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RESUMEN

Hasta ahora, la variada comprension de historias de vida y distribucion geografica de
linajes genéticos se han basado principalmente en organismos de vida libre. De aqui que
especies pardsitas y/o comensales, habitantes de micro ambientes muy especificos,
constituyen un excelente modelo bioldgico para avanzar en este conocimiento.

En el ambiente marino el modo de desarrollo (especialmente el tiempo que dura la
larva en el plancton), sin duda, juega un papel critico en el gobierno de la estructura genética y
filogeografica. Pero ademas, dichos patrones se ven fuertemente influenciados por las
interacciones entre el pasado y presente, las historias de vida y las limitaciones ambientales.
Para la costa Oriental del Pacifico Sur (PSO) poco se sabe respecto de los mecanismos que
han dado forma a la distribucion geografica de la variacion genético-morfolégica y al patron
espacial de evolucion de muchas especies. Aqui proporcionamos el primer estudio
filogeografico-morfologico de un organismo comensal ampliamente distribuido en este rango
costero; el brachyuro Pinnaxodes chilensis. Caracteristicas excepcionales definen a P.
chilensis como un buen modelo para dilucidar patrones de conectividad y variabilidad en la
forma a lo largo de regiones biogeogréaficas: (1) su amplio rango distribucional atraviesa las
dos zonas transicionales descritas para el PSO; (2) cuenta con fase larval dispersiva; (3) se
evidencia variacion latitudinal en rasgos reproductivos con aparente plasticidad morfoldgica;
y (4) es comensal del erizo comestible Loxechinus albus, situado entre las especies de mayor
importancia socioeconémica para Chile.

Usando la subunidad | del marcador molecular Citocromo Oxidasa ¢ (COI) en
conjunto con herramientas de morfometria clasica, se evalué los patrones en cuestion
considerando 15 localidades distribuidas desde los 23°S hasta los 54°S. Los resultados
poblacionales demostraron un patrén latitudinal de prevalencia que disminuye hasta cero de
norte a sur. Correlacion significativa con la temperatura superficial estaria determinando altas
prevalencias a bajas latitudes producto del estimulo térmico que ejerce la temperatura sobre el
crecimiento y desarrollo de P. chilensis. La frecuencia de 11,4% respecto del total de
individuos encontrados, evidencia la presencia de machos comensales a lo largo de regiones,
cuya proporcién sexual de 1 macho: 7,6 hembras, apuntan a una falta de sincronia en el ciclo

reproductivo. Por otro lado, las variables biométricas revelaron que el 95% de la variabilidad
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morfoldgica total esta representada por el tercer segmento abdominal, con ausencia regional
de estructura. Fluctuaciones ambientales locales estarian provocando una variabilidad
morfoldgica “entre” las localidades del rango estudiado. Por ende, el espacio fisico disponible
para la acumulacion de huevos, como la pequefia cantidad de carbonato calcio depositado en
el exoesqueleto, permitirian a este segmento tener mayor plasticidad frente a los diferenciales
ritmos de incubacion y variacién ambiental.

La caracterizacion genética de P. chilensis reveld un alto nimero de haplotipos de baja
frecuencia, que describen su alta heterocigocidad y baja diversidad nucleotidica. Estos indices
de diversidad genética, por un lado, responderian a la alta tasa mutacional de P. chilensis vy,
por otro, al gran tamafio efectivo de la hembra. Los resultados de AMOVA jerarquico
indicaron bajo nivel de divergencia genética entre localidades y entre regiones biogeograficas.
La evidente homogeneidad genética observada y la alta frecuencia de un haplotipo,
sugiere que P. chilensis no presente sub-poblaciones en todo el rango geografico (posible
panmixia). La distribucion espacial de haplotipos en forma “estrellada”, los valores negativos
y significativos de neutralidad y distribucion mismatch unimodal, son consistentes con un
patron evolutivo de expansion poblacional para P. chilensis a partir de un limitado nimero de
fundadores.  Posiblemente el ultimo méaximo glacial (UMG) permitio que poblaciones del
extremo norte hayan persistido y recolonizado lugares extintos de la zona sur-austral,
provocando una migracién asimétrica de haplotipos que en conjunto al “transporte
unidireccional Norte-Sur” de corrientes a macro-escala, habrian generado un aumento de la
diversidad genética del extremo sur. Por lo tanto, mutaciones producidas al sur del rango no
serian transportadas en direccion opuesta, estableciendo entonces la existencia de haplotipos
Unicos en esta region.

Rasgos e inferencias de historia de vida de P. chilensis como: (1) dimorfismo sexual,
(2) razdn sexual distinta de 1:1; (3) alometria de queliceros; y (4) un eventual macho visitador;
serian factores contribuyentes a la alta diversidad genética observada. La fase larval dispersiva
de P. chilensis tendria una exposicién prolongada en la columna de agua, suficiente para
permitir un flujo de genes ininterrumpido a lo largo de los 3.030 km de costa. Esto nos indica
que los procesos oceanograficos que acttan como filtros regionales en el intercambio genético
para muchas especies, no afectan a P. chilensis o son lo suficientemente permeables como

para formar estructuracion.



SUMMARY

To date, the varied understanding of life stories and geographic distribution of genetic
lineages have been based primarily on free-living organisms. Hence, parasite species and / or
commensals, inhabitants of very specific microenvironments, are an excellent biological
model to make further progresses with this knowledge.

In the marine environment the development way (especially the duration of the larvae
in the plankton) undoubtedly, plays a critical role in the government of the genetic and
phylogeographic structure. In addition, these patterns are strongly influenced by interactions
between past and present, life stories and environmental constraints. To the Eastern coast of
the South Pacific (PSO) there is not enough information about the mechanisms that have
shaped the geographical distribution of genetic-morphological variation and the spatial pattern
of evolution of numerous species. Here it is provided the first phylogeographic-morphological
study of a commensal organism widely distributed in this coastal range, the brachyuro
Pinnaxodes chilensis. Exceptional characteristics define P. chilensis as a good model to
elucidate connectivity patterns and variability in its way along biogeographic regions: (1) the
commensal of edible sea urchin Loxechinus albus, is located among the species of major
socioeconomic importance for Chile, (2) its wide distributional range goes through the two
transitional zones described for the PSO, (3) it has a dispersive larval phase, (4) it is shown a
latitudinal variation in reproductive traits with apparent morphological plasticity.

Using the subunit | of the molecular marker of cytochrome ¢ oxidase (COl), together
with classical morphometry tools, patterns in question were assessed taking under
consideration 15 locations distributed from 23 ° S-54 ° S. Demographic results exposed a
latitudinal pattern of prevalence, which decreases to zero from north to south. Significant
correlation with the surface temperature would determine high prevalence at low latitudes,
resulting from thermal stimulus exerted by the temperature on the growth and development of
P. chilensis. The frequency of 11, 4% of all individuals encountered, showed the presence of
males commensal along regions, whose sex ratio of 1 male: 7, 6 females, suggests a lack of
synchronization in the reproductive cycle. Moreover, biometric variables revealed that 95% of

the overall morphologic variability is represented by the third abdominal segment, with no



regional structure. Local environmental fluctuations would be causing morphological
variability “among” localities of the studied range. Therefore, the physical space available in
the eggs accumulation as the small amount of calcium carbonate deposited on the exoskeleton,
would allow this segment to have greater plasticity against to differential rates of incubation
and local variations.

Genetic characterization of P. chilensis revealed a large number of low-frequency
haplotypes, which describe their high heterozygosity and low nucleotide diversity. These rates
of genetic diversity, firstly, would respond to the high mutational rate of P. chilensis, and
secondly, to the great effective size of the female. The results from the hierarchical AMOVA
show a low genetic divergence among localities, and also among biogeographic regions. The
evident genetic homogeneity observed and the high frequency of a haplotype, suggests that P.
chilensis does not present sub-populations throughout the geographic range (possible
panmixis). The spatial distribution of "star-shaped” haplotypes, the negative and significant
values of neutrality and unimodal mismatch distribution are consistent with an evolutionary
pattern of population expansion for P. chilensis from a limited number of founders. Possibly
the last glacial maximum (LGM) allowed the north end populations to have persisted and
recolonized extinct places in the sur-austral area, causing asymmetric migration of haplotypes
which together with the “"North-South unidirectional transport” of macroscale, would have
resulted in an increase of the genetic diversity at the southern end. Therefore, mutations
produced in the south of the range would not be transported in opposite direction, allowing the
existence of unique haplotypes in this region.

Inferences in life history traits of P. chilensis as: (1) sexual dimorphism, (2) sex ratio
other than 1:1, (3) allometry of chelicerae, and (4) a visiting male eventual, would be
contributing factors to the high genetic diversity observed. The dispersive larval stage of P.
chilensis would have prolonged exposure in the water column, sufficient to allow an
uninterrupted flow of genes along 3.030 km the coastline. This indicates that oceanographic
processes that act as filters regional in the genetic exchange in many species do not affect to P.

chilensis or that they are permeable enough to form structure.



1. INTRODUCCION

La estructura geografica en poblaciones de especies costeras se encuentra fuertemente
modelada por una combinacién de procesos evolutivos (historico-contemporaneos) Yy
condiciones oceanograficas. Estas fuerzas pueden cambiar la abundancia de especies
(Connolly et al., 2001; Byers & Pingle, 2006) o causar distribuciones insospechadas de la
diversidad genética intra-especifica (Hoskin, 2000; Waters & Roy, 2004; Pringle & Wares,
2007). Para muchas especies de peces e invertebrados intermareales, las larvas pueden ser
capaces de atravesar cientos de kilébmetros durante su desarrollo. Muchas de ellas,
generalmente, exhiben una estructura en gran parte panmictica (habitualmente homogéneo) en
toda su area geogréafica (Palumbi, 1994; Thorrold et al., 2002; Kinlan & Gaines, 2003). Sin
embargo, la interaccion de las fuerzas oceanograficas (e.g. fuentes de surgencias, remolinos,
corrientes de marea) y sus efectos sobre el transporte y comportamiento larval (Lessios, 2008),
la seleccion y efectos del paleoclima (Gil & Hilbish, 2003), como la morfologia de la costa
(Skold et al., 2003), pueden mantener o modificar la distribucion geogréafica de la variacion
geneética y el patron espacial de la evolucion, que se apartan de esta expectativa (Hellberg,
1998; Dawson & Hamner, 2005; Faucci et al., 2007 ; Hickerson & Meyer, 2008; Lessios,
2008; Rocha & Bowen, 2008).

Estas influencias pueden ser sutiles en escalas de tiempo reducidas y, sin embargo,
tener efectos profundos sobre poblaciones en una escala de tiempo prolongada (Wares et al.,
2001; Wares, 2002; Marko, 2004). Los acontecimientos histéricos demograficos (e.g. efecto
fundador, eventos vicariantes, expansiones de rango) ya no pueden ser observados
directamente en las poblaciones naturales. No obstante, a menudo dejan una firma distintiva
de diferenciacién genética que puede ser detectada en la estructura de la poblacion actual
mediante herramientas filogeogréaficas.

John Auvise en su libro Pylogeography, the history and formation of species, define la
filogeografia como: “el campo de estudio relacionado con los principios y procesos que
gobiernan la distribucion geogréafica de linajes genéticos, sobre todo aquellos entre y dentro
de especies cercanamente relacionadas” (Avise, 2000). Esta disciplina refuerza y permite la
interaccion a nivel macro y microevolutivo, donde la genética molecular juega un papel

primordial como herramienta indispensable (Eguiarte et al., 2007). En su linea de contraponer
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y englobar aspectos tanto temporales (relaciones evolutivas) como espaciales (distribucién
geografica), permite entender la influencia de los factores preponderantes que podrian explicar
la distribucion de la variacidn genética. A una escala ecoldgica, ademas, enfatiza el papel de
las presiones o factores ecoldgicos contemporaneos en la formacion de la distribucion espacial
de caracteres genéticos. Por lo tanto, la filogeografia podria considerarse como una sub-
disciplina de la biogeografia historica, donde, para analizar e interpretar las distribuciones de
linajes, se hace necesaria una vision holistica, que incluya contribucion tedrica, metodologica
y/o conceptual de campos de conocimientos muy diversos, tales como: genética molecular,
genética de poblaciones, demografia, sistematica y filogenia, paleontologia, geologia y
geografia historica (Avise et al., 2000). En un contexto global, el conocimiento y aplicacién
de marcadores moleculares, han permitido a esta disciplina responder diversas incognitas y
problematicas (Eguiarte et al., 2007). EI acelerado desarrollo de técnicas moleculares en
paralelo al conocimiento de la molécula de ADN mitocondrial (DNAmMt) a mediados de la
década de los 70, contribuyeron de forma significativa a consolidar los analisis filogenéticos.
Esto, debido a lo circular de la molécula y no tener histonas asociadas, siendo esta ultima una
de las caracteristicas que favorecen su alta tasa mutacional y justifican su empleo a escala
microevolutiva, a diferencia de genes nucleares (Brown, 1985; Wainscoat, 1987; Lunt et al.,
1998). Entre las propiedades que hacen del DNAmt un marcador util en filogeografia a nivel
microevolutivo en especies animales, se encuentran: (1) exhibir un extenso polimorfismo y
una tasa mutacional alta, por lo que evoluciona mas rapidamente que el DNA nuclear de copia
simple; (2) la mayoria de las variantes del DNAmt involucran sustituciones nucleotidicas y
son pocos los casos en que se observa cambios en longitud de la molécula; (3) la herencia del
DNAmMt es “casi siempre” materna y normalmente no presenta recombinacion genética
intermolecular; y (4) la mayoria de los individuos son homoplasmicos para un DNAmt

prevalente.

La Filogeografia se ha usado para diversas aplicaciones, por ejemplo: (1) determinar el
lugar de origen y vias de dispersion en especies consideradas plagas agricolas o que han
colonizado archipiélagos volcanicos (Roderick & Gillespie, 1998; Confalonieri et al., 2000;
Juan et al., 2000); (2) determinar causas de variacion poblacional observada en caracteres
cromosdmicos 0 genético y su correlacion con gradientes geograficos y/o ecoldgicos
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(Confalonieri et al., 1998); (3) definir el tipo de especiacién que explica la co-ocurrencia de
distintos morfotipos de una especie (Bernatchez & Dodson, 1990); (4) reconocer poblaciones
en riesgo de extincion (Avise, 2000); (5) determinar la influencia de la dispersion y vicarianza
en la evolucion de especies co-distribuidas en un contexto filogenético comparado
(Bermingham et al., 1997); (6) probar diferentes modelos de diversificacion (Eguiarte et al.,
2007); (7) dilucidar aspectos de sistematica y taxonomia (Eguiarte et al., 2007); y (8)
reconstruir las relaciones filogenéticas de la especie humana “Homo sapiens”, a corroborar la
principal hipétesis sobre su origen y poner a prueba distintos modelos de evolucion durante el
pleistoceno (Ayala, 1995 a, b; Ayala et al., 1994; Brown et al., 1982; Cavalli-Sforza et al.,
1994; Li & Sadler, 1992; Nei, 1995). Esta ultima, merece mencion especial por sus
investigaciones basadas en DNAmt, cuyos estudios han sido precursores en aplicar esta
metodologia de analisis, permitiendo posteriormente extenderla al resto de los grupos

animales.

El enfoque filogeografico de mayor consideracién en investigaciones de orden
mundial, ha consistido en definir el grado de estructuracién poblacional de las especies a
través de su rango geografico (Eguiarte et al., 2007; Avise, 2000).  Entre estos, los
circunscritos a sistemas marinos en general, indican que la capacidad de dispersion de las
larvas de invertebrados bentdnicos a menudo se corresponde con el modo de desarrollo
(Scheltema, 1975; Hedgecock, 1986), donde la mayor permanencia en el plancton esta
relacionada con menor diferenciacion entre poblaciones (Scheltema, 1971; Avise, 1994;
Helberg et al., 2001; Lessios & Robertson, 2006). La evidencia de esta relacion ha sido
encontrada en los estudios comparativos de las especies que varian en su potencial dispersivo
(Kyle & Boulding, 2000). No obstante, el alto potencial de dispersion no siempre se traduce en
altos niveles de flujo génico (Knowlton & Keller, 1986). La mayoria de las estimaciones de la
dispersion de larvas marinas son indirectos (Levin et al., 1993). Por lo tanto, hay poca
informacion disponible sobre la verdadera magnitud del desplazamiento larval de estas
especies en el plancton. A pesar de que el escenario de “homogeneidad a gran escala” (Levin,
2006) sugiere aceptarse considerando ausencia aparente de barreras a la dispersion, en muchos
casos la capacidad de dispersion no coincide con los niveles de flujo genético o dispersion
realizada (Ruzzante et al., 2006; Kyle & Boulding 2000; Pogson et al., 2001; Kenchington et
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al., 2003; Jolly et al., 2005; Florin & Hoéglund, 2007). Invertebrados marinos podrian no
evidenciar su real capacidad dispersiva y tampoco niveles concomitantes del flujo genético
debido a mecanismos locales de retencion, tales como gradientes de temperatura (Newman,
1979; Wares et al.,, 2001), patrones de circulacion oceanografica (Ketchum, 1954;
Hedgecock, 1986; McConaugha, 1992) y el comportamiento larval (Burton & Feldman, 1982;
Raimondi & Keough, 1990).

Por ello, cabe considerar que los patrones filogeograficos y biogeogréaficos regionales,
surgen no s6lo de las interacciones entre el pasado y presente y las historias de vida de
especies con larvas plancténicas, sino también, de las limitaciones ambientales (Lester et al.,
2007 & Pelc et al., 2009).

1.1 Caracteristicas oceanoqgraficas en la costa Oriental del Pacifico Sur

A gran escala la forma y configuracion de este borde contrasta dos escenarios
geograficos. Por una parte, la linea de costa desde Perl hasta la Isla de Chiloé (~41°S) es
continua, suave y carece de quiebres o rasgos geograficos mayores. Destaca el “codo” de
Arica (~18°S) situado en el limite politico entre Pert y Chile, donde la linea costera cambia en
forma abrupta desde una orientacién S-O a una N-O, a partir del cual la costa es virtualmente
recta hasta el Canal de Chacao. Por otra parte, todo el borde continental desde Chiloé hasta el
Cabo de Hornos (~56°S) es un gran sistema insular (archipiélago Chileno) con profusion de
golfos, fiordos y canales, un paisaje complejo resultante del efecto combinado de procesos
tecténicos y de glaciacién (Camus, 2001). En numerosos estudios, los puntos de quiebre
filogeogréficos se han relacionado con cambios térmicos ocurridos durante los periodos
glaciales e interglaciares, en particular durante el dltimo maximo glacial (UMG; hace 18000 a
20000 afios), donde una capa de hielo (~1.800 km) cubri¢ la tierra desde la cordillera de los
Andes hasta el mar, entre los 35°S -56°S (Clapperton, 1993; McCulloch et al., 2000; Hulton et
al., 2002).

Biogeograficamente, las caracteristicas oceanograficas actuales hacen resaltar tres
aspectos. Primero, la influencia superficial de la Corriente de Deriva de los Vientos del Oeste

(CDO) que se origina en el borde occidental del océano Pacifico (40°-45°S) llegando a la zona
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frente a Chile con una direccion general hacia el Sureste (Reid, 1965; Wyrtki, 1975; Silva &
Neshyba, 1977). Esta corriente transporta aguas comparativamente mas salinas desde el
occidente, las que van disminuyendo su salinidad y se enfrian a medida que se acercan al
continente sudamericano (Silva & Neshyba, 1979). Su brazo sur, une un flujo costero hacia el
polo con la colaboracion de la escorrentia fluvial, dando lugar a la Corriente del Cabo de
Hornos (CCH). Las aguas sub-superficiales transportadas por esta ultima, generan una masa
de agua sub-antartica modificada (menor salinidad), principalmente por el aporte proveniente
de los canales australes del archipiélago Chileno, que terminan por unirse al este con la
Corriente de Falkland en el atlantico (Montecino et al., 2005). Su brazo norte forma el flujo
principal (oceanico) del Sistema de Corriente de Humboldt (SCH) que avanza mar adentro
hacia el Ecuador con aguas de baja salinidad y temperatura a una profundidad de ~300 a 400
metros entre 550 a 750 Km de la costa oeste de Sudamerica, hasta los 4°27°S (Sievers &
Silva, 1975) (Fig.1). Entre los 40 a 48°S la CCH genera una rama de flujo norte que es
mantenida por los vientos del sur y se denomina rama costera de Humboldt (RCH) (Silva &
Sievers, 1981). Entre la rama costera (RCH) y oceédnica de Humboldt (ROH) fluye una
corriente sub-superficial hacia el sur denominada Contracorriente Perd-Chile (CPC), a una
profundidad de 200 a 400 metros, distanciada entre 500 a 300 km de la costa (Ahumada,
2000). Los principales flujos hacia el polo estan compuestos basicamente por CPC vy la
Corriente Sub-superficial Perd-Chile (CG) (o Corriente de Gunther), que tiene su origen en
aguas ecuatoriales y fluye hacia el sur sobre la llamada Masa de Agua Intermedia (Lukas,
1986) (Fig.1). A pesar de existir controversias respecto a la localizacion de CPC en el margen
oriental de Chile, ésta se ha definido como un flujo que se desplaza desde los 8°S a los 30° -
40°S, manteniendo su posicion entre ~100 — 300 km fuera de la costa (Strub et al., 1995). En
cambio, la Corriente Sub-superficial Chile-Peru puede ser trazada a partir de su origen desde
Per( (10°S) hasta el sur de Chile (48°S), entre la costa y 100 km hacia el oeste (Silva &
Neshyba, 1979). En la zona norte, m&s hacia la costa, se encuentra la Contracorriente Costera
Chilena (CCC) a una profundidad de ~150 metros. Esta corriente superficial debil, transporta
agua salada, célida, rica en oxigeno gue en afios de invierno crudo practicamente desaparece.
Las corrientes marinas ya descritas transportan masas de agua con distintas caracteristicas
fisico-quimicas, de manera tal que en ciertos puntos de confluencia de dichas masas se

producen tres convergencias oceénicas: (1) Convergencia Subtropical (CST) que define al
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norte la zona sub-tropical caracterizada por surgencias activas, salinidad variable y marcadas
variaciones de temperatura superficial (TSM). Mientras que al sur, define la zona transicional
central caracterizada por bruscos cambios de temperatura por aporte de rios y lluvias de la
porcién sur que modifican su salinidad; (2) Convergencia de la Deriva del Oeste (CDO), que
corresponde a la zona en la que se produce la bifurcacion del SCH al norte y la CCH al sury
define el limite de la zona central transicional con la zona sur-antartica, caracterizada por
aporte de agua dulce y un flujo permanente hacia el sur; y (3) Convergencia Antartica (CA),
donde confluyen las aguas sub-antarticas y antarticas separadas por el frente polar. (Castilla et
al., 1993; Ahumada et al., 2000; Montecino et al., 2005) (Fig.1). El segundo aspecto de
importancia lo constituye el patron de surgencia costera, asociado principalmente a la masa de
agua sub-superficial. La CCC y gracias a los vientos del sur y sureste, producen surgencias
costeras que son mas fuertes desde finales del invierno a inicios del verano y mas debiles
durante las estaciones calidas. Las surgencias incluso ocurren al sur de la CCC hasta los 40°S -
41°S cuando la capa superior de la CPC alcanza la superficie a la altura dentro de la rama
costera de Humboldt (Bernal et al., 1983; Bernal, 1990). Asi, las localidades comprendidas
desde los ~40°S al norte, se encuentran dentro de uno de los sistemas de surgencia mas
importantes del mundo, que junto a la adveccion horizontal de gran escala serian responsables
de mantener un sistema altamente productivo (e.g. ver Thiel et al., 2007; Camus & Andrade,
1999), que a pesar de no estar claramente determinado su efecto sobre las comunidades
litorales, si parece ser un factor adicional que contribuye al enfriamiento de las aguas costeras
adyacentes a la costa (Espinoza et al., 1983). El tercer aspecto relevante lo conforma las

N 00

“anomalias” oceanograficas y atmosféricas, particularmente “El Nifio” Oscilacion del Sur (ver
Philander, 1983). Entre sus efectos en las costas de Chile y Per( se encuentran: (a) un
aumento tanto de las temperaturas atmosfera-océano, como del nivel del mar; (b) modificacién
de los vientos y corrientes marinas; y (c) generalmente un crecimiento considerable de
precipitaciones en zonas bajas y medias. Esta variacién se reporta ha generado aumento en
densidades poblacionales, altas mortalidades, emigraciones e inmigraciones, cambios en la
actividad reproductora y cambios en los rangos de distribucion: latitudinal, longitudinal y en
profundidad (Castilla & Camus, 1992; Espino, 1999; Mendo & Wolff, 2003; Jahncke et al.,
2004). Estos visos de catastrofe se incrementan para el norte de Chile, sin embrago, hacia el

sur, aunque menos intensos, sus efectos han sido detectados incluso en la Antéartica (Croxall,
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1992; Guinet et al., 1994; Hucke-Gaete, 1992). Desde una vision evolutiva, es posible pensar
que la fauna marina Chilena, dada la continua presencia del ENOS, debiera presentar
mecanismos fisiologicos y ecologicos, como acoplamientos con eventos fisicos que le

permitan persistir o cambiar en un ambiente de tanta inestabilidad temporal.
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Figura 1. Paton de circulacion de corrientes en el PSO. (1) CDO= Corriente Deriva de los
Vientos del Oeste. (2) Corriente Cabo de Hornos (CCH). (3) Rama Oceanica de Humboldt
(ROH). (4) Rama Costera de Humboldt (RCH). (5) Corriente de Gunter (CG). (6) Contra
corriente Pert-Chile (CPC). (7) Corriente costera Chilena (CCP) (8) Contra corriente costera

Chilena (CCC). CST= Convergencia Subtropical; CA= Convergencia Antartica.
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1.2 Estudios con enfoque filogeografico en la costa Chilena

Las zonas de transicion biogeogréficas se han descrito en todos los océanos, donde la
concordancia con quiebres filogeograficos se ha demostrado para una gran variedad de
organismos (e.g. costa noreste de América, Avise, 2000; costa noroccidental de América,
Dawson, 2001; costa sureste de Australia, Dawson, 2005; Atlantico norte, Maggs et al., 2008).
En Chile, gran parte de las investigaciones filogeograficas se encuentran circunscritas a la
clasificacion biogeogréfica descrita por Camus (2001), quien discute sobre 27 clasificaciones
publicadas, los factores y procesos dinamicos formadores de unidades, sobre los cuales se ha
informado limites de rango para un gran namero de especies (Santelices, 1980; Camus, 2001).
Entre sus conclusiones, propone una hipétesis de clasificacion biogeografica a nivel de biotas
en tres grandes areas: (1) Provincia Peruana (PP) desde Peru hasta los 30°S, compuesta por
biota de ambiente templado-calido; (2) Provincia Magallanica (PM) desde los 42°S hasta los
56°S, con biota austral de ambiente templado-frio; (3) el Area Intermedia (Al) habitada por
biota con caracteristicas de mezcla de las provincias contiguas. Estas tres areas espaciales
definen dos quiebres biogeograficos de distinta naturaleza. EI primero, entre los 30°-33°S,
reportado como una zona transicional con diferencias importantes en la abundancia,
diversidad y reclutamiento de varias especies de invertebrados marinos intermareales
(Broitman et al., 2001; Rivadeneira et al., 2002). La segunda transicién se ubica alrededor
entre los 40-42°S y se ha reconocido como un importante quiebre biogeografico por contribuir
al aislamiento relativo de la flora y fauna de fiordos Patagénicos (Castilla et al., 1993;
Valdovinos et al., 2003). En general, no s6lo en Chile, la biogeografia marina se ha
construido principalmente sobre una base descriptiva de los conjuntos de especies y con un
enfogque mas bien estatico, sin esfuerzos significativos que expliquen la formacién- dinamica o
mecanismos generadores de unidades biogeogréaficas actuales (revisado de Camus, 2001). Por
ello, los tres aspectos claves sefialados por Castilla (1979) (estructura, historia y dindmica)

siguen siendo relevantes y los menos conocidos a nivel de biotas.

Se han realizado diversos estudios con enfoque filogeografico abarcando la costa
Chilena a distinta escala geogréfica, entre ellos, especies de invertebrados, un alga y un

vertebrado han mostrado concordancia entre la divergencia genética y la zona de transicion
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biogeografica de los 30-33°S. Tellier., et al (2009) para un alga parda de amplia distribucion y
dispersion limitada, encontraron dos linajes divergentes dentro de lessonia nigrescens, una a
cada lado de esta transicion. Diferencias importantes entre marcadores (cloroplasto,
mitocondria y ndcleo) se hicieron evidentes en relacion con la intensidad de la divergencia
genética, acoplado a eventos historicos y contemporaneos de la region. Entre los invertebrados
marinos con diferenciacion genética en esta zona biogeografica, se encuentra el reporte de
Zakas et al., (2009) en dos especies co-distribuidas de cirripedios; Jehlius cirratus y
Notochthamalus scabrosus. Este estudio a pequefia escala geografica (28°S-34°S) evidenci6
marcada ruptura en las frecuencias de haplotipos del marcador mitocondrial (COI) en N.
scabrosus, pero débilmente en J. cirratus. Sus autores responden a este patrén por la diferente
habilidad dispersiva (comportamiento larval) y la eventual disparidad que ejercen las
presiones selectivas entre ambas especies. A una escala geografica amplia (28°S — 58°S),
Sanchez et al., (2011) para el gastropodo marino Acanthina monodon, también encontraron
esta pausa filogeogréafica, sugiriendo los eventos histdricos regionales y la historia de vida que
presenta la especie (ciclo directo de desarrollo), como los factores principales modeladores de
la estructura. Este patron de estructura genética robusta asociado a especies con ciclo de
desarrollo directo, también fue encontrado por Brante et al., (2012) en las especie Crepipatella
dilatata en 543 km de costa y en Crepidula coquimbensis en localidades contiguas a la zona
transicional (Vilches et al., (2012). Para el primer caso se conjetura que el limitado flujo de
genes podria potenciar el proceso de especiacion y para el segundo, se menciona como ente
clave en la dispersion, al cangrejo ermitafio con el cual co-habita. Este ultimo informe
constituye un aporte relevante en lo que a especies con relacion asociativa se refiere, aparte del
hermafroditismo. A otra escala geografica, un crustaceo cuyo taxon representa un complejo de
especies divergentes en Panamd, fue estudiado en costas Chilenas, presentando el mismo
patron criptico de especies dentro de Excirolana brazilensis (Varela & Hayes, 2012). Este
estudio a través del rango estudiado en Chile (18°S a 38°S), mostro clados divergentes que se
condicen con la transicion de menor latitud.

En cuanto a estudios comparados de estructura genética, destaca el reporte de Hayes et al.,
(2014) mediante un estudio a distinta escala geografica en ocho especies de invertebrados
bentdnicos con distinto potencial dispersivo, encontrando firma genética actual para el quiebre

en cuestion en cuatro especies catalogadas como “dispersores bajos” (Orchestoidea
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tuberculata, Scurria scurra, Stichaster striatus y Tegula atra). Usando el mismo marcador
molecular (COIl), este estudio muestra una relacion consistente entre la estructura genética y el
potencial dispersivo, sugiriendo que este Gltimo es un determinante robusto de la diversidad
genética, la diferenciacion y discontinuidad genética respecto a esta transicion biogeografica
en especies bentonicas costeras del mar Chileno. Finalmente, también se evidencia pausa
genética con esta transicion biogeografica en un vertebrado ampliamente distribuido en
América del Sur, el mamifero Lontra felina (Vianna et al., 2010). Diferencias filogeogréaficas
claras entre los linajes norte y sur de Chile (13°S a 43°S) fueron reportados como
consecuencia aparente de una colonizacién post-glacial reciente en la zona sur debido a la gran

divergencia presente en el norte.

Discontinuidades genéticas congruentes con ambas zonas transicionales 30-33°S y 40-
42°S han sido reportadas en dos especies de algas de amplia distribucién e invertebrados
benténicos. Macaya & Zuccarello (2010) encontraron baja diversidad genética del gen
mitocondrial para el alga parda Macrocystis pyrifera en el norte de Chile, asociado a eventos
contemporaneos (e.g. El Nifio Oscilacion del Sur, ENOS), mientras que la distribucién de
haplotipos en la zona sur reflejaria el efecto de acontecimientos historicos (Ultimo Maximo
glacial, UMG). En el reporte de Montecinos et al., (2012) proponen la presencia de tres linajes
monofiléticos genéticamente muy distintos y separados a nivel geografico (Norte, Centro y
Sur) en el alga parda Mazzaella laminiaroides. Marcadores mitocondriales siguieren la
existencia de un complejo de tres especies cripticas separadas por las dos zonas transicionales

descritas por Camus (2001).

Los estudios anteriores aportan informacion apreciable en cuanto a estructuracion genética
congruente a quiebres biogeograficos en especies con distinta historia de vida. No obstante,
los trabajos para especies ampliamente distribuidas con clara homogeneidad genética (sin
estructura), son escasos. Los invertebrados bentonicos Emerita analoga, Heliaster helianthus,
Petrolisthes violaceus y Tetrapygus niger estudiados en la zona norte y centro de Chile, no
mostraron discontinuidad genética para la transicion biogeografica de los 30-33°S. Estas
especies se catalogaron como “dispersores altos”, donde hubo congruencia entre el potencial

dispersivo y el flujo de genes (Hayes et al., 2014). El gasterépodo benténico Concholepas
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concholepas constituye el Unico reporte en un organismo marino de amplia distribucion sin
pausa genética a lo largo de los dos quiebres biogeograficos descritos (30-33°S y 40-42°S).
Sus autores, Cardenas et al., (2009) proponen expansion demogréafica de un solo haplotipo, el
que habria borrado la firma de cualquier estructura genética preexistente en todo rango
estudiado (11°S - 49°S). El escenario de “homogeneidad a gran escala” explicaria la
distribucion actual de la diversidad genética, postulando que su extensa fase larval (~3 meses)

le otorgaria una alta capacidad dispersiva y consecuente homogeneidad genética.

Pese a la trascendente contribucion de los estudios filogeograficos para el PSO en los
Gltimos seis afios, los procesos evolutivos (historicos y contemporaneos) determinantes de la
actual distribucién para una gran cantidad de taxas, al igual que la extensa comprensién de la
biologia e historias de vida, siguen basandose principalmente en organismos de vida libre.
Por ende, el diferencial conocimiento en desmedro de especies parasitas y/o comensales,
ponen limites a la comprension en la evolucion de muchos taxas que habitan o han adaptado
su estilo de vida a ambientes muy especificos, entre estos, un constrefiido conocimiento
respecto a la influencia de los quiebres transicionales sobre su distribucion. Teniendo en
cuenta los sesgos ambientales y como mencionan Via et al., (1995), al existir alta variabilidad
ambiental en los habitat que ocupa una especie, es poco probable que un solo fenotipo
maximice la sobrevivencia en todas las situaciones. De aqui que, organismos que habitan
microambientes muy especificos, donde el principal factor de influencia lo constituye el medio
biodtico de su hospedero (Rhode, 1984), son un excelente modelo para responder a la incognita,
si emergentes generalidades filogeograficas también podrian aplicar a organismos parasitos

y/o comensales.
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1.3 Pinnaxodes chilensis como modelo biolégico

El crustaceo brachyuro Pinnaxodes chilensis, tiene la particularidad de habitar al
interior del recto del erizo comestible Loxechinus albus. Relacion de comensalismo que
descrita para hembras adultas de esta especie (Gutiérrez & Martinez, 1971), mientras que otros
autores mencionan al macho con conducta de vida libre y escasamente visible (Rathbun,
1918; & Garth, 1957). El dimorfismo sexual por tamafio corporal también se describe para P.
chilensis, siendo las hembras poseedoras de un caparazon liso, oval y fragil, que supera hasta
tres veces la longitud de los machos. Sus margenes son redondeados, ojos parcialmente
visibles en vista dorsal con superficie ventral del cuerpo y pereiépodos cubiertos de pelos
suaves, donde el segundo y tercero son mas largos que el primero y el cuarto. Los machos,
contrariamente, se califican como enanos (longitud méxima de 2 cm), caparazon calcificado
con el cuarto pereidpodo mas pequefio (Rathbun, 1918; Garth, 1957 & Zufiga, 2002).

La aparente simbiosis que genera esta especie, le permite en términos generales
beneficiarse de su hospedero en dos aspectos: (1) poseer un habitat estable dentro de la
porcion distal de su intestino, recibiendo gran homogeneidad del medio ambiente (Baez &
Martinez, 1976) y (2) el alimento suficiente compuesto de los residuos fecales (Miyake, 1939
& Fenucci, 1967). Esta asociacidn es muy frecuente (Schwave, 1936; Baez & Martinez, 1976;
Gutierrez & Martinez, 1971; Jangoux, 1987) por ello cominmente se denomina “jaiba del
erizo”. De hecho, Claudio Gay (1854) define a P. chilensis de esta manera: “Especie
sumamente notable por su habitacion: siempre la hayamos dentro de los erizos y cada
individuo tenia el suyo, lo cual es tan constante que muchas personas creen que es el animal
mismo del erizo donde se halla, pero es una grande equivocacion”.

Destacamos que ambas especies son tipicas de aguas sub-antarticas. Por un lado, P.
chilensis se distribuye desde Ecuador, frente a Islas Galdpagos a Puerto Barroso en Chile
(Retamal, 1981) y, por otro, Loxechinus albus se distribuye ininterrumpida desde el norte de
Per(, frente a Isla Lobos de Afuera hasta el extremo austral de Chile (Cabo de Hornos,
55952°°S) y Tierra del Fuego en el sector Argentino (Guisado & Castilla, 1987).

Asi mismo, ambas especies poseen importancia econémica, el comensal se consume
entero y es considerado una exquisitez (Vasquez & Bay-Schmith, 2011), mientras que las

“lenguas” o gonadas de su hospedero L. albus, constituye uno de los recursos bentonicos
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costeros méas importantes para Chile. Cabe sefialar que la explotacion comercial del recurso
erizo ha llevado practicamente a la extincién de las poblaciones naturales a lo largo de la costa
chilena, donde esta pesqueria opera actualmente con una temporada de veda y restriccion de
talla (Gonzalez et al., 2008). Hasta la actualidad se han llevado a cabo diversas metodologias
para asegurar la proteccion de la especie, sin embargo, los antecedentes respectos a esta
relacion o del comensal mismo con el cual cohabita, son exiguos. Frente a los escasos
reportes y en un intento de dar luces sobre la desconocida historia de vida de P. chilensis,
resulta indispensable considerar aspectos a nivel de familia.

Los cangrejos Pinnotheridae constituyen unos de los grupos mas diversos y abundantes
entre los decapodos que han adoptado un habito de vida simbiotico (Ross, 1983). Presentes en
aguas tropicales y templadas alrededor de todo el mundo, han sido descritos como comensales
0 parasitos de organismos de vida sésil, hemisesil o vagil. Entre sus hospedadores se
encuentran ascideas, holoturoideos, equinoideos, moluscos bivalvos y gastrépodos
(Christensen & MacDermontt, 1958; Wells & Well, 1961; Telford, 1978; Ross, 1983).

La asignacion de larvas por familia o género es una tarea complicada, en especial cuando
se desconoce la diversidad bioldgica existente. Esto se ve acrecentado cuando se altera el
desarrollo ontogénico o tanto las mudas como la morfogenesis pasan a constituir procesos
heterocronicos que dan lugar a mas de una morfologia por estadio (Finchman, 1979; Finchman
& Figueras, 1986; Criales & Anger, 1986; Freeman, 1990 y 1991; Albornoz, 1996). De ahi
que, la taxonomia de los diferentes estadios larvales de decapodos es escasamente
documentada comparandola con estudios similares sobre adultos (Ingle, 1992). No obstante,
una buena aproximacion es entregada por varios autores que bajo condiciones de laboratorio
han identificado la duracion y estadios larvales de algunos géneros de la familia Pinnotheridae,
conviniendo en cinco zoeas y una megalopa con duracion de un mes como minimo estimado
(Marques & Pole, 1996; Ocampo et al, 2010).

El modo de desarrollo, especialmente el tiempo que las larvas pasan en el plancton, sin
duda, juega un papel critico en el gobierno de la estructura genética y filogeogréafica en el mar
(e.g. Scheltema, 1988; Doherty et al, 1995; Bohonak, 1999; Dawson, 2001; Lester et al, 2007).
Por ello, el cuadro que surge es que, la historia de vida influye fuertemente en el flujo de

genes, la estructura de la poblacion y la distribucion de las especies (Bohonak, 1999).
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Aungue existen varios estudios biolégicos en el mundo para esta familia y sus especies
hospedantes, poco se sabe acerca de sus ciclos y estrategias de vida y menos aun sobre las
influencias del medio ambiente bidtico. Esto, considerando que deben adaptarse a las
limitaciones de orden fisico, fisiolégico y movimiento de sus huéspedes, lo cual podria
modificar no solo su morfologia, fisiologia, reproduccion y comportamiento, sino también la
de quienes los cobijan (Patton, 1967).

Un unico estudio respecto a la influencia latitudinal de variables ambientales sobre
rasgos reproductivos en P. chilensis, es reportado por Lardies & Castilla (2001). Sus autores
comparan diversos parametros de la biologia reproductiva en tres sitios equidistantes de la
zona centro-norte de chile, concluyendo tres hitos importantes; (1) el nimero de huevos
disminuye de baja a altas latitudes, (2) el tamafio del huevo aumenta inversamente a su
numero y (3) el rendimiento reproductivo es mayor hacia el polo. Variaciones en estos rasgos,
explican, estarian modeladas por variables ambientales como temperatura y salinidad, las que
no sélo influirian sobre rasgos reproductivos sino también morfoldgicos. Es decir, el macro-
ambiente, que se define como el entorno de acogida (Rohde, 1984), afecta directamente
aspectos biologicos del pinotérido. Asi, la relacion positiva entre la latitud y parametros
reproductivos en cuestion, seria el primer informe de P. chilensis como comensal, dado que se
observa un equilibrio entre condiciones ambientales externas (T° y S%eo), las larvas de vida
libre y la estrategia reproductiva de la especie (Lardies & Castilla, 2001).

Considerando la diversidad del orden decapodo debido a gradientes latitudinales, las
evidencias también apuntan a que las variaciones morfologicas se corresponden a condiciones
ecoldgicas y ambientales particulares. En estomatopodos, por ejemplo, se ha comprobado una
relacion positiva entre el tamafio del cuerpo y la distribucion geografica (Reaka, 1980),
mientras que en otros grupos se sugiere un incremento en el tamafio del cuerpo en relacion con
bajas temperaturas y aumento de la profundidad. Abele (1982), por otro lado, encontré una
relacion positiva entre el tamafio de las quelas y el gradiente geogréafico en algunas especies de
decépodos. Esta aparente plasticidad morfoldgica de los crustdceos podria contribuir en los
estudios de reconocimiento de poblaciones locales, o dilucidar patrones de comportamiento y
reproduccion por medio de complejas adaptaciones de apendices claves. Por eso, especies de
la familia Pinnotheridae constituyen un excelente modelo para la realizacion de estudios

morfométricos mdltiples, donde estas adaptaciones son un sistema intrigante y, en
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consecuencia, casi todas las caracteristicas morfologicas de estos cangrejos estan adaptados
para su relacion inter-especifica (Palacios-Thiel et al., 2009).

En cuanto a los efectos de la latitud sobre la distribucion de la diversidad genética de
P. chilensis, podrian “predecirse”. Siguiendo el escenario de “homogeneidad a gran escala” se
esperaria un nivel de conectividad importante entre poblaciones espacialmente aisladas, lo
cual resultaria en un bajo coeficiente de consanguinidad, alta diversidad genética y

poblaciones poco estructuradas.

Los antecedentes antes descritos, definen a P. chilensis como una especie con
caracteristicas excepcionales, que lo transforman en un modelo bioldgico interesante para
probar patrones de conectividad y variaciones de forma, a lo largo de regiones biogeograficas.
(1) Posee un amplio rango distribucional que atraviesa las dos zonas transicionales descritas
para el PSO. (2) Cuenta con fase larval plancténica dispersiva. (3) Se evidencia variacion
latitudinal en rasgos reproductivos y aparente plasticidad morfolégica (4) Es una especie con
escasos antecedentes, por ende los patrones a desarrollar constituyen la primera contribucion
en su naturaleza. (5) Establece relacion inter-especifica con una de las especies mas explotadas
e importantes para Chile en terminos socioecondmicos.

Usando marcadores moleculares y herramientas de morfometria clésica, esta
investigacién tiene como prop0sito caracterizar aspectos genético-poblacionales, y variacion
de la forma en casi todo el rango distribucional de P. chilensis. Con un enfoque filogeografico
se aportara informacion relevante de los patrones evolutivos (historicos y contemporaneos) de
organismos comensales y en qué medida influyen los quiebres transicionales sobre su

distribucion.
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HIPOTESIS

Las zonas transicionales (30°S y 42°S) no actdan como filtros regionales o son
suficientemente permeables a la dispersion realizada por Pinnaxodes chilensis, por lo que el
alto flujo de genes entre sus poblaciones no evidencian estructura genética ni morfol6gica a lo

largo de la costa Oriental del Pacifico Sur.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y determinar, respectivamente, el patron genético-poblacional y la
variabilidad morfologica de Pinnaxodes chilensis, en relacion con las zonas transicionales

descritas para la costa Oriental del Pacifico Sur.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar las variables oceanograficas (temperatura y salinidad) de cada punto

muestreado.

2. Determinar descriptores poblacionales de Pinnaxodes chilensis, tales como:
prevalencia, intensidad media, abundancia media y frecuencia de ocurrencia de

SEXO0s.

3. Describir la distribucion de tallas comensal — hospedero y determinar la
variabilidad morfoldgica de Pinnaxodes chilensis entre y dentro de regiones

biogeogréficas.

4. Caracterizar la variabilidad genética de Pinnaxodes chilensis por medio del
marcador mitocondrial Citocromo Oxidasa Subunidad | (COIl) a lo largo de su

rango distribucional.

5. Evaluar el patron actual de distribucion espacial de la diversidad genética y
morfoldgica, y su relacién con posibles eventos histérico-contemporaneos de la

region.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo

2.1.1 Area de estudio

Comprendio los paralelos 23°38’S y 54°56°S, cubriendo un total de ~ 3.500 kilémetros
de litoral (Fig.2) que consideran casi la totalidad del rango distribucional de Pinnaxodes
chilensis en costas chilenas (Fenucci, 1967). Esta franja costera (> 30 grados) se caracteriza
por poseer heterogeneidad geografica-ambiental, donde se distinguen escenarios contrastantes.
Considerando la clasificacion biogeografica para el Pacifico Suroriental (PSO) de Camus
(2001), nuestro modelo de estudio se encuentra distribuido en tres grandes zonas
biogeograficas; Provincia Peruana, Area Intermedia y Provincia Magallanica, las que se
encuentran separadas por dos quiebres, uno a los 30°S y otro a los ~ 42°S respectivamente.
Para contrastar la variabilidad genética y morfoldgica de P. chilensis con la biogeografia
descrita, se recolectaron 15 poblaciones de su hospedero, Loxechinus albus (Fig. 1). El
criterio anterior se basa en la relativa y decreciente prevalencia que presenta P. chilensis de
baja a altas latitudes (Lardies & Castilla, 2001) en tres localidades centro-norte de nuestro
pais. Con esta derivacion se asegurdé obtener al menos tres localidades por region
biogeogréafica que permitan hacer inferencias estadisticas del polimorfismo intra-poblacional
(Waples, 1998).

2.1.2 Obtencion de material biolégico

Los ejemplares de P. chilensis, fueron colectados durante el periodo estival 2012.
Loxechinus albus, es un recurso de importancia econémica para Chile que cuenta con
periodos de veda bioldgica temporal establecidos en el D.S. N°291 del 30 de septiembre de

1987, orientado a evitar su captura durante la fase de maximo desove (www.subpesca.cl). En

este contexto, los muestreos correspondientes a las localidades de la Provincia Magallanica, en
su mayoria se realizaron mediante autorizacion de la Subsecretaria de Pesca en conformidad a
los términos técnicos de referencia “Pesca de investigacion exploratoria en el recurso

Loxechinus albus”, con resolucién exenta N°175.
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La colecta de muestras se realiz6 mediante buceo autobnomo por medio de pescadores
artesanales a una profundidad media de 25 metros e inmediatamente trasladadas a laboratorio
0 lugar habilitado para su analisis. Los ejemplares (comensal y hospedero) encontrados se
procesaron con maximo de un dia a posteriori para evitar degradacion del material genético.

El tamafio muestreal de L. albus colectado y procesado fue de 890 individuos (Tabla 1).

2.2 Procesamiento de muestras

2.2.1 Medicion y Diseccion de Loxechinus albus

A cada ejemplar se le determind el peso himedo con una balanza digital (sensibilidad
de 0,05 g) y el didmetro maximo de testa (LT) con un calibrador pie de rey digital (precision
de +0,02 mm), previo a examinar presencia o ausencia de P. chilensis. La diseccion de erizos
se realizd con tijera recta de punta fina (10,5 cm) mediante un recorte circular vertical
comenzando desde el periprocto, pasando por la membrana peristomial hasta retornar
nuevamente al centro del hemisferio aboral. De esta forma, se logrd la biparticion del animal

manteniendo siempre la integridad del intestino por constituir nuestro 6rgano objetivo.

2.2.2 Revisién del intestino de Loxechinus albus

Como lo describen varios autores, P. chilensis habita en el extremo distal del intestino
de su hospedero (hemisferio aboral) (e.g. Miyake, 1939; Fenucci, 1967; Baez & Martinez,
1971), por tal razon se reviso cuidadosamente la region (Fig. 7). Los erizos con presencia de
P. chilensis fueron manipulados con pinzas rectas de punta roma jalando el decapodo desde el
quelicero mas cercano al ano por el fragil caparazon de hembras (ZUfiga, 2002), hasta
desvincularlo completamente de la mucosa epitelial y depositarlo en un tubo falcon PP de 50
ml con etanol al 95%. EIl material utilizado en diseccion y manipulacion de muestra biologica
se desinfectd con alcohol, cloro y agua destilada para evitar contaminacion cruzada.
Finalmente, las muestras se rotularon por color segln area biogeografica y se almacenaron en
bolsas plasticas por localidad a temperatura ambiente (Fig.2), con un recambio de etanol
posterior a su fijacion de uno o dos dias.

24



2.3 Morfologia de Pinnaxodes chilensis

2.3.1 Caracteristicas del crecimiento

Los reportes del crecimiento en estos decapodos se vinculan directamente al proceso de
ecdisis, ya que durante el ciclo de vida hay una sucesidén de mudas separadas por inter-mudas,
gue son mas frecuentes en las primeras etapas de vida del animal (Petriella & Boschi, 1997).
Normalmente, esta caracteristica implica la eliminacién del antiguo exoesqueleto y la
formacién de un tegumento nuevo de mayor tamafio (generalmente), gobernado por un
complejo sistema endocrino que no puede considerarse como evento aislado, sino como parte
de un ciclo continuo de actividad metabolica, segun lo mencionan diversos estudios (Olmsted
& Baumberger, 1923; Darch & Tchernigovtzeff, 1967, Skinner et al. 1985; Lachaise et al.
1993). El crecimiento en crustaceos entonces, se advierte como un incremento de talla, peso o
forma casi instantaneos, que ocurre de forma discontinua.

En particular, el incremento en la forma a través de las sucesivas mudas en el ciclo de
vida de P. chilensis, entrega importantes antecedentes de su variabilidad morfoldgica a lo
largo de su rango distribucional. Por ello, en esta investigacion se usaron mediciones
consideradas para crustaceos decapodos en general, que explican ritmos diferenciales tanto

para crecimiento absoluto como también relativo.

2.3.2 Medicidn de los comensales

Se analiz6 un total de 217 ejemplares de P. chilensis, obteniendo en todos ellos nueve
dimensiones del exoesqueleto. Con el objeto de reflejar de mejor manera los cambios
morfoldgicos (crecimiento relativo) se consider6 gran parte de las estructuras presentes en la
especie, las que incluyeron: (1) longitud del caparazon (LC), (2) ancho del caparazén (AC),
(3) altura (H), (4) largo del tercer segmento abdominal (L3S), (5) ancho del tercer segmento
abdominal (A3S), (6) largo del quelicero izquierdo (LQI), (7) ancho del quelicero izquierdo
(AQI), (8) largo del quelicero derecho (LQD) y (9) ancho del quelicero derecho (AQD)
(Fig.3). La longitud del caparazon se midié desde el extremo frontal hasta el final del
caparazén, mientras que el ancho lo fue a nivel del margen de la region branquial de ambos
costados. La altura de P. chilensis se calculé como la distancia en milimetros entre el apice del
caparazén hasta el centro del cuarto segmento abdominal aproximadamente (ventral) (Fig.3A).
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Al tercer segmento abdominal se le midié el ancho, considerando ambas lineas que lo separan
de los segmentos contiguos en su parte mas ancha, mientras que el largo lo fue desde ambos
extremos laterales (Fig.3C). Para el caso de los queliceros, se midio el largo desde el punto de
articulacion con el carpo hasta el extremo distal del propodio y su anchura fue perpendicular a
la longitud desde el punto superior de insercion del dactilo. Estas mediciones fueron realizadas
de igual forma para el quelicero izquierdo y derecha (Fig.3B).

Los ejemplares se montaron en placa petri y en su mayoria fueron medidos bajo lupa
estereoscopica (Zeiss, Stemi DV4) con diferentes aumentos, por el diferencial tamafio de los

individuos.

2.4 Caracterizacion de variables ambientales

2.4.1 Salinidad (S %o)

Se caracteriz6 la salinidad (S %o en ups) costera para las 15 localidades del gradiente
latitudinal. Se obtuvieron datos (ppm) de los Gltimos 60 afios, estableciendo un perfil de
salinidad promedio a lo largo de toda la costa chilena. Este set de datos fue extraido desde
World Ocean Atlas (WOAQ9) http://www. nodc.noaa.gov /OC5/WOA09/ pubwoa09. html
para posteriormente confeccionar el perfil de clinas en el programa Ocean Data View (ODV)
(Schlitzer, 2002).

2.4.2 Temperatura Media Superficial del mar (TSM)

En cuanto a la TSM, se obtuvieron datos promedio entre los meses de septiembre 2011
a abril 2012 procedentes de la combinacion de sensores Advanced Very High Resolution
Radiometer (AVHRR) y Advanced Microware Scanning Radiometer (AMSR) e informacion
in-situ procedentes de barcos y boyas, con las cuales se corrige sus sesgos. Esta informacion

se extrajo de http://www.ncdc.noaa.gov/oa/climate/research/sst/oi-daily.php con una

resolucion espacial de 25 km x 25 km. Informacion adicional puede ser consultada en
Reynolds et al. (2007).
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2.5 Descriptores poblacionales de P. chilensis

En esta investigacion se considera la relacion entre Loxechinus albus y P. chilensis
como inter-especifica de beneficio, definiendo a Pinnaxodes chilensis como una especie
comensal. Pese a su categoria, se realizaron estimaciones descritas en parasitos seguin Bush et

al (1997), que las define como;

2.5.1 Prevalencia de infeccion

Numero de huéspedes infectados con uno o mas individuos de una determinada especie
de parésito dividido por el nimero de huéspedes examinados, expresado en porcentaje.
Anélisis de regresion lineal simple fue usado para establecer la prevalencia de P. chilensis
respecto a la latitud y mediante un ANDEVA se determind la significancia estadistica de tal
relacion (P< 0,05).

2.5.2 Intensidad media de infeccion
Numero promedio de individuos de una especie de parasito encontrados en un huesped.
So6lo se considera a individuos infectados con una especie particular de parasito. Se representa

tal parametro a nivel latitudinal mediante grafico de dispersion.

2.5.3 Abundancia media de infeccion
Numero promedio de individuos de una especie de parasito encontrados en un huésped.

Solo se considera el nimero total de hospedadores examinados (infectados y no infectados).

2.5.4 ldentificacion y frecuencia de sexos

Se describe a Loxechinus albus con la caracteristica particular de hospedar a hembras
adultas del crustaceo braquiuro P. chilensis (Gutiérrez & Martinez, 1971). No obstante, se
hizo una revision bibliografica y se analizd bajo lupa aquellas estructuras diagnosticas del
dimorfismo sexual. Rasgo evidente en la identificacion de sexos para la familia Pinnotheridae
es el tamafio corporal, sefialando al macho como enano (ver Fig.5). Ademas, se usé
identificacién general para miembros del infraorden brachyura, que describe el abdomen de la

hembra mas amplio que el macho y por lo general con cuatro pares de pledpodos que se
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conservan para incubar los huevos (Fig.4B). Distintamente, en el macho se reporta la
existencia de s6lo dos pares anteriores de pledpodos que en muchas especies esta modificado
como 6rgano copulador (Rupert & Barnes, 1996) (Fig.5B). Estos criterios fueron categoricos
para determinar la presencia no solo de hembras, sino también de machos comensales a lo
largo de su rango distribucional. Para el caso de las hembras se cheque6, ademas, la presencia
0 ausencia de huevos, para asi tener en cuenta la dindmica de produccion de los mismos a
nivel latitudinal (Fig.4B). Finalmente, la posicion del gonoporo también fue utilizada como
estructura para identificar el sexo, lo que posteriormente permitié estimar frecuencia de
ocurrencia de machos y hembras en todo el gradiente latitudinal. Estos antecedentes fueron
registrados mediante fotografias digitales con una camara canon Power Shot A620, adaptada a

lupa estereoscopica por medio de un tubo para canon A610/620 52mm wide.

2.6 Distribucién de tallas comensal — hospedero

2.6.1 Loxechinus albus a nivel latitudinal

Considerando la clina ecoldgica y ambiental particular del rango geografico de
distribucion de L. albus, se determind el grado de asociacion lineal entre la longitud de testa
(LT) y latitud respectiva mediante correlacion de Pearson (1896). Este coeficiente (r) se obtuvo
a partir de la tipificacion del promedio de las puntuaciones diferenciales de cada caso

(desviaciones de la media).

2.6.2 Relacién de tamafio comensal-hospedero

Para especies supeditadas a microambientes especificos se ha aceptado ampliamente
una relacién de tamafio positiva con su hospedero, como el caso de muchos paréasitos.
Sometiendo a prueba este supuesto, aludiendo el estilo de vida asociado y en favor de estimar
un efecto adaptativo de P. chilensis a los factores externos que condicionan el crecimiento de
su hospedero, se evalu6 un analisis de varianza sobre un modelo de regresion lineal simple.
Se uso la longitud del caparazén (LC) de P. chilensis como variable respuesta en funcion de la
longitud de testa (LT) de L. albus, estableciendo significancia estadistica del modelo por
medio de p<0,05.
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2.6.3 Presencia/ausencia de P. chilensis en su hospedero L. albus

La desconocida historia de vida de P. chilensis no permite establecer el momento
(estadio) de ingreso del comensal al huésped respectivo. Sin embargo, estimar a qué talla (LT)
de L. albus es posible observar presencia de P chilensis, otorga un avance de contribucién
importante a la comprension y discusion del inicio del comensalismo. Para este fin se usé un
analisis de regresion logistica con posterior validacion estadistica del modelo a través de

prueba Chi-cuadrado.

2.7 Variabilidad morfolégica latitudinal de P. chilensis

2.7.1 Anélisis de varianza basado en permutaciones (PERMANOVA)

Se compard la variabilidad morfoldgica de 192 hembras de Pinnaxodes chilensis a lo
largo del gradiente latitudinal sobre las siguientes variables biométricas: LC, AC, H, L3S,
A3S, LQD, LQI, AQD y ADI. Estas variables fueron transformadas a matrices de distancias
euclidianas, las que luego fueron comparadas a través de andlisis de varianza usando
permutaciones con el objetivo de determinar diferencias morfoldgicas entre &reas
biogeogréficas y entre localidades. Un disefio de PERMANOVA anidado, fue realizado
usando “area” como factor fijo y “localidad” como factor aleatorio anidado en “area”. Todos
los valores de probabilidad (Pperm) fueron derivados de una distribucion de pseudo-F calculada
a través de 10.000 permutaciones del mismo grupo de datos; cuando las permutaciones
simuladas fueron <1000, el valor de probabilidad fue obtenido a través de simulaciones de
Monte-Carlo (Pwc).

Analisis de Componentes Principales (PCA, e.g. matriz varianza-covarianza) fue
realizado para extraer la variacion espacial de las dos primeras variables de forma para cada
individuo analizado. En forma paralela, Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) fue
realizado para identificar centroides poblacionales, los cuales estiman tamafios de efecto,
interacciones entre factores, e identifican la heterogeneidad de la dispersion en disefios
anidados, representando la variacion morfolégica promedio de las localidades dentro de areas

biogeograficas (Quinn & Keough 2002; Anderson et al., 2008). Se excluy6 en estos analisis a
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los individuos machos por constituir un bajo porcentaje del universo muestreal y presentar

dimorfismo sexual de tamafio corporal.

2.7.2 Analisis de dimorfismo sexual en queliceros

El dimorfismo sexual en el tamafio de las quelas y la presencia o ausencia de un
crecimiento relativo positivo respecto a las mismas estructuras entre machos y hembras,
sugiere el grado de seleccion sexual y sistema de apareamiento (Baeza, 1999). En este
contexto y considerando la conducta comensal de la hembra, reproduccién interna por copula
y vida libre del macho, se determiné diferencias significativas de propodios tanto para el
mismo individuo como entre sexo mediante pruebas estadisticas t de Student sobre las
variables largo y ancho. Para el caso de la hembra y tras basar su alimento en restos del
intestino de su hospedero, se evalué en 182 individuos un posible desarrollo heteroquelar
atribuible a un uso diferencial de estas estructuras mediante una prueba t dependiente. Para
determinar diferencias de crecimiento relativo respecto al tamafio corporal entre sexos, se
compard los largos del propodio en 23 machos y 182 hembras de P. chilensis mediante una
prueba t independiente. Analisis que nos ayudaran en posteriores inferencias del sistema de

apareamiento a nivel especifico.

2.8 Extraccion de material genético, PCR vy Secuenciacion

2.8.1 Extracciéon de ADN

Las muestras previamente fijadas fueron manipuladas a partir de las localidades
situadas en los extremos de distribucion N-S. Se extrajo ADN de individuos provenientes
desde 11 localidades de un total de 15, excluyendo cuatro por prevalencia cero. A partir de la
diseccion de la porcion lateral del caparazon de cada individuo, se extrajeron 20-30
miligramos de tejido branquial. E1 ADN se obtuvo mediante Kit comercial “E.Z.N.A. ®
Tissue DNA kit”, empresa OMEGA bio-tek (www.omegabiotek.com). Los detalles de la

técnica puede ser consultada en el protocolo descrito por el fabricante.
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La concentracion total de ADN de cada individuo fue calculada a través de un
espectrofotémetro (NanoDrop ® ND-100), del cual se evalu6 la absorbancia 260/280 para
estimar el grado de pureza de la muestra con 1 nm de exactitud. Proporciones 260/280 de ~1,8
se consideraron puras, criterio fundamental para posterior amplificacion. La integridad de
DNA se corroboro a través de geles de agarosa al 0,8%, corridas a 100 voltios por 45 minutos,
usando una solucion amortiguadora TAE (10X) con tincion de Bromuro de etidio. Las
diluciones consideradas en este trabajo se estandarizaron a una razon de concentracion 1:2
(ng/ul) (DNA: H,0 ultra-pura).

2.8.2 Amplificacion de Citocromo Oxidasa c, subunidad I (COI)

Este marcador del genoma mitocondrial se ha utilizado ampliamente en estudios de
geneética de poblaciones de una amplia variedad de invertebrados marinos (Edmands et al.,
1996; Uthicke & Benzie, 2003). Los cebadores universales desarrollados por Folmer et al.,
(1994) y usados en este estudio, también han sido probados con éxito para la amplificacion del
gen COl en otros decapodos (Tam et al., 1996; Fratini & Vannini, 2002). Las cantidades de
cada reactivo usadas en las reacciones de PCR para un volumen total de 25ul consistieron de:
0,125ul de TagDNA polimerasa Invitrogen (5U/ul), 2,5ul de Buffer (10x), 0,5ul de dNTPs
(10Mm), 3ul de MgCl, (25mM) 1ul de cada partidor (ambos a concentracion de 10 pmol/ ul ),
1,5ul de BSA (10mg/ml), 2,5ul de DNA diluido (1:2) y 12,875ul de H,O ultra-pura para
completar el volumen final. Los parametros del ciclo utilizado en el termociclador (Perkin
Elmer) incluyen una desnaturalizacion inicial a 95°C (5 min), seguida por 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C (45 s), alineamiento a 50°C (45 s), para terminar con una fase de
extension final de 72°C (10 min) (Fig.6).

2.8.3 Secuenciacion

Para eliminar impurezas (cebadores, nucleétidos, enzimas, sales y otras sustancias)
contenidas en el producto final de PCR se us6 un Kit comercial de purificacion “E.Z.N.A. ©
Cycle Pure Kit”, empresa Omega bio-tek. La concentracion de cada producto purificado se
verificd a través de geles de agarosa al 2% (100 V por 45min usando buffer TAE 10x)
agregando red gel al buffer de carga (6x). Los productos PCR fueron enviados a secuenciar a

la Empresa Macrogen Inc. Seoul Korea del Sur (www.macrogen.com) mediante el servicio de
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secuenciacion automatica, utilizando secuenciado modelo ABI PRISM 310. Para menor
ambigledad se secuencio la hebra forward (rio arriba) y reverse (rio abajo).  Ambas
secuencias de cada individuo fueron editadas en el programa ProSeq v3.0 (Filatov, 2002). A
partir de este analisis se construyd una hebra consenso para cada individuo secuenciado, que
se editd y alined en el mismo programa para ser usada en posteriores andlisis que considerd
nueve localidades de las 11 con prevalencia distinta de cero. Dos de las nueve localidades
fueron eliminadas por mala calidad de los resultados de secuenciacion. Finalmente, se trabajé
con un total de 89 secuencias de P. chilensis, con fragmento del gen COI correspondiente a
una longitud de 700 pares de bases (pb).

Debido a la utilizacion de partidores universales, antes de someter los consensos a
analisis genéticos, se verifico la secuencia a través de una buasqueda por similitud de
nucledtidos en la base de datos del National Center for Biotecnology Information NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov) usando el programa Blast (Camacho et al., 2008). De esta forma se

aseguro trabajar con secuencias del gen COI correspondientes a braquiuros.

2.9 Andlisis de datos moleculares en Pinnaxodes chilensis

2.9.1 Diversidad genética

Con el objeto de caracterizar la diversidad genética a lo largo del rango distribucional
de P. chilensis se calcularon indices de diversidad genética para el gen COl. Se usaron
indicadores clasicos como: el nimero de haplotipos (Nnap), NUmero de sitios polimorficos (S),
diversidad genética (He), nimero promedio de diferencias entre pares de secuencias (my) Y
diversidad nucleotidica (m;) tanto a nivel especifico, como también para cada regién

biogeografica mediante el programa DnaSP 5.10 (Rozas et al., 2010).

2.9.2 Diferenciacion genética
Con el objeto de evaluar un patron de estructuracion genética en P. chilensis, se realizo

un analisis de AMOVA jerarquico (analisis de varianza molecular) sobre la disposicién de tres
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regiones biogeograficas (niveles) con sus respectivas poblaciones (grupos). Este analisis usé
informacion de covarianzas asociado a diferencias entre haplotipos por niveles de
estructuracion, introducidos como matrices de distancia euclidiana al cuadrado. En funcion de
la estadistica de prueba y el disefio jerarquico dado, se realizaron 10000 permutaciones no
paramétricas para asegurar precision en la probabilidad final, fundado en el indice de fijacién
Fst que es idéntico a la media ponderada del F-estadistico definido por Weir & Cockerham
(1984) e implementado en el programa ARLEQUIN v.3.51 (Excoffier et al., 2010). Asi, la
varianza genética entre localidades y regiones biogeograficas, fue subdividida en tres
componentes: (1) diferenciacién genética entre todas las poblaciones del rango latitudinal
(Fst); (2) diferenciacion genética entre poblaciones dentro de cada region biogeogréafica (Fsc);
y (3) diferenciacion genética entre regiones biogeogréaficas (Fct). El grado de significacién de

estos tres estadigrafos se definid por valores de P < 0,05.

2.9.3 Frecuencia de haplotipos a través de Regiones Biogeograficas

Para establecer de forma visual la distribucion de la frecuencia de haplotipos obtenidos
entre las nueve localidades estudiadas (Tabla 1), se confecciond un grafico de torta para cada
una de ellas. Este grafico tiene por objeto representar la proporcion de haplotipos existentes en
determinada localidad respecto al tamafio muestreal y como se encuentran distribuidos en un
plano latitudinal. De esta forma se pudo identificar haplotipos Unicos y compartidos entre
regiones biogeograficas en base a informacion proporcionada en el programa ARLEQUIN
v.3.51 (Excoffier et al., 2010).

2.9.4 Redes de Haplotipos

Para analizar los patrones filogeograficos en P. chilensis, se construyeron redes de
haplotipos (a nivel latitudinal y regional) para el marcador COI, los cuales permiten describir
las relaciones evolutivas en forma de &rboles multi-bifurcantes fundado en un limite de
parsimonia estadistica (con una confianza del 95%). Con el propdsito de considerar posibles
homoplasias y multiples reticulaciones que son esperadas a nivel intra-especifico, se usé el
algoritmo de Median Joining (Bandelt et al., 1999) implementado en el programa Network

4.6.1.1 (R6hl, 1999). El resultado final de este analisis es una red que muestra las relaciones
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entre todos los haplotipos con base en el numero minimo de mutaciones (los pasos en la

ejecucion del programa pueden consultarse en Clement et al., 2000).

2.9.5 Aislamiento por distancia

Para establecer patrones de diferenciacién filogeografica y determinar si P. chilensis
sigue un modelo de aislamiento por distancia, se realizd una prueba Mantel (Mantel, 1967)
implementada y elaborada en el programa ARLEQUIN v.3.51 (Excoffier et al., 2010). Este
test proporciona un andlisis de correlacion de matrices de distancias genéticas y geograficas
entre los distintos pares de poblaciones (Wright, 1943) otorgando un coeficiente de
correlacion con un valor de significancia estadistica 0=0,05. Las distancias genéticas
corresponden a valores representados como diferencias entre pares de poblaciones (Fst),
mientras que la distancia geografica fue insertada a la matriz para su posterior correlacion.
Esta Gltima, se elabor6 a partir de las coordenadas geograficas entre pares de poblaciones
transformadas a kilbmetros en el siguiente sitio web, http://www.chemical-

ecology.net/java/lat-long.htm.

2.9.6 Demografia historica

Para estudiar la posibilidad de eventos demograficos en el pasado reciente de las
localidades analizadas, se realizaron pruebas que detectan huellas de estos posibles eventos en
la diversidad genética observada, segun la teoria coalescente (Slatkin & Hundson, 1991). Los
datos fueron estimados en el programa ARLEQUIN v.3.51 (Excoffier et al., 2010).

2.9.7 Pruebas de Neutralidad (Wright-Fisher)

De manera historica la seleccion positiva es estudiada indirectamente cuando un grupo
de genes parece desviarse del modelo neutral, es decir, al no encajar en las predicciones
neutrales se supone de forma indirecta que estas desviaciones son producto de la seleccion que
las esta modificando (Eguiarte et al., 2007). Derivaciones particularmente importantes del
modelo neutro de Wright-Fisher, es que la tasa de cambio a la cual un nucleétido es
reemplazado (sustituido) por otro dentro de una poblacion, es igual a la tasa de mutacion o

cambio de ese sitio sin importar el tamafio poblacional (Eguiarte et al., 2007). Donde el
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nimero de mutaciones se encuentra en balance con la baja probabilidad de que cada mutacion
se fije en una poblacion grande (equilibrio mutacion-deriva génica). Entonces, para poder
detectar si nuestros resultados de diversidad genética se desvian del modelo neutral y si estan
siendo afectados por alguna perturbacion o seleccion natural en alguna region del gen COI
analizado, se considerd la diversidad genética descrita por sus dos estimadores: m (pi) y 0
(teta). El primero (m), se refiere a la diversidad nucleotidica, que es el numero de nucledtidos
diferentes por sitio entre dos secuencias tomadas al azar (Nei & Li, 1979). El segundo (0), es
calculado a partir de la expresion 6=4N, i (Kimura, 1968). Se deduce entonces que « se ve
afectada mayormente por los alelos que poseen mayor frecuencia y es independiente del
tamafio muestreal, mientras que 0 si se ve afectada por el tamafio de la muestra y la deriva
génica, es decir, por los alelos poco frecuentes (Tajima, 1983, 1989). La relacién que existe
entre ambos estimadores nos permitié determinar si las secuencias del gen COI en P. chilensis
se encuentran bajo el modelo neutral o se desvian del mismo. Si existe diferencia entre ambos,
quiere decir que la seleccién esta afectando alguno de ellos, promoviendo su incremento o
decremento: si existe seleccion positiva, incrementara las frecuencias alélicas (). Si existe un
mayor numero de alelos deletéreos en la muestra, 0 se vera incrementado (Watterson, 1975;
Tajima 1983, 1989), mientras que si ambos estimadores dan el mismo resultado en cuanto a
variacion genética, quiere decir que el polimorfismo observado es neutro y se encuentra
distribuido aleatoriamente. La diferencia sefialada se determino estadisticamente lo cual nos
permitird detectar indirectamente la participacion de la seleccion positiva 0 negativa en el
mantenimiento del polimorfismo de P. chilensis. Para cada region biogeografica como a nivel
global, se calcul6 la prueba D de Tajima (Tajima, 1989) y el Fs del Método Fu-Li (Fu, 1997),
considerando sus respectivos grados de significancia mediante 1000 boostraps. Para estos dos
estadigrafos los valores negativos indican que 6 posee un valor mayor que «, lo cual indica la
presencia de mutaciones deletéreas. Es decir, un exceso de haplotipos de baja frecuencia que
podrian ser debido a una expansion poblacional o fendmenos de seleccidn positiva. En
cambio, valores positivos indican que m tiene un mayor valor que 0, surgiendo una
disminucion en el tamafio poblacional (cuello de botella) o seleccion balanceadora. Si los
valores son cercanos a cero quiere decir que no existe diferencia alguna entre ambos
estimadores y nos encontramos bajo equilibrio neutral en poblaciones con tamafio constante
(Tajima, 1989; Fu, 1997).
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2.9.8 Distribuciones Mismatch

Basados en las distancias genéticas entre los individuos y suponiendo cierta tasa
evolutiva, se pueden obtener estimados provisionales de tiempo absoluto de coancestria
materna (gen COI). Estos estimados de tiempo acumulados para muchos individuos dan como
resultado una distribucion del nimero de diferencias mutacionales entre pares de secuencias
de una poblacion (Rogers, 2002) conocidas como distribuciones mismatch. Los histogramas
construidos a partir de estas distribuciones se comparan con el modelo de una poblacion en
expansion repentina. Posteriormente la prueba Chi-cuadrado estadisticamente significativa
acepta que la diferencia entre ambas no es debido al azar, observandose en la estructura de la
grafica si las poblaciones experimentaron recientemente un crecimiento exponencial (Zink &
Blackwell-Rago, 2000). Para nuestro caso, usando 1000 bootstrap, se comprobo el ajuste de la
distribucion observada con lo esperado bajo un modelo de expansion repentina (Rogers &
Harpending, 1992). Se espera una distribucion multimodal en muestras tomadas desde una
poblacion en equilibrio demografico con tamafio estable o que esta declinando y unimodal
para poblaciones que han experimentado una reciente expansion demografica con el pico de
frecuencias en el lado de pocas diferencias (Schneider et al., 2000). Estos andlisis se
ejecutaron a nivel global, como también para distribuciones a nivel de regiones
biogeograficas. Los diagramas de frecuencia respectivos fueron elaborados con el programa
DnaSP 5.10 (Rozas et al., 2010).

2.9.9 Diversidad genética y variables ambientales

Para establecer el grado de asociacién entre la morfologia y variables ambientales con
la diversidad genética determinada en P. chilensis, se realizd correlaciones lineales de
Pearson. Para relacionar la variabilidad morfologica con la variacion genética de la especie, se
utilizé los promedios de PC1 obtenidos en anélisis de morfologia con los indices de diversidad
genética respectivos para cada localidad. Estos Gltimos, también fueron correlacionados con

las variables ambientales temperatura (1°C) y salinidad (UPS) para cada localidad.
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Tablal. Universo muestreal comensal-hospedero y andlisis realizados en Pinnaxodes chilensis para las 15 localidades a lo largo del

PSO segun regidn biogeografica. Las vifietas del extremo derecho indican los analisis efectuados a la localidad que respecta.

Regibn Localidad Cddigo Lat. °S - Long. °"W Z N abus  Np chienss MFM D.P @]
PP 1. Antofagasta CAN 23°38'22,74" 70023'58,78" SE 24 23 v v v
2. Tal-Tal CTT 25°23'57,27" 70°28'56,80" SE 69 64 4 4 v
3. Pta. Lagunilla CPL 30°6'17,07" - 71°23'17,89" SE 14 14 v v v
Total 107 101
Al 4. B. Concepcion CBC 36°42'25,07" 73°1'57,53" P 73 12 v v v
5. Los Molinos CLM 39°50°04,61" 73°24°40,45" SE 30 12 4 v
6. Bahia Mansa CBM 40°35'4,42" 73°44'27,86" P 54 0 v
7. Metri CM 41°35'19,47" 72°43'53,59" P 74 5 4 4
8. Caleta La Arena CCL 41°41'54,78" 72°39'26,62" P 20 4 4 4
Total 251 33
PM 9. Punta Yatac CPY 43°21'36,8" 73°39'40" SE 97 42 4 4 v
10. Pta. San Pedro CPS 43°23'32" 73°41'13" E 114 0 4
11. Melinka CMK 44°2'10,35" 73°36'59,13" P 62 6 4 4 v
12. C. Pilcomayo CP 45°30'05" 73042'78" P 79 28 v v v
13. Canal Oeste CCO 50028'57" 75°06'28" SE 60 7 4 4 v
14. Cabo Phillips CCP 52°43'50,9" 73°50'50,6" E 60 0 4
15. Paso Adventure ~ CPA 54°56'59,5" 73°50'50,6" E 60 0 v
532 83
N Total 890 217

PP=Provincia Peruana; Al= Area Intermedia; PM= Provincia Magallanica. Z= Zona; E= expuesta al oleaje; SE= Semi-expuesta y P=
Protegida. N | apus = NUmero de Loxechinus albus muestreado; N p.chilensis= NUmero de P. chilensis encontrado. MFM= anélisis
morfométrico; D.P= Descriptores poblacionales; COl= Analisis genético “Citocromo Oxidasa ¢, subunidad I.
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Figura 3. Nueve dimensiones consideradas en morfometria de P chilensis. A) Vista dorsal. AC= ancho caparazon; LC= largo
caparazon; H= altura. B) AQI= ancho quelicero izquierdo; LQI= largo quelicero izquierdo. Estas mismas mediciones fueron realzadas

para el quelicero derecho. C) Vista ventral. A3S=ancho tercer segmento abdominal; L3S= largo tercer segmento abdominal.
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Figura 4. P. chilensis hembra A) Vista dorsal del caparazon con tonalidades
caracteristicas. B) Vista interna del abdomen con los respectivos pares de pledpodos en la
especie (cuatro), estructuras que almacenan y sostienen la masa ovigera en periodo

reproductivo (indicadas por el puntero letra a).
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Figura 5. P. chilensis macho A) Vista dorsal del individuo. B) Vista ventral, esbozando el
abdomen de forma triangular. C) Imagen sin el abdomen, sefialando el par de pledpodos
(posiblemente adaptado para la cépula), con el puntero, letra b.
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Figura 6. Diagrama tiempo-temperatura de los ciclos PCR en la amplificacion del gen COI
de Pinnaxodes chilensis. En la parte inferior se detalla la secuencia de los partidores

universales para Citocromo Oxidasa c, subunidad I desarrollados por Folmer et al., (1994).
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Figura 7. Corte diametral de Loxechinus albus. Vista interna del hemisferio aboral con
presencia de Pinnaxodes chilensis (indicado con la flecha) en la zona terminal del
intestino. Se observa un leve desplazamiento de las gonadas contiguas (CD y DE) por la
presion ejercida, ademas del ensanchamiento de la porcion rectal. CD, DE, EA, AB, BC,

corresponden a los inter-radios sobre los que se sittan las gonadas.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de la Temperatura Superficial Media y Salinidad

Se recogieron valores de Temperatura y salinidad superficial sobre el rango
latitudinal desde los 23°S a los 54°S para las 15 localidades consideradas en este estudio
durante el periodo estival 2012 (tabla 2). Para ambos casos se obtuvieron correlaciones
estadisticamente significativas; temperatura-latitud (Pearson r= -0.933, P<0.001) y
salinidad-latitud (Pearson r=-0.932, P<0.0001) (Fig.11Ay 11B).

La Temperatura superficial media (TSM, en °C) promedio de los meses
muestreados mostré un gradiente latitudinal descendente, con valores mas altos en el norte
(~22°C) y los més bajos en el extremo austral (~8°C). El estrato espacial de temperaturas
promedio entre regiones biogeograficas mostr6 valores aproximados de 19 °C para PP, 16
°C para Al y 9.5 °C para PM. El mayor gradiente diferencial de temperaturas se observo
sobre los 42 °S para PM, con diferencias de 7 °C, mientras que las diferencias para PP y Al
fueron de 3 °C respectivamente. Para obtener mayor detalle de la variacién temporal de
temperaturas para cada localidad muestreada, se obtuvieron perfiles mensuales
representados en la figura 9 y 10. Las mayores fluctuaciones y no necesariamente con
temperaturas decrecientes a nivel latitudinal, se observaron en los muestreos realizados en
Enero (verano). Entre los ejemplos destaca el caso de Tal Tal que presenté la mayor
temperatura, correspondiente a la segunda localidad muestreada para PP. Igualmente Metri,
que corresponde a la cuarta localidad muestreada dentro de Al, presentando una
temperatura mayor a las encontradas en localidades de menor latitud. Distintamente para
PM, los muestreos realizados en Enero y Abril para las siete localidades de esta region,

mostraron un gradiente decreciente a mayor latitud.

Respecto a la caracterizacion de la salinidad a lo largo de la costa chilena, se
considero una variabilidad anual con datos promedios de los altimos 60 afos, los cuales
mostraron un patron general de distribucion superficial decreciente desde baja hacia altas
latitudes (Fig.8) Salinidades de alrededor de 35 (ups) se reportaron para el extremo norte,
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mientras que valores menores (33 ups) se observo sobre los 42 °S, con oscilaciones bajas en

ecosistemas estuarinos compuestos por fiordos y canales (Chiloé al sur).

3.2 Andlisis de descriptores poblacionales en Pinnaxodes chilensis

Los célculos de prevalencia, intensidad media y abundancia media fueron obtenidos

a partir de 217 ejemplares de P. chilensis, a los que también se les determind el sexo.

3.2.1 Prevalencia latitudinal

Este descriptor para las 15 localidades a lo largo del PSO mostré un patron
latitudinal significativo a nivel especifico (ANDEVA regresién F (1; 8)= 30.553, r°=0,7;
P<0.0001,) (Fig.12). Prevalencias de 100% se encontré en bajas latitudes y cercanas a cero
en el extremo opuesto del rango distribucional. Los resultados a nivel de regiones
biogeograficas mostraron una prevalencia de 87,8% en PP, sin embargo, en PM este
descriptor fue mayor que en Al, con valores de 15,6% y 13.1% respectivamente. Dentro de
cada region biogeogréafica la prevalencia presentd algunas variaciones, no obstante en las
tres localidades de PP los valores fueron cercanos al 100%. Respecto a las cinco
localidades de Al, la prevalencia oscilé entre cero y 40% siendo estos extremos
representados por Bahia Mansa (40,5°S) y Los Molinos (39,8°S). Para las siete localidades
de PM, el patron prevalente descendié a mayor latitud, con su valor maximo en Puna Yatac
(43,2%) y prevalencias igual a cero en Punta San Pedro (43,3°S), Cabo Phillips (52,4°S) y
Paso Adventure (54,5°S). Destaca en PM la alta prevalencia obtenida en Canal Pilcomayo
(45°S), cuarta localidad en orden latitudinal dentro de la region, con prevalencia de 35,4%

y situada en una particular zona de fiordos (Tabla 3).

3.2.2 Intensidad media

La intensidad media de P. chilensis en el recurso Loxechinus albus present6 valores
cero y/o uno (Fig.13). En ningun hospedero de los 890 ejemplares revisados se evidencio
presencia mayor a uno. Valores de intensidad media cero se reportaron mayoritariamente
en las localidades del extremo sur del rango distribucional. En PP no se encontr6 valores
iguales a cero, mientras que para Al se reportd intensidad cero en la localidad de Bahia
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Mansa. Igualmente en PM, las localidades con valores cero se corresponden con aquellas
cuya prevalencia también fue cero. Detalles de este indice para cada localidad se presentan
en la Tabla N°3.

3.2.3 Abundancia media

La abundancia media en las poblaciones estudiadas presentd un patron latitudinal
similar a la prevalencia. Valores mas altos fueron encontrados a bajas latitudes, cercanos a
uno, mientras que en el extremo sur tendié a cero. Este patrén obedece a que cada
hospedero presenté como maximo un comensal. Detalles por localidad se encuentran en la
Tabla N°3.

3.2.4 ldentificacion y frecuencia de sexo

De un universo de 890 L. albus diseccionados, se constatd presencia de P. chilensis
en 217 de ellos (Tablal). De estos, no todos correspondieron a hembras ya que 25
individuos fueron identificados como machos. Consecuentemente, los 192 individuos
identificados como hembra presentaron rasgos generales descritos para su género, es decir,
morfologia redonda y un abdomen ovalado. Entre las caracteristicas propias encontradas en
esta investigacion, destaca la presencia de cuatro pares de pledpodos bajo el abdomen
(Fig.4B) y la posicion del gonoporo. Para el caso de los machos, ademas de ser
significativamente mas pequefio que la hembra, se encontrd la forma de un abdomen
triangular que los diferencia de hembras juveniles por la menor presencia de pleépodos
(Fig.5B). Aparentemente estas estructuras corresponden a un sélo par extendido desde la
base del abdomen hasta el sexto segmento, conformado quizas por la fusion del primer y
segundo par.

La frecuencia de ocurrencia de sexos mostrd un patron general representado
mayoritariamente por hembras (88.4%) en todo el gradiente latitudinal, mientras que los
machos constituyeron un bajo porcentaje de la misma (11.5%) (Fig.14). En localidades
como Los Molinos, Caleta La Arena, Melinka y Canal Oeste, se registrd una frecuencia de
100% hembras. En ninguna localidad del gradiente analizado se encontr6 frecuencia 100%
de individuos machos. No obstante, destaca el caso de Bahia Concepcion, donde la

prevalencia obtenida correspondié a 50% hembras y 50% machos. A nivel de regiones
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biogeogréaficas, Al presentd la mayor frecuencia de machos dentro de las respectivas

prevalencia de sus cinco localidades, distinto a PM que presento la menor frecuencia.

3.3 Distribucioén de tallas comensal — hospedero

3.3.1 Loxechinus albus y latitud geogréfica

La distribucion de tallas en los 890 ejemplares de L. albus no presentd una
correlacion significativa con la latitud (Pearson r = -0,14) (Fig.15). En las tres regiones
biogeogréaficas se encontré una variedad similar de tallas (erizos pequefios y grandes en
latitudes bajas y altas). Considerando la media para cada localidad, Tal Tal presento los
ejemplares mas grades, alcanzando 89,2 cm de longitud de testa, mientras que Punta Yatac
fue la localidad con los individuos mas pequefios, correspondiente a 55,2 cm. El individuo
mas grande se encontrd en Tal Tal y el mas pequefio en Punta Lagunilla con longitud de

testa de 145,2 y 10 cm respectivamente.

3.3.2 Relacién de tamafio comensal — hospedero

La longitud del caparazén (LC) de Pinnaxodes chilensis con la longitud de testa
(LT) de su hospedero present6 una relacion lineal validada por un significativo modelo de
regresion (ANDEVA regresion F (1; 8)= 10.522, r’= 0,568; P< 0.01). Esta relacion se
presentd a nivel individual, como también entre las longitudes medias del comensal y
hospedero de cada localidad, donde a mayor tamafio de L. albus, mayor tamafio de P.
chilensis (Fig.16).

3.3.3 Loxechinus albus versus presencia/ausencia de Pinnaxodes chilensis

El modelo multivariante de regresion logistica usado para explicar la longitud de
testa de L. albus respecto a la presencia o ausencia de P. chilensis, no presentd un ajuste
sigmoidal perfecto esperado para casos ideales. Se observo un rango ajustado donde en
todos los tamarios se examino presencia/ausencia del comensal. Pese a la sobre-posicion de
datos, el modelo aplicado mostrd pocos residuales haciéndolo estadisticamente significativo
(Chiz(l) = 6.36, P< 0,01). Esto nos permite inferir un punto de inflexién aproximado, donde
a partir de los 40 mm de longitud de testa del erizo, seria posible encontrar eventual

presencia de P. chilensis (Fig.17).
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3.4 Variabilidad morfologica latitudinal de Pinnaxodes chilensis

3.4.1 Analisis morfoldgico multivariante

El resultado de las nueve variables analizadas para las 182 hembras de las 11
localidades consideradas en estos analisis, no mostro un patron de variabilidad morfologica
asociada a regiones o quiebres biogeograficos. Los dos primeros eigenvalues obtenidos en
el anélisis de coordenadas principales (PCoA) representaron el 95.8% de la variacién
morfoldgica total a nivel latitudinal, con valores de 85.3% y 10.5% respectivamente
(Fig.18). Considerando los andlisis bajo distancias euclidianas, los resultados de
componentes principales (PCA) sustentan lo anterior y muestra que las dos primeras
variables de forma que explican esta variacion espacial en la morfometria de P. chilensis,
estan representadas por el largo del tercer segmento abdominal (L3S) y la altura del
caparazon (H).

La dispersion morfologica espacial promedio para los 11 centroides poblacionales
respecto a los dos primeros eigenvalues, mostrd una heterogeneidad morfoldgica espacial
no diferenciada en regiones (Fig.19). Sin embargo, Bahia Concepcion resultd ser la Unica
localidad alejada de la nube de centroides poblacionales. El disefio PERMANOVA anidado
finalmente, demostrdé que las variables explicativas de la variacion morfoldgica entre
regiones biogeograficas no es estadisticamente significativa (Pperm= 0,458), pero si lo es
dentro de cada region biogeografica (Pperm<0,000). Los analisis anteriores posicionan a
L3S como la variable que representa la mayor variacion morfolégica latitudinal para esta

especie, con mayor oscilacion y plasticidad en su longitud dentro de Al.

3.4.2 Andlisis de Dimorfismo sexual en queliceros

No se observo dimensiones atribuibles a un crecimiento diferencial de los queliceros
en P. chilensis respecto a su tamafio corporal (figura 13). La prueba T para muestras
dependientes, no mostro diferencias estadisticamente significativas en las medias del largo
y ancho para los queliceros derecho e izquierdo en las 182 hembras consideradas
(P1argo=0,432, Pancno=0,223) (Fig.20). No obstante, la prueba estadistica T independiente si
mostré diferencias significativas en las medias del largo entre queliceros de machos y
hembras. De las 182 hembras y 23 machos considerados, se evidencié un crecimiento

diferencial en longitud de sus queliceros, siendo los machos quienes presentan un
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crecimiento alométrico de estas estructuras respecto al tamafio corporal (Pjago<0,00)
(Fig.21).

3.5 Andlisis de datos moleculares

3.5.1 Diversidad Genética

Para el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa subunidad | (COIl) se considerd un
total de 89 secuencias (3 de machos) para nueve localidades, abarcando desde los 23° S a
los 50,4°S. Este rango incluye tres localidades de PP, dos de Al y cuatro de PM. En esta
base de datos se registraron 127 mutaciones (todas por sustitucion) y 45 sitios polimaérficos
que conducen a definir 45 haplotipos. La diversidad genética (He) a nivel especifico fue de
0,91 presentandose los maximos de He dentro de PM, para las localidades de Punta Yatac,
Melinka y Canal Oeste (He=1), mientras que el minimo se encontré en PP, para Punta
Lagunilla (He=0,67). A nivel de regiones biogeograficas Al almacena la menor diversidad
genética (He=0,86) y PM la mayor (He=0,97) (Tabla.4). Latitudinalmente, este indice
presentd un patron de aumento significativo hacia los extremos del rango distribucional
(Pearson r=0,67; P=0.004) (Fig.27).

La diversidad nucleotidica (m,) observada fue baja a lo largo del gradiente
estudiado, oscilando entre 0,003 y 0,006. Valores promedios de este indice sitian a PM
como la regién con mayor diversidad nucleotidica entre sus pares con un valor de 0,006,
seguida por PP con 0,004 y Al con 0,003. Entre las nueve localidades, destaca Melinka a
nivel latitudinal como la localidad poseedora del valor més alto en este indice (0,006).

Por otro lado, se encontr6 un alto nimero de Haplotipos (Nhap) respecto al nimero
de individuos analizados en todo el gradiente. Para los 48 individuos de PP, 15 de Al y 28
de PM, se encontrd 28, 9 y 25 haplotipos respectivamente. Para el caso de PM, hubo tres
localidades (Punta Yatac, Melinka y Canal Oeste) en que la cantidad de haplotipos
encontrados fue igual al numero de individuos muestreados. De igual forma, la gran
cantidad de sitios polimorficos encontrados a nivel especifico respecto al universo
muestreal, se representd por valores de 40 para PP, 13 para Al y 41para PM. Detalles de los

indices de diversidad genética pueden ser revisados en la Tabla N° 4.
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3.5.2 Diferenciacion genética geografica

AMOVA jerarquico no revel6 ninguna concordancia genética del gen COI con las
regiones biogeograficas que se describen a lo largo de los 3010 Km de costa analizada.
Nivel no significativo de estructuracion genética se presentd entre regiones biogeogréaficas
(Fct=0,016; P=0,06), del mismo modo la diferenciacién genética entre poblaciones dentro
de cada region no fue significativa (Fsc=0,012, P=0,64) como tampoco lo fue entre
localidades (Fst= 0,0039; P=0,45) (Tabla.5). Valores de Fst pareado no significativos

fueron encontrados para todos los pares de localidades comparadas (Tabla7).

3.5.3 Distribucion espacial de haplotipos

Un haplotipo (H3) se presentd en las tres regiones biogeograficas y con mayor
frecuencia y recurrencia en el conjunto total de datos. Este haplotipo fue compartido por 26
individuos de siete localidades, representando el 26,8% del nimero total de individuos
analizados, ausente solo en dos localidades, Punta Lagunilla y Melinka.

De los restantes haplotipos compartidos intra-regionalmente se encuentra el caso de
Al con PM, por medio de un haplotipo (H27), dado por dos localidades, Bahia Concepcion
y Canal Oeste. Por otro lado, entre PM y PP se comparten cinco haplotipos exclusivos (H1,
H3, H4, H20 y H5), excepto uno de ellos (H3) que también se comparte con Al (Fig.22).

De los 45 haplotipos, 33 fueron privados y no compartidos entre localidades,
correspondiente a 37 individuos de siete localidades. De estos, 30 forman parte de
haplotipos Unicos que a su vez constituyen el 66,6% del total de individuos analizados.

A nivel regional se produjo una disparidad en el nimero total de haplotipos de norte
a sur, con 28 haplotipos para PP, 9 para Al y 26 para PM. Lo que debid resultar
principalmente al diferente tamafio muestreal en cada region biogeogréfica y, este ultimo,

supeditado al patron de prevalencia (Tabla 4).
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3.5.4 Red de Haplotipos

La union de haplotipos mediante algoritmo median Joining, revel6 un patron de
estrella (ver Posada & Crandall, 2001). El haplotipo central (H3) constituye la forma mas
repetida y mas ampliamente distribuida en el plano geogréfico. Gran parte de los haplotipos
emergentes se vinculan a H3 con una longitud de divergencia maxima de un paso
mutacional. El haplotipo mas alejado se encuentra a tres pasos mutacionales del haplotipo
central, correspondiente a un individuo de PP. Entre las ramificaciones de esta red,
interesante es el caso del haplotipo 15 representado por individuos de Tal Tal y Bahia
Concepcion (PP), del que surgen tres haplotipos correspondientes a individuos de Punta
Yatac, Canal Pilcomayo y Canal Oeste (todos de PM). Estos tres haplotipos se separan por
uno y dos pasos mutacionales del haplotipo 15, constituyendo los individuos mas alejados
del haplotipo central (h3). A nivel regional (PP, IA y MP), se observa el mismo patrén, lo
cual sugiere que P. chilensis presenta una reciente expansion rapida geografica y

demogréfica a lo largo de su rango distribucional (Fig.23).

3.5.5 Demografia historica

Como se espera en una red con forma de estrella, las pruebas D de Tajima y Fs de
Fu fueron negativas Yy significativas para cada region como para todo el conjunto de datos
(D=-2,2; P=0,04 y F=-2.57; P=0,05) (Fig.24izq.), indicando bajo un modelo neutral que
esta especie experimentd un evento de expansion demografica. Para caracterizar el patron
de expansion, el ajuste de un modelo de crecimiento repentino indic6é una pauta unimodal,
donde lo esperado con lo observado se sobreponen en una curva de poison. Esto sugiere un
exceso de haplotipos de baja frecuencia y un consecuente crecimiento demogréafico
reciente. Independientemente los analisis “mismatch” dentro de cada region biogeogréfica,
muestran el mismo patron y ajuste al modelo de expansion, corroborado por los respectivos

valores de neutralidad (Fig.24der.)
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3.5.6 Aislamiento por distancia

Un patron de aislamiento por distancia, tipico de poblaciones que se conectan bajo
un modelo poblacional “stepping Stone”, fue puesto a prueba mediante la realizacion de
una Prueba de Mantel (Tabla 6). En este andlisis se reporta una relacion lineal entre la
distancia genética (Fst) y geogréfica (km) encontrandose un coeficiente de correlacion bajo,
pero estadisticamente significativo (r=0,306; P=0,042). Las mayores diferencias genéticas
estarian dadas entre localidades de los extremos del rango de distribucion (Antofagasta,

Canal Pilcomayo y Canal Oeste) (ver Fig.25).
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Tabla 2. Fechas de muestreo y caracterizacion de temperatura (°C) — salinidad (ups)

Para cada localidad, segun regién biogeogréafica.

Region Localidad Latitud °S Fecha muestreo T (°C) S%o (ups)
PP 1.Antofagasta 23,63 21 Nov. 2011 17.6 34,76
2.Tal Tal 25,39 19 Ene. 2012 21 34,75
3.Punta Lagunilla 30,10 05 Jun. 2012 16 34,4
Al 4.Bahia Concepcion 36,70 27 Jun. 2012 14.5 34
5.Los Molinos 39,83 Octubre 2011 12.3 33,8
6.Bahia Mansa 40,58 17 Nov. 2011 13.7 33,4
7.Metri 41,58 25 Ene. 2012 14 33,3
8.Caleta La Arena 41,69 20 Sep. 2011 10.8 33,3
PM 9.Punta Yatac 43,36 16 Ene. 2012 13.5 33,1
10.Punta San Pedro 43,39 16 Ene. 2012 13.8 33,1
11.Melinka 44,04 03 Abr. 2012 12 32,9
12.Canal Pilcomayo 45,50 04 Abr. 2012 11.6 32,8
13.Canal Oeste 50,48 17. Abr. 2012 10.8 33,3
14.Cabo Phillips 52,73 17. Abr. 2012 9 33,2
15.Paso Adventure 54,94 17. Abr. 2012 8.5 33

PP= Provincia Peruana; Al= Area Intermedia; PM= Provincia Magallanica.
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Figura 8. Perfil de salinidad (ups)
Para la costa chilena. VValores

Promedio de los ultimos 60 afos.
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Figura 9. Perfiles de temperatura temporal para los meses de muestreo del afio 2011. Se ilustran las TSM del mar promedio a

lo largo de la costa chilena para cuatro localidades durante tres meses de muestreo. A) (1) Caleta La Arena. B) (1) Los Molinos. C) (1)

Antofagasta y (2) Bahia Mansa.
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Figura 10. Perfiles de temperatura temporal para los meses de muestreo del afio 2012. Se ilustran las TSM promedio para tres
meses con las respectivas localidades muestreadas. A) (1) Tal Tal, (2) Metri, (3) Punta Yatac, (4) Punta San Pedro. B) (1) Melinka, (2)
Canal Pilcomayo, (3) Canal Oeste, (4) Cabo Phillips, (5) Paso Adventure. C) (1) Punta Lagunilla, (2) Bahia Concepcién. D) TSM

promedio de todo el periodo muestreal.
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Figura 11.A) Temperatura superficial (grados Celsius) y B) Salinidad superficial del mar
(unidades préacticas de salinidad) versus latitud geogréafica (grados sur) para las 15 localidades

estudiadas. En ambos casos se presenta la correlacion respectiva con su grado significante.
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Figura 12.Patron latitudinal de prevalencia (%) de Pinnaxodes chilensis a lo largo del PSO

Intensidad Media

Figura 13. Valores de intensidad media de infeccion para las 15 localidades muestreadas.
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Figura 14. Frecuencia de ocurrencia de sexos en Pinnaxodes chilensis a lo largo del PSO. La
flecha en la barra lateral, indica localidades con frecuencia solo hembras. En color azul se
representa el porcentaje de machos y en naranjo el de hembras respecto a la frecuencia total
prevalente.
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Figura 15. Longitud de testa (LT) de Loxechinus albus respecto a la latitud geogréafica. Al
costado superior, la significancia estadistica de la correlacion Pearson.
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Figura 16. Relacion de tallas entre la longitud del caparazon de P. chilensis con la longitud de
testa de L. albus. Se consideran valores promedio de las 10 localidades comprendidas en estos
analisis, con su respectiva significancia estadistica.
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Figura 17. Modelo logistico de la presencia/ausencia de P. chilensis respecto a la longitud de
testa de su hospedero, L. albus. La flecha negra indica la longitud de testa aproximada (40mm)
a la que es mayormente factible observar la presencia del comensal.
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Figura 18. Representacion espacial de centroides poblacionales para las dos variables de
forma, que explican la mayor variacién morfologica de P. chilensis a nivel latitudinal.
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Figura 19. Distribucién latitudinal de la variacion correspondiente al primer eigenvalue (L3S)
obtenido en componentes principales (incluye error estandar).
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Localidad Numachos NHembras Prevalencia Intensidad Abundancia

(%) Media Media
1. Antofagasta 4 19 95,8 1 0,95
2. Tal Tal 1 63 92,8 1 0,92
3. Punta Lagunilla 2 12 100 1 1
4. Bahia Concepcion 6 6 16,4 1 0,16
5. Los Molinos 0 12 40 1 0,4
6. Bahia Mansa 0 0 0 0 0
7. Metri 1 4 6,8 1 0,06
8. Caleta La Arena 0 4 20 1 0,2
9. Punta Yatac 3 39 43,3 1 0,43
10. Punta San Pedro 0 0 0 0 0
11. Melinka 0 6 9,7 1 0,097
12. Canal Pilcomayo 8 20 354 1 0,35
13. Canal Oeste 0 7 11,7 1 0,11
14. Cabo Phillips 0 0 0 0
15. Paso Adventure 0 0 0 0 0
Total latitudinal 25 192 24,4 1 0,24

Tabla3. Descriptores poblacionales y niUmero de hembras y machos de Pinnaxodes
chilensis encontrado a nivel regional y latitudinal.


Gerson
Resaltado


chilensis (mm)

Longitud quliceros de P.

Figura 20. Variables biométricas promedio de P. chilensis, correspondientes a los
queliceros de hembras para cada localidad. Barras color naranjo (oscuro-claro)
corresponden a la longitud (mm) del quelicero derecho e izquierdo respectivamente,
mientras que las barras color negro y gris, indican su ancho respectivo.

0,70 -
0,69
0,68
0,67
0,66
0,65
0,64
0,63
0,62
0,61
0,60

Longitud Queliceros

1 2
Macho Hembra

Figura 21. Representacion del tamafio estandarizado (respecto al tamafio corporal) de los
queliceros derecho e izquierdo para machos y hembras de P. chilensis. Se comparan las
longitudes medias entre ambos sexos.
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Tabla 4. Diversidad genética del gen COI para las localidades consideradas en estos andlisis segun region biogeografica. En esta base

de datos se considera s6lo individuos secuenciados de P. chilensis (Ns) cuya longitud alcanzé las 700 pb.

Region Biog. Localidad LatS - LongW N sec Nhap S He 7] 1)
1. PP 1. Antofagasta 23°38'S - 70°23'W 6 4 6 087 2,20 0,003
2. TalTal 25023'S - 70°28'W 39 22 29 0,90 251 0,004
3. Pta.Lagunilla 30°6'S - 71°23'W 3 2 5 0,67 3,33 0,005
X 48 28 40 091 253 0,004
Promedio 16 9,3 13,3 0,81 2,68 0,004
2. Al 4. B. Concepcion  36°42'S - 73°1'W 6 5 7 093 2,73 0,004
5. Los Molinos 39950°S - 73°24°'W 7 4 6 0,71 1,71 0,002
) 13 9 13 086 2,21 0,003
Promedio 6,5 4,5 6,5 082 2,22 0,003
3. PM 6. Pta. Yatac 43°21'S - 73°39'W 10 10 14 1 2,8 0,004
7. Melinka 44°2'S - 73°36'W 3 3 6 1 4 0,006
8. C.Pilcomayo 45030'S - 73°42'W 10 8 13 0,96 3,38 0,005
9. Canal Oeste 50°28'S - 75°06'W 5 5 8 1 3,6 0,005
b 28 26 41 097 3,18 0,005
Promedio 7 6,5 10,25 0,99 344 0,005

PP, Provincia Peruana; Al, Area Intermedia; PM, Provincia Magallanica; Nhap, N° de haplotipos; S, n° sitios polimérficos; He,

Diversidad haplotipica; «r;, n° medio de diferencias pares; xt,, diversidad nucleotidica.
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Tabla 5. Analisis de varianza molecular (AMOVA jerarquico) para las tres regiones
biogeogréficas del PSO (PP, Al y PM).

AMOVA Groups of locs Structured tested F statistic  P-values
Fsc=-0.01248 0,64693

1 3 (Antof, TalT, P. Lag) (Concep, Los Mol, C.are) (P.Yat, Mel, C.Pil, C.oest) Fst=0.00397 0,45554

PP Al PM Fct=0.01625 0,06624

Tabla 6. Matriz de distancia geografica (Km) entre pares de localidades ordenadas de norte a
sur.

Localidades 1.Antof  2.TalTal 3.Ptalag 4.B.Conc 5. Los Mol 7. Pta.Yatac 8.Melin  9.C.Pilc__ 10.C.Oes
1. Antofagasta
2. TalTal 196
3. Pta.Lagunilla 725 530
4, B.Concepcion 1474 1280 749
5. Los Molinos 1822 1627 1097 349
6. Pta.Yatac 2212 2017 1487 741 392
7. Melinka 2285 2090 1560 816 467 75
8. C. Pilcomayo 2448 2252 1722 979 630 238 163
9. Canal Oeste 3010 2815 2285 1540 1191 799 725 563

Tabla 7. Matriz de distancia genética, medida como diferencia entre pares de poblaciones.
Valores de Fst parte inferior izquierda y valores de significancia respectivo en parte superior
derecha. Localidades se encuentran ordenadas de norte a sur.

Localidades 1. Antofagasta 2. TalTal  3.PtaLagunilla__ 4.B.Concepcién 5. Los Molinos 7. Pta.Yatac 8. Melinka 9. C. Pilcomayo 10. C. Oeste

1. Antofagasta 0,24 0,71 0,09 0,12 0,82 0,38 0,54 0,16
2.TalTal 0,065 0,14 0,15 0,07 0,08 0,80 0,32 0,19
3. PtaLagunilla -0,024 0,092 0,12 0,84 0,68 0,29 0,42 0,10
4.B.Concepcién 0,075 0,124 0,044 0,38 0,47 0,53 0,34 0,60
5. Los Molinos 0,036 0,193 -0,033 0,023 1,00 0,20 0,72 0,31
6. Pta.Yatac -0,035 0,104 -0,011 -0,001 -0,036 0,48 0,59 0,60
7. Melinka 0,045 -0,031 0,037 -0,026 0,023 -0,016 081 0,89
8. C. Pilcomayo -0,011 0,011 0,001 0,017 -0,026 -0,009 -0,086 0,60
9. Canal Oeste 0,074 0,097 0,056 -0,039 0,012 -0,012 -0,180 -0,023
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Figura 22. Distribucion espacial de los 45 haplotipos encontrados. Los colores indican haplotipos compartidos, mientras que en gris se
sefiala haplotipos privados y/o unicos. El tamarfio del area es proporcional al nimero de individuos secuenciados (N), con el porcentaje

de ocurrencia del haplotipos mas recurrente (H3). Al lado derecho se indica el color de cada haplotipo compartido.
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Figura 23. Red de haplotipos para nueve localidades de P. chilensis. Las localidades se encuentran sefialadas por color, cada circulo
corresponde a un haplotipo y su tamafio es proporcional al nimero de individuos representados por ese haplotipo. Las rallas negras
entre haplotipos corresponde a la distancia en pasos mutacionales (1 raya= 1 paso mutacional y H3= Haplotipo ancestral) (Arlequin
v.3.5, Exocoffier &Lisher, 2010).
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4. DISCUSION

Pinnaxodes chilensis es un crustaceo braquiuro que desarrolla una interaccion inter-
especifica con una de las especies mas explotadas e importantes para Chile en términos
socioeconomicos, el erizo comestible Loxechinus albus. Los resultados obtenidos a través de
esta investigacion aportan nueva informacion acerca de los patrones de distribucion genética y
morfoldgica en casi todo su rango geografico, cubriendo 15 localidades distribuidas desde los
23° a 56°S. El analisis multivariado evidencia que gran parte de la diversidad morfolégica
total esta representada por el tercer segmento abdominal. Mientras que la subunidad | del
marcador molecular Citocromo Oxidasa (COI), ha demostrado que P. chilensis presenta alta
diversidad genética a nivel especifico con un alto nimero de haplotipos de baja frecuencia. Sin
embargo, no presenta estructuracion genética ni morfoldgica entre sus localidades ni entre las
regiones biogeograficas descritas a lo largo de su rango distribucional. El patrén encontrado
serd discutido en funcion de los pardmetros poblacionales de P. chilensis dentro de un
contexto biogeografico. Esto incluye posibles efectos de variables ambientales caracterizadas

en este trabajo.

4.1 Descriptores poblacionales de Pinnaxodes chilensis

4.1.1 Prevalencia, Intensidad Media y variables ambientales

El patrén latitudinal de prevalencia obtenido en P. chilensis estaria modelado por
distintas caracteristicas ambientales presentes en el gradiente de los 23° a los 54°S. La
caracterizacion de Temperatura Superficial Media del mar (TSM) para las 15 localidades
analizadas, coincide con la clina latitudinal (r=-0.93; P<0,00) (Fig.11). Experimentalmente se
ha demostrado que la temperatura es un factor clave para estimular el crecimiento y el
desarrollo temprano del ovario en crustaceos (Kinne, 1970; Annala et al., 1980; Nelson et al.,
1988). Dado que las aguas del extremo norte del rango estudiado poseen temperaturas mas
altas y menor oscilacion en promedio (PP= ~19°C), en comparacion con las temperaturas mas
bajas y mayores fluctuaciones en la zona centro (Al= 16°C) y sur (PM= 9,5°C), sugerimos que

la variable TSM podria ser una causa importante en favorecer mayores prevalencias a bajas
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latitudes. Resultados similares en parésitos marinos mencionan que diferencias encontradas
entre afos en descriptores comunitarios, estarian influenciados por variaciones de la TSM,
afectando los estados larvales y/o reproduccion de copépodos infectantes de Sciaena deliciosa
en el mar Peruano (lannacone et al., 2010). No obstante, la prevalencia diferencial encontrada
entre localidades expuestas y protegidas al oleaje para Al y PM en nuestro estudio, podrian
deberse a la mayor oscilacion de corrientes que estos sectores presentan de Chiloé al sur (Silva
et al., 1998). Al respecto, se ha sefialado que la migracion vertical y la migracion ontogénica
de las larvas de decapodos, participan directamente en el proceso de retencién y dispersion
larval, permitiendo que la descendencia de la decapofauna bentonica o pelagica encuentre un
ambiente propicio para completar su desarrollo (Chen et al., 1997; Escribano et al., 2002;
Martinho et al., 2006). La variabilidad del flujo de las aguas de los canales al sur de Chile y su
compleja dinamica, es producto de la interaccion del efecto del viento, la topografia submarina
y las corrientes de marea (Caceres et al., 2007). Por ende mayores fluctuaciones de corrientes,
TSM y S%o actuarian como presion selectiva en la sobrevivencia larval o su éxito en la
busqueda de un lugar especializado para el asentamiento (erizo) entre localidades expuestas y
protegidas al oleaje directo, como el ingreso de agua dulce proveniente de rios y la alta
pluviosidad de estas zonas, lo que genera marcadas haloclinas someras (20 m) y circulacion
tipo estuarina (Silva et al., 1998). Otro factor a discutir en este patron de prevalencia es la
condicion nutricional de las hembras, ya que en los crustaceos la nutricion influye
directamente con la madurez (Harrison, 1990). Sin embargo, el alimento no parece ser un
factor limitante para P. chilensis por dos razones; (1) El principal item dietario de su
hospedero L. albus, comprende algas del género Phaeophyceae y Rhodophyceae de amplia
distribucion en la costa de chile (Gonzalez et al., 2008) y (2) El cangrejo comensal basa su
alimentacion en los restos acumulados en el interior del recto del erizo de mar (Gutierrez &
Martinez, 1971). Esta observacion podria contrastarse por ejemplo, en la idea que organismos
parasitos normalmente poseen una superabundancia de recursos (Rohde, 1991).

Respecto a la intensidad media de infeccion reportada en este estudio destacan las
condiciones de ausente o de sélo un comensal dentro de cada huésped, lo que podriamos
conjeturar como un mecanismo de sefial quimica en el erizo captada por P. chilensis en estado
larval. Si la sefial quimica no se produce u ocurre un fracaso en este proceso, se impediria

entonces que la larva encontrara su huésped. A pesar de lo desconocido de este proceso o si
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existe un evento quimico mediador en algin momento especial de la vida del huésped, Sastry
& Menzel (1962) describieron para el comensal Pinnotheres maculatus de la costa de Florida,
un fendbmeno de quimotaxis. Sus autores describen dos opciones de huéspedes para el

pinotérido determinadas por este fendmeno.

4.1.2 Dimorfismo sexual y frecuencia de ocurrencia de sexos

Para la familia Pinnotheridae lo reducido de su tamafio corporal constituye un
mecanismo estratégico en su ciclo reproductivo, dada su condicion de simbiontes (Stevens,
1990). Sin embargo, el dimorfismo sexual para los cangrejos de esta familia no se describe,
probablemente a la poca ocurrencia de individuos machos. Ejemplo de ello no so6lo lo
constituye P. chilensis, para el que se sugiere un comensalismo selectivo por sexo (Rathbun
1918, Garth 1957), sino también para varias de las especies estudiadas dentro de esta familia
(Sastry & Menzel, 1962; Stevens, 1990). El dimorfismo sexual en particular y consecuente
conducta comensal asumida para P. chilensis, concuerda con lo observado en Tunicotheres
moseri, pinnotherido de la cavidad atrial del tunicado Phallusia nigra (Hernandez et al.,
2008).

La frecuencia de machos encontrada en siete localidades de las 11 con prevalencias
mayores a cero (Fig.14), nos hace rechazar la logica general esperada para frecuencias de
ocurrencia 100% hembras segln las selectivas caracteristicas de comensalismo antes sefialada
(Rathbun, 1918; Garth, 1957). Sin embargo, esta frecuencia de machos a nivel latitudinal es
infima (11.4%) si se compara con hembras, las cuales porcentualmente representan gran parte
de la prevalencia en todo el gradiente estudiado. Por otro lado, observaciones propias de esta
investigacion respecto a hembras ovigeras en distintas etapas de desarrollo, demuestra la
adaptabilidad de P. chilensis al estilo de vida asociado (Hipeau-Jacquotte, 1973). Este patrén,
acompafado de los diferentes estados de mudas en que se encontraban las hembras, deriva a
proponer dos hipotesis (1) El ciclo reproductivo no es sincronizado a nivel especifico a lo
largo de todo su gradiente distribucional y ocurre en periodos continuos, tal como lo informé
Dowds (1978) para varias especies de Pinnixa en un estuario de Carolina del Norte, USA. (2)
La razdn de sexo para esta especie no es 1:1, con la existencia de un macho visitador (vida

libre) capaz de fecundar a mas de una hembra. Cabe destacar que de los 217 ejemplares de P.
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chilensis encontrados dentro de erizos, el 11,5% fueron machos y el 88,4% hembras, para una
proporcion sexual de 1 macho: 7,6 hembras. Similares valores fueron observados en
Juxtafabia muliniarum con 29.5% machos y 70.5% hembras, para una proporcion sexual de 1
macho: 2,4 hembras (Cabrera et al., 2001). Gran parte de los trabajos realizados para otras
especies de pinotéridos asociados a moluscos bivalvos (Pearce, 1964, 1966), a galerias de
camarones excavadores (Dos Santos & Pezzuto, 1997) y equinodermos (Bell & Stancyck,
1983) indican relaciones sexuales de 1:1. Coincide con lo informado para pinotérido
hospederos de tubos de poliquetos (McDermott, 1981), donde dominan las hembras.
Distintamente, esta relacion difiere a lo registrado por Ambariyanto & Seed (1991) para P.
pisum (1.4:1) y por Kruczynsky (1973) para P. maculatus (1.6:1), ambos hospederos en
Muytilus edilus, donde los machos fueron dominantes.

El comensalismo selectivo por sexo a lo largo de todo el gradiente de esta
investigacion, responderia ademas a una estrategia reproductiva en beneficio de proteger al
embrién de factores macro-ambientales, ya que recibir un habitat permanente, ademas de
alimento suficiente, permitiria aumentar la tasa de supervivencia considerablemente (Rohde,
1982). Esto se sustenta por el alto rendimiento reproductivo reportado desde la zona centro-
norte de Chile para hembras ovigeras de P. chilensis (Lardies & Castilla, 2001), lo que
constituiria una adaptacion al nicho simbionte en esta familia compensando asi la alta
mortalidad larval (Hines, 1992).

4.2 Caracterizacion comensal - hospedero

La correlacion no significativa (r= -0,14) observada en la distribucion de tallas de L.
albus (LT) respecto a la latitud geografica (Fig. 15), no es condicente a lo acordado por varios
autores respecto de que invertebrados marinos muestran un aumento en su tamafio hacia
latitudes altas (Garth et al., 1967; Boschi et al., 1969; Steele, 1983; Arntz & Gorny, 1991).
Tamafos variables de erizos dentro y entre localidades podrian responder a factores fisicos
locales. Sin embrago, la significativa relacién de tallas (r?=0,44; P= 0,03) entre P. chilensis
(LC) y su hospedero (Fig. 16), es congruente a lo esperado para parasitos marinos en general
(Poulin, 1995) donde erizos con mayores longitudes albergan individuos de P. chilensis méas

grandes. Por otro lado, variacion de tamafio sin un patrén latitudinal en P. chilensis no
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armoniza con lo propuesto por Abele (1982), quien postula una disminucion del tamafio en
crustaceos en general a medida que decrece la latitud.

De acuerdo a los resultados del analisis de presencia o ausencia de P. chilensis versus
el tamafio de su huésped, discutimos que a pesar de inferir presencia a partir de los 40 mm de
longitud de testa de L. albus (Chi’= 6,3; P<0.01), es probable que el comensal habite la zona
rectal desde un estado muy temprano del desarrollo, el que evidentemente no se ha podido
demostrar (ver fig. 1 estado 4). El ensanchamiento del recto proporcional al tamafio de P.
chilensis abarca el interradio DE y buena parte del interradio CB, lo que significa un aparente
desplazamiento del extremo de la génada alejandose del ano y un aplastamiento de la zona
gonadal directamente presionada por el recto. Esto indica que probablemente el ingreso desde
larva y crecimiento gradual del crustaceo permite al erizo adaptar sus estructuras bajo tension
sin consecuencias reproductivas. Vasquez & Bay-Schmith (2011), demostraron que las
deformaciones producidas por el comensal no afectan la integridad de los anillos aborales ni
su conexion a cada una de las génadas, permitiendo que la sincronia del ciclo gametogénico
no se vea interrumpida ni aun en las génadas mas directamente afectadas. Por otro lado,
observaciones personales de esta investigacion contribuyen a sustentar este argumento, donde
erizos de varias localidades con presencia de P. chilensis mostraron poseer una protuberancia
cercana a la region aboral entre los interradios ya mencionados.

Tomando en cuenta la relacion inter-especifica generada por P. chilensis y L. albus,
destacamos la nula existencia de reportes orientados a sugerir o clasificar esta interaccion
como un parasitismo propiamente tal. Aparentemente, para aquellos erizos con presencia de
comensal, poseer una pared intestinal mas delgada, especialmente el epitelio luminal que
pierde sus plegamientos y reduce las vellosidades intestinales, no le significa repercusiones
reproductivas (Rojas & Bay-Schmith, 2011). Si esta condicién implica consecuencias
nutricionales o metabdlicas significativas para el erizo, s6lo podria dilucidarse con estudios
futuros de esta naturaleza.

Distintamente, para la costa oeste de India se ha registrado una relacion de parasitismo
facultativo en un cangrejo de la misma familia. El braquiuro Pinnotheres sp causaria dafios en
los tejidos blandos de su huésped, la almeja Meretrix casta segun lo reporta Silas &

Alagarswami (1965). Estos autores sugieren que el parasitismo o comensalismo estaria
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relacionado con las fluctuaciones en el tamafio poblacional de Pinnotheres sp, donde la

abundancia de cangrejos en los meses de muestreo desencadenaria el parasitismo.

4.3 Variabilidad morfolégica latitudinal de Pinnaxodes chilensis

4.3.1 Anélisis morfologico multivariado

Los métodos para la recopilacion de datos morfologicos, a pesar de experimentar
grandes avances en el desarrollo de técnicas de procesamiento de iméagenes digitales,
contintan basandose en métodos multivariantes para investigar patrones de varianza en datos
multiples (Cadrin, 2000). Analisis multivariado de hembras de P. chilensis demuestran que la
variabilidad morfoldgica en un 95% del total, se encuentra representada por el largo del tercer
segmento abdominal (L3S) y la altura (H) con 85,3% y 10,5% respectivamente. Los valores
complementarios de PCoA y PCA nos permiten discutir que la primera variable de forma L3S
constituiria el apéndice mas plastico a nivel especifico dado la heterogeneidad de su
distribucion espacial por las siguientes razones con Hines (1992) los ovarios en este orden se
extienden fuera del cefalotorax: (1) EI abdomen constituye el reservorio de la masa ovigera,
por lo tanto el cefalotrax constituiria una limitacion en el espacio disponible para los lotes de
huevos en braquiuros. De acuerdo con Hines (1992) los ovarios en este orden se extienden
fuera del cefalotérax en el abdomen, proporcionando més espacio para la acumulacion de
huevos, que al parecer no existe fuera de la familia Pinnotheridae (ovarios suelen limitarse al
cefalotorax). (2) La pequefia cantidad de carbonato calcio depositado en el exoesqueleto de las
hembras, permitiria que los segmentos abdominales tengan mayor plasticidad y modificacion a
los diferenciales ritmos de incubacion (Bell & Stancyk, 1983; Hines, 1992). Esto sintoniza
con el alto rendimiento reproductivo reportado para P. chilensis (Lardies & Castilla, 2001),
ademas de observaciones propias de esta investigacion anteriormente discutidas respecto al
eventual ciclo reproductivo. Esta plasticidad en el abdomen determinada por la variable L3S,
estaria siendo aportada principalmente por hembras sexualmente maduras, ya que la expansion
y discontinuidad en el crecimiento relativo del abdomen en esta familia se relaciona
directamente con la madurez sexual de las hembras (Pohle y Telford, 1982; Bell, 1988; Alves
& Pezzuto, 1999; Alves et al., 2005).
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El 10% restante de la variabilidad morfoldgica total representado por la altura (H),
estaria condicionado en su totalidad por el estado de desarrollo de la masa ovigera albergada
en el cefalotorax, donde la mayor masa incubante seria la principal causa de incremento en
altura de hembras de P. chilensis.

Probablemente los eventos fisicos oceanograficos de macro-escala no estarian
determinando la variabilidad morfoldgica total, ya que no hubo estructuracion acorde a
regiones biogeograficas (Pperm= 0,45). Sin embargo, fluctuaciones ambientales locales
(temperatura, salinidad, corrientes, surgencias, entre otras), estarian provocando una
variabilidad morfoldgica entre las localidades del rango estudiado, con sustento significativo
del modelo Nested-PERMANOVA (Pperm<0,00).

4.3.2 Variables biometricas del caparazon y alometria de queliceros

Entre las nueve variables biométricas medidas en este estudio (Fig.3), las hembras
presentaron en promedio una longitud de caparazon (LC) que supero el doble la longitud
respectiva de los machos, lo cual coincide con lo informado por McDermott (1981) y Bell &
Stancyck (1983) para la mayoria de los pinotéridos simbiontes de moluscos, equinodermos y
otros invertebrados marinos. Por otro lado, el ancho del caparazén (AC) promedio para P.
chilensis (15,62 mm) se encontrd cercano a los valores reportados por Pohle & Marques
(1988) para P. novaezelandie y P. pilumnoides con tallas de 15,2 y 14,0 mm respectivamente.

Los resultados de esta investigacion nos hace sospechar que los machos de P. chilensis
ingresarian a su huésped con un AC promedio menor (7.12 mm) a lo reportado para algunas
especies de la familia, tales como: P. novaezelandie (9.8 mm), P. pilumnoides (14.0 mm) y
Favia concharum (12,1 mm). Pero mayor a P. angelicus (5.9 mm), P. modiolicola (6,3 mm),
P. pisum (6,3 mm) y P. taylori (2,1 mm) (Pohle & Marques 1988). Esto considerando el AC
medido en cangrejos encontrados dentro de los erizos, ya que determinar la talla exacta de
entrada significa necesariamente una observacion in situ o simulacion en laboratorio.

El dimorfismo sexual en decapodos se reporta por diferencias en el crecimiento
relativo entre machos y hembras, que no son claras en etapas iniciales. Existiendo estructuras
gue presentan patrones consistentes de variacion en la alometria asociadas a la madurez, por

ejemplo; el quelicero (Hartnoll, 1978; Templeman, 1935; Alunno-Bruscia & Sainte-Marie,
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1998; Diaz et al., 2000; Hartnoll, 2001; Castilho et al., 2004; Hirose & Negreiros-Fransozo,
2004).

Las diferencias no significativas en las variables biométricas del propodio izquierdo y
derecho (Plargo=0,432; Pancno=0,223) en hembras de P. chilensis, no nos permite discutir
respecto a un crecimiento diferencial entre ambas estructuras. Sin embargo, y suponiendo
que ambos queliceros no difieren en tamafio y forma, es probable que tampoco lo hagan a
nivel funcional, tal vez por el reducido espacio que ocupa en el intestino de su hospedero, que
no permite una especializacion heteroquelar dentro de su funcién alimenticia. Lo mismo se
observé en Austinixia aideae (Peird et al., 2001) y A. patagonensis en dos localidades
diferentes (Alves & Pezzuto, 1999; Alves et al., 2005). Esta similitud difiere del patrén
encontrado con frecuencia en braquiuros donde es comun encontrar especies con heteroquelas
(Hartnoll, 1982).

Distintamente, cambios de alometria observados en dimensiones del propodio entre
machos y hembras (respecto a su tamafio corporal) evidencian un crecimiento diferencial a
nivel especifico (Pjage<0.000). La forma y tamafio de queliceros son parametros importantes
en el estilo de vida de braquiuros, ya que estas estructuras se utilizan en las interacciones
reproductivas y antagonistas, asi como en la alimentacion (Negreiros-Fransozo & Fransozo,
2003). Para machos de P. chilensis tener queliceros més grandes podria deberse a dos
razones; (1) Significar un beneficio reproductivo, ya que llegar donde se encuentra la hembra
y tomarla con firmeza considerando que esta duplica su tamafio corporal, constituye un evento
importante en la transferencia de espermatoforos a la abertura genital para asegurar efectividad
en la copula, la que se realizaria mediante pledpodos unirrdmios (Bauer & Martin, 1991;
Harrison, 1992). Este razonamiento es consistente con observaciones remotas de Hartnoll
(1974), quien cataloga el dimorfismo sexual en queliceros de machos como una consecuencia
de su utilizacion durante las fases precopulativa y copulativa. Resultados de Abello y Sarda
(1982) para el braquiuro Goneplax rhomboides, sefialan que el conjunto del quelicero (mero +
carpo + propodio) puede alcanzar una longitud de 2-3 veces la longitud del cefalotérax. (2)
Mayores dimensiones de estas estructuras seria una hipotesis de su utilizacion para la defensa
territorial, combate o interacciones agresivas con otros machos o para la obtencion de recursos
con los cuales atraer a la hembra. Varios autores sefialan que el grado especifico de

dimorfismo sexual de esta estructura depende del sistema de apareamiento de la especie
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(Hartnoll, 1974; Salmon, 1983; Orenzans & Gallucci, 1988). Inversamente, en las hembras de
P. chilensis el gasto energético estaria destinado a crecimiento somatico en desmedro de sus
queliceros, para las cuales las peleas por territorio 0 comportamiento de cortejo estarian

ausentes, como consecuencia de la conducta comensal asociada.

4.4 Caracterizacion molecular de Pinnaxodes chilensis

4.4.1 Descripcion de la diversidad genética en el PSO

Analisis de la subunidad | del gen mitocondrial COI evidencia una alta diversidad
genetica (He= 0,91 + 0,12) y una baja diversidad nucleotidica (0,003 + 0,001) a nivel
especifico, igual a lo obtenido individualmente para cada una de las nueve localidades
correspondientes a ~ 3030 Km del PSO. Los valores de estos indices son congruentes con lo
observado en varias especies marinas de amplia distribucion que contemplan alto potencial
dispersivo y abundancia (Tabla 1), tanto para en las costas de Chile como en otros océanos
(e.g. el Equinodermo Holothuria nobilis, Uthike & Benzie, 2003; el Decapodo Pachygrapsus
crassipes, Cassone & Boulding, 2005; el Cordado Pleuragramma antarcticum, Zane et al.,
2006; el Littorinimorfo Litorinna keenae, Lee & Boulding, 2007; el Neogastropodo
Concholepas concholepas, Cardenas et al., 2009 y el Decapodo Emerita analoga, Dawson et
al., 2011). EI alto nimero de haplotipos (45) para las 92 secuencias analizadas puede
obedecer, primero, al aumento de la taza mutacional; y segundo, al gran tamafo poblacional
efectivo de la hembra de P. chilensis. El alto nimero de haplotipos raros encontrado en este
estudio sugiere de forma mas laudable este segundo punto (Lewontin, 1974; Hiatt 1948;
Morris et al, 1980; Cassone & Boulding, 2005). Por otro lado, esta aparicion de variantes raras
y similitudes genéticas estrechas, se ha considerado como una huella evolutiva de expansion
poblacional (Rogers 1995; Graves 1998; Uthicke y Benzie, 2003; Lee & Boulding, 2007), lo
gue convendria en una consecuente desviacion al equilibrio mutacidn-deriva. Respecto a los
bajos indices de diversidad nucleotidica (0,003 £0,001) observado en P. chilensis para todas
las localidades del PSO, podria atribuirse a la existencia relativamente corta de haplotipos,
por lo que los haplotipos nuevos a crearse se extinguen después de haber obtenido unas pocas
diferencias de pares de bases adicionales. Ademas, podriamos proponer que represente a
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secuencias indiferenciadas de un reciente linaje ancestral comun, segin similares inferencias
reportadas para un braquiuro de la costa Oeste de América del Norte (Cassone & Boulding,
2005).

Estimadores de diversidad genética alta también han sido reportados para otros
organismos que igualmente habitan micro-ambiente muy especifico; como es el caso de
parasitos marinos. No obstante, estos indices se reportan supeditados a la capacidad dispersiva
o vagilidad propia de su (s) hospedero (s) movil (ver Prugnolle et a., 2005), el que estaria
determinando la composicion genética y distribucion del parasito (e.g. Blouin et al., 1995;
Criscione & Blouin, 2004; Prugnolle et al., 2005; Jellyman & Graynoth, 2005; Louhi et al.,
2010; Blasco-Costa et al., 2012). Descartamos para este estudio atribuir influencia
significativa en los resultados de diversidad genética en P. chilensis por parte de su hospedero.
Esto, debido a la baja probabilidad que un erizo logre desplazarse grandes distancias y
atravesar regiones biogeograficas, por ser un organismo bentonico que no presenta patrones

migratorios regulares (Castilla & Defeo, 2001).

4.4.2 Estructura genética y filogeografica: Enfoques de historia de vida de
Pinnaxodes chilensis.

De acuerdo a ostensibles reportes de numerosos autores, el flujo génico y la estructura
de la poblacion en el ambiente marino, estarian determinadas principalmente por dos lineas
argumentativas: (1) Aspectos de la historia de vida (e.g. Scheltema, 1988; Doherty et al.,
1995; Bohonak, 1999; Dawson, 2001; Lester et al., 2007) y (2) La interacciéon de factores
ambientales y procesos oceanograficos (e.g. Cowen et al., 2000; Byers & Pringle, 2006;
Galindo et al., 2006), que en muchas especies actan como barrera biogeografica delimitando
quiebres genéticos (Avise, 2000; Maggs et al., 2008). Por otro lado, la interaccion conjunta
de ambos razonamientos también ha sido propuesto (Lester et al., 2007; Pelc et al., 2009)
(Tabla 8). Consideramos importante indicar que el punto segundo ha sido bastamente
descrito para la costa del PSO (chile y Pert), donde los patrones de circulacién y condiciones
oceanogréficas (Narvéez et al., 2006, Aiken et al., 2007, Thiel et al., 2007, Wieters et al.,
2009) como la biogeografia de taxones marinos costeros, se conoce y esta relativamente bien

estudiado (Brattstrom & Johanssen 1983, Camus, 2001). Contrariamente, el punto primero
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dado por la desconocida historia de vida de P. chilensis, pasa a constituir nuestra principal
linea argumentativa en pro de analizar y explicar los patrones filogeograficos encontrados.

En decapodos que han adoptado un habito de vida simbidtico, los estudios son escasos
(Baeza, 1999). En estas situaciones, se podria considerar en futuros analisis el sistema de
apareamiento de P. chilensis considerando dos caracteres; (1) dimorfismo sexual y (2) el
patrén de asociacién entre los sexos, los cuales segun varios autores son modelados por
interacciones sociales y el propio sistema de apareamiento de la especie (ver Hazlett et al.,
1974, Hazlett, 1979, Bell 1984, 1988). En P. ostreum, se ha postulado que el macho se
mantiene pequefio, posee un caparazén duro y aparentemente se traslada de hospedador en
hospedador en busca de hembras con las cuales copular hasta morir (Stauber, 1945;
Christenensen & McDermott, 1958) (ver Fig.26). Cada individuo de P. ostreum copula varias
veces con diferentes miembros del sexo puesto (Wilson, 1975; Barash, 1982; Salmon 1983).
Sistema de apareamiento similar se ha discutido en las especies Pinnotheres pisum,
entocomensal del mejillon Mytilus edilus en el Atlantico (Haines et al., 1994), en Pinnotheres
novaezelandiae asociado a varias especies de bivalvos en Nueva Zelandia (Jones, 1977,
Palmer, 1995) y en Pinnaxodes floridensis asociado a Theelothuria principes en Florida (Well
& Well 1961). Inferir un sistema de apareamiento en P. chilensis podria ser prematuro, donde
hace necesario considerar estudios futuros por ejemplo, de la biologia reproductiva del

braquiuro.

Si se considera una funcion visitadora por parte del macho de P. chilensis, por un lado,
ayudaria a contribuir en la variabilidad genética o flujo propio de sus desplazamientos. Por
otro lado, y en mayor importancia dado el marcador mitocondrial utilizado en este estudio, el
potencial dispersivo de la fase larval en la especie constituye discusion relevante en los
patrones filogeograficos. A pesar de desconocer estos antecedentes en P. chilensis, una buena
aproximacion se obtiene gracias a los reportes de experimentos en condiciones de laboratorio
respecto a la identificacion y duracion de los estadios larvales en varias especies de la familia
Pinnotheridae. Un ejemplo es el caso de Auxtinixa bragantina, para la cual se establecen cinco
estadios zoeas y una megalopa con duracion de un mes aproximadamente en la columna de
agua. Similar a lo reportado para otros géneros, como Asthenognathus (Stimpson, 1858),
Pinnaxodes (Heller, 1865), Pinnixia (Blanco, 1846), Pinnotheres (Latreille, 1802) y
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Tumidotheres (Campos, 1989), segun lo informado por Marques & Phole (1996a,b). EI modo
de desarrollo, especialmente el tiempo que las larvas pasan en el plancton, sin duda, juega un
papel critico en la conformacion de la estructura genética y filogeografica de especies marinas
(e.g. Scheltema, 1988; Doherty et al., 1995; Bohonak, 1999; Dawson, 2001; Lester et al.,
2007). Muchos invertebrados marinos con larva de alta exposicion y potencial dispersivo,
poseen patrones similares de baja estructuracion genética entre las poblaciones en escalas
espaciales extensas y continuas (revisado de Avise, 1994) (ver Tabla 8). Esto es consistente a
nuestros resultados, donde AMOVA jerarquico del gen COl en P. chilensis reveld bajo nivel
de divergencia genética entre localidades y regiones biogeogréaficas, a pesar de las
caracteristicas a gran escala espacio temporal que describen la heterogeneidad geogréafica
ambiental del PSO. Ademas, la alta frecuencia de ocurrencia de un haplotipo (H3) en siete de
las nueve localidades y alta diversidad haplotipica a nivel local y regional, nos hace asumir
que los individuos de las nueve localidades analizadas no presentan sub-poblaciones,
contrastado ademas con lo propuesto en el paradigma de conectividad por fase larval
dispersiva (Helberg et al., 2002).

Resultados similares se reportan para el decapodo Emerita analoga, la que contempla
una dispersion larval potencial de tres a cuatro meses (Johnson, 1939). Su alta abundancia,
larga duracion de las larvas peldgicas y amplia gama de gradientes ambientales que habita, a
través de los cuales muchos otros taxones exhiben discontinuidades genéticas o limites del
rango, Dugan & colaboradores (2000) sugieren que la especie es un generalista ecologico que
consiste en una Unica gran poblacion para América del Norte. De igual forma en el PSO un
estudio filogeografico de Cardenas et al., (2009), describen una extensa fase larval planctonica
de tres meses en el muricido Concholepas concholepas, la cual no mostré ninguna
discontinuidad genética de sus poblaciones a lo largo de regiones biogeograficas.

La homogeneidad genética observada en el rango geografico de P. chilensis se ha
reportado en otras especies de cangrejos marinos de la costa Oeste de América del Norte
(Beckwitt, 1985; Merkouris et al., 1998). Por su parte, ejemplos similares se ha documentado
para otros taxones de invertebrados marinos con extensa fase larval en diversos océanos, por
ejemplo: Mar de Tasmania, Jasus edwarsii (Booth & Ovenden, 2000); Costa Nororiental del
Pacifico, Littorina scutulata, (Kyle & Boulding, 2000); Costas de Australia y Nueva Zelanda,
Nerita atramentosa, Waters et al., 2005). Ademas, nuestro estudio es consistente con muchos
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estudios que correlacionan positivamente la capacidad de dispersion con el flujo de genes
(Palumbi, 1995; Kinlan & Gaines, 2003; Siegel et al., 2003) y con el area de distribucién
geografica (Scheltema, 1968; Victor & Wellington, 2000). A pesar de no coincidir con el
escenario ampliamente asumido de concordancia entre barreras biogeograficas con quiebres
filogeogréficos (Avise, 2000; Maggs et al., 2008), varios estudios comparativos de enfoque
filogeografico en el PSO han puesto de manifiesto la relacion entre el modo de desarrollo y
capacidad dispersiva en la estructuracién genética poblacional (Zakas et al., 2009; Sanchez et
al., 2011; Vilches et al., 2012). Finalmente, los estudios de filogeografia comparada entre
organismos comensales que compartan rasgos de desarrollo y distribucién con distinta
duracion de las larvas pelagicas, por un lado ayudardn a dilucidar los patrones de
comportamiento y flujo génico entre poblaciones distantes y, por otro lado, ayudaran a
determinar si los procesos oceanograficos y ecoldgicos que tienen lugar en el PSO generan

interacciones previsibles entre la dispersion larval y su potencial de adaptacion local.

4.4.3 Demografia Historica

Los patrones filogeograficos regionales surgen de las interacciones entre el pasado y
presente, influenciadas por las historias de vida y limitaciones ambientales (Lester et al., 2007;
Pelc et al., 2009). Resultados de relaciones genealdgicas entre los haplotipos de P. chilensis
revel6 una red en forma de estrella, con un haplotipo central méas frecuente, posiblemente
ancestral (Avise, 2000; Hewitt, 2000), conectado por pocos pasos mutacionales a los demas
haplotipos de baja frecuencia. Enmarcado en la teoria coalescente (Kingman, 2000) este
patron sugiere una expansion poblacional a partir de un ndmero limitado de fundadores
(Fig.32 y 24). A pesar de no existir antecedentes de registro fésil para P. chilensis, el
accidente histérico mas influyente en la actual distribucion de las especies en el ambiente
marino, es el Ultimo maximo glacial (UMG) (Avise, 2000; Maggs et al., 2008), el que habria
forzado a muchos taxas de climas templados a retroceder en su rango de distribucién durante
el avance de las capas de hielo (Hewit, 2000, 2004). Considerando este suceso, es probable
que las poblaciones de P. chilensis del sur del rango estudiado hayan desaparecido y la
persistencia de las poblaciones del norte hayan recolonizado lugares extintos. Este proceso de

recolonizacion es consistente con los graficos de distribucion mismatch unimodal, el que se
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ajusta a un modelo de expansion poblacional reciente con indices de neutralidad D de Tajima
y Fs de Fu negativos y significativos.

La existencia de haplotipos unicos poco frecuentes del extremo sur del rango (H35,
H37 y H44) y no compartidos a nivel de regiones biogeograficas (Fig.22), induce a una
hipdtesis de posible efectos fundadores por un lado y en mayor grado al patrén de corriente
unidireccional a macro-escala. Un flujo importante de agua que fluye desde el norte de Peru
hasta Chiloé, lo constituye la subcorriente Peruana Chilena con profundidad entre 100 y 400
metros que viaja opuesta a la rama costera del brazo norte de la corriente de Humboldt
transportando agua subsuperficial. De forma méas débil se encuentra la contracorriente Costera
de Chile que transporta agua subtropical desde el noreste hacia el sur entre la corriente Costera
del Perd y la costa Chilena. Finalmente, la Corriente de Cabo de Hornos que fluye paralela a la
costa hasta el extremo sur del archipielago Chileno, constituye en conjunto a las anteriores
(Camus, 2001) un mecanismo dispersor en gran parte unidireccional. Estos procesos
oceanograficos provocarian el aumento de la diversidad genética al sur segin correlacion
significativa de este estudio (Fig.27), con aporte de nuevas variantes a partir de una poblacién
fundadora al sur. Los movimientos de haplotipos de sur a norte serian mas frecuentes que en
direccion opuesta, implicando una migracion asimétrica de los mismos. Por otro lado, las
mutaciones que surgen al sur seria poco probable se transporten al norte que a la inversa, lo
que explicaria ademas la existencia de los haplotipos Unicos al sur del rango no compartidos
entre regiones. EI transporte unidireccional por corrientes a macro-escala con aumento de
diversidad genética ya ha sido propuesto en otros estudios (Edmands et al., 1996; Gaylord &
Gaines, 2000; Cassone & Boulding, 2005).

En un contexto contemporaneo, la alta frecuencia del haplotipo 3 (H3) presente en las
tres regiones biogeogréaficas y siete de las nueve localidades estudiadas, nos hace proponer que
en el PSO, el flujo de genes de P. chilensis seria en gran parte ininterrumpido a lo largo de los
3010 km de costa. Esto nos indica que los procesos oceanograficos que actian como filtros
regionales para el intercambio genético de muchas especies marinas de nuestra costa (e.g.
Tellier et al., 2009; Montecinos et al., 2012; Sanchez et al., 2011) no afectan a P. chilensis o
son lo suficientemente permeables como para haber formado estructuracion genética. En
ausencia de fuertes barreras intrinsecas a la dispersion, la duracién de la fase larval estimada

en P. chilensis debe resultar en un alto flujo génico a grandes distancias, lo que nos hace
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conjeturar que actualmente corresponda a una sola poblacion o en gran parte panmictica en
toda su area geogréafica (e.g. Palumbi, 1994; Thorrold et al., 2002, Kinlan & Gaines, 2003).
Es probable que el desarrollo post-embrionario de P. chilensis podria desarrollarse sin captar
alimento visible del medio externo durante su desarrollo larval, lo que podria explicar el
sustento de la duracion de esta fase en la especie aun por periodos més prolongados que lo
reportado para especies de la misma familia (ver Fig.26). Este fendbmeno de lecitotrofia ha sido
propuesta para otras especies tales como; Tunicotheres moseri, de la cavidad atrial del
tunicado Phallusia nigra (Hernandez et al., 2008) y Orthotheres barbatus, otro miembro de la
misma familia (Galindo et al., 2003).
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Tabla 8. Rasgos comparativos de diferenciacion genética entre crustaceos y organismos marinos con diversa historia de vida y

magnitud de escalas geograficas. Se contrasta informacion entre especies que poseen desarrollo directo con aquellas de fase larval

dispersiva.
Informacién de la Historia de vida Informacion Genética
Especie Organismo Rango Desarrollo Habitat Marcador Estructuracion Escala Nsec Nhap He T Fuente
Distibuciéon  (Dispersion) Genética Geograéfica
Pinnaxodes chilensis Crustaceo PSE Larva Comensal COI (mit.) NO ~3.010 Km 92 45 091 0.003 Runiletal . In prep
Decéapodo (~1-2 meses) intermareal +0.12 +0.001
inframareal
Emerita analoga Crustaceo PSO Larva Intermareal COI (mit.) NO ~2.000 Km 297 SD *0.92 *0.004 Dawson et al., (2011)
Decépodo (3-4 meses) (Arenoso) +0.14 +0.002
Pachygrapsus crassipes Crustaceo PNE Larva Intermareal COI (mit.) NO ~2.500 Km 346 154 0.92 0.009 Cassone & Boulding, (2006)
Decépodo superior +0.01 +0.004
(rocoso)
Concholepas concholepas Molusco PSE Larva Intermareal COlI (mit.) NO ~4.141 Km 337 179 0.89 0.004 Céardenas et al., (2009)
Muricido (3-6 meses) submareal +0.05 +0.002
(rocoso)
Acanthina monodon Molusco PSE Directo Intermareal COl (mit.) Sl ~2.732Km 227 43 053 0.004 Sanchezetal., (2011)
Muricido Submareal +0.27 +0.003
(rocoso)
Littorina subrotundata Molusco PNE Directo Intermareal Cyt b (mit.) Sl ~ 64 Km 229 11 0.30 0.001 Lee & Boulding (2009)
Gasterépodo medio y sup. HSC70 (ndc.) +0.04 +0.001
(rocoso)
Exiroloana braziliensis Crustaceo PSE Directo Supralitoral COI (mit.) Sl ~ 2241 Km 132 45 SD SD Varela & haye (2012)
Is6podo (Arenoso)
Crepidula coquimbensis Molusco PSE Directo Intermareal COI (mit.) Sl ~26 Km 83 19 0.73 0,002 Vilches et al., (2012)
Gasteropodo (Arenoso)

PSE= Pacifico Sureste; PSO= Pacifico Suroeste; PNE; Pacifico Noreste; Ns.c= NUmero de individuos secuenciados; Nnap= NUmero de

haplotipos; He= diversidad genética; == diversidad nucleotidica; SD= sin datos.
* Corresponde a un dato promedio.
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Mecanismos de transporte; corrientes, surgencias-relajacion, etc.

Fase larval

O visitador

I~
o

' ano

¢y Comensal
+ ingresa en
estado larvario

Copula interna

Figura 26. Ciclo de vida sugerido para P. chilensis. (1) Reproduccion por copula interna a través de pledépodos de un macho visitador. 2) Hembra
ovigera incuba los huevos bajo el cefalotdrax hasta liberar los estadios larvales peldgicos. (3) Fase larval en la columna de agua (zoeas y megalopa). (4)

probablemente el ingreso al huésped sea en un estado larval, con estructuras desarrolladas para adherirse al intestino.
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Figura 27. Diversidad genética (He) versus la latitud geogréfica en el PSO, con respectiva

significancia de la correlacion Pearson.
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Figura 28. Prevalencia de infeccion de P. chilensis versus la diversidad genética (He)

encontrada a lo largo del PSO. Se muestra valor significativo de la correlacion.
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5. CONCLUSIONES

Resultados obtenidos a lo largo de esta investigacion, constituye el primer ejemplo de
un estudio integral que contempla aspectos genéticos, morfoldgicos y aproximaciones en la
historia de vida por medio de parametros poblacionales en un pinotérido, como también el
primer estudio filogeogréafico de un organismo comensal a lo largo de la costa Oriental del
Pacifico Sur. No se observd correlacion entre los indices de diversidad genética con la
variabilidad morfologica en P. chilensis y tampoco se evidencié para ningin caso
estructuracion asociada a regiones biogeograficas. La falta de estructura genética y alta
plasticidad fenotipica a nivel especifico, sugiere que esta especie constituya una sola gran
poblacion para el PSO. Entre los aportes de estos resultados mencionamos: (1) Aumentar el
exiguo conocimiento a nivel de familia en aspectos de genética poblacional, dimorfismo
sexual (crecimiento absoluto y relativo) y aspectos poblacionales para diversas aplicaciones.
(2) Dilucidar aspectos histéricos y contemporaneos que han conducido a la presente
distribucion y evolucién de especies marinas, sobre todo aquellas que habitan microambientes
muy especificos como parasitos y comensales de la costa Chilena. (3) Considerando el interés
e importancia socio econdmica de Loxechinus albus para Chile, como la inaplazable necesidad
de conservacion del recurso, esta investigacion es pionera en otorgar informacién cabal,
primero, del comensal que lleva asociado; y, segundo, de la relacion inter-especifica generada,
para lo cual es medular considerar en politicas de manejo, conservacion y cultivo artificial,
cuyos puntos han sido angulares en la tltima década, dado el agotamiento de bancos naturales.
Tener en cuenta los efectos latitudinales sobre descriptores poblacionales de P. chilensis,
resulta Gtil al momento de experimentar trasplantes reciprocos de L. albus en ambientes
contrastantes. Experimentos futuros de esta naturaleza, en otros marcadores moleculares
(biparentales o nucleares), ayudara a sustentar el patron genético propuesto y determinar si el
potencial dispersivo de “un macho visitador” tendria contribucion significativa en la
distribucion espacial de la diversidad genética de P. chilensis. Por otro lado, experimentos de
laboratorio ayudarian a estimar con mas certeza aspectos reproductivos de P. chilensis vy el
tiempo de duracién de las larvas plantdnicas, que ademas potenciara un correcto manejo del
recurso erizo. Finalmente, hace necesario continuar con estudios de otra naturaleza (e.g.

fisioldgica) para establecer con mayor fundamento el real comensalismo descrito hasta ahora.
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6. ANEXOS
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Anexo |

Mutacion por sustitucion A x G de la posicion 553 pb (pares de bases) del gen

Citocromo Oxidasa Subunidad | (COI) de Pinnaxodes chilensis, correspondientes a cuatro

individuos de distintas localidades. La posicién mutacional de cada nucleétido se identifica

con recuadro rojo, sefialado por la flecha.

CTT1

CTT2

CBC

CCoO

l

IC-IIIE—}_ICF-_E-ICIII}_II}_CI@CC}_ICCIICIICIIIIF—_ICIC

&40 €50 a&l &70 [:1=1]
ETTTGATCAGTC ITTTATTACTHCCATCCTTICTTICTTITITATCTC

7e0 770 780 790
E—IIIE—}{IC}_C—ICIIIE{II}_CICCEICCIICIICIIII}_ICI[

AL

540 550 5g0

ECTTTGATCAGTICTITIATTACTIECCATCCT TCTTCTTITTIATCTC

CTT1= Tal Tal, indv.1; CTT2= Tal Tal, indiv.2; CBC= Bahia Concepcion; CCO=

Canal Oeste (Pta. Arenas).
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Anexo |1

Electroforesis en geles de agarosa para individuos de Pinnaxodes chilensis. A)
Amplificacion de producto PCR para el gen COI (~700 pares de bases). B) Visualizacion de la
integridad de ADN.

e St et bt e bl St e e e S - —

CTT CTT CIT CIT CIT CTT" CIT" oIt 'CIT- "'CAT " CIT. CTT CTT CIT* "CTT" "CIT = €CIT CTT CTT CIT - ‘CIT™ "CIT" "CIT
1 2 5 18 12 20 24 29 31 33 36 37 38 39 40 41 42 46 47 50 51 53 54

i”l" l,t RN i

CCO CCO CcCO Ccco cco Ccco cco CMK CMK CMK CMK CMK CMK CYB CYB CYB CYB CM CM CM CM
1 3 6 9 15 22 50 2 35 4 55 56 59 1 5 15 19 12 15 68 74
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