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RESUMEN

Los peces costeros constituyen un modelo para evaluar la estructuracion
genética de las poblaciones, dado que los cambios en la morfologia de la costa
y su dinamica ambiental debida a los cambios climaticos del final del
Cuaternario, pudieron influenciar la distribucion geogréfica de los individuos. La
identificacion de grupos genéticamente divergentes es importante para la
proteccion de la biodiversidad, y es un insumo fundamental cuando existe una
actividad extractiva de recursos naturales como las especies objetivo de la

pesca.

En esta tesis se presenta la estructura genética y la historia demografica de 4
especies de la Familia Sciaenidae (més la confirmacién de la presencia de una
especie para Uruguay) en el Atlantico Sudoccidental, entre Espirito Santo

(Brasil) y Bahia Blanca (Argentina).

La corvina Micropogonias furnieri y la burriqueta Menticirrhus americanus
mostraron grupos genéticamente diferenciados entre el Rio de la Plata y la
region oceanica de Uruguay, lo que indica la presencia de dos stocks de estas
especies en aguas uruguayas. En el caso de la corvina, la diferenciacion se
debi6 a una diferencia significativa en la distribucion de habplotipos entre las
dos regiones. En la burriqueta, los individuos de estas dos regiones,
representaron dos grupos reciprocamente monofiléticos, con una distribucion
alopétrica de los individuos de los dos grupos. Uno de estos grupo estuvo
representado principalmente en el Rio de la Plata, mientras que el otro se
distribuyé desde el este de Uruguay (La Coronilla), hasta Espirito Santo
(Brasil).

Las dos especies de pescadillas, Cynoscion guatucupa y Macrodon atricauda,
no mostraron evidencia significativa de diferenciacion genética en toda el area
estudiada, pero las dos especies mostraron patrones de diversidad genética

muy diferentes. La pescadilla de calada C. guatucupa, mostrd altos niveles de




diversidad genética, mientras que lo contrario fue observado en la pescadilla

de red M. atricauda.

Las poblaciones de las especies analizadas parecen haber respondido a los
ciclos de glaciacion del final del Cuaternario de tres maneras principales: con
una estabilidad o incluso decremento poblacional, con expansiones
poblacionales recientes, de los dultimos 20.000 a 40.000 afios, y con
expansiones poblacionales como respuesta eventos de hace 100.000. La
primera de las respuestas fue observada en las poblaciones la corvina del Rio
de la Plata y de Bahia Blanca. Evidencias de expansiones poblacionales
recientes se observaron en la poblacion oceanica de la corvina, en ambos
grupos de la burrigueta Menticirrhus americanus, y en la pescadilla de red
Macrodon atricauda. La pescadilla de calada Cynoscion guatucupa y la
burriqueta Menticirrhus littoralis son las especies que mostraron evidencias de

expansiones mas antiguas.

El conocimiento de la estructura genética de las principales especies costeras
de interés pesquero en la Zona Comun de Pesca Argentino Uruguaya
(ZCPAU), la corvina y la pescadilla de calada, es una informacién fundamental
para el manejo de estos recursos. Si bien no se identificé concordancia entre
los patrones de estructuracion genética de estas dos especies, la identificacion
de dos poblaciones de corvina permitiria un ordenamiento de la pesqueria de
la corvina en funcién de dos stocks. La explotacion del stock mas oceanico,
menos explotado en la ZCPAU, aliviaria la presion de pesca del stock del Rio
de la Plata, y dado que la pescadilla de calada se distribuiria conformando un
anico stock en la ZCPAU esa medida no afectaria significativamente a sus
poblaciones.




ABSTRACT

Coastal fishes are a model to assess the genetic structure of populations, since
changes in the morphology of the coast and its environmental dynamics due to
climate change at the end of the Quaternary could influence the geographic
distribution of individuals. The identification of genetically divergent groups is
important for the protection of biodiversity, and it is a fundamental input for a

natural resource under extractive activities such as fished species.

This thesis presents the genetic structure and demographic history of four
species of the Sciaenidae Family (plus the confirmation of the presence of one
species for Uruguay) in the Southwest Atlantic, between Espirito Santo (Brazil)

and Bahia Blanca (Argentina).

The whitemouth croaker Micropogonias furnieri and the southern kingfish
Menticirrhus americanus showed genetically distinct groups between the Rio
de la Plata and the oceanic region of Uruguay, indicating the presence of two
stocks of these species in Uruguayan waters. For the whitemouth croaker, the
differentiation was due to a significant difference in the distribution of
haplotypes between the two regions. In the southern kingfish, individuals from
these two regions accounted for two reciprocally monophyletic groups, with an
allopatric distribution of individuals in the two groups. One group was primarily
in the Rio de la Plata, while the other was distributed from eastern Uruguay

(The Crown) to Espirito Santo (Brazil).

The two species of weakfish, Cynoscion guatucupa and Macrodon atricauda
showed no significant evidence of genetic differentiation across the study area,
but the two species showed very different patterns of genetic diversity. The
stripped weakfish C. guatucupa, showed high levels of genetic diversity, while
the opposite was observed in the King weakfish M. atricauda. The stripped
weakfish Cynoscion guatucupa and Gulf kingfish Menticirrhus littoralis are the

species that showed evidence of older expansions.




The populations of the studied species appear to have responded to the cycles
of the end of the Quaternary glaciations in three main ways: with a population
stability or even decline, with recent population expansions, occurred 20,000 to
40,000 years ago, and with population expansions in response to events
occurred 100,000 years ago. The first responses were observed in the
whitemouth croaker populations of Rio de la Plata and Bahia Blanca. Evidence
of recent population expansions were observed in the ocean populations of the
whitemouth, in both groups of the southern kingfish Menticirrhus americanus

and in the King weakfish Macrodon atricauda.




CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL




1.1 Filogeografia

El término filogeografia fue acufiado por primera vez por Avise et al. (1987). La
filogeografia es una disciplina que se ocupa de los arreglos espaciales de los
linajes genéticos, especialmente en estudios intraespecificos o entre especies
cercanas (Avise 2009). Tiene como meta principal conocer los componentes
espaciales y temporales de la estructuracion poblacional e interpretar los
procesos evolutivos y ecologicos que los generaron. En los estudios
filogeograficos se obtiene informaciéon genética de los individuos de una
determinada regién, para evaluar hipé6tesis biogeograficas, describir la
evolucién del aislamiento reproductivo de unidades poblacionales, e inferir los
procesos subyacentes en el origen, distribucion y mantenimiento de la

biodiversidad (Beheregaray 2008).

La distribucion geografica de las genealogias es fruto de la historia
demografica de las poblaciones, y esta a su vez es influenciada por los
cambios en el ambiente que habitan (Bermingham & Martin 1998). Por lo tanto,
se podrian plantear hipétesis sobre como los cambios climaticos del pasado
que generaron cambios en la distribucion y extensiéon de los ambientes

pudieron haber influenciado los patrones de diversidad biolégica actuales.

Los periodos de glaciacién, cuyo ultimo méaximo ocurrié entre 18.000-23.000
afios antes del presente han producido eventos de contraccién-expansion de
las poblaciones de algunas especies. Para aquellas especies cuyo habitat se
vio reducido durante un pico de glaciacién, las poblaciones han sobrevivido a
bajas latitudes, y solamente repoblando latitudes altas con una expansion del
rango de distribucion, luego del Ultimo Méaximo de Glaciacion (LGM, “Last
Glacial Maximum”) (Provan & Bennet 2008, Hewitt 2004). Este fendmeno ha
sido ampliamente documentado en organismos terrestres y dulceacuicolas
aunque mucho menos estudiado en organismos marinos donde el registro fosil

no es tan completo.




La filogeografia puede proveer un contexto evolutivo para conocer la influencia
espacial e historica sobre los patrones de riquezas de especies. Por otro lado,
entender las respuestas histéricas a los cambios ambientales y conocer areas
aisladas evolutivamente puede dar informacion sobre estrategias de
conservacion (Bermingham & Moritz 1998). Al comparar las estructuras
filogeogréficas de especies simpatricas con amplias distribuciones, se puede
inferir si los ensambles de faunas actuales han sido histéricamente estables, lo
cual se puede detectar por la concordancia en los patrones de distribucion de
la variacion genética. La filogegrafia comparada trata de encontrar patrones
concordantes en especies contemporaneas co-distribuidas (Zink 2002), dado
que el grado de concordancia entre los patrones filogeograficos es un indicio
de la estabilidad histérica del ensamble de especies actuales. Estudios de
filogeografia comparada, revelaron patrones biogegraficos ocultos, en los que
el aislamiento geogréafico ha jugado un rol importante en el desarrollo de los
patrones modernos de biodiversidad (Arbogast & Kenagy 2001).

1.2 Cambios climaticos del Pleistoceno Tardio

El periodo Cuaternario se ha caracterizado por periodos de enfriamiento global
y avance de los glaciares. Esas oscilaciones de la temperatura global estan
relacionadas principalmente a excentricidades regulares de la érbita terrestre
que se dan cada 100.000, 41.000 y 21.000 afios aproximadamente (Hewitt
2004, Rabassa et al. 2005). Estas oscilaciones han producido cambios en el
ambiente que incluyeron basicamente un aumento de las regiones frias hacia
latitudes altas, un descenso en el nivel del mar y un aumento de los climas
secos durante los picos de glaciacion, mientras que durante los periodos
interglaciares, el nivel del mar aumentaba. En esos cambios, las poblaciones o
los linajes se pueden extinguir, se pueden perder alelos en cuellos de botella o
por efecto fundador, y mutaciones que aparecen a lo largo del tiempo, pueden

propagarse por seleccion o expansiones poblacionales (Hewitt 2004).
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Se ha demostrado que en organismos terrestres, los ciclos de glaciacion que
ha sufrido el planeta, han afectado su abundancia y distribucion (Knowles
2001, Marquez et al. 2006, Pinceel et al 2005, Starkey et al. 2003). En
particular, los cambios climaticos del final del Pleistoceno han provocado
cambios en la distribucion latitudinal de muchas especies terrestres y
dulceacuicolas (Hewitt 2000, Marko et al. 2010). La respuesta a los cambios
paleoclimaticos de las poblaciones marinas ha sido mas acotada porque la
generacion de refugios en el mar es menos evidente, dado la supuesta
continuidad del habitat. Algunos autores plantean que la influencia mayor
estaria en aquellas especies costeras en las cuales la disponibilidad de aguas
de baja profundidad pudiera ser un factor limitante para su distribucion (Janko
et al. 2007). Como regla, durante los periodos glaciales existié un retroceso del

nivel del mar y un aumento en los interglaciares (Clapperton 1993).

1.3 Historia demografica de las especies y estructuracion de las

poblaciones

Clasicamente se ha utilizado el flujo génico y el estadistico Fst de Wright como
indicador de la estructuracion de las poblaciones. Estos métodos se basan en
la suposicion de que las poblaciones se parecen o se diferencian en funcién
del flujo génico que mantienen, asumiendo que hay un equilibrio dinamico
entre la migracién y la deriva. No obstante, los supuestos no siempre se
cumplen y otros efectos como el tiempo de divergencia de dos grupos, o el
tamafio de la poblacién pueden estar enmascarando la estructura de las
poblaciones. Poblaciones que divergieron en un pasado muy antiguo pero que
tuvieran un contacto secundario en el presente podrian mostrar valores de Fsr
altos a pesar de niveles importantes de flujo génico actual. Asimismo,
poblaciones que hubieran divergido en tiempos recientes, mostraran valores
de Fst bajos, a pesar de tener niveles altos de flujo génico actual (Arbogast et
al 2002, Slatkin 1993). Por lo tanto, es importante evaluar la historia de las

poblaciones para contrastar con los valores estimados de flujo génico y estimar
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con mayor seguridad si la estructuracion detectada es debida a procesos

actuales o del pasado.

La distribucion geogréfica de la diversidad genética de las especies puede
estar relacionada a los procesos historicos de las regiones y los ambientes que
han sostenido sus poblaciones. Esta historia ambiental, suele influenciar los
patrones de diversidad de varias especies, encontrandose a veces
concordancia en la distribucion de la variacion (Moritz & Faith 1998). La
identificacion de patrones compartidos de distribucion geografica de la
diversidad genética, puede ser utilizada en la eleccion de Areas Protegidas (en
este caso marinas) con el criterio de maximizar la proteccion de la mayor

cantidad de variacion (D’Amen et al. 2013).
1.4 Factores que pueden modelar la estructura de las poblaciones

Areas de cria

Se han descrito varias areas de cria en el Atlantico sudoccidental entre Rio de
Janeiro y Bahia Blanca, entre las que se encuentran la ria de Bahia Blanca, el
Rio de la Plata, Lagunas de la costa atlantica de Uruguay, la Laguna de los
Patos, el Estuario de Paranagua y la Bahia Sepetiba (Fabiano & Santana
2002, Lopez Casorla 2000, Muelbert & Weiss 1991, Vicentini & Aradjo 2003).

Las areas de desove y cria de juveniles en general no se distribuyen al azar,
sino que suelen estar relacionadas con la existencia de presas adecuadas
para las etapas larvales. También se ha propuesto que la eleccion del area de
cria esta relacionada con la capacidad de retencion de larvas (evitando la
dispersion), asegurando el reclutamiento a la poblacion adulta (Braverman
2011). Si las areas de cria tienen una distribucion discreta y las especies
mantienen cierta fidelidad con determinadas areas para su reproduccion, se
podria generar el ambito para la estructuracién poblacional. Grupos de

individuos en un determinado area, que tienden a reproducirse entre ellos, con
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el tiempo se diferenciaran de individuos que se reproducen en otros lugares
(Thorrold et al 2001).

Las corrientes marinas en el Atlantico Sudoccidental

Otra de las condiciones que puede influir la estructuracion de las poblaciones,
es la capacidad de dispersion de huevos y larvas, influenciada por las
corrientes marinas. En el Atlantico Sudoccidental, entre Rio de Janeiro y Bahia
Blanca, las corrientes presentes son la Corriente de las Malvinas y la Corriente
del Brasil. La Corriente del Brasil moviéndose hacia el sur se separa de la
plataforma entre los 33° y 38 °S aproximadamente, formando un frente con la
Corriente de las Malvinas. La separacion se produce mas al norte en verano
que en invierno (Tomczak & Stuart 2002). Durante los cambios climaticos del
Pleistoceno, la confluencia de las dos corrientes ha sido diferente a la actual,
moviéndose hacia el norte durante los periodos de glaciacion (Rabassa et al.
2005).

1.5 Genética y estructura de las poblaciones en peces bajo explotacién

comercial

Definicién de stocks

A los efectos del manejo de un recurso pesquero, un stock constituye una
unidad biolégica de una especie que forma un grupo de caracteristicas
ecoldgicas similares y, como unidad, es el sujeto de la evaluacién y de la
ordenacion (Sparre et al 1989).

Ihssen et al. (1981) realizaron una revision de los diferentes métodos para la
definicion de stocks en peces. Los métodos que Ihssen et al. (1981) analizan
se basan en parametros poblacionales, fisiolégicos, de comportamiento,
morfométricos y meristicos, abordando cada uno de ellos diferentes aspectos
para definir un stock. Otro abordaje para la identificacion de stocks muy

utilizado en la actualidad es a través de estudios de genética molecular, en el
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cual los stocks constituyen poblaciones unidas por la reproduccion. Desde
hace unas décadas existe un reconocimiento creciente a la importancia de la
genética en relacion a las pesquerias que operan simultdneamente sobre
varias poblaciones de una especie, asi como a la conservacion y recuperacion
de especies en estado natural (Park et al. 1994). Existe un abanico de técnicas
y herramientas muy utilizadas en estudios genéticos, que permiten resolver
preguntas sobre la estructura de las poblaciones, tales como la definicion de
los grupos reproductivos o el flujo génico entre ellos. Los métodos genéticos
desarrollados agregan un indicador robusto y consistente de que las
diferencias reflejan la existencia de periodos prolongados de interrupcion o
disminucion del flujo de genes entre las poblaciones. Estas herramientas se
integran para conocer los stocks, asi como en la toma de decisiones sobre los
cupos de captura en una pesqueria (Ciftci & Okumus 2002, Dizon et al 1992,
Levy 1999, Waldman 2005).

En los estudios genéticos, una de las herramientas mas utilizadas es el ADN
mitocondrial (ADNmt). Este es una molécula de doble cadena, circular,
cerrada, de aproximadamente 16.000 pb. Esta compuesta de 37 genes y una
regién de control (D-Loop) no codificante y muy variable, de unos 1.000 pb. El
ADNmt es ampliamente utilizado en estudios poblaciones dado que presenta

algunas caracteristicas muy utiles, como:

- herencia exclusivamente materna (por excepciones ver Gyllensten et al.
1991 y Hoeh et al. 1991) y ausencia de recombinacion, facilitando la
interpretacion genética (por excepciones ver Rokas et al. 2003)

- gran variabilidad intra e inter poblacional

- sensibilidad a caracteristicas de interés poblacional como la estructura

geogréfica, variacion en zonas de desove, etc.

Existen numerosos estudios aplicados a peces, incluyendo por ejemplo
estudios de estructura de poblaciones para manejo de pesquerias

(Bermingham 1990), variacién de secuencias en ADNmt en bacalao del
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Atlantico Norte, Gadus morhua (Carr et al. 1995) y estudios de diversidad
genética de stock en el género Salmo (Bernatchez & Osinov 1995),
identificacion de stocks de corvinas (Pereira et al. 2009) entre otros.

El ADN mitocondrial tiene como limitacion que solo podemos seguir los linajes
maternales, dado que la herencia es principalmente maternal. Las filogenias
construidas solo con marcadores mitocondriales, muestran parte de la historia
de las poblaciones o especies, en particular asociada a eventos relativamente
antiguos, mientras que para reconstruir la historia completa hasta el presente,
se requiera del uso complementario de marcadores nucleares (Godinho et al.
2008).

La identificacion genética de stocks y la actividad pesquera

La identificacion de las unidades poblaciones sobre las que opera una
pesqueria es una informacién basica para el manejo sostenible de un recurso
natural. En pesquerias es comun definir las unidades poblaciones como
stocks, definidos segun criterios operativos. La definicidn de stock en la cual la
genética puede aportar elementos para la identificacion, es aquella en la que
se agrupan individuos porque comparten un mismo pool génico y la
homogeneidad se mantiene por una reproduccién entre estos individuos
(Waldman 2005).

El concepto de stock se basa en dos conceptos: uno el cual asume que las
especies estan subdivididas en poblaciones locales; y que puede haber
diferencias genéticas entre poblaciones locales que pueden ser adaptativas
(Ciftci & Okumus 2002). No siempre las diferencias son adaptativas, porque la
simple eleccion recurrente de sitios de reproduccion diferente, puede por si
mismo generar diferenciacion genética. Dado que el factor que mantiene la
homogeneidad en el tiempo de una unidad poblacional es la reproduccion
diferencial, la distribucion geografica de las variantes genéticas es una potente

herramienta para la identificacion de diferentes unidades evolutivas.
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Una pesqueria operando sobre multiples unidades reproductivas, a priori
consideradas como una unidad, podria contribuir rdpidamente a la extincion de
las unidades poblacionales de menor tamafio, con la consecuente pérdida de
biodiversidad, y el colapso de la actividad extractiva (Rebordinos Gonzalez
2007).

Las herramientas genéticas también han demostrado ser fundamentales en la
identificacion de especies cripticas, las cuales no han sido identificadas
morfologicamente y que se las consideraba como una unica especie (Guzmao
et al. 2000, camarones; Santos et al. 2006, pescadillas de red; Solé-Cava et al.
1983, angelitos).

1.6 La Familia Sciaenidae: peces costeros de importancia comercial

La Familia Sciaenidae es una de las mas diversas de peces costeros de zonas
calidas y templadas con mas de 70 géneros y 270 especies (Chao 1978). Los
sciaénidos son un recurso pesquero importante en aguas someras y estuarios
de todo el mundo, utilizando muchas especies los ambientes estuarinos como

sitio reproduccién y/o cria de juveniles (Chao 1978).

Las especies de esta familia se encuentran asociadas a aguas rasas de la
plataforma y a la desembocadura de grandes rios (Menezes & Figueireido
1980), por lo que fueron escogidas como modelo para evaluar la estructuracion
genética y su relacién con los cambios ambientales del pasado. Ademas,
existe un interés adicional para el estudio de este grupo de peces dado que
constituyen una parte importante de las capturas de las flotas pesqueras de
Argentina, Uruguay y Brasil, especialmente la corvina y la pescadilla de calada.
La pesca industrial generalmente explota estas especies con redes de arrastre,
mientras que la artesanal utiliza redes de enmalle y espineles. Las especies de
esta Familia también son objetivo importante de la pesca deportiva de mar y

estuarina (Cergole et al. 2005).
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La corvina Micropogonias furnieri

La corvina rubia (Figura 1.1) se distribuye desde las Antillas hasta la Argentina.
También se la encuentra en ambientes estuarinos, principalmente los jovenes
que utilizan esos ambientes para alimentacion y crecimiento (Menezes &
Figueiredo 1980). Es una de las especies de mayor importancia comercial en

Argentina, Uruguay, y las regiones el sur y sudeste de Brasil.

Se alimenta de organismos del fondo, principalmente de anélidos, crustaceos y
pequefios peces. Si bien llega alcanzar los 60 cm de largo, los ejemplares
adultos mas comunes estan entre los 40 y 50 cm. Se la encuentra en fondos
de arena o barro, mas comunmente en profundidades menores de 60 m. En el
Rio de la Plata el desove se extiende de noviembre a marzo y se desarrolla en
la parte interior del estuario, donde las aguas marinas y dulces forman un

frente salino de fondo (Macchi et al. 1996, Macchi et al. 2003). En esta tesis se

analizaron individuos desde el Chuy hasta Bahia Blanca.

Figura 1.1. Corvina rubia Micropogonias furnieri.

La pescadilla de red Macrodon atricauda (antes Macrodon ancylodon)

Hasta hace pocos afios se consideraba que en el Atlantico Sudoccidental solo
estaba presente la especie Macrodon ancylodon (Figura 1.2), distribuida desde
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Venezuela hasta Argentina. Estudios genéticos y morfologicos dividieron la
especie en dos, de las cuales M. atricauda se distribuye desde Espirito Santo
en Brasil hasta Argentina. El desove de esta especie ocurre entre octubre y
marzo, con un pico en noviembre y otro en marzo (Militelli & Macchi 2004).
Tolera amplios rangos de salinidad y se distribuye principalmente en el interior
del estuario (Cordo 1986). Esta especie fue muestreada en localidades del Rio
de la Plata, del Océanos Atlantico de Uruguay, de Sao Paulo y Rio de Janeiro.

Figura 1.2. Pescadilla de red o pescadilla real Macrodon atricauda.

Las burriquetas Menticirrhus americanus y M. littoralis

La burriqueta, Menticirrhus americanus (Figura 1.3) se distribuye desde el
Cabo Cod (Estados Unidos) hasta la Argentina. Generalmente se la encuentra
sobre fondos de arena, o arena y barro, en aguas costeras de poca
profundidad y también en regiones estuarinas. Es pescada por pescadores
artesanales y deportivos (Menezes & Figueiredo 1980). El registro mas al sur
de la especies es en los 37° 27’ S (Bacigalupo & Bustos 1984). Se alimenta de
organismos bentdénicos, especialmente gusanos y crustaceos. Para el Brasil
también esta descrita la especie Menticirrhus littoralis (Figura 1.4), la cual es

morfolégicamente muy parecida a M. americanus. En individuos adultos puede
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identificarse a M. americanus por el mayor tamafo de sus escamas en la zona
pectoral. En los individuos jovenes, donde estas diferencias no son tan
acentuadas, el largo relativo de las aletas pectorales puede ser usado para
diferenciarlas, dado que en M. littoralis estas no alcanzan la punta de las aletas

pélvicas.

La distribucion descrita para M. littoralis es desde la Florida (EUA) hasta el sur
de Brasil. En la costa de Parana (Brasil) las larvas se encuentran durante todo
el afio aunque es mas abundante en la primavera. En Rio Grande del Sur, las

larvas se encuentran en verano y otofio (Braun & Montoura 2004).

En la Bahia de Sepetiba en Rio de Janiero, hacen uso de los ambientes con

caracteristicas marinas (Araujo et al. 2006).
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Figura 1.4. Burriqueta Menticirrhus littoralis.

La pescadilla de calada Cynoscion guatucupa (antes Cynoscion striatus)

La pescadilla de calada Cynoscion guatucupa (Figura 1.5) es un pez demersal
que penetra mucho en las aguas salobres, alcanzando su mayor abundancia
en la plataforma cerca de la isobata 50m (Macchi 1998). Se distribuye desde
Rio de Janeiro (22° 35’ S) hasta el sur de la Provincia de Buenos Aires (41° S),
aunque en verano se la ha registrado hasta los 43° 42’S (Bacigalupo & Bustos
1984). En invierno se han registrado concentraciones abundantes de
individuos adultos en agua profundas, mientras que en otofio y primavera se
detectan grandes concentraciones de la especie en aguas mas cercanas a la
costa (Bacigalupo & Bustos 1984), asociadas a la actividad reproductiva
(Cousseau & Perrotta 2000). Por lo tanto se ha sugerido que la pescadilla de
calada tiende a desplazarse hacia aguas mas profundas, a medida que se
detecta una baja de la temperatura en aguas mas costeras (Bacigalupo &
Bustos, 1984).

La especie es desovante multiple (Macchi 1998) y la cria de los juveniles se
produce en aguas costeras, y en particular en algunos estuarios. En Bahia
Blanca se detect6 que permanecen durante el primer afio de vida (Lopez
Cazorla 2000). En La Zona comun de Pesca Argentino-Uruguaya (ZCPAU) es
un componente importante de la comunidad de juveniles, dandose las mayores
concentraciones de adultos entre Punta del Este y el Chuy (Carozza et el.
2003).
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Figura 1.5. Pescadilla de calada Cynoscion guatucupa.
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1.7 Hipotesis de trabajo

Dado que los integrantes de la familia Scianeidae tienen habitos
costeros, los eventos ambientales del pasado que modelaron los
ambientes de aguas de plataforma debieron influenciar la distribuciéon

de la variabilidad genética de estas especies.

Dado que la estructuracion genética de una especie depende de la
fidelidad de grupos de individuos a reproducirse en determinadas
areas y/o condiciones oceanograficas, las especies que tengan
requerimientos reproductivos similares coincidirdn en sus patrones de

estructuracion genética.

Dado que los cambios climaticos en el pasado produjeron cambios en
extension de los ambientes utilizados por las especies de peces
costeros, la genética de sus poblaciones mostrar4 evidencia de
cambios en la demografia que podran asociarse a los periodos en los

cuales ocurrieron los cambios climaticos.
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1.8 Objetivos

Objetivo general

Esta tesis tiene como meta estudiar como se estructuran genéticamente
especies de la Familia Siciaenidae en el Atlantico Sudoccidental, y discutir
como los cambios climaticos del final del Pleistoceno pudieron haber
influenciado la historia demografica de especies asociadas a la plataforma

continental.

Objetivos especificos

e Analizar la estructura genética de la corvina (Micropogonias furnieri), la
burriqueta (Menticirrhus americanus), la pescadilla de calada

(Cynoscion guatucuapa) y la pescadilla de red (Macrodon atricauda).

e Evaluar la presencia de patrones filogeogréaficos interespecificos en el

Atlantico Sudoccidental.

e Relacionar los patrones filogeograficos de especies de la Familia

Sciaenidae con eventos paleoambientales del final de Cuaternario.
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CAPITULO 2. METODOS GENERALES
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Localidades

Se colectaron individuos de localidades ubicadas entre Espirito Santo en
Brasil y Bahia Blanca en Argentina (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Localidades de muestreo.
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Mediante colecta con pescadores artesanales, pesca deportiva, muestreo
en desembarque de flota pesquera y del buque Aldebaran de la Direccion
Nacional de Recursos Acuaticos (DINARA) se obtuvieron muestras de las
especies corvina (Micropogonias furnieri), pescadilla de calada (Cynoscion
guatucupa), pescadilla de red (Macrodon atricauda) y de las burriquetas
(Menticirrhus americanus y Menticirrhus littoralis), de Argentina, Uruguay y
Brasil. Las dos especies de Menticirrhus son morfolégicamente muy
similares, en particular en estadios juveniles, por lo que la corroboracion

definitiva de la especie fue molecular.

Extraccion y PCR

Para la extraccion de ADN se sigui6 el protocolo estandar con cloroformo-
fenol (Sambrook et al. 1989) en las corvinas y el protocolo de extraccion
salina de Miller et al. (1988) con modificaciones para el resto de las

especies.

Amplificacién y secuenciaciéon de la region control mitocondrial

La region control es sumamente variable y por lo tanto, los cebadores que
amplifican esta regién en una especie, no siempre son Utiles para otra.
Primariamente amplificaron fragmentos parciales de la regiéon control
mitocondrial de corvinas, utilizando los primers Thr
(AGCTCAGCGCCAGAGCGCCGGTCTTGTAAA) (Lee et al. 1995), Phe
(GCTTTARTTAAGCTACG) (Modificado de Nielsen et al. 1994) y 12S
(ATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTT) (Palumbi et al. 1991). A partir la
secuencias obtenidas se disefiaron los primers internos CorMed-F
(GGTGGTAATACATAAGTGGGAGC) y CorMed-R
(GCTCCCACTTATGTATTACCACC) y con las secuencias obtenidas se
disefiaron primers especificos con homologia en los genes que flanquean la
region control: PhePer (GCCCATCTTAACATCTTCAGTGTTATGC) y Pro-
Corl (CCCAAAACTAGTATTCTAA). Este juego final de cebadores resultd

atil para la amplificacion mediante PCR y secuenciacién de Micropogonias
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furnieri y Cynoscion guatucupa. Con los primers Thr y PhePer se amplifico
Menticirrhus americanus, M. littoralis y Macrodon ancylodon, utilizando los
primers ProCorl y PhePer para la secuenciacion. Para la amplificacion del
citocromo b se utilizaron los primers MVZ05 (CCCAAAACTAGTATTCTAA) y
MVZ16 (CCCAAAACTAGTATTCTAA) (Smiths & Patton 1993). Los
productos de PCR fueron enviados a purificar y secuenciar en el servicio de
secuenciacion Macrogen Inc (Corea).

En total se obtuvo el siguiente nimero de individuos secuenciados:

Menticirrhus littoralis 30
Menticirrhus americanus 107
Micropogponias furnieri 80
Macrodon atricauda 83
Cynoscion guatucupa 136

436

Analisis de datos

Los cromatogramas obtenidos en la secuenciacion fueron editados y
alineadas con el programa BioEdit (Hall 1999). Para evaluar la diversidad
genética se calculé el indice de diversidad nucleotidica, que mide la
diversidad de las secuencias, calculando la probabilidad que dos
nucledtidos homoélogos de dos secuencias tomadas al azar sean iguales.
También se calcul6 la diversidad haplotidica o génica que mide la diversidad
en haplotipos que presenta la poblacién, calculando la probabilidad de que

dos individuos tomados al azar tengan el mismo haplotipo.
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La estructuracion de las poblaciones se evalu6 utilizando los indices Fsr,
comparando el numero de diferencias pareadas entre localidades vy
calculando el test exacto de diferenciacion. Para calcular los indices de
diversidad y evaluar el grado de estructuracion se utilizé el software
Arlequin, Version 3.5 (Excoffier and Lischer 2010).

El modelo de evolucion molecular mas adecuado para explicar la variacion
observada en las secuencias, se evalud utilizando el criterio de Akaike
implementado en jModelTest (Posada 2008). EI modelo seleccionado fue
utilizado para construir arboles de distancia con “unién de vecino” como
algoritmo de agruamiento en PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2001) con boostrap
de 1000 peudoréplicas. También se construyeron redes de haplotipos con
criterios de  parsimonia  utilizando  Network  (http://www.fluxus-

engineering.com).

La historia demografica de las poblaciones fue estimada a partir de la
distribucion de diferencias entre pares de secuencias (“mismatch
distribution”) (Rogers & Harpending 1992, Schneider & Excoffier 1999). Con
esta aproximacion, los estimadores t=2ut, 8y = 2Noy y 81 = 2N;u son
estimados con simulaciones del coalescente en una expansion en un paso.
Las variables 6y y 6; son proporcionales al tamafio poblacional antes y
después de la expansion, y T es el tiempo transcurrido desde la expansion.
Cuando una poblacion atravesd un evento de expansion reciente, la
distribucion de las diferencias entre pares de secuencias es unimodal.
También fueron calculados los indices de neutralidad D de Tajima (1989) y
de Fs de Fu (1997), los que permiten evaluar si la distribucién de
mutaciones se ajusta a un modelo de neutralidad. Estos indices muestran
valores significativamente negativos cuando existe un alejamiento de la
neutralidad, aunque el mismo resultado se observa cuando las poblaciones
sufrieron una expansion poblacional. Si aceptamos que el marcador
utilizado es selectivamente neutro, valores negativos significativos de D y de

Fs podran ser considerados evidencia de expansion poblacional.
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Genetic evidence of two stocks of the whitemouth croaker
Micropogonias furnieri in the Rio de la Plata and oceanic front in
Uruguay
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Analysis of the mitochondrial DNA control region resolved two stocks of whitemouth
croaker Micropogonias furnieri in Uruguayan waters, one in the R10 de la Plata and the
other on the Uruguayan shelf. The whitemouth croaker is the most important coastal
fishery resource along the coast and has the greatest commercial importance in the R10
de la Plata and its oceanic front. The number of pair-wise differences (z) and haplotype
diversity (h) showed significant differences between the two regions. Frequencies of
mtDNA haplotypes did not differ between R10 de la Plata from Bahia Blanca M.
furnieri. Samples from the oceanic front showed greater genetic variability and a larger
effective number of females that were an order of magnitude larger than that in Rio de la
Plata. Mismatch distributions showed evidence of a recent population expansion in the
oceanic region, beginning c. 40 000 b.p. The presence of two stocks of the M. furnieri in
the study area should be considered in the management of this species’ fishery.

© 2009 The Authors Journal compilation © 2009 The Fisheries Society of the British Isles

Key words: marine fish; mtDNA control region; population structure; SW
Atlantic.

INTRODUCTION

The whitemouth croaker Micropogonias furnieri (Desmarest) is a sciaenid with a wide
distribution in the central and south-western Atlantic Ocean. Populations of this fish are
distributed from the southern Caribbean to the Gulf of San Matias in Argentina. In Uruguay,
populations are found from San José in Rio de la Plata to Rocha in the Atlantic Ocean. The
species occurs along the coast, in the mouth of rivers and lagoons, as well as in coastal waters to
50 m. Micropogonias furnieri is a commercially important fishery resource in Uruguay and in
nearby countries and, because of its popularity in the domestic market, it has a high landing
value. It is caught by both artisanal and industrial fleets of several countries.

Catches in offshore areas are regulated by the Agreement of the Rio de la Plata between the
Argentinean and Uruguayan governments, which established the Argentinean — Uruguayan
Common Fishing Zone (ZCPAU). This agreement allows fishing vessels of both countries to
operate in the ocean frontal system. In this context, it is necessary to establish regulations regarding
the distribution of the catches between both countries.

Several conservation measures have been implemented, because M. furnieri is considered to
be “fully exploited’. These measures include limiting the number of boats in the fishery, restricting
fishing with beach seine, increasing gillnet size, pro- tecting spawning areas (western
Montevideo) and setting a minimum landing size. In spite of these management measures,
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evidence shows that the species continues to be overexploited. Traditional models that are used to
calculate the sustainable catch assume that the fishery of a species targets a discrete population.
This assumption is important because marine and estuarine fishes are often managed as a single,
genet- ically homogeneous stock to facilitate political or administrative conventions. For this
reason, it is important to know whether the fishery is taking place on one or multiple stocks to
sustainably manage M. furnieri populations.

A survey of allozyme markers (Maggioni et al., 1994) failed to detect genetic differences
among populations. The results of this study, however, are controver- sial, because meristic and
morphometric traits (Figueroa & Diaz de Astarloa, 1991; Galli, 2001), ecopopulation variation
(Puig & Mesones, 2005) and the distributions of breeding areas (Lasta & Acha, 1996) indicate
two stock groups: one in the Rio de la Plata and another in the adjacent coastal areas.

The goal of this study is to use mitochondrial (mt) DNA control region (CR) sequences to assess
levels of genetic differentiation among populations of M. furnieri between Rio de la Plata and
Atlantic waters off the coast of Uruguay. Mitochon- drial DNA sequences are used to test with
a focus on management whether the M. furnieri at these locations consist of a single stock or if
they are subdivided into distinct populations that should be treated as independent exploitation
units.

MATERIALS AND METHODS

SAMPLINGANDDNAEXTRACTION

Samples of M. furnieri were collected from Uruguayan waters from the Estuary de la Plata
estuary and the Atlantic Ocean close to Brazil, as well as from Bahia Blanca in Argentina, and from
Rio de Janeiro and Floriandpolis in Brazil (Fig. 1). Samples were obtained from fishermen or were
collected with trawls by the research vessel B.1. Aldebaran.

Muscle samples were preserved in 96% ethanol at room temperature. DNA was extracted by
digesting tissues overnight at 55° C in 500 pl extraction buffer [50 mM NaCl, 50 mM Tris, 50 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1% sodium dodecyl sulphate (SDS)] and proteinase K.
DNA was purified using standard chloroform extraction and 100% ethanol precipitation (Sambrook
et al., 1989).

DNAAMPLIFICATIONAND SEQUENCING

Specific primers were designed for the amplification of a fragment of c. 750 base pairs (bp) of
the mtDNA CR (ProCorl-F 5 -CCCAAAACTAGTATTCTAA-3 and PhePer-R 5 -
GCCCATCTTAACATCTTCAGTGTTATGC-3). Each 50 ul of the polymerase chain reaction
(PCR) contained 5 — 50 ng DNA, 10 mM Tris — HCI (pH 8-8), 50 mM KCI, 2:5 mM MgCI2,2-5U
of Taq DNA polymerase, 200 mM of each dNTP and 0-5 mM of each primer. Amplification was
conducted under the following conditions: an initial denaturation step at 94 C (2 min), 35 cycles of
94° C (1 min), 52° C (1 min) and 72° C (1 min) and a final extension step at 72° C (5 min). PCR
products were sequenced directly with the same primers used in the amplifications.
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FIG. 1. Micropogonias furnieri sampling localities. Arrows indicate the direction of migration
between localities, and numbers next to the arrows indicate the number of immigrants per
generation estimated with Migrate.

DATAANALYSIS

Sequences were aligned using Clustal W (Thompson et al., 1994) implemented in BioEdit (Hall,
1999). The dataset was tested for the most appropriate model of nucleotide substitution using
hierarchical likelihood ratio tests (Huelsenbeck & Crandall, 1997) as implemented in
MODELTEST 3.06 (Posada & Crandall, 1998). The substitution model showing the best fit to the
sequences was used to construct a neighbour-joining tree of genetic distances using PAUP* 4.0b10
(Swofford, 2001) with a bootstraps from 1000 pseudo-replicates.

Levels of genetic diversity were estimated with the average number of pair-wise differences (n),
haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (x ) (Nei, 1987). Gene flow and population
structure was assessed by Fst and with an analysis of molecular variance (AMOVA) (Excoffier et
al., 1992). All possible groupings using the Bahia Blanca, Rio de la Plata and Atlantic Ocean were
evaluated with AMOVA, as implemented in Arlequin 3.11 (Schneider et al., 2001). A maximum
likelihood estimate of current effective population size was calculated with the parameter 6 which is
proportional to population size and the mutation rate (6 = 2 uN), and g to evaluate whether
populations have experienced growth or decline using the method of Kuhner et al. (1998), as
implemented in Fluctuate 1.4. Analyses were repeated 10 times for each geographic region to
ensure the stability of parameter estimates. The final analyses of each dataset employed 10 short
Monte-Carlo chains of 200 steps each and five long chains of length 20 000, with a sample
increment of 20. Immigration between regions was estimated with Migrate 2.1.3 (Beerli &
Felsenstein, 2001). Analyses were repeated 10 times, to ensure stability of the estimates, with 10
short Monte-Carlo chains of 5000 steps and five long chains of 50 000 steps and with a sample
increment of 20. This analysis was carried out with an exhaustive search using four heated chains
(1, 4, 7 and 10) and an interval between swapping trees of 1.

Demographic histories of the populations were estimated from the distribution of mismatches
between pairs of sequences (Rogers & Harpending, 1992; Schneider & Excoffier, 1999). In this
approach, the estimates of T = 2ut, 6o = 2NO p and 0; = 2N; p were estimated with coalescent
simulations of stepwise expansions. The variables 6, and 0, are estimates of population sizes before
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and after an expansion, respectively, and t is the time since the expansion occurred (Excoffier &
Schneider, 1999). When a population has experienced a recent expansion, mismatches typically
show a unimodal distribution. Schneider & Excoffier (1999) proposed a test to evaluate a unimodal
distribution with the sum-of-the-squared differences (SSD) statistic. Fu’s (1997) Fs, which is
particularly sensitive to population growth, was used to test for departures from neutrality. These
tests were made with Arlequin 3.11 (Schneider et al., 2001). Mutation rates proposed for the CR of
fishes were used to estimate the absolute times of population events (Brown et al., 1993;
Domingues et al., 2005).

RESULTS

A total of 87 M. furnieri individuals were analysed (Genebank accession: FJ160905-FJ160940):
27 from Monte Hermoso, near Bahia Blanca (Argentina), 26 from the Rio de la Plata (Playa
Pascual and Pajas Blancas) and 27 from the Atlantic Ocean near the Brazilian border. Five fish from
Rio de Janeiro and two from Florianépolis (Brazil; Fig. 1) were included to estimate sequence
divergences from the Uruguayan samples. The analyses were based on 36 haplotypes from a 739 bp
fragment sequenced in all the individuals.

The distributions of haplotype frequencies showed differences between the sample from the
Atlantic Ocean and both samples of Rio de la Plata and Bahia Blanca fish. The Atlantic Ocean
sample has the largest haplotype (h = 0-986) and nucleotide (x = 0-0078) diversities as well as the
largest mean number of pair-wise differences (& = 5-76) (Table I). The sample from the Atlantic
Ocean had the largest number of unique haplotypes (n = 18) (Table II). The average number of pair-
wise differences between the Atlantic Ocean and Rio de la Plata and Bahia Blanca was 0-50 and
0-46, respectively (P < 0-02). Differences between the last two regions were not significant.

The model of molecular substitution that best fit the sequences was the HKY85+1+G model, with
the proportion of invariable sites of | = 0-78 and het- erogeneity in the distribution of variable sites
with a gamma distribution with shape a = 0-19. Genetic distances based on this model were used to
construct a neigh-bour joining tree (Fig. 2). This tree topology showed no geographic partitions of
haplotypes among samples, because haplotypes were shared among locations.

TABLE I. Estimates of diversity in Micropogonias furnieri

Region n H h - b/a

Bahia Blanca 27 8 0-558 0-0024 1-80
Ri10 de la Plata 26 5 0-455 0-0036 2:63
Atlantic Ocean 27 23 0-986 0-0078 5.76

n, sample size; H, number of haplotypes; h, haplotype diversity; ; nucleotide diversity; =, average
number of pair-wise difference between sequences
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RDLP, Rio de la Plata; OA, Atlantic Ocean; BB, Bahia Blanca; FLO, Florianépolis; RJ, R1o de
Janeiro.

Estimates of gene flow with Migrate always showed similar asymmetries in the same directions,
even though the magnitudes of the estimates varied among runs. The largest estimated net gene
flow was always from the two coastal regions towards the Atlantic Ocean. Rio de la Plata also
showed a net flow towards Bahia Blanca (Fig. 1). Fst between pairs of populations was significant
in both between the Atlantic Ocean and the Rio de la Plata (Fst = 0-104; P = 0-018) comparison and
between the Atlantic Ocean and the Bahia Blanca (Fst = 0-108; P < 0-001) comparison. This
statistic, however, failed to differentiate Rio de la Plata from Bahia Blanca (Fst = 0-007; P =
0-225). The largest percentage of explained molecular variance in the AMOVA appeared by
grouping Bahia Blanca with Rio de la Plata. This grouping showed significant values of @t .
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Fic. 2. Neighbour-joining tree of Micropogonias furnieri, Micropogonias furnieri, control region haplotypes.
Numbers represent bootstrap supports above 50% (Rio de la Plata, A; Atlantic Ocean, I Bahia Blanca,
@®; Florianopolis, %; Rio de Janeiro, =).

Estimates of g from Fluctuate were negative for the Rio de la Plata samples (between — 147 and
—197), indicating a decline in population sizes, whereas values for the Atlantic Ocean were positive
(between 783 and 1125). Estimates of ® for the Atlantic Ocean sample were two orders of
magnitude larger (mean ® = 0-1411, s.d. = 0-0223) than that for the Rio de la Plata samples (mean
® = 0-0032, s.d. = 0-0003). Mutation rates proposed for the mtDNA CR in fishes (see below)
produced a surprisingly low estimate of the effective number of females (17 — 26) in Rio de la
Plata. This analysis produced estimates of Ne of 734 — 1158 females from the Atlantic Ocean
sample. Bahia Blanca showed positive g values (between 77 and 180), as well as the Atlantic
Ocean, but the values of ® were similar to those observed in Rio de la Plata (average ® = 0-0036,
s.d. = 0-0003).

The mismatch analyses showed differences between samples that may reflect differences in the
demographic histories of these populations. The SSD statistic rejected the null hypothesis of a
unimodal mismatch distribution in the sample from Bahia Blanca. The SSD for the sample from
Rio de la Plata, however, was not significant even though the shape of the mismatch distribution
was similar to that for the sample from Bahia Blanca (Fig. 3). These tests for unimodal distributions
may be too conservative to reject Ho. Indeed, in Rio de la Plata the values of 6, and 6; (population
number before and after the expansion) were very similar (0-0000 and 0-4182, respectively). In
contrast, the Atlantic Ocean sample showed a unimodal mismatch distribution and noticeably larger
values of 6 0 and 6 1 (0-6133 and 34-1699, respectively), possibly indicating a recent population
expansion. A recent history of population expansion was also supported by Fu’s test of neutrality.
The sample from Bahia Blanca showed a negative, but non-significant value (Fs = —2; P = 0-1430),
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Fic. 3. Mismatch distribution of Micropogonias furnieri control region. The bars represent the observed frequency of
the pair-wise differences among haplotypes, and the curve shows the expected distribution predicted for a population
that has undergone a demographic expansion in the past.

whereas FS was positive (FS = 1.81290; P = 0-8630) for the R"10 de la Plata sample. These
results may indicate stable population histories. The Atlantic Ocean sample, on the other hand,
showed a significant large negative value (FS = —15-71; P < 0-001), indicating a strong signal of
population expansion.

Tau (7) is proportional to the amount of time that has elapsed since the beginning of an expansion
(t= 2 tu). To estimate absolute time, per site per year mutation rates () of 8-24 x 10-8 and 9-30 x
10—8 were used, as proposed for the CR of Chromis chromis (L.) (Domingues et al., 2005), to
calculate a mutation rate per sequence (u). Mutation rates over the 739 bp sequence (u) ranged
between 6-09 and 6-87 x 10—5 year—1. Brown et al. (1993) proposed a per site mutation rate (p)
slightly larger than 1-1 x 10-7 — 1-3 x 10-7 for Acipenser transmontanus Richardson. The
mutation rate per sequence in M. furnieri with this rate is between 8-13 and 9-61 x 10—5 year—1.

For the sample from the Uruguayan Atlantic Ocean, the estimated value of t was of 5-267, with a
minimum of 2-894 and a maximum of 8:166 (o = 0-05). With the four mutation rates and the
estimated value of 1, the estimate of time since population expansion is 27 400 — 43 200 years. The
smallest and the largest values of t produced estimates of 15 100 b.p. (highest rate) and 67 100 b.p.
(lowest rate).

DISCUSSION
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Distributions of haplotypes indicated two stocks of M. furnieri in the Uruguayan waters. This
result was observed even though the sequences of the CR of this species were similar to those from
Rio de Janeiro to Bahia Blanca. Haplotype frequencies, as well as diversity indices, show some
differentiation between populations in the Rio de la Plata and the open coast of Uruguay. Both the
Fst and average number of pair-wise differences were significant. Although differentiation was
observed between locations in Uruguay, no differences were detected between Rio de la Plata and
Bahia Blanca, even though distances between these two regions are much larger than that between
the two Uruguayan localities. Populations of M. furnieri in Rio de la Plata appear to have an
effective population size much smaller than populations off the open coast. This may indicate a
history of small effective population sizes or a current decline in the population. These estimates of
effective size likely reflect historical, rather than contemporary sizes, as the methods implemented
in Fluctuate and Migrate are based on coalescent theory and show historical values. In any case,
both the smallest population sizes and the lowest levels of genetic variability appeared in Rio de la
Plata, making this stock vulnerable to overexploitation. The historical values of gene flow may
reflect colonization events at various locations. Given the main direction of gene flow, the
population expansion detected in the Atlantic could have been generated by dispersals from the
southernmost populations.

This pattern of differentiation contrasts with the results for allozymes, which did not distinguish
among M. furnieri stocks located from Cabo Frio, Brazil (22° 53 S; 42- 00 W) to Bahia Blanca
(Maggioni et al., 1994; Levy et al., 1998). Studies conducted with restricted fragment length
polymorphism (RFLP) analysis of mtDNA also did not detect differences between M. furnieri from
Rio de Janeiro (23° S) to Chuy (34¢ S) (Puchnick-Legat & Levy, 2006). The discrepancies with
these studies are probably because of the use of genetic markers with lower mutation rates than
those for mtDNA CR sequences.

Vasconcello & Haimovici (2006), using models of exploitation, also proposed the presence of a
single stock shared by Argentina, Uruguay and the southern Brazil. In contrast, Figueroa & Diaz de
Astarloa (1991) identified morphometric differences between localities of Uruguay and Bahia
Blanca, but did not find differences between the localities of Rio de la Plata and the Atlantic Ocean
of Uruguay. The authors suggested that even though the differences were not detected between the
two localities, the analyses were inconclusive. Whereas, Galli (2001) found significant differences
in morphology between M. furnieri from Rio de la Plata and the open coast front. Puig & Mesones
(2005), with the analysis of eggs and larvae, suggested that there was a group of spawning M.
furnieri in oceanic waters to the east of Uruguay. Vazzoler (1991) concluded that there are at least
two stocks of M. furnieri in Brazil between Cabo Frio and Chuy. The southern stock of Brazil
apparently moves between Torres (29 45 S, 49- 41 W) and Chuy (33 45 S, 53- 23 W) and into
Uruguayan waters, especially in summer. The stock identified in the oceanic waters of Uruguay is
probably the same one as the one found off southern Brazil.

Differentiation between stocks in Rio de la Plata and the Atlantic Ocean of Uruguay appears to
have occurred recently in the evolutionary history of the species and is detectable only with a high-
resolution molecular marker, capable of detecting events in the late Pleistocene. This region has
experienced numerous ocean-climate temperature shifts, some of which influenced the shoreline
configuration, and hence the currents, of Rio de la Plata after the last glacial maximum (18 000
b.p.) near the end of the Pleistocene (Violante & Parker, 2004).

Before the formation of Rio de la Plata and the Ria of Bahia Blanca and during lower sea levels,
inshore waters were isolated from oceanic waters. The lack of differentiation among M. furnieri
populations of Rio de la Plata and Bahia Blanca may reflect a common and recent origin, given that
the two regions were formed with the last advance of the sea only 10 000 years ago. An alternative
hypothesis is that populations in these regions together form a unique stock, even though both
regions are breeding areas without intervening breeding sites. Under this single-stock hypothesis,
individuals travel long distances to reproduce without distinction between the regions. This
alternative hypothesis, however, is unlikely because of the distance between breeding areas.

The two stocks in the Uruguayan waters appear to differ in their demographic histories. The
Atlantic Ocean population has a genetic signature of a rapid expansion from a small population that
began at the end of the Pleistocene 27 400 — 43 200 years before present, depending on the estimate
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of the mutation rate. This population expansion may have been associated with an expansion of the
breeding area. Micropogonias furnieri in southern Brazil, and probably those in the Atlantic

Ocean off Uruguay, breed in the area of Laguna de los Patos, a lagoon system that arose from
several marine introgressions and regressions in the late Pleistocene (Villwock et al., 1986). The
beginning of the expansion of the Atlantic Ocean stocks coincides with the physical development of
this breeding area.

The detection of two stocks with genetic markers is important for the harvest management of this
fishery resource. The presence of two stocks influences stock assessments, because a two-stock
model in Uruguayan waters would produce lower numbers than single-stock model. Thus, fishery
biomass evaluations should take into account the presence of two stocks. On the other hand, the two
stocks in the Uruguayan waters may be shared with Argentina to the south and Brazil to the north.
The Atlantic Ocean stock is exploited by the fisheries in these countries under the treaty of common
fishing area between Uruguay and Argentina.

The conclusions of this study are based on only a single type of population marker encoded by
mMtDNA. These conclusions can potentially be strengthened by the evaluation of stock structure
with other variable markers, such as nuclear microsatellites or other gene markers, capable of
resolving small differences between populations.

We want to thank the authorities and the staff of Programa de Desarrollo Tecnolégico (PDT) for
financing and the support in the present study. Especially, we want to acknowledge the
collaboration of the local fishermen with sample collection. We would also like to thank the co-
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Anexo 3.1. Micropogonias furnieiri (“Extended Bayesian Skyline plot™)

Dado que en el articulo publicado no se habia realizado el analisis “Extended
Bayesian Skyline plot”, el mismo se realiz6 para evaluar la dinamica historia del
tamafio de las poblaciones y poder comparar el patron observado con el de las
otras especies (Figura 3.1). En este caso se utilizé una tasa de mutacion de 5
% por MA (Ruzzante et al. 2008).
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Figura 3.1. “Extended Bayesian Skyline plot” de las poblaciones de M. furnieri del océano
Atlantico uruguayo y del Rio de la Plata.

Este analisis muestras una tendencia en las corvinas del Rio de la Plata, de
una estabilidad demografica en los ultimos 100.000 afios para decrecer en

torno a los ultimos 10.000 afios. En cambio, las corvinas del Océano Atlantico
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de Uruguay mostraron un crecimiento poblacional constante desde los ultimos

90.000 afos antes del presente.

La poblacién del Océano Atlantico, muy probablemente compartida con el sur
de Brasil, deba su expansion al proceso de generacion del sistema de la
Laguna de los Patos a causa de sucesivas regresiones y transgresiones
marinas entre los 200.000 y los 40.000 afos (Villwock et al. 1986). Para las
corvinas de esa region, el estuario de la Laguna de los Patos es el principal
sitio de reproduccion (Braverman et al. 2009), por lo cual es razonable pensar
que un aumento en el area disponible para la reproduccién haya influenciado la
dinamica poblacional de esta poblacion.
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CAPITULO 4. Las burriquetas Menticirrhus americanus
y M. littoralis
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4.1. Presencia de dos grupos filogenéticamente divergentes en la
burriqueta (Menticirrhus americanus) en el Atlantico Sudoccidental

Introduccioén

La burriqueta Menticirrhus americanus (Linnaeus 1758) se distribuye desde
Cabo Cod (EEUU) hasta la Argentina. El registro mas austral de la especie es a
los 37° 27’ S, en aguas del Rio de la Plata (Bacigalupo & Bustos 1984). Se
alimenta de organismos bentoénicos, especialmente poliquetos y crustaceos, y
los adultos incluyen también otros peces (Haluch et al. 2009).

El género Menticirrhus es Unico en la familia Sciaenidae porque presenta la
vejiga natatoria atrofiada durante el desarrollo, permaneciendo de manera
vestigial en los adultos (Jardim 1988). Es un pez demersal que habita sustratos
fangososo y mezclas de barro y arena en aguas costeras de regiones
estuarinas (Menezes & Figueiredo 1980, Smith & Wenner 1985). La especie es
considerada como estuarino-dependiente, utilizando los estuarios
principalmente para la cria de juveniles (Harding & Chittenden 1987). Es una
especie eurihalina, utilizando salinidades en el rango de entre 0,2 %00 a 41 %y
(Armstrong & Muller 1996). En el Atlantico Norte el desove parece ocurrir
mayormente en invierno (Smith & Wenner 1985). Estudios sobre su
reproduccion desarrollados en el hemisferio norte, mostraron que madura a los
14 meses (Smith & Wenner 1985, Harding & Chittenden 1987). Aunque en el
hemisferio sur la biologia reproductiva no ha sido estudiada profundamente, se
sabe que en Santa Catarina (Brasil), el desove ocurre en primavera y verano
(Muniz & Chaves 2008). Otra especie del mismo género, M. littoralis, registrada
en el sur de Brasil, tiene un periodo reproductivo de diciembre a marzo y los
adultos se acercan a aguas someras para la reproduccion (Braun & Fontoura
2004).

La burriqueta interactia con diferentes tipos de pesca en mayor o menor
medida a los largo de su distribucién. En Sudamérica es objeto de pesca

artesanal y deportiva (Menezes & Figueiredo 1980, Lewis et al. 1999). En
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Estados Unidos, es un componente importante de la captura incidental en la
pesqueria del camaron (Harding & Chittenden 1987), mientras que en Brasil ha

sido considerada como candidata para la acuicultura (Bouchereau et al. 2000).

La estructura genética de una especie explotada comercialmente, es un insumo
necesario para el manejo adecuado de su pesqueria, y por décadas, el uso de
marcadores genéticos ha contribuido al manejo de las pesquerias. Tanto la
estructura poblacional como la variacién genética observada en una especie,
en parte depende de la capacidad de dispersion y también de su historia
evolutiva. Ha sido propuesto que las glaciaciones ocurridas durante el
Pleistoceno fueron los eventos mas significativos que dieron forma a los
patrones filogenéticos observados con ADN mitocondrial y sobre la estructura
poblacional de especies de peces marinos (Han et al. 2008). Uno de los efectos
mas evidentes de los eventos de glaciacion, fue un importante cambio en el
nivel del mar, con sus consecuecnias sobre las zonas costeras y la posible
generacion de eventos de vicarianza, lo que a su vez puede influenciar la
historia demogréafica de las poblaciones y la distribucién geografica de la
diversidad genética (Hewitt 2000).

En este capitulo, se utilizan secuencias del ADN mitocondrial para evaluar si M.
americanus consiste en un Unico stock o esta subdividida en poblaciones
diferenciadas que deberian ser tratadas como unidades independientes, entre
el Rio de la Plata y Espirito Santo (Brasil), y se evalla la influencia de los

paleoclimas de Cuaternario en la variacion genética de la especie.
Materiales y Métodos

Se analiz6 un total de 107 individuos de M. americanus colectados de 7
localidades entre el Rio de la Plata (Uruguay) y Espirito Santo (Brasil): Rio de
la Plata (RP; N = 30), La Paloma (LP, Atlantico uruguayo) (N = 2), Chuy (CH,
Atlantico uruguayo) (N = 4), Santos-Cananéia (SA, Sur de Sao Paulo, Brasil) (N
= 24), Sao Sebastido (SS, Norte de Sao Paulo, Brasil) (N = 21), Rio de Janeiro
(RJ, Brasil) (N = 21) y Vitéria (ES, Brasil) (N = 5) (Figura 4.1.1). Fueron
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obtenidas muestras de tejido a través de pescadores artesanales, pesca con
cafia desde la costa y en el buque de investigaciones B/l Aldebaréan, y
conservados en etanol 96%. El ADN fue aislado por extraccion salina
(modificado de Miller et al. 1988) digiriendo los tejidos a 55°C en 500 pl de
buffer de extraccion [50 mM NaCl, 50 mM Tris, 50 mM EDTA, 1% SDS] y
proteinasa K. EI ADN fue purificado usando una precipitacion de las proteinas
con NaCl, seguido de precipitacion con etanol al 100 %. Se utilizaron los
primers Procorl y PhePer, para amplificar un fragmento de aproximadamente
800pb de la regién control del ADN mitocondrial (CR). Las reacciones de PCR
contuvieron 5-50 ng DNA, 10 mM Tris—HCI (pH 8,8), 50 mM KCI, 2,5mM MgCl,,
2,5 U of Taq DNA polimerasa, 200 mM de cada dNTP and 0,5 mM de cada
primer en un volumen final de 50 ul. La amplificacion fue conducida en las
siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a 94°C (2 min), 35 ciclos
de 94°C (1 min), 52°C (1 min) y 72°C (1 min), y una extension final a 72°C (5
min). Los productos de pcr fueron secuenciados utilizando los mismos primers
usados en la amplificacién y las secuencias fueron editadas y alineadas con
Bioedit (Hall 1999).
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Figura 4.1.1. Localidades de muestreo. RP, Rio de la Plata; LP, La Paloma; CH, Chuy; SA,
Santos-Cananeia (Sur de Sdo Paulo); SS, Sdo Sebastido (Norte de Sdo Paulo); RJ, Rio de
Janeiro; ES, Espirito Santo.

La diversidad genética se midi6 como: la diversidad haplotidica (H), que es la
probabilidad de que dos individuos elegidos al azar tengan secuencias
diferentes de ADN; la diversidad nucleotidica (r), que es la probabilidad de que
dos sitios homologos escogidos al azar sean diferentes; y el niumero medio de
diferencias pareadas (P) (Nei, 1987; Tajima, 1983). La estructura genética de

las poblaciones fue evaluada utilizando los estadisticos Fsr, con la distancia
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genética de Nei & Li (Nei & Li, 1979) que es el numero corregido de diferencias
pareadas entre localidades; y con el test exacto de diferenciacién entre
poblaciones. Los indices de diversidad genética y los andlisis de estructuracion
poblacional fueron calculados con Arlequin, version 3.5 (Excoffier & Lischer,
2010).

El modelo de sustitucion nucleotidica que explica la variacion observada en el
set de datos fue evaluado utilizando el criterio de Akaike implementado en
JModeltest 3.06 (Posada 2008). EI modelo seleccionado fue utilizado para
construir un arbol de distancia con PAUP* 4.0b10 (Swofford 2001) con
bootstrap de 1000 pseudoréplicas. Secuencias de Menticirrhus littoralis de Rio
Grande do Sul, Sao Paulo y Rio de Janeiro fueron utilizadas como grupo
externo. También se construyé una red de haplotipos en Network (Fluxus
Technology 2008).

La historia demografica de las poblaciones fue estimada de la distribucion de
diferencias entre pares de secuencias (“mismatch distribution”) (Rogers &
Harpending 1992, Schneider & Excoffier 1999), la cual es unimodal cuando las
poblaciones experimentaron una expansion poblacional reciente. En esta
aproximacion, se calcula el t = 2ut (el tiempo desde cuando se originé la
expansion) con simulaciones del coalescente de una expansion en un paso
(Excoffier & Schneider 1999). La distribucién unimodal fue evaluada utilizando
el estadistico SSD (“sum of the squared differences”), de acuerdo a Schneider
& Excoffier (1999). Se calcul6 el indice r de Harpending, el cual toma valores
mayores en poblaciones estacionarias con distribuciones de diferencias
multimodales, que en poblaciones que sufrieron expansion poblacional cuyas
distribuciones son unimodales (Harpending 1994). Valores pequefios Yy
significativos de SSD y de r, no permiten rechazar la hipotesis nula de que la
poblacién atravesd una expansion poblacional. Se utilizaron los indices de
Tajima, D (Tajima 1989) y de Fu, Fs (Fu 1997), los cuales son particularmente
sensibles a desviaciones de la neutralidad, y a crecimientos rapidos de la

poblacion. Los test fueron realizados en Arlequin 3.5. La dinamica poblacional

48



hasta el presente también fue examinada utilizando el método denominado
“Extended Bayesian Skyline-Plot” (Drummond et al. 2005). Esta aproximacion
esta basada en la teoria del coalescente y relaciona las secuencias y la historia
demografica de una poblacion (Ho & Shapiro 2011). En estos andlisis se
asumio una tasa de mutacion por sitio de 4 % por sitio por millébn de afios (ver

Discusion).
Resultados

Fueron secuenciadas 806 pb de la region control mitocondrial en un total de
107 individuos. Se identificaron 47 haplotipos, los cuales se redujeron a 45 al
excluir dos indels (inserciones-deleciones) (NUmeros de acceso al Genebank:
JQ322702-JQ322748). Para evaluar los pardmetros poblacionales solo se
utilizaron las localidades con un numero significativo de individuos: Rio de la
Plata, Santos-Cananéia, Sdo Sebastido y Rio de Janeiro. Los individuos de las
restantes localidades fueron utilizados para visualizar la distribucion de la
variacion genética y evaluar la presencia de secuencias divergentes a través
del area muestreada. Los valores de los indices que miden la diversidad
genética, se muestran en la Tabla 4.1.1. El Rio de la Plata mostré la mayor
proporcion de haplotipos divergentes mientras que la diversidad nucelotidica
fue similar en las cuatro localidades. Las localidades de Brasil mostraron

valores similares de variabilidad genética.

Region N k S H T P

Rio de la Plata + LP 32 18 20 0,0133(0,0394)  0,0041 (0,0024) 3,29 (1,74)
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Chui 4 4 6 1,0000 (0,1728)  0,0037 (0,0029) 3,01 (1,97)
S50 Paulo Sur 24 12 14 0,7174 (0,1033)  0,0018 (0,0013) 1,46 (0,92)
S50 Paulo Norte 21 9 16 0,6286 (0,1228)  0,0025 (0,0016) 1,99 (1,17)
Rio de Janeiro 21 8 9 0,7381 (0,0844)  0,0016 (0,0011) 1,26 (0,83)
Espirito Santo 5 4 5 0,9000 (0,1610)  0,0025 (0,0020) 2,00 (1,35)

Tabla 4.1.1. Diversidad genética. n: tamafio de la muestra, k: nimero de haplotipos, S: nimero
de sitios polimarficos, H: diversidad haplotidica; = : diversidad nucleotidica, P: nimero medio de
diferencias entre pares de secuencias. Error standard entre paréntesis. LP: La Paloma.

El modelo de evolucion molecular que mejor ajusté a la variacion observada en
el set de secuencias fue HKY (Hasegawa-Kishino-Yano).con 87,2 % de sitios
invariables. En el software Arlequin, el nimero de modelos de evolucién
molecular es limitado y el modelo HKY no esta disponible. Considerando que
las distancias genéticas calculadas son menores del 4 %, en Arlequin se utilizd
un modelo mas simple (Jukes-Cantor), al considerar que con distancias
genéticas menores a 10 %, no muestran diferencias significativas en las
estimaciones de distancia (Nei & Kumar 2000), pero un modelo mas simple
tiene una varianza menor. Esto es valido cuando los cambios en las secuencias

no siguen una distribucién gama (Arbogast et al. 2002).

El nimero corregido de diferencias entre pares de secuencias, entre el Rio de
la Plata y las otras localidades fue 17,0 (p<0,001). En cambio, cuando las
localidades brasilefias fueron comparadas entre ellas, las diferencias no fueron
significativamente diferentes de 0. El Rio de la Plata mostr6 los mayores
valores pareados de Fst, mientras que cuando las localidades brasilefias

fueron comparadas entre si, los Fst no fueron significativos.

El arbol de distancia mostré dos grupos monofiléticos bien distinguibles con un
apoyo de bootstrap muy significativo (Figura 4.1.2). Uno de los grupos esta
integrado por secuencias obtenidas de individuos colectados en su mayoria en
el Rio de la Plata, y dos colectados cercanos a La Paloma (bootstrap 96%).

Este grupo fue llamado “grupo sur’. El segundo grupo monofilético estuvo
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formado por secuencias encontradas desde el Chuy hasta Espirito Santo
(Brasil) (bootstrap 90%). Dentro de esos dos agrupamientos principales, la
mayoria de los subgrupos no mostraron apoyos de bootstrap. La red de
haplotipos tuvo una topologia en forma de estrella en los dos grupos de
secuencias (Figura 2.1.3). La distancia genética media entre los dos grupos
principales fue de 0,026 mientras que la distancia media de cada uno de los
grupos con M. littoralis fue de 0,21. Con esto se descarta que los dos grupos

correspondieran a esta otra especie morfolégicamente similar.

Grupo Norte

Grupo sur

Figura 4.1.2. Arbol de unién de vecinos (“neighbour-joining”) de haplotipos de Menticirrhus
americanus. El “grupo norte” corresponde a individuos colectados entre Chuy y Espirito Santo,
mientras que el “grupo sur” a muestras del Rio de la Plata y La Paloma. Los nimeros
representan apoyos de bootstrap por encima de 50%.
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Figura 4.1.3. Red de haplotipos de los dos clados de Menticirrhus americanus. (A): Grupo sur;
(B) Grupo norte. “Median vectors” son haplotipos hipotéticos no muestreados.

Inferencias historicas

Dada la divergencia observada entre los dos agrupamientos, éstos fueron
analizados separadamente. Como las localidades brasilefias no se
diferenciaron y sus secuencias formaron un grupo monofilético, las secuencias
entre el Chuy y Espirito Santo se agruparon para evaluar la historia
demografica del clado. El otro clado analizado incluy6 las secuencias del Rio
de la Plata y La Paloma. En el “grupo sur”, el indice de Tajima (D) fue negativo
pero no significativo (D=-1,17; p=0,099) mientras que el de Fu fue negativo y
significativo (Fs=-9,92, p<0,001). En el “grupo norte” ambos indices fueron
negativos y significativos (D=-2,19; p=0,099; FS=-26,68; p<0.001). La
distribucion de las diferencias pareadas fue unimodal solamente en el grupo

sur, aunque tanto el SSD vy el indice r fueron pequefios y no se rechazo la
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hipotesis de una expansion poblacional, en ambos clados (Figura 4.1.4; tabla
4.1.2). Las estimaciones basadas en la distribucién de diferencias indicaron
que el “grupo norte” (t = 1-500; tiempo desde la expansion= 23,200 afios antes
del presente, YBP) se expandiéo mas recientemente que el grupo sur (t=2-676;
tiempo desde la expansiéon = 41,500 YBP) (Tabla 4.1.2). Sin embargo, el
intervalo de confianza fue muy amplio y solapa las dos estimaciones (“grupo
sur”; 12.700 a 109.500 YBP; “grupo norte”: 11.000 a 145.200 YBP).

T SSD r D Fs
0,0211 0,0672 -2,19 -26,68

Grupo norte 1,500
(p=0,46)  (p=0,39) (p<0,001) (p<0,001)
0,0024 0,0150 -1,17 -9,92

Grupo sur 2,676
(p=0,74)  (p=0,91) (p=0,099) (p<0,001)

Tabla 4.1.2. Valores de t estimados con la distribucién de diferencias pareadas y los indices de
neutralidad de Tajima (D) y Fu (FS). (SSD: suma de los desvios cuadrados, r: test de
Harpending)

El método bayesiano mostrd una estimacion similar a la obtenida con el método
anterior: en el “grupo sur’ se observdé una expansion originada cercana a los
50.000 afios con secuencias coalescendo en los 78.000 afios; mientras que en
el “grupo norte” la expansion habria comenzado hace 25.000 afios, con

secuencias coalescendo alrededor de los 41.000 YBP (Figura 4.1.4).

En el “grupo norte” se observd una topologia en forma de estrella, con varios
haplotipos difiriendo en 2 o 3 bases de 2 haplotipos abundantes y ubicados en
posicion central. Los haplotipos centrales son abundantes y ampliamente
distribuidos. La tipica topografia en forma de estrella no es tan evidente en la

red de haplotipos del “grupos sur” (Figura 4.1.3).
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Figura 4.1.4. Izquierda: Distribucién de diferencias (“mismatch distribution”) de M. americanus
para el grupo norte “Grupo norte” (arriba) y del “Grupo sur” (abajo). Derecha: “Bayesian skyline
plot” para los grupos norte y sur de secuencias de Menticirrhus americanus. Las lineas
punteadas representan el intervalo de confianza del 95 %.

1 2
number of differences Million years ago

Discusioén

En este capitulo se observd la presencia de dos unidades evolutivas
significativas (Moritz 1994) de burriguetas en el Atlantico Sudoccidental. La
evidencia mas clara de la divergencia observada es la presencia de dos grupos
reciprocamente monofiléticos: uno conformado con secuencias encontradas en
el Rio de la Plata, y el segundo representado por individuos colectados desde
Chuy hasta Espirito Santo (Brasil). El primer grupo parece estar restringido al
Rio de la Plata, alcanzando las aguas oceanicas, al menos hasta La Paloma.
Los dos grupos estarian en alopatria. En las aguas oceanicas uruguayas M.

americanus parece no ser una especie muy comun, donde M. littoralis es mas
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abundante. Esto es la causa del bajo muestreo obtenido en las localidades de
La Paloma y Chuy. Los individuos que pertenecian a grupos diferentes y que
fueron colectados mas cerca (La Paloma en el “grupo sur” y Chuy en el “grupo
norte”) estuvieron separados por 100 km. Por lo tanto, de existir una zona de

contacto entre las dos unidades evolutivas, esta seria muy débil.

La distancia genética observada en los las dos unidades evolutivas fue
aproximadamente la décima parte de la observada entre éstas y M. littoralis,
apoyando la idea de que se observa es una diferenciacidon poblacional
importante, mas que la presencia de una especie criptica. Por lo tanto, la
diferenciacion observada en M. americanus podria deberse a una divergencia
reciente, probablemente como respuesta a cambios en el clima y en el nivel del

mar del final del Pleistoceno (Hewitt 2000).

La utilizacibn de wuna mayor cantidad de marcadores moleculares
independientes permitird evaluar el grado de diferenciacion, y si la misma es
una diferenciacion poblacional o es debida a la presencia de dos especies

hermanas.

La biologia de la especie no es muy conocida en la regién, lo que dificulta
explicar qué factores pueden haber generado y estar manteniendo las
diferencias observadas. En la especie emparentada M. littoralis, se ha
detectado poco movimiento de juveniles en su area de cria en el sur de Brasil
(Braun & Fontoura 2004). Si los juveniles de M. americanus tuvieran el mismo
comportamiento, la baja dispersion podria ser un factor contribuyendo a la
diferenciacion observada entre areas distantes y mantener diferencias locales.
La hipétesis requiere que las hembras mantengan fidelidad a los sitios de
desove y haya un efecto menor de las corrientes en el intercambio de huevos y
larvas entre diferentes sitios de cria. La limitacion del “grupo sur” al Rio de la
Plata sugiere que podria existir cierta adaptacion a ese ambiente tipicamente
estuarino, posiblemente para alimentacion y reproduccion. En la corvina

blanca, Micropogonias furnieri, también fue detectada la presencia de dos
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stocks genéticamente distinguibles, uno asociado al Rio de la Plata y otro en
aguas ocednicas de Uruguay (Pereira et al. 2009, D’Anatro et al. 2011). Esta
especie desova en la confluencia de las aguas marinas y dulces (Acha et al.
1999), y dado que a M. americanus se la ha asociado a ambientes estuarinos,
una estrategia de desove similar a la corvina rubia podria contribuir a una
diferenciacion local. Braun & Fontoura (2004), basados en un incremento en la
costa de las hembras en condicidén reproductiva durante la época de desove,
propusieron que M. littoralis y Micropogonias furnieri tendrian estrategias
reproductivas similares. Haluch et al. (2011) encontraron que el periodo
reproductivo de M. americanus en el estado de Santa Catarina (Brasil) estuvo
asociado con altas temperaturas y bajas salinidades. Como las bajas
salinidades estan asociadas a los estuarios, y estos no son ambientes
continuos a lo largo de la costa marina, la reproduccion asociada con estuarios
como el Rio de la Plata podria ser un factor generando la diferenciacion
poblacional observada.

No se observaron diferencias significativas entre las localidades de Brasil,
aunque la presencia de alelos exclusivos en cada localidad sugiere cierta
restriccion en el flujo génico. Una hipotética diferenciacion en estas localidades
necesitaria ser evaluada con la utilizacion de un nimero mayor de individuos
analizados y/o con la utilizacion de marcadores moleculares adicionales.
Asimismo, dado que estas localidades compartieron una historia comuan
reciente con un evento de expansion demografica, el efecto de ésta podria

estar enmascarando estructuracion actual de las poblaciones.
Historia demogréafica

Los dos agrupamientos mostraron eventos de expansion poblacional recientes,
aunque difirieron ligeramente. Para obtener una estimacion del tiempo absoluto
de los procesos demograficos se necesita tener una estimacion de la tasa de
mutacion de la region control mitocondrial, lo cual es una fuente importante de

incertidumbre (Ruzzante et al. 2008) En los peces se ha observado que la tasa
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de sustitucion nucleotidica es muy variable (Sato et al. 2003, Sturmbauer et al.
2001, Domingues et al. 2005, Brown et al. 1993, Bowen et al. 2006), variando
entre 2,2 %MA™y 10 % MA™.

Un criterio para escoger una tasa de mutacién para la regiébn control en un
grupo de especies emparentadas, es comparar las diferencias observadas con
este marcador, con las diferencias que surgen de utilizar un marcador genético
con una tasa de cambio mas estable en diferentes grupos taxondémicos (Bowen
et al. 2006). Para esto, se puede utilizar la distancia observada con citocromo
b, cuya tasa de sustitucién es menos variable en peces, alrededor de 2% MA™
(Brown et al. 1979, Bowen et al. 2006). De acuerdo a este criterio, se usaron
secuencias del citocromo b mitocondrial de M. americanus y M. littoralis
(colectadas en aguas uruguayas) y se calcul6 una divergencia de 10 %,
mientras que la diferencia observada con la regién control fue del 20 %. Por lo
tanto, una tasa de sustitucion razonable para el género Menticirrhus estaria
alrededor del 4 % MA™. Con esta tasa de divergencia, la expansion
demografica en el Rio de la Plata (“grupo sur”) habria ocurrido entre los 40.000
y los 50.000 afios antes del presente, y en los 25.000 afios en el “grupo norte”,
integrado por individuos presentes desde el este de Uruguay y Brasil. Estas
estimaciones indican que las poblaciones crecieron desde los Ultimos eventos
de glaciaciéon del final del Pleistoceno, cuando el nivel del mar era menor que
en el presente. Para la Plataforma Argentina, el ultimo maximo de glaciacién
(UMG) ocurri6 entre los 15.000 y los 20.000 afios antes del presente, y en ese
tiempo el nivel del mar estaba en -100 m, mientras que para 50.000 afios atras,
se ubicaba en -50 m (Violante & Parker 2004). Por lo tanto, durante largos
periodos existieron menor cantidad de sitios con aguas poco profundas porque
la costa estuvo mas cerca del limite de la plataforma continental. Esto puede
ser un factor importante para la distribucion de esta especie que actualmente
se la encuentra en profundidades mayores a los 20 m. Con el aumento del nivel
del mar que siguid a los ultimos maximos de glaciacion, el aumento en el
tamafo de la poblacion pudo haber sido el resultado de una expansion en el

habitat disponible (esto es, disponibilidad de aguas poco profundas).
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El proceso de expansion demografica puede estar relacionado a las respuestas
a los cambios ambientales ocurridos cerca del final de las glaciaciones del
Pleistoceno tardio. Dado que los individuos del “grupo sur” estan restringidos a
la region del Rio de la Plata, podria inferirse que la dinamica historica de esta
poblacidon estuvo influenciada por la historia del estuario. Antes de la dltima
transgresion marina, el Rio de la Plata no era un estuario sino un gran delta
(Violante & Parker 2004). Por lo tanto, aunque la especie probablemente no
tenia tanto habitat disponible como en el presente, fue suficiente para mantener
poblaciones de un tamafio significativo, lo cual podria explicar el incremento
mas lento de las poblaciones en respuesta a la transgresion marina que formé

el Rio de la Plata.

La respuesta demografica del “grupo norte” a los eventos de glaciacion parece
haber sido algo diferente, con un incremento 20 veces mayor en el tamafo de
la poblacién, en un tiempo mas reciente. La especie no es capturada en
profundidades mayores a los 20 m. Por tanto, cuando el nivel del mar estuvo a
-100 m durante el UMG, y la linea de costa estuvo mas cerca del limite de la
plataforma, el habitat disponible en regiones oceanicas probablemente fue
mucho menor que en el presente. Este efecto seguramente fue mayor en
latitudes bajas, dado que alli la plataforma es mas angosta. Esta especie
depreda sobre presas bentdnicas (Haluch et al. 2009) como crustaceos y
moluscos, en particular en estadios juveniles, por lo que la disponibilidad de
alimento depende de la extension de la plataforma y las aguas someras. La
Gltima transgresion marina incrementd las areas del mar con aguas poco
profundas, aumentando el habitat disponible para alimentacion, reproduccion y
cria de juveniles. La extension de la plataforma continental Atlantica es mayor
en latitudes altas de Sudameérica, por lo que el impacto de la caida en el nivel
del mar para peces costeros pudo haber sido menos importante para el “grupo
sur’ y esto podria explicar la respuesta demografica mas atenuada de M.

americanus en el Rio de la Plata.

Janko et al. (2007) sugieren que las especies bentdnicas podrian ser mas
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sensibles a las glaciaciones mas recientes que los depredadores pelagicos,
dado que en la columna de agua la disponibilidad de alimentos no
necesariamente dependera de la extension de la plataforma. M. americanus
parece se un caso de especie bentonica cuya dindmica demografica estuvo
influenciada por los eventos climaticos pre-Holocénicos, probablemente

mediados por la disponibilidad de habitat adecuado.

El efecto de las glaciaciones sobre las poblaciones de peces y su diversidad
genética ha sido ampliamente estudiado en peces de agua dulce, donde la
reduccion del agua durante las épocas de hielo parece haber creado refugios y
aislamiento (Ruzzante et al. 2008). En los periodos post-glaciales, poblaciones
pequefias que sobrevivieron en refugios pudieron expandirse con el incremento
del habitat. Sin embargo, en los mares la posibilidad de aislamiento es menor
dado la mayor continuidad de los habitats. Esto hace mas llamativa la
identificacion de dos unidades tan diferenciadas en un medio donde los limites

para el flujo génico no son tan evidentes.

La identificacion de un grupo genéticamente divergente en el Rio de la Plata es
importante desde la perspectiva de la conservacion de los recursos genéticos,
en particular en especies costeras. Las costas tienen una alta diversidad en
comparacion con las aguas abiertas, y a su vez son mas vulnerables a los
disturbios por la presencia de ciudades, y mas general, la concentracion de las
actividades humanas, como el trafico marino y las pesquerias (Gray 1997). En
particular, el Rio de la Plata es usado por Argentina y Uruguay, presenta dos
puertos importantes y sostiene una importante actividad pesquera, por lo que el
estuario podria ser vulnerable a sufrir un impacto sobre la biodiversidad. Desde
esta perspectiva, la identificacion de grupos genéticamente divergentes en el
Rio de la Plata, tanto en Menticirrhus americanus como en otros sciaénidos
(Pereira et al. 2009, D’Anatro et al. 2011) indica que la region mantiene niveles
de biodiversidad que la diferencian de regiones vecinas, mostrando que el

estuario pudo tener una historia que afectd a varias de sus especies.
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Material suplementario

Frecuencias haplotidicas absolutas de Menticirrhus americanus (RP: Rio de la
Plata; LP: La Paloma; CH: Chuy; SA: Santos-Cananéia; SS: Sdo Sebastiao;
RJ: Rio de Janeiro; ES: Espirito Santo).

Localidades
Haplotipo RP LP CH SA SS RJ ES
Mamer0O1 2
Mamer02 1
Mamer03 1
Mamer04 3
Mamer05 1
Mamer06 1
Mamer07 9
Mamer08 1
Mamer09 2
Mamer10 1
Mamerll 1
Mamerl12 1
Mamer13 2
Mamerl4 2
Mamerl5 1
Mamerl16 1
Mamerl7 1
Mamer18 1
Mamerl19 1
Mamer20 1
Mamer21A 1
Mamer21B 1
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Mamer21C 1 1

Mamer22 1

Mamer23 13 13

Mamer24 1

Mamer26 1

Mamer27 1

Mamer28 1

Mamer29 1

Mamer30 1

Mamer31 1

Mamer32 1

Mamer33 1

Mamer34

Mamer35 1

Mamer36 1

Mamer37 1

Mamer39 1

Mamer40 1

Mamer4l 1

Mamer42 1

Mamer43

Mamer44

Mamer45

Mamer46

Mamer47

10
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4.2. Confirmacion molecular y diversidad de la burriqgueta Menticirrhus
littoralis en aguas uruguayas

Introduccién

La burriqueta Menticirrhus littoralis (Holbrook, 1847) es una especie de la
Familia Sciaenidae ampliamente distribuida en el Atlantico Sudoccidental y el
Golfo de México. De acuerdo a algunos autores, esta especie se distribuye
desde Florida (USA) hasta el sur de Brasil (Mernezes & Figueiredo 1980). La
especie no esta registrada en las listas de peces de Uruguay o Argentina (Nion
et al. 2002). Sin embargo, en una revision de la nomenclatura y la taxonomia
de las especies de Menticirrhus en el Atlantico sur, Jardim (1988) sugiere que
su distribucién alcanza la Argentina, en base a descripciones hechas por
diferentes autores (Buen 1950, Devincenzi 1924) aunque nombrandola como
M. martinicencis (sinénimo de M. littoralis). No obstante esto, en Uruguay, los
estudios ecoldgicos y pesqueros consideran que M. americanus es la Unica

especie con presencia en este pais (Nion et al. 2002).

En algunas partes del Atlantico Sudoccidental la especie co-distribuida con la
especie morfologicamente similar Menticirrhus americanus. La diferencia en el
tamafio de las aletas pectorales y el color del cuerpo a menudo permiten
discriminar entre ambas especies (Menezes & Figueiredo 1980). En los
individuos juveniles, donde esas diferencias no son tan pronunciadas, la

identificacion de las especies con estas claves se hace mas dificil.

Los marcadores moleculares pueden utilizarse en la diferenciaciéon de
especies, particularmente en casos de divergencia reciente, donde puede
haber escasez de caracteres morfoldgicos diagnésticos (Meyer, 1997; Avise,
2004). y son una herramienta muy atil en la identificacibn de muestras
colectadas por pescadores o personal con poca calificacion en la identificacion
de las especies. En un muestreo de burriquetas M americanus, como parte de
un estudio que involucraba el analisis de secuencias de la region control

mitocondrial, se observé una secuencia con un alto grado de divergencia en
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aguas uruguayas. Segun Nion et al. (2002), la Unica especie registrada para
Uruguay es M. americanus, por lo que la posible existencia de otra especie
tiene consecuencias para el conocimiento de la biodiversidad y el manejo de
pesquerias. De existir mas de una especie del género Menticirrhus en aguas
uruguayas, los estudios sobre la diversidad de peces y de estadistica

pesquera, actualmente estarian subestimando la diversidad.

En este trabajo se usaron secuencias de ADN mitocondrial para evaluar la
hipotesis sobre la presencia de Menticirrhus littoralis en Uruguay, por lo que
esta especie deberia ser considerada como parte de la fauna icticola del

Uruguay.

Materiales y Métodos

Se extrajo ADN de muestras de musculo para amplificar en reacciones de PCR
y secuenciar, fragmentos parciales de la region control y del citocromo b
mitocondriales (métodos descritos en Pereira et al. 2009) de individuos de
Uruguay y de 3 localidades de Brasil (Figura 4.2.1). En Brasil las muestras
fueron obtenidas con pescadores artesanales, mientras que en Uruguay fueron
colectadas con pesca con cafia desde la costa o con pesca de arrastre en el
buque de investigaciones Aldebaran, a profundidades menores de 15 m.

Para evaluar si el individuo problema pertenece a una especie diferente de M.
americanus, se obtuvo una secuencia de 850 pb del citocromo b mitocondrial
de ese individuo y de otros 2 de M. americanus y se las comparé con
secuencias depositadas en el genbank (nimeros de acceso: DQ060513 y
DQ060512). Se construyé un arbol de distancia con estas secuencias utilizando
el software MEGA (Tamura et al. 2011). La diversidad genética fue medida
como: diversidad haplotipica (H), diversidad nucleotidica (r) y el nimero medio
de diferencias pareadas (P) (Nei 1987, Tajima 1983) calculadas en el software
Arlequin, version 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). Se construyé una red de
haplotipos (Bandelt et al. 1999) de las secuencias de la regién control de M.

littoralis con Network (Fluxus Technology 2008), en la cual no se observo
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particion geografica de las secuencias, dado que individuos de Uruguay

compartieron haplotipos con otros de Cananéia y Rio de Janeiro

La historia demogréafica se evalué con el método de la distribucion de las
diferencias pareadas (mismatch distribution”) (Rogers & Harpendings 1992) y

con un método bayesiano (“skyline plot”) (Drummond et al. 2005).

60”0:0"W 50"0:0"W

40°0'0"S
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Figura 4.2.1. Localidades de las muestras. OAU, Océano Atlantico de Uruguay; RS, Torres (Rio

Grande do Sul); CA, Cananéia (Sur de Sao Paulo); RJ, Rio de Janeiro.
Resultados

El arbol de distancia mostré que la secuencia de citocromo b del individuo
problema (etiquetado como Menticirrhus sp) se agrup6 con las secuencias de
M. littoralis, confirmando la presencia de la especie en aguas uruguayas
(Figura 4.2.2).
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Figure 4.2.2. Arbol de distancia construido con las secuencias de citocromo b de dos individuos
de M. americanus de Uruguay, el individuo problema colectado en Uruguay y dos secuencias
depositadas en el Genbank (DQ060513: M. americanus; DQ060512: M. littoralis).

Una vez que la presencia de M. littoralis fue corroborada, se analizaron
secuencias de 816 pb de la region control mitocondrial de un mayor nimero de
individuos que se pudieron asociar a M. littoralis colectadas en la costa
atlantica uruguaya (n=16), Torres (sur de Brasil) (n=4), Cananéia (Estado de
Sao Paulo) (n=3) y de Rio de Janeiro (n=4). Fueron identificados 22 haplotipos
(Genbank numeros de acceso: JQ322679- JQ322698). La diversidad genética
observada fue alta, observandose con un gran numero de haplotipos. La
diversidad nucleotidica también fue alta y el numero medio de diferencias entre
secuencias (P) refleja la presencia de secuencias con cierta divergencia (Tabla
4.2.1). Este valor fue del orden del que mostraron grupos divergentes de M.

americanus (Capitulo 4.1). (Figura 4.2.3).

Region N L k S H T P

Atlantico uruguayo 16 816 12 50 0,9583 (0,0363) 0,0130 (0,0070) 10,63 (5,11)
Torres (Brasil) 4 816 4 14 1,0000 (0,1768) 0,0091 (0,0065) 7,50 (4,44)
Cananéia (Brasil) 3 816 3 11 1,0000 (0,2722) 0,0090 (0,0015) 7,33 (4,73)
Rio de Janeiro (Brasil) 4 816 4 33 1,0000 (0,1768) 0,0217 (0,0146) 17,67 (10,01)
Todo 27 816 20 69 0,9772 (0,0158) 0,0135 (0,0071) 11,04 (5,18)

Tabla 4.2.1. Diversidad genética de Menticirrhus littoralis. (n: tamafio de la muestra, L: longitud
de las secuencias, k: nUmero de haplotipos, S: nimero de sitios polimérficos, H: diversidad
haplotipica; © : diversidad nucleotidica, P: nimero medio de diferencias pareadas, error

standard entre paréntesis)
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Figure 4.2.3. Red de haplotipos construida con las secuencias de la regién control de M.
littoralis.

Tanto el indice SSD (SSD=0,0109; p=0,355) como el “Harpending's
Raggedness index” (r=0,0114; p=0,659), mostraron que de la “mismatch
distribution” no se puede descartar la hipétesis que la poblacion atravesé por
una expansion poblacional (Figura 4.2.4). Si bien la distribucién de las
diferencias es multimodal, tipica de poblaciones con estabilidad demogréfica, el
intervalo de confianza no permite descartar el ajuste a una distribucion
unimodal tipica de poblaciones en expansion. EI método basado en la
“‘mismatch distribution” es muy conservador para descartar la hipétesis nula de
expansion, y aunque no es descartada, no se resuelve claramente la historia
demografica. Esto se muestra en el amplio rango del intervalo de confianza, ya

qgue el tiempo absoluto para una expansion se estima en torno a los 100.000
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afios aungue con un intervalo que llega hasta los 320.000 afios (Tabla 4.2.2).
Un resultado similar se obtiene al utilizar el método bayesiando (“skyline plot”),
que mostré que la historia demogréfica de la especie sostuvo un ligero
crecimiento desde los 200.000 YBP (Figura 4.2.5).

valor medio minimo Maximo
Tao 8,266 4,660 20,908
T absoluto 126.624 71.385 320.282

Tabla 4.2.2. Estimaciones de los tiempos de expansion basados en el método de la distribucion

de diferencias “mismatch distribution”.
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Figura 4.2.4. Distribucion de las diferencias entre pares de secuencias de Menticirrhus littoralis.
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Figura 4.2.5. “Bayesian skyline plot” mostrando la historia demografica modelada para

Menticirrhus littoralis.

Discusion

La ocurrencia de M. littoralis en aguas uruguayas fue corroborada con
marcadores moleculares. Esto significa que M. americanus no es la Unica
especie del Menticirrhus en el Uruguay. Jardim (1988), en una sinopse
realizada sobre la taxonomia de las especies del género Menticirrhus del
Atlantico Oriental, cita referencias que incluyen esta especie en Uruguay e
inclusive algunas en Argentina (Buen 1950, Devincenzi 1924), aunque
refiriéendose a esta especie como Menticirrhus martinicensis. No obstante, en
Uruguay esta especie no era considerada como integrante de la ictiofauna
uruguaya. Este resultado era improbable dada su presencia en el sur de Brasil.
La co-ocurrencia de las dos especies en el sur de Brasil es bien conocida,
donde M. littoralis es mas abundante en las zonas marinas costeras mientras
gue M. americanus esta asociada a zonas estuarinas (Haluch et al. 2009,
Rodrigues & Vieira 2010). En Uruguay podria estar sucediendo algo similar,
dado que un muestreo de burriquetas en la costa uruguaya no detectd la
presencia de M. littoralis en el estuario del Rio de la Plata, donde M.

americanus fue la Unica especie encontrada (Figura 4.2.6). Dado este
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resultado, probablemente el limite sur de la especie esté en la costa oceanica
uruguaya y no llegue a la Argentina como fue citado en alguna oportunidad
(Jardim 1988).

Figure 4.2.6. Distribucion de los puntos de muestreo de Menticirrhus en el Rio de la Plata y la
costa oceénica de Uruguay. Los puntos negros corresponden a individuos identificados como
M. americanus Yy los puntos grises a M. littoralis.

Recientemente, otra especie de la familia Sciaenidae fue detectada en costa
ocednica de Uruguay (Segura et al. 2009). Esto sugiere que la diversidad de
peces de la familia Sciaenidae pudo haber sido subestimada. El uso del ADN
mitocondrial result6é Gtil para detectar la presencia y abundancia relativa de M.
littoralis en aguas uruguayas, y particularmente en la identificacién de muestras
colectadas por pescadores que en general no diferencias entre las especies de
Menticirrhus. Los investigadores que evaliuan la diversidad de peces de
Uruguay asi como los que realizan estadisticas pesqueras, deberian considerar

la presencia de las dos especies, en particular en la costa oceanica.
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El analisis Bayesiano mostré0 un crecimiento poblacional leve que comenzo
hace unos 200.000 afios antes del presente. Dado que la expansion es antigua,
el tiempo transcurrido hasta el presente ha hecho que las evidencias tipicas de
una expansion demografica fueran haciéndose menos evidentes. Esto puede
ser la causa de que la distribucion multimodal de la “mismatch distribution” y la
red de haplotipos no mostraron una forma de estrella tipica, teniendo incluso

algunos haplotipos divergentes.
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CAPITULO 5. Estructura genética comparada de las
pescadillas: Cynoscion guatucupa y Macrodon
atricauda
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Introduccién

El margen Sudoccidental del Océano Atlantico a lo largo de las costas de
Brasil, Uruguay y Argentina, es una de las regiones mas productivas de los
océanos del mundo (Windom et al. 2008). La pescadilla de red Macrdon
atricauda, antes M. ancylodon, y la pescadilla de calada Cynoscion guatucupa,
antes C. striatus, son dos especies costeras de la Familia Sciaenidae que co-
ocurren a lo largo de su distribucién, en el Atlantico Sudoccidental. De acuerdo
a Chao (1978), ambos géneros pertenecen al Supra-Género Cynoscion,
aunqgue Vergara-Chen et al. (2009) proponen que Cynoscion guatucupa es una
especie hermana del Supra-Género Cynoscion, el cual incluye el género
Macrodon. Ambas especies utilizan aguas de poca profundidad para la cria de
juveniles, especialmente los estuarios. Junto con la corvina Micropogonias
furnieri y el cérvalo Paralonchurus brasiliensis, son las especies de sciaénidos

mas abundantes en el Rio de la Plata y su frente oceanico (Militelli 2007).

La pescadilla de red esta asociada a los fondos blandos y sitios con aporte de
agua dulce, como aquellos de los estuarios del Rio de la Plata y el sistema
lagunar Patos-Merin (Cardoso & Haimovici 2007). Hasta hace pocos afios, el
nombre aceptado para esta especie desde el sur de Brasil hasta el norte de
Argentina era Macrodon ancylodon, pero Santos et al. (2006) y Carvalho Filho
et al. (2010) encontraron dos grupos filogenéticamente divergentes en el
Atlantico Sudoccidental. De acuerdo a esos autores, Macrodon atricauda se
distribuye entre Espirito Santo (Brasil) y el norte de Argentina, y Macrodon
ancylodon desde Espirito Santo hasta Venezuela. Basados en analisis de
otolitos, ha sido propuesta la existencia de diferentes stocks entre los 18 ° 36
(Espirito Santo) and 32 ° 10' (Rio Grande do Sul) (Yamaguti 1979).

La pescadilla de calada Cynoscion guatucupa, alcanza las mayores
abundancias a los 50 metros de profundidad (Macchi 1998). En invierno se
concentra en aguas profundas mientras que en otofio y primavera se mueve a
aguas mas someras, cercanas a la costa, probablemente en un movimiento

asociado a la reproduccion (Cousseau & Perrota 1998). Basado en la dinamica
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reproductiva, la distribucion de areas de cria y movimientos estacionales, se ha
sugerido que la pescadilla de calada forma un Unico stock entre el Cabo Santa
Marta (29° S) y la Provincia de Buenos Aires en Argentina (Vieira & Haimovici
1997). Sin embargo, para algunos autores existe evidencia de una unidad
poblacional en aguas cercanas a Bahia Blanca en Argentina (Cordo 1986, Diaz
de Astarloa & Bolasina 1992). La especie muestra diferencias latitudinales en
algunos parametros tales como la edad méxima, y parametros de crecimiento y
mortandad natural (Ruarte & Séaez 2008). Estudios genéticos y morfoldgicos
que incluyeron individuos provenientes de Samborombdn en el Rio de la Plata
hasta Bahia Blanca no encontraron evidencia de particion poblacional
(Fernandez Iriarte et al. 2011, Sabadin et al. 2010).

Estas dos especies son explotadas por la pesqueria demersal de diferentes
paises a lo largo de sus distribuciones. Las flotas de Uruguay y Argentina
capturan mas intensamente a C. guatucupa mientras que M. atricauda es
capturada incidental o es mayormente capturada por la flota artesanal (Chiesa
2010). En el sur de Brasil, ambas especies son objetivo de la flota pesquera
aunque M. atricauda es uno de los componentes principales de la pesca de
arrastre, con una importancia relativa mayor que en Uruguay Yy Brasil
(Haimovici 1988). En ese pais, se ha considerado en declinacion desde que la
pesqueria de camarones cambid hacia la explotacién de productos demersales
(Castro & Petrere Jr 2001).

En este capitulo se utilizan secuencias de la region control mitocondrial (RC)
para conocer la estructura genética de Cynoscion guatucupa y Macrodon
atricauda, en una zona donde son plenamente explotadas. Las secuencias de
la RC se utilizaron para evaluar si las especies consisten en un unico stock, o
estan subdivididas en poblaciones diferentes que deberian ser tratadas como
unidades de manejo independientes. Se extendid el rango geografico utilizado
en trabajos previos en C. guatucupa, aumentando también el segmento de
ADN analizado en otros trabajos (Fernandez Iriarte et al. 2011, Sabadin et al.

2010). El presente trabajo representa el primero utilizando secuencias de
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region control en una perspectiva poblacional en M. atricauda.

Se ha propuesto que las glaciaciones del Pleistoceno constituyen los eventos
mas significativos para modelar los patrones filogenéticos y la estructura
poblacional de los peces marinos (Han et al. 2008, Hewitt 2000). Se evalla
como el efecto de las glaciaciones, en particular el cambio en el nivel del mar
pudieron influenciar la historia demogréfica de las poblaciones y la distribucion

geografica de la diversidad genética de las dos especies.
Materiales y Métodos

Muestras de C. guatucupa fueron colectadas en Bahia Blanca, Montevideo,
Samborombon, Pirigpolis, La Paloma, Chuy, Torres (Brasil) y Rio de Janeiro
(Brasil). Las muestras de M. atricauda fueron obtenidas de Montevideo,
Piriapolis, Chuy, Sdo Sebastido (Brasil) y Rio de Janeiro. Las colectas fueron
realizadas por pescadores artesanales o con redes de arrastre por el B/l
Aldebaran de la DINARA (Figura 5.1). Se colectaron muestras de muasculo que
se preservaron en alcohol 96% y fueron mantenidas a temperatura ambiente.
La extraccion de ADN se realiz6 digiriendo los tejidos en bafio maria a 55°C en
500 ul de buffer de lisis [50 mM NaCl, 50 mM Tris, 50 mM &acido
ethylenediaminetetraacetico (EDTA), 1% dodecyl sulfato de sodio (SDS)] y
proteinasa K. La purificacion del ADN fue realizada con precipitacion de
proteinas con NaCl, seguida de precipitacion de los acidos nucleicos con etanol
100%.
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Figura 5.1 Localidades de muestreo. BB, Bahia Blanca; MVD, Montevideo; PP, Piriapolis; LP,
La Paloma; CH, Chuy; RS, (Torres, Rio Grande do Sul); SS, Sdo Sebastido; RJ, Rio de Janeiro.

Se amplificaron unas 800pb de la regidén control mitocondrial utilizando los
primers Procorl y Pheper en reacciones de PCR. Las mismas se realizaron en
un volumen de 50 pl que contenian 5-50 ng de ADN, 10 mM Tris—HCI (pH 8,8),
50 mM KClI, 2,5mM MgCI2, 2,5 U de Tag DNA polimerasa, 200 mM de cada
dNTP y 0,5 mM of cada primer. La amplificacién se realizé en las siguientes
condiciones de ciclado: una desnaturalizacion inicial a 94°C (2 min), 35 ciclos
de 94°C (1 min), 52°C (1 min) y 72°C (1 min), y una extension final a 72°C por
5 minutos. Los productos de PCR fueron secuenciados utilizando los mismos
primers que en la amplificacién y las secuencias fueron editadas y alineadas en
Bioedit (Hall 1999).
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Los niveles de diversidad genética fueron medidos a través de la diversidad
haplotidica (H), la diversidad nucleotidica (x) y el nUmero medio de diferencias
pareadas (P) (Nei 1987, Tajima 1983). La estructura de la poblacion fue
evaluada con los indices de fijacién Fst pareados, con la distancia de Nei y Li
(Nei & Li 1979) que es el numero corregido de diferencias entre pares de
secuencias, y con el test exacto de diferenciacion. También se realizé un
andlisis de la varianza molecular (AMOVA), en el que se evaluo la significancia
de la distribucion geogréafica de las variantes genéticas comparando diferentes
agrupamientos de poblaciones. Los valores de diversidad y los analisis de
estructuracion genética fueron calculados usando Arlequin, version 3.5
(Excoffier & Lischer 2010).

Para evaluar qué modelo de sustitucion nucleotidica explica mejor la variacion
observada en el set de datos, se utilizo el criterio de Akaike implementado en
JMODELTEST 3.06 (Posada 2008). Se construyeron redes de haplotipos
utiizando el programa Network (Fluxus Technology, http://www.fluxus-

engineering.com/netwinfo.htm).

Dado que la estructura de las poblaciones depende de sus procesos histéricos,
la demografia histérica de las especies fue evaluada de la distribucion de las
diferencias pareadas (Bandelt et al. 1999, Rogers & Harpending 1992). Cuando
una poblaciébn experimenta una expansion reciente, esta distribucion es
tipicamente unimodal. En esta aproximacion, t = 2ut, el tiempo transcurrido
desde la expansion, se calcula mediante simulaciones del coalescente bajo la
hipétesis de una expansién en un paso. Los desvios de modelo fueron
evaluados usando el estadistico SSD (Schneider & Excoffier 1999) y el indice r
de Harpending (Harpending 1994). Estos toman valores grandes para
distribuciones multimodales, comunes en poblaciones con estabilidad
demografica. También se calcularon los indices de neutralidad de Tajima D
(1989) y de Fu Fs (1997), los cuales son sensibles a alejamientos de la
neutralidad, pero también a los crecimientos poblacionales. Estos muestran

valores negativos cuando existe un alejamiento significativo de la neutralidad,
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aungue el mismo resultado se observa cuando las poblaciones atravesaron una
expansion poblacional. Estos test fueron realizados en Arlequin 3.5. Para
estimar el tiempo absolutos de los procesos demograficos, asumimos una tasa

de sutitucion nucleotidica de 5% / MA (Ruzzante et al. 2008).
Resultados
Macrodon atricauda

Se obtuvieron secuencias de 800 pb de la regién control mitocondrial de de 83
individuos de Macrodon atricauda que resultaron en 28 haplotipos. La variacién
genética fue media (Tabla 5.1). Todas las localidades compartieron un
haplotipo, en frecuencias que van desde 0,33 (Rio de Janeiro) hasta 0,714
(Montevideo), aunque cada localidad mostré6 haplotipos exclusivos.
Exceptuando Rio de Janeiro de los analisis dado que solamente se obtuvieron
3 secuencias, el resto de las localidades tuvo una diversidad haplotidica media,
entre 0,4921 en Montevideo y 0,7863 en el Chuy. Para toda la muestras la
diversidad haplotidica fue 0,6515. La diversidad nucleotidica fue de 0,0016
para el conjunto de los individuos y varié entre 0,0010 y 0,0025 en las
localidades. Los Fst pareados y las diferencias pareadas corregidas no fueron

significativamente diferentes de 0.

Macrodon atricauda
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Region N k S H T P
Montevideo 28 7 8 0,4921 (0,1137) 0,0010 (0,0008) 0,83 (0,61)
Piriapolis 17 8 10 0,6691 (0,1292) 0,0016 (0,0012) 1,28 (0,84)
Chuy 24 11 14 0,7862 (0,0826) 0,0019 (0,0013) 1,52 (0,95)
Sao Sebastiao 11 5 8 0,6182 (0,1643) 0,0022 (0,0015) 1,75 (1,09)
Rio de Janeiro 3 3 3 1,0000 (0,2722) 0,0025 (0,0024) 2,00 (1,51)
All 83 28 30 0,6515 (0,0619) 0,0022 (0,0014) 1,73 (1,02)
Cynoscion guatucupa

Regién N k S H w P
Bahia Blanca 12 10 23 0,9818 (0,0463) 0,0086 (0,0049) 7,10 (3,61)
Samborombén 1 1 - - - -
Montevideo 20 20 32 1,0000 (0,0158) 0,0073 (0,0041) 6,02 (3,00)
Piriapolis 23 23 39 1,0000 (0,0128) 0,0091 (0,0049) 7,51 (3,64)
La Paloma 32 29 60 0,9919 (0,0110) 0,0101 (0,0054) 8,34 (3,97)
Chuy 25 25 46 0,9967 (0,0125) 0,0099 (0,0053) 8,18 (3,92)
Torres 16 14 31 0,9750 (0,0348) 0,0092 (0,0051) 7,58 (3,73)
Rio de Janeiro 8 8 22 1,0000 (0,0625) 0,0082 (0,0049) 6,74 (3,55)
All 136 129 108 0,9990 (0,0011) 0,0092 (0,0048) 7,54 (3,54)

Tabla 5.1. Diversidad genética.. N: tamafa de la muestra, k: numero de haplotipos, S: numero

de sitios polimorficos, H: diversidad haplotidica; n: diversidad nucleotidica, P: nUmero medio de

diferencias entre pares de secuencias. Errores estandar entre paréntesis.

En los andlisis de AMOVA, el porcentaje de varianza genética debido a

diferencias entre grupos fue baja, mientras que la mayoria de las diferencias

fue explicada por las diferencias entre individuos, lo cual es un indicador de

falta de estructura genética.
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Figura 5.2. Redes de haplotipos de Macrodon atricauda y Cynoscion guatucupa.
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Figura 5.3. Distribucion de las diferencias entre pares de secuencias (“Mismatch ditribution”) de
individuos de Cynoscion guatucupa colectados desde Torres (Rio Grande do Sul, Brazil) hasta
Bahia Blanca (Argentina) (arriba) y Macrodon atricauda desde Montevideo a Rio de Janeiro
(abajo). (valores observados en circulos abiertos; valores esperados en circulos cerrados;

lineas punteadas: intervalo de confianza, o = 0.10)

La red de haplotipos mostré una topologia en forma de estrella, lo cual es tipico
en poblaciones que experimentaron una expansion poblacional rapida (Figura
5.2). La distribucioén de las diferencias pareadas fue unimodal (Figura 5.3), y el
indice de Harpending no rechazé la hipotesis de una expansion poblacional
para el conjunto de la muestra. No obstante, el SSD si rechazé la hipoétesis de
expansion. Los dos indices de neutralidad fueron negativos y significativos (D =
-2,41, p < 0,001; Fs =-28,73, p < 0,001) (Tabla 3.2). El estimador del tiempo de
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expansion fue muy bajo (r = 0,396) y utilizando una tasa de mutacion
propuesta para la region control (5,0 % / MA), el tiempo absoluto de la

expansion queda en torno a los 5.000 afios antes del presente.

El modelo de evolucién molecular HKY+G (a=0,011) fue utilizado en el analisis
“‘Extended Bayesian Skyline Plot”, el cual revelé6 un proceso de expansion
originado entre los 30.000 y 40.000 afios antes del presente, poco después de

las secuencias coalescer en los 43.000 afios (Figura 3.4).

Cynoscion guatucupa

Se obtuvieron secuencias de 824 pb de la regién control mitocondrial de 136
individuos, las que definieron 111 haplotipos. La variacién genética fue alta. La
diversidad haplotidica varié entre 0,9750 y 1.000, mientras que la diversidad
nucleotidica estuvo entre 0,0073 y 0,0101. El nimero medio de diferencias
pareadas fue entre 6,02 y 8,35 (Tabla 5.1).

Los Fst pareados estuvieron entre 0,00 y 0,065 indicando baja diferenciacion
genética, aunque las comparaciones entre Montevideo y La Paloma, Bahia
Blanca y Torres resultaron significativas. Agrupando todas las localidades
exceptuando Rio de Janeiro en los andlisis de AMOVA, mostré que la varianza
molecular entre poblaciones fue cercana a cero y que la mayoria de la
variacion genética estuvo distribuida dentro de las poblaciones (®s1=0,0016;
P=0,551), lo cual es un indicador de la falta de estructuracion genética. El test
exacto de diferenciacion no rechazo la hipétesis nula de la no diferenciacion
entre todos los pares de localidades. EI numero neto de diferencias
nucleotidicas entre poblaciones no fue significativamente diferente de cero en
ninguna de las comparaciones de localidades, excepto entre Montevideo y La
Paloma y Montevideo y Chuy. Los valores significativos de diferenciacion entre
estos pares de localidades, con bajos valores de Fst, probablemente sean
debidos a la presencia de varios haplotipos Unicos en las localidades,

consecuencia de la gran variacién haplotidica observada en la especie.
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La alta diversidad haplotidica observada se refleja en la red de haplotipos
donde existen muchas conexiones alternativas (Figura 5.2). Los haplotipos mas
frecuentes fueron compartidos en varias localidades y se ubicaron en posicion
central. Dado la falta de evidencia clara de diferenciacion, se juntaron todas las
localidades para los analisis de la historia demogréfica. La distribucion de las
diferencias pareadas fue unimodal (Figura 5.3) y tanto el indice SSD
(SSD=0,0010; p=0,353) y el de Harpending (r=0,0079; p=0,478) no descartaron
la hipotesis que la poblacion atravesd una expansion demogréfica reciente
(Tabla 5.2). El estimador del tiempo de expansién fue © = 7,820 y el tiempo
absoluto de la expansion fue 95.000 afios antes del presente. Ambos indices
de neutralidad resultaron negativos y significativos (D = -1,98, p = 0,005; Fs = -
24,74, p < 0,001).

T SSD r D Fs
0,1291 0,0244 -2,41 -27,73
Macrodon atricauda 0,396
(p=0,002) (p=1,000) (p<0,001) (p<0,001)
0,0010 0,0079 -1,98 -24,74
Cynoscion guatucupa 7,820
(p=0,353) (p=0,478) (p=0,005) (p<0,001)

Tabla 5.2. Valores de t estimados con la distribucién de las diferencias pareadas (“mismatch
distribution”), indices de de neutralidad de Tajima’s (D) y Fu’s (Fs). (SSD: suma de los desvios

cuadraticos, r: test de Harpending)

El modelo de evolucién molecular que mejor ajusto a la variacién observada fue
TrN+1+G (Pinv = 0,78; a = 0,71). El analisis “Extended Bayesian Skyline Plot”
mostré expansion que comenzd en torno a los 100.000 afios antes del presente

(Figura 5.4), y los haplotipos coalescendo en los 140.000 afios.
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Figura 5.4 “Bayesian skyline plot” de Macrodon atricauda y Cynoscion guatucupa. Las lineas
punteadas representan el intervalo de confianza de 95 %

Discusion

Las dos especies exhibieron niveles bien diferentes de variabilidad genética. C.
guatucupa presentd altos niveles de variacion genética con una mayoria de
habplotipos en baja frecuencia, mientras que en M. atricauda fue baja o media,
con un haplotipo en alta frecuencia y ampliamente distribuido. Las especies no
mostraron evidencias de estructuracion genética de las poblaciones, aunque
este resultado pueda ser consecuencia de procesos demograficos histéricos y

no necesariamente de procesos actuales.

Los altos niveles de variacidon genética observados en C. guatucupa podrian
deberse a grandes tamafios poblacionales, lo que si esto es sostenido a lo
largo del tiempo, permite la generacion y mantenimiento del gran nimero de
variantes observadas. La gran cantidad de variantes en baja frecuencia, puede
resultar en una diferenciacion significativa por la presencia exclusiva local de
algunos haplotipos. Esta tendencia de variantes en baja frecuencia puede ser
el resultado de una expansion poblacional, y por estar en baja frecuencia,
disminuye la probabilidad de que un haplotipo sea colectado en mas de una
localidad. El origen del crecimiento poblacional detectado en C. guatucupa,
pudo estimarse en torno a los 100.000 afios antes del presente. En M.
atricauda, la amplia distribucién de alelos de baja frecuencia también puede
enmascarar procesos recientes de estructuracion poblacional. La distribucion

de haplotipos en esta especie es tipica de poblaciones con expansiones
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poblacionales recientes, un proceso que puede sobrestimar el flujo génico y
enmascarar diferenciacion poblacional (Marko & Hartl 2011, McGovern et al.
2010). De hecho, EIl origen de la expansién poblacional detectada pudo ser
estimado muy recientemente, cerca del ultimo maximo de glaciacion, entre los
20.000 y los 30.000 afos antes del presente. La expansion demografica
estimada, hace que los estadisticos Fst estén marcados por la expansion, y por

lo tanto pueden no estar mostrando una eventual subdivision actual.

Janko et al. (2007) sugirieron que la respuesta demografica de las especies
bentdnicas podria ser mayor a los eventos mas recientes de glaciacion que las
especies pelagicas. Estos autores proponen que especies que se alimentan
principalmente de peces seran menos sensibles a las alteraciones provocadas
por los eventos de glaciacién y sus consecuencias, dado que las especies se
alimentan en la columna del agua no dependerian de la distribucion de las
aguas poco profundas. Aquellas especies que se alimenten en el fondo
experimentarian una reduccion del habitat disponible durante los retrocesos del
mar de los maximos de glaciacibn. En ambas especies, los peces son un
componente importante de la dieta pero en M. atricauda, los pre-adultos
incluyen en su dieta organismos benténicos como cangrejos (Camargo & Isaac
2005), mientras que la dieta de los juveniles de C. guatucupa incluye
crustdceos zooplanctonicos como misideos y camarones (Lopez Cazorla
1996). Por lo tanto, al menos en parte, la respuesta demogréfica de M.
atricauda podria estar explicada por la disponibilidad de organismos bentdnicos
con el avance del nivel del mar que sigui6 al ultimo maximo de glaciacion. En
contraste, la menor respuesta a los ultimos eventos de glaciacion de C.
guatucupa podria estar ligada a la depredacion sobre items pelagicos, los
cuales no necesariamente tuvieron que declinar significativamente con la

contraccion de las aguas poco profundas.

La pescadilla de red parece tener una dependencia mayor sobre los ambientes
costeros y estuarinos, dado que desova en el gradiente salino de fondo,

cuando se encuentran las aguas del estuario con las marinas. En las aguas
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uruguayas, las mayores concentraciones de M. atricauda han sido reportadas
principalmente en dos lugares. Al oeste de Montevideo y en aguas oceanicas
cerca del limite con Brasil, decreciendo en densidad hacia zonas intermedias
(Acufia & Viana 1996). En esas zonas, ha sido registrada la presencia de dos
stocks en la corvina Micropogonias furnieri, la cual es una especie con una
estrategia de desove similar a la de M. atricauda [Pereira et al. 2009, D’Anatro
et al. 2011). Por esta razon, no deberia descartarse la posibilidad de que la
falta de estructura genética observada en la pescadilla de red pudiera ser el
efecto de una expansion poblacional. Con la utilizacion de modelos menos
sensibles a cambios demograficos y/o modelos més complejos de divergencia
y flujo génico con mdultiples marcadores, se podria avanzar en la evaluacion de
la importancia relativa de la alopatria y el flujo génico (IM IMa Hey & Nielsen
2004, 2007, ABC Csilléry et al. 2010).

La pescadilla de calada desova en aguas con caracteristicas marinas (Militelli &
Macchi 2006), dénde las corrientes podrian dispersar los individuos a lo largo
de toda la region, lo que podria explicar la falta de estructuracién genética
observada entre el sur de Brasil y Bahia Blanca. Este resultado también fue
observado en pescadillas de calada colectadas entre bahia Blanca y el Rio de
la Plata analizando un fragmento menor de la region control [15]. Por lo tanto,
la homogeneidad de las poblaciones puede ver extendiéndose desde el sur de
Brasil hasta Bahia Blanca, cubriendo el area completa donde la pesqueria de
esta especie es mayor. Consecuentemente, las pesquerias de Argentina,

Uruguay y Brasil estarian operando sobre un unico stock.

Argentina y Uruguay han establecido un Zona Comun de Pesca (ZCPAU)
mediante un acuerdo que permite a las flotas pesqueras de los dos paises
puedan operar en aguas del Rio de la Plata y su Frente Oceanico. Por otro
lado, no existen acuerdos de pesca de Uruguay con el Brasil. En este contexto,
la presencia de un unico stock en el limite sur de distribucion de la especie en
una informacion importante para establecer las regulaciones que tienen que ver

con las capturas permitidas y la distribucion de cupos por paises, en particular
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para Argentina y Uruguay porque el 70 % de la captura esta concentrada en la
ZCPAU. El restante 30 % se distribuye en Rio Grande do Sul y Rio de Janeiro,
aunque la mitad de esa captura se concentra en el sur de Brasil (Haimovici &
Miranda 2005) y por lo tanto sobre un stock con alta presion pesquera. Por otro
lado, los estudios sobre la biomasa de la especie en la region deberia
considerar la extension del recurso conformando un Unico stock que se

extiende entre Bahia Blanca hasta, al menos el sur de Brasil.

En la ZCPAU, los volimenes de la pesca de la pescadilla de red no alcanzan
los valores registrados por la pescadilla de calada, mientras que en el sur de
Brasil es un recurso plenamente explotado. Si existiera estructuracion genética
actual no detectada con el marcador molecular utilizado, las consecuencias de
la actividad pesquera sobre las eventuales poblaciones seria consecuencia de

la actividad de la flota pesquera demersal brasilefia.
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CAPITULO 6. Discusion General, Conclusiones y
Perspectivas
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6.1 Discusion General

En esta tesis se analizaron los patrones de estructuracion genética de especies
de peces costeros que co-ocurren de la Familia Scianidae, con el objetivo de

evaluar el grado de concordancia en la distribucion de la variabilidad genética.

Las especies analizadas tuvieron en comun su distribucion en la plataforma
continental, y fueron escogidas para evaluar hipotesis sobre la respuesta
demografica a eventos paleoclimaticos del final del Cuaternario que pudieron

influenciar la extension de dicha plataforma.

La informacion de la estructuracion genética de las poblaciones, la
concordancia o no entre varias especies, y las hipotesis sobre la generacion de
los patrones de diversidad, por si mismas tienen un interés biologico, pero
también tienen una importancia particular en aquellas poblaciones naturales en
las que existe una extraccion comercial. ElI grado de estructuracion genética, la
concordancia entre especies, y la caracterizacion de patrones historicos
generando patrones de biodiversidad, generan insumos para un manejo
adecuado de los recursos explotados. Los recursos pesqueros son un ejemplo
en el cual es necesario identificar y caracterizar las poblaciones de las especies
para que el manejo no afecte la viabilidad a largo plazo de las especies y/o

poblaciones.

Patrones de estructuracion de las poblaciones

Se analizo6 la distribucion de la variabilidad genética de 5 especies de la Familia
Sciaenidae. Los patrones diversidad genética de las especies de scieaenidos
en la region, no fueron homogéneos. En algunos casos se observo
concordancia entre patrones de diferentes especies, aunque no fue la regla
general. La corvina (Micropogonias furnieri) y una de las burriquetas
(Menticirrhus americanus) concordaron en sus patrones de estructuracion,
dado que ambas especies presentaron poblaciones diferenciadas asociadas al
Rio de la Plata.
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La pescadilla de calada resulto ser la especie con mayor variabilidad genética,
y conformé un unico stock desde Rio Grande do Sul hasta Bahia Blanca,
mientras que la pescadilla de red fue la menos variable. En esta ultima especie,
la baja variabilidad observada y la sefial de una expansion poblacional reciente,
hace que no pueda descartarse la existencia de estructuraciéon genética en el

presente.

La burriqueta M. littoralis mostr6 un nimero medio de diferencias entre pares
de secuencias muy alto, del orden del observado entre los dos grupos de M.
americanus lo que podria ser un indicador de grupos divergentes similares en
M. littoralis, o la permanencia de un polimorfismo ancestral en una poblacion de
Numero Efectivo (Ne) grande, dado que las secuencias de los dos grupos no
se observan en alopatria. En el resto de las especies no se identificd

estructuracion poblacional en el area estudiada.

La estructuracion genética de las poblaciones podria estar explicada, al menos
en parte por la fidelidad a lugares de desove donde la influencia de las
corrientes no es importante, como en aquellas especies que desovan en la
confluencia del frente salino de fondo. Este es el caso de la corvina. En cambio
en aquellas especies que presentan un desove en aguas abiertas y con mayor
influencia de las corrientes, estas homogeneizan las poblaciones por la deriva

de los desoves.

Dado que la obtencién de informacién sobre el desove de las especies costeras
ha seguido la importancia econémica de las mismas, no existen demasiados

datos sobre la estrategia de desove de las especies del género Mentiticrrhus.

Estudios poblacionales en otras especies costeras en el Atlantico
Sudoccidental

Ademas de las especies analizadas en esta tesis, existen antecedentes en
otras dos especies costeras, y con alguna similitud de habitos con las aqui
analizadas. El pejerrey Odontesthes argentinensis (Orden Atheriniformes) que,

al menos en la regién costera uruguaya, co-ocurre con las especies enalizadas
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en esta tesis. La otra especie es la lacha Brevoortia aurea (Orden
Clupeiformes), que también co-ocurre en aguas marinas y estuarinas con las
especies analizadas. Adema4s, esta especie presenta las mismas estrategias

reproductivas de algunas de las especies analizadas.

Estas dos especies no estan filogenéticamente relacionadas con las especies
de la Familia Sciaenidae (Orden Perciformes), dado que pertenecen a Ordenes
diferentes. La inclusion de éstas en la Discusion General se realiza para
evaluar si los procesos que influenciaron la estructuracion poblacional e historia
demogréfica en especies de la familia Sciaenidae, tuvieran consecuencias

sobre grupos taxondmicos diferentes.

Odontesthes argentinensis

Beheregaray & Sunnuks (2001), con el mismo marcador utilizado en esta tesis
en pejerreyes de la especie Odontesthes argentinensis, encontraron un alto
grado de estructuraciébn genética entre las localidades de Puerto Madryn,
Montevideo, Laguna de Rocha, Cassino (Rio Grande do Sul), Laguna de los
Patos, y Laguna Custodia (Rio Grande do Sul). Esta estructuracion la
explicaron como una respuesta de la especie a la dinamica ambiental del final
del Cuaternario aunque no evaluaron la historia demografica de estas
poblaciones. Por ello, se utilizaron los datos de estos autores para calcular la
distribucion de las diferencias pareadas (“mismatch distribution”) (Figura 6.2),
los tiempos de expansion (Figura 6.3), la historia demografica con “Extended
Bayesian Skyline Plot” (Figura 6.1) y se construyeron redes de haplotipos
(Figura 6.1 i, j, k), para Montevideo, Cassino (localidad del sur de Brasil) y
Laguna de los Patos (analizada por ser una region de reproducciéon de

especies de scieaenidos).

La localidad de Montevideo no mostré evidencia de cambios demogréficos, al
menos en los dltimos 230.000 afios. En cambio, tanto las poblaciones de
Cassino y de la Laguna de los Patos tuvieron una expansion poblacional. La
expansion poblacional de la poblacion de Cassino fue moderada y originada
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hace aproximadamente 160.000 afios antes del presente, mientras que en la
Laguna de los Patos la respuesta fue mas marcada y estimada en uno 130.000

afnos antes del presente.

Brevoortia aurea

Garcia et al. (2008) analizaron secuencias del citocromo b mitocondrial para
evaluar el grado de estructuracion genética en la lacha Brevortia aurea. Las
secuencias se distribuyeron en 4 clados, proponiendo que cada uno de ellos
corresponderia a 4 unidades poblacionales que se estarian mezclando en las
aguas uruguayas. Una interpretacion alternativa podria involucrar que los
clados observados en el arbol de secuencias, fueran el fruto de una divergencia
en alopatria en el pasado con un contacto secundario. De ser asi, esta
composiciéon de clados diferentes, no necesariamente seria evidencia de
estructuracion genética actual en la region. Si bien estos autores no evaluaron
la historia demografica, valores negativos de los indices de neutralidad y partes
de la red de haplotipos con forma de estrella, no descartan la posibilidad de
una expansion poblacional. Dado que el citrocromo b es un marcador
relativamente conservado y que por lo tanto nos muestra eventos relativamente
antiguos en la historia de la especie, puede no estar mostrando estructuracion
genética actual. Un marcador més variable como la regién control mitocondrial
o los microsatélites permitirian evaluar el grado de estructuracion genética

actual de las poblaciones de esta especie.

Esta especie tiene habitos pelagicos pero una estrategia reproductiva similar a
la de Micropogonias furnieri, desovando en el frente salino de fondo en el
estuario del Rio de la Plata (Acha & Macchi 2000). Cualquiera sea la
interpretacion de los resultados obtenidos en B. aurea, no presenta la
segregacion en dos poblaciones entre el Rio de la Plata y el O. Atlantico

observada en M. furnieri y en M. americanus.
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Historia demogréfica y glaciaciones

Las poblaciones del Rio de la Plata y de Bahia Blanca mostraron la variabilidad
genética mas baja (Fig. 6.1a, 6.1b, 6.2), con sefiales de haber atravesado una
disminucién poblacional. La poblaciéon de Montevideo del pejerrey Odonthestes
argentinensis (6.1i) parece haber tenido una estabilidad demogréfica en los
altimos 200.000 afios. El resto de las poblaciones analizadas tuvieron
expansiones demograficas, aunque no todas de la misma magnitud u origen
temporal. Aquellas cuya expansion pudo estimarse mas recientemente,
presentaron una “mismatch distribution” claramente unimodal y redes de
haplotipos con forma de estrella mas definidas (Fig. 6.1e, 6.1g, 6.1f, 6.2). Esto
fue observado en el grupo Norte de Menticirrhus americanus (aprox. 20.000-
25.000 afios), Macrodon atricauda (aprox. 25.000- 35.000 afios) y el clado Sur
de Menticirrhus americanus (aprox. 30.000-40.000 afios) (Fig. 6.3).

Otro grupo de especies tuvieron expansiones originadas en torno a los 100.000
afos (Fig. 6.3). En la poblacion oceéanica de la corvina, pudo estimarse un
origen de la expansion en torno a los 80.000-100.000 afios, y se asocio a la
generacion de la Laguna de los Patos, dado que ésta representa un lugar de
cria dela especie. La pescadilla de calada también mostré evidencias de una
expansion poblacional generada en torno a los 100.000 afios, con una
distribucion unimodal de la “Mismatch distribution”, aunque con una red de
haplotipos muy compleja dada por la alta variabilidad observada en esta
especie. Los andlisis realizados no descartaron una expansion poblacional en
Menticirrhus littoralis aunque aqui la evidencia fue la menos clara y el rango de
tiempo para el origen de esta respuesta demografica fue amplio (entre 100.000
y 320.000 afios). Las poblaciones de Laguna de los Patos y de Cassino del
pejerrey Odontesthes argentinensis, también presentaron evidencias de
expansion, originadas también en este periodo (entre los 130.000 y 160.000

anos).

En conclusion, se detectaron tres tipos de respuestas. La primera fue una

reduccion o estabilidad demografica en las poblaciones mas australes de
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corvinas, tal vez asociada a la division de una poblacion Unica originada por la
generacion de los estuarios del Rio de la Plata y de Bahia Blanca. La poblacion
de Montevideo del pejerrey parece haber seguido este patrén, dado que no se

encontré en ella evidencias de expansion demografica.

La segunda respuesta demografica estd asociada a los Ultimos eventos de
glaciacion del Periodo Cuaternario, entre los 20.000 y 50.000 YBP. Esta
respuesta podria deberse a una dependencia importante de las especies con la
disponibilidad del habitat, y por lo tanto los cambios en la composicion y
disponibilidad de lugares para alimentacion y/o reproduccién generados por los
ultimos eventos en la glaciacion podria ser la causa de esta respuesta en este

periodo.

El tercer tipo de respuesta corresponde a expansiones poblacionales mas
antiguas, asociadas a eventos climéaticos ocurridos en torno a los 100.000
afos. Estas poblaciones podrian tener una dependencia menor a los cambios
en la distribucion y composicion de la costa dado que el crecimiento
demogréfico estimado parece haber sido constante desde los 100.000 afios,
sin verse afectados por los retrocesos de la plataforma continental generados

en los maximos de glaciacion mas recientes.

Implicancias para el manejo de las pesquerias

La pesca de sciaénidos mas importante en la regién es aquella que se focaliza
en la corvina Micropogonias furnieri y la pescadilla de calada Cynoscion
guatucupa. Entre Uruguay y Argentina existen tratados que co-administran
estos recursos en la ZCPAU. Si bien se fijan cupos y medidas de proteccién
para la pesca de estas especies, la pesqueria de una especie puede capturar a

la otra dado que la eficiencia en la pesca de un recurso nunca es total.

La falta de concordancia en los patrones de estructuracién genética de estas
dos especies no permite sugerir medidas que afecten de igual manera a

ambas. En la corvina se detectd la presencia de dos stocks parcialmente
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diferenciados, uno asociado al Rio de la Plata y el otro ubicado en aguas
oceanicas de Uruguay y probablemente también en el sur de Brasil. Por
cuestiones de logistica de la flota pesquera, la actividad extractiva de este
recurso esta concentrada principalmente en el Rio de la Plata, lo cual implica
qgue la explotacion se realiza sobre una poblacion concentrada en el estuario.
Dada la presencia de dos stocks podria considerarse, como una medida de
relajamiento de la presion sobre el stock del Rio de la Plata, la pesca de esta

especie en aguas mas oceanicas utilizando como puerto base a La Paloma.

Por otro lado, los tamafos poblacionales de cada uno de esos stocks, es
menor al tamafio de la poblacion que la considerara como una Unica unidad.
Por lo tanto, los estudios sobre la biomasa del recurso, basicos para la
obtencion de las capturas maximas sostenibles, deberian considerar esta
divisiébn de las corvinas en dos poblaciones en la ZCPAU, de manera de no

subestimar los niumeros poblacionales.

En el caso de la pescadilla de calada, si bien no existe en Uruguay una pesca
dirigida a esta especie, se captura por la flota que pesca corvina, y representa
la tercera especie en volumenes de desembarque después de la merluza y la
corvina (Chiesa 2010). La explotacion principal de este recurso por parte de
Argentina y Uruguay esta concentrada en la parte exterior del Rio de la Plata, y
en el estado de Rio Grande do Sul, por parte de Brasil (Haimovici & Miranda
2005). Dada la presencia de un anico stock entre Rio Grande do Sul (Brasil) y
Bahia Blanca (Argentina), la poblacion mantendria un relajamiento de la
presidon pesquera, en areas de explotacion baja en las aguas mas oceanicas de
la ZCPAU donde la flota pesquera argentino-uruguaya practicamente no opera.
Los andlisis de biomasa en esta especie en su distribucion sur, deberian
considerar los datos de investigacion pesquera de Argentina, Uruguay del sur

de Brasil.

Las otras especies analizadas tienen una importancia relativa menor en la

ZCPAU. La pescadilla de red mostr6 baja variabilidad genética, probablemente
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debida a un evento de expansion poblacional reciente, o cual no permite
diferenciar poblaciones, aunque datos sobre la distribucion de los individuos de
la especie, asi como sus habitos costeros, hacen sospechar que exista algun
tipo de estructuracion no detectada con el marcador molecular utilizado. Se
sugiere dejar abierta la posibilidad de una estructuracion genética. La
utilizacion de métodos que tengan en cuenta el efecto de la historia
demografica y del flujo génico, asi como el andlisis de otros loci, permitir4
evaluar esa hipotesis. Esto podria brindar elementos para el manejo de la
pesqueria de esta especie en Brasil, déonde ha mostrado sefiales de

explotacion maxima (Haimovici & Miranda 2005).

En el caso de las burriguetas, se destaca la presencia de un grupo
genéticamente muy divergente de Menticirrhus americanus en el Rio de la
Plata, en alopatria con otro grupo compuesto por individuos distribuidos desde
Rocha (Uruguay) hasta, al menos, Espirito Santo en Brasil. EI descubrimiento
de este grupo divergente aporta al conocimiento de patrones de biodiversidad
del Rio de la Plata, y dado que es coincidente con el descubrimiento de un
stock de corvinas en esa area, sugiere que este estuario podria mantener una

diversidad bioldgica diferenciada del resto de la costa oriental de Sudamérica.

En esta tesis también se detectd la presencia de una especie de burriqueta no
registrada hasta ahora para Uruguay, Menticirrhus littoralis. En estudios sobre
la biodiversidad de la costa uruguaya, la presencia de dos especies de
Menticirrhus debe ser considerada, asi como el hecho que M. americanus

presenta dos grupos filogenéticamente divergentes.
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Figura 6.1. Redes de haplotipos. (a) Micropogonias furnieri (Bahia Blanca); (b)
M. furnieri (Rio de la Plata); (c) M. furnieri (Océano Atlantico); (d) Menticirrhus
littoralis; (e) M. americanus, clado norte; (f) M. americanus, clado sur; (g)
Macrodon atricauda; (h) Cynoscion guatucupa; (i) Odontesthes argentinensis,
Montevideo; (j) O. argentinensis, Cassino; (k) O. argentinensis, Lagoa dos

Patos.
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Figura 6.2. Distribucion de las diferencias entre pares de secuencias
(“mismatch distribution”). Referencias igual que en Figura 5.1.
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6.2 Conclusiones

e Los patrones de diversificacion de las especies y de las poblaciones de
los Sciaenidae analizados, no siempre presentaron concordancia.

e Se detecto la presencia de dos stocks de corvina Micropogonias furnieri:
uno asociado al Rio de la Plata y otro en aguas oceanicas de Uruguay.
Esta estructuracion podria haberse generado por una fidelidad de la
especie para desovar en aguas del Rio de la Plata.

e La pescadilla de calada Cynoscion guatucua conformd un Unico stock
entre el sur de Brasil y Bahia Blanca, lo cual podria ser consecuencia del
tipo de desove en aguas abiertas.

e Se detect6 un grupo filogenéticamente divergente de Menticirrhus
americanus en el Rio de la Plata.

¢ No se detecto6 diferenciacion genética entre las localidades muestreadas
de Macrodon atricauda.

e EIl Rio de la Plata presentd grupos diferenciados genéticamente en dos
especies de peces costeros, lo que sugiere que podria representar una
region con una diversidad genética diferenciada de zonas adyacentes. La
region atlantica de Uruguay mostré continuidad con la regiébn Sur y
Sudeste de Brasil.

e La respuesta demografica de las especies a los cambios ambientales del
pasado, principalmente debida a la disponibilidad de plataforma
continental, fue de 3 tipos:

o Decrecimiento poblacional o estabilidad demogréfica

o Crecimiento demografico relacionado a los ultimos eventos de
glaciacion en torno a los 30.000-50.000 afios antes del presente

o Crecimiento demografico relacionado a eventos de glaciacion de

100.000 afios 0 mas antes del presente.
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e Se confirma por primera vez para Uruguay, la presencia de Menticirrhus

littoralis.

6.3 Perspectivas

Los resultados de esta tesis sientan las bases para estudios de estructuracion
genética y sobre la influencia de los cambios climaticos del pasado sobre la
demografia histérica de las poblaciones de peces costeros del Atlantico
Sudoccidental. Existen otras especies costeras, algunas de la Familia
Sciaenidae, que podrian estudiarse para completar el panorama distribucién de
la diversidad genética en el area. En este sentido, en especies como el corvalo
Paralonchurus brasiliensis, el pargo blanco Umbrina canosai, y varias especies
de Cynoscion de distribucion en Brasil, y con estrategias reproductivas
similares a la observada en Cynoscion guatucupa, se esperaria una tendencia
a la homogeneidad genética. En cambio otras con estrategia reproductiva
parecida a la que presenta la corvina rubia Micropogonias furnieri, con desoves
en el gradiente salino, son candidatos a presentar estructuracién genética. Un

ejemplo de este tipo de especies es la corvina negra Pogonias cromis.

En la pescadilla de red Macrodon atricauda, el marcador genético utilizado no
detect6 diferenciacién poblacional, probablemente por una sobrestimacion del
flujo génico debido a una expansion poblacional reciente. Con la utilizacion de
loci adicionales, nucleares o mitocondriales, y métodos de analisis de datos
que permitan evaluar el efecto conjunto de los procesos histéricos y del flujo
génico, se podra evaluar la importancia relativa de la alopatria y de la historia

demografica en la estructuracion actual de las poblaciones.

La deteccion de un grupo filogenéticamente divergente de Menticirrhus
americanus en el estuario del Rio de la Plata plantea la necesidad de la
utilizacién de marcadores independientes al ADN mitocondrial para evaluar el
grado de diferenciacion en la especie (subespecies, especies, unidades
evolutivas). Esta especie tiene una distribucion muy amplia, desde EUA hasta
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el Rio de la Plata, por lo que un muestreo mas amplio podria evidenciar la

presencia mas unidades genéticas diferenciadas.

La alta divergencia de haplotipos observada en M. littoralis podria ser evaluada
con un muestreo dirigido a esta especie. La colecta de esta especie en esta

tesis, fue incidental en la colecta de la especie objetivo M. americanus.
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