de la plataforma continental del Pacifico y del Atlénti‘co. Un alto nivel
de conectividad es una caracteristica habitual para especies con fase plancténica (aunque
no laregla, Kelly & Palumbi 2010), como es el caso de varios cefaldpodos (Rodhouse et
al. 1992, Villanueva 1995, Villanneva & Norman 2008, Hermosilla 2004). Ademd4s, se
propone el posible aporte de los pulpos adultos al flujo genético, aunque probablemente
menor al de las paralarvas. En este aspecto, no existen antecedentes sobre los
movimientos migratorios de E. megalocyahtus. Los pulpos en general, a pesar de tener
la facultad de nadar rdpido por periodos cortos de tiempo, habitualmente se movilizan
arrastrandose sobre el fondo marino, y por consiguiente se ha sugerido que la migracién
a grandes distancias de los adultos es poco probable (Allcock et al. 1997). Sin embargo,
en el caso de Octopus vulgaris se han registrado distancias recorridas de
aproximadamente 50 km en 40 dfas en pulpos marcados (Itami 1963). Por lo que frente a
estos antecedentes, no se puede descartar en el caso de E. megalocyahtus, el posible
aporte de los adultos en la conectividad dentro y entre ambas poblaciones del Pacifico y
Atlantico.

En la poblacion del Atlantico, a pesar de la alta homogeneidad genética, se
detecté un incremento en los valores de los indices de diferenciacién genética en
relacion con la distancia geografica (Fig. 2.4). Esta relacion sugiere que existiria un
modelo de aislamiento por distancia a lo largo de la costa atlantica, donde cada localidad
intercambiaria mds migrantes con las localidades vecinas que con otras mas lejanas
(Gaines et al. 2007, White et al. 2010, Galindo et al. 2010). Este patrén se genera cuando

la dispersién efectiva de los migrantes es menor al rango de distribucién de la especie.
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Ademds, la existencia de un gradiente latitudinal en las frecuencias de los haplotipos
més comunes sustenta diche modelo de diferenciacién (Fig. 2.3). De este modo, el
incremento de la distancia genética entre localidades més lejanas, permiten suponer que
las paralarvas de E. megalocyathus no tienen la capacidad de dispersién suficiente para
asegurar la conectividad entre localidades mas lejanas hacia los extremos del rango
geografico. Segun Ortiz et al. (2006), en evidencia basada en experimentos en acuarios,
las paralarvas de E. megalocyathus tendrian un comportamiento alternado entre
plancténico y bentdnico (suprabenténico o hiperbenténico). Esto sugiere entonces que
las paralarvas no tendrian una fase exclusivamente peldgica, y por lo tanto su potencial

de dispersion podria ser condicionado a esta conducta supra o hiperbentdnica.

Historia demogrdfica de Enteroctopus megalocyahtus

Un resultado interesante de este estudio, corresponde a la baja diversidad genética
mitocondrial detectada en el pulpo E. megalocyathus. En concordancia a esta baja
diversidad, los tamafios efectivos asociados, han resultado muy inferiores a los tamafios
poblacionales estimados indirectamente. En el caso de E. megalocyathus, los
desembarques pesqueros han sido utilizados como medida indirecta del tamafio de Ia
poblacién del Pacifico, que en promedio han sido cerca de 640 ton anuales de pulpos de
esta especie capturados principalmente en Chiloé, entre 1998-2009 (SERNAPESCA
2010). Asumiendo un peso promedio de 1,5 kg por adultos, las capturas ascienden
entonces a mas de 400.000 individuos (640000/1,5 kg). El tamafio real de esta poblacion

deberia entonces superar esta cantidad estimada a través de las capturas, y alcanzar
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nimeros muy superiores al tamafio efectivo estimado en este estudio (80.000 individuos
aprox.), bajo el supuesto del equilibrio mutacién-deriva en el programa Lamarck. La
diferencia entre tamafios efectivos y reales, ha sido generalmente explicada de dos
magneras. Por un lado, una expansién rapida del tamaiio poblacional puede generar este
patrén, ya que la aparicién de nueva diversidad a través de mutaciones es mucho mas
lenta que los procesos demograficos. Por otro lado, la seleccién positiva sobre un alelo
mitocondrial genera una diminucién de la diversidad genética y en consecuencia sobre
los tamafios efectivos, sin alterar los tamafios reales. Si bien, ambos procesos no se
pueden distinguir a partir del solo patrén de diversidad genética mitocondrial, el proceso
demogréafico debiera provocar a la vez una marcada disminucién de la diversidad
genética nuclear, mienfras que la seleccién sobre un gen mitocondrial no tendri tal
efecto. En este sentido, Hermosilla (2004), también detectdé una de baja diversidad
genética en K megalocyathus con RAPDs, marcadores nucleares altamente
polimérficos. Por consiguiente, el patrén de baja diversidad genética con ambos
marcadores, mitocondrial (estudio actual Tabla 2.1) y nuclear (Hermosilla en el 2004,
Tabla 2.6), respaldaria un escenario donde el pulpo E. megalocyahtus fue afectado por

cambios demograficos pasados, en lugar de un evento de seleccién.
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Tabla 2.6 Enteroctopus megalocyathus. Parametros de diversidad genética de las
poblaciones de Hueihue, Quelién, Cerro Avenzado, Bustamante, y de todas Ia poblaciones
en conjunto, (Hermosilla 2004).

DESCRIPTOR Huslhue  Quelldn Cerro Avanizade Bustamante  TODAS
Dlversidad gérifca de Nei {h) 0,230 0.235 0,243 0,231 0,256
{% desv. estandar) £0,182 0,167 0,172 £ 0,177 % U160
Hetetocigosidad promedio 0,234 0.238 0,250 0,235 0.252
Insesgada H
Indice de Informacion 0.355 0370 0.377 0,383 0,403
de Shannon {I} (£ d.e.) = 0,256 20,223 +0,235 +0.234 + 05,204
Niimero de loci polimérfices 47 48 44 48 52
% locl polimérficos 90,38 92.31 §4.62 92,31 160,00
Coeficlente de diferenciacion
0,088
génica Gst
Flujo Génico Nm 5173
0,0504
85 (% e}
p(Ede.) = 0.0136
| to Contianza {859 0,1199 -
Intervalo Confianza {85%) 0.0688

Las inferencias demograficas realizadas co;1 diferentes aproximaciones sugieren
que E. megalocyathus experimenté cambios de tamafio poblacional en el Pacifico
durante el dltimo periodo glacial en el Pleistoceno tardio (LG, Last Glaciations). Estos
cambios demogréficos coinciden con el ultimo méximo glacial (~25000 afios), que
finaliz6 después de dos breves re-avances de las condiciones fiias, con el inicio del
periodo del céalido Holoceno. La dltima deglaciacién habria comenzado hace ~18000
afios ap, intercalado con dos breves reavances glaciales entre los 1550714348 y 12587—
11773 afios ap (McCulloch et al. 2005 Rabassa 2008), y finalizé con el inicio de un
calentamiento que significé la retirada definitiva de los glaciares desde Magallanes antes
de los 10.315 **C afios ap (11,770-12,580 afios cal. afios, McCulloch & Davies, 2001).
En este contexto, el periodo de expansién demogréafica de E. megalocyathus (~10000

afios ap), es coincidente con el retroceso final de los glaciares desde Magallanes, y con
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el inicio de la expansién de los bosques dentro de la Isla grande de Tierra de Fuego en el
primer milenio del Holoceno (Rabassa et al. 2005, Rabassa 2008). Es este contexto, y en
base a los resultados de las inferencias demogréficas, podemos proponer dos escenarios
caracterizados por diferentes modelos demograficos en la poblacién del Pacifico:

En el “primer escenario” (Fig. 2.15), la poblacién del Pacifico de E
megalocyathus habria sufrido fuerte disminucion del tamafio poblacional, que redujo al
minimo su diversidad genética (en un haplotipo H1) durante el ultimo periodo glacial del
Pleistoceno (entre los 125000-25000 afios ap., Lambeck 2004, Rabassa 2008). En este
periodo, ademas de disminuir drasticamente el nivel mar, se generd la formacion de un
gran manto de hielo glaciar sobre la Patagonia suroeste, que se extendi6é hasta la zona
costera y afectd gran parte del rango de distribucion de E. megalocyathus por el
Pacifico. Esto signific6 la pérdida de habitats, provocando extinciones locales que
confrajeron drasticamente el tamafio y el rango de distribucién de la poblacion de pulpos
en dreas libres de hielo hacia latitudes mas al norte por el Pacifico (Fig. 2.15). Por el
lado Atlantico, la poblaciébn no habria experimentado significativos cambios
demogréficos (ver Fig. 2.11 y 2.12). Segtin los resultados del presente estudio, la
poblacién del Atlantico no muestra un patrdén particular de contraccién y posterior
expansién poblacional, inclusive sin alteracion de su rango de distribucién (similar al
actual). Estos resultados calzan con los modelamientos sobre avances glaciales por la
Patagonia suroeste, dejando en evidencia la ausencia de una cobertura glaciar en la costa
por el Aflantico (ver modelos distintos autores en Rabassa 2008), lo que sustenta que la

poblacién no habria sido afectada por esta causa. Posteriormente, sobre la base del
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tiempo del MRCA (~9838 afios ap.) y del patrén de cambio del tamafio efectivo en el
tiempo de la poblacién del Pacifico (Fig. 2.10), habria comenzado un proceso de
expansién y recolonizacién hacia el extremo sur por la costa del Pacifico, que coincide
con el comienzo del periodo célido del Holoceno (+ los 10000 afios ap.). Durante esie
periodo habria aumentado la temperatura y el nivel del mar, y la zona del Estrecho de
Magallanes fue liberandose del hielo glaciar (segtin el modelo de Hulton et al. 2002),
generando nuevos hébitats que pudieron ser nuevamente colonizados por los pulpos

refugiados en la zona norte del Pacifico.
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El “segundo escenario” (Fig. 2.16), concede una explicacién potencial a la presencia del
haplotipo H1 en ambas poblaciones. En este escenario, una fuerte reduccién del tamafio
efectivo sufti6 la poblacion del Pacifico durante el Gltimo periodo glacial, causando su
extincion total a lo largo de la costa del Pacifico. Esto, significé que E. megalocyathus
solo sobrevivi6 al perfodo glacial, gracias a la persistencia de la poblacién del Atlantico
por 155000 afios. Posteriormente, sobre la base del tiempo del MRCA. de la poblacién
del Pacifico (~10000 afios ap, sefial de los cimientos de la poblacién con el primer
haplotipo), y del comienzo de expansion dentro de los ultimos 10000 afios, el proceso de
recolonizacién habria comenzado por el extremo sur de la costa del Pacifico,
coincidiendo con el comienzo del periodo calido del Holoceno. Asi, hace 10000 afios
ap, un reducido mimero de pulpos habrian iniciado un proceso lento de re-colonizacion
hacia el Pacifico, desde la poblacién del Atlantico (Fig. 2.7). Este proceso habria
ocurrido con un mimero reducido de pulpos migrantes (necesitando més de un tiempo
generacional para la migracién de un pulpo), iniciando la expansién y recolonizacién,

via efecto fundador del haplotipo H1, por la costa del Pacifico.
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En general, los resultados de estructm:aci(')n genética y de inferencia demografica
se ajustan a las predicciones del primer y segundo escenario. Sin embargo, si se
considera lo siguiente: a) Las caracteristicas hidrologicas particulares en la zona de los
fiordos y del Estrecho de Magallanes, las cuales dificultan el flujo de paralarvas
mayormente desde el Atlantico hacia el Pacifico. b) La condicién de paralarva
plantdnica concede la facilidad de ser tranpostada a grandes distancias via direccién de
las principales corrientes, la del Cabo de Hornos por el Pacifico, y la de Malvinas por el
Atléntico, c) el patron de extructuracion filogeografico, que sugiere un estado
parafilético, consecuencia del flujo genético que se mantienen por el flujo de pulpos
migrantes desde el Pacifico hacia el Atlantico. Todas estas caracteristicas sugieren que el
primer escenario sea el mds probable de haber ocurrido, ya que es mas probable el
escape de las parlarvas del manto de hielo glacial hacia latitudes al norte por el Pacifico,
donde la temperatura fue mas adecuada para la sobrevivencia de la poblacién. Luego de
la deglaciacion, los pulpos habrian comenzado su expansion nuevamente hacia el sur, a
través de la corriente de Cabo de Hornos por el Pacifico, y luego por la de
Falkland/Malvinas por el Atlantico. Finalmente, si bien los resultados de estructuracién
genética y de inferencia demogréfica se ajustan a las predicciones de estos modelos
planteados, la presencia y la persistencia del haplotipo H1 en ambas poblaciones durante
todo el ulimo ciclo glacial, no sustenta un escenario de separacién por mas de 100000
afios. En este contexto, para estudios posteriores se sugiere poner a prueba un escenario
alternativo, que trata de explicar la baja diversidad genética y el patrén de distribucién la

frecuencia de los haplotipos de la poblacién del Atlantico. En los dos escenarios
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propuestos anteriormente, la poblacién del Atlantico es representativa de una estabilidad
demografica inferida. Bajo el punto de vista de la teoria de la Genética de Poblaciones,
la estructura demogréfica de una poblacién define su estructura genética (Slatkin 1994),
La variacion temporal del tamafio poblacional determina la fuerza global de Ia deriva
genética, y sus efectos pueden ser observados en cambios en su diversidad genética y
por ende en su tamafio efectivo poblacional (Slatkin 1994). En este contexto, una
poblacién de gran tamafio y sin variaciones demograficas significativas, deberia exhibir
una alta diversidad alélica conformada por varios haplotipos frecuentes y muchos
haplotipos tinicos (Freeland 2005). En el caso de la poblacién del Atlantico, constituida
por solo dos haplotipos frecuentes (H1 y HS5), cada uno enlazado con solo un haplotipo
tmico (Fig. 2.2), no es representativo de una poblacién de gran tamafio y estable en el
tiempo. Al contrario, sefiala una poblacién que podria haber sido afectada por eventos
demogréficos y recientes. Ademds, la inferencia demogréfica de la poblacién del
Atlantico, sugiere ser producto de una sobreestimacion de los tamafios efectivos en los
intervalos de coalescencias mayores, consecuencia del mayor nimero de diferencias
entre los haplotipos H1 y H5. Todos estos antecedentes mencionados, instan el
planteamiento de un escenario alternativo, que ha diferencia de los dos escenarios
anteriores, especifica contraccién demogréfica en la poblacion del Atlantico, y posterior
expansién post deglaciacién. En este escenario alternativo ambas poblaciones, la del
Pacifico y Atlantico, habrian experimentado reducciones del tamafio poblacional durante

el ultimo periodo glacial del Pleistoceno. Los cambios climdticos y oceanograficos que

ocurrieron durante este periodo glacial, entre ellos la formacion del manto de hielo sobre




la Patagonia suroeste (Hulton et al. 2002, Fig. 2.17 b), reduccion en el nivel del mar (en
120 mt menos a lo actual), y disminucién de la temperatura superficial (entre los
125000-25000 afios ap., Lambeck 2004, Rabassa 2008), afecté a la especie causando
masivas extinciones locales, reduciendo el tamafio y del rango de distribucion de las dos
poblaciones con los haplotipos H1 y H5 en el Pacifico y Atlantico respectivamente (Fig.
2.17 ¢). En el caso de la poblacion del Pacifico, la diversidad genética se habria reducido
al haplotipo H1, mientras la poblacion del Atlantico se habria reducido al haplotipo HS.
De este modo, ambas poblaciones tuvieron que migrar buscando refugio para su
sobrevivencia, hacia latitudes mas al norte por ambos lado de Sudamérica (Fig. 2.17 c).
Consecutivamente, coincidiendo con el comienzo de la deglaciacion y el periodo calido
del Holoceno (entre = los 10000 afios ap., Fig. 2.17 d), la recolonizacién hacia el
extremo sur de Sudamérica comenzé con la poblacion HI, refugiado en latitudes al norte
por el Pacifico (Fig. 2.17 €). Ademés, con el deshielo fofal desde la zona del Estrecho de
Magallanes hacia el sur (segiin el modelo de .Hulton et al. 2002), y con la estabilizacién
de los dos sistema de corrientes, la de Cabo de Hornos por el Pacifico, y la de
Falkland/Malvinas por al Atléntico, se originé un flujo genético mediante la migracion
de pulpos, via efecto fundador del haplotipo H1 desde el Pacifico hacia el Atléntico (Fig.
2.17 e), reflejado en la relacion inversa en la frecuencia de los haplotipos H1 y H5 a lo
largo del Atlantico. Finalmente, E. megalocyathus en la actualidad mostr6 un rango de

distribucién que abarca toda la Provincia Magallanica del sur de Sudamérica (Fig. 2.17

f).
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CAPITULO III
FILOGEOGRAFIA DEL PULPO Octopus nimus EN LA COSTA OESTE DE
SUDAMERICA: Conectividad, estructura y expansién en escenarios histéricos y

contemporineos
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3.1 RESUMEN

La costa oeste de Sudamérica ha sido afectada por varios eventos climéticos y
oceanograficos durante Ia Ultima Glaciacién. Estos eventos han dejado huellas genéticas
en las poblaciones que pueden ser detectadas mediante aproximaciones filogeograficas.
Al pulpo Octopus mimus, distribuido por la costa del Perti y norte de Chile se realizaron
andlisis filogeogréficos. Para esto, se amplificé el gen COIII, con el propésito de realizar
andlisis de diversidad genética, estructura poblacional e historia demografica. Se
enconiré una baja diversidad genética en esta especie, que ademss muestra una
disminucién en el rango de distribucién hacia el sur. No fue posible detectar varias
unidades genéticas distintas, pero se evidenci6 una sola unidad poblacional homogénea.
Se detectd, un patrén de aislamiento genético por la distancia geografica, sugiriendo
limitaciones en la dispersién de las paralarvas a distancias mayores a 1000 km. Ademés
se encontrd un {flujo asimétrico de pulpos migrante en diferentes direcciones,
consecuencia del sistema de corrientes y contracorrientes que fluyen por la costa oeste
de Sudamérica, A la vez, se se evidencié un patrén de estructuracién filogeografica en
esta poblacion a lo largo del rango de distribucién. Finalmente, la inferencias
demograéficas sugieren que la poblacion de O. mimus habria experimentado reducciones
demografica que calzan con los cambios océano-atmosféricos por el SCH durante la
Ultima Glaciacién del Pleistoceno. Esto significé reiteradas reducciones del tamario y
distribucion de la poblacién hacia latitudes calidas durante los avances glaciales: con
posteriores expansiones y recolonizaciones en los perfodos interglaciales para finalmente

en el Holoceno terminar de establecer el rango de distribucién actual por el SCH.
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3.2 INTRODUCCION

El borde occidental de Sudamérica desde Pert1 hasta Chiloé se caracteriza por ser una
linea costera continua y carente de quiebres geograficos considerables, a excepcion del
llamado “codo” de Arica (ca. 18° 20° S, limite entre Perti y Chile). Por causa de este
quiebre, la direccion de la linea costera cambia desde una orientacién suroeste a
noroeste, y sigue virtualmente recta hasta el Canal de Chacao al norte de Chiloé (Camus
2001). Todo este rango latitudinal forma parte de la gran extensién del sistema de
corrientes de Humboldt (SCH, Fig. 3.1 a), uno de los ecosistemas marinos mas
productivos (Thiel et al. 2007). Las condiciones oceanogréficas dominadas por el SCH,
caracterizan a la region por: 1) un flujo hacia el norte de aguas superficiales de origen
sub-antartico; 2) la ocurrencia de surgencias de aguas frias sub-superficiales ricas en
nutrientes que generan una alta productividad primaria (Fig. 3.1 by c), y posiciona a la
region a nivel mundial como una de las méas productivas en recursos pesqueros {Thiel et
al 2007, Chavez et al. 2008, Echevin et al. 2008, Montecino & Lange 2009); 3) la Zona
de Minimo Oxigeno (ZMO) en aguas sub-superficiales (Echevin et al. 2008, Fig. 3.2 ay
b), condicién oceanogrifica que influye fuertemente en la distribucidn batimétrica de
las comunidades sub-litorales (Thiel et al 2007). A su vez, estas condiciones
oceanograficas en el SCH, son intervenidas por la adveccién de masas de aguas
ecuatoriales hacia el sur, con una regularidad ciclica que puede ser Decadal (Oscilacién
Decadal del Pacifico, PDO) o interanual (El Nifio), reconocidos como fuente moderna

de variabilidad en el SCH (Wang et al. 1999, McPhaden, 1999, Chavez et al. 2008).
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Figura 3.1: Principales caracteristicas del Sistema de la Corriente de Humboldt (HCS). a) Corrientes superficiales promedio obtenidos desde un
seguimiento por satélite desde 1991 a 2005 (O. Pizarro, de la Universidad de Concepeion). b) Masas de agua y corrientes (Strub et al. 1998:
Graco et al. 2007), representacion esquemitica de surgencias permanentes y temporales (flechas negro y gris claro respectivamente, Mackas et
al. 2006). y valores promedios de las temperaturas superficiales del mar (TSM en C°) en diferentes localidades de Montecinos et al. (2003). ¢)
Valores diarios de la produccion primaria (PP) media (*) mixima (**) ¥y gruesa (***) basados en Tarazona et al. (2003), Montecinos et al.
(2006a), Henriquez et al. (2007) y Montero et al. (2007). Lineas grises solidas y discontinuas representan la corriente de Humboldt (CH),
contracorriente subterrinea hacia el polo (PUC); (TSW) aguas tropicales superficiales, (ESW) aguas superficiales ecuatoriales, (SASW) aguas
sub-antdrtica superficiales (modificado de Montecino & Lange 2009).

Figura 3.2 a) Masa de agua superiores del océano (flechas negras) con oxigeno obtenido por difusion y circulacion rapida. Esta agua se
hunde hacia el fondo marino distribuyendo oxigeno necesario para la vida en las profundidades. Sin embargo, una circulacion lenta o una
elevada descomposicion de materia organica reducen severamente las concentraciones de oxigeno produciendo la zona de minimo
oxigeno (ZMO). La ZMO pucde cubrir miles de kilometros cuadrados y extenderse desde los 50 a 1300 metros de profundidad. b) Se¢
forman generalmente en los mirgenes orientales debido a corrientes intensas y eventos de surgencia. La surgencia de aguas ricas en
nutrientes produce una superabundancia de organismos. La gran cantidad de materia orginica que muere y sedimenta, es degradada por
bacterias. Las bacterias consumen tanto oxigeno que lo agotan en bastas zonas ¥ puede ocurrir que en profundidades medias contengan
mucho menos oxigeno que aguas sobre y bajo ellas.
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Las actuales condiciones en el sistema de corrientes de Humboldt son el
resultado de una serie de cambios climdticos y oceanograficos histéricos, que a su vez
también han ido cambiando la distribucién y la composicién de la fauna marina costera
(Thiel et al. 2007, Camus 2001, Cérdenas et al. 2009). En este ecosistema, las especies
han experimentado cambios asociados a eventos en diferentes escalas de tiempo.
Durante el Terciario se observaron cambios radicales en la fauna costera desde un tipo
subifropical y en un ambiente mucho mas calido, a una fauna de caracter mas frio similar
a la actual (Camus 2001). Estos cambios estuvieron vinculados aparentemente con la
aparicion del SCH, y los sistemas de surgencias costeras (Camus 2001, Tsuchi 2002).
Con la progresiva glaciacion de la Antérctica (durante el Mioceno) y con el inicio de la
Corriente de Deriva del Oeste originando ¢l SCH, habrfan causado en consecuencia el
enfriamiento de la costa Sureste del Pacifico (Camus 2001). Desde el Plioceno, y en
particnlar durante el Pleistoceno tardio, los ciclos glaciales-interglaciales habrian
causado en el hemisferios sur, el desplazamiento hacia latitudes mas al norte de la
Corriente Circumpolar Antartica (CCA), lo que en consecuencia implicé cambios en la
fuerza y posicion del Anticiclén del Pacifico Sureste, el desplazamiento del cinturén de
Vientos del Suroeste y por ende de la Corriente Deriva del Qeste. Estas variaciones
océano-atmosféricas causaron cambios en la intensidad de las surgencias y el incremento
en la adveccion de masas de agua antércticas en el SCH (segin registros durante el
Ultimo Méximo Glacial, Mohtadi et al. 2004, Kaiser et al, 2005, Hebbeln et al. 2002,
Kaiser & Lamy 2008), lo que en consecuencia habria involucrado cambios en la

temperatura de la superficie del mar (SST) y en los niveles de productividad marina a lo
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largo de la costa del Pacifico oriental (Hebbeln et al. 2002, Mohtadi et al. 2004, Kaiser
et al. 2005, Romero et al. 2006, Mohtadi et al 2008, Fig. 3.3). Estudios realizados sobre
la diversidad genética e historia demografica en varias especies costeras del hemisferio
norte, sustentan que durante los periodos de glaciacién, las poblaciones habrian
experimentado drasticos cambios en el rango de distribucion (busqueda de refugios en
lngares libres de hielo), por causa de extinciones locales (con un fuerte cuello de botella
en la diversidad genética), con el consiguiente patrén genético tipo estrella caracteristico
de una recolonizacion y expansion demogréfica post-glaciacion (Hewitt 2004, Provan &
Bennett 2008, Marko et al. 2010, Lecomte et al. 2004, Grant et al. 2006, Grant & Bowen
2006, Dawson et al. 2006). En este contexto, los cambios océano-atmosféricos asociados
a los periodos de glaciacion por la costa sureste del Pacifico podrian ser un buen
escenario para evaluar sus posibles efectos sobre la diversidad genética e historia

demografia de especies marinas distribuidas a lo largo del SCH.
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Figura 3.3 a) Comparacion de las tasa de acumulacién
normalizada de carbono orgénico, CaCo3, el opalo biogénico y
de foraminiferos planctonicos combinado con el indice de paleo-
productividad, el cual es la media de las tasas de acummlacién
normalizada de carbono organico y 6palo biogénico. Los datos
han sido normalizados a una escala de 0 — 1 (1), restando ¢l valor
minimo de todos los datos deniro de un conjunto de datos y (2),
dividiéndolos a través del valor méximo menos el minimo. B)
Comparacion del indice de paleo-productividad en relacién con
la posicién latitudinal de los vientos del suroeste Lamy et al.
(1999). (Modificade desde Hebbeln et al. 2002)
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El entendimiento de la variabilidad natural en los ecosistemas marinos a
diferentes escalas de tiempo, ha sido esencial para comprender los pairones de cambio
en composicion de las comunidades, como también para el adecuado manejo de los
recursos marinos. En la actualidad, la evidencia sugiere que los grandes ecosistemas
marinos son impulsados por fluctuacienes climéticas a escala decadal (Stenseth et al.
2002, Cahuin et al. 2009), promoviendo la reorganizacién de las comunidades marinas y
de las relaciones tréficas, con los consiguientes cambios en la dominancia y la mezcla de
especies (Steele 2004, Collie et al. 2004, Cahuin et al. 2009). A su vez, variaciones
oc€ano-atmosféricas han tenido un marcado impacto ecoldgico a escala interanual,
repercutiendo en las especies marinas, particularmente en poblaciones de stock pesquero
(Philander 1990). En el caso de la costa sureste del Pacifico, particularmente en el SCH
ha sido fuertemente afectado por su interaccion con la dindmica de la zona ecuatorial,
con una periodicidad que va a escala multi-decadal (Oscilacién Decadal del Pacffico,
PDO), (Chavez et al. 2003, Montecino et al. 2007, Ramos et al, 2008), o interanual (EI
Nifio-Oscilacion del Sur, ENSO). Este tipo de ciclos naturales, considerados fuentes
modernas de mayores cambios en el sistema océano-atmdsfera (Wang et al. 1999,
McPhaden, 1999, Chéaves et al. 2008), han producido cambios correlacionados en la
temperatura superficial, intensidad y fuerza de los vientos, productividad y extensién
geografica de la ZMO (Chavez et al. 2008). Asociados a estos cambios ambientales, es
que se han manifestado los efectos bioldgicos que pueden ser episddicos, ocurriendo
solamente a escala local (e.g. variacién en la abundancia), o de mayor persistencia en el

tiempo y ocurrir a gran escala espacial (e.g. extinciones locales correlacionadas
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regionalmente, cambios geograficos en la estructura de las poblaciones y comunidades,
Castilla & Camus 1992, Vasquez et al. 2006, Camus 2008). Por ejemplo, cambios en la
abundancia de anchovetas y sardinas son algunas de las perturbaciones biologicas
asociadas a un régimen de inter-decadal, interrelacionado conm cambios en las
termoclinas, en la temperatura de la superficie del mar y productividad entre el Pacifico
oriental y occidental (ver Chavez et al. 2003). A escala interanual, el efecto bioldgico del
ENSO ha sido en la disponibilidad de nutrientes y por ende la productividad que se
propaga hacia los mds altos niveles tréficos, induccion de los eventos de migracidn,
importantes cambios en los niveles de sobrevivencia poblacional y/o reclutamiento,
causando variaciones en la abundancia local, distribucion geogréfica y estructura del
flujo genético de las poblaciones (Camus 2008). Otros efectos bioldgicos han sido el
incremento en el crecimiento y desarrollo de varias especies oportunistas, algunas de
ellas de importancia economica (e.g. Ocfopus mimus 'y Argopecten purpuratus,
Ahumada et al. 2000), mortalidad de ciertas especies de macroalgas por falta de
nutrientes lo que se traduce en la pérdida de habitat por varias especies asociadas
(Castilla & Camus 1992, Vega et al. 2005, Vasquez et al. 2006), desapariciones masivas
o extinciones locales con nuevas invasiones (Camus et al. 1994, Castilla et al. 2005a). El
calamar Dosidicus gigas es ejemplo de una especie peldgica con pulsos esporadicos y de
corto plazo en la abundancia relacionado a cambios ambientales como el ENSO (Ichii et
al. 2002; Waluda et al. 2006; Keyl et al. 2008), y la expansién de la ZMO (Caddy &

Rodhouse 1998, Zeidberg & Robinson 2007, Keyl et al 2008, Bograd et al. 2008). En

este ecosistema, ciertas especies como el loco, Concholepas concholepas, ha mostrado




un patrén asociado a una compleja estructura metapoblacional, consecuencia de la
variabilidad espacio-temporal de los periodos de asentamiento larval (Gonzélez et al.
2004, 2006), dependiente de las condiciones oceanograficas y topograficas de las
potenciales areas de retencién (Stotz 1997, Gonzélez et al. 2004). Otro ejemplo es el
ostion drgopecten purpuratus, con fluctuaciones pronunciadas del stock natural, y que
se ha correlacionado positivamente con perfodos de ENSO (Wolff & Mendo 2000).
Durante el ENSO, las condiciones de habitat para este ostion son mejoradas a nivel local
o regional, de tal manera que las poblaciones proliferan, y la produccién larval y
dispersién se incrementan. Ademds, zonas extintas y nuevos habitats son recolonizados
durante estos periodos (produciendo un fuerte pulso de la biomasa bajo un modelo
metapoblacional), para luego, la mayoria experimentar procesos de extincién local
(Wolff & Mendo 2000, Fig. 3.4). En este contexto, las metapoblaciones en el SCH
podrian mantenerse por un balance entre extinciones y recolonizaciones, sujetas a la
dispersion y por ende al flujo génico entre las poblaciones locales (Freeland 2005). Las
repetidas extinciones y recolonizaciones causarian una reduccién de las poblaciones
locales, incrementando el efecto de la deriva génica y por ende reducciendo la
diversidad genética, lo que finalmente se manifestarfa en un patrén de mayor
diferenciacion o variabilidad genética, bajo un equilibrio entre mutacién y deriva génica
(Freeland 2005). De este modo, la alteracion de la estructura geografica de las
poblaciones, incluso del rango de distribucién latitudinal de las especies, es el producto
del cambio en la estructura del flujo de genes y la dispersién. En el caso de especies

benténicas costeras, las variaciones genéticas podrian ser impulsadas por la
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fragmentacion de los habitat (Thiel et al. 2007), o por el incremento del auto-
reclutamiento (Swearer et al. 2002), lo cual fomenta la retencién de larvas en &reas
particulares cerca de la costa (Vargas et al. 1997, Marin et al. 2001, Castilla et al. 2002a,
Escribano et al. 2002, Wieters et al. 2003, Narvéez et al. 2004). Esto, afectaria la
dispersién (Poulin et al. 2002, Thiel & Haye 2006) y finalmente la conectividad entre las
poblaciones locales (Poulin et al 2002a). En sintesis, las fuentes de cambios historicas y
contemporaneas en la extensién del SCH, son un modelo referente para someter a
prueba sus efectos sobre especies costeras, particularmente las con fase larval
plancténica con alto potencial de dispersion, con altos niveles de conectividad y patrones

histéricos en ausencia de grandes cambios demograficos en esta regién.

Seenario I: Normal upwelling Scenario ¥ ¢ £l Nifio conditinns

scallop subsystens

Figam 3.4 Escenarios pera lns diferentes ctapas de Ja metapoblacién de A, purpuranis en el
Sureste del Paclfico, 1) Escenario !, condiciones nonnates: Bajo éxito reproductivo v tasa de
crecimiento en fodas Ja poblaciones locales; alta mortalidad larval; biomasa poblacionat
fuertemente controlsdz por depredadores; fa mortalidad de adullos compensada por «l
teclumicnto, sélo, en las principales dreas: fuera de estas dveas, las poblaciones comienzan
a extinguirse en una o unas pocas gencraciones, b): Escenario IL. Condicionss de Il Nifio:
calidad del habitat incrementa regionalmente; ¢l €xito reproductivo y la tasa de crecimicnto
de 4. purpuratus incrementa significativamente; la mortalidad larval se reduce debide al su
més corte periodo, ¥ una menor probabilidad de alejamiento de fas larvas desde banco de
ostiones, 12 biomasa de depredadares decrece, donda lugar o | libemeion de Ja presion de
depredacivn sobre Tos ostiones. ¢l reclutamiento excede significativamente la mortalidad de
Tos adulios: una alia proliferacién poblacional ocurre; nucvos habitals, asi como fugares
extintas son colonizados nuevamentt por reclias desde las principales fucntes poblacionates
(modoficado de WollT & Mendo 2000),
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3.2.1 Modelo de estudio

Los cefalépodos son morfolégicamente diversos, aunque compatten en comun, que
todos son carnivoros, la mayoria crecen rapido y viven poco (muchos viven menos de 1
o 2 afios), con excepciones en algunas especies de aguas profundas o frias (Norman
2000, Boyle & Rodhouse 2005). Entre ellos, los pulpos de la Familia Octopodidae se
destacan por tener amplios patrones latitudinales y globales de distribucién, lo cual
involucra ser continuamente susceptibles a cambios en la condiciones oceanograficas y
climaticas, causando fluctuaciones en los patrones migratorios y demogréficos, que
finalmente se manifiestan en cambios en la estructura y distribucion de las poblaciones
(Anderson & Rodhouse 2001, Collins & Rodhouse 2006), y concomitante en grados
distintos de estructuracién genética. Miembros del género Octopus tienen como
representante a dos especies con amplia distribucién en distintos continentes, Octopus
vulgaris y Octopus cyanea, ambas con una paralarva plancténica con un alto potencial
de dispersion (Villanueva & Norman 2008). Estudios genéticos poblacionales han
mostrado patrones complejos de estructuracién poblacionales en estas especies. Por
ejemplo, estudios realizados utilizando el gen mitocondrial COIII, sugieren una alta
homogeneidad genética a lo largo de las costas de Sudafrica en el pulpo Octopus
vulgaris (Oosthuizen et al. 2004). Mientras, los marcadores mitocondriales COI y la
subunidad ribosomal 16S rRNA han sugerido un cierto grado de estructuracién genética
en esta misma especie (Teske et al. 2007). También se ha reportado una alta
estructuracion genética en el Mediterrdneo y en el Atlantico cuando se han utilizado

marcadores microsatélites en Octopus vulgaris (Casu et al. 2002, Cabranes et al. 2007).
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Otros ejemplos de estructuracién genética con microsatélites han sido en las poblaciones
de Octopus maorum del sureste de Australia y Nueva Zelanda (Doubleday et al. 2009),
como también con isoenzimas en las poblaciones de Octopus maya en la Peninsula de
Yucatan en Mexico (Tello et al. 2006) y de otras especies mds en otro lugares
(Maltagliati et al. 2002, Judrez et al. 2010). Todos estos antecedentes mencionados,
contrastan con lo esperado para en especies de pulpos que tienen una fase larval
planténico con alto potencial de dispersién (50 a 60 dias para Octopus vulgaris
Villanueva 1995); y para pulpos adultos que pueden contribuir con migraciones del
orden de decenas de km (Mangold & Boletzky 1973, Smale & Buchan 1981). De esta
manera, los pulpos pueden ser un modelo interesante para someter a prueba si los
factores oceanogréficos y climéticos estarfan influyendo en el nivel de conectividad en
¢l rango geografico, a pesar de presentar una fase larval de larga duracién.

Por la costa occidental de Sudamérica se encuentra el pulpo Octopus mimus
Gould, 1852, distribuido a lo largo del rango Iatitudinal desde los 30° S en el norte de
Chile, regién de Coquimbo (Defeo & Castilla 1998) hasta los 4° S en el norte del Pert
en Tumbes (Guerra et al 1999, Cardoso et al. 2004, Fig. 3.5). Batimétricamente abarca el
intermareal y roquerios de la zona submareal hasta aproximadamente 50 metros de

profundidad (Defeo & Castilla 1998).
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mimus a lo largo de la costa sureste del
Pacifico.
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Octopus mimus tiene una reproduccién semélpara, con temporadas de desove que
pueden extenderse por tedo el afio consecuencia de la sobreposicién de grupos etarios en
las poblaciones (Cortez et al. 1995a, 1999). En estado adulto es bentdnico, tiene una
produccién de numerosos huevos pequefios que eclosionan y, de los cuales, salen
paralarvas plancténicas que nadan libremente (Fig. 3.6), otorgandole una gran capacidad
de dispersion (Bole_tzky 1977, 1992, Cortez et al. 1995a, Villanueva & Norman 2008).
Tiene una vida corta (inferior a dos afios), y un metabolismo que le permite altas tasas de
crecimiento (O'Dor & Wells 1987; Cortez et al. 1995a). No obstante, su tasa de
crecimiento se ha visto influenciado por factores bidticos y abidticos, como la

alimentacién y variacién de la temperatura (Van Heukelem 1979, Boyle & Rodhouse

2005).

huevos

{ERICR DE Qy,

s FECUNDACION EXTERNA
brazo
netlocotilizeto

L)

Figura 3.6 Ciclo de vida de Oetopus :ﬁimus( Osorio 2002)
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El rango de distribucion de esta especie abarca una gran extension de las aguas frias del
sistema de corrientes de Humboldt (SCH) que, junto con la sobreposicién de los
cambios ciclicos asociados a El Nifio Oscilacién del Sur (ENSO, Thiel et al. 2007,
Chavez et al. 2008), colocan a este pulpos en un escenario con considerables variaciones
espacio-temporales. De hecho, en periodos de ENSO (en el 1982-1983) esta especie ha
mostrado un aumento significativo en su tasa de crecimiento y abundancia, asociado con
el incremento en la temperatura del agua (en un factor de 100 cercano a Antofagasta,
Tomicic 1985, Cortez et al. 1995a), contrastando con la fuerte reduccién de otros
invertebrados (Tomicic 1985, Castilla & Camus 1992). Ciertamente, €l aumento de la
temperatura del mar durante El Nifio, provoca la migracion de especies de origen
tropical hacia latitudes mas altas, generando asi un cambio en la composicién de
especies en el ecosistema del SCH (Castilla et al. 2005), involucrandoe una oferta nueva
de presas para Octopus mimus (Cortez et al.1995b). Sin embargo, las condiciones de
temperatura durante El Nifio Oscilacion del Sur, también pueden afectar negativamente
el potencial de dispersién de las paralarvas en esta especie. Un estudio experimental
sugirié que en condiciones de surgencia normal, a una temperatura de 16° C, el
desarrollo embrionario de O. mimus tomo un 35% mas de tiempo que en condiciones de
un ENSO medio (con 20° C), y un 62% mds que en condiciones de un ENSO fuerte
(24°C) (Warnke 1999). Si Octopus mimus presenta una reduccién del periodo de
desarrollo embrionario, esto podria implicar una eclosién més temprana y por
consiguiente un periodo larval mas corto durante un evento de El Nifio, afectando

finalmente la capacidad de dispersién de esta especie. En sintesis, Octopus mimus tiene
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una condicion biolégica de producir numerosos huevos pequefios que eclosionan en
paralarvas planctonicas con un gran potencial de dispersién. Sin embargo, su un rango
de distribucion a lo largo del SCH, es influenciado por una particular variabilidad
espacio-temporal en las condiciones océano-atmosféricas. Estas caracteristicas
biologicas y ecolégicas, sittian a O. mimus como una unidad de estudio adecuada para
evaluar si mantiene un nivel alto de conectividad, y un patrén histérico demografico
gobernado por una estabilidad poblacional en su rango de distribucion por el Sistema de

Corriente de Humbeldt.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Obtencion de muestras

Las muestras de pulpos Octopus mimus fueron obtenidas desde siete localidades que
abarcando 2000 km de la costa del Pacifico de Sudamérica, entre los 25° 38° 38.55”°S -
70° 38’ 47.55°0, y los 4° 43” 28.79°’S - 81° 23° 52.44°*0. Entre Agosto y Octubre del
2009, se recolectaron 30 ejemplares por cada localidad. En Chile se obtuvieron las
muestras utilizando pesca artesanal y buceo desde cuatro localidades (Fig. 3.7). Mientras
que en Pert, se obtuvieron desde tres localidades, utilizando pesca para investigacion,
actividad que fue realizada por IMARPE (Instituto del Mar del Pert), la institucion
gubernamental encargada de la investigacion pesquera del Pert. A todos los pulpos se
les tomé una muestra de tejido muscular en la zona del manto (2 cm?), la que

posteriormente fue guardado en frascos con alcohol de 96°, bien rotulados.
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3.3.2 Extraccién y amplificacién del DNA

Utilizando el protocolo de extraccién salina (Alhjanabi and Martinez 1997), se realizo la
extraccion de DNA desde el tejido muscular del manto. La amplificacién se realizo
utilizando los primer universales (Co3a*: F-5’TTATTTATTGCATCAGAAGTS’ y
Co3b%: R-5TCAACAAAGTGTCAGTATCA3’, Allcock et al 2008), para amplificar
597 pares de bases (pb), del gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad III (Co3).
Para el PCR se utiliz6 las siguientes especificaciones: 25 ul de reaccién, conteniendo
0.25 pl of Tag DNA polimerasa (1.0 unidades), 2.5 pl buffer 10X (50mM KCI, 10mM
Tris-HCI, pH 8.0), 2 pl dNTPs (10pM), 1.0p! 50mM MgCl,, y 0.5 pl (10pg/ul) de cada
primer (Co3a® y Co3b?. La condiciones Optimas para la amplificacién fueron: A)
Denaturacion inicial a 94° C durante 120 s, B) amplificacién que incluye 40 ciclos de
denaturacion a 94°C por 40s, anillamiento a 48°C por 40 s y extensién a 72°C por 90 s.
Finalmente, se realizo una extensién final a 72°C durante 10 minutos. Los amplicones
fueron purificados y secuenciados en la empresa Macrogen Inc en Korea. Las secuencias

fueron editadas y alineadas al ojo, usando ProSeq version 2.9 (Filatov 2002).

3.3.3 Analisis de datos

Diversidad genética

Se amplifico un fragmento de 534 pares de base. La diversidad genética fue
caracterizada mediante el niimero de sitios polimérficos (S), el nimero de mimero de
haplotipos (K), la diversidad de haplotipos (Hd), la diversidad nucleotidica (m), y el
numero promedio de diferencias entre secuencias ([]). En estas estimaciones se
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utilizaron aproximadamente 30 individuos por localidad. Todos los indices de diversidad
fueron calculados usando Arlequin version 3.5 (Excoffier et al., 2005). Adicionalmente,
se realiz6 un andlisis de las relaciones genealdgicas entre los haplotipos (datos
poblacionales sin recombinacién), utilizando el algoritmo Median-Joining para datos
binarios, combinado con caracteristicas del algoritmo de Kruskal’s (para encontrar
arboles con minima expansion, favoreciendo conecciones cortas), y el algoritmo
heuristico de Farris’s méxima-parsimonia (MP, el cual adiciona secuencialmente nuevos
vértices [lamados “vectores de Ja mediana”). Se us6 por defecto los pardmetros épsilon £
= 0 (nodos ancestrales), una razén de transiscién/transversién de 1:1, y el método
“conexion de costo” para el calculo de distancia, en el software Network versién 4.501

{Bandelt et al. 1999).

Estructura genética poblacional y flujo génico

Para evaluar ~la estructura genética entre localidades, se utilizd el estadigrafo ®st
(calculado con el n° de diferencias entre pares de secuencias) y Fsr (calculado con la
frecuencia de los haplotipos) (Holsinger & Weir 2009), realizado entre pares de distintas
localidades, implementado en Arlequin 3.5 (Excoffier et al. 2005). La significancia
estadistica del @sr se basé en 10000 permutaciones. La existencia de estructuracién
filogeografica fue evaluada a través de la comparacion de los coeficientes de
diferenciacion genética Gst y Nst observados, descrito por Pons & Petit (1995, 1996). La
frecuencia de los haplotipos fue usada para estimar la diversidad genética promedio

intra-poblacional (hs), la diversidad genética total (4T), y la proporcién de la diversidad
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total debido a difere?mias entre poblaciones (Gst), ademas del niimero de diferencias
entre los haplotipos |(Nst, distancia entre haplotipos). Para este anslisis se utilizé la
metodologia propuesta por Burban et al. (1999), mediante el uso del programa
PERMUT (Pons & Petit, 1995, 1996). En este anilisis se realiza un test con 10000
permutaciones aleatorias de Nst. Luego, la distribucién de los valores de Nst permutados
son comparados con el valor de Nst observado. En el caso de obtener el 5% de los
valores permutados imayores al valor de Nst observado, entonces el test no es
significativo, dado qui Nst observado cae dentro del 95% de la zona de aceptacion de la
distribucién. En el ca$o contrario de obtener valores de Nst significativamente mayores
;

que Gst (95%), en’;[onces es considerado como un indicador de estructuracién
filogeogréfica. +

Se realizo un Analisis espacial de varianza molecular (SAMOVA, Spatial
Analysis of Molecular Variance, Dupanloup et al. 2002), en el software SAMOVA,
version 1.01 para averiiguar la posibilidad, que algiin patrén alternativo de estructuracién
genética muestre un patrén geografico. El algoritmo de SAMOVA hace uso de ambos
datos, geneticos y geografico para defectar estructura genética poblacional. La particién
de SAMOVA agrupa las muestras (poblaciones locales) con el propésito de maximizar
la varianza genética | “entre-grupos de poblaciones” y reducir la varianza “entre
poblaciones dentro de grupos”. El andlisis hace uso del algoritmo de Monmonier el cual
consiste en conectar las localidades muestreadas usando la triangualcién Delaunay

(Delavnay 1934), un miétodo grafico para definir puntos adyacentes en un mapa y de los

genotipos individuales;. Luego se asignan los individuos a grupos tales que el ®cr
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(variacidén entre grupos) es maximizado. Este test de agrupamiento prueba todo los
|

posibles grupos para jun K dado, comenzando con K-1 grupos de un tinico individuo y

un grupo conteniendio el resto. Los individuos son entonces movidos entre grupos
vecinos, y los grupos|con el més alto ®cres registrado (Dupanloup et al. 2002). De este
manera se genera un andlisis jerarquico de la varianza genética total, mediante Ia
fraccién de la varianza entre localidades (del ®st), entre grupos de localidades (Psc) y

entre localidades dentro de grupos (@cr) (ver Excoffier et al. 1992) El nivel de

significancia de los |indices de fijacién fue estimado mediante permutaciones no-

paramétricas de las poblaciones entre grupos, con 10000 iteraciones. Ademdas, mediante

inferencia bayesiana ;se estimé la probabilidad a posteriori de detectar estructuracion

genética con su respe|ctiva organizacién espacial, usando datos genéticos y un modelo

|
espacial geo-referenciiado en el programa Geneland 4.0.2 (Guillot et al. 2008, Guillot

2008, Guillot & Santofs 2009, Guillot et al. 2009). Este método se distingue de otros, por

|
|
la capacidad de distinguir el nimero de poblaciones o clusters (K), con sus respectivos

limites geograficos, asiociado a una incerteza en la asignaci6n de los individuos a estos
clister geograficos (Giuillot et al. 2005a). En la ejecucién del andlisis, la estimacién del
nimero de cluster o |poblaciones se realiz6 con cadenas de Markov-Monte Carlos
(MCMC) con 1000000:0 de iteraciones. Primero se realiz6 un andlisis bajo un modelo de

i
frecuencias no-corrcl|acionadas (vector de frecuencias haploticas mutnamente

independientes entre poblaciones), v luego otro con frecuencias correlacionadas, ambos

asociados a un modlelo espacial geo-referenciado. En las iteraciones se fueron
|

muestreando cada 1000 parameiros, fijando los valores de K a que sea determinado por
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la moda de la distribucién a posterior de la cadena de MCMC, descartando el 10
porciento de las primeras iteraciones que no llegaron a una convergencia.
Posteriormente, mediante una Bayes Factor descrito por Newton & Raftery (1994), y
con las modificaciones propuestas por Suchard et al. (2001), en e} programa Tracer 1.5

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/, Drummond & Rambaut, 2009) se eligi6 el

modelo con mayor probabilidad a posteriori, y el que asigné mejor los datos genéticos
de cada individuo en los clusters geograficos. Bayes Factor, definido por los likelihoods
marginales de los modelos (pr(D/M)) y expresado en: Big= pr{D\M)/pr(D\My); donde
Byg: logaritmo base 10 de BF, es la razén del likelihood marginal del modelo (34;) con
respecto al modelo (Mp) dado los datos (D). Para interpretar los valores de By se usé una
clasificacién donde los valores superiores a 0,5 se considerd una fuerte evidencia,
valores superiores a 1 se consider6 decisivo y valores inferiores a 0,5 no merecieron
mencion (Kass & Raftery 1995). Finalmente, los resultados fueron visualizados y
graficados en el programa Tracer versién 1.5 (Rambaut and Drummond, 2009). La
existencia de una relacion entre aislamiento genético y distancia geogréfica, bajo un
modelo de aislamiento por distancia entre localidades, se evalué mediante un andlisis de
correlacién entre distancia genética, st (estimado del n° de diferencias entre pares de
secuencias) y Fst (frecuencia de los haplotipos), y distancia geografica (km) (test de
mantel, Mantel 1967). Esto fue realizado usando el modelo unidimensional, utilizado
para grandes distancias (habitat extendidos), a través una relacién lineal entre @/1-D y
Fst/I-Fst con la distancia geografica (Rousset 1997), implementado en Arlequin 3.5 y en

el programa Pastexe (Hammer et al. 2001) respectivamente, donde el nivel de
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significancia del coeficiente de correlacién fie calculado mediante 10000 permutaciones
dentro de las matrices de distancia de cada analisis.

Se estimaron las tasas de inmigracién (en cada direccién) entre poblaciones
usando el programa Migrate-n 3.2.17 (Beerli 2011). La estimacién del nimero de
inmigrantes por generacion entre poblaciones locales, se estimé mediante un analisis de
las relaciones genéticas entre grupos, aplicando aproximaciones de coalescencia. A
través de inferencia bayesiana, y utilizando como priors una distribucién uniforme y el
imico modelo por defecto de sustitucién nucleotidica Felsenstein 84 (F84), se estimé la
distribucién de probabilidad a posteriori de los pardmetros ® = x x N, X u (dondex es la
ploidia y herencia de los datos, N, es el tamafio efectivo de la poblacién, u es la tasa de
mutacién por sitio por generacion), y M = m/u. (donde m es la tasa de inmigrantes
dividido por u); donde M es una medida de cuanto mds importante es la inmigracién
sobre la mutacién para traer nuevas variantes a la poblacién. Del miuiltiplo de ambos
parametros (@xM) se obtiene el ntimero de inmigrantes por generacién (x XNex m). Con
este analisis se generaron distribuciones de probabilidad de los pardmetros y de las
genealogias con distintos intervalos de credibilidad a posteriori (HPD, Highest Posterior
Density 95%), representando la incerteza de los pardmetros ® y M estimados. La
robustez de las estimaciones fueron evaluadas considerando: a) Diferentes corridas de
MCMC (distribuciones con una sola moda) fueron realizadas para chequear la
convergencia de las cadenas, b) Los valores de autocorrelacién y del tamafio efectivo de
las muestras (effective sample size, ESS). Donde altos valores de autocorrelacién en los

algoritmos involucran frecuentes rechazos de cambios en las cadenas y menor eficiencia
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de bisqueda en el espacio. Menor eficiencia de biisqueda implican un insuficiente
tamafio efectivo de las muestras de los pardmetros (ESS < 500), es decir de muestras

independientes, y por ende, de un analisis atin sesgado por las condiciones iniciales

(priors).

Andlisis de ln Historia Demogrdfica

La inferencia demogréfica de la(s) poblacion(es) previamente identificadas de Octopus
mimus (grupos de localidades que no mostraron diferencias genéticas significativas entre
ellas) se realizaron los andlisis demograficos. Inicialmente, se calculé los indices D de
Tajima (el cual compara dos estimadores del pardmetro poblacional 8, el nimero de
sitios segregantes y en el niimero promedio de diferencias entre haplotipos, que bajo un
modelo de sitios-infinito y sin recombinacién, deben estimar similar cantidad, de lo
contrario las diferencias pueden originarse bajo seleccién, expansién demografica o
heterogeneidad de la tasa de mutacién enire sitios, Tajima 1989) y Fs de Fu (bajo un
modelo mutacional de sitios-infinito, sin recombinacioén y basado en la probabilidad de
observar k o més haplotipos en una muestra de un determinado tamafio, se obtiene una
distribucion del estadistico Fs por simulacion de un muestreo, de acuerdo a un valor de 0
estimado desde el nimero promedio de diferencias entre pares de haplotipos, Fu 1997),
y sus respectivos valores de probabilidad (P-value) en el programa Arlequin. Estos
indices detectan desviaciones del equilibrio mutacién-deriva de Wright-Fisher, a través
del exceso o déficit de haplotipos de baja frecuencia, originado por un crecimiento

poblacional, un cuello de botella, o eventos de seleccién que hayan ocurrido en el
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pasado. Posteriormente, para evaluar cambios demogrificos se construyé una
distribucion observada de desajuste entre pares de secuencias (Mismatch distribution),
que luego se comparé con una distribucion unimodal esperada bajo el modelo de
crecimiento poblacional instantdneo de Rogers y Harpending (1992). Conjuntamente, se
estim6 un indice de desigualdad (raggedness index, Harpending 1994) desde la
distribucién observada, para probar si se ajusté a la distribucién unimodal esperada bajo
el modelo de crecimiento instantineo. En seguida, y solo cuando la poblacién mostré un
patrén de distribucion de desajuste unimodal, se realizaron estimaciones de los
parametros de expansién demografica de ®y,®; y 1, en el software DnaSP versidn
5.10.01 (Librado & Rozas 2009). El pardmetro ®y = 2Nu (donde Ney es el tamafio
efectivo poblacional en la actualidad, y u es Ja tasa de mutacién por secuencia, por afio)
es estimado antes del crecimiento de la poblacién, y el ®; = 2N.ju es calculado después
del crecimiento, mientras que el pardmetro t = 2ut depende del tiempo t transcurrido
desde la expansién en el modelo de Rogers y Harpending (1992). Se estimaron los
valores de tamafio efectivo N, antes y después del crecimiento, asi como el tiempo t
transcurrido desde esie evento, asumiendo una tasa de mutacién de 2 % por nucleétido y
por millén de afios en molusco (Strugnell y Lindgren 2007, referencia incluidas).

Se realizaron nuevas inferencias demogréficas por cada poblacién, utilizando
ahora el programa LAMARC versién 2.1.6. (Kuhner 2006). A diferencia del analisis
anterior, el cual estimaba los pardmetros del modelo de crecimiento poblacional
instantdneo, este programa asume un modelo de crecimiento o descrecimiento

poblacional de tipo exponencial (Kuhner et al. 1998). En este anilisis se construyeron
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genealogias de coalescencia, utilizando el criterio de optimizacién de Méxima
Verosimilitud, y a partir de ellos se realizaron estimaciones del pardmeiro ® = 2Neu, y
de g que corresponde a la tasa de crecimiento o decrecimiento exponencial de la
poblacién, formulado como: @; =@ ¢¥, donde ©; es el valor del parametro a un tiempo
t en el pasado y ®q es el valor en la actualidad de ®. Un valor positivo de g indica un
crecimiento poblacional mientras que un valor negativo sefiala un decrecimiento. El
tiempo se mide en unidades mutacionales y g se mide en unidades inversas de tiempo
(1/u). Con las genealogias inferidas, se construy6é una superficie de verosimilitud, y
donde se estimaron también los pardmetros ® y g de interés. La estrategia de bisqueda
de los pardmetros fue una exploracion con Cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC),
usando e] algoritmo Metropolis-Hasting, con multiples cadenas cortas para hacer mds
eficiente la conduccién de biisqueda de los valores reales (menos sesgada hacia los
valores iniciales). Los valores iniciales de los pardmetros ® y g usados fueron 0,01 y
1,00 respectivamente. La ejecucién comenzé con 30 cadenas iniciales cada una con
1000 iteraciones, breves, para obtener los valores conductores de biisqueda, y luego se
termind con 2 cadenas finales, mucho més largas para precisar en la estimacion final. La
longitud de las cadenas largas fue 40000 iteraciones (para controlar la capacidad de
refinamiento de las estimaciones). Para reducir la influencia de las genealogias iniciales,
se descarto el primer 10% (8000) de las genealogias. En este analisis se asumié una tasa
de mutacién constante enfre secuencias y se utilizd en el algoritmo el modelo por
defecto Felsenstein 84 (F84) de sustitucién nucleotidica. Se calcularon los valores de

tamafio efectivo N en funcién del tiempo t desde el presente, asumiendo la misma tasa
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de mutacién de 2 % por millén de afios. Por convencién, se estima el inicio del
crecimiento al tiempo en que el tamafio efectivo se reduce al 1% del tamafio efectivo
actual.

Un tercer método de inferencia demografica de las poblaciones de O. mimus fue
realizado usando inferencia bayesiana utilizando los métodos Bayesian skyride (BSR,
Minin et al. 2008) y Bayesian Skyline plot (BSP, Drummond et al. 2005), en el software
BEAST version 1.7.2 (Drummond & Rambaut, 2007). Estos anélisis a diferencia de los
anteriores, no asumen un modelo paraméirico de crecimiento (o decrecimiento)
poblacional. Ambos métodos realizan miltiples puntos de cambios y asumen algin
grado de autocorrelacion entre los sucesivos tamafios efectivos poblacionales. Estos
andlisis utilizan MCMC que eficientemente van muestreando, en el campo aleatorio
Markov Gausiano en el Skyride, y variantes en el generalized skyline plot, para generar
una distribucién a posteriori del pardmetro Tamafto Efectivo Poblacional (N,) a través
del tiempo, y estimar el tiempo del ancestro comwin més reciente (tMRCA) en las
genealogias de coalescencia. El método Skyride, a diferencia de los multiples intervalos
de coalescencia agrupados con similares tamarfios efectivos en el Skyline plot, los
cambios en el tamafio efectivo entre “pequefios” y consecuiivos intervalos
intercoalescencia son penalizados, ya sea con ser dependiente de las longitudes de los
intervalos de coalescencia (time aware) o ser independiente del tiempo (Ho &Shapiro
2001). Estas distribuciones van generando intervalos de credibilidad a posteriori (95%
HPD, Highest Posterior Density), representando la incerteza en el N. y del tMRCA,

(Drummond et al., 2005). Antes de realizar los andlisis de Bayesian Skyride y Skyline
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Plot, se estim6 el mejor modelo de sustitucién nucleotidica bajo un criterio de decisién
bayesiana (BIC), en el programa jModelTest (Posada 2008). Luego, se compard la
generacién de drboles de coalescencia utilizando los modelos de evolucion molecular
con reloj estricto, y luego con reloj relajado. La generacién de drboles con reloj relajado
se realizd con distribucidn exponencial y log-normal, con 10 grupos de coalescencia (m,
parametro de suavizamiento) en el BSP, y un método de snavizamiento a prior “time
aware” en BSR, ambas usando una tasa de mutacién de 2% por millén de afios (ver
Strugnell & Lindgren 2007 y referencias incluidas). Se corrieron cadenas de Markov
Monte Carlos (MCMC) de 200000000 de iteraciones, las cuales se fueron muestreando
parametros y arboles cada 1000 generaciones, descartando los primeros 2000000
millones en el Bayesian Skyline plot. Mientras, se corrieron 25000000 de iteraciones de
MCMC, y se fueron muestreando pardmetros y arboles cada 1000 generaciones,
descartando los primeros 250000 iteraciones en el Bayesian Skyride. En Ia eleccidn del
mimero de iteraciones, se consideré el nimero de secuencias analizadas y la complejidad
del modelo usado, para asi adquirir un tamafio efectivo de la muestra apropiado (> 200).
Posteriormente, mediante una Bayes Factor (BF) descrito por Newton & Raftery (1994),
y con las modificaciones propuestas por Suchard et al. (2001), en el programa Tracer 1.5

(hitp://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/, Drummond & Rambaut, 2009) se eligio

primero la inferencia demografica realizada con el mejor método bayesiano descrito
anteriormente, y segundo con ¢l modelo de evolucién (reloj molecular estricto vs
relajado) con mayor probabilidad a posteriori y el que representd mejor la historia

demogréfica de las poblaciones. El Bayes Factor usado, es definido por los likelihoods
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marginales de los modelos (pr(D/M)) y expresado en: Big= pr(D\M;)/pr(DiMp); donde
Bjy: logaritmo base 10 de BF, es la razén del likelihood marginal del modelo (A4;) con
respecto al modelo (M) dado los datos (D). Para interpretar los valores de Bjpse us6 una
clasificacion donde los valores superiores a 0,5 se consideré una fuerte evidencia,
valores superiores a 1 se consideré decisivo y valores inferiores a 0,5 no merecieron
mencién (Kass & Raftery 1995). Finalmente, los resultados fueron visualizados y

graficados en el programa Tracer version 1.5 (Rambaut and Drummond, 2009).
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3.4 RESULTADOS
Diversidad genética
Se encontraron 8 haplotipos de los fragmentos de 534 pb del gen COIIIL, de un total de
197 pulpos O. mimus. Cada localidad en que se realizaron los muestreos mostré una baja
diversidad haplotipica, nucleotidica, pocos sitios polimérficos y bajo nimero de
diferencias entre secuencias (Tabla 3.1). Incluso con esta tendencia acentudndose hacia

el sur del rango de distribucion.

Tabla 3.1. Diversidad genética de Octopus mimus en el Sistema de Corrientes de
Humboldt. N: n° de individuos, K: n® Haplotipos, S: sitios poliméificos, Hd: diversidad de
Haplotipos, n: diversidad Nucleotidica, TI: n° diferencia enire pares de secuencias.

Tabla 4.1 Octopus mimus 534 pb
Localidades N K 8§ Hd. T P

PERU X de. X de. X de.
Paita. 30 5 7 0457 0,107 0,003 0,001 1338 0,853
Callao 24 7 0370 0,122 0,003 0,001 1,370 0,875
ILo 33 2 10,117 0,73 0,000 0,001 0,117 0,189

CHILE
Caleta Pisagua 23 5 9 0324 0,124 0002 0,002 0783 0,590
Caleta Punta Arenas 26 1 0 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000
Antofagasta 25 1 0 0,000 0,000 0000 0,000 0000 0,000
Taltal-Cifimcho 26 2 5 0077 0070 0,001 0001 038 0374

TOTAL 187 13 14 0,609 0,034 0002 0,001 1,110 0,608
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Las relaciones genealdgicas de los haplotipos de O. mimus mostraron un patrén

caracterizado por un haplotipo dominante HI1, separado por|un paso mutacional del
haplotipo de menor frecuencia H4, y de 3 haplotipos tinicos H5, H6, H8 (Fig. 3.8). El
haplotipo H1 se presentd en 179 (90,9%) de los 197 pulpos anf;:llizados y fue encontrado
en todas las localidades. Los haplotipos H7, H2 y H3, en eé‘.te orden se encontraron
unidos por un paso mutacional y separados por 6, 5 y 4 pasos mutacionales del haplotipo
H1 respectivamente. Los Haplotipos H2 y H4 fueron encontrados en localidades tanto
del Perti como en Chile. En cuanto a los haplotipos H3 y H !5 fueron encontrados en
Callao, los haplotipos H6 y H7 en Paita en el Perd, y ellt haplotipo H8 fue solo

encontrado en caleta Punta Arenas en Chile.
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A lo largo del rango geogrifico de O. mimus se encontré que el haplotipo H1
aumenta su frecuencia a medida que disminuye el nimero de haplotipos hacia el sur.
(Fig. 3.9). Esta tendencia fue evidenciada con un andlisis de correlacién entre la
distancia genética y geografica de los pulpos, mostrando un incremento en los valores de
®/(1-®) y de Fst/(1-Fst) con la distancia geografica (®/(1-®): (¥)= 0,538, p= 0.025,

Fst/(1-Fst): 1= 0,8262, p= 0,00238, Fig. 3.10).
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Figura 3.10 Aislamiento por distancia en la poblacién de O. mimus desde la
costa sureste del Pacifico. La diferenciacion genética estimada por ®/(1- @)
y Fst/(1-Fst), es graficado versus la distancia geografica (km) por cada par

de localidades.
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Estructuracion genética

Los valores de ®st (n° de diferencia entre haplotipos) y Fst (frecuencia de haplotipos)
entre pares de localidades mostraron un nivel bajo de estructuracion genética, con

valores de probabilidad significativos (Tabla 3.2). Estos resultados, evidenciaron que las

principales diferencias fueron entre Paita, Callao (localidades que concentraron el mayor

numero de haplotipos en el Pert1) con respecto a las demas localidades.

Tabla 3.2 Estructura genética de las poblaciones de O. mimus. Resultados del ®st y Fst con
respectivos valores de probabilidad p.

Paita

Paita

Callao

Método de Distancia: diferencia entre pares de secuencias
ILO C.Pisagua C. P. Arenas Antofagasta Cif.-Taltal

0,2748

Callao

los

1.0

C.Pisagua

C.P.Arenas

0,021 0,0176| 0,3306 0,0310 0,0511 0,1658
0,074 | 0,094 0,5575 0,2301 0,5077 0,2152
0,001 | 0,003 | 0,002 0,2416 0,2309 0,7298

0,104 | 0,023 | 0,016 0,9999 0,4190

Antofagasta

0,9999

Cil - Taltal

Frecuencia Haplotipos

Paita

Callao

11.0O

C. Pisagua

C. P. Arcnas

Antofagasta

Paita  Callao 11O C. Pisagua C.
0,0068 0,0308

0,007 0,1024| 0.5987 0,0499 0,0502 0,2202

0,061 | 0,028 0,9999 0,3700 0,5021 0,5019
10,023 | 0,007 | 0,027 05475 | 022 19 | 0,7353

0,118 | 0,059 | 0,003 0,005 | 09999 | 09999 |

0,127 | 0,079 | 0,019 | 0,027 0,011 0,9999

0,079 | 0,026 | 0,006 | 0,024 0,015 0,002

Cif.-Taltal
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El nivel de diversidad intra-poblacional As (0,169) mostré ser muy bajo y similar
a la diversidad total (AT= 0,179), sefialando un déficit global de diversidad genética,
mayormente distribuida entre poblaciones Gst (0,040). Paralelamente, el analisis de
estructuracion filogeografica mostré que el valor observado de coeficiente Nst (0,030)
fue menor al valor de Gst observado (0,040). Esta diferencia, evalnada con una prueba
de permutacion del Nst observado, mostrd que el valor de Nst permutado (0,066) en el
percentil 95, fue mayor al Nst observado (0,030). Esto, significd que el valor de Nst
observado se enconird fuera de la zona de rechazo (95%) de la distribucion, y fue mucho
mas pequefio que el 5% de los valores permutados de Nst. Por consiguiente, el Nst
observado no fue significativamente distinto al valor de Gst, seflalando la ausencia de
estructuracién filogeografica. Por otro lado, los resultados de SAMOV A mostraron hasta
cinco agrupaciones genéticas significativas. Entre ellas, la constituida por tres grupos,
G1: Paita, G2: Callao y G3: Ilo, Caleta Pisagua, Caleta Punta Arenas, Antofagasta y
Cifuncho, mostr6é la mdxima variacion genética de un 10,6 % (Tabla 3.3). Mientras, la
formacién de cinco grupos, G1: Paita, G2: Callao, G3: Ilo G4: C. Pisagua y Cifuncho y
G5: C. P. Arenas y Antofagasta, mostr6 la menor varianza genética (Tabla 3.3). Por otro
lado, los andlisis bayesianos (con el modelo de frecuencias correlacionadas, elegido
mediante Bayes Factor= 29,982), evidenciaron una méxima probabilidad a posteriori de
la ocurrencia de cuatro clusters (K= 4) (Fig. 3.11). Graficamente, los mapas muestran
baja probabilidad a posteriori en la asignacion de los pulpos (diagramas con valores
menores a 0,4) a cuatro clusters geograficos, contituidos por CI: Paita y Callao; C2: Ilo,

C. Pisagua, Cifuncho; C3: C. Punta Arenas y C4: Antofagasta (Fig. 3.12). Considerando
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la falta de consenso en la composicién de los grupos poblacionales encontrados en
ambos analisis anteriores, por el bajo porcentaje de variacion genética en el SAMOVA,
y la baja probabilidad a posteriori de los grupos encontrados, el analisis de migracion se
realiz6 entre localidades, bajo el supuesto de una poblacién con variacién genética en su

rango geografico. A la vez, las inferencias demograficas se realizaron en una unidad

genética poblacional.

Tabla 3.3 Tabla resultados de Samova con K grupos de
poblaciones distintas de O. mimus. % o?: porcentaje de
varianza por diferencias entre grupos de poblaciones,
Oct: indice de fijacion de la diferencia entre grupos de
poblaciones y P: valor de probabilidad.

2

10,53 0,105 0,04843+-0,00000
£, 10,69 0,106 0,04787+-0,00000
e 8,35 0,083 0,02962+-0,00060
5 7,62 0,076 0,00943+-0,00000
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Probabilidad a posteriori

I I I B B
1 3 5 7
Numero de clusters

Figura 3.11 Distribucién de probabilidad «
posteriori de los cluster (K} o poblaciones a lo
largo de la cadema de Markov Monte Carlo
(MCMC):
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Latitud

Cluster 3

Cluster 4

Figura 3.12 Mapas de probabilidad a posteriori en la asignacién de los individuos (pulpos) a
cada uno de los cuatro clusters (K) o poblaciones (1, 2, 3 y 4) georeferenciados. Isolineas
indican la localizacion espacial de la discontinuidad genética entre poblaciones. Colores mas

claros indican probabilidad mas alta de pertenenciaa la poblacion.
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La estimacion del nimero de pulpos migrantes por generacion entre localidades
dentro de la poblacion mostré un flujo asimétrico en direccion latitudinal contrapuesto
(Tabla 3.4, Fig. 3.13). El namero de pulpos migrantes fue m4s alto desde el sur hacia el
norte, e incluyé migraciones entre las localidades mas distantes en el rango geografico
(Tabla 3.4). Mientras, el flujo del norte hacia el sur fue mucho menor, y las migraciones
fueron principalmente entre localidades cercanas que lejanas, con una notoria reduccion
del flujo hacia el extremo sur. Los datos menores a un migrante por generacion no

fueron mostrados (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Tabla de distribucion a Posterior de los parametros ©: (x*N_*u) y M: (m/u). Del
multiplo de ambos pardmetros (M * ©) se obtuvo el nimero de inmigrantes por generacion (x
%N,x m). Solo se muestran el niimero de inmigrantes por generacion > 1.

1 _|©1Paita 0 | 0 |00038[00165] 0,079 |0.0163] 00273
1 _|®2Callao 0 | 0 ]00023]0,0105] 0.074 | 0.0108 J0.0012
1 (@310 0 | 0 |00003] 0.001 [ 0.003 |0.,0013]0.0008
1 |©4C.Pisagua | 0 | 0 [0.0008] 0.005 | 0.068 | 0.0053 ] 0.0184
1 _|©5C.PArenas| 0 | 0 [0.0003] 0,001 [0.0025 | 0,0013 [ 0.0006
1_|©6 Antofagastal 0 | 0 [0.0003| 0,001 | 0.002 [0.0013 | 0.0006
1_|©7Cifincho-T| 0 | 0 |0.0003] 0.001 | 0,016 |0.0013 | 0.0037

1 M2->] 235 | 880 | 9825 | 990 | 990 | 517.5 | 5088 | a2>1 8.4 Norte
1 M3->1 110 | 685 | 9825 | 1000 | 1000 | 687.5 | 6301 [ AB=>1 b 112 4 2
1 Md->1 105 | 565 | 962,5 | 990 | 1000 | 5875 | 5574 | My>1 £ o5 8 e
1 Ms->1 70 | 585 | 962.5 | 990 | 1000 | 602.5 | 568.1 | M5>1 b 98 =
1 Mé->1 95 | 630 | 947.5 | 995 | 1000 | 647.5 | 603.4 | Mo>1 £ 105 £
1 M7->1 85 | 590 | 962.5| 990 | 1000 | 5825 | 5575 | M7>1 b o5 3 g
1 Mi->2 0 | 0 ]1925| 405 | 865 | 467.5 | 4767 | n12 50 A
1 M3->2 70 | 580 | 9825 | 995 | 1000 | 5975 | 563 | v3on 64 4 .
1 Mi=>2 55 | 575 [ 9825 | 990 | 995 | 5475 | 5298 | a2 8 59 §  Sur
1 M5->2 140 | 640 | 9825 | 995 | 1000 | 657.5 | 605 | M52 71 4 Norte
1 M6->2 110 | 640 | 957,5 [ 995 | 1000 | 657.5 | 6062 | Meo2 71 4 =
1 M7->2 9 | 635 | 957.5 | 995 | 1000 | 632,5 | 589.8 [ np7o2 68 1 2
1 MI->4 55 | 585 | 9525 | 990 | 995 | 5525 [ 536.1 | Miog 29 2
1 M2->4 0 | 0 | 75 | 165 | 335 | 5025 | 4993 | npos 26 -
] M3->4 115 | 665 | 962.5 | 995 | 1000 | 677.5 | 627.8 | \3->q 2
1 M5->4 165 | 645 | 9825 | 995 | 1000 | 637.5 | 589.5 | M54 33 & £l
1 M6->4 85 | 630 | 982.5 | 995 | 1000 | 647.5 | 600.6 | Mooa 34 1  Sur
1 M7->4 65 [ 610 | 967.5 | 995 | 1000 | 587,5 | 5583 | a7>4 §__ 37 o
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Inferencia demogrifica.

Los test de Tajima (D) y Fu (FS) mostraron valores negativos. El test de Tajima (D)

mostré significancia estadistica para la poblacion de pulpos O. mimus (Tabla 3.5);

mientras, el estadistico FS (mas sensibles a los procesos de expansion demografica, Fu

1997) mostr6 valores marginalmente no significativo, sugiriendo una poblacién que no

cumple con un modelo neutral en equilibrio mutacion-deriva.

Tabla 3.5 Resultados del test de neutralidad en la poblacion
de pulpo Octopus mimus en la costa Sureste del Pacifico.

Tajima's D test
Sample size
S
I1
Tajima's D
Tajima's D p-value

Fu's FS test

Real n° de allelos
Orig. N° de allelos
Theta_I1
Exp. N° de allelos
FS
FS p-value
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197,0000
10,0000
0,5295

-1,6125
0,0214

8,0000
8,0000
0,5295
3,7637
-4,0243
0,0519




La distribucién observada de desajuste entre pares de secuencias (Mismatch
distribution) de la poblacién de O. mimus, mostré una distribucién de tipo unimodal
donde mas del 80% de los pulpos no presentaron diferencias nucleotidicas, otro
porcentaje menor al 10 % mostraron una diferencia, y otro porcetaje més pequefio de
pulpos mostraron mayores diferencias nucleotidicas (Fig. 3.14 a). Este patrén se gener6
por el hecho de que la gran mayoria de los pulpos compartieron el haplotipo H1, del cual
se originan otros 4 haplotipos de baja frecuencia (Fig. 3.14 b). A este patron tipo estrella,
caracteristico de una poblacién con crecimiento instantdneo (Rogers y Harpending,
1992), ademds mostr6 estar conectado a los haplotipo H3, H2, y H7, los cuales estaban
separados por 4, 5 y 6 pasos mutacionales desde el haplotipo central H1, sefialando un
tiempo de coalescencia distante de Hi (Fig. 3.14 b). La distribucion de desajuste
observada no se diferencié significativamente al modelo esperado unimodal de

crecimiento instantaneo (Raggedness stafistic: r < 0,5599 p= 0,72211). Bajo este
supuesto, el valor resultante del parametro T = 0,000 sugirié que el evento de expansién

instantdnea en esta poblacién seria muy reciente. A la vez, con un valor de @g de 1.247
seffala un tamafio no muy reducido de esta poblacidn al comienzo de la expansion

(considerando que @) tiende a o en el modelo).
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Las Inferencias demograficas estimadas con maxima verosimilitud y bajo un
modelo de crecimiento exponencial, mostraron valores de tasa de crecimiento (g) y
tamafio efectivo (N) en el tiempo que sefialan ausencia de expansion demografica en la
poblacion de O. mimus en la costa sureste de Pacifico (Fig. 3.15 a y b). Dado los datos
genéticos, el modelo no mostrd cambios significativos en el tamario efectivo,
respaldando la existencia de una poblacion estable por mas de 100000 afios, asumiendo

una tasa de mutacion de 0,02 mutaciones/nucleétido/millén de afios.
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Figura 3.15 a) Variacion del tamafio efectivo (N.= ©/2u) de la poblacion
de pulpos O. mimus en el tiempo, basado en el modelo de crecimiento
exponencial. b) Variacién del © relativo de la poblacién O. mimus en
funcién del tiempo mutacional.
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El método de andlsis bayesian skyride (elegido con BF = 3.541), realizado con reloj
molecular Log Normal (BF = 3,186), con el modelo HKY de sustitucién nucleotidica (-
Inl. = 757.7646, BIC = 4002.5659, jModelTest) y sin un modelo paramétrico pre-
especificado, fue el utilizado para hacer la inferencia demografica de la poblacién de
pulpos O. mimus. Este andlisis reveld que la poblacién de pulpos habria comenzado un
proceso de expansion hace més de 40000 afios atras, incrementando en
aproximadamente dos ordenes de magnitud en crecimiento en tamafio efectivo (Fig.
3.16). A la vez, el &rbol con el clado de méxima credibilidad mostraria un tiempo
estimado del ancestro comin mas reciente (MRCA) de aproximadamente 47837 afios,
sefialando una poblacién mds antigua, al perfodo del Gltimo méximo glacial (23000

afios), (Fig. 3.17).
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Figura 3.16 Bayesian Skyride mostrando el cambio en el tamaiio efectivo
de la poblacion de pulpos O. mimus en la costa sureste del Pacifico.

o 10000 20000 30000 40000 50000
Time before present (years)

Figura 3.17 Arbol con el clado de maxima credibilidad, mostrando los nodos de coalescencia y
el tiempos del ancestro comin mas reciente (MRCA) de la poblacion de Q. mimus.
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3.5 DISCUSION

Diversidad y estructura genética de Octopus mimus en el SCH.

El pulpo Octopus mimus reveld con el gen mitocondrial COIIl una baja diversidad
genética, que incluso se reduce mucho mas hacia el sur- de su rango de distribucién. Tal
patrdn de variabilidad genética también ha sido registrado con este mismo marcador, en
el pulpo congenérico Octopus vulgaris en las costas de Sudafrica (Oosthuizen et al.
2004), siendo incluso un patrén generalizado en especies marinas terrestre y marinas
(Chek et al, 2003, Martin & McKay 2004, Hughes & Hughes 2007, Kelly & Eernisse
2007, Gwendolyn & Marshall 2010). A pesar de la baja diversidad genética encontrada
en el presente estudio, y en el de Oosthuizen et al. (2004), el trabajo de Mei-Ying et al.
(2011) realizado en otro pulpo congenérico Octopus variabilis en las costas de China,
mostrd valores altos de diversidad genética (COIIl Hd: 0.9092), demostrando asi que
este gen mitocondrial pnede ser los suficientemente variable, como para realizar
caracterizaciones genéticas y demograficas poblacionales.

Los resultados de estructuracién genética poblacional, no permiten llegar a
definir poblaciones discretas a lo largo del rango geogréafico; pero, tampoco se puede
reconocer la existencia de una sola unidad poblacional panmictica. El patron genético de
aislamiento por distancia, y la variacién geogrifica en la distribucién de frecuencia de
los haplotipos, son sefial de ausencia de una total homogeneidad genética en O. mimus.
Sin embargo, la relacién entre distancia genética y geografica aparece a partir de
distancias superiores a 1000 km (Fig. 3.10), lo que sugiere que las paralarvas tendrian

una duracién larval suficiente para sostemer una dispersion efectiva a distancias del
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orden de los 1000 km. La diferenciacion genética a distancias mayores de lo
anteriormente sefialado, sugiere limitaciones en la persistencia de las paralarvas para
mantener el potencial de dispersidn, y el nivel de flujo genético que siga sosteniendo una
homogeneidad genética a escala mayor. Bajo estas circunstancia, se infiere que el nivel
de conectividad se mantiene a mesoescala, pero se reduce progresivamente hacia los
extremos del rango geografico de O. mimus. Por otro lado, O. mimus no mostré sefiales
de estructuracién filogeografica, lo que se evidencia en un arbol de coalescencia con un
solo clado de méxima credibilidad (clado en el cual se estimé el Ne y el ancestro comiin
mas reciente en Beast), que no muestra fragmentacion poblacional asociado con una
separacion del linaje intraespecifico (Fig. 3.18). La presencia de un solo clado
intraespecifico, sugiere que en esta poblacién a persisitido un flujo genético en el
tiempo, permitiendo la eventual co-ocurrencia de pulpos (haplotipos) genealdgicamente

cercanos y lejanos en cualquier punto a lo largo del rango de distribucion de O. mimus.
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La deteccién de un flujo asimétrico de pulpos migrantes por generacidn aporta
mayores elementos para explicar el patron de diversidad genética observado en el rango
geografico de O. mimus. En primer lugar, el alto flujo hacia el norte aparece
independiente de la distancia geogréafica (Tabla 3.4, Fig. 3.13). Esto sugiere una
dispersion efectiva de las paralarvas que abarca todo el rango de distribucion de la
especie, sosteniendo un alto flujo genético, principalmente del haplotipo HI, y un alto
nivel de conectividad en todo el rango geografico. En segundo lugar, y en contraste con
el alto flujo de pulpos hacia el norte, el flujo hacia el sur seria menor y ocurrirfa
mayormente entre localidades cercanas (Fig. 3.13), reduciéndose a medida que aumenta
la distancia geografica. La baja migracién de pulpos hacia el sur seria la causa del bajo
flujo de los haplotipos de baja frecuencia presentes en el norte, generando el gradiente
latitudinal de diversidad genética en el rango de distribucion (Fig. 3.10). Finalmente,
este flujo asimétrico de pulpos migrantes en direcciones opuestas, serfa el factor
responsable del tipo de conectividad encontrada, el cual es reflejado en la estructura
genética detectada, y que permite el manteniendo o la existencia de una sola unidad
evolutiva, a pesar de la sefial de aislamiento por distancia encontrado entre sitios.

La asimetria de los flujos genéticos en esta especie podria ser el resultado de la
influencia del sistema de corrientes y contracorrientes que fluyen paralelo a la costa
sureste del Pacifico. Una sintesis descriptiva de varios autores (Sievers & Silva 1975,
Silva & Neshyba 1979, Robles et al. 1980, Ahumada et al. 2000; Montecino et al. 2005),
reconocen ocho corrientes y contracorrientes importantes que fluyen a lo largo de la

costa oeste de Sudamérica (Fig. 3.19). Dentro de alguna de estas ochos corrientes y
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contracorrientes es donde se sugiere la realizacion del flujo de paralarvas de pulpos, con
la resultante de un flujo genético asimétrico. No obstante, no hay referencias geo-
espaciales del patrén de distribucién y migracion de las paralarvas de Octopus mimus,
que indique con mds exactitud las posibles corrientes utilizadas por las paralarvas en su
dispersién. No obstante, referencias de las paralarvas de Octopus vulgaris, indican un
rango batimétrico de movimiento que abarca desde la superficie hasta 110 m (Otero et
al. 2009). Considerando que ambas especie son emparentadas filogenéticamente (Stller
et al. 2000), vy presentan caracteristica morfolégicas muy similares, especialmente en su
desarrollo embrionario (Warnke 1999), es razonable considerar un rango batimétrico
similar para ambas especies. Ademds, Vega et al. (1999a) recolectaron paralarvas de
pulpos, entre los 20 y 100 metros de profundidad frente a la peninsula de Mejillones en
Chile. Tomando en cuenta estos antecedentes, se sugiere en este estudio que el ilujo
asimétrico de pulpos migrantes se efectiic entre corrientes y contracorrientes que fluyan
no més de los 150 a 200 metros de profundidad. Bajo estas circunstancias, el flujo de
pulpos hacia el norte probablemente se realice por medio de dos cormrientes: por la
corriente costera de Humboldt [CCHumb] (4), que en primera instancia tiene un fluyjo
superficial, y luego mas al norte circula sub-superficialmente (50-80 m de profundidad);
y por la corriente costera chilena [CCC] (8) que fluye superficialmente (Ahumada et al.
2000, Montecino et al. 2005, Fig. 3.19). Mientras, el flujo de pulpos hacia el sur se
realizaria por la corriente Giinther [CGii], de aguas ecuatoriales sub-superficiales que
fluyen sobre la pendiente continental (Silva & Neshyba 1979), y la contracorriente

costera chilena [CtCC] de agua subtropical que fluye superficialmente (menos de 30 m
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de profundidad) hacia el sur (Robles et al. 1980). Como remota posibilidad, se propone
la contracorriente del Pert [CCP] (Sievers & Silva 1975), si las paralarvas alcanzan

profundidades cercanas a los 200 metros.

Figura 3.19 Sintesis de las principales corrientes y
contracorrientes que fluyen paralelo en la costa oeste de
Sudamérica.

(1) CDO: Corriente deriva de los Vientos del Oeste, (2) CCH:
Corriente del Cabo de Hornos, (3) COH: Corriente Ocednica de
Humboldt, (4) CCHumb: Corriente costera de Humboldt, (5
CCP: Contracorriente del Pera, (6) CGii: Corriente de Giinther,
(7) CtCC: Contracorriente costera chilena y (8) CCC: Corriente
costera chilena.
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Historia demogrdfica de Octopus mimus
Las inferencias demograficas realizadas con distintos métodos sugieren lo siguiente:
Ambos test de neutralidad muestran valores negativos, lo cual es sefial de exceso en el
niimero de alelos raros y reduccion en el niimero de alelos comunes (Fu 1997). La falta
significancia estadistica del valor de FS, precisamente en los limites del valor de
probabilidad, puede ser considerado como una probabilidad marginal de encontrar la
poblacién de O. mimus al equilibrio mutacién-deriva. La distribucién observada de
desajuste entre pares de secuencias (Fig. 3.14), indica que un gran mimero de pulpos no
muestran diferencias nucleotidicas entre ellos. Dado esto, la distribucion de los dafos se
ajust6 a un modelo de crecimiento instantdneo. Los resultados con inferencia bayesiana
también sugieren que la poblacion de O. mimus habria experimentado proceso de
expansién poblacional. En contraste, la aproximacién con maxima verosimilitud
(realizado en el programa Lamarc), no permitio evidenciar cambios demograficos,
asumiendo un modelo de crecimiento exponencial (Fig.3.15).

Los analisis demograficos realizados con inferencia bayesiana, a diferencia de los
demas analisis, incorporan en los datos antecedentes a prior de la poblacién de pulpos, y
van generando intervalos de credibilidad a posteriori, es decir, incorporan una incerteza
en los tamafios efectivos y en los tiempos de coalescencia estimados, lo cual entrega
mayor robustez en los pardmetros estimados. Considerando estos resultados, se sugiere
que Octopus mimus habria experimentado un proceso de expansion demogréfica hace
mas de 40000 afios, periodo que calza con ultimo ciclo glacial del Peistoceno tardio. En

este periodo se registraron una combinacién de cambios, sobre la magnitud, frecuencia e
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intensidad de las surgencia, ademss de los cambios en la circulacién de las masas de
aguas, en la salinidad y variacién en la temperatura superficial (TSM) a lo largo del
Sistema de Corriente de Humboldt (SCH) (Marchant et al. 1999, Hebbeln et al. 2000 a y
b, 2002, Kim et al. 2002, Lamy et al. 2004, Vargas et al. 2004, Dezileau et al, 2004,
Ortlieb et al. 2011). En este contexto, y sobre la base de los resultados en las inferencias
genéticas de O. mimus, se propone el siguiente escenario para explicar los cambios
demograficos que experimentd la poblacién de pulpos a lo largo del SCH.

En este escenario, la especie Octopus mimus, compuesta por una unidad
poblacional, se distribuia a lo largo del SCH antes de la Ultima Glaciacién de la
Patagonia (UG, Fig. 3.20 a). Posteriormente, habria experimentado reiterados
confracciones en el tamafio poblacional, con pérdida de diversidad genética,
consecuencia de los cambios océano-atmosféricos que ocurrieron a lo largo del Pacifico
Sureste durante la Ultima Glaciacion (UG) o Last Glaciation, desde los
aproximadamente 85000 afios, alcanzando su maximo hace ~25000, y finalizando hacia
los ~16000 afios calendario (EIO 2, Pleistoceno tardio, Rabassa et al. 2005 Rabassa
2008). El tiempo estimado del ancestro comiin més reciente (~47000 afios), y el tiempo
de expansion de esta poblacién (> 40000 afios), calza con el periodo de la UG,
constituida por épocas geocliméticas fiias glaciales/estadiales (Fig. 3.20 b), intercaladas
con sus correspondientes equivalentes célidos interglaciales/interestadiales (Fig. 3.20 c),
(Rabassa et al 2005). Clapperton (2000) reconoce un minimo de cinco avances glaciales
durante la UG en el sur de los Andes, alrededor de los 30, 27, 22,5, 15 y 12-9,3 ¥C ka

antes del presente (ap.). Durante este perfodo en la regién del Pacifico sureste se habria
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producido reiterados cambios en las zonas climaticas, consecuencia del posicionamiento
hacia mas al norte de los vientos del Oeste y de la extensién de la Corriente Circumpolar
Antarctica (CCA, fuentes generadora de nuirientes), lo que seguidamente habria
incrementado la adveccién de masas de agua Subantirtica ricas en nutrientes a través de
la Corriente Peri-Chile o SCH (Marchant et al., 1999; Hebbelns et al. 2000, 2002, Kim
et al 2002, Lamy et al. 1998, 2001, Mohtadi et al. 2004, Vargas et al 2004, Ortlieb et al.
2011, Fig. 3.20 b). Todos estos cambios, significaron una intensificacién de los eventos
de surgencia, y por ende de la productividad primaria frente a Chile (Marchant et al,
1999, Hebbeln et al. 2002, Mohtadi et el. 2004), a Peri (Feldberg & Mix 2003) y el
Pacifico Ecuatorial (Martinez et al. 2003). Ademds habria producido un extenso
enfriamiento de la temperatura superficial del mar (TSM) a lo largo de toda la costa de
Chile, Pertt y del Pacifico Ecuatorial (Feldberg & Mix 2002, Kim et al. 2002, Hultlon et
al. 2002, Romero et al. 2006). La reduccion de la TSM y la reduccion en el nivel del mar
en ~120 metros a escala global (ITulton et al. 2002), habrian provocado las reiteradas
reducciones del tamafio y del rango de distribucién de la poblacién de O. mimus por el
SCH, hacia latitudes més célidas, a la altura del centro y norte del Pera (Fig. 3.20 b).
Posteriormente, sobre la base del tiempo del MRCA (~47000), y del tiempo estimado de
inicio del crecimiento de la poblacién (> a 40000 afios), el proceso de expansion y
recolonizacién hacia latitudes al sur habria ocurrido en los periodos calidos
interglaciales/interestadiales, intercalados por los avances glaciales/estadiales (Fig. 3.20
¢). Se sugiere que durante los periodos interglaciales se habria extendido la adveccion de

masas de agua superficiales subtropicales (con su respectiva fauna de plancton tropical y
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subtropical, Mohtadi et al. 2004). Esto habria causado el aumento latitudinal en la TSM,
generando las condiciones adecuadas para la recolonizacién de nuevos hdbitats
disponibles hacia latitudes més altas (consecuencia del cambio hacia el sur en la
posicién de la CCA y de los vientos del Oeste, Hebbeln et al. 2002, Mohtadi et al. 2004,
Fig. 3.20 c). En estos periodos interglaciales, la poblacion de pulpos habria tenido
reiteradas expansiones y recolonizaciones hacia el sur, evidenciado en el patron de flujo
genético de los haplotipos H1, H2 y H4 (Fig.3.20 c), resultando un proceso complejo y
lento, condicionado por los re-avances glaciales. Finalmente, con el inicio del 1ltimo
periodo de calentamiento global o tltimo ciclo interglacial durante el Holoceno, la
recolonizacion hacia el sur habria seguido nuevamente, favorecido por las fluctuaciones
oceanogrificas que ocurrieron durante este periodo por el SCH. Esta fluctuaciones
habrian involucrado un fuerte impacto del ENSO (a mediados y a fines del Holoceno,
5500-5300 afios ap.), a través de la penetracion de aguas subtropicales tanto al frente de
Ecuador, de Perti y al norte de Chile, (Rodbell et al. 1999, Keefer et al. 1998, Ortlieb et
al. 2011, respectivamente). Esto habria ayudado a establecer el actnal rango de
distribucién de la poblacién de Octopus mimus a lo largo del Sistema de Corriente de

Humboldt (Fig. 3.20 d).
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Figura 3.20 Escenario hipotético sobre la historia demogrifica de Octopus mimus en la costa oeste de Sudamérica.
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CAPITULO IV

DISCUSION GENERAL
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4.1 DISCUSION DE CAPITULOS I Y IIL.

Se realizara una discusioén en relacion con los resultados obtenidos en los dos capitulos
antecesores para indagar si hay suficiente evidencia para rechazar las hipotesis
planteadas originalmente al comienzo de este estudio. Se finalizard presentando las

conclusiones del presente estudio.

4.1.1 Hipétesis Generales

Escenario contemporineo:

La Provincia biogeogrifica Magallanica es caracterizada por una geomorfologia
particular y diferente por el Pacifico y el Atlantico, generando condiciones hidrograficas
con un elevado aporte de agua dulce sobre las masas de aguas costeras, promoviendo
condiciones estuarinas semi-aisladas en los fiordos del Pacifico, y un flujo de aguas
costeras menos salinas consecuencia de la confluencia de los rios surefios sobre el mar
por el Atlantico. En contraste, la provincia Templada del Pacifico Sureste es
caracterizada por una configuracién geofisica continua asociada a un flujo estable de
masas de aguas subantérticas del SCH, que eventualmente son interrumpidas por el flujo
de masas de aguas calidas de origen subtropical.

Hipétesis 1: Especies con caracteristicas ecoldgicas y atributos de historia de vida
similares, pero habitantes de las distintas provincias biogeograficas, exhibirian patrones
diferentes de conectividad, donde las especies de la Provincia Magallanica evidencien
bajos niveles de conectividad, y las especies de la provincia Templada del Pacifico

Sureste muestren altos niveles de conectividad.
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Prediccién: El pulpo E. megalocyathus mostrard altos niveles estructuracién genética en
el extremo sur de Sudamérica. En contraste, el pulpo O. mimus mostrard ausencia o
bajos niveles de estructuracion genética a lo largo de su rango geogréafico en la costa
suroeste de Sudameérica.

Los resultados de los capitulos II y III, constituyen evidencia suficiente para
aceptar la hipétesis 1, acerca del patrén contemporaneo de la conectividad de las dos
especies de pulpos. Esto porque las predicciones asociadas a esta hipdtesis ciertamente
se cumplen. Por un lado, el patrén genético encontrado en Octopus mimus no mostrd una
estructuracion significativa que permitiera delimitar unidades poblacionales discreta a lo
largo del rango geografico por la costa oeste de Sudamérica (Fig. 4.1 a). Ademds, el
patrén de aislamiento por distancia sugirié un nivel de conectividad alto a mesoescala,
afectado a medida que aument6 la distancia entre localidades hacia los extremos del
rango geografico. De esta manera, el mayor nivel de conectividad en la poblacion de O.
mimus resulté ser el resultado del flujo asimétrico de pulpos migrantes. Por el sistema de
corrientes que fluyen en direccion hacia el norte, fue favorecido un nivel alto de pulpos
migrantes y por ende flujo genético y conectividad por todo el rango geografico de O.
mimus. Mientras, en direccién hacia el sur, mostraria un bajo flujo de pulpos migrantes y
por lo tanto, un nivel de conectividad limitado incluso entre localidades cercanas, lo que
promoveria la diferenciacion genética originada por aislamiento por distancia. Por otro
lado, Enteroctopus megalocyathus mostrd estar estructurado genéticamente en extremo
sur de Sudamérica (Fig. 4.1 b). Los analisis mostraron la existencia de dos unidades

poblacionales, la del Pacifico y del Atlantico, con un reducido flujo de pulpos migrantes
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y por ende una baja conectividad entre ellas. Este flujo de pulpos migrantes seria

favorecido por el transporte a través del el sistema de corrientes que fluye desde el

Pacifico hacia el Atlantico por el extremo sur (Fig. 4.1 b).

(a) O. mimus

M2->1

M1-

Pacifico

Figura 4.1 Nimero de pulpos migrantes por generacién (M x ©= XNm) entre localidades en la
poblacion de O. mimus (a), y entre las poblaciones del Pacifico y Atlantico de E, megalocyathus
(b). Flechas: indican direccién de la migracion, grosor flecha: proporcional al niimero de pulpo
migrante, ©= xNex. M= m/y. Solo se muestran el mimero de inmigrantes por generacién > 1.

222




La poblacién de O. mimus muestra mayor conectividad a lo largo de la costa
oeste de Sudamérica. Sin embargo, el patrén genético de aislamiento por distancia es
evidencia de un flujo genético asimétrico. Por un lado, la corriente costera de Humboldt
(con un flujo inicial superficial y luego sub-superficial, 50-80 m de profundidad), y ia
corriente costera chilena superficial mantendrian una conectividad alta en direccién
hacia el norte por el SCH. Por otro lado, las masas de aguas ecuaforiales sub-
superﬁcials:s de la corriente de Giinther, y las superficiales de la contracorriente costera
chilena, promoverian un flujo bajo de pulpos en direccién hacia el sur, observado en el
patrén de aislamiento por distancia. En contraste, el patron de estructuracién y de
conectividad dentro y entre poblaciones de E. megalocyathus, son el reflejo de las
condiciones geomorfol6gica e hidrologicas del extremo sur de Sudamérica. El elevado
aporte de agua dulce sobre aguas costeras, disminuyen la salinidad, y promueven las
condiciones estvarinas aisladas en esta zona (Camus 2001, Ibafiez et al. 2009). Estas
caracteristicas generarfan sistemas semi-aislados en los canales, fiordos y Estrecho de
Magallanes, afectando la conectividad de la especie en esa zona. Asi, las {inicas rutas de
dispersién de E. megalocyathus entre el Pacifico y el Atlantico, serfa rodeando el
archipiélago chileno hasta Cabo de Hornos por medio de la corriente de Cabo de
Hornos, continuando por el paso Drake, para seguir hacia el Atlantico a través de la
corriente de Falkland (Camus 2001), bordeando la costa Atléntica hacia el norte a fravés
de la Corriente de la Patagonia (Perillo et al. 2005). Los andlisis de flujo genético
apoyan un patrén de conectividad asimétrico, en acuerde con el patrén de circulacidn

oceanica de la regién. El bajo mimero de pulpos migrantes efectivos por generacion, dan
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cuenta de la ausencia de flujo del Atlantico hacia el Pacifico (Nem<1), mientras que del
Pacifico hacia el Atlantico sefialan un flujo restringido (Nem de ~1). En este contexto, y
pese a que el flujo de las corrientes marinas favorecerian la dispersion de las paralarvas
en esta direccién, se sugiere que la geografia estrecha de la plataforma continental, y las
condiciones oceanogréficas en el extremo sur de Sudamérica, podrian ser limitaciones o
condiciones menos Gptimas para la dispersién de paralarvas, causando la reducida

conectividad entre las poblaciones de pulpos del Pacifico y Atlantico.

Escenario histérico:

La Provincia biogeogrifica Magalldnica fue afectada‘ directamente por la formacién de
hielo en la patagonia occidental en el wltimo ciclo glacial del Pleistoceno, mienfras, la
Provincia Templada del Pacifico sureste fue afectada solo por cambios océano-
atmosféricos impulsados por este periodo glacial.

Hipétesis 2: Especies habitantes de la Provincia Magallanica habrian experimentado
una historia demogréfica marcada por extinciones locales (drea cubierta con hielo), con
reduccion del tamafio efectivo poblacional, y posterior expansién demografica y
recolonizacion via efecto fundador post-glacial. En contraste, las especies habitantes de
la provincia Templada del Pacifico se caracterizarian por una historia demografica de
mayor estabilidad, sin grandes cambios en sus tamafios efectivos poblacionales en el

tiempo.
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Predicciones:

a.- El pulpo E. megalocyathus mostrara una baja diversidad genética y en consecuencia
un bajo tamafio efectivo poblacional en el extremo sur de Sudamérica. Ademds, esta
diversidad mostraria sefiales de expansién demografica posterior al Gltimo .pen'odo
glacial.

b.- En contraste, el pulpo O. mimus mostrara una alta diversidad genética y un tamafio
efectivo poblacional estable en el tiempo, en la costa oeste de Sudameérica.

En esta segunda hipdtesis, los resultados de los capitulos II y III, constituyen
evidencia suficiente para rechazar la hipétesis 2, sobre 1a historia demografica de las dos
especies de pulpos en las distintas provincias de Sudamérica. Las predicciones
relacionadas a esta hipdtesis se cumplen parcialmente, dado que E. megalocyathus en el
extremo sur de Sudamérica mostré una baja diversidad genética. Sin embargo, y
contrario a la hipGtesis 2 propuesta, la especie O. mimus mostraria también una
diversidad genética reducida por la costa oeste de Sudamérica, y que no fue
significativamente distinta a la encontrada en E. megalocyathus (Tabla 4.1 y 4.2, Test-t,
Hd: -1,702 p= 0,1154, y TI: -1.5931 p: 0.13102, realizadas con 50000 permutaciones
respectivamente, programa PAST 2.14, Hammer et al. 2001).

Los resuliados de inferencia demografica sugieren que, a diferencia de lo
propuesto en la hipétesis 2, ambas especies, E. megalocyathus 'y O. mimus,
experimentaron procesos de contraccion y expansion poblacional que calza con el {ltimo
ciclo glacial-interglacial del Pleistocerllo tardio. En este contexto, se propone que ambas

especies sufrieron cambios en las condiciones de su habitat, en particular hacia el sur de
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su rango de distribucion (Fig. 4.2). Para el caso de E. 'megalocyathus, el efecto directo
habria sido por la formacién de un manto de hielo, disminucién de la temperatura v nivel
del mar a lo largo de la costa del Pacifico, durante el méximo glacial (UMG, 25000
afios) que alcanz6 la ultima glaciacién (UG) en la Patagonia. Mientras, los cambios en el
habitat de O. mimus, sugieren que habrian comenzado en ciclos glaciales-interglaciales
anteriores al Gltimo maximo glacial (mas de 45000 afios atrs). Estos ciclos glaciales-
interglaciales habrian causado reiterados cambios oceanograficos y climdticos
(reduccién de la temperatura superficial del mar (TSM), salinidad y nivel del mar, Kim
et al, 2002) en el habitat de O. mimus por el SCH durante la UG del Pleistoceno. Estos
cambios habrian causado una reduccién del rango de distribucion, desplazando a ambas
especies hacia latitudes al norte, en busca de refugios para su sobrevivencia.
Posteriormente, durante las deglaciaciones del Pleistoceno tardio y Iuego en el
Holoceno, cuando las condiciones del héabitat volvieron a ser adecuadas para la
sobrevivencia de ambas especies, habrian comenzado con el proceso de recolonizacion

hacia el sur nuevamente (Fig, 4.2).

226




Lee

0€8°0 | S€0°C 1000 Y000 | 1200 | IS0 | 6 L | C¢l
CCLO | TLET 100°0 2000 [8ZI0 |[€HEO | ¢+ < | ¢1
8EL0 | t9F1 1000 €000 | 1100 | 9950 | ¢ rd 81
6680 | 0FOC 1000 Y000 | €£0°0 | 8IS0 | ¢ £ | $C
6980 | 6L0°C 100°0 $00°0 | 0900 | 650 | S | € | €
910 | ¥L00 1000 0000 | L90°0 | 7200 | T rd LT
0rT0 | 09170 100° 0000 | 9600 | LSTO | € € | ST
dq ss SHyvdoonsou sndopoau 7'y vjqe .

8€PP'0 | 062570 | €000°0 [ 01000 [ 09€0°0 | 0L1°0 | 01 | § [ Z6i
CPLE0 | 0SSE0 | L0000 | 00070 | 00£0°0 | 0LL00 | < | z
000070 | 000070 | 000070 | 00000 | 00000 | 00000 | 0 | 1 | <2

N S9CI0 [ 0900 | T0000 | 10000 | 02500 | 09500 | T | T | 9%
6570 | 0TTS0 | L0000 | 01000 | 02010 | 00LIO | 9 | € | &2
L6810 | OLIT'O | T000°0 | C000°0 | 0££0°0 | oLtt0 | 1 | 2
07880 | OFSE'T | 11000 | 92000 | 08110 | 08050 | Z | ¢
8€68°0 | 08€ET | 800070 | $Z00°0 0LSF0 | L

qd pes

'SBIOUDNIIS 3p sared NUDd BIDUIPIP U i[] “BIIPHOS[ONU PRPISIOAIP L ‘eordnjojdey pepisioap :py

‘sodnojdey ,u :yf ‘sonpiapur ju N “sniipd>0p3aw sndojooaaruy K

Suwirw sndoidQ 1'y elqe |

‘soopiowijod sons g

Snuitu sndojdQ ap eINYUIZ PePISIdAI T'p A ['f Seqe]




8¢t

[CUEENITETR
19D UQRIEIIBLD) BWH)[) ¥ UBIAP "EILIWEPAS IP A0S 0WINXI |3 sod smymOappSau 5 op £ 21530 1500 v) s0d snugu 0 sodind ap wagvadowap epioisiy v 31qos oapajediy OLIRUIISY T'p BanSyy

EMIIWEPNG IP I)SI0 LJ50D
B] U2 (RUIIBPRIINAL) SHEAW ") AP A I0S OWALIXI 2 ud s oS w
d 9P NS [ BPEY UORBZIU0[00IY (RHOT USSEQEY ‘SOUT 00001-000ST1)
OUIO[OH £ OUII0ISIA [P ) ¥ IP sajERE R soporsad sop ajurinp TEIIJWEPAS IP s8I0
AUl 2P PAlu PP A WS W ur oawne sapendongns sende op seswm  €1503 vy sod smuwpm g P A uns owanxa |2 wd smynCrow S
P UGRIIAPE NS |3 BREY 21530 [P sopuA £ ¥ ¥ 3p opupwezeidsaqp 7 sodnd ap sapadsa sep ap pempde uopnqLosip ap oluwy

SERPUARINS ] 3P UOPEMISUINU UEW [2P (AU [P 0SUIISIP
(WS Jew pp jepyaadns eimendwa) v ap ojuspueLjuy
BILPWEPAG IP S0 ©IS0D (ROOT PSSROEY SOUE QOOOI-000ST]) OUAOISHLY PP UOPEIEIY
¥l U st sndopg A A UNS 0WANXD [P Ud smypOopIn TURLY ¥ AumRp  (y))) edpamuy Jgjodinai  Nuapa0d "OIPAR] OUIINISI |2 U (£)/]) UOIEPBYL) v ) ¥ P
sndopposamizy 3P UOPRQUISIP 3P ofums PP HQRINPaL B] AP £ ASIQ) AP SOIIA s0f ap OUWEZEISIP NS OWALIXD |2 4D SIIUE “EIIIWRPNS IP NS OWALND |2 Jod sny oo Sam g

ojuwl o] sod { yenqey ap epipaad {(90)) uePmIEY Bwny)  wIS0d ¥ aod opayy ap wanaGod BUN Ip ugpEwLIo] “sapepeld opopag I A 21530 wsod vy sod s 0 P wopPNqLISIP Ip 0Buey




4.2 CONCLUSIONES

En este estudio se confirma que las caracteristicas geomorfolégicas, oceanograficas y
climaticas, histéricas y contempordneas, de la costa de Sudamérica han tenido una gran
influencia en el patrén de conectividad e historia demografica de especies costeras con
fase larval plancténica. En este caso, las dos especies en estudio, los pulpos Octopus
mimus 'y Enteroctopus megalocyathus, con caracteristicas ecolégicas y atributos de
historia de vida similar, mostraron patrones de conectividad contemporéneos distintos,
asociados a las caracteristicas ambientales de sus respectivas provincias biogeograficas
marinas. Por otro lado, desde una perspectiva histérica que considera una escala de los
periodos glaciales del Pleistoceno, las inferencias demograficas de ambas especies de
pulpos evidenciaron haber sido afectadas, aunque de manera distinta por las
glaciaciones, con cambios demogrificos y alteracion del rango distribucion, semejante a
un patrén biogeografico Pleistocénico de contraccidn-expansion post-glacial.

La Provincia Templada del Pacifico Sureste se caracteriza por una configuracion
geofisica continua con un flujo estable de masas de aguas subantérticas del Sistema de
Corriente de Humboldt (SCH), interrumpidas periodicamente por el flujo de masas de
aguas cilidas de origen subtropical. En esta region, la especie O. mimus mostré una gran
homogeneidad genética y por ende un nivel alto de conectividad que mantiene una tnica
unidad poblacional, caracterizada sin embargo, por un aislamiento genético gradual
hacia los extremos de su rango geografico. Ciertamente atin son pocos los estudios sobre
la estructura genética y conectividad en organismos marinos por €l SCH. Sin embargo,

los registros existentes en especies con larva plancténica de larga duracién (varias
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semanas), como el calamar Dosidicus gigas, evidencia también un alto fujo génico y
conectividad a lo largo del SCH (Ibéfiez et al. 2011). Se suman otras especies como el
cangrejo Cancer setosus, el langostino colorado Pleuroncode monodon, y el gastropodo
Concholepas concholepas, del jurel Trachurus murphyi, y del alga Macrocystis pyrifera
con ausencia de estructuracion genética (Gomez-Uchida et al. 2003, Haye et al. 2010,
Cérdenas et al. 2009 a y b, Macalla & Zuccarello 2010). Ademds un reciente estudio
comparativo entre especies con larva plancténica con distinto potencial de dispersién a
lo largo de los 3000 km de costa por el SCH (el cangrejo topo Emerita analoga, las
estrellas de mar Heliaster helianthus y Stichaster striatus y los equinoideos Loxechinus
albus v Tetrapygus niger), mostré ausencia de discontinuidad genética y filogeografica,
sefialando un nivel alto de conectividad a escala macrogeogrifica en especie con alto
potencial de dispersién, contrastando con las de menor potencial (Haye et al. en
revision). Resultado similar se encontré también en peces con un amplio rango
geografico y una duracién larval prolongada (varias semanas), como es el caso de la
merluza chilena Merluccius gayi gayi (Guichenot, 1848) y el jurel Trachurus murphyi
Nichols, 1920 (Galleguillos et al. 2000, 2012, Cardenas et al. 2009 b). En contraste a
estos estudios, es la estructuracién genética encontrada en especies con reducido
potencial de dispersion como las algas Lessonia nigrescens y Mazzaella laminarioides, y
los gastrépodos Chorus giganteus y Acanthina monodon por el SCH (Faugeron et al.
2005, Tellier et al. 2009, Faugeron et al. 2001, Gajardo et al. 2002, Sanchez et al. 2011
respectivamente). En sintesis, los resultados de este estudio y los otros mencionados,

sugieren que especies con una fase larval de larga duracién, pueden sostener una
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continuidad genética, y por lo tanto, un nivel de conectividad alto a lo largo del SCH,
gracias a que su condicién bioldgica es especialmente favorecida por las caracteristicas
geofisicas v océano-atmosféricas del SCH. A la vez, esté nivel alto de conectividad
podria ser un factor limitante a la formacion de linajes infraespecificos en especies con
fase larval plantonico. Un nivel alto de conectividad, involucra un gran flujo genético,
proceso clave que impide la separacion de poblaciones, y por ende, las sucesivas etapas
de la historia evolutiva que podrian llevar a la formacion de poblaciones reciprocamente
monofiléticas (Avise 2000, 2009).

La Provincia biogeogrifica Magallanica, en contraste a la provincia
anteriormente mencionada, es caracterizada por una geomorfologia compleja que abarca
la costa del Pacifico v el Atlantico en el extremo de Sudameérica. Las condiciones
hidrograficas estdn marcadas por un elevado aporte de agua dulce sobre las masas de
aguas costeras, promoviendo condiciones estuarinas semi-aisladas en los fiordos del
Pacifico, y un flujo de aguas costeras menos salinas consecuencia de Ja afluencia de los
rios surefios sobre el Atlantico. En esta provincia, el pulpo E. megalocyathus evidencié
estructuracion genética, precisamente en el limite sur de las poblaciones del Pacifico y
del Atlantico, que ademas ha generado un patrén de estructuracion filogeografica. Por
otro lado, cada poblacién ha mantenido un flujo de genes mediado por la dispersién de
las paralarvas transportadas por las corrientes marinas, del Cabo de Homos por el
Pacifico, y de Flakland/Malvinas por el Atldntico, manteniendo niveles altos de
conectividad intrapoblacional. Tal patrén de conectividad por la costa del pacifico,

también han sido reconocido en otros organismos con larva planctdnica o pelagica
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como, la lapa Nacella magellanica (Gonzalez-Webar et la. 2012), el mitflido Mytilus
edulis (Toro et al. 2004), los peces Sebastes oculatus (Nufiez et al. 2010) y Eleginops
maclovinus (Ceballos et al. 2012), las macroalgas Durvillaea antartica (Fraser et al,
2010) y Macrocystis pyrifera (Macaya & Zuccarello 2010). Mientras, una estructuracién
genética alta y por ende baja conectividad entre poblaciones de la costa patagénica del
Pacifico y del Atldntico, semejante a E. megalocyathus, solo a sido evidenciado en la
lapa con fase larval planténica de Nacella magellanica (Gonzalez-Webar et la. 2012), lo
cual sugiere que son especies sensibles a los pocesos oceanograficos que ocurren en el
extremo sur de Sudamérica, limitanto su dispersion entre el Pacifico y Atlantico. Sin
embargo, también existen ejemplos con los peces Sebastes oculatus (Nufiez et al. 2010)
y Eleginops maclovinus (Ceballos et al. 2012), que sugieren los contrario a Io encontrado
en este estudio, y méas bien proponen que por las caracteristicas de las larvas peldgicas
de larga duracién, han podido mantener una homogeneidad genética y conectividad que
traspasa los limites del Pacifico hacia la costa del Atlantico. En resumen, esto
antecedentes sugieren que las corrientes marinas que fluyen por la costa de la Patagonia
del Pacifico y del Atlantico, son la causa del alto flujo genético que mantienen las
especies con larva planctonica. Sin embargo, el cruce desde el Pacifico hacia el
Atlantico, por el extremo sur, resultaria ser una gran barrera al flujo genético para
algunas especies, como moluscos, que mantienen un rango geografico por casi o toda la
Provincia Biogeografica Magallanica.

La evolucién del patréﬁ biogeografico de ambas especies de pulpos, con fase

planténica, se relaciona estrechamente con los cambios oceanograficos y climéticos que
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ocurrieron en las distintas provincias biogeografica marinas de Sudamérica durante las
glaciaciones del Pleistoceno tardio. Varios estudios moleculares en especies costeras,
han sugerido un patrén biogeografico pleistocénico de tipo Contraccion-Expansion (C-
E) post-glacial. Este modelo de C-E post-glacial, ha sido ufilizado para describir la
respuesta geogrifica y demogrédfica de especies, frente a los cambios climéticos y
oceanograficos durante los ciclos glaciales-interglaciales del Pleistoceno en el
hemisferio norte (Provan & Bennett 2008. Marko et al. 2010, Kelly & Palumbi 2010).
Durante las glaciaciones que afectaron la mayor parte del hemiferio norte, muchas
especies sobrevivieron en refugios glaciales hacia el sur, para solo volver a poblar las
latitudes mas altas a través de expansiones posteriores a las glaciaciones (Hewitt &
Tbrahim 2001, Hewitt 2004). De este modo, el modelo de C-E post-glacial, ademas de
formar parte del paradigma fundamental del la biogeografia del Pleistoceno, ha sido
utilizado como potiencial explicacién para comprender como las especies reponderfan a
los cambios climaticos (Gates 1993, Marko et al. 2010). Ciertamente en el hemisferio
sur, las especies marinas de este estudio, ambas de provincias biogeograficas distintas de
Sudamérica, también muestran un patron biogeogrifico pleistocénico asociado al
modelo de C-E post-glacial. Estudios filogeograficos en areas templadas o frias del
hemisferio sur han aumentado durante la ultima década en diferentes grupos de especies
del extremo sur de Sudamérica. Evidencia genética de recolonizacién post-glacial en la
Patagonia se tiene en mamiferos (Himes et al. 2008, Lessa et al. 2010, Pardifias et al.
2011, Palma et al. 2012), plantas (Fraser et al. 2010, Macalla & Zuccarello 2010, Sércic

et al. 2011), peces de agua dulce del género Galaxias (Cussac et al. 2003, Zemlak et al.
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2008, 2010), y de la familia Percichthyidae (Ruzzante et al. 2006), en reptiles
(Victoriano et al. 2008, Vidal 2011), y anfibios (Nufiez et al. 2011). La mayoria de estos
estudios han respondido a un modelo de C-E post-glacial, sugiriendo recolonizacion
desde 4reas libres de hielo (Jakob et al. 2009) o desde refugios glaciales (Ilimes et al.
2008, Zemlak et al. 2008, Nufiez et al 2011). Sin embargo, atin son pocos los estudios
moleculares que han profundizado en el efecto de los ciclos glaciales del cuaternario en
organismos marinos, y la mayoria restringidos a la costa del Pacifico del extremo sur
Sudamérica (Cardenas et al. 2009 a, Macalla & Zuccarello 2010, Fraser et al 2010,
Sénchez et al. 2011, Gonzdlez-Wevar et al. 2011). Estudios que consideran ambas costas
del sur de Sudamérica, como es el caso de este estudio y otros (Nufiez et al. 2010,
Ceballos et al. 2012, Gonzalez-Wevar et al. 2012), sugieren también un modelo de C-E
como patrén biogeografico post-glacial. Sin embargo, a diferencia de los estudios en
peces (Nufiez et al. 2010, Ceballos et al. 2012), los realizados en molucos con larva
planténica, como en este estudio en el pulpo Enteroctopus megalocyathus, y los de
Nacella magellanica (Gonzélez-Wevar et al. 2012), evidencian estructuracién genética y
filogeografica entre poblaciones del Pacifico y del Atlantico. Asi, estos patrones de
estructuracién sugieren ser consecuencia de los ciclos glaciales del Cuaternario (1.8 Ma
— 10 ka), que habrian generado cambios en el clima, afectando el paisaje terrestre y
marino en Sudamérica. La edad estimada de los yacimientos glacigénicos de la ultima
glaciacién (UG) del Pleistoceno tardio, considera que un comienzo aproximado de 83
ka, con un proceso lento de formacién de un manto de hielo en los Andes Patagénico,

que tomé al menos 30 ka, alcanzando su méximo alrededor de los 25 ka, durante el
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tltimo maximo glacial (UMG, Rabassa et al. 2005). Durante el UMG, el manto de hielo
habria alcanzado aproximadamente 1800 km, cubriendo la parte occidental de los
Andes, desde los 35° S hasta casi los 56° S, que alcanzo hasta el mar (Hulton et al. 2002,
Rabassa 2008). Estos cambios glaciales sobre la Patagonia habrian producide un
aislamiento regional y extinciones locales, cambiando la demografia y biogeografia de
diversas especies, para evolucionar en los actuales pairones en las especies del extremo
sur de Sudamérica. Otras regiones de Sudameérica, tales como la Provincia Biogeografica

Templada del Pacifico Sureste, los efectos de las glaciaciones del Pleistoceno tardio se

manifestaron en reiterados cambios en las zonas climaticas, consecuencia del
posicionamiento hacia més al norte de los vientos del Oeste y de la extensién de la
Corriente Circumpolar Antérctica (CCA, fuente generadora de nufrientes).
Seguidamente esto habria incrementado la adveccién de masas de agua Subantértica
ricas en nutrientes a través del Sistema de Corrientes de Humboldt (Marchant et al.
1999, Hebbeln et al. 2000, 2002, Kim et al 2002, Lamy et al. 1998, 2001, Mohtadi et al.
2004, Vargas et al 2004, Ortlieb et al. 2011), produciendo una reduccién de la
temperatura superficial del mar (T'SM) y del nivel del mar (menos de ~120 metros a
escala global, Hulton et al. 2002). Este estudio muestra que estos cambios climdticos y
oceanograficos habrian afectado al pulpo Ocfopus mimus, causando un patrén C-E post-
glacial. De estos resultados entonces se desprende que no solo las especies del extremo
sur de Sudameérica mostrarian un patrén biogeogréfico de tipo C-E post-glacial. Ademas
podrian mostrarlo especies de latitudes mas baja en Sudamérica, por causa
probablemente del masivo enfriamiento y reduccion en el nivel del mar, originando

reiteradas constracciones y expansiones demogréaficas y geograficas. Ademds, evidencia
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genética de expansidn post-glacial, también ha sido sugerida con anterioridad en
especies distribuidas en esta provincia, en un limitado nimeroc de estudios del
gastropodo Concholepas concholepas (Cérdenas et al. 2009a), del jurel Trachurus
murphyi (Cérdenas et al. 2009b), del langostino Pleuroncode monodon (Haye et al.
2010), y de los calamares Dosidicus gigas (Ibafiez et al. 2011) y Doryteuthis gahi
(Ibafiez et al. 2012), todo sugiriendo un patrén demogréfico y geografico de expansién

post-glacial.
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4.4 ANEXOS

4.4.1 Descripcién de los indices de diversidad genética

Nimero de sitios polimorficos (S): niimero de sitios en las secuencias que presentan
diferentes nucledtidos.

Ntimero de haplotipos (K): ntimero total de haplotipos diferentes enconirados en upa
muestra.

Diversidad haplotipica (Hd): es la probabilidad de que al elegir dos haplotipos al azar,
estos sean diferentes.

Hd=n(1-Zpi2)/n-1

donde n representa el niimero de secuencias y pi es la frecuencia relativa de los ith
haplotipos.

Promedio de diferencias entre pares de secuencias (II): indica el mimero de diferencias
promedio que existe entre todos los pares de secuencias de la muestra.
II=n(Zpipjdij) /n—1

donde n representa el niimero de secuencias, d es una estimacién del nimero de

mutaciones y p es la frecuencia relativa de los haplotipos 1y j




