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1.- RESUMEN

La presencia de especies congeneres de invertebrados marinos
bentonicos en Antartica y Sudamérica, ha sido histéricamente interpretado
como el resultado del proceso de vicarianza, consecuencia de la separacion de
ambos continentes y posterior instalacion de la corriente circumpolar Antartica.
Sin embargo, pocas evidencias han sido aportadas para validar este modelo.
Los géneros Abatus y Sterechinus (Echinidae), son parte importante de la
fauna marina bentdnica somera de ambos continentes y representan un buen
modelo para estudiar los tiempos y modos de especiacién entre ambos
continentes. De hecho, Sterechinus agrupa especies que se desarrollan a
través de una larva planctotrofica de alto poder dispersivo, mientras que las
especies del género Abatus no presentan tal estado libre. En este sentido,
ambos géneros permitirdn contrastar las estimaciones de los tiempos de

separacion en relacion con los distintos modos de desarrollo.

Los marcadores moleculares representan una buena herramienta de
trabajo, que nos permiten evaluar el tiempo de separacion entre las especies
congénerés que habitan estos continentes. El analisis del gen COl (mtDNA) de
tres especies de Sterechinus: dos que se encuentran fuera de la convergencia
antartica (Argentina y Kerguelen) y una dentro de ésta; y dos especies de
Abatus, una de cada continente (Argentina y Antartica) indican que para
ambos géneros, los especimenes provenientes de Antartica y Subantartica
presentah una clara separacion. Asumiendo la hipétesis de reloj molecular, los
resultados definen distintos tiempos de divergencia entre la fauna Antartica y
Sudamericana para cada género: 5.9 — 4.2 Ma (Sterechinus) y 17 Ma (Abatus).

Estos resultados sugieren que la faita de estadio dispersivo en el género

Xiv



Abatus resulté en una separacién precoz entre taxa, asociada a la separacion
fisica de ambos continentes y a la instalaciéon de una barrera batimetricas entre
ellos. En el caso de Sterechinus, el gran potencial de dispersion larval de estas
especies podria haber permitido mantener una conectividad muy posterior a los
eventos tectdnicos y solamente el establecimiento de una barrera
oceanografica efectiva, como la corriente circumpolar antartica (CCA), podria
haber iniciado la divergencia entre Antartica y Sudamérica en este género. En
el caso de Sterechinus, los patrones filogeograficos muestran una gran
conectividad dentro de cada zona, sugiriendo dos grandes vias de dispersion

(modelo de los anillos antarticos y subantarticos).



ABSTRACT

The presence of congeneric species of marine benthic invertebrates in
Antarctica and South America has been historically interpreted as the result of
vicariant speciation due to plate tectonics, enhanced by the installation of the
Antarctic Circumpolar Current (ACC). Nevertheless, few evidences have been
contributed to validate this model. The genera Abatus and Sterechinus
(Echinidae) are good examples of this kind of transoceanic distribution and
excellent models to study the times and modes of speciation in the Southern
Ocean. Actually, Sterechinus have an indirect development mode with a high
dispersive planctotrophic larva, while the brood-protecting species of Abatus
have a direct development mode. In this regard, both genera constitute good
models to determine how the mode of development is related to divergence

times.

Molecular markers allowed us o evaluate divergence time between
congeneric species from Antarctica and South America. We analyzed
Cytochome Oxidase subunit | (mtDNA) in three species of Sterechinus from
different biogeographic regions, namely S. agassizi (Argentina), S. diadema
(Kerguelen Province) and S. neumayeri (Antarctica); and two species of Abalus,
A. cavernosus (Magellan) and A. agassizii (Antarctica) . Our results indicate that
both genera show marked genetic differences between species from antarctic
and subantarctic regions. Assuming the molecular clock hypothesis, our resuits
indicate different divergence times between the Antarctic and Southamerica
fauna of 5,9 - 4,2 Ma (Sterechinus) and 17 Ma (Abatus). These results suggest

that the absence of a dispersive stage in Abatus resulted in an ancient



separation of the taxa, related to the continental separation. On other hand, the
great dispersive potential of Sterechinus species could have allowed to maintain
a certain degree of connectivity after tectonic events. In this regard, only the
establishment of an effective oceanographic barrier, a possible intensification of
the ACC, could have initiated the diversification of this genus in the Southern
Ocean. In Sterechinus, phylogeographic pattern suggests also a great
connectivity within each region, which is evidence of two major dispersion

routes (Antarctic and subantarctic 2-rings model).



2.- INTRODUCCION

La fauna marina bentc’micar que bordea al continente antartico siempre ha
sido considerada como parte del ecosistema mas aislado del planeta, debido a la
existencia de barreras supuestamente infranqueables que se instalaron a su
alrededor hace millones de arios (Clarke and Barnes 2005, Thatje 2005). La
fragmentacion y dispersion de los bloques que conformaban el supercontinente
Gondwana culmind con dos importantes eventos: (1) A fines del Eoceno (33,5
Ma), el distanciamiento entre Antartica y Australia inicia la formacion del mar de
Tasmania y (2) la apertura del paso de Drake, que corresponde al Gltimo gran
evento tecténicb (inicio aproximado hace 28 Ma), generan una separacion
oceanica entre Suramérica y la peninsula Antartica, completando el aislamiento

geografico del continente (Fig. 1).

Figura 1. Representacion esquematica de la posicién de los continentes y circulacion
oceénica durante (a) el Eoceno Superior (35 millones de afios atras) y (b) el Mioceno

Medio (15 millones de afios atras). (Extracto de Crame 1999)



Posteriormente, el ensanchamiento progresivo del paso de Tasmania y del
Mar de Escocia permitid la formacion de la Corriente Circumpolar Antartica,
generando un aislamiento oceanografico para el continente a comienzos del
Mioceno (Crame 1999; Pfuhl and McCave 2005). Junto con lo anterior, a medida
que aumentaron las distancias entre los continentes, Antartica se encontrd
progresivamente rodeada por una zona profunda generando un aislamiento
batimétrico (Lawver et al. 1992, Clarke and Bames 2005), que se sumd
entonces a las barreras geograficas (distancia) y oceanograficas (corriente).
Aunque el tema de la fecha para la completa instalacién de la corriente sigue
siendo objeto de debate, existe un consenso en aproximadamente 25 Ma
(Thompson 2004; Clarke and Barnes 2005). A partir de entonces, segin la
evidencia que entregan las paleoreconstrucciones de temperaturas desde el
registro fosil (isétopos estables de O4s), comenzd una reorganizacion del
sistema de circulacién oceanica que generd la produccién de aguas frias
profundés en el margen del continente, responsable del establecimiento del
frente polar (Zachos et al. 1999, Zachos et al. 2001). Este fendmeno habria
contribuido a la paulatina disminucién de las temperaturas que se inicié durante

el Mioceno Medio (Fig. 2).

Durante la progresiva disminucién de la temperatura, se distinguen dos
marcados descensos (Fig. 2): El primero, a inicios del plioceno (5.3 Ma), provoco
un notable crecimiento de la masa de hielo vinculade con la completa cobertura

de la region Oeste del continente (DeConto and Pollard 2003). El segundo periodo



corresponde al inicio de los ciclos glaciales — interglaciales, hace 2 millones de

afnos, que marcaron el periodo Pleistocénico (Mackensen et al. 1992).
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Figura 2: Paleoreconstruccion de las temperaturas del Océano Antartico durante los

Gitimos 70 Ma, (Extracto de Zachos et al. 2001)

En el ambiente terrestre, los drasticos cambios climaticos que marcaron al
continente antartico provocaron la extincion de la casi-totalidad de la macro-flora y
fauna, dejando un desolador paisaje que contrasta con la gran diversidad y
abundancia de la fauna marina benténica que habita en la estrecha plataforma

continental (Clarke and Johnston 2003). Sin embargo, los cambios ambientales



asociados al descenso de la temperatura del mar y a los periodos glaciales del
Pleistoceno afectaron igualmente, pero en menor proporcion, este ecosistema. La
ausencia de depredadores modernos capaces de triturar huesos como decapodos
y la mayor parte de peces Teledsteos (depredadores durofagos), ilustran este
fenomeno (Aronson and Blake 2001, Clarke et al. 2004, Thatje and Amtz 2004,
Thaje et al. 2005).

En conformidad con el escenario histérico planteado anteriormente, la
fauna bentonica que ocupa actualmente la plataforma continental antartica esta,
en gran medida, estrechamente relacionada con la que caracteriza la zona
Magallanica y Austral de Sudamérica. Con la excepcion de algunas especies, la
mayoria de las relaciones que se reconocen son al nivel de género. Es el caso por
ejemplo del asteroideo Odontaster (Odontasteridae), del gastrépodo Nacella
(Patellidae) (Valdovinos et al. 2005) y de los echinoideos Sterechinus (Echinidae)
y Abatus (Schizasteridae).

Esta situacion reflejaria entonces el proceso de vicarianza que se inicié al
establecerse las barreras geograficas (distancia), batimétricas (profundidad) y
oceanograficas (corriente circumantartica) entre Sudamérica y Antartica hace
alrededor de 25 Ma. Sin embargo, existen escenarios alternativos en que estas
faunas o parte de ellas habrian mantenido contactos posteriores a esta fecha. Por
un lado, la existencia de los montes submarinos que conforman el Arco de
Escocia podria permitir una continuidad entre las faunas de la Peninsula Antartica
y Sudamérica (Thompson 2004). Por otro lado, la gran diversidad de historias de

vida en los invertebrados benténicos, podria haber generado variaciones en los



tiempos del ultimo contacto para los diferentes taxa (Clarke et al. 2004). En este
sentido, uno de los rasgos mas relevante a tomar en cuenta corresponde a la
capacidad de dispersidn de las especies, muy ligada al modo de desarrollo para
estos organismo generalmente poco moviles (Poulin et al. 2001, 2002). El
predominio de especies incubantes en los invertebrados bentdnicos antarticos
podria resultar de las mayores extinciones sufridas por las especies con desarrollo
plancténico durante los periodos glaciales (Poulin and Féral 1996, Poulin ef al.
2002). Durante las etapas mas frias de este periodo, los glaciares invadieron la
plataforma continental y el mar circundante se encontré cubierto por una capa de
hielo marino grueso y permanente (Ciesielkin ef al. 1982, Kennett and Barker
1990, Grobe and Mackensen 1992). Algunas consecuencias directas de estos
eventos fueron la importante disminucién de la cantidad de luz que recibian las
aguas superficiales, con la consecuente disminucién en la productividad primaria
alrededor de la Antartica. La duracion de estos episodios fue tipicamente muy
superior al tiempo de vida de los organismos y muy probablemente, la causa de la
extincion local de muchas especies, géneros y familias con desarrollo
planctotréfico (Poulin and Féral 1994, 1996, Brey et al. 1996).

Al respecto, los erizos representan un buen modelo para determinar el
momento en que ambas faunas marinas dejaron de estar en contacto siguiendo
historias evolutivas independientes, debido a la presencia de especies
congeneres en ambas costas. Este grupo ademas presenta modos de desarrollo
contrastantes, como es el caso de los géneros Sterechinus (Echinidae) y Abatus

(Schizasteridae), ambos presentes en Antartica y Sudamérica (David et al. 2005).



2.1 Género Sterechinus

El género de erizos regulares Sterechinus pertenece a la familia Echinidae,
orden Echinoida. Esta conformado por cinco especies descritas en base a criterios
morfolégicos y biogeograficos, quienes presentan fecundacion externa con un
desarrollo larval de tipo pelagico planctotréfico. En el continente antartico
podemos encontrar a tres especies de Sterechinus: S. neumayeri (Meissner 1900)
especie de erizo regular mas abundante de las aguas someras del continente
(Brey et al. 1996), que alcanza una distribucién batimétrica hasta los 750 m: S.
antarcticus (Koehler 1901), es dominante después de los 450 m a pesar de
presentar una amplia batimetria y, S. dentifer (Koehler 1926), quien presenta un
rango mas restringido y profundo (1500 - 2000 m de profundidad) (David et al.
2005). En cuanto a las dos especies restantes del género, éstas habitan regiones
subantarticas: S. diadema (Studer 1876), es endémica de la Plataforma de
Kerguelen, mientras que S. agassizii (Mortensen 1910), se encuentra en la
plataforma continental Argentina desde los 55 hasta los 35°S y presenta una
amplia distribucion batimétrica (25 - 1000 m aproximadamente) (David et al.
2005).

Con respecto a la historia evolutiva, Lee et al. (2004) plantean que al nivel
de género, la Gitima conexién entre Antartica y Sudamérica habria ocurrido entre
24 — 35 Ma. Sin embargo, este estudio establecié las relaciones filogenéticas
entre la especie S. neumayeri (Antartica) y dos especies pertenecientes a la
misma familia Loxechinus albus y Paracentrotus lividus (Sudamérica) y no entre

especies hermanas pertenecientes al género Sterechinus (Fig. 3).
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Figura 3: Reconstruccion filogenética por Maxima verosimilitud en base a los genes 12S
rDNA-tRNA (gln), que muestra el tiempo estimado para la separacién de la especie S.
neumayeri del clado hermano conformado por P. lividus y L. albus. (extraido de Lee et al,

2004)

2.2 Género Abatus

El género de erizos irregulares Abatus, pertenece a la familia
Schizasteridae, orden Spatangoida y agrupa a once especies descritas en base a
criterios morfolégicos (Poulin ef al. 2002, David et al. 2005). Su desarrollo no
contempla ninguna fase larval libre y todas las especies del género son
incubantes, presentando un desarrollo directo en estructuras adaptadas o
“bolsillos” de su testa (Giese ef al. 1991, Schatt and Féral 1996). En general las
especies de este género, presentan un amplio rango batimétrico y practicamente
todas, como A. bidens, habitan solamente en la regién antartica. Sin embargo la
especie A. cavemosus, ha sido descrita en el continente sudamericano, mientras

que A. cordatus es endémica del Archipiélago Kerguelen (Tabla 1).



Tabla 1: Distribucion y batimetria de las especies del género Abatus.

ESPECIE DISTRIBUCION RANGO BATIMETRICO

A. agassizii Antartica 5-750m
A. beatriceae Antartica 3500 m
A. bidens Antartica 70-250m
A. cavernosus Argentina 20-1000 m
A. cordatus Plataforma Kerguelen 5-600m
A. curvidens Antartica 20-1000 m
A. elongatus Antartica 15—-1000m
A. ingens Antartica 20—-1000m
A. nimrodi Antartica 15-600m
A. Philippi Antartica 15-1000 m
A. shackletoni Antartica 5-600 m

En cuanto a la historia evolutiva de Abatus, no se tiene conocimiento de las
probables relaciones entre las especies que habitan ambos continentes y menos
acerca de estimaciones del tiempo en que éstas dejaron de tener contacto.
Aunque dado su tipo de desarrollo y el no poseer una fase de libre dispersién, es

atingente asumir que éste probable contacto se ubique en un periodo de tiempo

en que ambos continentes formaban una sola masa de tierra.




3.- HIPOTESIS

La presente investigacion esta dirigida a estimar los tiempos de separacién
entre especies bentonicas antarticas y sudamericanas en dos géneros de
equinoideos con modos de desarrollo contrastantes, ademas de comparar la

diversidad genética entre especies dentro de los mismos géneros.

3.1.- Hipétesis 1

Debido a su reducido potencial de dispersidon como consecuencia de la
ausencia de estadio larval (Poulin and Féral 1994, Schatt and Féral 1996), se
espera que los tiempos estimados para el inicio de la divergencia entre las
especies antarticas y sudamericanas de Abafus sera cercano al inicio de la
separacion de los continentes. El caso contrario se espera para Sterechinus, ya
que la existencia de una larva planctotréfica que permanece meses en la columna
de agua, podria haber permitido mantener contacto entre ambos continentes por

mucho mas tiempo.
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3.2.- Hipotesis 2

En caso de posibles contactos posteriores a la separacion de los
continentes, como por ejemplo durante los periodos interglaciales del Pleistoceno,
sblo las especies del género Sterechinus podrian haber logrado cruzar la
Corriente Circum-Antartica y presentar por lo tanto haplotipos compartidos o poco

diferenciados entre ambos continentes.
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3.3.- Hipotesis 3

Las glaciaciones que caracterizan al periodo pleistocénico impactaron
drasticamente el ambiente antartico, por lo que las especies que habitan sobre
la plataforma continental antartica deberian haber sido afectada de manera
significativa. Estas especies presentarian entonces una menor diversidad
genética intraespecifica en comparacion a su especies hermana que habitan la

regién subantartica.
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4.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general:

Establecer el inicio de la divergencia entre la fauna marina benténica de
Antartica y Sudamérica, mediante la utilizacion de herramientas moleculares, en

especies congéneres de Equinodermos presentes en ambos continentes.

4.2.- Objetivos especificos:

A. Establecer las rel_aciones filogenéticas de ambos géneros para determinar si
las comparaciones entre especies que se realizaran en el presente trabajo, es
entre especies hermanas.

B. Determinar el tiempo de separacion entre especies congéneres de Antartica
y Sudamérica a través del modelo de Coalescencia e hipétesis del Reloj
Molecular.

C. Evaluar cdmo el modo de desarrollo (planctotréfico vs. incubante) de ambos
géneros afecta los tiempos de divergencia entre especies antarticas y
sudamericanas.

D. Comparar los patrones de diversidad entre las poblaciones de antartica y
argentina para cada género, con el fin de establecer el efecto que pueden haber

tenido las glaciaciones pleistocénicas.
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5.- METODOLOGIA

5.1 Obtencion de muestras

Las especies en estudio fueron colectadas en distintos sitios de la plataforma
continental antartica y argentina, asi como del Archipiélago de Kerguelen. Las
especies antarticas Sferechinus neumayeri y Abatus agassizii, fueron
recolectadas durante las campafias de terreno de los proyectos INACH 02-02 y
13-05 en las Islas Shetland del Sur y la parte oeste de la Peninsula Antartica
(Estrecho Bransfield), ademas de algunas muestras de S. neumayeri provenientes
de la base Antartica Francesa de Terre Adélie, ubicada en la regién Este del
continente Antartico. Algunas muestras de S. diadema (13 individuos) fueron
donadas por el Dr. Jean-Pierre Feral (Centre d'Océanologie de Marseille, CNRS
UMR7628). Las especies de distribucion sudamericana (costa de Argentina),
fueron aportadas por investigadores argentinos: Los ejemplares de S. agassizii,
recolectados durante cruceros oceanograficos realizados por el Instituto Nacional
de Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP Argentina), fueron otorgados por
la Dra. Claudia Bremec y los ejemplares de A. cavemosus, por el Dr. Héctor
Zaixso de la Universidad Nacional de la Patagonia, San Juan Bosco, Argentina.
Posteriormente, gracias al Proyecto ECOS/CONICYT C06-B02 y a la colaboracién
de los Investigadores Dr. Bruno David y Dr. Thomas Saucede de la Université de
Dijon (Francia) y Jean-Pierre Féral de la Université de Aix- Marseille (Francia), se
obtuvieron algunas muestras que provienen de la parte Este de la Peninsula

Antartica, Mar de Weddell asi como del Archipiélago Kerguelen (Fig. 4).
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Figura 4. Sitios de muestreo donde fueron obtenidas las especies en estudio. a) Fauna

Antartica y Subantartica, b) Procedencia de muestras otorgadas por investigadores

Franceses.

5.2 Extraccion, Amplificaciéon y secuenciacion

A partir del tejido gonadal de un total de 238 muestras, entre las especies
congeneres de ambos continentes en los géneros Abatus y Sterechinus (Tabla 2),
se realizé la extracciéon del ADN total siguiendo el método Salino (Aljanabi &
Martinez 1997). Se realizd la amplificacion parcial del gen Citocromo Oxidasa |
(COl) del ADN mitocondrial, obteniendo una extensién promedio de 900 pb.

Este gen es una de las zonas mas variables del ADN mitocondrial y permite la
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identificacion y el seguimiento de linajes maternos debido a su modo de

transmision uniparental y la ausencia de recombinacion. Ha sido ampliamente

utilizado en invertebrados marinos para estudios genéticos a nivel

intraespecifico o intra-génerico (Palumbi et al. 1997; McCarntney et al. 2000;

Lessios et al. 2001).

Tabla 2: Numero de secuencias obtenidas y analizadas para las especies de ambos

géneros en estudio

Especie Origen geogrifico n° secuencias Ne Modo de
obtenidas secuencias desarrollo
analizadas
Abatus Plataforma continental 27 27 Incubante
Cavernosus Argentina
Abatus Peninsula Antartica 27 27 Incubante
agassizi (Bahia Fildes)
Sterechinus | Plataforma continental 40 40 Planctotrofico
agassizi Argentina
Sterechinus | Peninsula Antartica 110 48 Planctotrofico
neumayeri (Bahia Fildes)
6 6
Peninsula Antartica
(Este) 15 15
Tierra Adelia (Este de
Antartica)
Sterechinus | Archipiélago 13 13 Planctotréfico
diadema Kerguelen
Sterechinus | Peninsula Antartica 3 3 Planctotrotfico
antarcticus (Este)
Sterechinus | Peninsula Antdrtica 4 4 Planctotréfico
dentifer (Este)
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5.2.1 Citocromo Oxidasa | (COIl) Sterechinus

Para la amplificacién parcial del gen COIl se utilizaron los partidores

descritos por Lee el al. (2004) (Tabla 3). El resultado de la amplificacién son

945 bp que corresponden a la zona del gen COIl de S. neumayeri, desde el
nucledtido 65 hasta el 1009 (Genbank acceso AY275548, tamafio 1077pb). Sin
embargo, debido a la baja calidad de las muestras provenientes de Argentina
(ADN degradado), fue necesario disefiar partidores intermedios a partir de las

secuencias obtenidas de S. neumayeri (ERZin-F: GAC CGA CTG CCC TTA

TTT y ERZin-R: CTC GCT TTC CTG AGT AGT).

Tabla 3: Condiciones para la amplificacion por PCR del gen mtDNA COI, para

las especies del género Sterechinus.

Género

Citocromo Oxidasa | (COl)

Sterechinus

Reactivos | Concentracion PCR T C Tiempo
Taq. 02U Denat. Inicial 95 7 min.
Polimerasa
Buffer 1X Denaturacion 95 1 min.
dNTPs 0.2 mM clu Annealing 58 1:30 min.
Partidor 10 pmot c/u
MgCl, 1.5 Mm Extension 72 1:30 min.
DNA templ. 5-10ng Num. Ciclos 35
Vol. Final 15 ul Ex. final 72 10 min.
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5.2.2 Citocromo Oxidasa | (COIl) Abatus

Para amplificar un fragmento parcial del gen COl, se utilizaron en primera
instancia los partidores degenerados descritos por Stockley et al. (2005) (Tabla 4),
para obtener un par de secuencias de A. agassizii. Posteriormente, con estas
secuencias se disefiaron partidores intermedios para el resto de las muestras
(ABAIn-F: TTG CCA TTT TCT CAC TCC ACC T y ABAIn-R: AAG AAT CAG AAT
AGA TGY TGA AAT A), con los cuales se logré extender el tamafio de la
amplificacion a 799 pb. Debido a que A. agassizii y A. cavemosus presentaron

bajos niveles de diversidad haplotipica, se opté por limitar el nimero de muestras

analizadas (27 muestras para ambas especies).

Tabla 4: Condiciones para la amplificacién por PCR del gen mtDNA COl, para

las especies del género Abatus.

Género Citocromo Oxidasa | (COI)
Reactivos Concentraciéon PCR T°C Tiempo
Taq. polimerasa 02U Denat. Inicial 94 4 min.
Buffer 1X Denaturacion 94 50 seg.
dNTPs 0.2 mMclu Annealing 56.4 45 seqg.
Partidor 10 pmol ¢/u
Abatus
MgCl, 1.5 mM Extension 72 1 min.
DNA templ. 1ng Num. Ciclos 35
Vol. final 15 ul Extension 72 5 min.
final
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La secuenciacién de los fragmentos de DNA obtenidos por PCR, fue
realizada por la empresa Coreana Macrogen, en secuenciador automatico ABI

3100 de Applied Biosystems.

5.3 Analisis fildgenético

La reconstruccion de las relaciones filogenéticas de ambos géneros tiene
un doble objetivo. El primero, es poder determinar si es pertinente realizar las
estimaciones de tiempo de divergencia con las especies en estudio, ya que a
priori no se tiene conocimiento acerca de si estos pares de especies
congeneres (S. neumayeri con S. agassizi y, A. agassizii con A. cavernosus),
son especies hermanas o pertenecen a grupos hermanos. Una vez establecido
lo anterior, los arboles filogenéticos de cada género, serian dtiles para los
andlisis que nos permitiran realizar las estimaciones de los tiempos de

divergencia.

Para la reconstruccion de los arboles filogenéticos se usaron como grupo
externo las siguientes especies: Para el género Sterechinus se utilizé Arbacia
lixula (X80396), Psammechinus millaris (AF279196) y Paracentrotus lividus
(NC_001572); Para el género Abatus se utilizé Spatangus raschi (AJ639911),

Brissopsis aflantica (AJ639917) y Paleopneustes cristatus (AJ639908).

La reconstruccion de arboles filogenéticos para ambos géneros fue
realizada mediante el criterio de optimizacion de Maxima Parsimonia (MP) con

el programa PAUP* v4.0 b10 (Swofford 1999). Todos los caracteres fueron
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tratados como no ordenados con igual peso, utilizando el método de blsqueda
heuristica con adicién de secuencia ordenada e intercambio de ramas (TBR
Branch Swapping algorithm) (Nei and Kumar 2000). Para estimar el soporte de
los nodos, se utilizé el remuestreo por bootstrap con 1000 réplicas (Felsenstein
1981). Por otra parte se realizaron analisis de inferencia filogenética Bayesiana
con el programa MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist 2003), utilizando
los modelos de sustitucion GTR+G para el género Abatus y GTR++G para el
genero Sterechinus (MrModeltest, Nylander 2004). Este método nos permite
estimar la probabilidad posterior de que cada taxa recuperado corresponda a
una unidad monofilética. Todos los analisis de MCMC fueron realizados dos
veces, usando corridas independientes con arboles al azar por un total de 5 x
10° generaciones. Los arboles fueron muestreados cada 500 generaciones y
los primeros 1000 arboles fueron descartados, con los datos restantes se
realizé el filograma de consenso con la regla de la mayoria y probabilidad
posteriori para los nodos. Las reconstrucciones filogenéticas, para ambos
criterios de busqueda, fueron realizadas con una submuestra de los haplotipos
enéontrados para cada especie. Para Abatus de utilizé un haplotipo por cada

especie y para Sterechinus tres de cada una.
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5.4 Analisis de diversidad genética

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con los programas Proseq v.
2.91 (Filatov 2002) y ClustalX 1.8 (Thompson et al. 1997). Para cada sitio de
muestreo y especie, se determinaron las frecuencias haplotipicas, la diversidad
haplotipica (h), el nimero de sitios polimorficos (S), y el nimero promedio de
diferencia entre pares de secuencias (11), con el programa DNAsp. ver 4.10
(Rozas et al. 2003). Las relaciones genealdgicas entre haplotipos de un mismo
género- se graficaron por median-joining network (Bandelt el al. 1999) utilizando
el programa Network 4.502 (Réhl 2002). Los diferentes haplotipos encontrados
para cada especie se representan por circulos cuyos tamarios reflejan su
frecuencia respectiva. La sefial de un crecimiento poblacional pasado, como una
inferencia de Ié historia demografica de las poblaciones, fue realizado a través
de los indices de neutralidad de Fu (Fs) y Tajima (D), por medio del programa
ARLEQUIN 3.1, y de la distribucion del namero de diferencias entre pares de
secuencias (“mismatch distribution”), calculados por medio del programa
DNAsp. ver 4.10 (Rozas et al. 2003). Finalmente, se realizé un ajuste al nimero
de haplotipos (K) mediante la utilizacién de curvas de rarefaccion con el
programa Past 1.81 (Hammer et al. 2008), lo que nos permite comparar el
namero de haplotipos entre muestras de diferentes tamanos. En este caso, las
muestras corresponden a las especies de Sterechinus que habitan el continente

antartico (S. neumayen) y a la especie Sudamericana (S. agassizi).
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5.5 Estimacién de tiempos de divergencia

La estimacion de los tiempos de separacién entre las faunas marinas
bentbénicas de Antartica y Sudamérica, se realizé por coalescencia utilizando la
hipdtesis del reloj molecular, que supone que las mutaciones se fijan a una tasa
constante sobre los linajes. Este método consiste en la reconstruccion de la
historia genealégica de una muestra de secuencias hasta el ancestro comun
mas reciente. Para esto se determind el nimero promedio de diferencias entre
par de secuencias de los grupos antartico y sudamericano para cada género “I1
inter) con el programa DnaSP v. 4.50 (Rozas et al. 2003). De acuerdo a la
teoria, se calcul6é el tiempo (t) de divergencia entre dos linajes (antartico y
sudamericano), que es igual a Tiner/2u, donde “Tline,’ es el nimero promedio de
diferencias haplotipicas entre los grupos antarticos y sudamericanos y “u” es el
nimero de sustituciones por secuencia por millon de afio. Para validar la
utiizacion de la hipdtesis del reloj molecular, antes fue chequeada la
heterogeneidad de las tasas de evolucién entre las ramas mediante el
Likelihood Ratio Test (LRT) con el programa DAMBE (Xia and Xie 2001), que
compara la probabilidad maxima de un resultado entre un arbol o topologia de
arbol con reloj molecular esforzado contra uno no esforzado. Finalmente y en
las ocasiones en que fue pertinente, se estimaron las fechas de crecimiento o
expansion poblacional, a partir de la distribucion del nimero de diferencias
entre pares de secuencias de la misma especie (estimacion de T, programa

DNAsp, v. 4.50 Rozas et al. 2003).
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Para la estimar los tiempos de divergencia en el género Sterechinus se
utilizaron dos tasas de substitucién 0,51 y 0,72 % Ma™ (Lee et al. 2004). En el
caso del genero Abatus, se realizd una calibracién a partir de una filogenia
realizada por Smith et al. (2006), la cual nos entregd una estimacién de la tasa

de substitucién de 0.1 % Ma™" (Anexo 1).
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6.- RESULTADOS

6.1 Variacion de secuencias (COI) y Analisis Filogenético

6.1.1 Sterechinus

La extension de la seccién del gen COIl, lograda para las especies de
Sterechinus y los outgroup utilizados, fue de 774 pb. De estas 744 posiciones
nucleotidicas 534 fueron constantes con 101 sitios informativos para Parsimonia.
La composicion nucleotidica es: 27.14% A, 21.95% C, 18.24% G, 3267% T. El
test de saturacidn en la sustitucion mostré que las secuencias no estan saturadas
(Iss = 0.2945 < Iss.c = 0.7363; df = 463 p < 0.0000), lo que valida su utilizacién en

filogenia.

Los analisis filogenéticos para las especies de Sterechinus contemplaron a
las especies Arbacia lixula, Psammechinus millari y Paracentrotus lividus como
outgroup. Para la aproximaciéon por MP se encontraron 10 arboles iguaimente
parsimoniosos,' con un indice de consistencia de (IC) = 0.8228, indice de
homoplasia (IH) = 0.1772, indice de retencion (IR) = 0.8280 (Fig. 5). La topologia
del arbol muestra a dos grupos bien diferenciados, uno que incluye los haplotipos
de la especie S. neumayeri y otro que agrupa al resto de las especies del género.
Estos dos grupos se encuentran corroborados por los elevados valores de

bootstrap (100%).
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Figura 5. Arbol por MP que muestra las relaciones filogenéticas de los haplotipos
encontrados para el género Sterechinus. El valor sobre los nodos representa el valor de

bootstrap para el analisis.
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El resultado del Mrmodeltest indica que el modelo de sustitucion nucleotidica
que mejor explica los datos es GTR+I+G. El analisis Bayesiano generé resultados
similares a MP, con una topologia donde se pueden identificar los mismos dos
grupos que diferencian a la especie S. neumayeri del resto de las especies con
elevados valores de probabilidad (Fig. 6a). Para evaluar la existencia de tasas de
evolucion homogéneas entre las ramas se realizé LRT, que resulté significativo
para éste analisis. Sin embargo, debido a que el objetivo del analisis filogenético
de cada geénero es poder determinar la pertinencia de las comparaciones entre
especies (hermanas), se escogié al haplotipo mas comun del grupo que retne a
cuatro de las especies de Sterechinus (segundo grupo) y con éste se realizd
nuevamente el andlisis Bayesiano (Fig. 6b), sobre el cual se evalué la
homogeneidad de las ramas. El resultado para el LRT fue no significativo (LRT = 2

* (2601.6390-2597.9814) = 7.3153, X? 7 005 = 14.07).
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Figura 6: Analisis Bayesiano para COl de: (a) Las especies del género Sterechinus; (b) S.

neumayeri con el haplotipo mas comun que representa al resto de las especies.

6.1.2 Abatus

La extension de la seccién del gen COl, lograda para las especies de Abatus
y outgroups utilizados, fue de 587 pb. De estas posiciones nuclectidicas, 394
fueron constantes con 100 sitios informativos para Parsimonia. La composicién

nucleotidica es: 29.34% A, 26.57% C, 13.51% G, 30.58% T. El test de saturacion
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en la sustitucidn mostré que las secuencias no estan saturadas (Iss = 0.1278 <

Iss.c=0.7251; df = 566 p < 0.0000), lo que valida su utilizacién en filogenia.

Los analisis filogenéticos para Abatus contemplaron a las especies
Brissopsis atlantica, Spatangus raschi y Paleopneustes cristatus como outgroups,
ademas de ofras especies representantes de ofros géneros de la familia
Schizasteridae (Amphipneustes, Brachistemaster vy Trpylus). Para la
aproximacién por MP se encontraron 10 arboles igualmente parsimoniosos, con
un indice de consistencia de (IC) = 0.7075, indice de homoplasia (IH) = 0.2925,
indice de retencién (IR) = 0.5525 (Fig. 7). La topologia dél arbol muestra que el
género Abatus no representa a un grupo monofilético, al incluir a las especies de
otros géneros dentro de su filogenia. Sin embargo, se observa monofilia a nivel de
la familia, lo que es corroborado por con un elevado valor de bootstrap (> 90%).
En cuanto a las especies con las que se haran las comparaciones para la
estimacién de separacion, se observa que ambas (A. cavemosus y A. agassizii)
se encuentran dentro de un mismo grupo, aunque en parafilia con la especie A.

cordatus.
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Figura 7: Arbol por MP que muestra las relaciones filogenéticas de los haplotipos
encontrados para el género Abatus. El valor sobre los nodos representa el valor de

bootstrap para el analisis.

El resultado del Mrmodeitest indica que el modelo de sustitucién nucleotidica
que mejor explica los datos es GTR+G. El andlisis Bayesiano generd una
topologia similar a la obtenida por MP, donde se puede observar la no monofilia
del género, pero si a nivel de familia con un elevado soporte. Por otra parte, este
analisis permite definir la relacién filogenética de A. cordatus con las especies de
interés, revelando que ésta especie es hermana de la especie Antartica A.
agassizii y que este clado se relaciona con la especie Subantartica A. cavemosus

(Fig. 8). Para evaiuar la existencia de tasas de evolucion homogéneas entre las
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amas se realizo LRT, cuyo resultado no fue significativo (LRT = 2 * (2414.0064-

2407.9613) = 12.0903, X2 (12, 0.05) = 21.03).
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Figura 8: Analisis Bayesiano para COIl de las especies del género Abatus.
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6.2 Anélisis de secuencias e Historia Demografica

6.2.1 Sterechinus

Para los analisis de secuencia realizados a las especies de Sferechinus, se
logré obtener una extension total de 945 pb del gen COIl (mtDNA). Estos analisis
incluyen a las especies S. neumayeri (Antartica) y las especies subantarticas S.
agassizi (Argentina) y S. diadema (Kerguelen, que es incluida posteriormente).
Los indices de diversidad haplotipica muestran que estas especies presentan
valores relativamente altos (mayores a 0,5), ademas de similares nimero de sitios
polimérficos y de haplotipos. La correccién del nimero de sitios polimorfitos (k),
realizada por rarefaccion sefiala un menor nimero esperado para la especie
Antartica. Al comparar los indices de ambas zonas observamos que la especie
Argentina presenta un mayor indice de diversidad, al igual que el numero

promedio de diferencias entre par de secuencias (Tabla 5).

El test de neutralidad indica que ambas especies pueden haber pasado por
una fase de crecimiento poblacional (D < 0). Sin embargo, al observar la mismatch
construida para cada grupo (Antartico y subantartico), solamente la especie
antartica muestra una sefal de crecimiento demografico reciente segin el modelo

de Rogers and Harpending (1992) (Fig. 9).
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Tabla 5: Analisis de diversidad molecular para las especies S. neumayeri provenientes

desde tres sitios de muestreo en Antartica, S. agassizi (Subantartica) y, para

comparaciones entre ambas regiones, se incluyd a S. diadema (Subantartica).

indices de Diversidad S. neumayeri S. agassizi Ant. + Subant
Molecular n= 69 n= 40 n= 122 (S. diadema)

N° sitios polimérficos {S) 23 21 -
N° haplotipos (K) 19 16 39
K Corregido por rarefaccion 12,03+ 1,75 16 -
Diversidad haplotipica (H) 0,517+0,075 0,768 + 0,061 -
N° promedio de diferencias | g ¢33, 9og6 | 1,885+ 0,660 56,766
entre par de secuencias (I7)
Oun 0,83 1.88
Ox) 8,32 9,39
Test de Neutralidad
Fu’s F -5,028 (P<0,02) -4,186 (P<0,02) -
Tajima’s D -2,556 (P<0,001) | -2,056 (P<0,05) --
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Figura 9: Distribucién mismatch para las especies Antartica (a) S. neumayeri y

Sudamericana (b) S. agassizi.

La red de haplotipos construida en primer lugar para las especies S.
neumayen y S. agassizi, muestra que existe una clara separacion entre ambas
regiones biogeograficas dada por un nimero de 56 diferencias fijadas o pasos

mutacionales (Fig. 10).
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Figura 10: Red de haplotipos que muestra la separacion entre las especies del género

Sterechinus provenientes de Argentina (S.agassizi) y Antartica (S.neumnayeri).

Se incluyd en esta red de haplotipos a la especie endémica de la Isla
Kerguelen (S. diadema), ademas de otros individuos de S. neumayeri
provenientes de la base Francesa en Terre Adelie (TA, ubicada en la region Este
del continente Antartico), y de otros individuos provenientes de la parte Este de la
Peninsula antartica (PE-E, Mar de Weddell). Observamos el mismo escenario,
con dos grupos bien diferenciados por la misma cantidad de pasos mutacionales.
Uno que representa a la especie de distribucién antartica y otro que agrupa a las
especies subantarticas (Fig. 11), quienes comparten el haplotipo central o mas

frecuente.
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Figura 11: Red de haplotipos que muestra la separacion existente entre las especies del
género Sterechinus con distribucion subantartica (S. agassizi y S. diadema) y antartica (S.

neumayeri provenientes de tres sitios).

En base al niumero de diferencias entre par de secuencias (fau) y a la
utilizacion de la hipdtesis del reloj molecular, la estimacion de las fechas en que
pudo ocurrir el periodo de expansion para las especies de Sterechinus, sefialan
que tal proceso se ubica en el periodo pleistoceno. Para la especie S. neumayeri
el periodo de tiempo estimado va desde los 35 mil afios (ka) hasta los 28 ka

aproximadamente.
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6.2.2 Abatus

Para las especies de Abatus se logré amplificar un segmento de 799 pb del
gen COlI (mtDNA). Los andlisis realizados muestran un bajo indice de diversidad
haplotipica para la especie Antartica A. agassizii (< 0,5), ademas del nimero de
sitjos polimérficos y haplotipos. Sin embargo, estos valores muestran un mejor
escenario al ser comparados con la especie Argentina, ya que ésta especie
presenta valor cero para la diversidad haplotipica y sitios polimoérficos, debido a
que sélo se encontré un haplotipo (Tabla 6). En cuanto a la sefial de crecimiento
que presentd A. agassizii, la mismatch muestra que esta sefial es muy reciente,
ya que el nimero acumulado de diferencias entre par de secuencias es cercano a
cero (Fig. 12), escenario que se observa ademas en la red de haplotipos
construida para las especies del género, donde se aprecia el bajo numero
obtenido para cada especie. (Fig. 13). Por otra parte, en esta representacion
grafica es evidente la separacion entre ambas regiones, determinada por un

numero promedio de 28 pasos mutacionales.

36



Tabla 6: Analisis de diversidad molecular para la especie A. agassizi proveniente de

Antartica y, A. cavernosus proveniente de Argentina (Subantartica).

Indices de Diversidad Antartica Subantartica Ant+
Molecular (n=27) (n=27) Subantartica
(n=54)
N° sitios polimorficos (S) 4 0 --
N° haplotipos (k) 5 1 6
Diversidad haplotipica (H) 0,279 0,112 0,0 -
N° promedio de diferencias entre 0,296 0,0 28,148
par de secuencias (I7)
Fu’sF -3,024 (P<0,05) - --
Tajima’s D 1,888 (P<0,05) - --
08 |
| ,‘; - - -Frec.Esp ~ —o—Frec. Obs |
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Figura 12: Mismatch para A. agassizii (Antartica), donde se puede observar una muy

reciente sefial de crecimiento poblacional.
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A. cavernosus (27 seq)

A. agassizii (27 seq)

Figura 13: Red de haplotipos que muestra la separacion entre la fauna antartica y

subantartica para el género Abatus: A. cavernosus (Argentina) y A. agassizii (Antartica).

6.3 Separacion de Faunas

6.3.1 Sterechinus

Como primera aproximacion a la separacion entre las especies de
Sterechinus, la red de haplotipos indicd que ésta se encuentra establecida por 56
pasos mutacionales. Al utilizar esta informacion a través de la aproximacion de
coalescencia, junto con la tasa de mutacion calibrada por Lee et al. (2004) se
estimé que el tiempo de ultimo contacto entre las especies congéneres se

encuentra dentro del rango de 5.0 — 4.4 Ma, periodo que se encuentra entre
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finales del Mioceno y comienzos del plioceno (Tabla 8). Este periodo estimado es
muy posterior a la separaciéon de los continentes y a la fecha sefialada para la
instalacion de la corriente circumpolar, quien seria la barrera mas efectiva para las

especies con capacidad de dispersion.

6.3.2 Abatus

Para la estimar la separacion entre las especies de Abatus se realizé una
calibracion de la tasa de mutacién para este género. La calibracion fue realizada a
partir de la filogenia construida en el presente trabajo, junto con la filogenia
planteada por Smith et al. (2006) en base a datos moleculares de distintas familias
de equinodermos calibrada con registro fosil (Anexo 1). En base a la filogenia de
Smith ef al. (2006), se determind el tiempo de separacion entre las familias
Schizaseridae y Paleopneustidae, la cual fue extrapolada a la filogenia construida
para Abatus y posteriormente, se calculd el tiempo de separacion para cada nodo
hasta la separacion entre las especies en estudio, lo que resulté en una tasa de

0.1 %.

Con la tasa de mutacién calibrada se determind que el periodo de
separacién entre las especies de Abatus es de aproximadamente 17 Ma. Periodo
mucho mayor al tiempo estimado para las especies de Sterechinus y que ademas
se sitia a mediados del Miocenc, por lo qlue su separacion puede estar mas

ligada a la separacién fisica de los continentes (Tabla 7).
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Tabla 7. Estimacién de los tiempos de divergencia entre erizos de los -géneros

Sterechinus y Abatus.

Género Tasa de mutacion (n) Tiempo de divergencia
Abatus Based on Smith er al. 2006 (0,1 %) 17 Ma (Mioceno)
Sterechinus Lee et al. 2004 (0,51 — 0,72 %) 5.0 — 4.4 Ma (Mio-plioceno)
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7.- DISCUSION

7.1 Filogenia y taxonomia

La reconstruccion de las relaciones filogenéticas para ambos géneros validéd
las comparaciones realizadas en el presente estudio. En el caso del género
Sterechinus, las especies en estudio (S. neumayeri y S. agassizi) se encontraron
en los grupos que se diferenciaron mediante las técnicas utilizadas. Es decir, de
las 5 especies clasificadas (en base a criterios morfolégicos) solo se diferencié S.
neumayeri, mientras que el resto se encuentra en un grupo donde no se pudo
establecer ninguna relacion filogenética. Al respecto, los resultados obtenidos
toman relevancia al presentar incongruencias con las clasificaciones taxonémicas
establecidas. No obstante, son congruentes con el planteamiento de Mortensen
(1936) y David et al. (2005), debido a que estos investigadores consideran que las
especies S. antarcticus, S. agassizi y S. diadema estan cercanamente
relacionadas y s6lo representan fenotipos locales de una especie. De la misma
manera, el género Abatus mostrd un escenario en el cual tampoco se muestran
relaciones filogenéticas en acuerdo con la taxonomia actual, llegando a un caso
mas extremo con especies representantes de otros géneros insertas en la
topologia. Al respecto, existe evidencia que apoya la incerteza de los caracteres
que son considerados diagnostico para la clasificacion de estas especies, como el

trabajo de Céline Madon (1998), quien obtuvo resultados similares a los del
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presente trabajo para sus reconstrucciones filogenéticas en base a caracteres
morfoldgicos. A pesar de lo anterior, los resultados permitieron validar las
comparaciones realizadas, ya las especies de interés: A. cavemosus y A.

agassizii, son parte de un mismo clado y conforman grupos hermanos.

7.2 Estimacidn de los tiempos de divergencia

El tiempo estimado del inicio de la divergencia entre especies congéneres de
Antartica y Sudamérica revela que efectivamente procesos vicariantes
promovieron esta separacion, con importantes diferencias entre las fechas

estimadas para cada género.

Las especies congéneres de Abatus presentaron un periodo de tiempo
mucho mayor al estimado para Sterechinus, indicando una mayor relaciéon con el
momento de la separacion fisica de los continentes, durante el Mioceno (aprox. 28
Ma). Debido a que el modo de desarrollo de estas especies no permite una
conexion entre parches relativamente distantes unos de otros (Poulin and Féral
1994), la paulatina separacién de los continentes provocod una discontinuidad del
ya reducido flujo génico. Por lo tanto, de las tres barreras instaladas alrededor de
Antartica, probablemente la mas efectiva para la separacion de las especies de
Abatus fue la barrera geografica, la cual se instalé paulatinamente y en conjunto
con la deriva de los continentes. Por otra parte, la progresiva separacion de los

continentes fue rodeando a Antartica de profundidades cada vez mayores, entre
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4000 y 6000 m (Knox 2006), lo que genero la formacion de la barrera Batimétrica
quien impide la conectividad entre parches de especies benténicas relativamente

cercanas (modelo de conectividad “Stepping Stones”).

De acuerdo a las fechas estimadas, el inicio de la divergencia entre las
especies del género Sterechinus se sitiia entre finales del Mioceno vy principios del
Plioceno. El periodo de Gitimo contacto estimado para Sterechinus indica que las
poblaciones antarticas y subantarticas mantuvieron una conectividad muy
posterior a la separacion fisica de los continentes. La mantencion de esta
prolongada conectividad posterior a la separacién de los continentes, puede ser
facilitada por la presencia de una larva de alta capacidad de dispersion y
prolongada vida en el plancton. Segun lo anterior, la interrupcion del flujo genético
entre poblaciones de Sterechinus podria corresponder a la instalacion de una
barrera oceanografica efectiva, probablemente ligada a una intensificacién de la
Corriente Circumpolar Antartica (CCA). De hecho, Crame (1999), plantea que,
entre 6.2 — 4.8 Ma, junto con la disminucién de las temperaturas, habria ocurrido
un mayor y rapido desarrollo de la capa de hielo que cubre la region Oeste del
continente antartico durante el Mioceno — Plioceno, como producto del cambio en
la velocidad de la corriente circum-antartica (David et al 2005). En este sentido,
Zachos et al. 2001 describen que posterior al peak del calentamiento ocurrido a
los 15 Ma (optimo climatico), continua un congelamiento gradual vy
restablecimiento de una mayor capa de hielo en Antartica por 10 Ma, seguido de

un enfriamiento adicional que generd una nueva expansion de la capa de hielo en
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la parte oeste del continente, fenémeno que incluso se registré en el Artico (Fig.
14) (Gersonde and Censarek 2006; Zachos et al. 2001). Junto con esta
evidencia, a través de un particular ensamblaje de silicoflagelados indicador de
estrés medioambiental, se plantea que durante este periodo (Mioceno/Plioceno)
ocurrié una considerable inestabilidad de la capa de hielo en Antartica y por ende
una importante variabilidad oceanica. Posterior a este periodo (comienzo del
Plioceno ~ 4.8 Ma) y gracias al registro de secuencias sedimentarias, se
determind un cese en el deposito de turbidita, que es indicador de condiciones
paleogeograficas, tectdnicas y deposicionales, que refleja un desarrollo estable
de la capa de hielo en la parte Oeste del continente (Kennett and Barker 1990), lo

que evidencia la importancia de este periodo y respalda ademas nuestros

resultados.
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Figura 14: Tiempos geolégicos (Extracto de Zachos ef al. 2001)
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En cuanto a la evidencia biologica adicional, Page and Linse (2002)
estimaron un tiempo de separaciéon similar al sefialado para Sterechinus, en
especies de gastrépodos del género Limatula (L. ovalis y L. pygmaea) en
aproximadamente 5.8 — 8 Ma con el gen 16S. Por otra parte, Gonzalez (tesis en
revision) también revelan un periodo similar para la divergencia entre especies del
genero Nacella provenientes de Antartica (N. concina) y la regién de Magallanes
en el extremo sur de Sudamérica (N. magellanica, N. deurata y N. mytilina) de
aproximadamente 7 Ma. Esto evidencia un proceso de especiacion mas reciente y
muy posterior a la formacién del frente polar antartico (FPA). Aunque la fecha
exacta para la instalacion de la CCA es tema de debate cientifico, por consenso
se estima en aprox. 28 Ma, aunque autores como Barker and Thomas (2004)
plantean un tiempo de 34 Ma. Nuestra estimacién puede ser sefial de una
aceleracion en la velocidad de la corriente o una intensificacion de las bajas
temperaturas del continente al estar dentro de un anillo de aguas frias que no
permite en la traspaso de calor norte-sur. Ademas la posibilidad de un eventual
debilitamiento de la corriente circumpolar, cerca de su profundidad media, donde
la friccion es minima y por lo tanto el movimiento del agua dado por Eckman se ve
también reducido (Knox 2006), puede tener implicancia en los tiempos

establecidos.

Los trabajos publicados por Thatje y Fuentes (2003) y Tavares y De Melo
(2004), plantean un re-establecimiento de contacto entre las faunas antarticas y

sudamericanas, mediante un debilitamiento de la corriente al reportar la presencia
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de larvas zoea de decapodos e individuos adultos del cangrejo arafia Hyas
aranaeus, grupo histéricamente ausente dentro de los limites de la convergencia
antartica, en la Peninsula antartica. Las tres hip6tesis que se han propuestas para
explicar este acontecimiento hacen referencia a: (1) un aumento del trafico
maritimo entre Sudamérica y Antartica que generan el turismo y las actividades
cientificas y/o, el incremento exponencial de la cantidad de desechos flotantes
capaces de transportar invertebrados marinos; (2) el debilitamiento de la corriente
debido fendbmeno de cambio climatico global, en relacién al aumento de las
emisiones de gases invernaderos. La tercera hipétesis (3) considera potenciales
variaciones naturales en la intensidad de la Corriente Circum Antartica asociadas
a la alternancia de los periodos glaciales e interglaciales del pleistoceno. Nuestros
resultados rechazan tajantemente esta ultima hipotesis. Claramente la separacion
entre la fauna marina bentdnica de Antartica y Sudamérica se inicio hace varios
millones de afios atras, previo al inicio de los ciclos glaciales-interglaciales.
Finalmente, podemos afirmar que la introgresion de fauna subantartica a la
Peninsula Antartica, recientemente detectada, corresponde a un fenémeno

excepcional en la historia de la region y esta ligada a las actividades humanas.

7.3 Conectividad en el Océano Austral

La gran capacidad dispersiva de las especies de Sterechinus, ayuda a

explicar la elevada conectividad entre poblaciones de S. neumayeri entre la
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Peninsula antartica y el sector este del continente (muestra proveniente de Terre
Adélie). De acuerdo a las caracteristicas oceanograficas del mar del sur, esta
conectividad podria estar facilitada por la existencia de la corriente East Wind Drift
que bordea al continente y es de sentido antihorario (Fig. 15). De la misma
manera, la ausencia de diferencia genética entre Argentina y el Archipielago
Kerguelen, (aunque descritas como dos especies distintas, S. agassizi y S.
diadema) podria reflejar la existencia de contactos actuales o recientes
favorecidos por la corriente circumpolar (CCA é West Wind Drift) (Tomczak and
Godfrey 1994). En este sentido Moyano (1999) plantea una amplia conectividad
del ecosistema subantartico, destacando a la regién Magalianica como una zona
zoogeograficamente unida a la region circum-austral subantartica a través de la

West Wind Drift.

Marsh et al. (2(501) demuestran que las larvas de S. neumayen poseen un
metabolismo extremamente lento, lo que puede traducirse a una permanencia de
hasta un afio en el plancton (Manahan, comunicacion personal). Este
planteamiento es corroborado por los datos (no publicados) de la Dra. Theresinha
Monteiro, quien logré mantener con vida a larvas de esta misma especie, por un
periodo de 8 meses sin que hayan comenzado el proceso de metamorfosis
(Elbers et al. 2004). En este sentido, otra evidencia apoya la existencia de
especies que presentan larvas con una prolongada vida en la columna de agua.
un ejemplo es el reciente trabajo de Strathmann & Strathmann (2007), donde

determinan un tiempo de vida larval para el molusco gastrépodo Fusitniton

47



oregonensis entre 4.5 a 4.6 afios, bajo condiciones de laboratorio. Estos datos
sugieren entonces que las corrientes marinas podrian transportar a este tipo de
larvas por distancias transoceanicas. Tomando en consideracion que en el sector
del paso de Drake la velocidad de la Corriente Circumpolar Antartica (CCA), es de
aproximadamente de 40 cm s (Hoffman 1985), Extrapolando esta velocidad a
un afno de vida larval, obtenemos una distancia de dispersion superior a 12.000
Km, indicando claramente que las especies con capacidad dispersiva podrian

intercambiar individuos a escala del Océano Austral.
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Figura 15: Esquema que muestra a las corrientes que conforman el mar del sur y frente

polar (imagen extraida de hitp://www.logicalscience.com/skeptics/Claude Allegre. html)
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Segun la informacion entregada en el presente trabajo, las especies del
género Sterechinus conforman dos grupos genéticamente muy diferenciados: uno
antartico y el otro subantartico. Ademas se puede observar una homogeneidad
dentro de cada uno de estos grupos, lo que sugiere una gran conectividad dentro
de cada zona. Proponemos entonces un modelo de anillos antarticos y
subantarticos incluyendo dos grandes vias de dispersion que corresponderian a
(1) la Corriente Circumpolar Antartica (West Wind Drift) que tiene una circulacion
en sentido horario y conectaria las zonas subantarticas y (2) la Corriente Costera
Antartica (East Wind Drift) que bordea el margen del continente y que tiene un
sentido antihorario, manteniendo la conectividad alrededor de la Antartica (figura

15).

7.4 Diversidad genética intra-especifica e historia demografica

En general, podemos observar una baja diversidad genética de las especies
estudiadas, es decir que cada una de ella se caracteriza por bajos tamarios
efectivos. La especie S. neumayeri (Antartica) presenta menor diversidad que su
contraparte sudamericana S. agassizi. Sin embargo, ambas especies han sido
descritas como muy abundantes, en particular en el caso de S. neumayeri,
especie de mayor biomasa en el submareal somero, ademas de presentar una
gran conectividad alrededor del continente antartico, segun lo indicado por

nuestros resultados. Por lo que podriamos estar en presencia de una sola
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poblaciéon poco estructurada. En este contexto, observamos una considerable
diferencia entre los tamanos efectivos estimados para S. neumayeri (entre 70.000
y 700.000 hembras a partir de los valores de 6, y 6«) y los tamafos reales.
~ Diferencias de varios drdenes de magnitud entre estas estimaciones reflejan
generalmente variaciones drasticas y recientes (en una escala de tiempo del

tiempo mutacional, aqui del orden de 150.000 afios).

El periodo de tiempo para la Gltima expansion demografica de la especie
Antartica (S. neumayen), segun un modelo simple de crecimiento instantaneo, se
ubicaria entre 22 a 35.000 afios atras, lo que, considerando las imprecisiones
ligada al tempo mutacional, podria relacionarse con la dltima glaciaciéon. Es
también probable que estos bajos tamafios efectivos sean reflejo de reiterados
fendomenos de cuellos de botella seguidos por una fase de expansion poblacional,
relacionado con todos los periodos glaciales del Pleistoceno (Anexo 2). Con
respecto a la especie subantartica (S. agassizi), en términos de diversidad
haplotipica, esta especie presentd valores relativamente mayores que sugieren
que la zona en la cual habita podria haber sido un sistema mas estable, en cuanto

a los efectos del ultimo periodo glacial.

En el caso de Abatus, debido a que los indices de diversidad son
extremadamentie bajos, no fue posible determinar intervalos de tiempos que nos
ayuden a inferir los efectos de las glaciaciones Pleistocénicas. El caso mas
extremo, la especie que habita la plataforma continental argentina A. cavernosus

(1 solo haplotipo), pudo deberse a la distribucién espacial de las poblaciones de
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estas especies, que se caracteriza por presentar pequefios parches aislados
(Poulin and Féral 1995), y a que la ausencia de fase larval en este género se
asocia a una ausencia de conectividad entre ellos, lo que se traduce a una fuerte
estructuracion genética a muy pequefia escala (Poulin and Feral 1994). Por lo

tanto, es probable que nuestros resultados reflejen la situacién de un solo parche.

51



8.- CONCLUSIONES

Las estimaciones de las relaciones filogenéticas para cada genero
permitieron la veracidad de las comparaciones realizadas en el presente trabajo.
No obstante incitan a una mejor exploracion de los caracteres diagnosticos que
han sido utilizados para la clasificacion taxonomica de los grupos en estudio, para
lo cual reconstrucciones filogenéticas a partir de genes mitocondriales y nucleares

pueden ser de gran ayuda.

De acuerdo a los resultados del presente trabajo, las diferencias en los
tiempos de separacion estimados estan principalimente determinadas por el modo
de desarrollo que distinguen a las especies estudiadas. Se comprueba que las
especies que poseen estado larval de libre dispersion, presentaron menores
tiempos de separacion, por lo cual este tipo de desarrollo permitid el intercambio
de individuos y probablemente la mantencion de una sola especie (o incluso una
sola poblacién), por un tiempo muy posterior a la separacién de los continentes
(aprox. 5 Ma). Un escenario contrario, aunque en acuerdo con las expectativas de
este trabajo es el que mostré el genero Abatus, indicando que la ausencia de
estado larval limita sus rangos de dispersion, por lo que podemos determinar que
el modo de desarrollo afecta de manera directa en los tiempos de divergencia
estimados. En este sentido, debido a que la dispersidon es el modo de desarrollo

mas conspicuo en ambas regiones (Antartica y Sudamerica), nuestros resultados
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pueden ser extrapolables y por tanto ayudar a describir la historia evolutiva de la
fauna antartica, para lo cual es necesario ampliar este tipo de estudios a otros
grupos de especies que estén presentes en dichas regiones.

A pesar de la considerable extensién que tuvo el intercambio de individuos
del género Sterechinus, posterior a la divergencia de los continentes, no se
observan reestablecimientos de dicho contacto una vez ocurrida la separacion o
divergencia de las especies, por lo que se descartan posibles intercambios de
individuos entre ambas regiones durante el periodo pleistoceno (1,8 Ma — actual).
Indicando que la amplia cobertura que tuvieron los hielos durante los periodos
glaciales, junto con una probable homogenizacion de las temperaturas del mar,
no fueron sucesos suficientemente fuertes o relevantes como para crear un
puente viable para el intercambio de especies. Por lo que la intensificacion de la
barrera oceanografica, ocurrida hace aproximadamente 5 Ma, conformo un cierre
definitivo entre ambas regiones.

Junto con la marcada separacion entre las especies presentes en ambos
continentes, los resultados mostraron una considerable conexion dentro de
cada zona biogeografica: Antartica y Subantartica. Para tal efecto se plantea la
existencia de anillos de conectividad bioldgica dentro de cada zona, impulsados
por las corrientes “East Wind Drive” que bordea al continente antartico y une a
las distintas poblaciones de S. neumayeri y la corriente “West Wind Drive” o
Corriente Circumpolar Antartica (CCA), que une a las especies que habitan la

costa de Argentina y la Isla Kerguelen.
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En general ambos géneros se caracterizaron por presentar una baja
diversidad genética. En el caso de Abatus, esta situacion podria ser resultado de
la distribucién en pequefias poblaciones aisladas que caracteriza al género,
mientras que Sterechinus refleja las consecuencias de variaciones demograficas
asociadas a los ciclos glaciales.

Finalmente, es posible concluir que el inicio de la divergencia entre la fauna
marina bentonica de Antartica y Sudamérica, representada por especies
congéneres de Equinodermos, ocurrid en distintos tiempos de acuerdo al modo

de desarrollo (Planctotrofia versus incubacién) de las especies en cuestion.
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