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RESUMEN

Gran parte de las especies de invertebrados marinos benténicos se caracterizan por poseer
ciclos de vida complejos, que incluyen fases larvarias planctonicas, siendo la presencia de
esta fase la que les confiere potencial de dispersion facilitando la conectividad entre las
poblaciones. En este sentido, el paradigma de conectividad sostiene que especies que
presenten un estadio de vida asociado a un alto potencial de dispersion, presentaran baja
estructuracion poblacional y alta conectividad. Sin embargo, se han reportado excepciones
a esta prediccion, debido a la influencia ejercida por diversos factores, entre ellos, los
quiebres biogeograficos han sido sefialados como una de las principales barreras a la

dispersion.

Loxechinus albus y Tetrapygus niger son especies simpatricas de equinoideos que poseen
ciclos de vida complejos con fases larvarias de larga duracion, en el caso de L. albus un
mes y tres meses para 7. niger, lo que les confiere un alto poder de dispersion. Estas
especies se distribuyen en la costa del Pacifico Sureste (PSE), entre el norte de Pert y ¢l sur
de Chile, &rea en la que se ha definido la presencia de dos quiebres biogeograficos, el
primer quiebre (30°S) ha sido sefalado como el resultado de procesos histéricos que no
persisten en la actualidad, mientras que el segundo (42°S), ha sido definido como la
principal discontinuidad biogeografica de la costa, asociado a la particular conformacion
geografica y oceanogréfica coincidente con el inicio de la Provincia Magallanica, la cual ha

sido fuertemente influenciada por eventos histéricos, tales como, el ultimo méaximo glacial.

Xvi



Se colectaron ejemplares de L. albus y T. niger desde 22 localidades de la costa del PSE.
Luego, se obtuvieron secuencias del gen mitocondrial COI, y a partir de los posteriores
analisis realizados, el presente estudio indica que no existe coincidencia entre los dos
quiebres biogeograficos descritos para el PSE y la presencia de un patrén de estructuracién
genética ni filogeografica tanto para L. albus como para T. niger. Por el contrario, ambas
especies se comportan, respectivamente, como una Unica unidad genética poblacional a lo
largo de la costa del PSE, acorde a lo sostenido por el paradigma de conectividad. Ambas
especies presentaron sefiales de expansiones demograficas recientes, las cuales se ajustarian
al ultimo periodo de transicion glacial-interglacial, de manera concordante con lo reportado

para otras especies de similares caracteristicas en el PSE.
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ABSTRACT

Most of benthic marine invertebrates species are characterized for having complex life
cycles that includes planktonic larval stages, which confers dispersal potential allowing
connectivity between populations. Therefore, the connectivity paradigm holds that those
species which present a life stage associated with a high dispersal potential, will present
low population structure and high connectivity. However, there have been reports
exceptions to this prediction due to the influence of different factors, such as biogeographic

breaks which have been identified as one of the main barriers to dispersion.

Loxechinus albus and Tetrapygus niger are sympatric species of echinoids, both with
complex life cycles, characterized by the presence of long duration larval stage, for L. albus
a month and for 7. niger 3 months, which confer them a high dispersal potential. These
species are distributed at the Southeast Pacific coast (SEP), from northern Peru to southern
Chile. Along this geographic range are defined two biogeographic breaks. The first one
(30°) has been identified as the result of historical processes that do not persist nowadays,
while the second (42°) has been defined as the main biogeographic discontinuity of the
coast related to a particular geographic and oceanographic conformation, which concides
with the start of the Magellanic Province, that has been strongly influenced by historical

events such as the last maximum glacial.

L. albus and T. niger specimens were collected from 22 locations along the coast of the
SEP. Mitochondrial COI gene sequences were obtained, and based in subsequent analyzes,

the present study indicates that there is no coincidence between biogeographics breaks
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described for the SEP and the presence of population genetic structure or phylogeographic
pattern for L. albus or T. niger. Instead, both species behave, respectively, as a single
genetic unit population along the coast of the SEP, accordingly to connectivity paradigm.
Both species showed signs of recent demographic expansion, which are in accordance with
the last glacial-interglacial transition period in accordance with another cases reported to

SEP.
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1. INTRODUCCION

1. 1. Estadios larvales de desarrollo

La mayoria de los invertebrados marinos bentonicos poseen un ciclo de vida complejo
caracterizado por la presencia de un estadio larvario plancténico, independiente de los
distintos modos de vida que estos presenten en etapas juveniles o de adulto (Wray &
Bely 1994, Smith 1997, Pechenik 1999, McEdward & Miner 2001, Gilg & Hilbish 2003,
Duran et al. 2004, Maltagliati et al. 2010). De las aproximadamente 40 phyla presentes
en los océanos, el 85% posee estadios larvarios en alguna etapa dentro de su historia de
vida, de los cuales, entre el 55 y el 85% posee larvas la larga duracion (semanas a meses
en el plancton), el 5% posee larvas de corta duracion (horas a dias en el plancton) y el
resto tiene larvas lecitotroficas (Ver revision Pechenik, 1999). Por lo tanto, la presencia
de una fase larvaria la que determina la presencia ineludible de estos organismos en el
plancton (Pechenik 1999, Duran et al. 2004, Maltagliati et al. 2010). Las ventajas y
desventajas asociadas a la presencia de tales estadios larvarios, que podrian incidir en su
evolucion, mantencion o eliminacién del ciclo de vida, han sido estudiadas por diversos
autores (Ver revision Pechenik 1999). Una de las principales ventajas, es que la
presencia de una fase larvaria de larga duracion otorgaria un alto potencial de dispersion,
favoreciendo la persistencia a largo plazo de las especies, evitando los procesos locales

de extincion (Pechenik 1999, McEdward & Miner 2001).



Esta hipétesis se sustentaria en el registro fosil y sefiala que especies con alto potencial
de dispersion han persistido en el registro geolégico por periodos de tiempo mads
extensos que aquellas que poseen bajo potencial (Jablonski 1986, Ver revision Pechenik
1999). Por otra parte, una desventaja serfa la alta probabilidad de ser dispersados hasta
hébitats cuyas condiciones sean desfavorables para los organismos, lo que afectaria de
manera evidente el éxito reproductivo de los progenitores (Ver Pechenik 1999). Sin
embargo, esta desventaja podria ser compensada en el caso de los organismos
benténicos (en estado adulto) por medio de la metamorfosis selectiva, lo que les
permitiria retrasar los procesos metamorficos hasta contar con las condiciones de habitat
idoneas para el asentamiento (Todd et al. 1998, Pechenik 1999). Diversos estudios han
analizado desde un punto de vista evolutivo la persistencia de tales estadios larvarios en
el ciclo de vida de invertebrados marinos, sefialando que esta persistencia podria estar
reflejando la dificultad de su eliminacion, no asi, la manifestacién de una presion
selectiva tendiente a su mantencion dentro de la historia de vida de estos organismos
(Wyar & Bely 1994, McEdward & Miner 1997, Todd el at. 1998, ver revision Pechenik

1999).

1.2. Potencial de dispersion y conectividad poblacional

La distribucién espacial de los organismos marinos, ya sean de hdbitos pelagicos o

bentdnicos, es heterogénea y ha sido representada a través de parches correspondientes a

poblaciones locales, las cuales se encuentran aisladas unas de otras, o bien, conectadas a



través del flujo génico (Avise 2000, Grosberg & Cunningham 2001, Freeland 2005). Las
condiciones del medio en el que se encuentran estos organismos, ofrece una gran
variedad de formas de dispersion intra y entre poblaciones, en el caso de especies
bentoénicas la fase de dispersion primordial esta vinculada con la fase larvaria (Cowen &
Spognaule 2009), la que facilita su movilidad a través de su rango de distribucion.
(Palumbi 1996, Grosberg & Cunningham 2002, Cérdenas et al. 2009, Cowen &
Spognaule 2009, Haye et al. 2014). Tales patrones de dispersion, conferidos por la
presencia de estos estadios larvarios y su escala espacial, son considerados de gran
importancia como factores reguladores de las dinamicas poblacionales marinas (Gilg &
Hilbish 2003). Es de esta manera como la dispersion larvaria posibilita la conectividad,
entendida como el grado de intercambio de organismos de una especie a través de las
diversas poblaciones presentes a lo largo de su rango de distribucién (Palumbi 2003,
Cowen & Spounagle 2009).

En este sentido, se espera que especies que presenten al menos durante alguna etapa de
su ciclo de vida un estadio asociado a un alto potencial de dispersion, muestren una baja
estructuracion genética entre poblaciones (Scheltema, 1971; 1986a, 1986b; Pechenik,
1999, Grosberg & Cunningham, 2001; Palumbi 2001, Ayre et al. 2009). Sin bien esta
prediccion ha sido avalada por numerosos estudios (Todd et al. 1998, Bohonak, 1999,
Cérdenas et al. 2009, Zakas et al. 2009, Haye et al. 2010, Maltagliati et al. 2010,
Dawson et al. 2011, Ibafiez et al 2011, Haye et al. 2014), se han descrito casos de alta
estructuracion genética en especies cuyo ciclo de vida contempla estadios larvarios de

larga duracion e incluso en especies que pasan toda su vida formando parte del plancton



(Hereu et al. 2004, Sotka & Palumbi, 2006, Ayre et al. 2009, Pelc et al. 2009, Teske et
al. 2011), contrario a lo establecido por el paradigma de conectividad, el cual sefiala que
organismos con alto poder de dispersion suelen presentar una escasa o nula
diferenciacion genética (Haye et al. 2014).

Los factores que pueden incidir sobre el cumplimiento de este paradigma de
conectividad pueden ser aspecto biologico (comportamiento larvario, predacidn,
disponibilidad de alimento), oceanografico (corrientes) y/o biogeograficos, tales que
impidan la dispersion afectando la conectividad, a pesar de que las especies presenten un
estadio larvario de larga duracion (Avise 1992, Avise 1994, Duran et al. 2004, Waters &
Roy 2004, Dawson 2005, Waters et al. 2005, Goldstein et al. 2006, Ross et al. 2009,
Waters et al. 2007, Dawson et al. 2011, Lessios 2012).

Otro factor que podria incidir sobre el paradigma de conectividad es la duracién de la
fase larvaria planctonica ya que esta puede influenciar la conectividad de las poblaciones
de invertebrados marinos benténicos sobre amplios rangos geograficos de distribucion
(Todd et al. 1998, Haye et al. 2014). Escasos estudios han establecido como la variacion
de esta se relaciona con la escala a la cual las larvas dispersen determinando la
conectividad entre las poblaciones y por ende la estructura genética, siendo aiin un tema
que no ha sido ampliamente desarrollado. Sin embargo, los estudios existentes sugieren
que dentro de los taxa que se desarrollan a través de larvas planctotroficas, la escala
geografica de la conectividad podria estar ligada a la duracion de la fase larvaria,

siempre teniendo en cuenta aspectos tales como el tipo de marcador molecular, el disefio



de muestreo y los analisis genéticos tendientes a caracterizar la estructura genética de

tales poblaciones (Todd et al. 1998, Bohonak 1999, Ross et al. 2009, Haye et al. 2014).

1.3. Conectividad y estructuracion genética poblacional

La estructura genética de una especie ha sido definida como el patréon de distribucion de
los alelos en un rango de geografico siendo este el reflejo de la interaccion de procesos
histéricos y contemporaneos, entre los cuales se conjugan la influencia ejercida por
aspectos ecologicos, demograficos, conductuales, genéticos, oceanograficos, tectonicos
e incluso antrdpicos, sobre las poblaciones de las diferentes especies (Palumbi 1996,
Ayre et al. 2000, Godson et al. 2001, Grosberg & Cunningham 2002, Freeland 2005,
Gawarkiewicz et al. 2007, Haye et al. 2014). Los patrones geograficos de tal
estructuracion genética pueden proporcionar informacién util sobre la conectividad
historica y actual entre las poblaciones de las diferentes especies (Cardenas et al. 1999,
Avise, 2000, Pelc 2009, Haye et al. 2014).

En este sentido, quiebres biogeograficos pueden generar quiebres filogeograficos, es
decir, discontinuidades genéticas intraespecificas que ocurren cuando se han presentado,
en el pasado o el presente, barreras a la dispersion que permiten una diferenciacion
genética e impiden la homogenizaciéon que provoca la conectividad, ya que al estar
divididas se interrumpe el flujo génico dentro de la especie (Grosberg & Cunnigham
2001, Cardenas et al 2009, Pelc et al. 2009, Haye et al. 2014). Es de esta manera, que

los quiebres biogeograficos son considerados de gran interés para el estudio de procesos



histéricos y/o contemporaneos que puedan afectar la distribucién y abundancia de las
especies (Haye et al 2014).

Dependiendo de la capacidad de dispersion y sobrevivencia de los organismos en
diferentes condiciones ambientales, los quiebres biogeograficos pueden coincidir con los
limites de los rangos de distribucion de las especies. En este sentido, se han observado 3
patrones: a) especies cuyo rango geografico se encuentra dentro de esta area, b) especies
que atraviesan la zona de transicion, pero que su estructura y densidad poblacional
cambian luego de esto y, c¢) especies que atraviesan esta zona pero que no presentan
ninguna discontinuidad que lo refleje (Haye et al. 2014). Estudios recientes han
reportado evidencia de alta estructuracion asociada a quiebres biogeograficos, los cuales
contribuyen en la inferencia del origen y/o persistencia de la estructuracion
biogeografica en tales especies (Dawson 2001, Kuo & Avise 2005, Goldstein et al.
2006).

Se han realizado estudios filogeograficos (interpretacion de la distribucion espacial de
los linajes de genes) utilizando marcadores moleculares y en especial regiones del ADN
mitocondrial (ADNmt) por la utilidad de este marcador para determinar la estructura
genética de las poblaciones (Duran et al. 2004). El marcador COI ha demostrado ser
altamente polimorfico en varias especies de equinoideos (Palumbi et al. 1997, Lessios et
al. 1999, Debenham et al. 2000, McCartney et al. 2000, Lessios et al. 2001, Lessios et al.
2003, Iuri et al. 2007) permitiendo la deteccion de flujo génico histérico y
contemporaneo (Avise et al. 1987), habiéndose reportado concordancia entre quiebres

filogeograficos y biogeograficos (Collin 2001, Goldstein 2006, Ayre et al. 2009,



Cardenas et al. 2009, Pelc et al. 2009, Haye et al. 2014) lo que tendria relacion directa
con los potenciales de dispersion conferidos por la presencia y duracion de fases
larvarias dentro de los ciclos de vida en diferentes taxa de invertebrados marinos
benténicos (Dawson 2001, Pelc et al. 2009, Haye et al. 2014).

Es asi como la intensidad del quiebre filogeografico reportado puede ser una referencia
para distinguir entre los origenes a la interrupcion del flujo génico como parte de un
proceso del pasado o actual (Avise 2000, Ayre et al. 2009, Haye et al. 2014).

Enleste sentido, patrones congruentes de estructuracion filogeografica a través de varias
taxa resultan altamente informativos, ya que quiebres genéticos reportados para una o
mas especies pueden haberse definido por causales puntuales, en cambio, quicbres
genéticos concordantes a través de multiples especies pueden interpretarse como una

barrera efectiva al flujo génico (Pelc et al. 2009, Teske et al. 2011).

1.4. Area de Estudio.

El Pacifico Sureste (PSE) ha sido definido como una extensa drea que va desde la linea
del ecuador hasta el sur de los 40°S, regida por un complejo sistema de corrientes
marinas, definido como uno de los mas productivos del mundo debido a los intensos
procesos de surgencia que alli se registran (Thiel et al. 2007, Ibafiez et al. 2011, Hooker
et al. 2013). El de mayor importancia es el Sistema de Corrientes de Humboldt (HCS),

el cual se origina a los ~42°S como consecuencia de los vientos producidos por el giro



anticiclonico del Pacifico Sur y se desplaza recorriendo el perfil costero hasta los 6°S
donde se desvia hacia el este (Thiel et al. 2007). Esta corriente desplaza un flujo hacia el
norte de aguas superficiales de origen sub-antartico, ademas arrastra masas de agua
cuyas temperaturas fluctian entre los 13°C y 18°C, dependiendo del afio, estacion y
posicion geografica, lo que depende en gran medida de los intensos eventos de surgencia
que traen consigo aguas ricas en nutrientes acumulados en el fondo de la plataforma
continental (entre los 50-100 m de profundidad) hacia la superficie en la zona proxima a
la costa (Montecino el at. 2005, Thiel et al. 2007). Estas masas de agua ejercen
influencia costera permitiendo el crecimiento de praderas marinas (principalmente algas
pardas) las cuales sirven de alimento a organismos herbivoros, tales como algunas
especies de equinoideos y gasterdpodos (Hooker et al. 2013).

El Sistema de Corrientes de Humboldt (SCH) dataria desde el periodo Terciario y su
surgimiento estaria relacionado con una serie de eventos oceanograficos a escala global
que involucra la formacion de la Corriente Circumpolar Antarctica (CCA), la progresiva
glaciacion de la Antarctica (durante el Mioceno) y el inicio de la Corriente de Deriva del
Oeste, los que originaron el SCH provocando el enfriamiento de la costa del PSE, ya que
durante ese periodo la costa de Chile habria estado caracterizada por la presencia de
fauna subtropical ya que las condiciones ambientales pasadas habrian sido mas calidas
que las actuales (Camus 2001). Esta serie de transformaciones habrian influenciado la
actual diversidad genética de las especies (Cardenas et al. 2009, Ibafiez et al. 2011).
Estas variaciones océano-atmosféricas causaron cambios en la intensidad de las

surgencias y el incremento en la adveccion de masas de agua antarcticas en el SCH,



segin registros durante el Ultimo Méximo Glacial (UMG), lo que en consecuencia
habria involucrado cambios en la temperatura de la superficie del mar (SST) y en los
niveles de productividad marina a lo largo de la costa del Pacifico oriental (Camus 2001,
Kaiser et al. 2005, Thiel et al. 2007). Estudios realizados sobre la diversidad genética e
historia demografica en varias especies costeras del hemisferio norte, sustentan que
durante los periodos de glaciacién, las poblaciones habrian experimentado drésticos
cambios en el rango de distribucién (busqueda de refugios en lugares libres de hielo),
por causa de extinciones locales (con un fuerte cuello de botella en la diversidad
genética), con el consiguiente patrén genético tipo estrella caracteristico de una
recolonizacion y expansion demografica post-glaciacion (Dawson et al. 2006, Marko et
al. 2010). En este contexto, los cambios océano-atmosféricos asociados a los periodos de
glaciacion por la costa sureste del Pacifico generan un escenario idoéneo para evaluar sus
posibles efectos sobre la diversidad genética e historia demografica de las poblaciones

actuales.



1.4.1. Influencia de eventos historicos

Para el PSE, Camus (2001) sugiere la siguiente clasificacion biogeografica de norte a
sur: Provincia Peruviana, la cual se extiende entre los 4° a los 30°S, caracterizada por
la presencia de biota propia de aguas temperadas ademds del constante registro de
procesos de surgencia a lo largo de todo el afio, luego una zona de interfase, definida
como Area Intermedia, donde se observan procesos de surgencia estacionales, la que da
paso a la Provincia Magallanica, definida entre los 42° y 56°S, con presencia de biota
austral y caracterizada por la presencia de fiordos, bahias, canales y estrechos, cuya
formacion es consecuencia de procesos tectonicos y periodos de glaciacion (Céardenas et
al. 2009, Sanchez et al. 2011). Durante el dltimo maximo glacial, la porcién sur de esta
provincia quedo cubierta por una extensa capa de hielo la cual se extendio hasta la
plataforma continental por el oeste (Figura 1.1) (Hulton et al. 2002).

A través de la discontinuidad geomorfoldgica de la Provincia Magallanica (desde los 41°
30’S hacia el sur), es que se introduce un elevado aporte de agua dulce en las masas de
aguas costeras, promoviendo las condiciones estuarinas: alta pluviosidad, gran amplitud
mareal, baja temperatura y disminucién de la salinidad (Camus 2001, Ibafiez et al.
2009). Estas condiciones hidroldgicas generarian un sistema semi-aislado en los fiordos,
que a la vez podria afectar la continuidad del rango de distribucion de las especies en esa
zona (Antezana 1999). Es aqui donde ocurre la separacion de las principales corrientes
ocednicas (Sistemas de Corrientes de Humboldt y Cabo de Hornos), correspondiente al

limite norte de la provincia Magallanica.
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Figura 1.1. Extension y altitud sobre el nivel del mar del Ultimo Maximo Glacial
(UMG) en la Provincia Magallanica (Adaptado de Hulton et al. 2002)

Dentro de la clasificacién realizada por Camus (2001), definié dos principales quiebres
biogeograficos a lo largo del PSE, entendidos estos como areas donde coincide el limite
del rango de distribuciéon para un elevado nimero de especies (Sanchez et al. 2011). A
nivel intraespecifico estas areas se caracterizan por cambios en abundancia y dinamicas
tanto poblacionales como de reclutamiento (e.g. Broitman et al. 2001, Rivadeneira et al.
2002). Camus (2001) describe el primer quiebre biogeografico a los ~30°S, lo cual ha
sido corroborado por otros estudios (Broitman et al. 2001, Rivadeneira et al. 2002, Thiel

et al. 2007, Sanchez et al. 2011). Los origenes de esta discontinuidad marina asi como
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los factores ambientales que aseguran su persistencia no han sido definidos con certeza,
se ha planteado podria tratarse de una disrupcion actual propia del sistema costero, o
bien, ser un quiebre biogeografico resultante de un proceso vicariante o disruptivo
historico que no persiste en la actualidad (Haye et al. 2014).

El segundo quiebre biogeografico descrito alrededor de los 42°S ha sido reconocido
como la principal discontinuidad biogeografica de la linea de costa (Camus 2001), en
donde el sistema de fiordos y canales podria representar un factor clave en el
establecimiento de esta disrupcion (Cardenas et al. 2009).

De los estudios filogeograficos realizados en la region del PSE, se han reportado
quiebres filogeograficos coincidentes con el quiebre a los ~30°S para las siguientes
especies: el alga parda Lessonia nigrescens (Tellier et al. 2009), el alga roja Mazzaella
laminarioides (Montecinos et al. 2012) y el gastropodo con desarrollo directo Acanthina
monodon (Sanchez et al. 2011). Estos estudios evidencian una divergencia ocurrida en el
pasado entre linajes al norte y al sur de los ~30°S. Por el contrario, en el caso del
gastropodo Concholepas concholepas (Cardenas et al. 2009), la langosta Pleuroncondes
monodon (Haye et al. 2010) y el cefalopodo Dosidicus gigas (Ibafiez et al. 2011) no se
evidencid estructura genética a escala macrogeografica a través de este quiebre
biogeografico. A pesar de las diferencias en el esfuerzo de muestreo que poseen los
estudios previamente sefialados, en estos se evidencia la relacion entre el potencial de
dispersion de estas especies y la magnitud de los quiebres filogeograficos y su
coincidencia con el quiebre biogeografico de los ~30°S, ya que L. nigrescens y A.

monodon poseen fases larvarias planctonicas cuya duracién fluctia entre horas a unos
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pocos dias, mientras que C. concholepas, P. monodon y D. gigas pueden pasar desde
semanas hasta varios meses en la columna de agua. Por lo tanto, estos estudios sugieren
que el quiebre biogeografico de los ~30°S es el resultado de una discontinuidad pasada
por lo que en la actualidad no se evidencia estructuracion genética a macro escala
geografica en especies con alto potencial de dispersion.

A excepcion de los estudios previamente sefialados, la mayoria de los que se han
efectuado en la zona del PSE se han centrado en la descripcion de ensambles de
especies, no asi en los mecanismos que han generado tales patrones, o bien consideran
una pequefia parte de la costa del PSE (Cardenas et al. 2009, Sanchez et al. 2011, Ibafiez
et al. 2011, Haye et al. 2014). Esto se vuelve una limitante en la comprension de los
procesos, tanto historicos como contemporaneos, que han generado la distribucion actual

de las especies (Cardenas et al. 2009).

1.5. Unidad de Estudio: Dos especies de Equinodermos de la Clase Echinoidea

La Clase Echinoidea (Phylum: Echinodermata) incluye a los echinoideos regulares
(erizos de mar) e irregulares (dolar de arena, entre otros) y estd compuesta por alrededor
de 950 especies descritas (Moore 2006). Los echinoideos regulares son esféricos u
ovalados y el cuerpo adopta un aspecto globoso o aplanado segun el eje oral-aboral. Las
estructuras internas estan cubiertas por un entramado de osiculos que dan forma a una

testa, la cual esta cubierta de espinas moviles y relativamente largas emanadas de los
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tubérculos, ademas de pedicelarios, los cuales cumplen diversas funciones

(alimentacion, defensa, entre otras) (Figura 1.2) (Moore 2006).

Figura 1.2. Estructura de los echinoideos regulares: a) Vista externa de un erizo de mar.
b) Testa de un erizo de mar (Adaptado de Moore, 2006)

Los erizos pueden presentar una variedad de colores y medir entre 6 y 12 cm, aunque
hay registros de especies del Indopacifico que alcanzan incluso los 35 ecm (Ruppert &
Barnes, 1996). Los erizos regulares son herbivoros y en su etapa adulta presentan escasa
movilidad (Moore 2006).

El ciclo de vida de los Echinoideos es complejo y se caracteriza por la presencia de una
larva conocida como Echinopluteus en cuyo desarrollo esta implicada la formacion de
una serie de apéndices mas o menos largos (brazos) derivados de la pared del cuerpo,
cuya estructura, posicion o ausencia, diferencia a los clados dentro de la Clase (Smith
1997, McEdward & Miner 2001, Moore 2006). Esta larva planctotréfica posee simetria

bilateral, y la metamorfosis que experimenta es extrema, involucra reabsorcién de
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tejidos y el paso a la simetria pentaradial caracteristica de los organismos en fase adulta

(Figura 1.3) (Smith, 1997).

Figura 1.3. Esquema representativo de la historia de vida de un Echinoideo (Adaptado
de Smith 1997)

Es en este contexto, que la presente investigacion tomard como modelos de estudio dos
especies de Echinoideos presentes a lo largo del PSE, con rasgos de historia de vida
similares. Uno de ellos, el erizo comestible Loxechinus albus (Molina, 1782), es una
especie de amplia distribucion geogréfica en el Pacifico Suroriental que se encuentra
ininterrumpidamente desde el Norte de Pert, frente a la Isla Lobos de Afuera (6°LS),
hasta la Isla de los Estados en el extremo austral del continente americano (57°LS)
(Larrain 1975, Vasquez & Donoso 2013), describiéndose su presencia hasta los 340 m
de profundidad en Chile (Arana, 2005). Numerosos estudios han sido realizados en L.
albus acerca de aspectos reproductivos (Arrau 1958, Zamora & Stotz 1992, Arana, 2005,

Gebauer & Moreno 2005, Kino & Agatsuma 2007, Schuhbauer et al. 2010), ecoldgicos
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(Gonzélez et al. 1987, Guisado & Castilla 1987). o acerca de su acuicultura y pesqueria
(Espejo et al. 2003, Stotz, 2003, Carcamo et al. 2005, Moreno et al. 2006, Moreno et al.
2011), sin embargo, a excepcion de algunos estudios genéticos que se han restringido a
la caracterizacion de poblaciones puntuales dentro de su rango de distribucion (Vergara
et al. 2001, IFOP 2009) o el desarrollo de nuevos marcadores para secuenciacion de
“next generation” (Arévalo et al. 2014), y a pesar de la importancia ecoldgica y
comercial que reviste esta especie, carece de estudios que aborden la caracterizacion
genética y conectividad de sus poblaciones a lo largo del PSE (Arévalo et al. 2014).
Tetrapygus niger (Molina, 1782) conocido como erizo negro, es uno de los equinoideos
mas comunes presente en la costa del Pacifico Sudeste. Habita aguas someras hasta 40 m
de profundidad y se distribuye desde los 6°LS hasta los 37°LS, reportandose registros
aislados en el Estrecho de Magallanes (53°LS) (Zamora & Stotz, 1993). Se han realizado
estudios acerca de la reproduccién (Fuentes & Barros 2000) y ecologia (Rodriguez &
Ojeda 1993, Navarrete et al. 2008) y al igual que L. albus carece de estudios que
caractericen genéticamente y aborden la conectividad de sus poblaciones, habiendo un
unico estudio que aborda tales aspectos, sin embargo, no abarca la totalidad de su rango
de distribucion a lo largo del PSE (Haye et al. 2014).

Loxechinus albus y Tetrapygus niger comparten un rasgo comun dentro de su historia
de vida, ya que ambas especies presentan estadios larvarios de larga duracion, aunque
con variaciones en duracion entre una especie y otra. En el caso de 7. niger se ha
descrito una duracion de esta fase larvaria de entre 90 a 120 dias (Fuentes & Barros

2000) y ha sido definido como un alto dispersor (Haye et al. 2014) en cambio para L.
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albus esta fase tendria una duracién menor, estimada entre 28 y 34 dias (Arrau, 1958,
Gonzélez et al. 1987).

De esta manera, las caracteristicas biologicas y ecologicas de ambas especies de
equinodermos, las vuelven en modelos de estudio apropiados para evaluar el efecto
diferencial de las condiciones geograficas, oceanograficas y climaticas histéricas y
contemporaneas, sobre el patron de distribucion de la diversidad genética a través de su
rango de distribucién a lo largo del PSE. Ademas, se podra evaluar si la diferencia entre
la duracién de los estados larvarios (1 vs. 3 meses) se refleja en la escala geografica de
la conectividad. De igual forma, los resultados permitiran evaluar la posible relacion que
pueda existir entre la estructuracion genética y la presencia de los quiebres
biogeograficos descritos para el rango de distribucion de 7. niger y L. albus, ya que una
concordancia entre estos quiebres biogeograficos y quicbres genéticos no ha sido a la
actualidad consistentemente detectado para otras especies con estadios larvarios de larga
duracién a lo largo la linea de costa del PSE (Cardenas et al. 2009, Zakas et al. 2009,

Haye et al. 2010, Ibafez et al. 2011) .
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1.6. Hipétesis unidad de estudio

1.6.1. Paradigma de conectividad de las especies

Hipotesis a

La presencia de estadios larvarios de larga duracion en los ciclos de vida de Loxechinus
albus y Tetrapygus niger permitirian una alta conectividad a lo largo del rango de

distribucion de ambas especies

PREDICCION: Ambas especies presentaran un escaso o bajo nivel de estructuracion

genético-poblacional.

Hipotesis b

En base a la mayor duracion del estadio larvario en Tetrapygus niger en comparacion a

Loxechinus albus, T. niger mantendria conectividad a mayor escala geografica.

PREDICION: Se observard un modelo por distancia de estructuracion genética
poblacional en el caso de L. albus mientras 7. niger representaria una Unica unidad

genética.
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1.6.2. Quiebres genéticos asociado a quiebres biogeograficos

Hipétesis a

Dado que a lo largo del rango de distribucion de Loxechinus albus y Tetrapygus niger se
han definido dos quiebres biogeograficos, y debido a la diferencia en las duraciones de
las fases larvarias entre ambas especies, se espera una diferenciacion en los patrones de

conectividad

PREDICCION: Se observara un escaso o bajo nivel de estructuracion filogeografica en

ambas especies.
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1.7. Planteamiento de objetivos

1.7.1. Objetivos Generales

1.

Determinar si los patrones de diversidad genética de Loxechinus albus y
Tetrapygus niger responden a un modelo de alta conectividad asociado a
poblaciones de especies con fase larval planctonica de larga duracion con algun
tipo de diferenciacion a proposito de distintas duraciones en ambos equinoideos

de estas fases larvarias.

Evaluar si los patrones de estructuracion genética y filogeograficos de
Loxechinus albus y Tetrapygus niger se asocian a la presencia de los quiebres

biogeograficos descritos a lo largo del rango de distribucion de ambas especies.
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1.7.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la diversidad genética de las poblaciones correspondientes a las
especies Loxechinus albus y Tetrapygus niger representadas en los sitios de

muestreos distribuidos a lo largo del Pacifico Sudeste.

2. Determinar la existencia de estructuracion genético poblacional de Loxechinus
albus y Tetrapygus niger en el area de estudio a través del marcador molecular

Citocromo Oxidasa 1.

3. Determinar una posible relacion entre quiebres genéticos y  quiebres

biogeograficos descritos a los 30° y 42°LS para ambos modelos de estudio.

4. Inferir la historia demografica de las poblaciones de Loxechinus albus y

Tetrapygus niger distribuidas a lo largo del Pacifico Sudeste mediante el

marcador molecular Citocromo Oxidasa I.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion de muestras

Las muestras de erizos de Loxechinus albus y Tetrapygus niger fueron obtenidas
desde 22 localidades a lo largo de la costa del Pacifico Sureste, entre el norte del Pera
(6°46°S, 79°56°W) y el extremo sur de Chile (54°40°S, 72°00°W), entre Septiembre de
2009 y Julio de 2012 (Tabla 2.1, Figura 2.1). Los ejemplares fueron recolectados
directamente desde el intermareal o mediante buceo autdnomo en zonas poco profundas.
Del total de sitios muestreados 13 pertenecen a la Provincia Peruviana (PP), 7 a la
Provincia Intermedia (PI) y 2 a la Provincia Magallanica (PM). Las muestras fueron
preservadas en alcohol al 95% vy trasladadas al laboratorio, procediendo luego a la

extraccion de espinas y tejido gonadico para la realizacion de los analisis posteriores.
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Figura 2.1. Mapa de localidades de muestreo de los erizos provenientes del Pacifico

Sudeste a) Loxechinus albus b) Tetrapygus niger
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Tabla 2.1. Localidades de muestreo de Tetrapygus niger y Loxechinus albus, recolectados en el Pacifico Sudeste

Provincia Biogeogrifica | Abreviatura | Localidad Especie N; | N; | Fecha Colecta | Latitud (S) | Longitud (W)
Provincia Peruviana PP Chiclayo Tetrapygus niger | 19 23.06.2012 6° 46" 79° 56°
Provincia Peruviana PP Huanchaco | Tetrapygus niger | 12 25.06.2012 8°04” 79° 07"
Provincia Peruviana PP Chimbote Tetrapygus niger | 12 27.06.2012 9° 04" 78° 37"
Provincia Peruviana PP Huacho Tetrapygus niger | 13 29.06.2012 11°97 77°36"
Provincia Peruviana PP Pisco Tetrapygus niger | 18 03.07.2012 13° 52’ 76° 23’
Provincia Peruviana PP Matarani Tetrapygus niger | 15 05.07.2012 17°01° 72°01°
Provincia Peruviana PP llo T.niger/ L. albus | 19 | 15 04.07.2012 17°34° 71°21°
Provincia Peruviana PP Arica T.niger/ L. albus | 41 | 8 16.09.2009 18°32' 70°19'
Provincia Peruviana PP Iquique Tetrapygus niger | 40 13.09.2009 20°13' 70°03'
Provincia Peruviana PP Antofagasta | T.niger/ L. albus | 32 | 17| 21.01.2011 23927 70°30'
Provincia Peruviana PP Tal tal T.niger/ L. albus | 29 | 23 16.01.2011 25°24' 70°30'
Provincia Peruviana PP Pan Azucar | T.niger/L. albus | 38 | 35 21.07.2009 26°08' 70°40'
Provincia Peruviana PP Chafiaral Toniger /L. albus | 21 | 32| 21.07.2009 26°20' 76°37'
Provincia Intermedia Pl Coquimbo | Tetrapygus niger | 32 24.02.2010 29°57 71°19'
Provincia Intermedia Pl Fray Jorge | Tetrapygus niger | 32 01.12.2009 30°30" 71°35'
Provincia Intermedia Pl Los Vilos | Tniger /L. albus | 34 | 14 | 07.05.2009 337 71°33'
Provincia Intermedia Pl Valparaiso | Tetrapygus niger | 21 12.05.2010 32°47 71°45"
Provincia Intermedia Pl Las Cruces | Loxechinus albus 34 15.01.2010 33°30' 71°37
Provincia Intermedia PI Pichilemu | Tetrapygus niger | 14 20.01.2010 34°22' 71°37
Provincia Intermedia Pl Concepcion | Tetrapygus niger | 28 25.06.2010 36°48' 73°10’

Provincia Magallanica PM Chiloé Loxechinus albus 20 | 25.06.2010 42°42' 74°09"
Provincia Magallanica PM Punta Arenas | Loxechinus albus 30| 11.01.2012 54°40' 72°00"
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2.1.1. Extraccion de DNA, amplificacion y secuenciacion

Se realizaron extracciones de ADN a partir de tejido gonadal y espinas. E1 ADN
total fue extraido por medio del Método Salino (Aljanabi & Martinez 1997) (modificado
para ser utilizado en los modelos de estudio, Anexo 1). Se verificod la calidad del ADN
extraido en un gel de agarosa al 1% y se cuantificé utilizando el Thermo Scientific

I\}'anoDropTM 1000 Spectophotometer.

Luego, se amplificd el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa Subunidad 1 (COI) del
ADN mitocondrial mediante la técnica PCR (Polymerase Chain Reaction). Para esto, se
disefiaron partidores especificos: un partidor directo (forward) de 25 nucledtidos ArbaF
(5" TTTCTACAAACCATAAGGATATTGG'3) y un partidor inverso (reverse) de 26
nucledtidos ArbaR (5" TATACTTCAGGGTGTCCAAAGAATCA’3). Estos partidores
fueron disefiados para el presente estudio en el software GENEIOUS 5.5.4 utilizando

secuencias de COI de otros equinoideos obtenidas de manera referencial en GenBank.

El protocolo de PCR se estandarizé para reacciones de un volumen total de 25 plL, el
que contenia 2 uLL de Buffer de PCR 10X (50mM, 10mM Tris-HCIl, pH 8.0), 2,2 uL de
MgCl, 50mM, 0,5 uL de cada partidor a 10 pm/uL, 10 ng/uL. de ADN, 2 uL de cada
dNTP 2,5 mM, 0,5 uL Taq Platinium (Invitrogen) y 16,3 ul de agua ultra pura. Para el
PCR, se uso el siguiente perfil de ciclos: denaturacion inicial a 94° C (30 min.) seguida
por 35 ciclos de denaturacion a 94°C (40 seg.), alineamiento a 50° C (40 seg.) luego

extension a 72° C (60 seg.) seguido de un paso final de extension a 72° C (10 min.)
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El producto de PCR fue purificado en columnas de Qiagen Qiaquick y la secuenciacion
de este fragmento de ADN fue realizada en ambos sentidos, utilizando para ello los
partidores previamente descritos. Este procedimiento fue realizado a través de los
secuenciadores automaticos (ABI3730XL y ABI3700) pertenecientes a Macrogen Inc.,

Corea del Sur (www.macrogen.com).

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas en el programa Processor of

Sequences, ProSeq Version 2.9 beta (Filatov 2002).

2.2. Analisis Datos
2.2.1. Caracterizacion genética de las poblaciones
2.2.1.1. Indices de Diversidad de las especies

A partir de las secuencias obtenidas para ambas especies, se calcularon los indices de
diversidad estandar, tales como: Numero de Haplotipos (N), Numero de Sitios
Polimorficos (S), Diversidad Haplotipica (H), Numero promedio de diferencias entre
pares de secuencias (I1) y Diversidad Nucleotidica (). Estos indices fueron estimados
para cada poblacion, cada Provincia Biogeografica y en total, utilizando el software

Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010).

Las reconstrucciones genealdgicas a partir de datos intraespecificos fueron representadas
a través de redes de haplotipos (datos poblacionales sin recombinacion) para Loxechinus

albus y Tetrapygus niger. Las reconstrucciones se realizaron a través del algoritmo
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median-joining (MJ) para datos binarios. Para ello se utilizo el Network version 4.501

(Bandelt et al. 1999).

2.2.1.2. Anailisis estructura genética poblacional de las especies

Para describir la estructura genética entre localidades de Loxechinus albus y Tetrapygus
niger, fueron estimados los indices Fgr (frecuencias haplotipicas) y el ®st (nimero de
diferencias entre pares de secuencias), analogo para datos de DNA mitocondrial
(Holsinger & Weir 2009), realizado entre pares de secuencias de distintas localidades,
implementado en Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2010). Las significancias estadisticas del
Fst y ®st se basaron en 5000 permutaciones en ambos casos, las que fueron corregidas
mediante el andalisis FDR (5%) (Pike 2011). Ademas, a través de inferencia bayesiana se
estimé la probabilidad de detectar la existencia de estructuracion poblacional con su
respectivo patrén de organizacion espacial, usando datos genéticos y un modelo espacial
geo-referenciado en el programa Geneland 4.0.2 (Guillot et al. 2005, Guillot 2008,
Guillot & Santos 2009, Guillot et al. 2009). Este método se distingue de otros, por la
capacidad de distincion del nimero de poblaciones (o clusters) con sus respectivos
limites geograficos, asociado con una incerteza en la asignacién de los individuos (datos
genéticos) a estos clister geograficos (Guillot et al. 2005). En la ejecucion del analisis,
la estimacion del nimero de poblaciones (K) se realizé con cadenas de Markov-Monte
Carlos (MCMC) con 10000000 de iteraciones. El primer andlisis se realizé bajo un
modelo de frecuencias no-correlacionadas (vector de frecuencias haplotipicas
mutuamente independientes entre poblaciones) y luego otro con frecuencias

correlacionadas, ambos asociados a un modelo espacial geo-referenciado.
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En las iteraciones se fue muestreando cada 1000 parametros, fijando los valores de K
determinado por la moda de la distribucion a posterior de la cadena de MCMC,
descartando el 10% de las primeras iteraciones que no llegaron a una convergencia.
Luego. mediante un Bayes Factor (BF) descrito por Raftery (1996), se eligié el modelo
con mayor probabilidad a posteriori, y el que asigné mejor los datos genéticos de cada
individuo en los clusters geograficos. Bayes Factor es definido por los valores de
maxima verosimilitud marginales de los modelos (pr(D/M)), y es expresado en: B10=
pr(D\M1)/pr(D\M0); donde BI0: logaritmo base 10 de BF es la razén del valor de
maxima verosimilitud marginal del modelo (M/) con respecto al modelo (M0), dado los
datos (D). En la escala de interpretacion de BF se consider6 el de logB/0 donde los
valores superiores a 0,5 se consideran una fuerte evidencia, valores superiores a 1 son
considerados decisivos y valores inferiores a 0,5 no merecieron mencion (Kass &

Raftery 1995).
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2.3. Correspondencia entre quiebres genéticos asociados a quiebres biogeograficos

Las reconstrucciones genealdgicas con datos intraespecificos (haplotipos) agrupados por
provincias biogeograficas, fueron representadas a través de redes de haplotipos (datos
poblacionales sin recombinacion) para ambos modelos de estudio. En el caso de
Loxechinus albus correspondié a 3 grupos: Provincia Peruviana (PP), Provincia
Intermedia (PI) y Provincia Magallanica (PM) y para Tetrapygus niger correspondi6 a 2
grupos: Provincia Peruviana (PP) y Provincia Intermedia (PI). Estas reconstrucciones se
realizaron a través del algoritmo median-joining (MJ) para datos binarios. Para ello se

utilizo el programa Network version 4.501 (Bandelt et al. 1999).

Para describir la estructura genética entre provincias biogeograficas de Loxechinus albus
y Tetrapygus niger, se estimaron los indices Fsr (frecuencias haplotipicas) y el ®st
(nimero de diferencias entre pares de secuencias), andlogo para datos de DNA
mitocondrial (Holsinger & Weir 2009), entre provincias biogeograficas. En el caso de
Loxechinus albus fue comparado entre 3 grupos: Provincia Peruviana (PP), Provincia
Intermedia (PI) y Provincia Magallanica (PM) y Tetrapygus niger 2 grupos: Provincia
Peruviana (PP) y Provincia Intermedia (PI), implementado en Arlequin 3.1 (Excoffier et
al. 2005) Las significancias estadisticas del Fst y ®st se basaron en 5000 permutaciones

en ambos casos.

Para testear la ocurrencia de quiebres genéticos en Loxechinus albus y Tetrapygus niger
entre provincias biogeograficas a lo largo del Pacifico Sudeste, se realizd un Anélisis de

Varianza Molecular (AMOVA, Analysis of Molecular Variance, Dupanloup et al. 2002)
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implementado en ARLEQUIN. A través de un andlisis jerarquico de la variacion
genética se dividio la estructuracion genética poblacional en tres componentes: Fst
(estructuracion genética entre todas las poblaciones de), Fsc (estructuracion genética
dentro de cada provincia biogeografica) y Fet (estructuracion genética entre provincias
biogeograficas), esto a partir del numero de diferencias entre haplotipos por provincias
biogeograficas. El nivel de significancia de los indices de fijacion (Fst, Fsc y Fct) fue
estimado a partir de 10000 iteraciones para cada modelo de estudio. (Ver Excoffier et al.

1992).

Para evaluar la existencia de estructuracion filogeografica, y si este andlisis se asocia a
un quiebre biogeografico, se realizé la comparacion de los coeficientes de diferenciacion
genética entre haplotipos ordenados (Nst) y no ordenados (Gst) descrito por Pons & Petit
(1995, 1996). La frecuencia de los haplotipos fue usada para estimar la diversidad
genética promedio intra-poblacional (hs), la diversidad genética total (AT), y la
proporcion de la diversidad total debido a diferencia entre poblaciones (Gst), junto con
el nimero de diferencias entre los haplotipos (Nst, distancia entre haplotipos). El método
de analisis fue el seflalado por Burban et al. (1999), mediante el uso del programa
PERMUT (Pons & Petit 1995, 1996). En este analisis se realizd un test con 10000
permutaciones aleatorias de Nst en el caso de L. albus, y con 1000 permutaciones en el
caso de 7. niger. Luego, los valores de Nst permutados fueron comparados con el valor
de Nst observado. Si el 5% de los valores permutados fueron mayores al valor de Nst
observado, entonces el test no es significativo, dado que no hubo diferencias

significativas entre el Gst y el Nst observado. Al no encontrar diferencias significativas
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entre Nst observado y Gst, entonces es considerado como un indicador de ausencia

estructuracion filogeografica.

Para determinar los patrones de migracion entre poblaciones de distintas provincias
biogeograficas de Loxechinus albus y Tetrapygus niger, se realizaron andlisis de las
relaciones genéticas entre grupos en base a la teoria de coalescencia. Mediante
inferencia bayesiana, se estimaron las tasas de inmigracion (en cada direccidn) entre
poblaciones de las diferentes provincias biogeograficas usando el programa Migrate-n
3.2.17 (Beerli 2011). Utilizando como priors una distribucién uniforme, y el tnico
modelo por defecto Felsenstein 84 de sustitucion nucleotidica (F84). F84 es
esencialmente el mismo modelo que HKY85 (estimado en este estudio con jmodel Test,
Posada 2008), diferenciandose solo en el cdlculo de la razon transicion/transversion
(Yang 2006). De este modo, se estimo6 la distribucion de probabilidad a posteriori de los
parametros ® = x x Ne x u, (donde x es la ploidia y herencia de los datos, (Ne) es el
tamailo efectivo de la poblacion, (i) es la tasa de mutacion por sitio por generacion), y
M = m/p. (donde (m) es la tasa de inmigrantes dividido por p); donde M es una medida
de cuanto mas importante es la inmigracion sobre la mutacidén para traer nuevas
variantes a la poblacién. Del multiplo de ambos pardmetros (@x M) se obtuvo el numero
de inmigrantes por generacion (x *Nex m, Beerli 2011). Esta aproximacion hace uso de
una cadena larga de Markov-Monte Carlo (MCMC), usando el algoritmo slice sampling,
el cual utiliza la distribucion a posteriori para generar un nuevo estado (este nuevo
estado es compatible con los datos, por lo tanto la razén de aceptancia es siempre 1,0).

Las iteraciones realizadas fueron cinco réplicas, sobre la base de 50000 pasos registrados
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en 100 incrementos (ciclos). Las cinco réplicas (cadenas) corridas con temperaturas
estaticas distintas (1,0; 1,5; 4,0 y 5,0), permitié el intercambio entre las cadenas
(dependientes de la aceptancia o rechazo), experimentando magnitudes de exploracion
diferentes de las genealogias en el espacio (con mayores exploraciones con las cadenas
mas calientes). Este método, conocido como MCMCMC (Markov coupled Markov
chain Monte Carlo, Geyer & Thompson 1995), permite cuatro o mas cadenas con
diferentes temperaturas, donde las cadenas mas calientes se mueven con mayor libertad,
explorando mas genealogias, realizando una exploraciéon mas eficiente de los datos,
estableciendo mejores intervalos de densidad, en contraste a la corrida de una unica
larga cadena. De este modo, se constituyé un paisaje definido por la probabilidad de
25000000 de genealogias visitadas, donde el primer 10 % de las de las genealogias
fueron descartadas por no alcanzar la zona de convergencia en los valores de maxima
verosimilitud en las corridas de MCMC. Con este analisis se generaron distribuciones de
probabilidad de los parametros y de las genealogias con distintos intervalos de
credibilidad, representando la incerteza de los pardmetros ® y M estimados. La robustez
de las estimaciones fueron evaluadas considerando: a) Diferentes corridas de MCMC
(distribuciones con una sola moda) fueron realizadas para chequear la convergencia de
las cadenas, b) Los valores de autocorrelacion y del tamafio efectivo de las muestras
(effective sample size, ESS). Donde altos valores de autocorrelacion en los algoritmos
involucran frecuentes rechazos de cambios en las cadenas y menor eficiencia de
busqueda en el espacio. Menor eficiencia de bisqueda implican un insuficiente tamafio

efectivo de las muestras de los parametros (ESS < 500), es decir de muestras
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independientes, y por ende, de un analisis ain sesgado por las condiciones iniciales

(priors) (Pardo-Gandarillas 2012).

2.4. Inferencia demogrifica

La inferencia demografica de las poblaciones previamente identificadas (grupos de
localidades que no mostraron diferencias genéticas significativas entre ellas), se realizo
en primer lugar a través de la estimacion de los indices de neutralidad D de Tajima y el
Fs de Fu, y sus respectivos valores de probabilidad. Estos indices detectan desviaciones
del equilibrio mutacion-deriva de Wrigth-Fisher, a través del exceso o déficit de
haplotipos de baja frecuencia, originado por un crecimiento poblacional, un cuello de
botella, o eventos de seleccion que hayan ocurrido en el pasado (Tajima 1989, Fu 1997).
Ambos estadisticos y sus respectivos valores de probabilidad fueron estimados en el
programa DNAsp 5.1 (Librado & Rozas 2009).

Luego se estimd la distribucion de desajuste entre pares de secuencias (Mismatch
Distribution) la que fue comparada con una distribucion unimodal, esperada bajo el
modelo de crecimiento poblacional instantaneo de Rogers y Harpending (1992) para
ambos modelos de estudio en el programa DNAsp 5.1 (Librado & Rozas 2009). Luego, a
partir de la distribucion observada se estimo un indice de desigualdad (Raggedness index,
Harpending 1994) con el propésito de determinar si esta se ajusta a la distribucion unimodal
esperada bajo el modelo de crecimiento instantaneo. En seguida, y solo cuando la poblacion

mostr6 un patrén de distribucion de desajuste unimodal, se realizaron estimaciones de los
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parametros de expansion demogréfica, en el software DnaSP version 5.1 (Librado & Rozas
2009).

Finalmente, la historia demografica de las poblaciones de ambas especies fue inferida
mediante analisis de Bayesian skyride (BSR, Minin et al. 2008) en el programa BEAST
version 1.7.2 (Drummond & Rambaut 2005). Este analisis no asume un modelo
paramétrico de crecimiento (o decrecimiento) poblacional. Esta aproximacion bayesiana
utiliza Cadenas de Markov-Monte Carlo (MCMC), que eficientemente van muestreando
en el campo aleatorio Markov Gausiano generando una distribucion a posteriori del
parametro tamario efectivo poblacional (Ne) a través del tiempo, y estimar asi el tiempo
del ancestro comun mas reciente (tMRCA) en las genealogias de coalescencia. Los
cambios en el tamafio efectivo entre “pequefios” y consecutivos intervalos
intercoalescencia son penalizados, ya sea con ser dependiente de las longitudes de los
intervalos de coalescencia (time aware) o ser independiente del tiempo (Ho & Shapiro
2011). Estas distribuciones generan intervalos de credibilidad a posteriori (95% HPD,
Highest Posterior Density), representando la incerteza en el Ne y del tMRCA,
(Drummond et al. 2005). Previo al analisis de Bayesian Skyride, se estimé el mejor
modelo de sustitucion nucleotidica bajo un criterio de decisién bayesiana (BIC), en el
programa JModelTest (Posada 2008) para cada especie. Los supuestos que se asumieron
para la generacion de arboles de coalescencia fueron modelos de evolucion molecular
con reloj estricto y luego reloj relajado. La generacion de arboles se realizé con un
método de suavizamiento a prior “time aware”, usando una tasa de mutacién de 0.6%
por millon de afios (ver Diaz et al. 2011). Estos andlisis fueron realizados con cadenas

de MCMC de 50000000 de iteraciones en el caso de 7. niger y 20000000 de iteraciones
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en el caso de L. albus, en ambos casos se fueron muestreando pardametros y arboles cada
1000 generaciones, descartando las primeras 500000 iteraciones en 7. niger y 200000
iteraciones en L. albus. En la eleccion del numero de iteraciones de MCMC, se
considerd el nimero de secuencias analizadas y la complejidad del modelo usado, para
asi adquirir un tamafio efectivo de la muestra apropiado (> 200). Posteriormente,
mediante un Bayes Factor (BF) descrito por Newton & Raftery (1994), y con las
modificaciones propuestas por Suchard et al. (2001), en el programa Tracer 1.5
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/, Rambaut & Drummond 2009), se eligio
primero la inferencia demografica realizada con el mejor método bayesiano descrito
anteriormente, y segundo con el modelo de evolucion (reloj molecular estricto vs
relajado) con mayor probabilidad a posteriori y el que representd mejor la historia
demografica de las poblaciones. El BF fue definido por los valores de méxima
verosimilitud marginales de los modelos (pr(D/M)) y expresado en: B10=
pr(D\M1)/pr(D\M0); donde B10: logaritmo base 10 de BF, es la razon del valor de
maxima verosimilitud marginal del modelo (A7) con respecto al modelo (M0) dado los
datos (D). Para interpretar los valores de logBl(0 se usé una clasificacion donde los
valores superiores a 0,5 se considerdé una fuerte evidencia, valores superiores a 1 se
considerd decisivo y valores inferiores a 0,5 no merecieron mencién (Kass & Raftery
1995). Finalmente, los resultados fueron visualizados y graficados en el programa Tracer

version 1.5 (Rambaut and Drummond 2009).
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3. RESULTADOS

3.1. Analisis muestras

Se obtuvieron 228 secuencias del gen mitocondrial COI (594 pb) de Loxechinus albus.
Previo al analisis de éstas, y debido a la baja representatividad estadistica de algunas
localidades de muestreo y su cercania geografica, se procedio a la fusion de localidades

en una misma poblacion, la cual corresponde a la poblacion 1: [lo-Arica para L.albus.

Para Tetrapygus niger se obtuvieron 470 secuencias del gen mitocondrial COI (546 pb).
Como en el caso de L. albus, previo al andlisis de ¢stas, y debido a la baja
representatividad estadistica de algunas localidades de muestreo y su cercania
geografica, se procedio a la fusion de localidades en una misma poblacion. En este caso
correspondié a conformacion de la poblacion 2: Huanchaco-Chimbote y la poblacion 5:

Matarani-Ilo.
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3.2. Caracterizacion genética de las poblaciones

3.2.1. Diversidad genética de las poblaciones de Loxechinus albus y Tetrapygus

niger

Para Loxechinus albus se encontraron 28 haplotipos en los fragmentos de 594 pb del gen

COI amplificado correspondiente a 228 ejemplares. Cada una de las localidades en que

se realizaron los muestreos mostré una baja diversidad haplotipica, nucleotidica, entre 2

y 6 sitios polimérficos y un bajo nimero de diferencias entre secuencias, lo mismo se

reflej6é de manera global (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Indices de diversidad estimados para Loxechinus albus por poblacion (N=9) y

por Provincias Biogeograficas (N=3) y en total. K: Numero de Haplotipos, S: Numero

de Sitios Polimérficos, H: Diversidad Haplotipica IT: Namero promedio de diferencias

entre pares de secuencias, : Diversidad Nucleotidica

Poblacién | Localidad | Provincia Biogeografica| N | K| S H II IT
NORTE Provincia Peruviana 130 | 16 | 17| 0,284 £ 0,053 | 0,367 = 0,355 | 0,001 £ 0,001
1 Ilo+Arica Provincia Peruviana 23 1 6| 6]0395+0,128 | 0,522+0454 | 0,001 + 0,001
2 Antofagasta Provincia Peruviana 17 1212 ]0228+0.123 | 0,353+£0,362 | 0,001+ 0,001
3 Tal Tal Provincia Peruviana 23 1212]0,170+0,103 | 0,233 +0,294 | 0.0004 + 0,001
4 Pan de Azucar Provincia Peruviana 3513 1410264+0,094 ) 0333+0341 | 0,001 +0.,001
5 Chanaral Provincia Peruviana 32 | 4] 510343+0.107 | 0,371 +0.364 | 0,001+ 0,001
CENTRO Provincia Intermedia 48 [ 10|12 0,376 = 0,090 | 0,540 = 0,455 | 0,001 + 0,001
6 Los Vilos Provincia Intermedia 14 1 3 [31039%=0,159 [ 04290411 | 0,001 0,001
7 Las Cruces Provincia Intermedia 34 | 8110)0374=0.106 | 0.588+0.484 | 0.001 + 0,001
SUR Provincia Magallinica 50 | 6] 5] 0,469+0,071 | 0,510+ 0,439 [ 0,001 + 0,001
8 Chiloé Provincia Magallanica 20 [ 31306000077 | 0,679+0,540 | 0,001 0,001
9 Punta Arenas Provincia Magallanica 30 1213 [0352+0.103 | 0.372+0,366 | 0.001 = 0,001
PSE 1a9 P.P, PI, P.M. 228 (28 | 28 | 0,353 + 0,041 | 0,450 + 0,400 | 0,001 £ 0,001
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Las relaciones genealdgicas obtenidas a través del Median-Joining Network, mostraron
un patrén caracterizado por un haplotipo central de alta frecuencia (H1) del cual
emergen haplotipos de baja frecuencia o tinicos separados de este por uno o dos pasos
mutacionales (Fig. 3.1). El haplotipo H1 se encontré en 183 (80,3%) de los 228
ejemplares de L. albus, en la totalidad de las localidades muestreadas a lo largo del
rango de distribucion de la especie. En términos de frecuencia, aunque muy por debajo,
le siguié el haplotipo H18 presente en 13 ejemplares (5.4%), por el contrario, este
haplotipo solo estuvo presente en las localidades distribuidas al sur de los 30°S. Los
haplotipos restantes se diferenciaron del haplotipo dominante por uno o dos pasos

mutacionales (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Red de Haplotipos de la especie Loxechinus albus por poblaciones

muestreadas a lo largo del Pacifico Sudeste.

En el caso de Tetrapygus niger se obtuvieron fragmentos de 546 pb en 470 ejemplares,
los que correspondieron a 78 haplotipos. Cada una de las localidades en que se

realizaron los muestreos mostré una alta diversidad haplotipica, nucleotidica, un total de
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62 sitios polimorficos y un alto nimero promedio de diferencias entre secuencias (Tabla

3.2).

Tabla 3.2. Indices de diversidad estimados para Tetrapygus niger por poblacion (N=17)
y por Provincias Biogeograficas (N=2) y en total. K: Numero de Haplotipos, S: Nimero
de Sitios Polimorficos, H: Diversidad Haplotipica, IT: Numero promedio de diferencias

entre pares de secuencias, t: Diversidad Nucleotidica

Poblacion Localidad Provincia Biogeografica [ N (K|S H I1 1
NORTE Provincia Peruviana 309 )64 | 56| 0,854+ 0,016 | 2,067 + 1,161 | 0,004 + 0,002
1 Chiclayo Provincia Peruviana 19 | 11]15f0.912+0,046 | 2,468 = 1.395 | 0.005 = 0.003
2 Huanchaco + Chimbote Provincia Peruviana 24 1716 [0,750+£0,073 | 1,326+ 0,855 | 0,002 + 0,002
3 Huacho Provincia Peruviana 13| 8 |12]0897+0.067 | 2,821 1,590 | 0,005 + 0.003
4 Pisco Provincia Peruviana 1819 |9 ]0.837+0066 |1458 +0,927]0,003 +0,002
5 Matarani + llo Provincia Peruviana 34 | 18]24] 0927 +0,026 | 2,777 £ 1,506 | 0.005 = 0,003
6 Arica Provincia Peruviana 41 115116 0,892+ 0,031 | 2,256 = 1,267 | 0,004 + 0,003
7 Iquique Provincia Peruviana 40 | 17119 0.831+0.056 | 2,067 + 1,182 | 0,004 £ 0.002
8 Antofagasta Provingia Peruviana 32 1131 15] 0,796 + 0,068 | 2,002 = 1,159 | 0,004 + 0,002
9 Tal tal Provincia Peruviana 29 | 12]114] 0.884 £0,038 | 1.798 = 1,069 | 0.003 = 0,003
10 Pan Azicar Provincia Intermedia 38 1121141 0,768 +0,061 | 1,519+0,933 | 0,003 = 0,002
11 Chanaral Provincia Intermedia 21 | 11]13] 0924 +0.,033 | 2,486+ 1,397 | 0,005 £ 0,003
CENTRO Provincia Intermedia 161 )28 25| 0,797 + 0,028 | 1,824 = 1,055 | 0,003 + 0,002
12 Coquimbo Provincia Intermedia 32 [12]14] 0.839+0,054 | 1.897+ 1,111 | 0,004 = 0,002
13 Fray Jorge Provincia Intermedia 32 |11 |13] 0,859+0,040 | 2,139+ 1,221 | 0,004 + 0,003
14 Los Vilos Provincia Intermedia 34 112|141 0,739+ 0,077 | 1,609+ 0,978 | 0,003 = 0,002
15 Valparaiso Provincia Intermedia 21 1 9 11210800+ 0,078 ] 1,705+ 1,037 | 0.003 = 0,002
16 Pichilemu Provincia Intermedia 14 1 7 110] 0,692 40,137 | 2,011 % 1,204 | 0,004 £ 0,003
17 Concepcion Provincia Intermedia 28 | 9 110 0.818=0,059 | 1,698 = 1,024 | 0,003 + 0,002
PSE 1al7 P.P,P.L 470 ( 78 | 62 | 0,836 + 0,014 | 1,983 + 1,122 | 0,004 + 0,002
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Para Tetrapygus niger, las relaciones genealdgicas obtenidas a través del Median-
Joining Network, mostraron un patron caracterizado por la presencia de un haplotipo
central dominante (H6) de alta frecuencia (36,2 %) presente en la totalidad de
localidades muestreadas (Fig. 3.2), de este emergen una serie de haplotipos Unicos de
baja frecuencia separados por uno o dos pasos mutacionales. Separados de este haplotipo
central dominante por un mayor nimero de pasos mutacionales se observan 5 haplotipos
que le suceden en frecuencia (mayores al 5%) y presentes tanto en localidades al norte

como al sur de los 30°S (H1, H4, H16, H19 y H22).
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Figura 3.2. Red de Haplotipos de la especie Tetrapygus niger por poblaciones

muestreadas a lo largo del Pacifico Sudeste.

42

e e O meess 0 meees 0 O meess
90°W  80°W 70°W  80°W  50°W  40°W

CHICLAYO
HUANCHACO + CHIMBOT
HUACHO

PISCO
MATARANI + ILO
ARICA

IQUIGUE
ANTOFAGASTA
TALTAL

PAN DE AZUCAR
CHARARAL
COQUIMBO
FRAY JORGE
LOSVILOS
VALPARAISO
PICHILEMU
CONCEPCION



3.2.2. Analisis estructura genética poblacional de las especies

Los valores de Fst y @st estimados entre pares de poblaciones muestreadas a lo largo del
rango de distribucion de Loxechinus albus y sus respectivos valores de probabilidad,
mostraron valores de Fst y ®st en la mayoria de los casos bajos y no significativos
(Tabla 3.3 y 3.4 respectivamente). La excepcion se evidencié en muy bajos niveles de
estructuracion pero significativos entre Chiloé y las localidades situadas al norte de ésta
(Tabla 3.3). Tgual situacion se observo en el caso de la estimacion del ®st, en donde
ademas de evidenciarse una baja estructuracion entre Chiloé y las localidades al norte de
esta, se observd un valor de estructuracion muy bajo pero significativo para Punta

Arenas con respecto a Pan de Azicar (Tabla 3.4).

De igual manera, para 7. niger se obtuvieron valores muy bajos y no significativos en la
estimacién de los valores de Fst (Tabla 3.5) y ®st (Tabla 3.6) entre localidades
muestreadas. La excepcion la conformaron dos valores muy bajos pero significativos
estimados para la poblacién 2 conformada por las localidades Huanchaco y Chimbote
con respecto a Pan de Aziicar, los Vilos y Valparaiso, lo que puede relacionarse con la

presencia de haplotipos tnicos y de baja frecuencia (Tabla 3.5)
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Tabla 3.3. Valores estimados de Fst (sobre la diagonal) y sus respectivos valores de significancia (p) (baja la diagonal)

obtenidos a partir de la frecuencia haplotipica por poblaciones para Loxechinus albus (nimero de permutaciones: 5000;

valores significativos tras correccion mediante analisis FDR en rojo)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 - -0,019 0,010 0,002 -0,016 -0,027 -0,020 0,129 0,002
2 10,818 £ 0,006 - -0,022 -0,011 -0,019 -0,013 -0,012 0,187 0,009
3 10,419+ 0,008)0,999 + 0,000 - -0,001 0,003 0,012 0,005 0.236 0,023
4 10,318 £ 0,008 (0,546 = 0,008 |0,438 + 0,007 - 0,001 -0,001 0,001 0.207 0,022
5 10,863 £ 0,00510,733 + 0,007]0,358 £ 0,007 0,307 + 0,006 - -0,018 -0,011 0.161 0,008
6 [0,999 + 0,000 (0,648 + 0,007]0,343 + 0,007 0,381 +0,008 0,747 + 0,007 - -0,029 0,076 -0,031
7 10,999 + 0,000 {0,689 + 0,006(0,285 + 0,007| 0,392+ 0,007 0,678 + 0,006]0,999 + 0,000 - 0.130 -0,006
8 0,012+ 0,001|0,010 £0,001)0,001 £ 0,000 0,001 + 0,001 {0,004 + 0,001 ]0,103 + (,004 0,009 + 0,002 - 0,081
9 10,332+ 0,006(0,336 = 0,007(0,168 = 0,006 0,136 +0,004 10,241 + 0,006 (0,769 + 0,007 0,494 + 0,007]0,066 + 0,003 -
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Tabla 3.4. Valores estimados de ®st (sobre la diagonal) y sus respectivos valores de significancia (p) (bajo la diagonal)

obtenidos a partir del numero de diferencias entre pares de secuencias por poblaciones para Loxechinus albus (nimero de

permutaciones: 5000; valores significativos tras correccion mediante analisis FDR en rojo)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 - 0,015 0,0004 0,016 0,001 0,003 -0,010 0,157 0,032
2 0,898 + 0,004 . -0,001 0,016 -0,005 0,001 -0,007 0,171 0,026
3 10,747 + 0,006 (0,591 = 0,006 . 0,027 0,008 0,020 0,003 0.205 0,051
4 10,089+ 0,005 {0,205 + 0,005 |0,093 + 0,005 - 0,020 0,019 0,009 0.207 0,051
5 (0,504 = 0,008 |0,594 + 0,007]0,321 + 0,005 |0,064 + 0,003 - 0,008 0,002 0,191 0,041
6 (0,717 + 0,006 (0,555 + 0,008 0,164 + 0,004|0,210 + 0,006 0,322 + 0,007 . -0,014 0,091 0,011
7 10,884 + 0,005]0,820 + 0,006 {0,324 = 0,007 0,186 + 0,005 | 0,402 + 0,007 0,832+ 0,006 . 0,128 0,011
8 {0,003 +0,0010,006 + 0,001 |0,002 + 0,001 0,000 + 0,000| 0,001 + 0,0003 |0,085 + 0,004 0,002 + 0,001 - 0,064
9 {0,049+ 0,003 (0,214 + 0,007 0,049 + 0,003 {0,009 + 0,001 | 0,024 + 0,002 {0,482 + 0,007 [0,167 + 0,001 |0,059 + 0,003 -
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Tabla 3.5. Valores estimados de Fst (sobre la diagonal) y sus respectivos valores de significancia (p) (bajo la diagonal)

obtenidos a partir de la frecuencia haplotipica por poblaciones para Tetrapygus niger (nimero de permutaciones: 5000)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 " 0,01942 -0,0254 -0,01388 -0,00029 -0.00767 -0,00229 0,00066 0,00041 0,02929 0,00187 -0,01117 0,00359 0,03311 0,01594 0,03547 -0,00591
2 0,163 + 0,005 - -0,0169% -0,01323 0,03451 0,02843 0,00075 0,00168 0,01026 0,02335 0,0466 -0,0056 0,00439 0,02291 0,02618 -0.00247 -0,00343
3 [0,801 £ 0,005)0,597 + 0,007 - -0,02922 -0,02913 -0,01203 -0,01479 -0,0188 -(0,02995 0,00064 -0,02763 -0,03056 -0,04007 001672 -0.00131 001667 -0,02851
4 0,646+ 0,006]0,592 + 0,006(0,825 + 0,006 - 0,00296 0,00417 -0,00366 0.00848 -0,01437 0,01974 0.01226 -0,01366 -0,00503 0,04335 0,02445 0.03013 -0,01644
5 10435+ 0,008(0,043 + 0,003|0,975 £ 0,002)0,342 + 0,007 - 0,00528 0,01414 0,02328 -0,0136 0,02272 -0,02279 0,00043 -0,00781 0,05556 001976 0,00017 0,0016
6 0,629+ 0,007(0,068 £ 0,003 |0,656 £ 0,006 (0,319 4 0,007 0,262 + 0,006 - -0.00089 0,01007 -0,00351 0,01965 -0,0106 -0,01085 0,00055 002175 -0,00421 0,03341 -0,00755
7 10,446 + 0,007[0,356 + 0,006 0,705 = 0,00610,461 + 0,007 0,112 + 0,005[0,432 + 0,007 - -0,01213 0,0006 -0,00266 0,01493 -0,01854 0,00069 -0.00302 001356 -0,00973 -0,01884
8 10374 +0,007]0,359=0,007]0,735 + 0,0060,259 = 0,005 {0,061 + 0,003]0,175 + 0,006 0,860 + 0,005 - 0,01186 -0,00331 0,02358 -0,01474 -0,00057 -0,007% -0.00031 -0,01908 -0,01255 - |
9 0385+ 0,008]0,231 + 0,006 0,924 - 0,004]0,705 + 0,007 0,868 + 0,0050,536 + 0,007[0,378 + 0,006]0,189 = 0,005 - 0,00778 -0,01741 -0,0106 -0,00844 004419 00111 0,03042 -0,00864
10 {0,091 +0,004]0,111 + 0,004]0,372 + 0,007] 0,154 0,004 |0,065 + 0,003 (0,072 + 0,004 | 0,477 £ 0,007 0,469 + 0,007]0,242 + 0,006 - 0,01833 -0,00803 Qo 000798 -001371 -0.00102 -0,00997
11 (0,393 =+ 0,006 0,045 + 0,003 | 0.866 + 0,005 0,265 + 0,006 0,988 + 0,0020,712 + 0,006|0,154 4 0,006{0,109 + 0,004 [0,841 + 0,0050,150 + 0,005 - -0,0029 -0,00954 005454 0,01016 006706 0,00284
12 10,6694 0,006[0,514 4 0,007 {0,928 + 0,004]0,676 + 0,006{0,399 + 0,007 (0,791 £ 0,005[0,991 + 0,001 |0,884 + 0,005]0,717 + 0,007 |0,634 + 0,007[0.474 £ 0,006 - -0,01419 -0,00068 -0,01995 000197 -0,02911
13 0,344 £ 0,00710,327 + 0,006]0,992 4 0,001 (0,502 + 0,007 (0,655 + 0,006[0,397 £ 0,007 (0,392 + 0,007 0,439+ 0,007 [0,64] £ 0.007]0,195+ 0,005[0,631 + 0,007]0,848 + 0,005 - 002195 0,00582 0,02944 -0,01495
14 10,068 + 0,003 0,115 £ 0,004 (0,197 + 0,006 (0,049 + 0,003 |0,008 -+ 0,001 [0,069 = 0,004 | 0,460 + 0,007 0,618 + 0,008 0,020 + 0,002 (0,219 + 0,006 (0,019 £ 0,002 {0,402 + 0,007[0,091 + 0,004 - -0,01927 -0,01561 000135
15 10,188 4+ 0,005]0,110+ 0,005|0.428 + 0,0070,156 + 0,005 [0,113 + 0,004 (0,503 + 0,007 | 0,790 + 0,006]0,529 + 0,007 0,232 + 0,006/ 0,711 + 0,007 (0,296 1 0,006]0,870 + 0,004[0,303 4 0,007 |0,849+ 0,005 - 0,00109 -0.02056
16 10111 0,004]0,408 0,008 0,244 + 0,006 0,166 + 0,005§0,020 + 0,002 [0,082 + 0,004 (0,582 + 0,006]0,740 £ 0,006 [0,116 + 0,005|0,393 + 0,007 | 0,030+ 0,002]0,354 + 0,007|0,116 + 0,005 [0,713 £ 0,006/ 0,389 + 0,007 - 0,00388
17 (0,512 + 0,008)0,446 + 0,007 |0,863 + 0,005]0,706 + 0,006]0,367 + 0,006|0,644 + 0,006 {0,974 + 0,002|0,750 + 0,006 (0,605 -+ 0,007]0,657 + 0,006 (0,364 + 0,007 0,999 + 0,000|0,799 + 0,006 0,436 =+ 0,006[0,852 + 0,005 [0,356 + 0,007 -

46



Tabla 3.6. Valores estimados de ®st (sobre la diagonal) y sus respectivos valores de significancia (p) (bajo la diagonal)

obtenidos a partir del numero de diferencias entre pares de secuencias por poblaciones para Tefrapygus niger (numero de

permutaciones: 5000; valores significativos tras correccion mediante analisis FDR en rojo)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 - 003128 0,02386 0,0077 001204 | -00109 -0,02009 001430 | 001323 0,00441 0me72 | 001924 | -000832 0,00281 -0,00445 -0,02343 -0,01976
2 0,073 + 0,004 . 0,06303 40,0220 0,05495 005347 0,04362 0,06283 0,02181 0.0805 0,05451 0,02303 0,03575 00791 0,08773 0,07827 0,04202
3 (0,736 4 0,007| 0,030+ 0,002 - 0.03665 0,03931 000622 -0,01416 -0,02443 -0,01563 0,00076 00076 | 001506 | -003413 001264 -0,00363 003864 | -001892
4 [0320+0007| 0802+£0,006 |0,11240,004 . 0,03088 0,03582 0,02058 0,04906 0,00841 006159 003566 0,0007 0,01558 0,0538 0,06082 006167 0,00428
5 10,693+ 0,007| 000740001 [0.297+0001[0.063 + 0,003 . 0,00392 -0,00608 -0.01266 00106 -0,00698 002519 | -0,00937 -0,01478 0,01339 -,00305 001950 | 001285
6 [0,662+0007] 0,012:£0,002 0,488 +0,007]0,047 = 0,003 (0,289 + 0,006 - -0,00361 -0,00086 | -0,00407 -0,00003 -0,01363 -0,01145 0,00111 000725 -0,01754 001696 | -0,00934
7 (0910 0004| 0011£0,001 [0687+0007(0,105 + 0,004|0,618+ 0,007]0,548 + 0,007 E 000937 | -0,01387 -0,0036 001641 0,01576 000319 -0,00368 001713 00276 | 001836
8 |0,672+0006 0011+0002 [0,784+0,005[0,036 = 0.003|0,805 + 0,006]0,700 + 0.007| 0,717 0,006 . -0,01291 -0,01024 20,0195 0,01237 -0,00677 -0,00222 -0,01453 003555 | -000628
9 10,741+ 0007| 0,118+0004 |0,677+0.,007(0,255 + 0,006[0.755 + 0,006|0,527 + 0,007| 0,877+0,005 [0.775+ 0,006 - 0,00923 001975 002004 001122 0,00683 -0,00373 001691 00169
10 (0,327 +0007| 0,001 +0,0004 0,392+ 0,007 |0,016= 0,002[0,620 + 0,008|0,385 + 0,006| 0,537+0,007 [0,671 + 0,006 0,679 + 0,006 = 001201 0,00686 0,00708 0,00638 -0,01019 001039 | -000525
11 (0,732 £ 0006 002240002 (0,957 +0,003[0,074 + 0,004 [0,983 + 0,002[0,741 + 0,007| 0,820+0,005 [0,832 4 0,006]0,856 = 0,005 [0,665 + 0,007 . -0,01877 -0,01662 0,00913 001762 002073 20,0147
12 |0857+0006( 0,102+0,004 0,630+ 0,008(0,406 £ 0.007(0,709 + 0,005|0.777 + 0,006 0933+0,003 |0.788 + 0,005]0.950 + 0,003 |0,604 + 0,007 [0,848 + 0,005 001402 -0,00285 -0,01352 000743 | 002616
13 [0,535+ 0007| 0,070+ 0,004 [0.921+0,004(0,218 + 0,006[0,875+0,005(0,375+ 0,006 0314+0,006 [0,548 + 0,007 0,697 + 0,006 [0,244 + 0,006 0,761 + 0,006 [0,822 + 0,005 - 00161 001417 -0,01161 001411
14 (0,419 + 0,007| 0,0002 + 0,0002 {0,284 + 0,007 (0,022 + 0,002 |0,160+ 0,005 0,614 £ 0,007 0,545+0,007 [0,407 -+ 0,007(0,253 + 0,006[0,252 + 0,007]0,246 + 0,006|0,470 + 0,006 {0,152 0,005 3 -0,02228 -0,00688 | -000535
15 10,493 + 0,006] 0,001+0,0003 {0,465 +0,008[0,005 + 0,001 {0,472+ 0,007 0,852+ 0,005| 0875+0,005 0,723 £ 0,008 0,538 + 0,007 [0,641 + 0,007 0,793 + 0,006 {0,749 + 0,006{0,196 + 0,005 | 0,929 + 0,003 000772 | 001267
16 (0,740 0,006] 0,016+0,002 [0.843 + 0,006 (0,026 +0,002[0,783 + 0,006 0,694 £ 0,006] 0.666=0,006 (0,961 & 0,003 0,704 + 0,006[0,519+ 0,007]0,718 £ 0,006[0,526 + 0,007 0,526 = 0,007 [0,423 = 0,007 |0,511 + 0,007 - 0,00398
17 [0813£0005| 002940003 |0.661 +0.008]0,347 = 0,006(0.773 = 0,006 [0.672 + 0,007| 0,948 +0,003 (0,526 0,007[0,854 +0,006[0,511 + 0,0080,718 +0,007 0,991 4 0,001 |0,730 + 0,007 | 0,519 £ 0,007 [0,692 £ 0,007 0,443 + 0,007 E
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Los resultados de estructuracion genética obtenidos en el programa Geneland producto
de las iteraciones realizadas (MCMC) con inferencia bayesiana (con el modelo de
frecuencias no-correlacionadas) elegido mediante Bayes Factor, (Loxechinus albus:
BF=1.32; Tetrapygus niger BF=1.84), evidenciaron una maxima estimacion a posteriori
con una moda de K = 1 cluster geograficos para Loxechinus albus (Fig. 3.3a) y
Tetrapygus niger (Fig. 3.3b). De este modo, la mayor probabilidad a posteriori en la
asignacion de los datos genéticos de los individuos, muestra que no se evidencia una
discontinuidad genética a lo largo del rango geografico de distribucion tanto para L.

albus (Fig. 3.4a) como para T. niger (Fig. 3.4b).

~
(=]

Probabilidad a posteriori

Probabilidad a posteriori

2 4 6 8
2 4 6 8 Niimero de clusters

Numero de clusters

Figura 3.3. Distribucion de probabilidad a posteriori de los cluster (K) o poblaciones de
(@) Loxechinus albus (b) Tetrapygus niger a lo largo de la cadena de Markov Monte
Carlo (MCMC).
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80°wW

Figura 3.4. Mapa de probabilidad a posteriori de las poblaciones y su ubicacion espacial
para (a) Loxechinus albus (b) Tetrapygus niger, las cuales corresponden a una tnica

poblacién sin discontinuidades genéticas a través de su rango de distribucion.

3.3. Correspondencia entre quiebres genéticos y quiebres biogeograficos

La estimacion de los valores de estructuracion entre provincias biogeograficas definidas
a lo largo del rango de distribucion para Loxechinus albus y Tetrapygus niger mostraron
principalmente valores muy bajos y no significativos. La excepcion la conforméd L.
albus, que entre la PP con respecto a la PM presento un valor muy bajo de estructuracion
pero significativo (Tabla 3.7). En el caso de 7. niger no se detectd estructuracion entre

provincias biogeograficas (Tabla 3.8).
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Tabla 3.7. Valores estimados de Fst y sus respectivos valores de significancia (p)
obtenidos a partir de las frecuencias haplotipicas por provincias biogeograficas para

Loxechinus albus (mimero de permutaciones: 10000)

PP PI PM
PP - 0,002 0,040
PI 0,271= 0,004 - 0,001
PM 0,002 £ 0,001 | 0,305 0,004 -

Tabla 3.8 Valores estimados de Fst y sus respectivos valores de significancia (p)
obtenidos a partir de las frecuencias haplotipicas por provincias biogeograficas para

Tetrapygus niger (nimero de permutaciones: 10000)

PP PI
PP - 0,003
PI 0,085 + 0,002 -

Las relaciones genealdgicas obtenidas a través del Median-Joining Network para
Loxechinus albus mostraron un patron estrellado, caracterizado por un haplotipo central
(H1), de alta frecuencia y presente a lo largo de todo el rango de distribucion de la
especie, del cual emergen haplotipos tnicos separados de este por uno o dos pasos
mutacionales (Fig. 3.5). Este patron de redes genealdgicas es consistente con una
poblacién que ha sufrido una expansion demografica reciente, atravesé por un cuello de
botella o ha sufrido una seleccion (ver Slatkin & Hudson 1991). Los bajos valores de
estructuracion pero significativos mostrados por la provincia magallanica (Chiloé y
Punta Arenas) con respecto a la a las otras ubicadas al norte de ésta pueden relacionarse
con la presencia de un haplotipo cuya frecuencia es mayor y estd principalmente

representado en esta provincia (H18).
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Figura 3.5. Red de Haplotipos de las poblaciones de Loxechinus albus agrupadas por
provincias biogeogréficas (PP: Provincia Peruviana, PI: Provincia Intermedia y PM:

Provincia Magallanicas) definidas a lo largo del Pacifico Sudeste.

De igual manera, para Tetrapygus niger las relaciones genealdgicas obtenidas a través
del Median-Joining Network mostraron un patrén estrellado, caracterizado por un
haplotipo central (H6) presente tanto al norte como al sur del quiebre biogeogrifico
definido a los 32°S (Figura 3.6). Al igual que en el caso de L. albus, este patron es
consistente con una poblacién que ha sufrido una expansion demografica reciente, que
ha atravesado por un cuello de botella o ha sufrido una seleccion (ver Slatkin & Hudson

1991).
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Figura 3.6. Red de Haplotipos de las poblaciones de Tetrapygus niger agrupadas por
provincias biogeograficas (PP: Provincia Peruviana, PI: Provincia Intermedia y PM:

Provincia Magallanicas) definidas a lo largo del Pacifico Sudeste.

Para testear la hipotesis de correspondencia entre quiebres genéticos coincidentes con la
presencia de los quiebres biogeograficos descritos en la costa del Pacifico Sudeste, se
realizaron analisis de varianza molecular (AMOVA) entre provincias biogeogréficas
para determinar los valores de Fst, Fsc y Fet con sus respectivos valores de significancia

tanto para Loxechinus albus (Tabla 3.9) como para Tetrapygus niger (Tabla 3.10).

Estos analisis corroboraron la ausencia de tal correspondencia a partir de la obtencion de

valores de Fct muy bajos y significativo solo en el caso de L. albus (Fet=0.037, P < 0.05;
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Tabla 3.9) lo que no ocurri¢ para 7. niger (Fct=0,003 P > 0,05; Tabla 3.10). En ambos

especies el mayor porcentaje de variacion estarfa dado por la varianza estimada entre

poblaciones a lo largo del rango de distribucion a lo largo del PSE (Tabla 3.9 y 3.10).

Tabla 3.9. Estimacion de indices de fijacion obtenidos a través de un AMOVA para
Loxechinus albus a lo largo del PSE

Componentes de I Suma de los Varianza Porcentaje de | Indice de P value
diferenciacion & | cuadrados Variacion Fijacién
Entre provincias > | 1366 | 0.00662 369 | Fet=0.037| 0.018
biogeograficas
Eniee pohikickones demrcode: | . 147 | 0.00179 ! Fsc=0.010 | 0.152
las provincias biogeograficas
Entre poblaciones 218 37.248 0.17086 95.31 Fst=0.047 | 0.008

Tabla 3.10. Estimacion de indices de fijacion obtenidos a través de un AMOVA para
Tetrapygus niger a lo largo del PSE

Componentes de | Suma de los S — Porcentaje de | Indice de Pviliie
diferenciacion &% | cuadrados Variacion Fijacién
Entre proyinciss I 0.762 0.001 034 | Fct=0.003 | 0.089
biogeograficas
Entre poblaciones dentrode | |5 | ¢ 454 0.0004 0.1 Fsc=0.001| 0.396
las provincias
Entre poblaciones 453 188.88 0.417 99.56 Fst=0.004 | 0.262
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En cuanto a la evaluacion de estructuracion filogeogréfica Loxechinus albus presentd un
nivel de diversidad intra-poblacional %s (0,347) inferior a la diversidad total 4T (0,362),
indicando que la diversidad se encontr6 mayormente distribuida entre poblaciones Gst
(0,043). Este andlisis de estructuracion filogeografica en la variacion de los haplotipos a
través del rango de distribucién de esta especie, mostrd que el coeficiente Nst (0,052)
fue mayor al valor de Gst observado (0,043). Esta diferencia, evaluada con un test de
permutaciones del coeficiente Nst, mostré que en el percentil 95 de la distribucion, el
valor de Nst permutado (0,062) fue mayor al valor de Nst observado (0,052),
significando que el valor de Nst observado se encontro fuera de la zona de rechazo (95
%) de la distribucion. Por consiguiente, el Nst observado fue significativamente distinto
y menor al valor de Gst, lo que sugiere la ausenciade un patrén de estructuracion
filogeografico. En el caso de Tetrapygus niger el nivel diversidad intra-poblacional /s
(0,833) fue levemente inferior a la diversidad total AT (0,835), lo que indica que la
diversidad se encontré mayormente distribuida entre poblaciones Gst (0,003). Un
analisis de estructuracion filogeografica en la variacion de los haplotipos a través del
rango de distribucion de esta especie, mostrd que el coeficiente Nst (-0,000) fue menor
al valor de Gst observado (0,003). Esta diferencia, evaluada con una prueba de
permutacion del Nst observado, mostré que el valor de Nst permutado (0,008) en el
percentil 95, fue mayor al Nst observado (-0,000). Esto, significé que el valor de Nst
observado se encontr6 fuera de la zona de rechazo (95%) de la distribucion, y fue mucho

mdas pequefio que el 5% de los valores permutados de Nst. Por consiguiente, el Nst
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observado no fue significativamente distinto al valor de Gst, sefialando la ausencia de

estructuracion filogeografica.

La estimacion del numero de migrantes por generacion en el tiempo, entre provincias
biogeograficas, obtenido para Loxechinus albus y Tetrapygus niger a través de andlisis
bayesiano, mostro un patrén de flujo asimétrico para ambas especies, caracterizado por
un mayor numero de migrantes en direccion norte. En el caso de L. albus las poblaciones
situadas al norte del quiebre biogeografico descrito para 42°S, correspondientes a la PP
y PI, mostraron una migracién de 1 un ejemplar por generacion hacia la PM. Por el
contrario desde la PM hacia el norte el estimado fue de 15 migrantes (Tabla 3.11). Igual
patrén se observo en el caso de 7. niger, en donde se estimo un flujo de 5 migrantes
desde el norte hacia la PM, mientras que desde la PM hacia el norte fue de 66 migrantes

por generacion en el tiempo (Tabla 3.12).

Tabla 3.11. Distribucion a posterior de los parametros ® = xxNex u y M: (m/u). Del
multiplo de ambos parametros se obtuvo el numero de inmigrantes por generacion (x
xNex m) para Loxechinus albus

Parameter | 2.50% |25.00% | Mode | 75.00% | 97.50% | Median | Mean
Q1 0.010 | 0.010 | 0.010 | 0017 | 0035 | 0017 | 0.019
Q2 0.010 | 0.010 | 0.010 | 0.100 | 0.100 | 0.010 | 0.011 |M*Q=N
PM->PIyPP | 0.000 | 0.000 | 0300 | 1000 1000 | 0300 |847.400| 15.89
PPy PI->PM | 0.000 | 0.000 | 0300 | 1000 1000 | 0300 |[133.000| 145
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Tabla 3.12. Distribucion a posterior de los parametros ® = xxNex uy M: (m/u). Del
multiplo de ambos parametros se obtuvo el niimero de inmigrantes por generacion (x
xNex m) para Tetrapygus niger

Parameter | 2.50% | 25.00% | Mode | 75.00% | 97.50% | Median | Mean
Q1 0.087 | 0.091 |0.098 | 0.100 | 0.100 | 0.054 | 0.069
Q2 0.010 | 0.010 | 0.010 | 0.100 | 0.100 | 0010 | 0.016 |M*Q=N

PI->PP | 0.000 | 0.000 | 0.300 | 1000 1000 | 0300 |961.200| 66.02
PP->PI | 0.000 | 0.000 | 0300 | 1000 1000 | 0300 [366.100| 5.89
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3.4. Inferencia demografica

Las pruebas de Tajima (D) y Fu (Fs), para identificar si la diversidad genética se aleja
del modelo neutral de equilibrio mutacién-deriva, dieron como resultado valores
negativos y significativos para ambas especies (Tabla 3.13) lo que indica un exceso de
polimorfismos de baja frecuencia lo que sugeriria una expansion del tamafio poblacional

tanto para L.albus como para T. niger.

Tabla 3.13. Test de neutralidad estimado para las poblaciones de Loxechinus albus y

Tetrapygus niger del Pacifico Sureste y sus respectivos valores de significancia

Especie r Test l P value
Loxechinus albus
Tajima (D) -2,54401 | <0.001
Fu (Fs) -6,05304 <0.02
Tetrapygus niger
Tajima (D) -2,23359 < (.01
Fu (Fs) -5,92216 | <0.02

La demografia histérica de las especies, a través de la distribuciéon de desajuste entre
pares de secuencias (Mismatch Distribution) mostré distribuciones unimodales en ambas
poblaciones. L. albus mostré una distribucion unimodal tipo L como consecuencia del
gran numero de ejemplares que comparten el mismo haplotipo central H1 (Figura 3.7a).

T niger mostrd una distribucién unimodal en la que se observan ligeras desviaciones
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Frecuencia

con respecto a la distribucion esperada lo que podria ser reflejo. contrario al caso de L.

albus, de la presencia de mas de un haplotipo de alta frecuencia compartido (Figura

3.7b).

Esperado (Rogers v Harpending 1992)

---©- Observado en el PSE

(a)

Frecuencia

10 15 20
Numero de diferencias entre pares de secuencias

o Esperado (Rogers v Harpending 1992)

---&- Observado en el PSE

®)

0 10 20 0

Numero de diferencias entre pares de secuencias

Figura 3.7. Distribucion de desajuste entre pares de secuencias de (a) Loxechinus albus 'y
(b) Tetrapygus niger del PSE

Ambas distribuciones también pueden ser interpretadas como sefiales de recientes

expansiones demogréficas en las poblaciones, no se diferenciaron significativamente del

modelo esperado de distribucion unimodal L. albus (r=0,090; p<0.000) y 7. niger

(r=0.089; p<0,000). A partir del modelo de crecimiento y los parametros obtenidos para

L. albus (Tau = 2ut: 0,326) y T. niger (Tau = 2ut: 1,194), segin el modelo de

crecimiento instantaneo y basado en una tasa mutacional de 0,6% por millon de afios, se
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estimaron los eventos de expansion instantanea para ambas poblaciones. Se sugiere que
para L. albus esto habria ocurrido hace 45.722 afios aproximadamente, en cambio, para

T. niger hace 182.290 afios aproximadamente.

La inferencia demogrifica realizada mediante andlisis bayesianos de Skyride para
efectuar inferencias demogréficas en las genealogias de las poblaciones tanto de
Loxechinus albus (elegido con BF= 3.1), como de Tefrapygus niger (elegido con BF=
1.5) del Pacifico Sudeste fueron realizados bajo el modelo de evolucion con reloj
molecular relajado Log Exponencial, y el mejor modelo de sustituciéon nucleotidica
HKY, en el caso de L. albus: -InL = 1048.30, BIC = 5021.80 (Figura 3.8) y 7. niger: -
InL. = 1373.19, BIC = 8689.76 (Figura 3.9). En ambos casos los analisis efectuados bajo
los supuestos de coalescencia y sin un modelo demografico paramétrico pre-
especificado, sefialan nuevamente expansiones demograficas en las poblaciones del PSE
para L. albus y T. niger. En el caso de L. albus esta expansion habria comenzado hace
aproximadamente 93.000 afios atrds con un ancestro comun més reciente (MRCAL)

estimado hace 118.000 (HPD 95% 100-200) afios aproximadamente (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Bayesian Skyride Plot mostrando cambio en ¢l tamafio efectivo de la

poblacion Loxechinus albus del PSE

Para Tetrapygus niger esta expansién habria comenzado hace aproximadamente 127.000

afios atras con un ancestro comun mas reciente (MRCALt) estimado hace 105.000 afios

aproximadamente (HPD 95% 123-123) (Figura 3.9)
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Figura 3.9. Bayesian Skyride Plot mostrando cambio en el tamafio efectivo de la

poblacion de Tetrapygus niger del PSE
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4. DISCUSION

4.1. Analisis Poblacionales

4.1.1. Caracterizacion Genética de las poblaciones: Diversidad genética de las

poblaciones de Loxechinus albus y Tetrapygus niger.

Al caracterizar la diversidad genética poblacional de Loxechinus albus y Tetrapygus
niger, se observd una menor diversidad genética total para L. albus (H= 0,353 + 0,041)
en comparacion a 7. niger (H=0,836 + 0,014). Una forma de perder diversidad genética,
a nivel de marcadores neutrales, es por la accion de la deriva genética, la cual ejercera su
fuerza de manera inversamente proporcional al tamafio de la poblacion, por lo que
grandes poblaciones debiesen mantener altos valores de diversidad genética ya que la
accion de la deriva es baja y la tasa de acumulacion de mutaciones es alta (Kyle &
Boulding 2000, Lee & Boulding 2009, Ibafiez et al. 2011, Haye et al. 2014), como es el
caso de 7. niger. En cambio para L. albus la menor diversidad podria deberse a posibles
fluctuaciones histdricas en el tamafio poblacional.

En este sentido, el alto indice de diversidad genética poblacional estimado para 7. niger
coincide con lo reportado para especies con alta capacidad de dispersion conferida por la
presencia de estadios larvarios de larga duracion dentro del Pacifico Sudeste (Céardenas

et al. 2009, Haye et al. 2014), asi como para equinoideos de otras latitudes (ver Duran et

al. 2004)
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La inferencia de las relaciones genealdgicas en ambas especies dieron como resultado
patrones estrellados, en el caso de L. albus caracterizado por un haplotipo central de alta
frecuencia y presente a lo largo de todo el rango de distribucion de las especie, del cual
emergen haplotipos tinicos separados de este por uno o mas pasos mutacionales. Similar
situacion se observa en 7. niger, con la diferencia de que en esta especie se observa la
presencia de mas de un haplotipo compartido de alta frecuencia, lo que podria ser el
reflejo de procesos de fijacion de alelos raros a partir de tamafios poblacionales mas
estables. Pese a esto ambas especies se ajustan a un patron de redes genealdgicas
consistente con poblaciones que han sufrido una expansion demografica reciente (ver
Slatkin & Hudson 1991), situacién concordante con lo apreciado en otras especies de
invertebrados marinos de similares caracteristicas distribuidos en el PSE (Cardenas et al.
2009, Ibafiez et al. 2011, Haye et al. 2014).

La presencia de un gran nimero de haplotipos raros de baja frecuencia presentes tanto
para L. albus como para 7. niger, puede tener su origen, en poblaciones caracterizadas
por grandes tamaiios poblacionales que a través de procesos de crecimiento o expansion,

fijan un gran nimero de haplotipos raros (ver Duran et al. 2004),
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4.1.2. Caracterizacion Genética de las poblaciones: Estructuracion genética

poblacional

No se detectd estructuracion genética entre poblaciones ni entre provincias
biogeograficas para Loxechinus albus y Tetrapygus niger a través de la estimacion de los
indices de estructuracion Fst. A pesar de que se registraron valores de estructuracion
genética estadisticamente significativos entre poblaciones y entre provincias geograficas
para L. albus y T. niger estos valores fueron muy bajos y pueden deberse a la mayor
frecuencia alcanzada por un haplotipo presente en todas las poblaciones a lo largo del
rango. Esto se observo para los bajos niveles de estructuracién pero significativos
estadisticamente evidenciados para Chiloé con respecto a las poblaciones al norte de esta
localidad, lo que se atribuiria a la presencia del H18 que alcanzo una mayor frecuencia
con respecto al resto. En este sentido, esta diferenciacion podria deberse a las
caracteristicas contrastes de la PM con respecto a las otras provincias en las que se
distribuye L. albus, ya que es en esta provincia donde se genera un importante quiebre
en la topografia costera la cual pierde su linealidad y da paso a un desmembramiento (al
sur de los 40° S). Esta compleja topografia genera diferentes patrones de circulacion en
distintas escalas espaciales y temporales en los que se han identificados zonas de
retencion, sumado a esto las condiciones hidrolégicas generarian un sistema semi-
aislado en los fiordos (ver Arévalo 2014).

Por otro lado, a través de los andlisis de inferencia bayesiana se obtuvo en ambos casos
maximas estimaciones a posteriori de una Ginica poblacion en el rango de distribucion de

las especies. Es por ello que se puede sugerir, que tanto Loxechinus albus como
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Tetrapygus niger se comportan como una sola unidad poblacional. Este resultado es
coincidente con otros estudios realizados en el drea y que sefialan el origen pasado de los
quiebres biogeograficos descritos a los 30°S y 42°. En este sentido, indican que tales
quiebres ocasionaron disrupciones a la conectividad de las especies en el pasado pero
que en actualidad no tienen incidencia sobre los patrones de conectividad en especies
con alto potencial de dispersion conferido por la presencia de estadios larvarios de larga
duracion (Cérdenas et al. 2009, Ibafiez 2011, Haye et al. 2014). De esta manera, las
posibles sefiales genéticas de estructuracion coincidentes con tales quiebres
biogeograficos se manifestarian Unicamente en especies con bajo potencial de
dispersidn, y por ende, bajo flujo génico (Tellier et al. 2009, Zakas et al. 2009, Sanchez
et al. 2011, Ibafiez et al. 2011).

Estos resultados son concordantes con lo sefialado por Vergara (2001) para L. albus.
Mediante RAPDs y a partir de poblaciones locales el autor infirié la estructuracion
genética poblacional de la especie, sefialando que L. albus se comporta como una sola
gran unidad poblacional. En el caso de 7. niger. Haye et al. (2014) incluyen los
resultados preliminares de la presente investigacion referidos a la costa de Chile, los
cuales seflalan la alta conectividad de las poblaciones y la ausencia de estructuracion
genética. Es importante destacar la relevancia del presente estudio, ya que es el primero

en abordar el rango integro de distribucion de ambas especies a lo largo del PSE.
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4.2. Correspondencia entre quiebres genéticos y quiebres biogeograficos

Al realizar un andlisis de estructuracion (Fst) agrupando poblaciones por provincias
biogeograficas (PP, PI y MG, segin corresponda) no se observaron valores
significativos, a excepcion del evidenciado en L. albus de la PP con respecto a la PM, lo
cual, al igual que en el caso de la estimacion de Fst por poblaciones, pudiese deberse a la
presencia de un haplotipo de mayor frecuencia en esta provincia (H18). Este resultado se
verificod con un analisis de varianza molecular (AMOVA) el cual corrobor6 que la mayor
variabilidad estaba dada intrapoblaciones, no asi entre poblaciones o provincias
biogeograficas. Si bien se registré para L. albus un valor de Fct significativo, esto podria
deberse a la presencia del H18 de mayor frecuencia y perteneciente a esta provincia
biogeografica (PM).

De igual manera, los analisis de estructuracion filogeografica sugieren ausencia de un
patron de estructuracion filogeografico para las poblaciones de Loxechinus albus y
Tetrapygus niger.

Los patrones de migracion entre provincias biogeograficas fueron similares para
Loxechinus albus y Tetrapygus niger, ya que en ambos casos indicaron un mayor
numero de migrantes en direccion sur a norte, lo que estaria relacionado con la direccion
de flujo de corrientes, tal como ha sido documentado para el hemisferio norte. Wares
(2001) describid un patron de migracion similar, en sentido de las principales corrientes
que atraviesan el quiebre biogeografico de Punta Concepcién, para cuatro especies

bentdnicas que incluyen dentro de su ciclo de vida estadios larvarios planctonicos. De
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igual manera, este patroén ha sido sefialado para el norte de Chile (25°S y 28°S) para
Perumytilus purpuratus (Briones et al. 2013) y Mazzaella laminaroides (Faugeron et al.

2001) y para otros invertebrados del PSE (ver Haye et al. 2014).

4.3.- Inferencia demografica

Los resultados obtenidos para las pruebas de Tajima (D) y Fu (Fs) fueron valores
negativos y significativos para Loxechinus albus y Tetrapygus niger, lo que podria
reflejar una expansion del tamafio poblacional en ambas especies, resultado concordante
con los patrones observados al realizar las inferencias genealégicas. Sumado a esto, en
ambas especies la distribucion de desajuste entre pares de secuencias (Mismatch
Distribution) para las poblaciones, mostré distribuciones unimodales que no se
diferenciaron estadisticamente de la distribucion unimodal esperada, lo que de igual
manera puede ser interpretado como una sefial de poblaciones que han sufrido una
expansion demografica. Al estimar el tiempo de expansion poblacional a partir del
modelo de Rogers & Harpending (1992) a través de la distribucion de desajuste entre
pares de secuencias y los pardmetros emanados de este, se obtuvo que para L. albus esto
habria ocurrido hace 45.722 afios aproximadamente, en cambio, para 7. niger hace

182.290 afios aproximadamente.

Mediante inferencia bayesiana, el tiempo de estimacion obtenido para estos procesos
sefialan que esta expansion en el caso de L. albus habria comenzado hace

aproximadamente 93.000 afios atrds con un ancestro comun mas reciente (MRCAL)
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estimado hace 118.000 (HPD 95% 100-200) afios aproximadamente, y para T. niger
hace aproximadamente 105.000 afios atrds con un ancestro comun mas reciente

(MRCAL) estimado hace 127.000 afos aproximadamente (HPD 95% 123-123).

Las diferencias observadas en la estimacién del tiempo de expansion poblacional
obtenidos a través de la distribucion de desajuste entre pares de secuencias (Rogers &
Harpending 1992) y las obtenidas mediante inferencia bayesiana, se deberian a la
simplicidad del primer modelo, ya que no toma en cuenta los eventos de coalescencia

después de la expansion y por lo tanto sub-estima las fechas de expansion (ver Pardo-

Gandarillas 2012).

Cabe sefialar que ambas estimaciones, a través del modelo de crecimiento de Rogers &
Harpending (1992) y a través de inferencia bayesiana, fueron corregidos mediante el
“tiempo de dependencia del tiempo molecular” (ver Gonzalez-Wevar et al. 2011),

incorporando una correccion de un orden de magnitud.

Luego de aplicar la correccion a tales estimaciones estas se ajustarian al dltimo periodo
de transiciéon glacial-interglacial. Estos resultados corroboran de manera robusta la
existencia de un proceso de expansion postglacial sincronica de las poblaciones en
ambas especies, lo que seria coincidente con lo reportado para otras especies de
invertebrados marinos de similares caracteristicas del PSE (Sanchez et al. 2011, Ibafez
et al. 2011). Este proceso de expansién poblacional postglacial detectado para ambas
especies, podria estar relacionado con los cambios sucesivos y abruptos que ocurrieron

durante el ultimo maximo glacial y que podrian haber afectado a las poblaciones de
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ambas especies. En este sentido, estudios recientes han sefialado cambios en las
condiciones oceanograficas del PSE durante el UMG, principalmente vinculados con
fluctuaciones del ENSO y en la intensidad de los procesos de surgencia (Correge et al.
2000, Koutavas et al. 2002, Mohtadi & Hebbeln 2004). Consecuencia de esto, la
productividad primaria disminuyo, produciendo efectos en la trama trofica y por ende en
las poblaciones que ahi habitaban. En este sentido, tanto Loxechinus albus como
Tetrapygus niger pudieron ver afectadas sus poblaciones, sin embargo, en el caso de L.
albus, pudiese haber sufrido un impacto mas directo al tener un rango de distribucion
mas amplio el que incluye la provincia magalldnica, directamente afectada por los
cambios producidos durante el UMG, experimentado fuertes reducciones poblacionales,

con las consiguientes sefiales observadas a través del presente estudio.

Dado que la homogeneidad genética cubre una tremenda escala espacial (mas de 4000
km) se podria hipotetizar que esta expansion demografica ocurrié simultineamente a lo
largo del rango de distribucion de las especies, y que tal situacion dio como resultado
una expansion geografica con altos niveles de flujo génico entre localidades distantes
(Cardenas et al. 2009). Esto podria deberse a dos causas, por una parte, una disminucién
drastica en el pasado del tamafio poblacional de L. albus a lo largo de su distribucion,
seguida de una expansion demografica post-glacial. Por otra parte, estas sefiales podrian
estar reflejando un proceso de seleccion sobre un gen mitocondrial que acontecié en el
pasado y que en ausencia de recombinacion provocd la fijacion de un alelo en la
totalidad de la poblacion. Para aclarar esta situacion, debiese afiadirse al presente estudio

el analisis de un gen nuclear en ambos casos.
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5. CONCLUSIONES

Loxechinus albus y Tetrapygus niger presentaron un alto nivel de conectividad
poblacional y carecen de sefiales de estructuracion poblacional a lo largo de su amplio
rango de distribucion en el PSE. Esto se podria deber a la presencia de estadios larvarios
de larga duracién dentro de sus ciclos de vida, y que le confieren a las especies alto
poder de dispersion, y por ende, alto flujo génico, lo que contribuye a la

homogeneizacion de las poblaciones a través de amplios rangos geograficos.

A través del presente estudio se corrobora que al utilizar el mismo marcador y disefio de
muestreo para especies en simpatria, como lo son Loxechinus albus y Tetrapygus niger,
la presencia de estadios larvarios dentro de los ciclos de vida de las especies asi como su
duracion, se torna un buen predictor del nivel de conectividad que presentaran las

poblaciones a lo largo de su rango de distribucion.

Los antecedentes previamente expuestos indicarian la ausencia en la actualidad de los
factores que mediaron la presencia de los quiebres biogeograficos descritos a los 30 y
42°S, los que ocasionaron disrupciones a la conectividad de las especies en el pasado
pero actualmente no inciden en los patrones de conectividad en especies que presenten
dentro de su ciclo de vida fases larvarias de larga duracion, las que le confieren un alto
potencial de dispersion y como consecuencia de ello, alto flujo génico el que contribuye

a borrar las sefiales de tales quiebres sobre las poblaciones de tales caracteristicas.
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7. ANEXOS

7.1. Protocolo de Extraccion de ADN Total: Método de Sales Modificado (Erizos)

1. Extraer espinas (5 aproximadamente) y tejido gonadico (0.25 cm’ app.) y depositar
en tubos eppendorf de 1,5 mL previamente identificados

2. Dejar secar tejidos para evaporar todo el etanol residual (T: 60°C, t: 50-60 min.)

3. Agregar 440 uL Buffer de extraccion salina + 44 ul. SDS 20% + 8 uL. Proteinasa K
(20 mg/mL)

4. Colocar en vortex algunos segundos

5. Incubar los tubos (T: 60°C, t: 12 hrs.)

6. Centrifugar algunos segundos para hacer descender los restos de las paredes del tubo
7. Agregar 300 uL. Solucion salina 6M

8. Colocar en vértex cada tubo (t: 1 min.)

9. Centrifugar los tubos (rpm: 10300, t: 40 min.)

10. Transferir 600 uL del sobrenadante y depositar en un nuevo tubo de 1,5 mL
previamente IDENTIFICADO

11. Agregar 600 uL. Isopropanol frio (T: -20°C)

12. Mezclar el contenido del tubo invirtiéndolos algunas veces

13. Incubar los tubos (T: -20°C, t: 4hrs.)

14. Centrifugar los tubos (rpm: 13000, T: 4°C, t: 40 min.)

15. Retirar sobrenadante con pipeta sin tocar el fondo de los tubos y secar con papel
16. Agregar 200 uL Etanol 70% frio (T: -20°C)

17. Centrifugar los tubos (rpm: 13000, T: 4°C, t: 25 min.)

18. Retirar sobrenadante con pipeta sin tocar el fondo de los tubos y secar con papel
19. Dejar secar el pellet (T: 60°C, t: 2 hrs.)

20. Disolver en H,O (V: 75-100 mL)
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