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RESUMEN

Las dos especies de peces marinos estudiadas en esta Tesis: Odonteshtes nigricans y
Odontesthes smitti, se encuentran distribuidas en la costa Atldntica de la Patagonia, ademads O.
nigricans también se encuentra en el Canal Beagle. A pesar de ser especies de gran importancia
en las pesquerias artesanales, se conoce muy poco sobre su biologia. El presente trabajo analiza
la variabilidad genética y fenotipica de estas dos especies endémicas del Sur de Sudamérica y
evalia cémo han respondido sus poblaciones a la variacién ambiental (actual y/o histérica) a
lo largo de su distribucién. Para examinar la variabilidad genética, se estudiaron secuencias de
la regién de control mitocondrial (RC ADNmt) y para analizar la variacién fenotipica se
efectué morfometria geométrica corporal e histologia de la musculatura axial.

En O. nigricans, la variabilidad genética se estudi6 a partir de 224 secuencias (814
pb de RC ADNmt) de individuos capturados en dos sitios del Canal Beagle y seis sitios de la
costa Atlantica. El andlisis morfométrico se llevé a cabo con 576 especimenes provenientes de
dos sitios del Canal Beagle y de cinco sitios de la costa Atldntica. Finalmente, la histologia
muscular se evalud estudiando 30 ejemplares, de tres sitios de la costa atlantica y dos del Canal
Beagle. La estructura genética reveld una profunda divisién filogeogrifica entre el Canal
Beagle y la costa Atlantica de la Patagonia con un 39.83% de variacioén entre individuos
pertenecientes a estos dos grupos. La diversidad genética observada fue menor en el Canal
Beagle que en los sitios de la costa Atlantica y los resultados de los andlisis demograficos son
compatibles con un escenario de expansién demografica, especialmente en el Canal Beagle.
Los resultados obtenidos mediante morfometria geométrica también marcaron una gran
diferenciacion entre los individuos del Canal Beagle y de la costa Atlantica, observandose el
pedinculo caudal mds largo y un cuerpo mas angosto en los pejerreyes del Canal que en los
pejerreyes de la costa Atlantica. Los andlisis histolégicos indicaron que las fibras musculares
de O. nigricans presentaron una distribucién unimodal de la frecuencia de didmetros de las
fibras musculares, siendo esta moda de 110 micras para las tallas estudiadas. La distribucién
de frecuencias del tamafo de las fibras musculares estudiadas indicé que el tinico proceso
activo en el crecimiento de la musculatura era la hipertrofia muscular dada la casi completa
ausencia de fibras nuevas (menores a 20 micras de diametro).

En O. smitti, se estudiaron 120 secuencias (858 pb de RC de ADNmt) de 8 sitios de
la costa Atlantica para analizar la variabilidad genética. Un total de 258 ejemplares
provenientes de 6 sitios se usaron para el estudio de morfometria geométrica y en una sola

poblacién de la costa Atlantica de la isla de Tierra del Fuego se analizaron las fibras musculares
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(6 individuos). La estructuracién genética permitié separar las poblaciones en tres grupos con
una variacion significativa de 15.94 % entre grupos: un grupo conformado por Bahia Rosas y
Las Grutas, otro conformado por Comodoro Rivadavia y como tercer grupo a todos los sitios
de Tierra del Fuego junto a Pto. Madryn. Se observé un aislamiento por distancia a lo largo de
la costa Atlantica. Valores negativos del test de neutralidad y la distribucién mismatch
unimodal soportan un posible escenario de la expansion poblacional. Morfométricamente, las
mayores variaciones entre los individuos se encontraron en la cabeza y el abdomen, y se
observaron las mismas agrupaciones que con los andlisis genéticos. Los andlisis histolégicos
mostraron una distribucién bimodal de la frecuencia de didmetros de las fibras musculares,
siendo estas modas de 60 y 110 micras. La distribucién de frecuencias del tamaiio de las fibras
musculares estudiadas indicé que el tinico proceso activo en el crecimiento de la musculatura
era la hipertrofia muscular, dada la casi completa ausencia de fibras nuevas (menores a 20
micras de didmetro). La existencia de dos modas en la distribucién de frecuencias indicé al
menos un pulso de hiperplasia muscular después del desarrollo embrionario.

En conjunto, los resultados de esta Tesis muestran claras diferencias genéticas y
morfoldgicas entre las dos especies de pejerreyes estudiadas. También sugieren que las
poblaciones de O. smitti, de O. nigricans de costa Atlantica y de O. nigricans del Canal Beagle
deberian considerarse como unidades diferentes para fines de conservacién y manejo
sustentable de las pesquerias artesanales. En el caso de O. nigricans es muy clara la diferencia
genética y fenotipica observada entre las poblaciones de la costa Atldntica y el Canal Beagle
determinando que el Canal Beagle constituye una barrera efectiva que genera diferenciacién

genética y morfoldgica, y que estaria generando una especiacidn incipiente.
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ABSTRACT

The two species of marine fishes studied in this thesis: Odonteshtes nigricans and
Odontesthes smitti, are distributed on the Atlantic coast of Patagonia, in addition O. nigricans
is also found in the Beagle Channel. Despite being species of great importance in artisanal
fisheries, very little is known about their biology. The present work analyzes the genetic and
phenotypic variability of these endemic species of the South of South America and evaluates
how the populations of these silversides have responded to the environmental variation (current
or historical) throughout their distribution. To examine the genetic variability, sequences of the
mitochondrial control region (CR mtDNA) were studied and to analyze the phenotypic
variation, body geometric morphometry and histology of the axial caudal musculature were

performed.

In O. nigricans, genetic variability was studied with 224 sequences (814 bp of CR
mtDNA) generated from individuals captured at two sites in the Beagle Channel and six sites
on the Atlantic coast. The morphometric analysis was carried out with 576 specimens, from
two sites of the Beagle Channel and five sites on the Atlantic coast. Finally, muscle histology
was evaluated by studying 30 specimens from three sites on the Atlantic coast and two from
the Beagle Channel. The genetic structure revealed a sharp phylogeographic division between
Beagle Channel and the Atlantic coast of Patagonia with a 39.83% of variance between
individuals belonging to these two groups. The genetic diversity observed was lower in Beagle
Channel than in the Atlantic coast sites and the results of the demographic analyses were
compatible with a scenario of past population expansion, especially in the Beagle Channel. The
result obtained through geometric morphometry also marked a great differentiation between
individuals of the Beagle channel and the Atlantic coast: observing the longer caudal peduncle
and a narrower body in the silversides of the chanel than in the silversides of the Atlantic coast.
Histological analyzes indicated that O. nigricans muscle fibers had a unimodal distribution of
the frequency of muscle fiber diameters, being this mode 110 microns. The size of the muscle

fibers studied indicated that the only active process in muscle growth was muscle hypertrophy.

In O. smitti, 120 sequences (858 bp of mtDNA RC) from eights sites were used to
analyze the genetic variability. A total of 258 specimens from 6 sites were used for the study
of geometric morphometry and muscle fibers were analyzed in one population of the Atlantic
coast of the island of Tierra del Fuego. Genetic structuring separated the populations into three

groups with a significant variation of 15.94 % between groups: one group formed by Bahia
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Rosas y Las Grutas, a second oner formed by Comodoro Rivadavia and a third group with all
the sites from Tierra del Fuego and Puerto Madryn. Distance isolation was observed along the
Atlantic coast. Negative values of the neutrality test and the unimodal mismatch distribution
support the possible scenario of population expansion. Morphometrically, the greatest
variations between individulas were found in the head and abdomen, and the same clusters
were observed as with the genetic analyzes. Histological analyzes showed a bimodal
distribution of the frequency of diameters of muscle fibers, these modes were 60 and 110
microns. The size of the muscle fibers studied indicated that the only active process in muscle
growth was muscle hypertrophy. The existence of two modes in the frequency distribution

indicated at least one pulse of muscle hyperplasia after embryonic development.

All the results of this thesis show a clear genetic and morphological difference between the
two species of silversides studied. They also suggest that the populations of O. smitti, O.
nigricans of the Atlantic coast and O. nigricans of the Beagle Channel should be considered
as different units for the purposes of conservation and sustainable management of artisanal
fisheries. In the case of O. nigricans the genetic and phenotypic difference observed between
the populations of the Atlantic coast and Beagle Channel it is very clear, determining that the
Beagle Channel constitutes an effective barrier that generates genetic and morphological

differentiation and that it would be generating an incipient speciation.
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Introduccion General

INTRODUCCION GENERAL

La costa Patagénica Argentina ubicada en la parte mas austral del cono Sur en
Sudamérica, se desarrolla a lo largo de un extenso gradiente latitudinal, asociado a otros
gradientes como por ejemplo un claro gradiente de temperatura y fotoperiodo, y otras
variaciones no tan claras como las de salinidad y amplitud de mareas [1]. También existen
conexiones entre el Pacifico y el Atlantico Sur que modifican algunos de estos patrones y
generan potenciales intercambios faunisticos (el Estrecho de Magallanes y el Canal Beagle).
Diferentes grupos de peces parecen haber respondido evolutivamente de formas diversas a
estas presiones de seleccion, en términos del nimero de especies que se generaron como de la
estructura genético-poblacional y de la variacion fenotipica desarrollada [2—6].

En la presente Tesis se intenta conocer la escala espacial y temporal de la variacion
fenotipica y genética en dos especies marinas que forman parte importante en las pesquerias
artesanales de la costa Patagdnica Argentina y el Canal Beagle, y de potencial valor para la
acuicultura. Esta informacion ayudaria a comprender como estan estructuradas las distintas
especies desde el punto de vista de su dindmica poblacional a lo largo de su distribucion
geografica, si se trata de una o mas unidades poblacionales de las mismas, y si las principales
caracteristicas bioldgicas de éstas especies varian a lo largo de la distribucion. Ademas, la
informacion generada podra ser utilizada en el futuro para detectar cambios debidos a
alteraciones ambientales o por sobrepesca a partir de la generacion de datos bioldgicos de base

inexistentes en la actualidad, y de gran importancia para la conservacion de la biodiversidad.
7.1 Caracteristicas del Océano Atlantico y Mar Argentino

El Mar Argentino es una porcién del océano Atlantico sudoccidental que cubre
la plataforma continental (1.782.000 km?), adyacente a las costas de la Republica Argentina,
siendo el de mayor extension en el hemisferio Sur (35° - 55° S) [7]. El mismo comprende desde
la salida del estuario del Rio de la Plata por el norte (35° S) hasta la isla de los Estados por el
sur (55°S) y 100 millas marinas contadas desde la isobata de los 2500 m de profundidad, que
incluye a las islas Malvinas (o 350 millas contadas desde la linea de base) [8,9].

Las aguas del Mar Argentino estdn dominadas por dos corrientes marinas: la corriente
de Brasil y la corriente de Malvinas. Por el norte fluye la corriente célida de Brasil, a lo largo
del borde continental de América del Sur con direccién hacia latitudes mayores, como parte de

la “Corriente del Margen Occidental”. La corriente de Brasil ingresa al Mar Argentino con baja
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Introduccion General

concentracion de nutrientes en sus aguas subtropicales de salinidades superiores a los 35 ups y
temperaturas mayores a los 16° C, hasta confrontarse con la corriente de Malvinas en la
nominada Zona de Confluencia [10]. Por el sur, la corriente fria de Malvinas corre en direccion
noreste, a lo largo del talud continental argentino, como una rama de la “Corriente Antartica
Circumpolar” [7]. La corriente de Malvinas inicia del brazo norte de la corriente Circumpolar
Antértica y atraviesa el Pasaje de Drake bifurcdndose alli donde la rama principal se desplaza
por el talud continental, moviendo aguas frias y ricas en nutrientes hacia el norte, entre los 55°S
y 39° - 36° S, y la rama oeste favorece a formar la Corriente Costera Patagénica que circula
hacia el norte sobre la plataforma continental donde alcanza el paralelo 38° S trasladando aguas
frias subantarticas y de baja salinidad por el aporte de aguas continentales aumentando de la
costa hacia la plataforma exterior y del sur al norte desde los 33 ups a los 34,2 ups [11,12]
(Figural). Su temperatura media, que varia con la latitud y la estacion, oscila entre los 5°C y
los 15°C [13]. El nticleo principal de la Corriente de Malvinas se ubica entre los 150 y 600 m
de profundidad con valores de temperatura entre 4 a 5 °C y salinidades entre 34.1 y 34.2 ups
[10].

Dentro de la plataforma se han identificado areas cerradas y semicerradas que
generan localmente sus propias caracteristicas, como son los sistemas del golfo San Matias,
gofo San José, golfo Nuevo y golfo San Jorge, los cuales son sitios de muestreo en esta Tesis.
Estas aguas localmente modificadas, generan zonas frontales con importantes implicancias
bioldgicas [13], a tener en cuenta con nuestros resultados. En toda la plataforma patagénica, la
mezcla inducida por las corrientes de marea provoca altos niveles de disipacion y, en zonas de
bancos topogréficos particulares, puede inhibir la formacién de una termoclina estacional,
creando frentes térmicos de primavera y verano que definen la frontera entre aguas
estratificadas y mezcladas verticalmente [13].

Las caracteristicas unicas del Mar Argentino lo convierten en uno de los
caladeros mas ricos del mundo, con su ecosistema templado-frio y con variedades de recursos

inigualables y de gran valor comercial [14].
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Figura 1. Corrientes marinas del O. Atlantico de Sud América (Mapa modificado de Piola y

Matano, 2001).

Caracteristicas del Golfo San Matias

El golfo de San Matias se encuentra ubicado entre 40° - 42° S y 64° O en la
costa argentina de la provincia de Rio Negro, cubre un drea de aproximadamente 20000 km? y
es el segundo golfo mas grande del pais. Alrededor del 55% del 4rea total es mas profunda que
100 m, con un méximo de 180 m en la zona central [15]. La plataforma continental en el lado
este, forma una cuenca abierta con una profundidad media de 70 m en la entrada. Una
caracteristica particular del golfo es que posee dos grandes depresiones de 160 m de
profundidad situadas simétricamente respetando el paralelo 41 © 40" S. En primavera el golfo
presenta dos zonas con masas de agua marcadamente diferentes. Una es denominada “aguas
tipicas del golfo” (4rea norte y oeste) caracterizada por alta temperatura y salinidad, una
marcada termoclina que limita las concentraciones de nitrato y menor tasa de renovacion; y la

otra llamada “aguas de origen exterior” (drea sur y sureste) que tiene menor temperatura y
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salinidad, carece de estratificaciéon y posee concentraciones relativamente altas de nitrato,
siendo fuertemente influenciada por la intrusiéon de agua fria del sur [16,17]. Los datos
oceanogrificos también mostraron un frente térmico durante el verano ubicado cerca de 41°
50” S, que separa ambas dreas, es decir las aguas més célidas y con mayor salinidad del sector
norte de las mds frias y de menor salinidad que ingresan de la regién sur [15]. La temperatura
de la superficie del mar varia en el 6érden de 1 - 3° C entre las dos zonas anteriormente
mencionadas excepto en invierno cuando la diferencia entre zonas desaparece [15]. La marea
es de régimen semi-diurno y alcanza una amplitud de 6 m en algunas zonas costeras y las
corrientes asociadas son de 1 m/s [18].

La estacionalidad del frente térmico seria uno de los principales factores que
condicionan la pesca en el golfo San Matias, siendo la mayor produccién pesquera cuando (y

donde) el frente térmico (noviembre a marzo) estd presente [19].

Caracteristicas del Golfo San José

El golfo San José se ubica a los 42° S y 64° O en la costa argentina de la provincia de
Chubut, mide unos 43 km por 20 km, siendo de forma aproximadamente rectangular. Su
profundidad media es de 30 m con una profundidad méxima de 85 m. Esta drea es definida
como una plataforma de erosién formada principalmente por toba (cenizas volcénicas
cementadas con alto contenido de carbonatos). Dicha plataforma permanece sumergida casi
por completo durante la marea alta, y tiene, en bajamar, sobre la cara este de la punta, unos 120
m de ancho por unos 350 m de largo. La pendiente de la plataforma es leve, de unos 3 grados
en promedio [20]. El régimen de mareas del golfo San José es de tipo diurno con amplitudes
que van desde los 4 a 7 m [21]. La temperatura promedio superficial del agua presenta un valor
13.5° C, variando entre la temperatura minima anual promedio 9.8° C (en agosto o septiembre)
y la méxima anual promedio de 16,5° C (en febrero). La salinidad del agua tiene un valor
promedio de 33.82 ups con escasas variaciones (33.48 a 34.26 ups). Las lluvias constituyen el

unico aporte de agua dulce, siendo la precipitacion anual media de 173 mm [22,23] .

Caracteristicas del Golfo Nuevo

Golfo Nuevo es un golfo semicerrado aproximadamente eliptico situado a 43° Sy 65°
O en la costa patagdnica de Argentina en la provincia de Chubut, con una superficie de 2500

km?, con la ciudad de Puerto Madryn en su costa occidental, en comunicacion con el Océano
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Atlantico sudoccidental a través de un estrecho de 17 km de ancho. Golfo Nuevo posee una
profundidad de hasta 184 m [24], caracterizado por ser mds profundo que la plataforma
continental adyacente, con escaso intercambio con aguas de la plataforma y recibe escorrentia
de agua dulce solo por precipitacion (anual precipitacion 200 — 300 mm). Hay fuertes mareas
semidiurnas con una amplitud media de 3.93 m y un maximo de 5.76 m. La principal que afecta
a la cuenca es semidiurna lunar [10] y representa casi el 90% de la energia de la marea total del
golfo Nuevo. La transparencia del agua es alta y la concentracion de oxigeno disuelto es
siempre superior a condiciones saturadas, incluso en profundidad [25]. Durante la mayor parte
del otofio y del invierno la columna de agua estd completamente mezclada mientras que en

verano existe una estratificacion con la termoclina ubicada a 20 - 30 m de profundidad.

Caracteristicas del Golfo San Jorge

El golfo San Jorge es una cuenca semiabierta ubicada entre 45° - 47° S y 65° E de la
costa argentina, comparte las provincias de Chubut y Santa Cruz y cubre una superficie de
39340 km?. Esté definido por tres sectores con caracteristicas fisicoquimicas particulares y
minimas variaciones estacionales: 1) el mds grande y mas profundo, comprende el drea central
del golfo y corresponde a un ambiente de depésito; 2) comprende las dreas proximas a los
extremos del golfo y corresponde a un ambiente bajo o erosivo y 3) incluye la zona costera y
la parte sureste del golfo y pertenece a un entorno de transicién [26] .

En su sector norte presenta profundidades que varfan entre 80 y 95 m y las mayores
profundidades (>110 m) se encuentran en la region central [27]. Las aguas del golfo son parte
de la plataforma continental modificadas por la contribucién de las aguas costeras variando su
salinidad espacial y temporalmente entre 33.0 y 33.6 ups. Las aguas costeras de baja salinidad
fluyen desde el Estrecho de Magallanes cerca de la costa de la provincia de Santa Cruz donde
bifurcan su flujo en dos ramas principales: una entra al golfo en el extremo sureste y tiene una
notable influencia en la regién durante todo el afio; la otra se aleja de la costa en direccién
norte/norte-este [28]. En los extremos menos profundos del golfo, la mezcla vertical afectada
por vientos y mareas, genera sistemas frontales de desarrollo estacional que permanecen
principalmente durante primavera y otofio [26]. Las aguas costeras procedentes del Estrecho
de Magallanes que ingresan al golfo San Jorge generan un intenso frente termohalino en su
extremo sur [13]. Es decir, el golfo San Jorge, presenta un ciclo estacional de temperaturas del
agua, una produccién diferenciada de fitoplancton y variaciones estacionales en las variables

quimicas y en el origen de sedimentos de la materia orgdnica [29].
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7. 2 Caracteristicas fisicas del Canal Beagle

El Canal Beagle conecta el extremo sur de los océanos Atlantico y Pacifico, y estd
situado en el extremo austral de Sud América entre la costa Sur de la isla Grande de la Tierra
del Fuego y la costa Norte de las islas Hoste y Navarino, pertenecientes al archipiélago
fueguino (54° Sy 66° - 70° O) recorriendo en direccion E - O con una longitud aproximada de
240 km, y un ancho promedio de 4 km [30]. Se encuentra a una distancia de 1.500 km del
extremo norte de la Peninsula Antartica y es la region mas proxima al Continente Antartico,
formando parte de la region Sub-Antartica [31].

El canal es un valle tectonico que fue completamente cubierto por el hielo glaciar
durante la ultima glaciacion. Posteriormente, el canal fue ocupado por un lago glaciar desde
los 12 mil a los 8 mil afios A.P. y luego fue invadido por el mar que alcanz6 un nivel maximo
entre los 6 mil y 5 mil afios A.P. [32-34]. El Canal Beagle cubre las costas tanto de la Republica
Argentina (Isla Grande de Tierra del Fuego) como de Chile (XII Region), paises a los que a su
vez sirve de limite. Es una zona de gran importancia bioldgica ya que en ella confluyen masas
de agua de tres origenes distintos: atlanticas, pacificas y antarticas.

Las dos ondas de marea que penetran diariamente el Canal Beagle provienen del
Atléantico Sur y del Pacifico Sur, siendo ésta ultima la onda principal que se mueve hacia el
este, hasta neutralizar la velocidad de propagacién en cercanias de la Isla Martillo, al este de la
Isla Gable [35]. Las mareas del Canal Beagle son semidiurnas y desiguales, siendo la amplitud
media de 1.1 m, con amplitudes maximas de 2.18 m y minimas de 0.67 m [32]. Las corrientes
de mareas medidas confirman valores maximos de 0.15 m/s [30].

El Canal Beagle presenta un comportamiento estuarino [32] debido a la
estratificacion de sus aguas, con una zona de mezcla de aguas a los 12 m de profundidad en las
proximidades de la Isla Gable. Presenta valores de salinidad bajos que fluctian entre 25 ups
(en verano) y no superan las 34 ups, debido al gran aporte de aguas continentales producto del
alto indice de precipitaciones y deshielo [30] con la salinidad promedio anual de 29.4 ups [36].
La temperatura del agua de mar del Canal Beagle presenta una estacionalidad bien definida.
Las temperaturas maximas se encuentran entre diciembre y marzo, mientras que las minimas
se alcanzan durante los meses de junio a septiembre [24,31,32,33], siendo en agosto de 4° Cy
en marzo de 9° C, con una temperatura promedio del agua del Canal de 6.5° C [33,34].

A lo largo del canal se identifican grandes diferencias de profundidad cuyo fondo esta

conformado principalmente por arena fina. Las profundidades maximas alcanzan los 300 m y
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las profundidades medias en el tramo que llega hasta la altura de la isla Gable, en el paso
Mackinlay es de aproximadamente 50 m. Los vientos predominantes son del sudoeste, con una
frecuencia anual de 23,6% y velocidad media de 31 km/h [41]. La velocidad médxima del viento
coincide con la época de deshielo, entre septiembre y diciembre, favoreciendo la mezcla de

agua.

7.3 Caracterizacion del Pejerrey

e Taxonomia

Los pejerreyes son peces teledsteos pertenecientes al orden Atheriniformes, que
comprende 6 familias y 49 géneros [42]. Aunque el nimero de familias Atheriniformes y su
composicién han sido relativamente variables en el tiempo [43], la monofilia de Atheriniformes
estd respaldada por andlisis moleculares de genomas mitocondriales para un pequefio nimero
de taxones [42], por andlisis de datos de citocromo b y RAG-1 para 47 taxones [44], por diez
sinapomorfias morfoldgicas [45] y una inferencia filogenética calibrada en el tiempo [46]
(Figura 2). Filogenéticamente, las dos especies estudiadas en ésta tesis pertenecen al género

Odontesthes y a la subfamilia de Atherinopsidae: Atherinopsinae [43,45].

e Distribucion

El género Odontesthes es el mds diverso y con la mayor distribucién en las cuencas
costeras marinas y de agua dulce en el sur de América [47,48]. Odontesthes incluye 20 especies
nominales [49] que habitan en América del Sur en ambientes marinos, de estuarios y de agua
dulce. Las especies marinas se distribuyen desde el extremo austral del continente americano
(Tierra del Fuego) hasta Piura, Pert, en el Pacifico y Santos, Brasil, en el Atlantico. Varias
coexisten en los mismos hdbitats y tienen una morfologia muy similar [50].

A lo largo de la Patagonia argentina existen al menos cuatro especies de pejerreyes
(Odontesthes argentinensis, O. nigricans, O. smitti 'y O. incisa) que presentan distribuciones
diferentes, pero con algin grado de solapamiento (Figura 3). En este trabajo estudiaremos dos

de ellas: O. nigricans 'y O. smitti.
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Figura 3. Distribucion de las distintas especies marinas del género Odontesthes en América

del Sur (Figura modificada de Dyer, 2006).

" "

Odontesthes smitti [51], "manila", "corno" o "cola o aleta amarilla" se encuentra
desde Uruguay (34 ° S) hasta Tierra del Fuego (54 ° S) y las Islas Malvinas [47] a lo largo del
Océano Atldntico, y en el Océano Pacifico desde Tierra del Fuego hasta Seno Ultima Esperanza
(52 ° S) [52], pasando por el Estrecho de Magallanes.

Odontesthes nigricans [53] o "pejerrey plateado” habita la costa del Océano Atldntico
desde Orense (39 ° S, provincia de Buenos Aires) hasta el sur de Cabo de Hornos (56 ° S, Cabo
de Hornos) pero no estd en el Océano Pacifico [52]. Por lo tanto, Odontesthes nigricans y O.

smitti son simpatricos en gran parte de sus distribuciones.
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e Caracteristicas morfolégicas

Odontesthes es un género en el que las diferentes especies son muy similares
fenotipicamente, inclusive las de agua dulce y las marinas.

En cuanto a los caracteres externos distintivos, las dos especies que estudiaremos
poseen un cuerpo fusiforme con escamas pequefias y una banda lateral de color plateado, una
cabeza relativamente pequeiia, de la cual el hocico ocupa mds de la cuarta parte. La boca
también es relativamente pequefia, no alcanza la altura de los ojos, los cuales son de tamafio
moderado; y dientes diminutos, iguales en ambas mandibulas. Presentan dos aletas dorsales y
la aleta caudal es bifurcada. Una de las diferencias principales entre las dos especies, se basa
en la ubicacion de las aletas. En O. smitti, 1a primera aleta dorsal se inicia por detrés de la aleta
pélvicay la segunda aleta dorsal comienza bastante mds atrds que la anal. La coloracién es azul
celeste verdoso en su dorso y plateada brillante en la zona ventral. Las aletas suelen ser de color
amarillo con un borde oscuro [47] (Figura 4). En O. nigricans, la primera aleta dorsal y la aleta
pélvica se encuentran a la misma altura. Y las inserciones de la segunda aleta dorsal y la aleta

anal comienzan casi a la misma altura, a diferencia en O. smitti [54] (Figura 4).

0. nigricans

0. smitti

Figura 4. Ejemplares de O. nigricans (arriba) y O. Smitti (abajo). Escala: 1 cm.

O. smitti puede alcanzar un tamafio maximo de 500 mm de LT en hembras y los
machos son mds pequeflos en tamafio completo [47,54,55]. Las longitudes méximas de O.

nigricans alcanzadas en Bahia Varela y Punta Maria fueron de 289 y 240 mm de LT,
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respectivamente [56] y en golfo Nuevo, Patagonia norte, se publicaron datos LT de 236 mm

[57].

¢ Alimentacion

Odontesthes smitti 'y O. nigricans poseen una dieta variada. En el golfo
norpatagénico, la dieta de O. nigricans y O. smitti estd conformada por organismos
plancténicos y benténicos, respectivamente [58]. Y en Tierra del Fuego, tanto en la costa
Atlantica como en el Canal Beagle O. nigricans es categorizado como un depredador de
invertebrados, siendo los organismos bentdnicos los componentes mas importantes de su
dieta [56]. Precisamente en el Canal Beagle, O. nigricans tiene una dieta mds diversa
comparada a los ejemplares O. nigricans en la costa Atlantica (Pta. Marfa) [56].

En ambas especies hay plasticidad tréfica con respecto a los recursos disponibles y

Garcia (1994) expuso lo mismo para O. smitti en Mar del Plata [59].

7.4 Historia geolédgica y clima de la regiéon marina patagénica

La regién mds austral de Sudamérica, es la tinica masa de tierra continental en el mundo
(excepto la Antdrtida) que se extiende mds al sur de los 40°S. La Patagonia argentina se
extiende hacia el sur del Rio Colorado, con una longitud total de casi 2500 km, entre 37° y 56°
S, en el lado este de la Cordillera Andina, incluida la Isla Grande de Tierra del Fuego [60].

El clima en Patagonia sufri6 variaciones significativas durante el Cenozoico,
particularmente desde el Mioceno. Las glaciaciones fueron frecuentes en esta regién durante
el Plioceno y el Pleistoceno. Los eventos de glaciacion permitieron la formacion de una placa
de hielo continua; de aproximadamente 2500 km; entre 36 y 56°S, que cubrié completamente
los andes patagénicos y se extendid hacia el este, incluyendo Isla Grande de Tierra del Fuego
hasta la actual plataforma submarina al sur de Rio Gallegos y hasta el nivel del mar en el lado
pacifico.

En el Hemisferio Sur, fuera de la Antartida, la glaciacion mds antigua reconocida
tuvo lugar entre ca. 7 y 5 Ma (Mioceno final- Plioceno inicial). En el Plioceno medio-tardio
(Estadios Isotopicos de Oxigeno-EIO 54-82) acontecieron un minimo de ocho glaciaciones. La
“Gran Glaciacion Patagonica” (GGP) se desarrolld entre 1.68 y 1.016 Ma (EIO 30-34;
Pleistoceno temprano). Luego de ella, hubo 14-16 épocas geoclimdticas frias,

glaciales/estadiales, intercaladas con sus correspondientes equivalentes célidos,
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interglaciales/interestadiales. La Ultima Gran Glaciacién (UGG) alcanzé su méximo (Ultimo
Miéximo Glacial, UMG) hacia 25000 y finalizé hacia 16000 afios-calendario atrds (EIO 2;
Pleistoceno tardio). Posteriormente, tuvieron lugar dos nuevos reavances glaciarios (o fases
estacionarias) durante el Tardiglacial (15000-10000 afios “C A.P.) [61].

Precisamente, el Canal Beagle durante la dltima glaciacién fue totalmente cubierto
por el hielo glacial. Consecutivamente, desde los 12000 a los 8000 afios A.P. fue ocupado por
un lago glacial e invadido por el mar, alcanzando el maximo nivel entre los 6000 y 5000 afios

AP [33].

7.5 Importancia del trabajo y objetivos

O. nigricans y O. smitti son especies autdctonas de la costa marina argentina y O.
nigricans ademas del Canal Beagle, importantes como recursos de pesquerias artesanales y de
gran importancia ecoldgica. La amplia distribuciéon geogrifica de estas dos especies de
Odontesthes nos da la posibilidad de estudiar fenémenos de diferenciacién poblacional en
respuesta a la variaciéon ambiental teniendo en cuenta ademds que la regién austral de sus
distribuciones fue especialmente afectada por glaciaciones. Las caracteristicas morfométricas
y de historia de vida de las poblaciones se encuentran intimamente ligadas al concepto de stock

fenotipico o ambiental, siendo ttiles para el manejo de las especies.
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8. OBJETIVOS

8.1 Objetivo general

Evaluar cémo han respondido las poblaciones de peces a la variacion ambiental
asociada a un extenso gradiente latitudinal (16°) en el que se distribuyen estas especies, tanto
en términos de su estructura genético-poblacional como en cuanto a la variacion fenotipica
(forma del cuerpo y caracteristicas basicas de la musculatura natatoria) estudiando los

pejerreyes O. nigricans 'y O. smitti

8.2 Objetivos especificos

1. Determinar la variabilidad genética y la estructuracion geografica de O. nigricans y O. smitti
en un amplio gradiente latitudinal.

2. Estudiar las diferencias en la morfologia del cuerpo entre especies y entre sitios.

3. Comparar las caracteristicas principales de la musculatura natatorias de O. nigricans y O.

smitti: tamafio de las fibras musculares.

Hipotesis

1. Las poblaciones con distribucion continua pueden mostrar cierto grado de
estructuracion genética si procesos actuales o histdricos limitaron el flujo génico o si las
mismas se encuentran bajo diferentes regimenes de seleccion natural. En el caso de estas dos
especies de pejerreyes la existencia de estructuracion genética poblacional podria inferirse a
partir de algunas diferencias biologicas ya conocidas en distintos sitios de su amplia
distribucion, que incluso incluye algunas potenciales barreras geograficas importantes como el

Estrecho de Magallanes y el Canal Beagle.

2. Lapotencial diferenciacion genética poblacional de los ejemplares de la costa atlantica
y el Canal Beagle estaria acompafiada por diferencias en la morfologia general del cuerpo y en

la musculatura de O. nigricans.
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9. CAPITULO 1: GENETICA DE POBLACIONES

9.1 Introduccion

La estructura genética poblacional de una especie es la consecuencia de los procesos
microevolutivos y demogréficos que actdan entre y dentro de las poblaciones, asi como de la
biogeografia histérica de los linajes [62], a partir de procesos tales como flujo génico,
seleccién, mutacion y deriva genética [63]. La variacién genética se expresa en un conjunto de
secuencias de un locus (alelos) que difieren entre si. Esta variacién puede forjar cambios
funcionales en la bioquimica o la morfologia de los individuos, y ademds impactar en su tasa
de reproduccién, supervivencia, conducta, etc.; por consiguiente, la variacion genética es
esencial para explicar la evolucién [64].

Las poblaciones de casi todas las especies, exhiben cierto grado de diferenciacién
genética en relacion a su distribucion geografica [65]. En loci neutrales, la estructura genética
depende principalmente de los niveles y patrones de flujo génico entre subpoblaciones;
mientras que, la divergencia adaptativa depende del balance entre el flujo génico y la variacién
geografica en la intensidad y modos de selecciéon [66]. En general hay una relacién
inversamente proporcional entre la movilidad de la especie considerada y la estructura
genético-poblacional de la misma [67]. En peces, por ejemplo, las especies de agua dulce
suelen presentar poblaciones genéticamente mas estructuradas que las marinas, aunque estas
ultimas sean evaluadas en escalas geograficas mas amplias [65,68]. Diferentes ecotipos de
peces han experimentado rdpidas divergencias genéticas en distintos ambientes, llegando
incluso a una especiacidn incipiente [3].

La estructura genética en organismos marinos, puede depender de factores
ecoldgicos, geogréficos, conductuales, genéticos y oceanogréficos, que determinan de qué
forma y en qué medida, gametos, cigotos, larvas, y/o adultos se dispersan, se asientan en una
nueva poblacion y se reproducen [69], pudiendo producir aislamiento entre las subpoblaciones
y contribuir a la diferenciacion genética entre las mismas.

Teniendo en cuenta que la cantidad de diferenciacién genética dentro de una especie
o poblacién, representa un balance entre las fuerzas evolutivas [70]; la diversidad genética es
dada por las mutaciones, modificada por el efecto de la seleccién natural (eficacia bioldgica),
la deriva génica (estocastisidad genética y demografica) y la migracion. El balance entre la
seleccidn y la deriva génica depende del tamafio poblacional y de la intensidad de la seleccion.
Cuando ambos factores estdn actuando, la seleccion predomina en las poblaciones grandes y la

deriva en las poblaciones pequefas. La diversidad genética dentro y entre poblaciones se puede
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representar mediante el estadistico F. Este estadistico describe el comportamiento de las
frecuencias génicas en una poblacion y precisamente el indice Fi: es la herramienta méas usada
para esta diferenciacién genética entre subpoblaciones [71]. Si no hay subdivisién poblacional,
F tenderd a cero (las frecuencias alélicas dentro de cada poblacién son muy similares) y en
caso contrario, para subpoblaciones que son muy distintas, (las frecuencias alélicas son muy
diferentes) el F tenderd a 1.

En los tdltimos afios, una de las aproximaciones preferidas para la estimacién de
niveles de flujo génico entre poblaciones es la Filogeografia. Esta disciplina estudia los
“principios y procesos que determinan la distribucion geografica de los linajes, especialmente
a nivel intraespecifico o entre especies estrechamente emparentadas” [72]. Este se puede
utilizar para intentar comprender los distintos procesos involucrados en la evolucion de las
especies. Es decir, la filogeografia es la interpretacion de la extension y el modo en que los
procesos demograficos histdricos han dejado rastros evolutivos en la distribucién geogréfica
actual de caracteres genéticos [72], utilizando informacién temporal (histdérica) que ha sido
posible obtener a partir del analisis de la informacién contenida en las moléculas de ADN. Por
otra parte, permite determinar fronteras entre especies e identificar unidades de conservacion
[63,72,73]. Analizar los patrones filogeograficos de especies co-distribuidas ayuda a
hipotetizar potenciales eventos comunes de vicarianza o dispersion y a identificar los origenes
geologicos, ecoldgicos o etoldgicas que pudieran haber influido en ellos [74], apoyandose de
la informacion sobre comportamiento, caracteres morfométricos, caracteres de historia de vida,
relaciones filogenéticas con especies cercanas, paleontologia, geologia, historia geografica, etc.

Los marcadores moleculares mitocondriales son habitualmente utilizados para el
andlisis de la estructura poblacional y filogeografia de las especies, ya que presentan algunas
ventajas respecto de los marcadores nucleares, aunque actualmente existen nuevas
herramientas mas eficaces para estudios filogeograficos, como ser los estudios genémicos por
ejemplo RADseq. En particular, los marcadores moleculares mitocondriales existen en copias
multiples dentro de cada célula eucariota lo que facilita su extraccidn y posterior amplificacion
por PCR; poseen tasas de mutacidn varias veces mayores que las de los genes nucleares por lo
que son muy informativos, en particular para el estudio de linajes genéticos que han divergido
recientemente y se heredan de manera haploide sin recombinacién (aunque hay excepciones),
generalmente por via materna, lo que permite generar filogenias intraespecificas (filogenia de
genes) que pueden ser interpretadas como el linaje materno del pedigree de un organismo. Las
secuencias de ADN mitocondrial registran la historia por descendencia de linea materna de

eventos mutacionales, los cuales pueden relacionarse en un filograma (red 6 arbol de genes)
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[72,73]. La Region Control se usé para andlisis filogeograficos en escalas pequefias de tiempo
evolutivo (miles o cientos de miles de afios), ya que, como se menciond, tiene una tasa
excepcionalmente alta de sustitucién de nucleétidos y altos niveles de polimorfismo
intraespecifico [75].

Las distancias geogrificas y genéticas [76] entre las poblaciones se correlacionan
[77,78], generando lo que se conoce como el principio de aislamiento por distancia [79]. Este
principio expone que los individuos mds cercanos geogrificamente tienden a aparearse con
mayor frecuencia en relacién a aquellos que se encuentran mds distantes y se cumple excepto
que barreras de diferentes tipos interrumpan el flujo génico [80].

Los eventos climdticos pueden ser relacionados a cambios demogréficos en el
pasado, ya que, si las variaciones en el tamafio poblacional son grandes, estas dejan improntas
genéticas en las poblaciones. En las zonas de altas latitudes, los principales procesos naturales
que afectaron a la arquitectura de las poblaciones fueron las glaciaciones. Durante los periodos
frios se habria producido una retraccion hacia menores latitudes de la biota en general que
habria permanecido viable en diferentes refugios o poblaciones aisladas (favoreciendo la
divergencia genética en condiciones alopdtricas) a partir de las cuales se habria producido la
recolonizacion hacia latitudes mayores durante los periodos calidos [81].

A pesar, de que tanto O. nigricans como O. smitti son recursos de importancia
econémica por las pesquerias artesanales en la Patagonia y el Canal Beagle, se desconoce su
estructura genética poblacional, conocimiento crucial para la conservacién de los recursos y
para identificar poblaciones discretas (stocks bioldgicos) lo que seria importante para un

manejo informado de sus pesquerias

9.2 Objetivo

Determinar la variabilidad genética y la estructuracion geografica de O. nigricans y O.
smitti en la costa Atlantica y el Canal Beagle (en el caso de la primera especie) mediante el
andlisis de secuencias de ADN mitocondrial. Teniendo en cuenta las caracteristicas fisicas
extremas y los efectos de las glaciaciones en la zona austral de las costas Atlantica y del Canal
Beagle, hipotetizamos que existiria una diferenciacién genética en los sitios de la Patagonia

sur.
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9.3 Materiales y métodos

9.3.1 Obtencion de muestras

Para la obtencién de muestras de pejerreyes se realizaron campaiias en distintos sitios
de la costa Atlantica de Tierra del Fuego y en el Canal Beagle. Complementariamente se
adquirieron ejemplares a partir de pescadores artesanales de las provincias costeras patagdnicas
atlanticas de Argentina (Rio Negro, Chubut, Santa Cruz) con el propésito de abarcar casi todo
el gradiente latitudinal en el que se distribuyen las especies. La especie O. smitti se capturd
solamente en la costa Atldntica mientras que O. nigricans se capturd tanto en la costa Atldntica

como en aguas del Canal Beagle (Figura 5, Tabla 1).

) Punta Ma 'a
ina 'l a. Luisa
S nVdrela

" CANAL BEA L
o

Figura S. Sitios de muestreo de O. nigricans y O. smitti a lo largo del sur de la costa Atlantica y el Canal
Beagle. @ Ambas especies Wl O. nigricans XX O. smitti
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Tabla 1. Sitios de muestreo y nimero de individuos analizados de cada especie. * Cabe destacar que
BR es la bahia situada mds alejada del Canal Beagle en la costa argentina que se estudid en esta tesis,

aunque posee una latitud mas alta que LG debido a la forma del golfo San Matfas. CAC: costa Atldntica

Continental, CAI: costa Atlantica Insular, CB: Canal Beagle, n: nimero de individuos analizados.

Area Sitio Coordenadas Especie (n) Temporada

(Latitud-Longitud) (mes)

O. nigricans | O. smitti

CAC | B. Rosas (BR) * 41°11'S, 63°19'0 26 Otofio (May-Jun)
CAC | Las Grutas (LG) 40°48'S, 65°5'0 32 Otofio (May-Jun)
CAC | Puerto Madryn (M) 42°46’S, 65°1°0 45 Invierno (Jul)
CAC | Comodoro Rivadavia (CR) | 45°46°S,67°27°0 26 Invierno (Jul)
CAC | San Julian (SJ) 49°18'S, 67°43'0 15 Verano (Dic)
CAC | Puerto Santa Cruz (PSC) 50°1°S, 68°30° O 23 Primavera (Nov)
CAI | San Sebastian (SS) 53°17°S, 68°26°0 30 8 Verano (Nov-Mar)
CAI | Punta Popper (PP) 53°79°S, 67°67°0 21 29 Verano (Nov—Mar)
CAI | Punta Maria (PM) 53°94°S, 67°49°0 39 19 Verano (Nov—Mar)
CAI | Ma. Luisa (ML) 54°28’S, 66°28°0 36 35 Verano (Nov—Mar)
CB B. Varela (BV) 54°52°S, 67°16°0 29 - Verano (Nov—Mar)
CB B. Golondrina (BG) 54°50°S, 68°21°0 31 - Verano (Nov—Mar)

Los peces fueron colectados usando redes de enmalle agalleras, trasmallos y de
arrastre costero. Las redes de enmalle (48 m long, 2.6 m alto y 38 mm tamafio de malla) y
trasmallos (20 m long, 1.10 m alto y 230mm/50mm) se colocaron en marea creciente, en
posicion perpendicular a la costa en la zona intermareal, y fueron operadas por 6 horas durante
la noche, pasando una marea antes de la recoleccién de los ejemplares (Figura 6). La red de
arrastre costero (25 m long, 1.5 m alto y 3 mm de tamaiio de malla estirada) se us6 solamente
en el Canal Beagle, cubriendo aproximadamente 100 m de la costa desde la zona menos
profunda hasta alrededor de 1.5 m de profundidad (Figura 7). En Las Grutas y B. Rosas la
pesca fue con cafia y lineas de 3 anzuelos usdndose de carnada langostino y camarén tefiido

con colorante amarillo.
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Figura 7. Pesca con la red de arrastre en Bahia Varela.
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Los parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidad, pH y conductividad) fueron
registrados en cada sitio de muestreo con un multipardmetro Hanna HI 9828.

Los peces asi capturados fueron llevados al laboratorio. Alli, cada individuo fue
medido con un calibre digital (= 0.1mm) para obtener las medidas de largo total (LT), largo
estdndar (LS) y largo de fork (LF) y ademds se pesé cada ejemplar para obtener el peso total
(PT) (20.01g). Luego de ser fotografiado, a cada ejemplar se le extrajo una muestra de
aproximadamente 1 gr de muisculo rdpido (también denominado fast twich o blanco) tomado
del flanco izquierdo. Los tejidos se colocaron en tubos pldsticos de 2 ml con alcohol 99% y se
conservaron en freezer a -20°C para posteriormente realizar la extracciéon de ADN. Para evitar
contaminacion cruzada entre las muestras o con otras fuentes ambientales, el instrumental de
diseccién y los tubos plasticos utilizados fueron esterilizados previamente a la obtencion de

cada muestra.

9.3.2 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN total a partir de tejido muscular de cada individuo utilizando el
protocolo modificado de Miller SA et al. 1988, en el cual se realiza una digestion con proteinasa
K seguida de extraccién con cloruro de sodio y precipitacién con isopropanol. Luego la calidad
del ADN extraido fue controlada mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % con 1 pl de
GelRed™ para la visualizacion eficiente de dcidos nucleicos en buffer TBE 1X (10 mM Tris-
HCI (pH 8.0), ImM EDTA (pH 8.0), sembrando Sul. del ADN total extraido diluido 1/10 para
cada muestra con 1ul. de buffer de siembra, junto con el marcador de 100 pb de tamafio
molecular (100 pb Ladder, Fermentas) a fin de estimar la concentraciéon de ADN total obtenido

en la extraccion.

9.3.3 Amplificacion por PCR y secuenciacion

Se realizaron PCRs (reaccién en cadena de la polimerasa) para amplificar la regién
de control mitocondrial de ambas especies (814 pb de O. nigricanas y 858 pb de O. smitti) de
todos los sitios muestreadas (entre 15 y 39 individuos de cada sitio). Para ello se utilizaron los
primers Forward: peje rc3 F (5’-CCCTAACTCCCAAAGCTAGGA-3’)y Reverse: peje_ rc3R
(5’-AGCCTTTGTGCTTACGGAAC-3). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un
volumen total de 35 ul conteniendo los siguientes componentes: 17.5 pl del ADN extraido en

una dilucion 1/10 (~ 4 pg/ml) como molde, 1 unidad de ADN Taq polimerasa (Promega), buffer
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Taq polimerasa 5X, dNTPs (0.2 mM cada uno), primers (0.3 mM cada uno) y MgCI2 (1 mM).
Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo un programa de 35 ciclos en un termo ciclador
modelo 2720 de Applied Biosystems. Las condiciones de amplificacién fueron:
desnaturalizacién inicial del ADN a 95° C durante 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 30
segundos de desnaturalizacién a 94° C, 30 segundos de hibridacién de los primers al ADN
molde a 55° C y 1 minuto de extensién a 72°C, terminando con una elongacién final de 7

minutos a 72° C (Tabla 2).

Tabla 2. Detalles del ciclo de las reacciones de PCR.

Ciclado Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 95 3:00
Desnaturalizacién 94 0:30
Asociacion 55 0:30
Extension 72 1:00
Extension final 72 7:00

Los productos de PCR fueron chequeados mediante electroforesis en gel de agarosa
1 % en buffer TBE 1X tefiidos con Gel Red (GelRed Nucleic Acid Gel Stain- Biotium) y se
visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta. En cada calle se sembraron 5 ul de
producto de PCR de la amplificacién del gen mitocondrial de la regidn de control de pejerrey,
mds lul de buffer de carga y en otra calle se sembré un marcador molecular de 100 pb
(Fermentas) para corroborar el tamafio de fragmento obtenido. Al obtenerse bandas claras y
Unicas, las amplificaciones fueron enviadas con ambos primers para su secuenciacién a
Macrogen S.A. (Korea).

Los controles negativos de las PCRs incluyeron los reactivos necesarios para la

amplificacién, pero sin el agregado de ADN que actiia como molde (“template™).

9.3.4 Edicion de secuencias

Posteriormente de recibir las secuencias de Macrogen S. A., los electroferogramas que
resultaron de las secuenciaciones fueron visualizados y analizados con el software gratuito
“BioEdit sequence alignment editor” [82] y alineados en el programa Clustal W que permite
alinear secuencias multiples. Las secuencias forward y reverse fueron alineadas para confirmar

los resultados y resolver ambigiiedades. Las secuencias resultaron de muy buena calidad,
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permitiendo diferenciar a las dos especies de pejerreyes, obteniéndose secuencias de 8§14 pb

para O. nigricans y 858 pb para O. smitti que fueron utilizadas para los andlisis subsiguientes.

9.3.5 Analisis de datos

Para definir grupos de poblaciones geograficamente homogéneas y maximamente
diferenciadas genéticamente de cada una, se aplicd el programa SAMOVA 1.0 (Analisis
espacial de varianza molecular) [83]. Este programa intenta definir grupos de poblaciones de
modo de potenciar la proporcién de varianza genética debida a las diferencias entre los grupos,
mediante un procedimiento de anidamiento simulado. De esta manera se identifica el nimero
de grupos (K) que maximiza la diferenciacion genética de forma geograficamente homogénea
lo que permitiria, al mismo tiempo, identificar potenciales barreras geograficas entre dichos

grupos.

Diversidad Genética

El software DNAsp v5.1 [84] se utiliz6 para calcular los indices de diversidad
molecular de los haplotipos de la regién de control incluyendo: nimero de haplotipos definidos
(h o k), nimero de sitios polimoérficos (informativos y no informativos), diversidad haplotipica
(Hd) (expresada como la probabilidad de encontrar dos haplotipos diferentes en la muestra) y
diversidad nucleotidica () (expresa la probabilidad de encontrar sitios nucleotidicos diferentes
entre secuencias de la misma poblacién), los sitios variables e invariables y el nimero total de
mutaciones. Todos estos pardmetros fueron analizados para cada sitio de muestreo, para las
distintas agrupaciones y/o areas de muestreo (CAC, CAIL CB) y globalmente para todos los

sitios estudiados de cada especie.

Estructura Genética

La estructura genética de cada especie se estimé mediante el software Arlequin v 3.5
[85] utilizando un andlisis de varianza molecular (AMOVA por sus siglas en inglés)
coincidiendo los resultados con los de SAMOVA. Este método calcula los indices de
diferenciacion genética (FST) y el porcentaje de la variabilidad genética total que se puede
atribuir a diferencias dentro de poblaciones o entre poblaciones de una especie. La

diferenciacion entre sitios fue inferida a través de las comparaciones de los Fsr pareados, (con
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pruebas de significacion basadas en 1,023 permutaciones), teniendo en cuenta las agrupaciones
realizadas por el software SAMOVA. Los valores de Fsr se consideraron bajos (0 - 0.05),
moderados (0.05 - 0.15), altos (0.15 - 0.25) y muy altos ( > 0.25) [70].

La hipétesis de “Aislamiento por distancia” fue testeada con el test no paramétrico de
Mantel [86] usando comparaciones pareadas de Fsr (obtenidas por el software Arlequin v3.5
como ya menciondramos) y distancias geogréficas (calculadas siguiendo la linea de costa en
Google Earth). La significancia estadistica de los valores de Fsr se estim6 a partir de 10.000

permutaciones.

Historia demografica y analisis filogenético

Para evaluar si las especies sufrieron cambios demograficos histéricos se realizaron

varios andlisis que se detallan a continuacion.

e Red de Haplotipos

Para evaluar las relaciones filogenéticas entre poblaciones se construyd un drbol
filogenético de maxima verosimilitud con RAXML [87], con valores de soporte superiores al
50% (probabilidad a posterioiri), el cual se usé como entrada para generar una red de haplotipos
con el software Fitchi [88]. La configuracion de Fitchi fue estdndar, discriminando los sitios,

usando el comando - p.

o Tasa de mutacion de la region de control del gen mitocondrial.

Las estimaciones de las tasas de mutacidn especificas de ambas especies, se obtuvieron
de calibraciones de relojes relajados lognormales no correlacionados utilizando Beast v1.8.2
[89] bajo los modelos mds apropiado de evoluciéon molecular resultante de JModeltest [90]. El
archivo de entrada para Beast se armé en Beauti v1.8.2 [91] con las 5 secuencias de la regién
de control mitocondrial mds cercanas en la filogenia de O. nigricans y O. smitti, teniendo en
cuenta el trabajo de Campanella y col. 2015 [46]. El set de secuencias elegido de la base de
datos GenBank, contenia cuatro secuencias representativas de Odontesthes (O. nigricans (n°
acceso: MK989989), O. smitti (n° acceso: GQ352695) [92], O. bonariensis (n° acceso:
GQ352699) [92], O. reggia (n° acceso: FJ380106) [93] y una secuencia de Basilichthys (B.
microlepidotus (n° acceso: FI380105) [94].
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El parametro utilizado en Beast como tree prior fue Birth-death Speciation con una
tasa de crecimiento media inicial de 1 y una tasa de muerte relativa de 0.1. In prior, el ancestro
comun mds reciente (tmcra) fue seteado en 5.68 Mya, Std. Dev. =4.25 (Campanella et al. 2015)
con una distribucién normal. La corrida fue de 20 millones de iteraciones cada 1.000 pasos y
la convergencia se analizé en Tracer v 1.5 [95]. El 4rbol de médxima credibilidad se calculd

utilizando el software Tree Annotator v1.8.2 [96].

o Test de Neutralidad

Con el software Arlequin v 3.5 [97], se calcularon los valores de D de Tajima [98] y
Fs de Fu [99], para poder detectar desviaciones de la neutralidad (desviaciones significativas

del equilibrio entre mutacién y deriva genética).

e Distribucion Mismatch

Para determinar si las poblaciones exhibieron evidencia de expansion demografica
[100,101] Ia distribucién de diferencias pareadas observada y esperada fueron calculadas bajo
un modelo de crecimiento poblacional exponencial, usando el software DnaSP v 5.1 [84]. Las
distribuciones unimodales indicarian una expansién poblacional demogrifica reciente y

distribuciones multimodales sugeririan poblaciones demograficamente estables [102].

e  Bayesian Skyline Plot

Variaciones histéricas del tamaiio de la poblacién de ambas especies fueron estimadas
usando el método coalescente “Bayesian Skyline Plot” (BSP) implementado en el programa
Beast v1.8.2 [89]. Este andlisis permite estimar dindmicas poblacionales pasadas a través del
tiempo sin depender de un modelo paramétrico preespecificado de la historia demogréfica. Los
andlisis fueron realizados bajo un modelo de reloj molecular lognormal relajado no
correlacionado, con la tasa de mutacion obtenida previamente para cada especie, usando el
mejor modelo para cada especie (nominado por JModeltest 3.5 [103] y un modelo Bayesiano
constante con 5 grupos. La convergencia se inspeccioné a través de Tracer v1.5 [96]. Estos
analisis (Test de Neutralidad, Mismatch y Bayesian Skyline plot) también fueron realizados

para cada sitio de muestreo, globalmente para cada grupo y para cada especie.
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9.4 Resultados

0. nigricans

Diversidad Genética y Estructura Genética

Se analizaron 224 secuencias de 814 pb de longitud de la regién de control de O.
nigricans (subidas a Gen Bank, n° acceso MK989766) [104] de los diferentes lugares de la
costa patagénica y del Canal Beagle, de las cuales 186 fueron de Tierra del Fuego (CB y CAI)
y 38 de la CAC. Como era de esperarse en marcadores mitocondriales con alto nivel de
poliformismo, estos fragmentos mostraron gran diversidad, con 68 haplotipos distintos
definidos por 749 sitios monomdorficos (invariables), 44 sitios polimoérficos (variables) y 28 de
ellos informativos. Los haplotipos mds frecuentes se encontraron en varias poblaciones a lo
largo del rango geografico muestreado. La diversidad haplotipica global fue de 0.943 (con un
rango de 0.557 en BG a 0.963 en SS), y la diversidad nucleotidica global fue de 0.0038 (con
un rango de 0.0012 en BG a 0.042 en PSC) (Tabla 3).

La exploracién de la estructura genética geogrifica utilizando SAMOVA dio
resultados diferentes dependiendo del valor de K. Con K = 2, se observo que las poblaciones
del CB y de la CA conformaban dos grupos altamente diferenciados con un 39.83% de
variacion entre los grupos y solo un 1.14% entre las poblaciones dentro de los grupos. Con K
= 3, se diferenci6 a SJ (1° grupo), separada del resto de las poblaciones de la CA (2° grupo) y
por ultimo a las poblaciones del CB (3° grupo), con 34.82 % de variacion entre grupos y 1.38%
entre las poblaciones dentro de los grupos. Por lo tanto, considerando que la variacién entre
grupos era mayor con K= 2 restringimos el andlisis subsiguiente a estos dos grupos: CA'y CB
(Tabla 4).

Los indices de diversidad genética también variaron entre CA y el CB: siendo la
diversidad haplotipica y nucleotidica menores en los sitios del CB (Hdcg = 0.635, ncg = 0.0013)
que en los sitios de CA (Hdca = 0.950, mca = 0.0035) (Tabla 3).
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Tabla 3. Variacién genética en cada sitio de la regién de control de ADN mitocondrial de O. nigricans
alo largo de la costa patagénica y el Canal Beagle.

n: tamafio de muestras, h: nimero de haplotipos, Sp: nimero de sitios polimérficos, Spi: Sitios
parsimoniosamente informativos, Hd: diversidad haplotipica, m: diversidad nucleotidica. CAC= costa

Atlantica Continental; CAI = costa Atlantica Insular; CA = costa Atlantica; CB = Canal Beagle.

Area Sitio n h Sp Spi  |Hd I

O O San Julidn (SJ) 15 11 16 6 0.933 0.0034

5 5 Puerto Santa Cruz (PSC) 23 15 21 9 0.941 0.0042
5 San Sebastidn (SS) 30 20 20 12 0.963 0.0036
.§ — Punta Popper (PP) 21 17 16 9 0.967 0.0038
=] <
§ . O Punta Maria (PM) 39 23 21 10 0.947 0.003
g 5 Ma. Luisa (ML) 36 20 14 13 0.954 0.0034
O N’
© & [ Global CAC +IAC

e 163 |64 44 27 0.950 0.0035

— CA

3
o g CB Bahia Varela (BY) 29 6 7 2 0.69 0.0014
= )
%D & Bahia Golondrina (BG) 31 5 4 4 0.557 0.0012
m M
= 2 Global BV + BG
g 60 |8 9 5 0.635 |0.0013
©) CB

Total Todas los sitios
224 |68 44 27 0.943 0.0038
(CAC+CAI+CB)

Entonces, el andlisis de SAMOVA considerando dos grupos, CA y CB, mostré
diferencias significativas, entre grupos, dentro de las poblaciones y entre poblaciones dentro
de los grupos. La mayor variabilidad fue dentro de las poblaciones (FCT = 59.03%) y entre
grupos (FST = 39.83%), pero casi nada fue explicado por la variabilidad entre las poblaciones
dentro de los grupos (FSC = 1,14%). Es decir que, por ejemplo, al comparar poblaciones de la
CA, no se observaron diferencias significativas entre CAC y CAI (Tabla 5).

Los valores pareados de Fsr fluctuaron entre 0.000 a 0.535. Los Fsr mds altos se
observaron al comparar poblaciones entre el CB y CA (Fsr pareados= 0.397 - 0.535) siendo
significativos todos estos valores de Fsr pareados (cuadrados rellenos, Figura 8) y también
fueron significativos los Fst involucrando a la poblaciéon de PSC con SS y PM (circulos
rellenos, Figura 8); ambos resultados en concordancia con los resultados del SAMOVA (Tabla

4). Los valores Fst pareados dentro de cada grupo, CA o CB, fueron bajos (Fsr pareados =0 -
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0.085), (circulos rellenos y vacios en Figura 8) y muchos de ellos fueron no significativos

(Tabla 5).

Tabla 4. Resultados SAMOV A para las diferentes agrupaciones de O. nigricans basados en la regién
control de ADN mitocondrial. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

O. nigricans

Valor de agrupaciones K=2 K=3
Poblaciones/ Indices de Variacién CAvs CB SJ vs CA vs CB
Entre grupos (FST) 39.83%, * 34.82 %, **
Dentro de poblaciones (FCT) 59.03%, *** 63.80 %, ***
Entre poblaciones dentro de grupos (FSC) | 1.14%, ** 1.38 %, **

Tabla 5. Matriz de Fsr pareados (considerando como distancia entre haplotipos el nimero de

diferencias) en base a las secuencias de la regién de control del gen mitocondrial de O. nigricans en

diferentes sitios con sus respectivas significancias. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001.

SJ PSC SS PP PM ML BV
SJ 0.000
PSC -0.009 0.000
SS -0.004 0.023 #***
PP 0.002 0.02 -0.011 0.000
PM 0.001 0.044*** 1 -0.002 0.015 0.000
ML 0.000 0.025 -0.008 -0.012 0.01 0.000
BV 0.467%*%* | 0.416%*%* | 0.421%** | 0.474%+* | 0.397**%* | 0.432*** | 0.000
BG 0.530 *** | 0.469%%* | 0.481*** | 0.535%** | 0.445%** | 0.485%** | 0.085%**

La correlacion entre distancias geograficas (km) y genéticas (Fst), incluyendo todas

las poblaciones, mostré dos claros agrupamientos de Fst: uno cuando las comparaciones

incluyeron poblaciones de ambos grupos (CA y CB), y un segundo agrupamiento cuando las

comparaciones incluyeron poblaciones de solo un grupo (CA o CB) (Figura 8). Cuando se

realiz6 el Test de Mantel en la CA, se observé un valor no significativo (r = 0.324, p = 0.264),

por lo que no existiria aislamiento por distancia en la CA. En el CB no se realizé Test de Mantel

porque abarca solo dos sitios.
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Figura 8. Representacion grafica de la correlacion entre distancia geografica y Fsr pareados dentro de

grupos y entre grupos de O. nigricans. Los grupos son: CA (SJ, PSC, SS, PP, PM, ML) y CB (BV y

BG). Circulos y cuadrados indican valores las correlaciones de Fsr pareados - distancia dentro de grupos

y entre grupos, respectivamente. Las figuras rellenas indican las comparaciones de Fsr

significativamente distintas de cero (p < 0.05) y las figuras vacias representan Fsr que no son

estadisticamente significativos.

Historia demografica y analisis filogenético

Tasa de mutacion

La tasa de mutacién obtenida para O. nigricans fue 0.009 mutaciones/sitio/ millones
de afios (Figura 9).
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Figura 9. Estimacién de la tasa de mutacién para la regién de control mitocondrial (en sustituciones por
sitio por millén de afios) usando Beast v. 1.8.2 y estableciendo el tiempo para el MRCA de Odontesthes
en 5.68 Mya.

e Arbol filogenético y Red de haplotipos

El arbol filogenético Maximum-likelihood (Figura 11) y la red de haplotipos
exhibieron una fuerte estructuracién filogeografica, diferenciando las poblaciones del CB y la
CA (Figura 10: A y B), en concordancia con el andlisis de SAMOVA y los Fsr. La red de
haplotipos mostré relativamente pocos haplotipos compartidos, pero tres de ellos en
frecuencias relativamente altas. Uno distribuido exclusivamente en ambos grupos de la CA
(Hap 45, n = 31 = 44.9%), otro perteneciente exclusivamente a las poblaciones del CB (Hap
58, n =34 =49.3%) y el tercero, perteneciente mayormente al CB, pero también presente en
dos sitios insulares de la CA (Hap 72, n = 17 = 24.6%). Los haplotipos restantes estdn en baja

frecuencia, con varios de ellos detectados en un solo individuo (Figura 10).
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Figura 10: Red de haplotipos de O. nigricans A) representando todos los sitios de muestreo con un color
diferente, B) representando las dos areas CA (Turquesa) y CB (Rojo). El tamaifio del circulo es

proporcional a la frecuencia de cada haplotipo. Las mutaciones se muestran como puntos.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en Méxima Verosimilitud para las poblaciones de O. nigricans
obtenidas con RAXML. En los nodos los valores de soporte muestran valores superiores al 50%, los que
corresponden a probabilidad a posteriori. Sitios del Canal Beagle (CB): BV y BG. Sitios de la costa
Atlantica (CA) = PSC, SJ, SS, PP, PM y ML. Lineas rojas = CB y lineas negras = CA.
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Los valores de D de Tajima fueron negativos y estadisticamente significativos sélo en

SJ, SS y PM. Todos los valores Fs de Fu fueron negativos y significativos (Tabla 6).

Tabla 6. Valores de la prueba de neutralidad obtenidos en los 8 sitios analizadas de O. nigricans

Especie Area Sitio D de Tajima Fu’s Fu
SJ -1.638%* -15.8%%%*
CAC PSC -1.465 -25.92 1%
SS -1.5%* -26.194% 5%
PP -1.132 -26.083*#*
2 S PM -1.699%* -26.107*%*
S
S| = CAI ML -0.622 -26.468*#*
g ":'é Global CA CAC + CAI -1.971%* -26.146%*%*
-;3 BV -1.151 -27.483*#*
CB BG -0.524 -28.424% %%
Global CB BV + BG -1.240 -28.024***
Total CAC+ CAI+CB | -1.798%** -25.859%%*

Distribucion Mismatch

El analisis de distribucién de diferencias pareadas de poblaciones agrupadas en CA

y CB fue unimodal, aunque en el CB las poblaciones mostraron una distribucién en forma de

L (Figura 12). La misma unimodalidad se observa si separamos a la CAC de CAI. De la misma

forma, la distribucién de las diferencias pareadas individuales (de cada poblacién) fueron

mayormente unimodales, excepto en SJ y SS que mostraron bimodalidad.
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Figura 12. Distribuciones observada y esperada bajo un modelo de crecimiento exponencial para

O. nigricans en: A) CA, B) CB, C) SSy D) SJ.

e Bayesian skyline plot

Para estimar las dindmicas poblacionales pasadas, se usé una tasa de mutacién
obtenida por nosotros de u = 0.009 mutaciones/ sitio/por millones de afios.
Segtn el anélisis bayesiano se observd un tamafio de poblacién bastante estable en ambos
grupos. Es decir, no se pudo apreciar un signo de expansién ni en la CA ni en el CB (Figura

13) sin embargo, hay una ligera tendencia al crecimiento especialmente en CB.
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Figura 13. Estimacion del tamafio poblacional histérico usando “Bayesian skyline plot” con los
haplotipos de regién de control mitocondrial de O. nigricans en la CA 'y en el CB. El eje X estd en afios
antes del presente. El eje Y es el producto del tamafio efectivo de la poblacion (Ne) y el tiempo
generacional (t) en una escala logaritmica. Las estimaciones medias de las historias demograficas se
muestran como lineas continuas negras y los intervalos de densidad de probabilidad mads altos del 95%

estan representados por el drea entre lineas negras (color gris).

O. smitti

Diversidad genética y Estructura Genética

En O. smitti se estudiaron 220 secuencias de 858 pb en 4 sitios de la CAl y en 4 sitios
de la CAC, obteniéndose mayor diversidad haplotipica en esta especie que en O. nigricans. Se
observaron 85 haplotipos, con 747 sitios monomorficos (invariables), 106 sitios polimérficos
(variables) y 70 de ellos informativos (Tabla 7).

Se realiz6 el andlisis de SAMOVA con K =2y con K =3. Con K =2 se diferenci6 a
LG, BR y CR del resto, incluyendo a M con todos los sitios de TDF, con un 13.88% de
variacion entre los grupos y solo un 3.89% entre las poblaciones dentro de los grupos. Cuando
se probo K = 3 se diferenci6 a un grupo formado por LG y BR (1° grupo), a CR como un grupo
aparte (2°grupo) y como tercera agrupacion a todos los sitios de TDF junto a M (3° grupo), con
15.94% de variacion entre grupos y 1.63% entre las poblaciones dentro de los grupos (Tabla
8). Con ambos valores de K, todas las comparaciones fueron significativas (Tabla 8). Se
distingue un patrén muy claro en el que la mayor parte de la variacion explicada estd dentro de

las poblaciones (FCT mayor a 80%). Si bien entre grupos se observé una mayor estructuracion
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con K =3 (FST = 15.94%) que con K = 2 (FST = 13.88 %), ambos valores son mucho méis
bajos que los encontrados en O. nigricans y entre poblaciones dentro de grupos la variabilidad
fue minima (FSC =3.89 % con K =2; FSC = 1.63 % con K = 3) (Tabla 8). Por tanto, nuestros
andlisis subsiguientes se restringieron a K = 3 (1° grupo = BR - LG, 2° grupo = CR, 3° grupo =
M - SS - PP - PM - ML), teniendo en cuenta los valores obtenidos del SAMOVA, de aqui en

adelante para el resto de los andlisis.

Tabla 7. Variacion genética de la regioén de control de ADN mitocondrial de O. smitti de todos los sitios
muestreados a lo largo de la costa patagdnica, teniendo en cuenta la agrupacién dada por SAMOVA

(K =3).

n: tamafio de muestras, h: nimero de haplotipos, Sp: nimero de sitios polimorficos, Spi: Sitios
parsimoniosamente informativos, Hd: diversidad haplotipica, m: diversidad nucleotidica. CAC= costa

Atlantica Continental; CAI = costa Atlantica Insular; CA = costa Atlantica.

Area Sitio n h | Sp | Spi | Hd n

Bahia Rosas (BR) * 26 | 26 | 51 | 34 [1.000 [ 00125

Las Grutas (LG) 32 [ 32 |40 | 20 [1.000 [0.0083

g LG - BR (1° Grupo) 58 | 56 | 61 | 41 |0.999 | 0.0103

S Puerto Madryn (M) 45 | 31 | 50 | 38 Jo0.975 [o0.0112

5 Comodoro  Rivadavia 26 | 25 | 56 | 37 |0.997 | 0.015
= (CR) (2° Grupo)

'\é _ |san Sebastian (SS) 8 6 | 19 | 11 [0.929 | 0.0085

i ;:‘2 5 Punta Popper (PP) 20 | 19 | 35 | 26 ]0.924 | 0.0096

g ;’:3 ?;D Punta Marfa (PM) 19 | 14 | 25 | 14 ]0.953 | 0.0077

= |Ma. Luisa (ML) 35 | 26 | 40 | 27 [0.960 | 0.0101

M - TDF (3° Grupo) 136 | 82 | 64 | 46 ] 0.962 | 0.0101

Todos los sitios

(CAC + CA))

220 | 159 | 106 | 70 ]0.984 | 0.0119
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Tabla 8. Salida de analisis SAMOV A para las diferentes agrupaciones de O. smitti

0. smitti

Valor de agrupaciones

K=2

K=3

Poblaciones/ M, SS, PP, PM; ML M, SS, PP, PM, ML
Indices de Variacién Vs vs LG, BR

LG, BR, CR vs CR
Entre grupos (FST) 13.88%, * 15.94%, **
Dentro de poblaciones (FCT) 82.23%, *** 82.44%, ***
Entre poblaciones dentro de grupos (FSC) 3.89%, *** 1.63%, *

Los valores de Fst pareados oscilaron de 0.00 a 0.325. Todas las comparaciones que

involucran al menos un sitio de la CAC son significativas (Tabla 9).

Tabla 9. Comparaciones de Fst pareados de los sitios muestreados de O. smitti con sus respectivas

significancias.
BR LG M CR SS PP PM ML
BR | 0.000
LG | 0.031* 0.000
M 0.171*%** | 0.081*** | 0.000
CR | 0.145%** | 0.062%%* | (.]7%%* 0.000
SS 0.325%** | 0.134%** | 0.035 0.147%** 0.000
PP 0.202%** | 0.142%%* | 0.042%** | 0.161%** -0.017 0.000
PM | 0.276%*%* | 0.110%** | 0.039* 0.163%** 0.029 -0.007 | 0.000
ML | 0.280%%* | 0.135%** | (0.033** 0.160%** -0.009 -0.020 | 0.005 0.000

La correlacion entre distancias geograficas (km) y genéticas (Fsr), incluyendo todos

los sitios fue significativa, dada por la prueba de Mantel (r = 0,675, p = 0,005) (Figura 14).
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Figura 14. Gréfica de la correlacion entre distancia geografica y Fsrpareados. Los circulos indican las

comparaciones dentro de grupos y los cuadrados entre grupos. Las figuras rellenas indican valores

significativos y las vacias no significativos.

Historia demografica y analisis filogenético

e Tasa de mutacion

Para O. smitti la tasa de mutacidn obtenida fue 0.0074 mutaciones/sitio/ millones de

afos (Figura 9).

e Arbol filogenético y Red de haplotipos

La red de haplotipos y el arbol filogenético para el linaje evolutivo de O. smitti
muestran ser bastantes ramificados y complejos (Figura 15 y 16). Podemos distinguir dos
haplotipos con muy alta frecuencia y bastante estrellados: un haplotipo central (Hap 66), que

aparece en todas las poblaciones estudiadas excepto las 2 de mas al norte, y el otro haplotipo
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de alta frecuencia (Hap 74), pertenece principalmente a los sitios de la Patagonia continental,
y en menor proporcién a un sitio insular (ML) (Figura 15). El Hap 66 se encontrd en 75 (34%)
especimenes de 8 poblaciones (4 del norte y 4 del sur), mientras que el Hap 74 se encontré en
34 (15%) especimenes de cinco poblaciones (4 del norte y una del sur). El haplotipo dominante
Hap 66 esta vinculado a otros haplotipos separados por pocos pasos mutacionales, formando
una red estrellada. El otro haplotipo dominante, Hap 74, se encuentra a 5 pasos mutacionales
del Hap 66 existiendo un individuo intermedio. Ademads, se observan muchos haplotipos con
baja frecuencia pertenecientes en su mayoria a los sitios de CR y PM, posiblemente indicando

expansion poblacional reciente.

Pop Color P . x

BR " @
M ) “
CR

! 9. '
oM &

-

Figura 15. Red de haplotipos de O. smitti conectando 220 haplotipos mtDNA.
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Figura 16. Arbol
filogenético basado en
maxima verosimilitud
para las poblaciones de O.
smitti  obtenidas  con
RAXML. En los nodos los
valores de soporte

muestran valores
superiores al 50%, los que
corresponden a

probabilidad a posteriori.
Sitios de Patagonia Norte
o CAC (LG, BR, M, CR)
y Patagonia Sur o CAI
(SS, PP, PM, ML). Lineas
turquesas = CAC y lineas
negras = CAL
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e Test de Neutralidad

En O. smitti, los valores de D de Tajima fueron negativos, pero no significativos. Los

valores Fs de Fu fueron todos negativos y significativos (Tabla 10).

Tabla 10. Valores de las pruebas de neutralidad en los 8 sitios analizadas de O. smitti.

Especie Area Sitio D de Tajima Fs’s Fu
CAC BR -0.763 - 18.435%**
CAC LG - 1.043 - 25.079%**
M -0.568 - 24.687***
CAC CR (1° Grupo) -0.484 - 16.379% %

- SS - 0.005 -2.885%
'g. —Tg’ g‘) PP -0.305 - 21.408%***
Sls & PM -0.375 - 14.428%%%
= CAI ML -0.320 - 24.82]%%*
CAC LG - BR (2° Grupo) -1.370 - 66.457% %%
CAC+CAI | M - TDF (3° Grupo) - 0.849 - 74.619%%*
Total CAC + CAI -1.329 - 24.128%%%*

e Distribucion Mismatch

El andlisis de distribuciones pareadas en las poblaciones de O. smitti mostré un patrén
mds complejo que O. nigricans. Todas las secuencias juntas (CA) revelaron una distribucién
unimodal, pero la CAC y la agrupacién LG - BR manifestaron una distribucién bimodal y la
CAI CR y M - TDF mostraron multimodalidad. A excepcidén de la grafica de la sumatoria de
todas las poblaciones (CA) todas las graficas

son compatibles con poblaciones

demograficamente estables y/o genéticamente estructuradas (Figura 17 A - F).
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Figura 17. Distribucién missmatch de la regién de control mitocondrial para O. smitti de las tres
agrupaciones generada por los andlisis: A) CR, B) LG - BR, C) M-TDF, de todas las poblaciones juntas:
D) CA, y de las poblaciones segun las regiones geograficas analizadas: E) CAC y F) CAL

e Bayesian skyline plot

La traza del perfil bayesiano para O. smitti a lo largo de la CA muestra un crecimiento
leve pero constante desde hace 350.000 afios con una expansion de la poblacién, que comenzé
alrededor de 26.000 afios atrds; post- Ultima Expansién Maxima Glacial (Figura 18). Los
perfiles bayesianos por separado de la CAC y la CAI mostraron iguales tendencias (Figura no

mostrada).
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Figura 18. Estimacion del tamafio poblacional histdrico usando el método “Bayesian Skyline Plot”
con todos los haplotipos (CAC y CAI) de la regién mitocondrial de O. smitti. El eje X estd en unidades
de afios antes del presente y el eje Y representa el producto del tamafio poblacional efectivo y el tiempo
generacional en escala logaritmica. La linea negra es la estimacién de la mediana y el drea entre las

lineas azules representa la region de densidad de probabilidad mas altos del 95%.

9.5 Discusion

El presente estudio es el primer intento de dilucidar la estructura genética poblacional
de O. nigricans y O. smitti, ambas especies de amplia distribucioén en la costa de la Patagonia

argentina.

0. nigricans

Globalmente, los resultados de la diversidad genética mostraron una mayor
diversidad en los sitios de la CA que en los del CB. Estos valores menores de diversidad
haplotipica y nucleotidica en las poblaciones del CB que en las de la CA, indicarian que las
poblaciones del CB son mas recientes que las de la CA, lo que indudablemente coincide con la

historia geoldgica de la region, es decir entonces que esta menor variabilidad podria explicarse
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debido a un asentamiento mas tardio de estas poblaciones. Esta idea se ve reforzada por los
resultados del analisis del BSP, el cual muestra una poblacién de aproximadamente 20.000 afios
en el CB, plausible pensando que se origin6 luego de la ultima glaciacion.

En términos absolutos la diversidad haplotipica en O. nigricans tanto en la CA como
en el CB fue alta (valores mayores a 0.5) y la diversidad nucleotidica fue baja en ambas areas
(valores menores a 0.0038), con un nivel mas bajo en las poblaciones del CB. Segtin Grant y
Bowen [105], valores altos de diversidad haplotipica y bajos de diversidad nucleotidica indican
una acumulacion de mutaciones después de un evento de cuello de botella en la poblacion
seguido por un rapido aumento en el tamafio de la poblacion. Este aumento en tamafio de la
poblacion se puede distinguir sobre todo en el CB, segun el analisis BSP.

En O. nigricans se observé un marcado quiebre filogeografico, considerando que se
observaron dos grupos de poblaciones bien diferenciadas: por un lado, las poblaciones de la
CA vy, por otro, las poblaciones del CB. Este patrén fue respaldado primeramente por un
porcentaje significativo y alto de la variacion explicada por la varianza entre los grupos (entre
los sitios de la CA y del CB) en el SAMOVA jerarquico (FST = 39.83%, *). Secundariamente,
el patrén también fue respaldado cuando se analizé la correlacidon de Fsr y la distancia entre
las poblaciones. Todos los Fsr dentro de un area geografica (CA o CB) fueron bajos, mientras
que los Fsr entre las dreas fueron muy altos, mostrando una fuerte subdivision geografica de la
variabilidad genética entre las poblaciones de estas dos dreas. Por ultimo, el quiebre
filogeogréfico también fue observado con los andlisis filogenéticos, mostrando dos grupos
monofiléticos reciprocamente cercanos. Dentro de estos ultimos andlisis, en la red de
haplotipos, se observo una fuerte estructuracién, a pesar de que se encontraron algunos
haplotipos compartidos. Segtn la red obtenida para O. nigricans, el Hap 45 puede ser el mds
ancestral, porque estd en el centro de la red, tiene una alta frecuencia y esta presente en todos
los sitios muestreados de la CA [106]. El Hap 58 podria ser el mds ancestral del CB. Otro
haplotipo perteneciente al CB (Hap 72) tiene una frecuencia intermedia y se observd en ambos
sitios del CB y en dos sitios de la CAI Especificamente, tres haplotipos anidados dentro del
clado del CB se encontraron en individuos de la CA.

Dos diferentes factores pueden explicar esta variacién genética compartida, que se
observé en la red de haplotipos y en el arbol filogenético: uno es la retencién de polimorfismos
ancestrales por clasificacion de linaje incompleto (ILS); el otro factor es el flujo de genes
(después del contacto secundario si se considera el segundo escenario). El hecho de que tres
haplotipos del clado del CB fueran encontrados en la CA sugiere que si se ha producido una

migracién fue en direccién oeste a este, que estd de acuerdo con el principal patrén de
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migracién descripto en la zona para otros organismos como Nacella magellanica [107],
Siphonaria lessoni [108,109] y Eleginops maclovinus [110], y ademads estd en el curso de las
principales corrientes marinas en el extremo sur de América del Sur [111,112]. Por otro lado,
si la ILS fue la razén de los haplotipos compartidos, pueden haberse encontrado en cualquier
parte de la CA. Sin embargo, los haplotipos compartidos fueron encontrados en los sitios de
muestreo mds australes de la CA de TDF cerca de la supuesta zona de contacto secundario. El
bajo ndmero de haplotipos observado en los sitios del CB de O. nigricans podria indicar una
radiacién reciente de la especie dentro del Canal [113]. La red de haplotipos obtenida,
posiblemente deriva de una poblacién pasada en expansion [113].

En el CB, la baja variabilidad genética, la distribucién mismatch, el test de
neutralidad negativo, la existencia de un haplotipo con muy alta frecuencia (49.3% de los
individuos) y el BSP muestran una tendencia de crecimiento/expansién poblacional muy
reciente. Podemos pensar que la expansién de la poblacion del CB pudo haber cursado durante
el Pleistoceno. Ademads, considerando que a largo plazo la tasa de sustitucién entre especies
podria ser un orden de magnitud menor que la tasa de evolucién molecular operando en el
marco de tiempo de procesos demograficos recientes dentro de especies [114], parece
razonable que el inicio de la expansién de la poblacién hubiera sido después del Ultimo
Maiaximo Glacial (LGM). Sin embargo, varios factores pueden afectar la fiabilidad del BSP,
especialmente el nimero limitado de muestras [115,116].

La marcada ruptura genética también concuerda con las diferencias reportadas
previamente por Lattuca et al. (2015) [56] en los pardmetros de crecimiento, la morfologia del
otolito y dieta al comparar poblaciones de O. nigricans del O. Atlantico y del CB.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, planteamos la hipdtesis de que en al
menos dos escenarios diferentes pueden explicar el patrén observado en O. nigricans. El
primero puede ser una colonizacién del rango de distribucién mas meridional de la especie
(incluido el CB) a partir de poblaciones del norte de la CA después del retiro de la lengua
glaciaria que cubria el CB después del tltimo glacial (LG). El elevado valor de FST encontrado
seria explicado por un importante efecto fundador (que parece poco probable en un entorno
marino) y/o fuerte presion de seleccion para la adaptacion a las condiciones locales. De otra
manera, parece poco probable que la deriva genética por si sola pueda explicar la diferenciacién
observada, teniendo en cuenta que el patrén tipico después de una expansion de la poblacion
es la ausencia de estructura genética debido al tiempo limitado para que las poblaciones

alcancen el equilibrio de migracién-deriva.
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El segundo escenario podria involucrar diferenciacién genética en condiciones
alopdtricas durante las glaciaciones seguida de expansién durante periodos interglaciales y
contacto secundario en el extremo oriental de TDF (Peninsula Mitre). La menor variabilidad
genética encontrada en el CB también es compatible con ambos escenarios, ya que la poblacién
podria quizds ser una poblacién més pequeiia y mds nueva que solo recientemente ha invadido
el 4drea que ocupa. La fuerte diferenciacion filogeografica observada entre los dos grupos a
pesar del alto potencial de dispersién de la especie podria indicar la existencia de algunas
barreras pre o post-cigéticas al flujo de genes limitando la hibridacién y homogeneizacion
genética. El incipiente aislamiento reproductivo puede haber evolucionado como un
subproducto de divergencia en poblaciones alopdtricas [117]. La adaptacién local a las
condiciones ambientales, (considerando la discontinuidad biogeogrifica) puede haber
mantenido o reforzado el quiebre filogeografico luego del contacto secundario.

Alo largo de la CA, O. nigricans mostr6 ausencia de estructura genética, mostrando
homogeneidad genética en el grupo (FST < a 0.044). Esta ausencia de estructura genética y
geogréfica dentro de la CA en O. nigricans en un amplio rango de mas de 800 km, sugiere que
los diferentes ambientes a lo largo de la CA no son barreras para el movimiento de O. nigricans
y que el potencial de dispersién de esta especie es alto con respecto al mantenimiento de la
cohesion genética. La baja o débil estructuracion a lo largo de la CA podria ser el resultado de
expansiones recientes en el rango de distribuciéon contribuyendo a un bajo nivel de
diferenciacion, en segundo lugar a altos niveles de flujo génico por ausencias de barreras fisicas
y en tercer lugar a tamafios poblacionales grandes.

Como ya se manifestd, la variacidon dentro del grupo fue muy baja en ambos grupos
(CA o CB) y no se observo patrén de aislamiento por distancia. La ausencia de correlacion
significativa entre Fsr y la distancia geografica en O. nigricans, podria provenir de un evento
relativamente reciente de expansiéon demogriafica junto con un flujo genético alto.
Considerando las caracteristicas de la especie, la alta capacidad de dispersiéon puede lograrse
tanto por la movilidad de los adultos como por la dispersion de larvas con las corrientes [118].

Se han realizado un numero limitado de trabajos filogeograficos en la zona
[4,108,110,119,120]. En el pez E. maclovinus se encontr6 una diferenciacion entre ¢l CB y la
CA, sin embargo, la diferenciacion fue sutil y solo detectable con microsatélites [110], pero no
con marcadores mitocondriales [4]. Un quiebre filogeografico similar al encontrado en O.
nigricans, fue reportado en diferentes moluscos [108,109] y otros organismos [121,122] a la
latitud 41 sobre la costa del Océano Pacifico. Sin embargo, estas especies no muestran la misma

ruptura entre el CB y la CA. Por lo tanto, a nuestro conocimiento, este es el primer estudio en
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identificar una profunda diferenciacion filogeografica entre el CB y el Océano Atlantico
Podemos afirmar que el CB representa una barrera geogréfica para O. nigricans. Es necesario
profundizar en las razones y consecuencias de la existencia de esta barreara para la

conservacién y manejo sustentable de la especie.

0. smitti

O. smitti, se caracteriz6 por altos valores de diversidad haplotipica (mayores a 0.924)
y bajos valores de diversidad nucleotidica (menores a 0.0127), a lo largo de la CA para cada
poblacion, agrupacion y globalmente.

La estructuracion genética de O. smitti, considerando los resultados del SAMOVA,
fue poco marcada (FST = 15.94 %) y distingui6 tres agrupaciones. Por un lado, se observa a
CR, por otro a LG y BR, y por ultimo a M junto a los sitios de TDF, lo que resulta dificil de
explicar y mereceria un estudio mas profundo, que no pudo realizarse en los tiempos de este
proyecto. Sin duda la mayor parte de la varianza se explico por la varianza dentro de la
poblacion (FCT = 82.44 %, ***) y fue muy baja la variabilidad explicada entre poblaciones
dentro de los grupos (FSC = 1.63 %). La falta de una estructura genética muy marcada de
alguna manera también fue reflejada por los valores de Fsrque si bien mostro diferencias entre
las dos poblaciones de mas al norte con todas las de Tierra del Fuego (Fsr entre 0.110 y 0.325),
y entre CR y las poblaciones de Tierra del Fuego (Fsr entre 0.147 y 0.163), present6 valores
de Fst llamativos en M, que resulté una poblacion mas parecida a las de Tierra del Fuego que
a las otras de Patagonia Continental. Resumiendo, las 2 poblaciones ubicadas mas al norte (BR
y LG) constituyeron un grupo con FST muy bajo entre si, y bastante alto con todas las demas
poblaciones (> 0.141). La poblacion M revel6 un resultado dificil de entender ya que resultd
mas parecida a las poblaciones de TDF que a las poblaciones mas cercanas como BR, LG y
CR. Esta ultima resulté bastante diferente de todas las poblaciones y las poblaciones de TDF
fueron todas muy parecidas entre si constituyendo el grupo menos diferenciado de poblaciones.

La diversidad genética (haplotipica) en los tres grupos fue similar y alta, por lo que
la antigiiedad de las poblaciones seria similar. La alta diversidad haplotipica seguramente se
deba a que, en términos generales, las poblaciones tienen un alto flujo génico entre ellas sin
fuertes barreras fisicas y/o ecofisioldgicas.

La correlacién de distancias geograficas y valores Fst pareados entre todas las

poblaciones de los grupos dio significativa y consistente con un patrén de aislamiento por
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distancia segin la prueba de Mantel (r = 0.675; p = 0.005), evidenciando probablemente un
equilibrio entre flujo de genes y deriva genética.

O. smitti muestra una moderada estructura geogrdfica en la variaciéon de las
secuencias del ADNmt, que se observan en el drbol filogenético y en la red de haplotipos.
Probablemente, el Hap 66 de la red, que representa en tanto a los sitios de la isla de TDF como
a los de la Patagonia continental, es el mds ancestral y el centro de una red clésica en forma de
estrella, lo cual es indicio de poblaciones que han experimentado una expansién poblacional a
lo largo de su distribucién favoreciendo un bajo nivel de diferenciacién y un flujo génico
elevado. Sin embargo, las distribuciones mismatch de las tres agrupaciones (LG - BR, CR y M
- TDF) por separado mostraron bimodalidad o multimodalidad, lo que indicarfa poblaciones
estables demograficamente [113].

A lo largo de la CA (incluyendo todos los sitios), los valores negativos del test de
neutralidad y la distribucién mismatch unimodal soportan el posible escenario de la expansién
poblacional en el pasado [98]. El BSP también muestra una disposicion general de crecimiento
en la CA, pudiendo haber cursado en el Pleistoceno, hace 350.000 afios, donde se registra una
elevacion ocednica interglacial, la que coincide con el periodo interglacial Hoxniense
(correspondiente a la tdltima glaciacién). Los cambios climaticos del Cuaternario, podrian
explicar las variaciones en el tamafio poblacional de especies como estas de altas latitudes
[4,122].

En otras especies de Odontesthes, aunque de agua dulce, se observd diferenciacion
genética pero moderada (Fst = 0.085-0.199) entre pejerreyes del Gran Parana 'y O. bonariensis
de la Laguna Chascomus [123] y en otras especies como salmdnidos del género Oncorhynchus
se observd diferenciacion genética temporal relacionando el tiempo de migracion y la
reproduccion [124], o relacionando a cambios ambientales (inundaciones), como por ejemplo
el pez ciclido africano Pseudocrenilabrus multicolor [125]. Siempre la estructura genética
marcada es mas problable en especies de agua dulce o que pasan parte de su ciclo de vida en
agua dulce por la mayor posibilidad de barreras.

Mas alla de los importantes aportes de este estudio, es necesario un analisis mas

profundo para comprender completamente las fuerzas evolutivas que actiian sobre esta especie.

9.6 Conclusion

Los resultados indican ciertas diferencias entre las dos especies estudiadas. En
principio las distribuciones de las especies, si bien coincidian en gran parte de la CA diferian

en que O. smitti no habitaba el CB.
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La caracterizacion genética a lo largo de la CA, realizada a partir de la secuenciacion
de la regién de control del genoma mitocondrial (814 pb), en 6 poblaciones de O. nigricans y
8 de O. smitti, en la Isla Grande de Tierra del Fuego y en la Patagonia Continental (2/6 y 4/8
poblaciones, respectivamente), muestra una mayor diversidad genética en O. smitti (dada por:
159 haplotipos en 220 secuencias vs 64 haplotipos en 163 secuencias, diversidad haplotidica

de 0.984 vs 0.950, diversidad nucleotidica de 0.0119 vs 0.0035).

En O. nigricans, se observé un marcado quiebre filogeografico con una estructura
genética poblacional mostrando dos grupos bien diferenciados: la CA de Patagoniay el CB. A
lo largo de la CA la estructura genética fue muy tenue. Por tanto, se concluy6 que el CB es una
barrera fisica al flujo de genes. Los valores bajos de Fst en la CA y la ausencia de aislamiento
por distancia podria ser consecuencia de un alto flujo génico acoplado a un escenario de

expansion poblacional reciente.

En O. smitti se observé una moderada estructuracién genética, separando a las
poblaciones de la CAC de la CAI con algunos haplotipos compartidos. La relacién de la
poblacién M con el resto resulta controvertida, y serdn necesarios mds estudios para entender
por qué es mds similar a las poblaciones de TDF que a poblaciones mds cercanas como CR o

LG.

Los resultados de la estructuracidon genética en ambas especies, fueron soportados
por varios andlisis, entre ellos SAMOVA, la relacién entre los valores de FST y la distancia

geografica, el andlisis filogenético y la red de haplotipos.

O. smitti presentd una historia demografica mds antigua que las dos agrupaciones de
O. nigricans, siendo el CB el sitio mds joven, lo que se corrobora a partir de su menor
diversidad haplotipica y seria el resultado del reasentamiento postglacial mas reciente. Es decir,
la CA tiene poblaciones mds antiguas, tanto para O. smitti como para O. nigricans debido al

alto nro. de haplotipos y a la alta diferenciacion genética observada.

Los andlisis demograficos muestran claros signos de expansién poblacional en O.
nigricans del CB. En el caso de O. smitti, si bien los valores de los estadisticos de Tajima y Fu

dan negativos, no se ve una sefial clara de expansion.

A lo largo de la CA, en ambas especies, la distribucion unimodal de las diferencias
pareadas y los valores negativos de las pruebas de neutralidad globales, indicarian un Gnico
refugio, es decir reflejarian una posible expansién desde un unico refugio ubicado

probablemente al NE de su actual distribucién.
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La actual arquitectura genética de las poblaciones; particularmente en zonas de alta
latitud; podria ser consecuencia de los cambios climdticos ocurridos durante el Cuaternario, es

decir procesos naturales asociados a cambios demogréficos.

Estudios futuros, idealmente usando enfoques de todo el genoma como RAD-seq, se
podrian realizar para intentar evaluar el grado de hibridacidn, especialmente en la zona de
contacto secundario (Peninsula Mitre o Peninsula de Valdés). Ademads, estudios en otras
especies con una distribucién continua en estas zonas son necesarios para evaluar el nivel de

generalidad de éste patrén biogeografico.
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10. CAPITULO 2: MORFOMETRIA GEOMETRICA

10.1 Introduccion

Los procesos ecolégicos y evolutivos que influyen sobre la biodiversidad y por lo
tanto aportan al conocimiento de base para la administracién y conservacién de las especies,
se ven reflejados en el andlisis de la variacion fenotipica a nivel geografico [126,127]. Las
diferencias morfolégicas entre individuos pueden deberse a una variedad de procesos
biol6gicos como, por ejemplo: adaptacién a condiciones ambientales locales, cambios
ontogenéticos inducidos por el ambiente (plasticidad fenotipica), o divergencia evolutiva
[127,128]. Ademds, los patrones geogréficos en la forma y el tamafio del cuerpo son esenciales
para la identificacion de stocks fenotipicos [129].

La morfometria geométrica (MG) es simplemente una forma cuantitativa de abordar
las comparaciones de formas. Dicho de otra manera, la morfometria es una rama de andlisis de
formas utilizando matemadticas que permiten ilustrar y explicar las diferencias de formas
ofreciendo informacidn y descripcién precisa [130]. En muchos estudios bioldgicos, el anélisis
de forma juega un papel importante, como una aproximacién para comprender la variacién y
transformacién morfoldgica [130].

Las técnicas de MG basadas en andlisis de imagenes digitalizadas han resultado ser
muy buenas en la identificacion de stocks fenotipicos [131,132].

La MG que se basa en métodos de landmarks, compara la geometria de los
individuos utilizando un sistema de coordenadas espaciales, basdndose en puntos anatémicos
unicos homélogos [131,133—135]. Las deformaciones descriptas en las coordenadas de los
landmarks, llamadas partial warps, pueden utilizarse en conjunto con los métodos
convencionales de andlisis multivariado, como los anélisis de componentes principales y la
familia de analisis de discriminante [136].

Para la biologia, los landmarks son loci anatémicos discretos que pueden ser
reconocidos como los mismos en todos los individuos del estudio; y matematicamente, los
landmarks son puntos de correspondencia, coincidentes dentro y entre poblaciones. Los
landmarks se clasifican en tipo I, Il y semilandmarks [134] y deben proporcionar una muestra
de morfologia suficientemente completa para que se puedan descubrir las caracteristicas de
importancia bioldgica. Los landmarks de tipo I se localizan en uniones de tejidos diferentes y
habitualmente se identifican facilmente (ej. insercidon de una aleta). Los de tipo II se ubican en

las zonas de mayor curvatura (ej. mitad de curvatura del opérculo). Los semilandmarks se
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ubican considerando la posicién de otros landmarks y cominmente no representan estructuras
anatomicas homologas, aunque matemdticamente se consideran como homdlogas [130].
Debido a que los landmarks desempefian un papel fundamental en la MG, es importante
entender su funcién en un andlisis de forma. Respecto a la configuracién de landmarks, las
posiciones (coordenas) de un set de landmarks representan un simple objeto, conteniendo
informacién sobre el tamafio, la forma, orientacién y sitio. El nimero de landmarks es
representado por K, y la dimensionalidad (nro. de coordenadas) es normalmente representada
por M.

La MG con coordenadas de landmarks resuelven muchos de los problemas que
enfrentan los métodos tradicionales de medicidn, ya que las relaciones espaciales propias de
cada configuracién de landmarks permiten, en general, una descripcién de la forma més precisa
que la morfometria tradicional de medidas lineales [137]. Los métodos morfométricos
geométricos facilitan la interpretacién visual e intuitiva, ya que los enfoques morfométricos
convencionales no son adecuados como herramientas discriminatorias. La MG es la manera
mas efectiva de capturar informacién sobre la forma de un organismo, especialmente cuando
se combinan con estadistica [136,138]. Ademas, la MG facilita extraer y comunicar la
informacion sobre la localizacion espacial de variacion morfoldgica (su magnitud, posicion y
extension espacial sobre los organismos); detectando cambios de formas sutiles y permitiendo
una visualizacion e interpretacion sencilla de las diferencias en la forma [130].

Entonces, complementando a los andlisis genéticos informados en el capitulo
anterior, la técnica de MG es considerada apropiada para estudiar estructura de poblaciones, y
ha sido usada para discriminar entre poblaciones de peces [139].

Los aterinidos tienen una gran plasticidad fenotipica para adaptarse a variaciones
ambientales. En pejerreyes marinos se observaron diferencias morfoldgicas y meristicas en
estructuras 6seas a lo largo de la costa argentina [140,141]. En términos de morfologia, los
tamanos de cuerpos de adultos registrados varian de 250 mm a 520 mm de longitud [142]. Es
dificil distinguir a simple vista las diferentes especies de pejerrey, incluso si son especies
marinas o dulceacuicolas, por lo que, el anélisis de MG parece ser a priori una alternativa
robusta para la discriminacién entre especies de éste género o incluso poblaciones de una
misma especie. La discriminacién entre especies del genero se hace normalmente utilizando la
clave publicada por Dyer 2006, que en el caso de O. nigricans indica que el origen de la primera
dorsal se sitia sobre la primera mitad de la aleta pélvica y que el origen del dltimo radio de la
segunda aleta dorsal se sitda notablemente anterior al dltimo radio de la aleta anal [48,55]

mientras que O. smitti presenta el origen de la primera dorsal situada sobre la mitad posterior
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de la aleta pélvica y que el origen del dltimo radio de la segunda aleta dorsal se sitiia sobre el
origen del dltimo radio de la aleta anal. Esta clave se ha utilizado para los pejerreyes del Canal
Beagle, aunque nunca ha sido corroborada ni contrastada con la genética de las especies y
tampoco se ha investigado si existen diferencias interespecificas. Si bien O. nigricans y O.
smitti son distinguibles genéticamente (ver capitulo 1) algunas variaciones geogréficas
(morfologia, patrones reproductivos, crecimiento y mortalidad) no son siempre consistentes
con la variacién genética. En algunas situaciones, ésta variacién es relacionada a plasticidad
fenotipica como un resultado de diferentes condiciones ambientales [132]. Diferentes presiones
selectivas pueden generar y mantener diferentes fenotipos y los andlisis morfolégicos son utiles
para mostrar esas diferencias adaptativas [143].

En resumen, en éste capitulo, utilizamos el anélisis morfolégico geométrico (MG)
para discriminar entre dos especies de pejerreyes O. nigricans 'y O. smitti, analizando 8 sitios
de muestreo en el caso de O. nigricans y 5 sitios de muestreo en el caso de O. smitti, a lo largo
del amplio gradiente geografico. Buscaremos identificar diferencias anatémicas significativas
entre estas dos especies marinas, y también utilizar la variacién morfolégica como una

aproximacién para discriminar stocks fenotipicos en sus poblaciones.

10.2 Objetivo

Estudiar las diferencias en la morfologia corporal de estas dos especies de pejerreyes:
O. nigricans y O. smitti, analizando mediante técnicas de MG, la forma general del cuerpo; y
también analizar si existen diferencias intraespecificas en individuos provenientes de distintos
sitios de la costa Patagénica Atlantica y el Canal Beagle. La morfologia del cuerpo permitira
contrastar la estructura poblacional encontrada a partir de las técnicas genéticas con la que se
desprende de la variacién fenotipica, enriqueciendo la interpretacion acerca de las causas y

consecuencias de la estructuracion.

10.3 Hipotesis

Dado que el disefio corporal de cada especie de pez presenta cierto tiempo de evolucion
separada de las otras especies (aproximadamente 5 millones de afios), esperamos que existan
diferencias entre las dos especies de pejerreyes. Dado que la evoluciéon también incluye
adaptaciones locales y que la historia de vida de los peces estd profundamente relacionada con

el ambiente (luz, corrientes marinas, depredadores, etc.) que el pez frecuenta se propone que
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existiran diferencias en la morfologia corporal (principalmente en la cabeza y el pedinculo
caudal relacionadas potencialmente con diferencias en la alimentacién y las capacidades

natatorias) entre las distintas poblaciones de peces en ambas especies.

10.4 Materiales y Métodos

10.4.1 Obtencion de muestras

Los peces se obtuvieron de la misma manera que para el estudio genético poblacional
explicado en el Capitulo 1, detallado en 9.3.1.

Se utilizaron un total de 242 individuos de O. smitti y 582 de O. nigricans,
provenientes de distintos sitios del Canal Beagle y la costa Atlantica (Tabla 11). El rango de
talla de los individuos muestreados varié entre 20 a 36 cm de los cuales el 98.5% de los
individuos se encontraba en estadio adulto/subadulto.

O. nigricans y O. smitti son capturadas cada afio en diferentes meses dependiendo de
la region. En la costa Atlantica de Tierra del Fuego (53° - 55° S) se capturan comercialmente
entre los meses de noviembre a marzo, donde la temperatura del agua estd entre 10y 14°C, y
muchas hembras capturadas mediante pesca artesanal muestran génadas maduras sugiriendo
periodo de desove. Que las especies no sean capturadas por los pescadores artesanales en otros
meses no indica necesariamente que no estén presentes en esos ambientes, pero que quizas el
esfuerzo pesquero para capturarlas no valga la pena dada la abundancia de esas poblaciones en

esas épocas del afio por variaciones de distribucidon, comportamentales, etc.
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Tabla 11. Sitios de muestreo y nimero de individuos analizados de cada especie. CAC: costa Atlantica

Continental, CAI: costa Atlantica Insular, CB: Canal Beagle, n: nimero de individuos analizados.

Area de Sitio n / Especie Temporada de
muestreo muestreo (mes)
O. nigricans | O. smitti
CAC Bahia Rosas (BR) 74 Otofio (May-Jun)
Las Grutas (LG) 75 Otofio (May-Jun)
Comodoro Rivadavia (CR) 43 Invierno (Jul)
Puerto Santa Cruz (PSC) 52 Primavera (Nov)
San Sebastian (SS) 87 Verano (Nov-Mar)
CAI Punta Popper (PP) 8 4 Verano (Nov-Mar)
Punta Maria (PM) 69 46 Verano (Nov-Mar)
M. Luisa (ML) 136 Verano (Nov-Mar)
Canal Bahia Varela (BV) 112 Verano (Nov-Mar)
Beagle (CB) | Bahia Golondrina (BG) 118 Verano (Nov-Mar)
Total 582 242
10.4.2 Analisis

Se fotografiaron ejemplares de cada poblacién estudiada hasta alcanzar un n minimo
de 40 individuos por sitio (de alrededor de 22-30 cm de largo), excepto en PP (8 individuos),
debido a necesidades de las técnicas a utilizar (Tabla 11). Para estandarizar las condiciones de
la fotografia, se siguieron las recomendaciones (orientacién, zoom, uso de macro, etc.)
propuestas por Zeldich y col. [130]. Los ejemplares fueron fotografiados con una camara digital
marca Nikon modelo coolpix 4600, utilizando un estativo para mantener la cimara a 30 cm de
los individuos y se utiliz6 un nivelador de burbuja para constatar el nivel de la cAmara de fotos
respecto al pez y que estuvieran en planos paralelos. En cada fotografia se colocaron 20
landmarks (puntos) morfoldgicos sobre el costado izquierdo del pez escogidos siguiendo a
Bookstein y col. [144] (Figura 19, Tabla 12), utilizando el programa TpsDig2 [145] para
determinar sus coordenadas en los ejes “x” e “y”. Posteriormente las imagenes fueron
procesadas mediante software especificos para morfometria geométrica (Morphol, TPS) [120],
realizando un andlisis por medio de la utilizacién de landmarks. Los puntos se discriminaron
entre landmarks tipo I (16), tipo II (3) y semilandmarks (1) segtin la nomenclatura de Bookstein
[134,144]. El anélisis de la MG de los pejerreyes se realizo segtin el método de la superposicion

de Procrustes por minimos cuadrados [130]. Este consiste en transformar la configuracién de
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landmarks, que define una estructura, mediante reescalado, rotacidn y translacién. De este

modo se extrae toda la informacién que no es relativa a la forma (como el tamafio) y se

minimizan las diferencias y las distancias Procrustes entre todas las configuraciones de

landmarks de 1a muestra [144]. El unbending se utiliz6 para corregir la posicién del cuerpo con

los landmarks 1, 15 y 20. El landmark 20 se utiliz6 solamente para realizar el unbend y luego

fue eliminado para el andlisis estadistico.

Tabla 12. Descripcion de los landmarks y semilandmarks utilizados para evaluar las variaciones en

forma de los peces. Abreviaturas: Lm, landmark.

Lm Descripcion Tipo
1 Extremo anterior del labio superior I
2 Extremo inferior de la insercién del labio I
3 Extremo anterior y medio del ojo II
4 Centro y medio del ojo I
5 Extremo posterior y medio del ojo I
6 Techo medio del craneo (siguiendo la linea negra que sale de la pectoral) II
7 Mitad de curvatura del opérculo II
8 Contacto entre el opérculo y el lado ventral del cuerpo I
9 Insercion del radio superior de la aleta pectoral I
10 Insercion anterior de la primera aleta dorsal I
11 Insercién posterior de la primera aleta dorsal I
12 Insercion anterior de la segunda aleta dorsal I
13 Insercion posterior de la segunda aleta dorsal I
14 Extremo superior de la aleta caudal I
15 Punto medio de la mancha caudal I
16 Extremo inferior de la aleta caudal I
17 Insercion posterior de la segunda aleta ventral I
18 Insercién anterior de la segunda aleta ventral I
19 Insercién anterior de la primera aleta ventral I
20 Punto de interseccion entre la estola de coloracion plateada lateral y la | semilandmark

linea que une los Lm 11 y 18 (Sélo se usa para realizar el Unbend)
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Figura 19. Localizacién de los landmarks en un ejemplar de O. nigricans. Las lineas rectas indican:

entre los landmarks 10-19, la ubicacion de las inserciones de la primera aleta dorsal y la aleta pélvica;
entre los landmarks 13-17, 1a ubicacién del dltimo radio de la segunda aleta dorsal y el dltimo radio de

la aleta anal, siguiendo la clave de Dyer 2006. Escala: 1 cm.

En primer lugar, se compararon las dos especies de pejerreyes, utilizando sélo las
poblaciones de la costa Atlantica en el caso de O. nigricans, ya que O. smitti no se encuentra
en el Canal Beagle, para reconocer potenciales diferencias entre los morfotipos. Para ello se
realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP) sobre la matriz de covarianza.
Seguidamente se diagramé un wireframe para distinguir precisamente los puntos de
diferenciacion y se realizé una prueba de validacion cruzada para observar como se asignan
los individuos a cada especie.

En segundo lugar, se realiz6 el andlisis de O. nigricans para observar las diferencias
entre los diferentes sitios tanto en la costa Atlantica como en el Canal Beagle. Analizando
ambas dreas juntas (todos los sitios de la CA y el CB) y luego por separado. Cuando se
estudiaron las dos dreas juntas se aplicé un andlisis de componentes principales (ACP) sobre
la matriz de covarianza, para diferenciar por sitio y drea. Se realizaron las gréficas de: lollipop,
transformation grids y wireframe y posteriormente se realiz6 un andlisis de variacién canénica
(AVC) para encontrar las caracteristicas morfolégicas que mejor discriminan; es decir la
mdxima discriminacién entre los grupos estudiados. Se obtuvieron las grillas de deformacion
para destacar las zonas principales de variacién en forma. Se efectuaron un total de 1000
permutaciones de individuos entre grupos como test no paramétrico de la significancia de la
distancia Procrustes y de Mahalanobis entre pares de grupos. Posteriormente se realizaron
pruebas de clasificacion (correcta/incorrecta) mediante validacién cruzada entre pares de
poblaciones utilizando el programa MorphoJ [146]. Cuando se estudiaron las dos dreas por

separado (costa Atldntica y Canal Beagle), se realizaron los mismos andlisis excepto en el
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Canal Beagle que no se calcul6 AVC ni validacién cruzada debido a que solamente se
estudiaron dos sitios en el Canal.

En tercer lugar, se analizaron todos los sitios de O. smifti en la costa Atlantica
efectuando los mismos anélisis que para los sitios de O. nigricans.

Los andlisis estadisticos tanto para las especies como para las distintas
subpoblaciones indicardn si existen o no diferencias significativas. De existir las mismas, en el
caso de las poblaciones, se comparardn con las estructuras que arrojara el andlisis genético de

ambas especies.

10.6 Resultados

O. nigricans vs O. smitti

Los analisis de componentes principales (ACP), discriminante (AD) y de variantes
candnicas (AVC), se realizaron con los residuos de dicha regresién; ya que la regresion entre
forma y tamafio mostrd la existencia de alometria significativa, lo que significa que los
individuos analizados tuvieron variacién del tamafio por variaciéon ontogenética (dentro de los
grupos) sumada a la variacion entre los grupos.

Se puede distinguir cada especie diferenciada segin los dos primeros componentes
principales (Figura 20). La variaciéon dada por los dos primeros componentes principales (CP)
calculados sobre las variables de forma general del cuerpo, explica el 64 % de la variacién

acumulada (Tabla 13).

Tabla 13. Datos de los autovalores obtenidos del anélisis ACP de todos los individuos de ambas especies

juntos.
Autovalores | %Varianza | % Acumulado
0.000796 52.61 52.61
0.000165 10.88 64.49
0.000983 6.49 69.99
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Figura 20. Representacién grafica del andlisis de componentes principales (ACP) para el cuerpo

completo en los individuos de todos los sitios de las dos especies juntas.

Para interpretar la variacion de la forma descripta en el andlisis de componentes
principales (ACP), se generaron diagramas wireframe para mostrar el cambio de la forma en
los extremos positivos y negativos de los ejes de los CP del diagrama obtenido del ACP (Figura
20), representando a los sitios de O. nigricans el factor positivo = 0.05 y a O. smitti el factor
negativo = - 0.05 (Figura 21). Los diagramas wireframe muestran que la variacién de la forma
ocurre en la regién del pedinculo caudal, observandose el pedinculo mas largo y angosto en
O. nigricans. Ademas de la forma es importante también comparar la insercién de la primera
dorsal en relacién al comienzo de la pélvica y el final de la segunda dorsal en funcién del final
de la anal, dado que son los items que usa Dyer para diferenciar a las especies de Odontesthes,

como ya explicdramos en la introduccién.
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Figura 21. Diagrama wireframe que describe la forma de ambas especies A) con los valores extremos
positivos del CP 1 que representan a O. nigricans (Factor de escala: 0.05) y B) con valores negativos del
CP 1 que representan a O. smitti (Factor de escala: - 0.05). Linea celeste: forma consenso, y linea azul:

forma a la escala.

En las pruebas de validacién cruzadas, se observan que los individuos fueron
correctamente asignados a su grupo de origen con > 99.6% para todas las comparaciones

pareadas O. nigricans u O. smitti (Tabla 14 y Figura 22).

Tabla 14. Pruebas de validaciéon cruzadas de comparaciones pareadas para O. nigricans 'y O. smitti.

Funcién Discriminante

Grupo Asignado O. nigricans O. smitti Total % Validacién
Grupo de Origen

O. nigricans 580 2 582 99.6%
O. smitti 0 242 242 100%

Validacion Cruzada

Grupo Asignado O. nigricans O. smitti Total % Validacion
Grupo de Origen

O. nigricans 580 2 582 99.6%

O. smitti 0 242 242 100%
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Figura 22. Frecuencias de las comparaciones pareadas de todos los individuos (O. nigricans + O. smitti)

de la costa Atlantica.

O. nigricans

La figura 23 muestra la posicion de los 19 landmarks y su variacién para todos los

ejemplares de O. nigricans analizados.

Figura 23. Posiciéon media de los 19 landmarks; realizada mediante superposicién de Procrustes;
utilizados para analizar los cambios de forma en O. nigricans de los 8 sitios de muestreo de esta especie.
Los puntos azules de mayor tamafio ubicados en el centro de cada nube corresponden a la configuracién

de consenso.
Cuando se realiza la regresion de todos los ejemplares de O. nigricans, incluyendo

todas las poblaciones, sin discriminar por poblacién se obtiene un valor p < 0.0001 y dentro de

subgrupos un p = 0.0309, indicando esto que existe alometria.
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Analisis de Componentes Principales

Inicialmente al realizarse el Andlisis de Componentes Principales (ACP), el
porcentaje de variacion explicada por los tres primeros componentes principales (CP)
calculados sobre las variables de forma general del cuerpo en todos los individuos de todos los
sitios de muestreo de O. nigricans fue del 51.94 % (Tabla 15), mediante el cual fue posible
distinguir entre sitios. Los cambios de la forma de los ejemplares de O. nigricans asociados a
los dos primeros componentes principales se encuentran representados en la Figura 24. En la
misma se puede observar la diferenciacién marcada entre los individuos de la CA y los del CB,

establecidas en el ancho del cuerpo y el largo del pedinculo caudal.

Tabla 15. Andlisis de Componentes Principales de todas las poblaciones juntas de O. nigricans:

Coordenadas de Procrustes con sus correspondientes autovalores y porcentajes de varianza.

Autovalores % Varianza % Acumulado

1 | 0,00023595 26,132 26,132
2 | 0,00014768 16,356 42,488
3 | 0,00008537 | 9,455 51,943

Al igual que en la comparacién de las dos especies, para comprender la variacién
brindada por el andlisis de componentes principales, se generaron diagramas wireframe para
mostrar el cambio de la forma en los individuos de los sitios que representan al CB (extremo
positivo del eje del CP 1: factor = 0.05) y a la CA (extremo negativo del eje del CP 2: factor =
- 0.05).

Los cambios en la forma asociados al CP 1 (26 % de la varianza explicada) se centran
en el ancho del cuerpo, dado por los landmarks puntos 10, 11, 12, 13 y 19; y también al ancho
y largo del peddnculo caudal dado por los landmarks 14, 15 y 16. Como era de esperar la
posicién de las aletas dorsales y ventrales no se ven modificadas ya que es una diferencia

interespecifica, no intraespecifica (Figura 25).
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Figura 24. Relacién entre componentes principales (CP 1 y CP 2) de O. nigricans de todos los sitios
muestreados identificando A) cada sitio con una elipse y color diferente B) cada drea con una elipse de

color diferente: Cada elipse corresponde al 90% de confianza.

Figura 25. Diagrama Wireframe que describe la forma de O. nigricans. El factor de escala corresponde

a: A) 0.05 que representa al Canal Beagle y B) -0.05 que representa al O. Atlantico.

En los sitios del CB se observa un pedinculo caudal mds largo, pero més estrecho, y
cuerpo mas angosto que la forma consenso. Lo contario sucede en los sitios de la costa

Atléantica, donde se distingue el pedinculo caudal mds corto y mds ancho que la forma
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consenso, ademds mayor ancho del cuerpo. El CP 2 (16 % de la varianza explicada) describe
cambios minimos similares al CP 1, especificamente en el punto 10y 11 (en las aletas dorsales),
mostrando un desplazamiento superior de los puntos 10 y 11 (cambios observables hacia los

valores positivos del CP 2).

Analisis de Variacion Canénica

Para discriminar mejor atn entre sitios y dreas se procedié a realizar un andlisis
canbnico. En conjunto los 3 ejes discriminantes distinguen a todos los sitios entre si. La
variacién entre grupos explicada por el eje canénico 1 fue més del doble que la explicada por
el eje candnico 2 o el eje candnico 3 (Tabla 16). Especificamente el EC 1 explic6 el 63% de la
varianza entre grupos, el EC 2 el 15% y el EC 3 el 12%. Los ejes de variacién estin
describiendo la maxima discriminacion (diferencias) entre todos los sitios de muestreo. Existe
un 63% de varianza acumulada en el primer eje candnico. Ademads, el valor p de los dos tests

de permutaciones estan informando que existe alometria (p < 0.0001).

Tabla 16. Resultados de AVC donde se muestra, la mdxima discriminacion entre grupos, teniendo en

cuenta la variacion dentro de grupos.

Autovalores | % Varianza % Acumulado
1 |6.280 63.093 63.093
2 | 1.509 15.157 78.250
3 11.199 12.052 90.303
4 10476 4.783 95.086
5 10.403 4.049 99.135
6 | 0.086 0.865 100

Las distancias de Mahalanobis y de Procrustes del anélisis de variacién candénica para
todos los sitios analizados fueron significativas, excepto en ML-BV (Tabla 17 y 18).

Segtin los valores de la Tabla 18, y considerando que los sitios mds parecidos son los que
poseen los valores de las distancias de Mahalanobis mas cercanas, se observa que la distancia
obtenida para BV con BG, que son poblaciones del CB, son las mds semejantes (D Mahalanobis
= 2.2332). De la misma manera, las poblaciones que mds difieren son en general las de la CA

con los del CB (Valores que varian entre D Mahalanobis 4.048 - 6.54).
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Tabla 17. Distancia Mahalanobis entre grupos de O. nigricans

PSC SS PP PM ML BG
SS 4.4512 #**
PP 4.1941 *** | 4.0605 ***
PM 5.1707 *** | 3.3139 #** 3.9278%**
ML 3.9536 *** | 3.8713 #** 4.0270 *** 3.5942 **x*
BG 47762 *** | 59433 #** 4.0370 *** 5.4830%** 5.0409 ***
BV 5.5637 *** | 6.5368 *** 4.3775 *** 5.9991 *** 5.7479 2.2332 ##*
*=p <0.05, ¥* =p < 0.01, ¥** =p <0.001
Tabla 18. Distancia Procrustes entre grupos de O. nigricans
PSC SS PP PM ML BG
SS | 0.0252 ***
PP | 0.0200 ** 0.0159 **
PM | 0.0307 *** 0.0129 #** 0.0171 ***
ML | 0.0207 *** 0.0186 *** 0.0180%* 0.0196%**
BG | 0.0244 *** 0.0309 *** 0.02023%** 0.0308*** | 0.0252%***
BV | 0.0288 *** 0.0337 *** 0.02226%** 0.0339*** | 0.0304*** | 0.0091%**
*=p <0.05, ¥* =p <0.01, ¥** =p <0.001
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Figura 26. Eje candnico 1 vs. eje canénico 2 de O. nigricans correspondiente a A) los 7 sitios estudiadas
y B) alas dos dreas (Canal Beagle y costa Atldntica). Las elipses representan el area del 90% de confianza

para cada sitio.
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Los wireframes, del AVC mostraron que los ejemplares del CB presentan un

abdomen mas angosto que los ejemplares de la CA (Figura 27).

.1|’|_._11 ]

Figura 27. Wireframe del CVA de O. nigricans de todos los sitios estudiados, representando: A) la costa

Atlantica y B) el Canal Beagle (factor de escala = 5).

Segtn la grafica de la figura 26 A), BG y BV son mads parecidas entre si respecto a las
poblaciones de la CA (PSC, SS, PP, PM y ML), observandose esta diferenciacion en el eje de
la VC 1. El eje de la VC 2 no distingue a las poblaciones. Otra manera de observar esta
informacién es con las distancias de Mahalanobis entre grupos.

Cuando se realizo el andlisis en MorphoJ combinando los sets de datos del CB y de la
CA se observé que hay alometria entre los ejemplares (p = 0.0005).

Los grupos estuvieron conformados por 354 ejemplares de la costa Atldntica y 230
ejemplares del Canal Beagle. El andlisis de la funcién discriminante mostré un alto porcentaje
(> 97%) de asignacion a su correspondiente poblacion (Tabla 19). La validacién cruzada
realizada para evaluar la fiabilidad de la discriminacién entre grupos mediante comparaciones
pareadas, correctamente asignd a los individuos a sus grupos en general en mas del 97 % de

los casos (Figura 28).
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Tabla 19. Pruebas de Funcién discriminante y validacién cruzada donde se indica la cantidad de
individuos que fueron correctamente asignados a su grupo de origen para las comparaciones de C.

Atlantico y C. Beagle.

Funcién Discriminante

C. Atléntico C. Beagle Total % Validacion
C. Atlantico 347 5 352 98.58%
C. Beagle 3 227 230 98.69%
Validacién Cruzada
C. Atléntico C. Beagle Total % Validacion
C. Atlantico 342 10 352 97.16%
C. Beagle 3 227 230 98.69%
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Figura 28. Representacion de la validacion cruzada de las muestras de O. nigricans.

Canal Beagle

En el andlisis de las poblaciones del CB solamente, los residuos de la regresioén dieron un
valor p = 0.018, por tanto, hay alometria, es decir hay cambios de dimensién relativa de las

partes corporales correlacionados con los cambios en el tamaio total (Figura 29).
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Figura 29. Componentes principales (CP 1 vs CP 2) de los sitios del Canal Beagle.

Al realizar el Andlisis de Componentes Principales (ACP), el porcentaje de variacién

explicada por los dos primeros componentes principales (CP) calculados sobre las variables de

forma general del cuerpo en todos los individuos capturados en el Canal Beagle fue del 38 %

(Tabla 20).

Tabla 20. Datos de autovalores obtenidos del andlisis ACP de los individuos del Canal Beagle.

Autovalores | % Varianza | % Acumulado
1 0,00013322 | 23,191 23,191
2 ] 0,00008529 | 14,847 38,039
3 | 0,00005450 | 9,488 47,527

En los componentes principales de las poblaciones del Canal Beagle, el landmark 11

(-0.764; 0,067) y landmark 10 (-0,408; 0,025) son los que muestran mayor variacion,

representando éstos las inserciones (anterior y posterior) de la primera aleta dorsal.
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El porcentaje de variacidn explicada por los tres primeros componentes principales (CP)

calculados sobre las variables de forma general del cuerpo en todos los individuos de la CA de

O. nigricans fue del 60% (Tabla 21). Los datos de todos los sitios de la CA son alométricos (p

<0.0001).

Tabla 21. Datos de los primeros autovalores obtenidos del andlisis ACP de todos los ejemplares de los

sitios muestreados en la costa Atlantica.

Autovalores %V arianza % Acumulado
1 0,00050616 43.396 43,396
2 0,00010527 91,026 52,421
3 0,00009724 8,337 60,758
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Figura 30. Componente principal 1 vs Componente principal 2 de O. nigricans de la costa Atlantica.

Los colores se corresponden con los 5 sitios estudiados. Las elipses representan el drea del 90% de

confianza para cada sitio.
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Teniendo en cuenta los componentes principales, los landmarks 8 (0.29; 0.07), 10 (-0,33;
0,21), 11 (-0,43; 0,14), 12 (-0,16; 0,13), 14 (0,17; -0,17), 15 (-0,05; -0,23), 16 (0,23; -0,11) y
19 (-0,05; 0,39), muestran mayor variacién. Estos landmarks se encuentran en las aletas

dorsales, el pedidnculo y el abdomen (Figura 31).

Figura 31. Wireframe que describe el cambio de forma asociado con valores extremos del eje del CP
1 de todos los ejemplares de la costa Atldntica de O. nigricans. A) Factor escala: + 0.05 y B) Factor de

escala: - 0.05.

Teniendo en cuenta el andlisis canénico de todas las poblaciones de la CA, podemos ver
que el eje candnico 1 diferencia notablemente a ML del resto de los sitios. El eje candnico 2,
diferencia a PSC (tnico sitio continental) de los sitios de Tierra del Fuego (Figura 32).

En conjunto los 3 ejes discriminantes diferencian a todos los sitios entre si. La variaciéon
entre grupos explicada por el eje candnico 1 fue mas alta que la explicada por el eje canénico
2 o el eje candnico 3 (Tabla 22). Particularmente el EC1 explicé el 56,66 % de la varianza entre

grupos, el EC2 el 32,66% y el EC3 el 9,05%.
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Figura 32. Eje canénico 1 vs. eje candnico 2 de la costa Atlantica de O. nigricans. Los colores se
corresponden con los 5 sitios estudiados. Las elipses representan el area del 90% de confianza para cada

sitio.

Tabla 22. Valores de datos del andlisis de CVA para los sitios de la costa Atlantica solamente, escalado

por la inversa de la variacién dentro del grupo.

Autovalores % Varianza % Acumulado
1 20.320 86.193 86.193
2 1.926 8.171 94.365
3 1.119 4.746 99.111
4 0.209 0.889 100

Todos los valores de las distancias de Mahalanobis y Procrustes resultantes del anélisis de
variacién canénica fueron significativas (Tabla 23 y 24). Los sitios mds parecidos son SS con
PM y PP (d Mahalanobis = 3.517*%% y 3.979 *** respectivamente). Los sitios que mds difieren
son los de ML (d Mahalanobis = 8.804 — 10.296) (Tabla 23).
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Tabla 23. Distancia de Mahalanobis entre grupos de todos los sitios de la costa Atlantica de O. nigricans.

PSC SS PP PM
SS 4.074%**
PP 4.069%** 3.979%*x*
PM 5.094%** 3.517%** 4.249%**
ML 8.804#** 9.093*** 8.731%** 10.296%**
*=p <0.05, **=p <0.01, ¥** =p <0.001
Tabla 24. Distancia de Procrustes entre grupos
PSC SS PP PM
SS 0.025%**
PP 0.019%** 0.016%*
PM 0.033%** 0.015%*** 0.020%**
ML 0.031%** 0.042%** 0.039%** 0.049%**

*=p<0.05, ¥ =p < 0.01, **=p < 0.001

O. smitti

El andlisis de componentes principales permitié distinguir las diferentes poblaciones

de O. smitti, a partir del porcentaje de variacién (53 %) explicada por los tres primeros

componentes principales calculados sobre las variables de forma general del cuerpo en todos

los individuos de la CA (Tabla 25). Cuando se realiza la regresién incluyendo todas las

poblaciones de O. smitti se observa que no hay alometria entre los ejemplares p = 0.814.

Analisis de Componentes Principales y de Variacion Canénica

Tabla 25. Datos de los autovalores obtenidos del analisis ACP de todos los individuos O. smitti

(obtenidos de los sitios la costa Atlantica).

Autovalores 9%V arianza % Acumulado
1 0.000153 26.381 26.381
2 0.000097 16.687 44.069
3 0.000058 10.049 53.117
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Al tener en cuenta los valores extremos del eje del CP 1, con un Factor de escala =
0.05, el cual representan a los ejemplares del sitio ubicado més al norte (BR), se vio una
variacién en el largo de la cabeza (mds alargada) y un abdomen (mds estrecho) que la forma
consenso (Figura 34 - A). Lo contrario se observé con un Factor de escala = - 0.05 (el otro
extremo del eje del CP 1), que representa a uno de los sitios mds australes (PM), donde se
distinguié una disminucién en el largo total indicada por la variacién en los landmarks 1, 2 y

6 de la cabeza y un cuerpo algo més ancho, precisamente en el landmark 19.
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Figura 33. A) ACP de O. smitti. B) AVC de O. smitti. Los colores se corresponden con los 5 sitios

estudiados. Las elipses representan el drea del 90% de confianza para cada sitio.

Segtin la informacién de los componentes principales, las variaciones mds notorias
se encuentran en la cabeza [landmark 1 (-0,54; 0,04), landmark 2 (-0,24; -0,06), landmark 3
(0, 20; 0,00), landmark 7(0,34; -0,09) y landmark 9 (0.46; -0.02)] y en el abdomen: landmark
19 (-0.02; 0.26) (Figura 34).
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Figura 34. Diagrama Wireframe de O. smitti que describe la forma con valores extremos positivos del

CP 1. A) Factor de escala: 0.05 que representa a los sitios ubicados al norte: BR y LG) y B Factor de

escala: - 0.05 que representa a los sitios de mayores latitudes.

Con los datos del AVC de todos los sitios de la CA, podemos ver que tanto el eje

canbnico 1 como 2, diferencian bien los sitios analizados a excepcién de BR y LG que los

superpone (Figura 34 - B). La variacién entre grupos explicada por el eje canénico 1 fue el

triple de la dada por el eje candnico 2 (Tabla 26).

Tabla 26. Valores de datos del andlisis de CV A para los sitios de la costa Atlantica de O. smitti.

Autovalores % Varianza % Acumulado
1 6,802 63.15 63.15
2 3,092 28.70 91.85
3 0.501 4.65 96.50
4 0.269 2.49 98.99
5 0.108 1.00 100

Los sitios mds semejantes son BR y LG (d Mahanlanobis = 2.0703***) (Tabla 27).

Se distingue diferenciacién entre los sitios de TDF con los de la CAC (d Mahalanobis > 6) y

la tabla 28 muestra las distancias de Procrustes.

90



Capitulo 2: Morfometria Geométrica

Tabla 27. Distancia de Mahalanobis entre grupos de todos los sitios de la CA de O. smitti.

BR CR LG PM PP
CR 5.9036%**
LG 2.0703%** 5.1983%**
PM 7.0059%** 5.9448%*** 5.8951%**
PP 6.4835%** 6.8204%** 6.4026* 7.5020%*
SS 6.3012 6.4715 6.2268 6.5974 7.5837

*=p <0.05, ¥ =p <0.01, ¥* =p <0.001

Tabla 28. Distancia de Procrustes de O. smitti

BR CR G oM 55
CR | 0.028%%
LG 0.0094 *** 0.0194 %%
PM 0.0302 0.0225%%* 0.0048% %%
PP | 0.0197 0.0248 % 50199" N
SS 0.0230 0.0198 0.0231 0.0290* 0.0286

*=p<0.05, ¥ = p < 0.01, ** = p < 0.001

10.7 Discusion

Los resultados de nuestros andlisis presentan una importante diferenciacién en la
morfologia geométrica, tanto entre especies como entre los diferentes sitios estudiados de las

dos especies.

O. nigricans y O. smitti

El andlisis de morfometria geométrica mostré ser suficientemente preciso como para
distinguir las dos especies de pejerreyes, O. nigricans y O. smitti, pudiendo asignar
correctamente a los individuos a sus respectivas especies en mds de un 97 % en promedio
(Figura 22).

Las formas corporales encontradas entre los individuos de ambas especies resultaron
diferentes siendo las principales diferencias morfoldgicas la posicién relativa de las aletas
dorsales y ventrales, y la zona posterior del cuerpo (el pedinculo caudal). En O. nigricans las

posiciones de las aletas coinciden con lo descripto por Dyer 2006 en la bibliografia [48], donde
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la insercién de la primera aleta dorsal se encuentra en la misma linea de la aleta pélvica y el
ultimo radio de la segunda aleta dorsal coincide con el final de la aleta anal. En O. smitti los
andlisis concuerdan también con lo analizado por Dyer 2000, donde la primera aleta dorsal se
ubica posterior o sobre el extremo posterior de las aletas pélvicas [52] y el dltimo radio de la
segunda dorsal se ubica por encima del dltimo radio de la aleta anal. Ademas, los resultados de
morfometria geométrica de este estudio permitieron observar que el pedinculo caudal es mds
largo y mds angosto en O. nigricans que en O. smitti, lo que podria estar indicando una mayor
capacidad de natacion [147]. El rendimiento de la natacion es importante para los peces porque
estd relacionado con la capacidad de obtener alimentos, evitar depredadores y realizar otras
actividades diarias [148—151]. Por ejemplo, en juveniles de trucha (Salmo trutta L.) se observé
una relacién positiva significativa entre la longitud postanal y el tiempo de resistencia donde
los individuos con regiones caudales relativamente mas largas son capaces de resistir mas
tiempo nadando frente a la corriente [147].

Como un importante érgano locomotor para la mayoria de las especies de peces, la
aleta caudal juega un papel crucial en la propulsién y guia para los peces durante la natacién
[152,153]. Las caracteristicas morfoldgicas de la parte caudal de los peces entonces, dada su
importancia para la natacidn, estd relacionada con la capacidad de alimentacion de las especies
y entonces en el reparto de los recursos.

Los resultados morfométricos permiten diferenciar claramente a las dos especies de

pejerreyes al igual que las secuencias de la regién de control lo hicieron genéticamente.

0. nigricans

En O. nigricans se observan dos resultados interesantes. Por un lado, se diferencian las
poblaciones del CA de las poblaciones del CB, y por otro lado se diferencia a un sitio de la CA
del resto de las poblaciones de la CA.

Con el analisis de morfometria geométrica incluyendo todos los especimenes de O.
nigricans, se diferenciaron todas las poblaciones estudiadas asignando correctamente los
ejemplares de cada sitio a su respectiva poblacion en mas de un 80 % en promedio. La funcién
discriminante, explica un alto porcentaje de asignacién a su correspondiente poblacion,
permitiendo distinguir claramente al CB de los otros sitios de la CA estudiados. En éste analisis,
las mayores diferencias se observan asociadas al grosor del cuerpo y al largo del pedunculo

caudal. En los pejerreyes del CB el pedinculo caudal es mas largo y angosto que en los
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pejerreyes de la CA. El resultado del analisis candnico refuerza la diferenciacion en éstas dos
grandes areas (CA 'y CB) y dentro de la CA diferencia a ML.

Las diferencias en el pedunculo caudal, podrian explicarse como consecuencia de la
natacion teniendo en cuenta que la misma cumple un rol importante en la diferenciacion
morfoldgica, interviniendo en la alimentacion y supervivencia como se mencion6 mas arriba
[148-151]. Sumado a esto, hay que considerar rasgos evolutivos, como las diferentes
condiciones ambientales que promueven el polimorfismo de las especies, entre ellas la historia
de vida, la predacion y las velocidades de las corrientes marinas, en ¢stas areas. Segun
Balestrini y col., en el CB, las corrientes de mareas medidas confirman valores de 0.15 m/s
[30] y Piola y col. indican para la corriente de Malvinas (sobre CA) velocidades de superficie
mayores a 0.5 m/s [154], por lo que las corrientes de la CA podrian ser mayores a las del CB.
No existen mediciones confiables de las corrientes costeras que podrian ser las que mas
importan dada la distribucion de esta especie, sin embargo, las diferencias de mareas, y por
ende las corrientes que estas generan, son importantes en la CA de Tierra del Fuego y mucho
menor en el CB. Suponemos que las diferencias en las velocidades de la corriente podrian
intervenir directamente en el desarrollo de la forma corporal y en la distribucion de estas
especies de peces. En estudios realizados en truchas (Salvelinus fontinalis) se observd que,
tanto experimentalmente como en poblaciones naturales, los individuos que habitan ambientes
con alta velocidad de corriente desarrollan pedunculos caudales mas estrechos, aletas caudales
mas grandes y cuerpos ligeramente mas largos y delgados que aquellos individuos que habitan
en aguas de bajas velocidades de corriente [155,156]. En nuestro laboratorio un estudio de
morfologia geométrica en G. maculatus arrojé que los peces diadromos poseen pedinculos
mas largos que los que habitan lagunas encerradas [157]. En el caso de este estudio en que se
comparan las poblaciones de O. nigricans del CB y de la CA los resultados serian contrarios a
lo que se describe anteriormente. Ya que, en la CA, donde las velocidades de corrientes serian
mayores a las del CB se distinguieron pedunculos caudales mas anchos y cortos en la CA que
en el CB. Serian necesarios estudios de natacion para contrastar las capacidades natatorias con
las caracteristicas morfologicas y datos mas precisos de las corrientes presentes en los distintos
ambientes.

En el analisis morfométricos de los sitios de la CA de O. nigricans, se diferencié a ML
del resto de los sitios (seglin el PCA) y se mostr6 que los datos son alométricos. A excepcion
de ML, la diferenciacion de forma observada entre las poblaciones de O. nigricans a lo largo

de la CA no sugiri6 ninguna asociacion fuerte con tipos de habitat especificos.
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En general en O. nigricans, los sitios que mds se asemejan son los ejemplares que
representan al CB (BC y BG). En este caso, las variables morfol6gicas no muestran diferencias
marcadas entre los dos sitios que son bastantes cercanos (76 Km). En estos dos sitios no se
observaron diferencias genéticas marcadas, pudiendo asociar que BC y BG presentan
caracteristicas ecoldgicas similares y conforman una misma poblacién.

Teniendo en cuenta lo anterior, sumado a las caracteristicas oceanogréficas y la
historia geoldgica para las dos grandes areas diferenciadas (CA y el CB), como se explicé en
el capitulo 1, los resultados morfométricos permiten profundizar la diferencia de los ejemplares

en los sitios de cada area.

O. smitti

En O. smitti no se observa alometria en las muestras analizadas, diferencidndose
marcadamente a CR y PM de los otros sitios. Los sitios mds semejantes en O. smitti son LGy
BR los cuales estdn cercanos geograficamente (separados por 160 Km).

En cuanto a las diferencias corporales de O. smitti, se puede ver que las poblaciones
ubicadas mds al norte (LG y BR), poseen una cabeza mds alargada y un abdomen mas estrecho
que las poblaciones de mayores latitudes (PM y CR).

El mayor tamafio de cabeza podria relacionarse a la alimentacién, como se describid
en otras especies [158,159]. En pejerreyes, O. argentinensis, Thompson y Volpedo
concluyeron que seleccionan su alimento respecto a la disponibilidad de presas en el ambiente,
y que el tamafio de la boca y especialmente el tamafio del ojo indican que buscan y capturan
sus presas [160,161].

Teniendo en cuenta los resultados del AVC (Figura 33-B) podemos decir que la
variabilidad morfométrica en la CA fue marcada y se han formado al menos tres unidades
morfométricas diferentes. La primera ubicada en el extremo norte de distribucidon de la especie,
la segunda en la zona Centro de la Patagonia (CR) y la tercera en la zona Sur (TDF). Estas
unidades son consecuencia de la amplia distribucidn de la especie (distancias entre sitios) y
posiblemente a adaptaciones locales.

Teniendo en cuenta que, en otros estudios morfométricos basados en landmarks se
observaron diferencias de forma relacionadas entre poblaciones de peces a habitat y hdbitos
alimenticios [162,163], podemos pensar que las diferencias de forma de cabeza entre los sitios

del norte y del sur, podrian deberse a las diferentes maneras de conseguir alimentos o a
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diferentes necesidades debidas a las caracteristicas propias de las masas de agua en cada sitio

estudiado.

10.8 Conclusion

El andlisis morfométrico pudo discriminar entre especies de los pejerreyes marinos
mas australes. Se observaron diferencias morfologicas significativas entre O. nigricans 'y O.
smitti a través de la costa Atlantica. Esta diferencia se observé principalmente en la zona
posterior (el pedunculo caudal). El andlisis morfométrico evidencid que en O. nigricans el
pedanculo es mas largo y la zona anterior del cuerpo mas angosta que en O. smitti.

A su vez, se observaron diferencias morfologicas en O. nigricans en las dos grandes
areas evaluadas en esta especie, la costa Atlantica y el Canal Beagle. Estas diferencias se
basaron en el pedunculo caudal, siendo mas largo y angosto en el Canal.

En el Canal Beagle no se observaron diferencias morfoldgicas entre los individuos y
en la costa Atlantica se observaron pequefias diferencias en todos los sitios, distinguiéndose
mayormente a Ma. Luisa del resto de los sitios.

En O. smitti, se diferencio notablemente a los sitios ubicados al norte, al centro y sur
de la Patagonia, es decir, las dos poblaciones del norte (BR y LG) se diferencian igual que con
la genética, de CR y de las poblaciones de Tierra del Fuego. Estas diferencias se observaron en
la cabeza, evidenciando que, en la costa Atlantica, a latitudes menores la cabeza es mayor que
a latitudes mayores.

Los resultados morfométricos mostraron un patrén de diferenciacion entre poblaciones
similar a los analisis genéticos poblacionales. En O. nigricans la morfometria geométrica
permitid diferenciar a las poblaciones de CA y del CB de forma semejante a lo hallado a partir
de la genética de poblaciones. De la misma manera los dos sitios del CB no presentaron
diferencias morfoldgicas en concordancia con la falta de diferenciacion genética. En cuanto a
las poblaciones del CA se pudo diferenciar morfologicamente a la poblacion de ML a diferencia
de lo observado en los analisis genéticos. En O. smitti, tanto la morfometria geométrica como
la genética poblacional diferenciaron a CR.

En O. nigricans, las diferencias morfoldgicas observadas, que estarian relacionadas
con procesos sumamente importantes para la supervivencia y la reproduccion de las especies

como la alimentacion y la natacion, podrian ser indicadoras de especiacion incipiente
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11. CAPITULO 3: HISTOLOGIA

11.1 Introduccion

Los peces viven y se desplazan en el agua, que es un medio mas denso que el aire, lo
que los condicioné a lo largo de la evolucién, permitiéndoles sistemas musculares particulares,
6rganos especificos para flotar, entre otras caracteristicas especificas. Para lograr desplazarse
a través del agua los peces utilizan varios tipos diferentes de locomocién, que han sido
clasificado de diversas maneras segtin las variables tenidas en cuenta en las clasificaciones. Por
ejemplo, los tipos de locomocién pueden ser clasificados en dos grandes grupos segtin la parte
del cuerpo que sea la principal responsable de la natacién: locomocién de cuerpo y aleta caudal
(BCF, por sus siglas en inglés de body and/or caudal fin) y locomocién de aletas medias y
pectorales (MPF, por sus siglas en inglés de median and paired fin). La natacién de tipo BCF
utiliza ondulaciones del cuerpo que crean ondas que se extienden hacia la aleta caudal, la que
a su vez también puede ondularse, permitiendo una mayor propulsiéon y aceleracién. La
locomocién de tipo MPF, se da por la oscilacién de aletas (pectorales, pélvicas, anales y
dorsales) para propulsar al pez a través de la columna de agua y proporcionar una gran
maniobrabilidad. Las diferentes especies pueden nadar principalmente con uno de estos tipos
de locomociodn, y en algunas de ellas incluso cambiar de acuerdo a la situacién especifica, por
ejemplo, al movimiento MPF lo utilizan muchos peces para velocidades lentas, como especies
herbivoras para alimentarse, pero por momentos se ven forzados a cambiar a BCF para
escaparse de predadores. A este ultimo tipo de natacién la usan especies de nado rapido como
las depredadoras. Tanto para la locomociéon BCF como MPF se identificaron submodos de
natacion especificos, basados en el tipo de movimiento (oscilatorio u ondulatorio) empleados
para la generaciéon de empuje basado sobre la clasificaciéon de Breder [164] (Figura 35).
Algunos tipos de locomocién de los peces dentro del tipo de propulsién primario BCF, utilizado
por cerca de un 85% de las familias de peces, son: Anguiliforme, Subcarangiforme,
Carangiforme, Tuniforme y Ostraciforme. Dentro del tipo de propulsion MPF, utilizado por
alrededor de un 15% de las familias de peces, se pueden encontrar: Balistiforme, Labriforme y
Amiforme (Figura 35). Segtn las caracteristicas temporales de los movimientos, la natacién se
ha clasificado en dos categorias genéricas [165]: 1) Natacion periédica (o constante o
sostenida), caracterizada por una repeticion ciclica de los movimientos propulsores. Los peces
emplean la natacion periddica para cubrir distancias largas a una velocidad constante. 2)

Movimientos transitorios (o inestables), que incluyen arranques rapidos, maniobras de escape
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y giros. El movimiento transitorio es utilizado tipicamente para atrapar presas o evitar

depredadores [166].
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Figura 35. Modos de natacidn asociados con a) propulsiéon de BCF y b) propulsiéon de MPF.

Las areas sombreadas contribuyen a la generacion de empuje (Modificado de Lindsey, 1978 [167]).

La oscilacién del cuerpo y de la aleta caudal resulta de la contraccién de la musculatura
axial segmentada; es decir de la activacién secuencial de los midtomos; los cuales estin
separados por las particiones del tejido conectivo (mioseptos) en los que se insertan las fibras
musculares. Debido a que la columna vertebral es incompresible, el cuerpo se dobla
lateralmente a medida que los miétomos (ubicados metaméricamente a ambos lados del
cuerpo) en un lado se contraen y se acortan. Es decir, el tejido muscular es el responsable del
movimiento, siendo la unidad funcional del misculo, la “fibra muscular”. Existen tres tipos
musculares con distintas caracteristicas estructurales, que se denominan: liso, cardiaco y
esquelético o estriado, constituyendo este dltimo la mayor parte de la musculatura de los
vertebrados y el que resulta de interés para el presente estudio. El misculo esquelético de peces
teledsteos consiste de largas ldminas de musculo (midtomos) que se extienden a ambos lados

del cuerpo (Figura 36).
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Figura 36. Imagen representando los fasciculos musculares (Midtomos), dispuestos
metaméricamente a ambos lados del cuerpo del pez. A) Vista lateral de los miétomos de un pez. B)
Seccion transversal tomada de la regidn caudal en la que se observa la disposicion de los miétomos.

Modificado de Videler (1 993).

Las fibras musculares se disponen una al lado de la otra, actuando en paralelo. Se
forman por la fusién de mioblastos dando lugar a miotubos que se diferencian finalmente en
una fibra muscular. Las fibras musculares son células altamente especializadas, alargadas y
multinucleadas, que se encuentran agrupadas en haces o fasciculos rodeados por una capa de
tejido conectivo. Estdn formadas por un gran nimero de miofibrillas, las que dan el aspecto
estriado al musculo. Este aspecto se debe a que cada miofibrilla esta formada por cierto nimero
de miofilamentos compuestos mayormente por dos proteinas: actina (filamentos finos) y
miosina (filamentos gruesos). El movimiento se realiza gracias al deslizamiento de los
filamentos de actina sobre los de miosina, en un complejo mecanismo que transforma energia
quimica (ATP) en energia mecanica.

En peces se identificaron tres tipos de fibras musculares por su coloracién caracteristica
en muestras de peces frescos: a) blancas (rdpidas o anaerdbicas); b) rojas (lentas o aerébicas);
c) rosas (intermedias) [168]. La coloracion estd dada por la diferencia en la concentracion de
hemoglobina (molécula transportadora de oxigeno) que se corresponde con el tipo de
metabolismo que lleva a cabo cada una de ellas [169,170]. Las fibras blancas/rapidas
constituyen gran parte de la masa total del musculo estriado pudiendo representar mas del 90%

de la masa muscular dependiendo de la especie [171,172]. Las fibras rojas/lentas suelen
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representar menos del 10% y no mas del 30% de la masa muscular total [168]. Por lo tanto, el
color de las fibras y la velocidad estdn en cierta medida vinculados a la historia de vida de los
peces: tipo de natacién, forma de alimentacion, etc.

Durante la natacién, los diferentes tipos de fibra presentan funciones diferentes. Las
fibras musculares aerdbicas (rojas) estdn involucradas en los movimientos lentos y periddicos
[169,173,174], mientras que las fibras anaerdbicas (blancas) estdn involucradas en los
movimientos rapidos y son responsables del “inicio rapido” (fast start) de los movimientos
instantdneos de la natacién [175,176], implicados en huir de predadores y capturar presas
[169,173,177]. Las fibras intermedias son requeridas para ambos tipos de movimiento [173].

En peces teledsteos, la musculatura constituye, en algunas especies hasta el 75% de la
masa corporal y el crecimiento muscular se produce mediante dos procesos distintos: 1)
Hiperplasia: incorporacién de nuevas fibras musculares y 2) Hipertrofia: crecimiento en
tamafio de las fibras existentes [178,179]. La hiperplasia es mds importante durante estadios
tempranos de desarrollo. El crecimiento por hipertrofia se logra gracias a la absorcién de
miocitos adicionales a las fibras musculares maduras en crecimiento, lo que posibilita mantener
una relacion relativa niicleo/citoplasma constante [180]. La importancia de los dos procesos
(hiperplasia e hipertrofia) en cada una de las especies de peces son influenciados tanto por la
historia evolutiva de la especie en cuestion como por limitantes ambientales [179,181]. En
invierno, el crecimiento somatico es siempre reducido, probablemente en respuesta a ciertas
sefiales estacionales o condiciones fisioldgicas especificas [182—-184] o a la menor
disponibilidad energética comun en esa época del aiio generalmente por menor disponibilidad
y/o ingesta de alimento. Existen estudios realizados en nuestro laboratorio con especies locales
(G. maculatus y E. maclovinus) en las que se comprobd una mayor ingesta de alimentos durante
el periodo que abarca fin de la primavera a fin del verano [185,186].

Obviamente en peces, la temperatura del agua influencia marcadamente las tasas de
todos los procesos fisioldgicos [187]. El rendimiento natatorio de los peces teledsteos depende
entonces, en gran medida, de la temperatura. En otro trabajo del laboratorio se comprob6 que
el rendimiento natatorio de los arranques ripidos (fast-starts) de E. maclovinus aumenta
significativamente con la temperatura [188]. La natacién de los peces es evidentemente una
caracteristica importante directamente relacionada con el fitness de cada especie, ya que esté
directamente relacionada con los comportamientos de captura de alimento y escape de
predadores. Una respuesta fenotipica que mejora la capacidad natatoria de los peces, y que se

ha documentado tanto en peces que viven a distintas temperaturas como en peces aclimatados
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a distintas temperaturas, es el incremento en la cantidad de mitocondrias en la musculatura
[187,189,190].
Otro estudio de nuestro grupo de trabajo demostrd, que las diferencias en celularidad
(el nimero de células) de 16 especies de nototénidos antérticos y sub-antérticos tienen una
clara sefial filogenética, es decir que estdn significativamente relacionadas con el ordenamiento
filogenético del suborden. En términos generales crecer mds y mds rdpido mejoraria la
supervivencia de los peces por lo que se esperaria encontrar un crecimiento mas rapido en las
poblaciones de menores latitudes, sin embargo, variaciones en sentido opuesto han sido
descriptas con anterioridad en Aterinidos del hemisferio Norte a lo largo de gradientes
latitudinales similares al que encontramos en Patagonia [191] siendo explicadas como una
compensacion evolutiva a las temporadas mds cortas de crecimiento. La ubicacién geografica
(costas de Tierra del Fuego) de algunos de los sitios analizados en esta tesis de O. nigricans y
O. smitti, hacen que tengan la temporada de crecimiento mds corta respecto a las poblaciones
de la misma especie ubicadas mas al norte en el continente, pudiéndose generar potencialmente
la misma adaptacién evolutiva.
Las caracteristicas generales de la musculatura del cuerpo en O. nigricans 'y O. smitti
son similares, con una parte principal de fibras rapidas (blancas) (FMB) y una zona concentrada

de fibras lentas (rojas) (FMR) junto con lipidos que constituyen la linea lateral plateada (LL)
de estas especies (Figura 37).
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Figura 37. Seccién transversal en el punto de maxima flexién. FMB: fibras musculares blancas;

FMR: fibras musculares rojas; FMI: fibras musculares intermedias; CV: columna vertebral; LL: Linea
lateral. (Modificada de Greer-Walker-1970 [192]).
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11.2 Objetivo

Comparar el tamafio de las fibras musculares de la musculatura axial, responsable de
la natacion, en las distintas poblaciones de O. migricans (costa Atlantica y Canal Beagle) y
también en las poblaciones de O. nigricans y O. smitti en un sitio de la costa atlantica (Punta
Maria).

Se conoce la existencia de diferencias de talla entre las especies alcanzando O. smitti
tallas mayores que O. nigricans; pero se desconoce si la diferencia en las tallas finales
observadas, se deben a la variacién en la intensidad del proceso de hiperplasia (incorporacién
de nuevas fibras musculares) o de hipertrofia (crecimiento de las fibras musculares ya

existentes) de las fibras musculares, por lo cual resulta interesante realizar este analisis.

11.3 Materiales y métodos

11.3.1 Obtencion de muestras

Los ejemplares se capturaron en las costas de Tierra del Fuego argentinas en varias
campaiias utilizando diferentes artes de pesca, entre ellos: redes de enmalle agalleras,
trasmallos y de arrastre costero, como se detalla en el capitulo 1. De la especie O. nigricans se
obtuvieron individuos de 3 sitios de la costa Atldntica y de 2 sitios del Canal Beagle, mientras
que de O. smitti s6lo se obtuvieron ejemplares de un sitio de la costa Atlantica (Tabla 29)

(Figura 5, Capitulo 1).

Tabla 29. Sitios de muestreo para el andlisis de las fibras musculares.

Area Sitio Coordenadas Especie
(Lat - Long)
0. nigricans O. smitti
San Sebastidn (SS) 53°17°S, 68°26°0 6
§0 g Punta Popper (PP) 53°79’S, 67°67°0 6
&

LE 2 Punta Maria (PM) 53°94’S, 67°49°0 6 6
g g M. Luisa (ML) 54°28°S, 66°28°0 6
ﬁ Canal | B. Varela (BV) 54°52°S, 67°16°0 6 No se encuentra

Beagle | B. Golondrina (BG) | 54°50°S, 68°21°0 6 No se encuentra

102




Capitulo 3: Histologia

Las medidas de largo y peso promedio de los individuos utilizados para los objetivos

se encuentran detalladas en la siguiente tabla, diferenciando a los individuos de ambas especies

en el sitio de PM y de la CA y del CB de O. nigricans (Tabla 30).

Tabla 30. Datos de los distintos ejemplares estudiados

Area Sitio Largo Total Largo Estandar | Peso promedio Especie
promedio (cm) promedio (cm) (2)
San Sebastian 20.78 18.17 66.71 0. nigricans
o Punta Maria 21.8 19.32 82.67 0. nigricans
.2 | M. Luisa 23.11 21.35 90.19 0. nigricans
E ‘% § Promedio CA 21.89 19.61 79.86 0. nigricans
= | O < | Punta Marfa 22.87 20.68 85.02 O. smitti

Canal | B. Varela 20.55 17.99 50.82 O. nigricans
Beagle | B. Golondrina 18.57 16.16 42.05 0. nigricans
Promedio CB 19.56 17.08 46.44 O. nigricans

11.3.2 Procesado de las muestras

Luego que los peces fueron recolectados y trasladados al laboratorio, cada individuo
fue medido y pesado como se detalla en el capitulo 1. Para el andlisis de la musculatura axial
se cortd una seccion transversal de aproximadamente 0.5 cm de ancho del misculo al 75% de
la longitud total del pez (3/4 de la longitud total), distancia medida desde el hocico hacia el
pedinculo caudal (Figura 38). Posteriormente % de las secciones de miisculo fueron montadas
en un corcho utilizando un medio de montaje (Mounting meddium, Biohit Oyj) de modo que
las fibras musculares queden orientadas de forma perpendicular a la base. Una vez montados
los preparados fueron envueltos en papel aluminio para evitar desecacion y fijadas en nitrégeno
liquido. Posteriormente, se almacenaron en freezer a -80° C previo a su corte. Los cortes
histologicos de 7 a 10 pm de espesor se realizaron en un criostato (Bright modelo OFT) y se
montaron en portaobjetos “superfrost” para evitar la pérdida de los cortes durante los lavados

y tincién.
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Figura 38. Representacion del corte transversal de un pez a una longitud de 0,75 x Lt a partir

de la cabeza, en la toma de muestra de musculo.

Tincion Hematoxilina - Eosina

A los cortes histolégicos obtenidos se los tifié con la técnica hematoxilina - eosina
siguiendo un protocolo estandar del laboratorio (Tabla 31). Sobre estos preparados se realizé
la medicién y cuantificacién de las fibras musculares. Para ello se digitalizaron imdgenes de

los diferentes cortes tefiidos.

Tabla 31. Tinciéon de Hematoxilina-Eosina

Compuesto Tiempo
Alcohol 96% (90%) — Formol (10%) 3 minutos
Agua destilada 3 minutos
Hematoxilina 1 minuto
Agua corriente 10 minutos
Agua destilada 3 minutos
Eosina Lavado rapido
Alcohol 96 % 3 minutos
Alcohol 100 % (I) 3 minutos
Alcohol 100% (IT) 3 minutos
Alcohol 100% (50%) — Xilol (50%) 3 minutos
Xilol 3 minutos
Bélsamo de Canada

11.3.3 Digitalizacion de imagenes

Los preparados histolégicos se fotografiaron con una cdmara unida a un microscopio

optico binocular (Carl Zeiss), mediante el programa Photoimpact. Se tomaron alrededor de 15
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imagenes consecutivas de cada corte con una objetiva de 20X, recorriendo el cuarto de la
seccién de miisculo. Con las imdgenes digitalizadas, se midi6 el perimetro, el drea y el didmetro
de las fibras musculares utilizando el software Image Pro-Plus 5.0. (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA), delineando manualmente todas las fibras que incluia cada imagen (Figura
38). De cada foto se midieron aproximadamente 20 fibras, hasta llegar a un total de entre 250
y 550 fibras por ejemplar, dependiendo de la muestra. La calibracién espacial del sistema fue
realizada utilizando imagenes tomadas del microscopio de un portaobjeto graduado Stage

micrometer P/N KR-812 (25mm).

Figura 39. Delimitacién del perimetro de las fibras musculares (lineas rojas) en una imagen digitalizada
de un corte histolégico del misculo de O. nigricans. Magnificacién: 20X.

11.3.4 Analisis estadisticos

Tamaiio de fibras musculares

Las caracteristicas de las fibras rdpidas/blancas fueron medidas en un cuarto de seccién
histolégica (4rea de seccién transversal) y grabadas en una planilla de célculo (Excel) usando
el programa de andlisis de imdgenes Image Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
USA). Inicialmente, para comparar la distribucién de didmetros, dreas y perimetros de las fibras
musculares se calculé el promedio de las mismas (Tabla 32) para luego realizar una
comparaciéon mds completa a partir del andlisis de distribuciones de frecuencias. Las
distribuciones de frecuencias sdlo se realizaron en base al didmetro. Los valores fueron
calculados para cada sitio de O. nigricans (un total de cinco sitios: tres representando a la CA
y dos representando al CB) y también para cada especie en el caso de Pta. Maria. En cada sitio

se evaluaron seis ejemplares.
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Para la comparaciéon de las distribuciones de frecuencias se utilizaron técnicas
estadisticas no paramétricas ajustando las distribuciones de frecuencias a funciones de
densidad de probabilidad suavizada (PDF) [178], utilizando software escrito con lenguaje R,
modificado por el Dr. Luciano Selzer, del original brindado generosamente por el Dr. Ian
Johnston (Universidad de St. Andrews, Escocia). Para cada individuo se calculé el pardmetro
suavizado h. La banda de variabilidad de la funcién PDF es una alternativa a la banda de
confianza y se aproximd utilizando técnicas de bootstrap, siendo el drea sombreada el drea
méaxima creada por 100 bootstrap de estimaciones de densidad. Las técnicas de bootstrap
fueron usadas para distinguir la estructura subyacente de distribucién de variacién aleatoria, y
la banda de variabilidad debe ser interpretada como una banda de confianza. El test de
Kolmogorov-Smirnov de dos colas se usé como prueba estadistica para probar la hipdtesis nula
de que la funcién de densidad de probabilidad obtenida de cada especie en un caso, o de las
distintas poblaciones de O. nigricans en el otro, eran iguales entre si para todos los didmetros

con un p < 0.05.

11.4 Resultados

O. nigricans y O. smitti

La tincion H - E mostré al muisculo esquelético blanco con fibras musculares
poligonales separadas por tabiques finos de tejido conectivo y septos mds gruesos del mismo
tejido separando las fibras musculares en fasciculos. La distribucién de tamaifios de las fibras
musculares en las especies analizadas fue diferente. En O. nigricans se observé un patrén de
fibras bastante uniforme y en O. smitti un patrén de mosaico, donde se vieron dos tamafios

diferentes (fibras pequefias mezcladas con fibras grandes) (Figura 40).
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Figura 40. Corte histolégico tefiido con H — E, donde se distingue la disposicién, forma y tamafio de las

fibras musculares blancas. A) O. nigricans B) O. smitti, observidndose en esta especie un patrén de
mosaico con dos didmetros diferentes de fibras musculares, compuesto de fibras pequefias (verdes) entre

fibras grandes. Magnificacion: 20 X.

En Ia tabla 32 se resumen los valores promedio del drea, didmetro y perimetro de las
fibras rapidas medidas con el software Image Pro-plus de cada sitio de muestreo y especie con

el peso promedio de cada sitio de los individuos utilizados para los andlisis.

Tabla 32. Datos de cuantificacién de las fibras blancas de los diferentes sitios.

Area Sitio A (um) D (um) P (um) P (g) Especie
SS 12715.27 109.11 430.66 66.71 O. nigricans
+/- 25170.53 +/- 57.35 +/-224.10 +/- 12.44
PM 16600.53 137.08 553.36 91.89 O. nigricans
S +/- 7847.64 +/- 33.23 +/- 141.66 +/- 20.62
= ML 11013.43 110.75 +/- 438.49 90.19 O. nigricans
= +/-5573.66 28.66 +/- 122.76 +/- 17.54
<£ Promedio 13627.54 119.74 +/- 474.6 79.86 0. nigricans
Z +/- 3170.27 17.01 +/- 69.51 +/- 11.2
© PM 2449.63 53.93 21291 85.02 O. smitti
(D <60) +/- 453.88 +/- 6.04 +/-25.71 +/- 8.49
PM 10616.38 110.66 424.25 85.02 O. smitti
(D> 60 +/- 5540.79 +/- 60.65 +/- 114. 07 +/- 8.49
Canal BG 8268.49 90.02 377.01 +/- 42.05 O. nigricans
Beagle +/- 14077.09 +/- 38.85 166.69 +/-11.73
BV 6507.19 84.05 333.16 50.82 O. nigricans
+/-3947.10 +/- 25.776 +/- 103.04 +/- 9.30
Promedio 7387.84 87.04 355.09 46.44 O. nigricans
+/- 1245.43 +/-4.22 +/- 31.00 +/- 6.20

A: Promedio de 4rea de fibra (um?). D: Promedio del didmetro de fibra (um); P: Promedio del
perimetro de fibra (um); P: Peso promedio de los individuos de cada sitio (g); n: nimero de muestras =

individuos por sitio.
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Tamaiio de la fibra muscular (Distribucion del diametro de fibra muscular)

O. nigricans y O. smitti

Para cada individuo se calcul6 el pardmetro de suavizado h obteniendo valores que
variaron entre 0,0582 a 0,102. La funcién de densidad de probabilidad (PDF) del didmetro de
las fibras musculares estimada para cada especie en el sitio de PM evidenci6 diferencias. Las
PDF obtenidas muestran dos picos (modas) en O. smitti y un pico a O. nigricans (Figura 41) y
ademds las modas estdn desplazadas a lo largo del eje didmetro (en micras). Es decir que la
forma de la funcién de O. nigricans es unimodal (Figura 41 - A) indicando un tamafio de fibras
aproximadamente de 110 um (correspondiente a la mayor de las modas) y la de O. smitti es
bimodal (Figura 41 - B) distinguiéndose dos tamafios de didmetro de fibra predominantes (60
y 110 um). En O. nigricans el didmetro maximo de fibra fue cercano a 220 um y en O. smitti

mayor a 200 pm.
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Figura 41. Valor promedio (linea negra) y banda de variabilidad (drea sombreada gris) de la funcion de
densidad de probabilidad del didmetro de la fibra muscular de cada especie: A) O. nigricans B) O. smitti.
n = 6 individuos por especie. La banda de variabilidad deberia ser interpretada como una banda de

confianza.

El test de Kolmogorov-Smirnov aplicado a las PDF de fibras musculares indic6

diferencias significativas entre las dos especies (Figura 43).
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Figura 42. Funcién de densidad de probabilidad (PDF) correspondiente al didmetro de las fibras de
ambas especies en 6 ejemplares de cada una. pertenecientes al sitio de Pta. Marfa. Cada linea de color

representa al promedio de la PDF de cada ejemplar.
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Figura 43. Banda de referencia (drea sombreada) representando la variabilidad de las funciones de

densidad de probabilidad (PDF) combinadas del didmetro de las fibras musculares de O. nigricans (rojo)

y de O. smitti (celeste) en el andlisis con n = 6 en cada especie. La banda de variabilidad deberia ser

interpretada como una banda de confidencia.

O. nigricans

La funcién de densidad de probabilidad (PDF) del didmetro de las fibras musculares
estimada para cada individuo de O. nigricans estudiado presentd cierta variabilidad, aunque
los formatos de las curvas son semejantes (Figura 44). De 5516 fibras cuantificadas en la CA,
solo 15 valores fueron menores a 20 um (8 en SS, 3 en PM Y 4 en ML). En el CB se
cuantificaron 4041 fibras, de las cuales s6lo 7 son menores a 20 um (5 de BV Y 2 de BG) lo

cual es consistente con el cese del reclutamiento de nuevas fibras musculares (cese del proceso
de hiperplasia).
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Figura 44. Funcién de densidad de probabilidad (PDF) correspondiente al didmetro de las fibras de O.

nigricans de todos los individuos muestreados. Cada linea de color representa la PDF de cada ejemplar.

Los graficos de las funciones de densidad de probabilidades agrupados por poblacién

muestran un patrén general comun, mds alld de ciertas diferencias por sitio. Se observa un

patrén unimodal con un tamaiio de fibras un poco menores en el CB que en la CA (Figura 45).
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Figura 45. Valor promedio (linea negra) y banda de variabilidad (4rea sombreada gris) de la funcién

de densidad de probabilidad del didmetro de la fibra muscular en cada sitio de andlisis de O. nigricans:

A) PM B) ML C) SS D) BV y E) BG. La banda de variabilidad deberia ser interpretada como una

banda de confidencia.

Con el test Kolgomorov-Smirnov se constata que las diferencias observadas en
las distribuciones de algunos sitios son significativas (Figura 46, Tabla 33). Se puede
distinguir que las fibras musculares de los sitios del CB (BV y BG) se diferencian de las
de la CA (PM y ML) pero no de SS que muestra un didmetro de fibra intermedio entre

las dos dreas (CB y CA).

Tabla 33. Valores p de la salida del analisis Kolmorogov-Smirnov

Sitios p

BG-BV 0.782
BG-ML 0.049
BG-PM 0.009
BG-SS 0.109
BV-ML 0.049
BV-PM 0.019
BV-SS 0.139
ML-PM | 0.109
ML-SS 0.327
PM-SS 0.029

114



Capitulo 3: Histologia

c 0.010-
o

‘g Tratamiento
=

= BG

@ BV

L]

o — ML

=

= PM

Q0

8 0.005- ss

e

o

,»:’:';v‘f‘/ —
(R nwmn |
0 200 400 600
Fibre diameter (um)

Figura 46. Banda de referencia (drea sombreada) representando la variabilidad de las funciones
de densidad de probabilidad (PDF) combinadas del didmetro de las fibras musculares de todos los sitios
de O. nigricans con n= 6 en por sitio. La banda de variabilidad deberia ser interpretada como una banda
de confidencia. SS = San Sebastidn. PM = Pta. Maria. ML = M. Luisa. BG = B. Golondrina. BV = B.

Varela.

11.5 Discusion

El andlisis de éste capitulo es una primera aproximacién al estudio de la musculatura

axial de O. nigricans 'y O. smitti.

O. nigricans y O. smitti

En O. nigricans las secciones de la musculatura axial (1/4) tefiidas con H-E muestran
un patrén uniforme, con fibras blancas de forma y tamafio similar (Figura 40 - A) indicando
que han dejado de incorporar fibras hace bastante tiempo. A diferencia, en O. smitti, se

observan dos tamaifios de fibra, uno mayor y otro menor, confiriendo un aspecto morfolégico
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de mosaico de crecimiento hiperpldsico (Figura 40 - B), denominado cominmente
“crecimiento en mosaico” [179], que indica que hubo al menos dos momentos de generacién
de fibras musculares siendo las fibras mds pequefias el resabio del tltimo proceso de
hiperplasia.

La comparacién del didmetro de las fibras musculares de ambas especies en el mismo
ambiente a partir de la distribucién de frecuencias permitié analizar con mas profundidad estas
diferencias. En el caso de O. nigricans se observa una unica moda en la gréfica de la PDF
correspondiente al tamafio de 120 um de didametro de fibra. En el caso de O. smitti se observa
una moda semejante, de 110 um de didmetro de fibra, y otra de alrededor de 60 pm de didmetro
de fibra. Como las fibras musculares tienen un limite en el tamafio que pueden alcanzar, los
ejemplares de O. nigricans analizados tendrdn una talla maxima mds limitada que los de O.
smitti en los que las fibras de moda 60 um de diametro tienen todavia mucho por crecer. Por
tanto, para las tallas de peces analizadas en ambas especies el crecimiento principal es por
hipertrofia, ya que no se observa una cantidad importante de fibras menores a 20 um de
diametro, pero la presencia de una segunda moda de menor tamafio de fibra (60 um) en O.
smitti permitird un mayor crecimiento en esta especie.

Algo similar a lo observado en las imdgenes de los cortes de O. smitti se observo en la
musculatura blanca de otras especies, como en los peces subantarticos E. maclovinus [188] y
algunos salménidos, como las truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) [193—195], las cuales
adquirieron un aspecto de mosaico con fibras grandes y pequeias intercaladas. El mosaico
hiperplédsico observado en los cortes histoldgicos se observa claramente en la PDF dada en O.
smitti, siendo una caracteristica predominante en peces que alcanzan una gran talla final,
pudiendo concluir en base a los resultados del tamafio de fibras musculares que O. smitti
llegaria a tallas finales mayores que O. nigricans, lo cual concuerda con la bibliografia [11,49—

51,196].

O. nigricans

Los resultados indican que todas las poblaciones analizadas presentan una
distribucién unimodal de didmetros de fibras musculares. En los sitios del CB (BG y BV) las
modas presentaron valores cercanos a los 80 pm. Ambos sitios poseen una distribucion similar
al sitio SS de la CA donde los individuos tuvieron una moda de PDF de aproximadamente 90
um de didametro de las fibras musculares. En los otros dos sitios de la CA analizados, las PDF

mostraron una moda en el diametro de las fibras musculares blancas de 120 um. En todos los
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casos no se observan proporciones importantes de fibras menores a 20 micras de didmetro, por
tanto, podemos concluir que el crecimiento de la musculatura axial, en las tallas analizadas,
para todos los sitios se debe exclusivamente a la hipertrofia de las fibras ya existentes. El patrén
de crecimiento de todas las poblaciones de esta especie es similar, aunque se observan
diferencias en el didmetro de las fibras entre las poblaciones del CB y de la CA.

El pico miximo de la PDF correspondiente didmetro de fibra muscular de mayor
frecuencia en la CA (120 um) es un valor similar al encontrado en individuos E. maclovinus,
pero de mayor longitud (entre 50 y 60 cm de longitud total) [188], de todas maneras, es dificil
establecer comparaciones entre especies no relacionadas filogenéticamente, aunque compartan
el mismo hdbitat. Para otras especies marinas, como por ejemplo en el salmén Atlantico (Salmo
salar) los diametros maximos fueron aproximadamente 240 um con un Ls de 50 cm [197]
similar o cercanos a los valores obtenidos en nuestros andlisis. En otro pez marino lisa o
Crenimugil labrosus se reportaron didmetros medios de fibras blancas de 100 um [168], similar
a los valores del CB y SS.

El bajo ndmero de individuos utilizados para el experimento nos llevé a ser cautelosos
al interpretar los resultados obtenidos en el presente estudio y la decision de realizar estudios
futuros con un mayor nimero de individuos y diferentes tallas para poder establecer con
precision la talla de finalizacién del proceso de hiperplasia muscular.

Los estudios de tamaiio de fibras musculares en peces del extremo sur de América son
escasos. En nuestro laboratorio se realizaron algunos estudios en nototénidos subantarticos,
donde se ha caracterizado la musculatura axial de siete especies determinando la presencia de
los mismos tipos de fibras musculares existentes en la musculatura axial de otros peces
teledsteos: fibras de pequefio didmetro, rojas, intermedias y blancas [188]. Algo similar a lo
observado en O. nigricans se observé en Galaxias maculatus, una especie de agua dulce, donde
el crecimiento hiperplésico fue completado antes de que el puyen alcance 65 mm de longitud
total, y el cese de la hiperplasia se correlacioné con la transicién de la etapa juvenil a adulta

[198].

11.6 Conclusion

La musculatura axial de las dos especies de pejerreyes ha sido muestreada en las
poblaciones del O. Atlantico Sur y del Canal Beagle en Tierra del Fuego.
Las secciones de la musculatura axial en O. nigricans muestran un patrén uniforme,

con fibras blancas de forma y tamafio similar y en O. smitti, el corte transversal de la
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musculatura axial muestra un aspecto de mosaico, con fibras de pequefio y gran didmetro
intercaladas.

Correspondiéndose con la observacién general de los cortes musculares, la funcién de
densidad de probabilidad en O. nigricans es unimodal con un pico a los 120 um de didmetro
de fibra y en O. smitti es bimodal con el primer pico a los 60 um y el segundo a los 110 um. Es
decir que si bien los valores de didmetros de las fibras musculares indican que el crecimiento
en ambas especies es por hipertrofia (no se observa una cantidad importante de fibras menores
a 20 pm de diametro) la presencia de una segunda moda en O. smitti indica que la hiperplasia
ocurrié mds recientemente y que la existencia de estas fibras de menor tamafo permitird un
mayor crecimiento en esta especie.

En ambos casos, no se encontraron proporciones importantes de nuevas fibras
musculares (considerando como nuevas las de didmetros menores a 20 pm)

En O. nigricans se observé diferencia en los didmetros de fibras musculares de los
sitios que representan a la CA y de los sitios del CB, pero el patrén de crecimiento fue el mismo,
con modas unicas. Las diferencias de tamafio, si bien significativas, no son tan grandes y en

parte podria explicarse por diferencias en las tallas de los ejemplares analizados.
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12. CONCLUSIONES GENERALES

La combinacién de la evaluacién genética y fenotipica realizada en diferentes
poblaciones de O. nigricans y O. smitti de la costa Atldntica de la Patagonia y ademds, en el
caso de O. nigricans, del Canal Beagle arroj6 diferencias importantes y mayormente resultados
concordantes que permiten profundizar en la comprension de diversas caracteristicas de las

historias de vida y la evolucién de estas especies.

El andlisis genético realizado mediante las herramientas de la genética de poblaciones
utilizando un marcador mitocondrial de la regién de control (ADNmt) logré caracterizar los
principales patrones de variacién genética en ambas especies a lo largo de gran parte de sus

amplias distribuciones.

e En O. nigricans se observé un pronunciado quiebre filogeogréfico en el Canal Beagle
mostrando dos grupos bien diferenciados: la costa atlantica de Patagonia (CA) y el Canal
Beagle (CB). Este patrén fue apoyado por los andlisis de SAMOVA, la relacién de Fst vs.

distancia geografica y el andlisis filogenético.

e La poblacién del Canal Beagle (BV y BG) esmds recientes que las de la CA,
habiéndose originado alrededor de hace 20.000 afios AP, luego de la ultima glaciacion;
teniendo en cuenta la diversidad genética (menor en el CB que en la CA) y el resultado del

BSP.

e Los andlisis demograficos muestran claros signos de expansién poblacional reciente

en O. nigricans del Canal Beagle.

e Ao largo de la CA no se observé estructura genética en O. nigricans y en O. smitti
fue moderada entre el norte de la Patagonia y el sur, lo que indicaria que el flujo génico entre

las localidades de ambas especies seria suficiente para mantenerlas conectadas.
e EI BSP indicaria una expansién poblacional mientras que las distribuciones mismatch

y la red de haplotipos, indicarian que las poblaciones de O. smitti son estables

demograficamente, y la antigiedad de las mismas seria similar a lo largo de la CA.
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e  Probablemente existe un equilibrio entre flujo de genes y deriva genética en la CA.

En la evaluacién fenotipica realizada mediante Morfometria geométrica utilizando
landmarks se obtuvo una importante diferenciacién en la morfologia corporal, tanto entre

especies como entre las poblaciones estudiadas de las dos especies.

e Enlacomparacion de especies, los resultados confirman la bibliografia de Dyer [48,52]
y realizan también nuevos aportes a la diferenciacion de las mismas. Concordando con Dyer:
en O. nigricans la insercién de la primera aleta dorsal se encuentra en la misma linea de la aleta
pélvicay el dltimo radio de la segunda aleta dorsal coincide con el final de la aleta anal mientras
que en O. smitti la primera aleta dorsal se ubica posterior o sobre el extremo posterior de las
aletas pélvica y el dltimo radio de la segunda dorsal se ubica por encima del dltimo radio de la
aleta anal. Pero también los resultados agregan informacién que discrimina a las especies por
la morfologia de la zona posterior del cuerpo, donde se observé pedinculo caudal més largo y
angosto en O. nigricans que en O. smitti, lo que podria estar indicando una mayor capacidad

de natacion.

e Dentro de O. nigricans los resultados muestran diferencias entre las poblaciones de
CA y CB, de forma similar a los resultados de genética. La diferencia se centra en la zona

caudal. Ademas, a lo largo de la CA se diferencia morfolégicamente la poblacion de ML.

e En el CB, los dos sitios analizados (BG y BV) no muestran notables diferencias

morfoldgicas al igual que lo mostré la genética.

e En O. smitti las dos poblaciones del norte se diferencian, al igual que con la genética,
de CR y de las poblaciones de Tierra del Fuego. Las diferencias se observaron en la cabeza,

evidenciando que en la CA, a latitudes menores la cabeza es mayor que a latitudes mayores.

e En O. nigricans, las diferencias morfologicas observadas, sumadas a los grandes
valores de FST reportados, podrian ser indicadoras de especiacion incipiente, ya que estarian
relacionadas con procesos sumamente importantes para la supervivencia y la reproduccion de

las especies como la alimentacion y la natacion.
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La evaluacidn fenotipica realizada en la musculatura axial de los peces mediante el
tamano de las fibras musculares permiti6 distinguir diferencias tanto entre especies como entre

poblaciones de O. nigricans.

e 0. nigricans mostré un patrén uniforme, con fibras blancas de forma y tamafio similar
y O. smitti mostro aspecto morfol6gico de mosaico con fibras de didmetros pequefios y grandes

intercaladas.

e En ambas especies el crecimiento en las tallas analizadas es casi exclusivamente por

hipertrofia.

e EIl patrén de crecimiento observado en O. smitti, con un segundo momento de
hiperplasia que no se observa en O. nigricans le permitird un mayor crecimiento a esta especie,

lo que implicaria tallas finales mayores.

e En O. nigricans se observé diferencia en los didmetros de fibras musculares de las

distintas poblaciones que representan a la CA y al CB.

Al analizar estos resultados en su conjunto, en O. nigricans se puede observar una
estructuracién genética y diferenciaciéon morfoldgica entre las muestras provenientes del Canal
Beagle por un lado y de la costa Atldntica por el otro lado, sugiriendo que el Canal Beagle es
una barrera fisica al flujo de genes. El alto grado de diferenciacién genética junto con las
diferencias morfoldgicas permiten concluir que los individuos de O. nigricans de la costa
Atlantica y el Canal Beagle no solamente pertenecen a diferentes poblaciones, sino que se
encontrarian en un proceso de especiacion incipiente.

En O. smitti 1os resultados también concuerdan con una diferenciacién tanto genética
como morfoldgica entre la costa Atldntica continental y la costa de Tierra del Fuego, aunque
la diferenciacién genética es menos marcada. En cuando al Canal Beagle, el mismo constituye
una barrera ain mds importante para esta especie, porque s6lo muy eventualmente se
encuentran individuos de esta especie en aguas del canal.

Los resultados presentados aportan al conocimiento biolégico de O. nigricans y O.
smitti a lo largo de las extensas aguas del O. Atlantico Sur en Argentina, y evidencian la

necesidad de realizacién de mds investigaciones en estas especies.
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