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RESUMEN

Los invertebrados del océano Austral presentan una tendencia a mostrar estrategias de
desarrollo directo o encapsulado que conllevan una baja capacidad de dispersion y una
alta estructuracion de sus poblaciones. Sin embargo, algunas especies sin estadio
dispersivo han mostrado una baja estructura genética entre areas geogréficas lejanas,
sugiriendo la existencia de flujo genético regular entre ellas. Para dar explicacién a estos
patrones de dispersion a larga distancia, se ha propuesto el rafting o transporte pasivo
en objetos flotantes. Estos procesos serian particularmente comunes en el océano
Austral donde abundan las algas pardas gigantes, sin embargo, no se ha dilucidado adn
la eficiencia de este mecanismo en mantener un flujo genético estable, ni determinado
la escala geogréfica a la cual podria realizarse dicha conectividad. En esta investigacion
se estudiaron poblaciones de Siphonaria lateralis, gasterépodo pulmonado carente de
fase larval de vida libre pertenecientes al archipiélago Kerguelen, el cual esta ubicado
en -49°24' S, 69°18' E y pertenece a la zona subantartica del Océano Antartico. Estudios
previos en esta especie utilizando marcadores tradicionales (secuencias de ADN)
indican que, dentro de su amplia distribucion en el océano Austral, esta especie posee
menor estructuracion genética que lo esperado. Considerando su desarrollo larval
intracapsular se ha propuesto que la homogeneidad genética de S. lateralis seria
promovida por dispersion mediada por rafting, asociado a la Corriente Circumpolar
Antartica. Surge sin embargo la interrogante de si el transporte por rafting corresponde
a eventos excepcionales o si permite mantener una conectividad genética efectiva entre
sitios, aun a pequefia escala geografica (e.g dentro de una isla). Para responder la
pregunta anterior, los analisis de polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) ofrecen una

mayor resoluciébn espacial en comparacion con los marcadores mitocondriales,



permitiendo evaluar la variabilidad genética entre poblaciones y la conectividad genética
efectiva, abarcando sitios a lo largo del genoma completo. En este trabajo se analizaron
SNPs dispersos por el genoma de S. lateralis obtenidos con genotipificacion por
secuenciacion (Genotype by Sequencing), provenientes de tres localidades del
archipiélago de Kerguelen. Aguellos loci putativamente bajo seleccion fueron excluidos
utilizando conjuntamente aproximaciones bayesianas y de ordenamiento, obteniendo asi
una sefial putativamente neutral a la seleccion, la cual fue utilizada para determinar
diversidad genética, evaluar el grado de estructuracion y flujo genético entre las
poblaciones. Se analizaron 1.288 loci para 52 individuos. En cuanto a estructura, se
observan tres grupos claramente diferenciados, correspondientes a las localidades
estudiadas. Estos resultados sugieren que el flujo genético es insuficiente para mantener
la homogeneidad genética entre los sitios de estudio. Los analisis de flujo genético no
detectan eventos de dispersion reciente pero estiman un bajo flujo histérico que no seria
suficiente para mantener el equilibrio deriva-migracion entre las poblaciones.
Consecuentemente, se infiere que los procesos de dispersion mediados por rafting no
logran homogenizar genéticamente las poblaciones de S. lateralis a escala insular. Estos
resultados muestran que la naturaleza esporadica, irregular e impredecible de la
dispersion asociada a rafting se mantiene a la escala de decenas de kildbmetros,
permitiendo mantener la integridad genética de la especie, pero no establecer flujo
genético efectivo, observandose diferenciaciébn y estructuracibn genética entre
poblaciones pertenecientes al archipiélago, como es de esperar en especies que no

poseen estadios larvales dispersivos de vida libre.



ABSTRACT

The invertebrates of the Southern Ocean have a tendency to show direct or encapsulated
development strategies that imply a low dispersal capacity and a high structuring of their
populations. However, some species without a dispersive stage have shown a low
genetic structure between distant geographical areas, suggesting the existence of regular
genetic flow between them. To explain these long-distance dispersal patterns, rafting or
passive transport on floating objects has been proposed. These processes would be
particularly common in the Southern Ocean where giant brown algae abound, however,
the efficiency of this mechanism in maintaining a stable gene flow has not yet been
elucidated, nor has the geographic scale at which such connectivity could be determined.
In this research we studied populations of Siphonaria lateralis, a free-living pulmonate
gastropod lacking a larval phase, belonging to the Kerguelen archipelago, which is
located at -49°24' S, 69°18' E and belongs to the subantarctic zone of the Antarctic
Ocean. Previous studies on this species using traditional markers (DNA sequences)
indicate that, within its wide distribution in the Southern Ocean, this species has less
genetic structure than expected. Considering its intracapsular larval development, it has
been proposed that the genetic homogeneity of S. lateralis would be promoted by
dispersal mediated by rafting, associated with the Antarctic Circumpolar Current.
However, the question arises as to whether transport by rafting corresponds to
exceptional events or whether it allows maintaining effective genetic connectivity
between sites, even on a small geographic scale (e.g. within an island). To answer the
above question, single nucleotide polymorphism (SNPs) analyzes offer higher spatial

resolution compared to mitochondrial markers, in order to assess genetic variability
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between populations and effective genetic connectivity, encompassing sites throughout
the complete genome. In this work, SNPs dispersed throughout the genome of S. lateralis
obtained with genotyping by sequencing (Genotype by Sequencing) from 3 localities of
the Kerguelen archipelago were analyzed. Those loci putatively under selection were
excluded using Bayesian and ordering approaches together, thus obtaining a putatively
selection-neutral signal, which was used to determine genetic diversity, assess the
degree of structuring and gene flow between populations. 1.288 loci for 52 individuals
were analized. In terms of structure, 3 clearly differentiated clusters are observed,
corresponding to the localities studied. These results suggest that gene flow is insufficient
to maintain genetic homogeneity between study sites. Gene flow analyzes do not detect
recent dispersal events but estimate a low historical flow that would not be enough to
maintain the drift-migration balance between populations. Consequently, it is inferred that
the dispersal processes mediated by rafting fails to genetically homogenize the
populations of S. lateralis at the island scale. These results show that the sporadic,
irregular and unpredictable nature of dispersal associated with rafting is maintained at
the scale of tens of kilometers, allowing the genetic integrity of the species to be
maintained, but not effective gene flow to be established, observing differentiation and
genetic structuring between populations belonging to the archipelago, as expected for

species that do not have free-living dispersive larval stages.
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INTRODUCCION

En ambientes marinos, la dispersion juega un rol fundamental en la evolucién de
las especies marinas bentdnicas, facilitando la cohesion genética entre subpoblaciones,
permitiendo la persistencia de estas especies en los ecosistemas. Los eventos
dispersivos evitan extinciones locales y posibilitan la colonizacion de nuevos
ecosistemas en un mundo cambiante (Ronce, 2007; Sherman y col., 2008; Ayre y col.,
2009; Cowen & Sponaugle, 2009; Haye, Varela & Thiel, 2012; Barbosa y col., 2013;
Puritz y col., 2017). Concordantemente, se ha postulado que las especies con desarrollo
larval pelagico tendrian un mayor potencial de conectividad entre poblaciones y menor
estructura genética a grandes escalas espaciales en comparacion con especies de
desarrollo directo o aquellas que carecen de estadios larvales de vida libre (Waples,
1987; Hellberg, 1996; Todd, 1998; Marko, 2004, Haye y col., 2014). Sin embargo, meta-
andlisis y estudios comparativos han desafiado estos postulados en los Ultimos afios,
tanto a nivel global como en el Océano Austral (Nikula y col., 2010; Cumming y col.,
2014; Gonzales-Wevar y col, 2018, 2019, 2021). En particular, algunas especies sin
estadio dispersivo han mostrado una baja estructura genética entre areas geograficas
lejanas, sugiriendo la existencia de flujo genético regular entre ellas. Para dar explicacion
a estos patrones de dispersién a larga distancia, se ha propuesto el rafting, el cual
consiste en el transporte pasivo asociado a objetos flotantes de estadios juveniles o
adultos en especies bentdnicas (Waters, 2008; Cumming y col., 2014; Moon y col., 2017;
Gonzalez-Wevar y col., 2018). Diversos estudios de las ultimas décadas sugieren que el
rafting en sustrato flotante de origen natural es un mecanismo clave para la dispersion a
larga distancia de una gran variedad de invertebrados marinos bentonicos carentes de

fase larval de vida libre, a través de lo cual lograrian mantener una amplia distribucién



geogréafica (Johannesson, 1988; O Foighil y col., 1999; Thiel y Gutow, 2005; Ali y Huber,
2010; Gillespie y col., 2012). Estos procesos de transporte pasivo de organismos sésiles
0 poco maviles serian particularmente comunes en el Océano Austral donde abundan
las macroalgas flotantes (Waters, 2008). Estudios recientes han demostrado que estas
algas podian recorrer distancias mayores a 20.000 kilbmetros, conectando islas sub-
Antarcticas con el continente Antarctico, lo que sugiere al rafting como un mecanismo
particularmente comun en esta region, el cual permitiria la dispersion de invertebrados
marinos, determinando los patrones de diversidad y estructura genética de estas
especies (Cumming y col., 2014; Moon y col., 2017; Gonzales-Wevar y col., 2018, 2019,

2021; Halanych & Mahon, 2018).

Si bien existe bastante evidencia de que el rafting permite la dispersién sobre
grandes distancias geogréaficas, este ha sido fuente de controversia debido a su
incerteza, naturaleza esporadica y a la incapacidad de predecirlo, lo que ha impedido el
desarrollo de estudios concluyentes (Cowie & Holland, 2006). No se ha dilucidado adn
su eficiencia en mantener un flujo genético estable, permitiendo la conectividad entre
zonas geograficamente lejanas entre ellas o, si corresponde mas bien a eventos
excepcionales, los cuales posibilitarian la colonizacién de nuevos ecosistemas, pero no
una conectividad genética efectiva (Gillespie y col., 2012). De la misma manera, surge
la interrogante de si este mecanismo de dispersion es lo suficientemente frecuente como
para mantener un flujo génico efectivo entre poblaciones a una escala menor, como lo

seria al interior de un archipiélago.

Para responder estas preguntas, se estudiaron poblaciones de Siphonaria
lateralis (Gould, 1846), un gasterépodo pulmonado de la familia Siphonariidae, que junto

a S. fuegiensis (Glller y col., 2016) son de las especies con la distribucibn més austral y



amplia de su género (Chambers y col., 1995). Tanto S. lateralis como S. fuegiensis se
distribuyen a lo largo de la costa austral de Sudamérica desde isla Guarelo (50°S) en el
Pacifico hasta Puerto Deseado, en la costa Atlantica de Argentina. Ambas especies
extienden su distribucion a islas subantarticas con poblaciones en islas
Malvinas/Falkland, Georgias del Sur, Marion, Crozet, Kerguelen e islas Macquarie. Estos
gasterépodos son habitantes comunes y dominantes de ecosistemas rocosos someros
(Dayraty col., 2014), en los que se reproduce depositando masas de huevos bentdnicas
de las que eclosionan juveniles (Rios y col., 1987). Este modo de desarrollo ha sido
asociado a un bajo potencial de dispersion y consecuentemente a una probable alta
estructuracion genética poblacional debido a la ausencia de fase larval de vida libre

(Weersing & Toonen, 2009; Haye y col., 2012).

Estudios genéticos con marcadores tradicionales (secuencias de ADN
mitocondrial y nuclear) indican que, dentro de su amplia distribucién en el Océano
Austral, S. lateralis muestra una baja estructuracién genética en comparacion con otras
especies de similar ecologia y distribucién, posiblemente debido a dispersion por rafting
al adherirse a algas laminariales (por ejemplo, Durvillaea antartica, Macrocystis pyrifera)
que se desprenden de la zona intermareal (Simpson, 1976; Cumming y col., 2014;
Gonzalez-Wevary col., 2018, observaciones in situ de E. Pouliny T. Saucede). El estudio
de Gonzalez-Wevar y col. (2018) incluy6é poblaciones de S. lateralis y S. fuegiensis
provenientes de Sudamérica y varias islas sub-Antérticas, entre ellas, el archipiélago
Kerguelen. Si bien la comparacion de la diversidad genética con secuencias de ADN
mitocondriales y nucleares no detecté diferenciacién genética significativa entre
poblaciones sub-Antarticas geograficamente lejanas (> 7.000 km), el bajo nivel de

diversidad de estos marcadores no permite resolver si el transporte por rafting



corresponde a eventos excepcionales suficientes para permitir la integridad genética de
la especie, 0, en su defecto, mediado por una conectividad efectiva entre estas

poblaciones, limitar los procesos de diferenciacién genética.

En este estudio se evalud si el transporte por rafting permite una dispersion
efectiva entre poblaciones de S. lateralis a la escala de decenas de kilometros, utilizando
como sitio de estudio el archipiélago Kerguelen. Este archipiélago, ubicado en las
coordenadas 49°15'00"S 69°10'00"E, consta de una superficie de 7.215 kilébmetros
cuadrados, con un clima de tipo tundra, frio y extremadamente ventoso, siendo
interceptado por la Corriente Circumpolar Antartica (CCA) en su exposiciébn Oeste
(Tynan, 1997). En €l se han descrito porciones sustanciales de costa con bosques de D.
antarctica y M. pyrifera (Delille y col.,, 2009), las cuales han sido reportadas
dispersandose por el Océano Austral entre islas, facilitando asi la dispersion de los

organismos intermareales asociados (Stevens y col., 2002; Fraser y col., 2018).

En esta investigacion se analizaron los Polimorfismos de Sitio Unico (Single
Nucleotide Polymorphism o SNPs) dispersos por el genoma de S. lateralis obtenidos de
ejemplares provenientes de tres localidades en el archipiélago Kerguelen. Estos
marcadores moleculares proveen una vision detallada de la variabilidad genética
interpoblacional y los niveles de conectividad genética abarcando el genoma de la
especie (Bensch y Akesson, 2005), respondiendo a escalas de tiempo mas recientes
que los marcadores mitocondriales usados en investigaciones anteriores (Gonzalez-

Wevar y col., 2018).



Hipotesis
Considerando los antecedentes descritos y la presunta capacidad dispersiva por medio

de rafting de esta especie, se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

H: Siphonaria lateralis mantiene una alta conectividad entre sus poblaciones

dentro del archipiélago Kerguelen.

A raiz de esta hipotesis, se espera encontrar evidencia de migracion e intercambio
génico entre las localidades estudiadas, asi como una baja o nula estructuracion

genética entre poblaciones.

Objetivo general: Evaluar la conectividad entre tres poblaciones de S. lateralis dentro

del archipiélago Kerguelen.
Objetivos especificos:

1) Estimar la diversidad genética de S. lateralis en tres localidades del archipiélago
Kerguelen

2) Evaluar la existencia de estructuracion genética de S. lateralis en Kerguelen

3) Determinar si existe flujo genético entre localidades y su direccionalidad dentro
del archipiélago.



MATERIALES Y METODOS

Obtencidon de muestras y extraccién de ADN

Muestras de S. lateralis fueron recolectadas en noviembre del afio 2013 en el
archipiélago Kerguelen, obteniéndose 20 individuos provenientes del intermareal
durante marea baja en tres localidades (Tabla 1). Los individuos fueron determinados a
priori como S. lateralis en base a sus caracteristicas morfolégicas (Dayrat y col., 2014;
Guller y col., 2016), y posteriormente fijados en alcohol 95%. La extraccion de ADN
genomico fue realizada con el kit comercial Qiagen DNeasy Blood & Tissue™ (Qiagen,

EE. UU.) utilizando las instrucciones otorgadas por el fabricante.

Tabla 1. Localidades de muestreo, acronimos y coordenadas correspondientes.

Localidad Acrénimo N°deindividuos Coordenadas
Fjord des Portes Noires FPN 20 -49.49, 69.19
Port-Aux-Francais PAF 20 -49.35, 70.22
Port Couvreux PC 20 -49.29, 69.70

Secuenciacion de Genotipos y bisqueda de Polimorfismos de Sitio Unico (SNPs).

Se secuenciaron un total 2 placas, con 190 individuos de 11 localidades mediante
Genotyping-by-Sequencing (GBS), dentro de las cuales se encuentran los 60 individuos
de las 3 localidades muestreadas para este estudio (Tabla 1). La secuenciacion del
material genético extraido fue llevada a cabo utilizando secuenciacion de representacion
reducida, la cual se basa en el uso de enzimas de restriccion que reducen la complejidad
del genoma con la ventaja adicional de que los analisis de SNPs puedan ser llevados a

cabo sin un genoma de referencia. Las muestras fueron enviadas a secuenciar en



el Centro de Recursos Bioinforméticos (BRC; Bioinformatic Resources Center) del
Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin, EE. UU. Este método,
ampliamente utilizado en especies no modelo, ha demostrado ser una herramienta de
fiable para distinguir entre poblaciones locales al nivel de genoma en invertebrados
marinos benténicos (Cahill y Levinton, 2016). Esta técnica posibilita la secuenciacion de
un gran numero de pequerfios fragmentos del genoma provenientes de varios individuos
(Manel y col., 2016), lo que permite genotipificar un gran nimero de SNPs localizados
aleatoriamente a lo largo del genoma. Los genomas extraidos y purificados fueron
procesados para crear las librerias que serian luego secuenciadas. Para ello, los
genomas fueron primero digeridos, luego de una optimizacién in vitro, con la
combinacién de enzimas de restriccién Nsil y Mspl, cuya digestion genera fragmentos
de ADN con extremos cohesivos aptos para ser leidos por Hiseq 2000 (lllumina, EEUU),
generando fragmentos de 100 pares de bases, un tamafio Optimo para esta plataforma
de secuenciacion. Luego de la digestion enzimética se ligaron los adaptadores al
extremo 5' de los fragmentos, los cuales son requeridos para la secuenciacion vy,
ademas, contienen una secuencia Unica de ADN o barcode que permite la posterior
identificacion y asignacién de los fragmentos a sus individuos de origen. Todos los datos
obtenidos fueron descargados en el Laboratorio de Ecologia Molecular de la Universidad
de Chile y luego preparados para su andlisis en el pipeline UNEAK (Universal Network-
Enabled Analysis Kit) el cual a su vez es parte de TASSEL v.3, pipeline disefiado
especialmente para trabajar con especies sin genoma de referencia (Bradbury y col.,
2007; Luy col., 2013). Este pipeline ha demostrado ser una herramienta util, confiable y
reproducible para realizar el demultiplexing y procesamiento de los datos obtenidos por
GBS en especies no modelo (Lu y col., 2013). Luego fueron eliminados los individuos

con pocos sitios informativos utilizando un filtro de frecuencia del alelo menor (MAF) de



0,05, conservando aquellos loci en donde el alelo de mayor frecuencia se encuentra
presente en al menos el 5% del total de individuos, evitando la ocurrencia de singletons
y excluyéndolos de los loci cuya variabilidad estuviese bien representada en los 60
individuos analizados. Esta probabilidad fue determinada empiricamente basado en la
probabilidad de que al menos 6 de los 120 alelos obtenidos correspondieran al alelo de
menor frecuencia en cada locus. Posteriormente, se aplicé un filtro de minimum call rate
(mnC) de 80%, eliminando los individuos cuyos sitios no informativos no fuesen
superiores al 20% del total de lecturas, manteniendo asi un set mas reducido, pero a la
vez mas robusto de SNPs. Luego fueron removidas del set de datos ambos extremos de
las lecturas, correspondientes a las secuencias barcodes y zonas con alta probabilidad

de error de lectura, dejando fragmentos de 64 pares de bases.

Posteriormente, las lecturas idénticas fueron alineadas utilizando una tolerancia
al error de 0,03, minimizando asi las probabilidades de descartar una lectura correcta
como un error de secuenciacion y también con el fin de remover potenciales marcadores

paralogos antes de iniciar el SNP calling.

Se realizaron analisis exploratorios utilizando dendrogramas de ldentity-By-State
(IBS) implementado en SNPRelate v1.6.4 (Zheng y col., 2012) en R, método que permite
calcular la proporcion de IBS entre pares de individuos. A partir de esta informacion, se
realiz6 un analisis de agrupamiento en dendrograma para determinar preliminarmente y
de forma exploratoria el nUmero de grupos genéticos presente en los datos mediante el
uso de una matriz pareada de IBS entre cada par de individuos. Sin embargo, el objetivo
de este andisis, considerando la presencia en Kerguelen de S. fueguensis, especie
simpdtrica, sintdpica y morfologicamente similar pero divergente en términos genéticos

a S. lateralis, es detectar y eliminar del set de datos aquellos individuos putativamente



correspondientes a esta especie para tener un set de datos compuesto exclusivamente

por individuos de S. lateralis.

Obtencion de set de datos neutrales.

Una vez obtenida una matriz de datos integramente compuesta por individuos de S.
lateralis, se llevd a cabo un filtro basado en la estimacién de equilibrio Hardy-Weinberg
para cada poblacién y locus en el software Arlequin v3.5 (Excoffier y col., 2010).
Utilizando una correccion por False Discovery Rate (FDR) para evitar la ocurrencia de
falsos positivos, se excluyeron aquellos loci que estuviesen fuera del equilibrio en al

menos 2 de las 3 localidades analizadas.

Para determinar aquellos loci putativamente sujetos a seleccion diversificadora, se
utilizaron dos aproximaciones distintas con el fin de evitar la ocurrencia de falsos
positivos al detectar marcadores putativamente sujetos a seleccién, evitando asi perder

sitios informativos del set de datos neutral.

Primero se identificaron aquellos loci con sefial de estar putativamente sujetos a
seleccién diversificadora (outliers) mediante el enfoque bayesiano implementado en
BAYESCAN 2.1 (Foll y Gaggiotti, 2008). En esta plataforma se modelaron los valores
esperados de Fs bajo una distribucién neutral, descomponiendo los coeficientes Fs;
(locus-poblacién) en un componente poblacién especifico (beta), el cual es compartido
por todos los loci y un componente locus especifico (alpha) compartido por todas las
poblaciones. Aquellos valores con gq < 0,05 fueron considerados como putativamente
neutrales y aquellos con g > 0,05 como loci outlier en tres categorias de acuerdo a su
bayes factor: evidencia sustancial (1 < bf < 3, evidencia fuerte (3 < bf <10) y muy fuerte

(bf > 10). Adicionalmente, se utiliz6 una aproximacion frecuentista para detectar loci
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putativamente sujetos a seleccién por medio de los paquetes de RPCAdapt (Privé y col.,
2020), en donde se identificaron mediante un Q-Q plot los p-valores obtenidos con un

valor menor al 1% (alfa = 0,01).

Aquellos loci detectados consistentemente como outliers a través de ambas

aproximaciones, fueron excluidos del set de datos final.

Descripcion de la diversidad genética.

Para evaluar diversidad genética se calcul6d la heterocigosidad esperada (He),
heterocigosidad observada (Ho), y el coeficiente Gis (un anélogo de Fis el cual describe
desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg) utilizando el software Genodive v3.0
(Meirmans, 2020) para cada una de las 3 localidades. Adicionalmente, el nimero de
alelos privados para cada poblacién fue determinado a través del software HP-Rare v1.0,
multiplicando la riqueza de alelos privados obtenida por el nimero de loci putativamente
neutrales (Kalinowski, 2005), informacion util para determinar la direccionalidad de la
conectividad y fijacion de alelos. La proporcion de loci polimérficos y de riqueza alélica
fueron calculados utilizando el software Genetix (Belkhir y col., 2002). Los tamafios
efectivos (N¢) para cada poblacion fueron estimados usando un modelo de desequilibrio
de ligamiento aleatorio, método implementado en el software NcEstimator v2.1 (Do y col.,
2014). Este método se basa en la teoria de que el desequilibrio de ligamiento en loci
independientes considerando apareamiento aleatorio en poblaciones aisladas es una
funcion directa de la magnitud de la deriva génica y puede ser usado consecuentemente

para estimar Ne (Hill, 1981).
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Estructuracion genética

Para detectar la estructura genética en las localidades para S. lateralis se realizaron
inicialmente andlisis para calcular los valores de Fs por pares para todas las poblaciones
los cuales fueron ejecutados en el software Genodive v3.0 (Meirmans, 2020). Luego se
recurrié a aproximaciones basadas en individuos a través de visualizar la agrupacion de
los individuos mediante analisis IBS. Un andlisis de clusters sobre la matriz generada
con los coeficientes por pares obtenidos por IBS entre todos los posibles pares de
individuos fue llevado a cabo utilizando 10.000 permutaciones con el objetivo de
determinar cuantos grupos existen en el set de datos. Esto fue llevado a cabo en el
paquete SNPRelate v1.6.4 (Zheng y col.,, 2012) en R (R Core Team, 2019).
Adicionalmente, se utilizé una aproximacion de agrupamiento mediante un andlisis
discriminante de componentes principales (DAPC) en el paquete Adegenet (Jombart y
col., 2010) en RStudio v1.4.1106 (RStudio Team, 2016). En DAPC, se ejecutd primero
un analisis de componentes principales (APC) de los genotipos multilocus de los
individuos y luego, utilizando los scores de este APC se llevd a cabo un analisis
discriminante utilizando la localidad de origen de cada individuo como prior. Estos
analisis se basan en la deteccidon del nimero de grupos que minimizan la variacion entre
grupos (Jombart y col.,, 2010) utilizando los valores k promedio y un criterio de
informacién bayesiano (BIC) para identificar el numero 6ptimo de grupos en el set de
datos, sin asumir una estructura subyacente en los subgrupos de las poblaciones
estudiadas y sin asumir panmixia, utilizando la funcién Find.clusters, incluida en la
libreria adegenet. EI nUmero de grupos en el set de datos fue determinado usando 1 x
10° iteraciones. El numero Optimo de componentes principales fue determinado

utilizando 1.000 simulaciones.
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Para determinar el nUmero de grupos genéticos se utilizd adicionalmente una
aproximacion bayesiana mediante el software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard y col., 2000)
implementado en su version de Python paralelizada, STRAUTO (Chhatre y Emerson,
2017). Los grupos (k) utilizados variaron desde uno a tres, correspondiente al nUmero
de localidades muestreadas. Se replicaron 10 corridas, cada una con una cadena de
500.000 MCMC con un burn-in de 10%. Se utiliz6 un modelo de mezcla o admixture y la
opcion de frecuencias alélicas correlacionadas entre poblaciones, al ser esta
configuracion la mas adecuada en casos de una sutil estructuracién poblacional (Falush
y col., 2003). El valor de k mas probable fue inferido basado en el método de delta K

propuesto por Evanno y col. (2005).

Flujo génico.

Para estimar las tasas de migracion contemporanea, se recurrié al software
BayesAss 3.0 (Wilson y Rannala 2003; Rannala, 2007), el cual utiliza una aproximacion
bayesiana basada en el desequilibrio temporal de los genotipos, es decir, un proceso
producido por inmigraciéon y atenuado por el apareamiento aleatorio. Este programa
permite la identificacion de migrantes recientes y de su descendencia. BayesAss no
asume equilibrio de deriva-migracién, lo cual se asume como poco probable en
poblaciones naturales. Para los andlisis los parametros utilizados fueron 1 x 10’ cadenas
MCMC con un burn-in de 2,5 x10° y una frecuencia de muestreo de 1 x 10 para asegurar
una independencia relativa de la cadena por parte de los datos. Las tasas de migracion
obtenidas fueron multiplicadas por los tamafos efectivos de las poblaciones, para
estimar de esta forma el nimero de migrantes efectivos por generacion entre los sitios

considerados. Por otra parte, el flujo genético historico entre estas tres poblaciones fue
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calculado utilizando una estimacion multilocus del numero de migrantes efectivo usando
el método descrito por Barton y Slatkin (1986) a través del programa Genepop v4.7.5
(Rousset, 2008). Este método se basa en la distribucion de los alelos privados
asumiendo que las poblaciones estdn cerca del equilibrio deriva-migracion.
Adicionalmente, se utilizé la funcién divMigrate contenida en el paquete de R diveRsity
(Keenan y col., 2013) para calcular la migracion relativa direccional utilizando el
estadistico Jost’s D (Jost, 2008). Este método se basa en definir un conjunto hipotético
de migrantes para un par de poblaciones dado, estimando luego diferenciacién genética
entre cada una de las dos poblaciones y el conjunto hipotético. La diferenciacion genética
y su direccionalidad puede ser utilizada para estimar migracion relativa entre el par de
poblaciones, debido a que el uso de un conjunto hipotético de migrantes permite obtener
informacién sobre la direccién del flujo génico usando medidas simétricas regulares de
diferenciacion genética. Esta metodologia es explicada en detalle por

Sundqvist y col. (2016).



RESULTADOS

En las dos placas secuenciadas, se obtuvo un total de 260.135.231 y
263.506.046 lecturas, con 249.396.409 y 253.244.524 lecturas de buena calidad
respectivamente. El pipeline UNEAK detect6 69.412 sitios como SNPs pertenecientes a
60 individuos, a los cuales se les aplico filtros en TASSEL v3 para obtener un set de
datos exclusivamente con individuos pertenecientes a localidades de interés. Del set de
datos fueron eliminados cinco individuos por tener menos del 80% de sus sitios
informativos. Posteriormente por medio de los andlisis IBS fueron eliminados tres
individuos altamente diferenciados y potencialmente pertenecientes a S. fuegiensis.
Adicionalmente se identificaron tres grupos claramente diferenciados correspondientes
a las tres localidades muestreadas (Figura 1). Utilizando Bayescan con una correccién
por FDR de los g-values de 0,05, 25 de los 1.313 loci demostraron valores de Fs: mayores
a lo esperado bajo una distribucién neutral (g-values menores a 0,05; Figura 2a). El eje
horizontal de la Figura 2a corresponde al logaritmo de la probabilidad posterior (valores
de q) y el eje vertical representa el limite de la probabilidad posterior utilizando un FDR
de 0,05. De forma complementaria, PCAdapt detecté 222 loci con sefial de estar
putativamente bajo seleccién (Figura 2b). Los 25 loci sefialados significativamente por
ambas metodologias (Figura 2c) como no neutrales fueron retirados del set de datos,
obteniéndose un set putativamente neutral de 1.288 loci para 52 individuos de

S. lateralis.
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Figura 1. Analisis de escalamiento multidimensional (MDS) de una matriz
Identity-by-State (IBS) para 55 individuos de S. lateralis provenientes del
archipiélago Kerguelen, Océano Austral. Se observa la division de tres grupos
pertenecientes a las localidades estudiadas. Un grupo de tres individuos se
observa en la parte inferior izquierda (circulo en lila), probablemente

correspondientes a Siphonaria fuegiensis, especie simpatrica.
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Figura 2. Deteccion de loci outlier. a) Resultados de andlisis en BayeScan.
para la identificacion de SNPs outlier dentro de los 2.902 loci analizados. Se
detectaron 25 SNPs putativamente sujetos a seleccion balanceadora. b) p-values
obtenidos en el software PCAdapt mediante un Q-Q plot. Se consideran outliers
mediante esta metodologia los p-values menores al 1% (alfa = 0,01, linea
horizontal) c¢) Diagrama de Venn del namero de loci candidatos a seleccion
diversificadora detectados mediante BayeScan y PCAdapt, indicando los
exclusivos de cada método y los comunes entre ambas metodologias. Estos
Ultimos fueron eliminados del set de datos con el fin de estudiar la sefal

putativamente neutral.
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La heterocigosidad observada y esperada para cada poblacién estuvieron en los
rangos de 0,269 a 0,449 y 0,284 a 0,351 respectivamente. La riqueza alélica (A;) dentro
de las poblaciones vario desde 1,75 a 1,91 (Tabla 2). La localidad PAF mostré los valores
méas altos de heterocigosidad observada, heterocigosidad esperada y riqueza alélica en
comparacion con las otras dos localidades. En cuanto al coeficiente de endogamia Gis,
se observo un valor de 0,055 para FPN y PC, y un valor de -0,278 para PAF, sugiriendo
un alejamiento del equilibrio de Hardy-Weinberg para esta ultima localidad debido a un
exceso de heterocigosis. En cuanto a alelos privados, FPN obtuvo el valor mas bajo
correspondiente a 17 alelos, seguido por PC con 70y, en el valor maximo, PAF con 163
alelos. Para los valores de tamafo efectivo para cada poblacion, la poblacién de PAF

evidencié un valor de 90 individuos, menor a las otras dos poblaciones (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticos genéticos.

Poblacién | N.ind. Ho He Gis Ne Alelos | P(0.95) | P(0.99) | nUmero promedio
privados de alelos/locus

FPN 15 0.269+ | 0.271+ | 0.055 | 178.8 12,88 0.6995 | 0.7516 1.7516
0.234 0.198

PAF 20 0.449+ | 0.345+ | -0.278 | 90 154,56 | 0.8703 | 0.9107 1.9107
0.283 0.169

PC 17 0.280+ | 0.285+ | 0.055 | 231.1 64,4 0.7950 | 0.7950 1.7950
0.228 0.192

Nombre de las poblaciones estudiadas con sus acrénimos y numero de individuos
respectivos, Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada (He), Coeficientes
de inbreeding (Gis), Tamafio Efectivo (Ne), nimero de alelos privados, proporcion de sitios
polimérficos y riqueza alélica para los organismos de S. lateralis provenientes de 3

localidades del Archipiélago subantartico Kerguelen.
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Los analisis por pares de Fs resultaron todos significativos (p < 0.05), con valores
entre 0,124 y 0,154 (Tabla 3). La presencia de tres grupos genéticos correspondientes
a las localidades muestreadas observada en los andlisis IBS (Figura 1) fue confirmada
nuevamente utilizando los andlisis de discriminacién de componentes principales, los
cuales consideran los sitios de muestreo como prior (Figura 3a). Los analisis de
STRUCTURE determinaron un K 6ptimo igual a 3 (Figura 3b). Se identifican nuevamente
tres grupos, correspondientes cada uno de ellos a las distintas localidades muestreadas,
con una muy leve sefal de intercambio genético entre ellas, sin evidencia de migrantes

de primera o segunda generacion.

Tabla 3. Valores de Fst de la sefial neutral de SNPs para todos los pares de

localidades muestreadas.

Statistic PAF PC
FPN 0.125 0.124
PAF -- 0.154

Medida de la diferenciacién genética de la comparacion por pares calculada usando
1.288 SNPs neutrales en S. lateralis. Todos los resultados significativos (p < 0,001).
FPN: Fjord des Portes Noires, PAF: Port-Aux-Francais, PC: Port Couvreux.
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Figura 3. Andlisis de Estructura genética. a) Grafico de dispersion
correspondiente al Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC)
mostrando los dos primeros componentes principales para k=3. Los colores
corresponden al sitio donde fue muestreado cada individuo: En negro FPN, rojo
PAF, verde PC. b) Resultados obtenidos en STRUCTRUE para todas las

muestras (k=3), ¢) Mapa de Kerguelen con las localidades muestreadas.

Las tasas de migracion contemporanea entre las poblaciones descritas fueron
muy bajas, entregando evidencia de una ausencia de migracién reciente entre las
localidades analizadas, no detectando sefiales de flujo genético significativas entre
poblaciones (Tabla 4 y 5). En cuanto al flujo histérico calculado entre las 3 poblaciones
dio sefales de existencia de flujo génico histdrico bajo entre las 3 localidades, siempre

inferior a 0,1 migrante por generacién (Figura 4, Tabla 6).
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Figura 4. Red de migracién direccional relativa. Se muestran los valores

sobre 0,5. En negro FPN, rojo PAF y verde PC. Calculada usando divMigrate.

Tabla 4. Tasas de Migracion.

Migracion desde
FPN PAF PC
Migracion | FPN | 0.9628(0.0242) | 0.0186(0.0176) | 0.0186(0.0177)
hacia PAF | 0.0144(0.0137) | 0.9710(0.0191) | 0.0146(0.0139)
PC 0.0168(0.0159) | 0.0166(0.0157) | 0.9667(0.0217)
Estimados (con intervalos de confianza de 95% para cada estimado) de la proporcién de

migrantes desde cada localidad del archipiélago Kerguelen, obtenido con BAYESASS

(1288 loci; N = 52 individuos).
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Tabla 5. Numero de migrantes efectivos

Migracion desde
FPN PAF PC
Migracion FPN - 3.326 3.326
hacia PAF 1.296 - 1.314
PC 3.882 3.836 -

* Calculado multiplicando la tasa de migracion por el tamafio efectivo de la
poblacién destino.

Tabla 6. Cantidad de intercambio de individuos por generacién.

Entre Migrantes por generacion
PAFy PC 0.060
FPN y PAF 0.076
FPNy PC 0.077

e Calculado utilizando el software GenePop



DISCUSION

Siphonaria lateralis es una especie bentdnica intermareal, con baja vagilidad, de
desarrollo protegido y asociada cominmente a macroalgas como Durvillaea antérctica 'y
Macrocystis pyrifera, lo que le confiere potencialmente la capacidad de dispersarse
largas distancias por medio de rafting. Con la informacion obtenida a través de la
secuenciacion masiva y su adecuado procesamiento bioinformético es posible evaluar
qué tan efectivo es este mecanismo para conectar genéticamente poblaciones a
distancias geogréaficas de decenas a cientos de kilbmetros como las estudiadas en el
archipiélago Kerguelen. El presente estudio es pionero en esta area al utilizar NGS para
evaluar, por medio de SNPs, la existencia de conectividad y estructuracion genética
considerando escalas geogréficas de decenas a cientos de kilbmetros para una especie
que es capaz de dispersar largas distancias a través de rafting (Griffiths & Waller, 2016;

Gonzalez-Wevar y col., 2018).

Los andlisis de estructuracion genética para Siphonaria lateralis en las islas
Kerguelen muestran tres grupos genéticamente diferenciados. Adicionalmente, los
analisis de flujo contemporaneo no son capaces de detectar eventos recientes de
dispersion entre las localidades estudiadas. Nuestro datos concuerdan con lo reportado
para Abatus cordatus, una especie de erizo marino con desarrollo directo en las islas
Kerguelen, en donde también se evidencid la existencia de estructuracion genética entre
poblaciones, incluso cuando estan separadas por decenas de metros (Ledoux y col.,
2012), que es lo esperando para especies con bajo potencial de dispersion como S.
lateralis, como lo es la ausencia de fase larval de vida libre. Contrastantemente, el efecto
contrario es descrito en la literatura para especies con alta movilidad y fases larvales

dispersivas, en donde se encuentra estructuracion genética leve o ausente entre
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poblaciones separadas por grandes distancias (Grosberg y Cunningham, 2001; Riginos
y col., 2014). En este contexto, la dispersion mediada por rafting desafia este paradigma
al ser descrito como un importante agente de dispersion de organismos bentonicos (Thiel
y Gutow, 2005; Thiel y Haye, 2006), confiriéndoles hipotéticamente la capacidad de
mantener cohesién genética por medio del intercambio de individuos. Considerando los
resultados obtenidos respecto a estructura genética, la presencia de tres grupos
claramente diferenciados permite inferir procesos de diferenciacion alopétrica asociados
a bajos niveles de flujo génico entre localidades estudiadas, reafirmado por los
resultados obtenidos en los andlisis de migracion reciente, sugiriendo un intercambio
genético insuficiente como para mantener homogeneidad genética entre poblaciones de
S. lateralis en el archipiélago de Kerguelen (Crow y Aoiki, 1984). Concordantemente, la
cuantificacién del flujo histérico permite estimar intercambio de menos de un individuo
por generacion entre los sitios de estudio, lo que se asume como insuficiente para
mantener equilibrio deriva-migracién (Whitlock y Barton, 1997; Hossjer et al, 2016). Estos
resultados sugieren procesos de diferenciacién asociados a un bajo flujo genético,
proponiendo al rafting como un mecanismo de dispersion asociado mas a eventos
excepcionales que a un intercambio regular de individuos de S. lateralis, considerando
poblaciones geograficamente distanciadas por decenas a centenas de kilometros.
Estudios que comparan sitios separados por grandes distancias proponen que el factor
geografico seria el principal responsable del caracter impredecible e irregular de la
dispersion por rafting (Helmut et al, 1994; Haye et al, 2012). Sin embargo, nuestro
estudio muestra que estas caracteristicas se replican para la dispersion por rafting a la
escala regional, como se observa en S. lateralis en el archipiélago Kerguelen, lo que

sugiere que la distancia geografica no seria determinante de esta irregularidad.
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En esta especie, el mecanismo de rafting cumpliria el rol de cohesionar
genéticamente las poblaciones de las islas Kerguelen a grandes escalas temporales por
medio del intercambio ocasional de individuos entre poblaciones. Lo anteriormente
mencionado puede ser contrastado con los andlisis de estructuracion genética al analizar
las muestras pertenecientes a otras islas sub-Antarticas, escenario bajo el cual el
archipiélago Kerguelen conforma una sola unidad genética, integrando las tres
localidades estudiadas (Millan-Medina, 2022). Esta informacion permite inferir que las
diferencias genéticas dentro de Kerguelen son suficientes para detectar estructuracion
entre las poblaciones cuando son comparadas solo entre ellas, perdiendo significancia
cuando son comparadas las poblaciones de S. lateralis provenientes del resto del
Océano Austral, debido a la evidencia de cohesién genética entre las poblaciones de
Kerguelen al compararlas con el resto de islas sub-Antarticas, lo cual es visible con la

resolucion espacial que entregan los marcadores SNPs.

Nuestro estudio caracteriza la naturaleza irregular e impredecible de la dispersién
asociada a rafting y su rol de cohesionar genéticamente poblaciones a través de eventos
excepcionales, los cuales debido a su aparente baja frecuencia permitirian la
diferenciacion de especies bentdnicas que dispersan asociadas a sustrato flotante y
determinaria una incapacidad de mantener flujos genéticos estables a cortas distancias
(escala regional). En cuanto a los resultados obtenidos respectivos a diversidad
genética, se observa que la localidad Port-Aux-Franccgais concentra la mayor diversidad
genética, evidenciada por su heterocigosidad, tanto observada como esperada. Esta
mayor diversidad genética también es reflejada por un mayor tamafio efectivo y un mayor
namero de alelos privados, sugiriendo un flujo asimétrico en una aparente conectividad

historica. Un mayor nimero de alelos privados, exclusivos para esta localidad sugiere
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de una menor migracién de individuos desde esta localidad al resto de las localidades
estudiadas, lo cual toma sentido considerando la direccién de la Corriente Circumpolar
Antértica, la cual colisiona con el archipiélago Kerguelen desde su extremo Oeste en
direccion Este dentro de su extension que rodea al continente antértico, recorriendo el
Océano Austral en sentido horario (Nowlin & Klinck, 1986; Barker & Thomas, 2004). Al
evaluar el flujo asimétrico derivado de las diferencias genéticas evaluando entre pares
de poblaciones (Sundgvist y col., 2016), se logra apreciar sefiales de migracion entre los
sitios, no obstante, esta estimaciébn de direccionalidad en migraciéon relativa
probablemente se encuentra influenciada por eventos histéricos de efecto fundador
posteriores al Gltimo maximo glacial, proceso que influencié la composicion genética de
las poblaciones estudiadas (Sundqvist y col., 2016, Moon y col., 2017, Gonzalez-Wevar
y col., 2018). Nuestro estudio no es necesariamente representativo de los organismos
benténicos del Océano Austral que dispersan por este medio, por lo que surgen
interrogantes de si las caracteristicas inherentes a la historia de vida de S. lateralis 0 su
asociacion a macroalgas es determinante al momento de considerar la efectividad de
este medio de dispersion. De este modo se requieren mas estudios para esclarecer las
capacidades y predisposicion de S. lateralis a dispersarse por medio de rafting, pero mas
importante aun, la necesidad de estudiar otros modelos a través de herramientas como
NGS y realizar estudios comparativos de genémica de poblaciones para evaluar a alta
resolucion sus dindmicas de conectividad y flujos génicos. Lo descrito anteriormente es
necesario antes de poder generalizar sobre la efectividad de la dispersion mediada por
rafting a pequefias escalas geogréficas, contexto en el que el océano Austral destaca
como modelo para futuros estudios al concentrar gran cantidad de especies de bajo
potencial dispersivo autbnomo, asociadas a macroalgas, las cuales dispersan en

grandes numeros conectando las islas subantarticas.



CONCLUSION

Una estructura fuerte y significativa sumado a una evidente baja conectividad
sugiere que la dispersion mediada por rafting no seria suficiente para homogenizar
genéticamente las poblaciones de S. lateralis a escala de las islas Kerguelen. Los
andlisis de estructuracion genética revelan tres grupos, correspondientes a las
localidades estudiadas y concordantes con los andlisis de flujo contemporaneo, los
cuales no muestran evidencia de intercambio genético entre las poblaciones del
archipiélago estudiadas. Sin embargo, queda en evidencia la existencia de dispersion
histérica asociada a rafting, probablemente producida por eventos de recolonizacion
posteriores al uUltimo maximo glacial. Esta dispersién historica permite mantener
actualmente cohesion genética de la especie en el archipiélago, con direccionalidad
Oeste-Este, determinado por el sentido de la CCA, la cual constituye el motor de
dispersion de las balsas de algas pardas y de las especies que dispersan adheridas a
ellas en el océano Antartico. A futuro, son necesarios nuevos estudios, tentativamente
utilizando NGS, para realizar analisis genémicos de especies benténicas en el Océano
Austral a distintas escalas espaciales. Lo anterior, con el fin de comprender en mayor
medida los mecanismos de dispersién a larga distancia asociados a rafting y su
extension. Adicionalmente, es necesario estudiar los rasgos de historia de vida de estas
especies y sus capacidades para dispersar por medio de rafting, con el fin de confirmar
o refutar lo sugerido por nuestros resultados, considerando la resolucion espacial y
temporal de diferentes marcadores moleculares. Nuevas investigaciones que incorporen
biologia molecular, biologia evolutiva y ciencias ambientales pueden contribuir a
entender en mayor medida al rafting y sus implicancias en los ecosistemas australes y

su biota.
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