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Resumen

Los ambientes marinos proveen de excelentes casos de estudio para poner a prueba el
rol de los factores ecoldgicos como promotores de la diferenciacién poblacional, dado
gue tipicamente permiten una amplia dispersion de los organismos que los habitan
con un bajo costo energético. Dentro de éstos, los estuarios constituyen uno de los
sistemas mas interesantes para llevar a cabo estudios de diferenciacién poblacional,
debido a la diferenciacién ecoldgica de estos ambientes comparados con aguas
ocednicas, la co-ocurrencia de especies entre ambos medios y la aparente ausencia de
barreras geograficas entre ellos. La corvina rubia, Micropogonias furnieri, representa
un buen modelo para estudiar posibles eventos de diferenciacidn ecoldgica entre
ambos ambientes, dado que es frecuente encontrarla habitando en zonas estuarinas a
lo largo de su amplia distribucién. El objetivo general de esta tesis fue analizar y
caracterizar la variacién intra- e interpoblacional en M. furnieri en el Rio de La Plata, su
frente oceanico y lagunas asociadas, y establecer su relacién con factores ecologicos.
Se trabajo segun la hipdtesis de que el Rio de La Plata y la Laguna de Rocha sustentan
poblaciones diferenciadas de M. furnieri respecto a su frente oceanico, cuya identidad
es mantenida al menos en parte por seleccidén natural, por lo que exhiben un limitado
flujo genético con las poblaciones adyacentes. Con este fin se analizd la estructura
poblacional de la corvina rubia en estas localidades mediante técnicas de morfometria
geométrica, once loci de microsatélites, isétopos estables y el andlisis de algunos
atributos del aparato digestivo. Si bien el patrén de variacién fue complejo y dependié
en parte de los rasgos analizados, los resultados apoyan la idea de que el Rio de La
Plata y la Laguna de Rocha sustentan unidades independientes de corvina rubia,
donde procesos guiados por seleccidn natural parecen tener un papel importante en la
diferenciacién poblacional. Andlisis enfocados especificamente sobre la base genética
de las posibles diferencias adaptativas encontradas parecen ser ademas necesarios

para comprender la transicion entre las unidades y ocednicas estuarinas.



Capitulo 1.- Introduccion general

Los ambientes marinos proveen de excelentes casos de estudio para poner a prueba el
rol de los factores ecoldgicos como promotores de la diferenciacién poblacional, dado
gue tipicamente permiten una amplia dispersion de los organismos que los habitan
con un costo energético generalmente menor que los ambientes terrestres (Wolf et
al. 2008). Aunado a esto, las regiones costeras marinas han sido consideradas areas
altamente dindmicas desde el punto de vista de la biogeografia histérica (Beheregaray
et al. 2002). Dentro de estas ultimas, los estuarios constituyen uno de los sistemas mas
interesantes para llevar a cabo estudios de diferenciacidn poblacional, dada la
diferenciacién ecoldgica de estos ambientes comparados con aguas ocednicas, la co-
ocurrencia de especies entre ambos medios y la aparente ausencia de barreras

geograficas entre ellos.

La corvina rubia Micropogonias furnieri Desmarest 1823 (Perciformes: Sciaenidae)
representa un buen modelo para estudiar posibles eventos de diferenciacion ecoldgica
entre ambos ambientes, dado que es frecuente encontrarla habitando en zonas
estuarinas a lo largo de su amplia distribucion en el Océano Atlantico; su limite
septentrional alcanza hasta el Golfo de México (209N), llegando en el hemisferio sur
hasta el golfo de San Matias en la Argentina (412S) (Isaac, 1988; Vazzoler, 1991). Su
habitat comprende fondos arenosos y fangosos sobre la plataforma continental, con
habitos demersales obligatorios (Vazzoler, 1975, Alvarez & Pomares, 1997). Su
alimentacion estd basada principalmente en invertebrados bentdnicos, tales como

poliqguetos, moluscos bivalvos, crustdceos (camarones, cangrejos, langostinos) vy



ofiuroideos, consumiendo también en menor proporcion moluscos gasterépodos,
anfioxos y peces pequefios (Puig 1986, Cotrina 1986). Es una especie eurihalina y
euritérmica, distribuyéndose dentro de salinidades comprendidas entre 0,3 - 35 y en
temperaturas de 10,72 C a 31,62 C (Vazzoler 1991, Acha et al. 1999). La reproduccidn
en estos peces es ovulipara, con huevos pelagicos de aproximadamente 1 mm de
diametro (Vazzoler 1996). La corvina rubia es uno de los principales recursos
pesqueros del Uruguay (DINARA 2003), siendo explotada comercialmente también en
paises como Venezuela, Guyanas, Brasil y Argentina (Haimovici et al. 1989, Vazzoller

1991, Alvarez & Pomares 1997).

Como la mayoria de los Sciaenidae, M. furnieri se acerca a la costa durante el periodo
reproductivo. En Uruguay lo hace a fines de primavera y durante el verano (Lopez de
Ledn, 1984; Acuiia et al., 1992), llegando a incursionar dentro de lagunas costeras y en
la desembocadura de algunos rios. Estos ambientes constituyen areas de desove,
reclutamiento y cria de juveniles en general; citdndose en Uruguay el Rio de La Plata y
la Laguna de Rocha como zonas con estas caracteristicas (Vizziano et al. 2002,
Jaureguizar et al. 2008 y referencias alli mencionadas). En esta ultima localidad, fue
reportada una reduccidén de aproximadamente 11-12 cm en la talla de primera
madurez en comparacion con los individuos presentes en el Rio de la Plata y su frente
oceanico, los cuales alcanzan la madurez sexual aproximadamente a 30 cm (Vizziano et
al. 2002). Un fenédmeno similar ha sido reportado para la Laguna de los Patos (Castello
1986; Haimovici & Gatto 1996). Ross (1988) propone que esta estrategia (i.e. tamafio

asintdtico reducido y madurez sexual en estadios tempranos del desarrollo) es



también adoptada por Micropogonias undulatus Linnaeus 1766 que habita estuarios y

es comunmente adoptada por individuos que sufren una alta tasa de mortalidad.

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar este desplazamiento de
caracteres fenotipicos (vease Ratner & Lande 2001, por una discusion detallada), con
un énfasis especial en la presiéon impuesta por la pesca. En particular, la pesca
comercial estad enfocada en la presas de mayor tamano; de esta manera los individuos
predispuestos genéticamente a madurar en estadios tardios del ciclo de vida son
seleccionados en contra. Por tanto, la pesca estaria actuando como una fuerza
selectiva que favoreceria a los individuos predispuestos a madurar en estadios
tempranos del desarrollo y/o a tamafios menores (Browman 2000, Ernande et al.
2003, Stockwell et al. 2003, Hutchings 2004, Olsen et al. 2004, Sthenseth & Rouyer

2008).

Una pequeia flota pesquera artesanal opera en la Laguna de Rocha (Santana &
Fabiano 1999), siendo M. furnieri mayormente capturada de manera incidental en
esfuerzos pesqueros enfocados en otros recursos (e.g. Brevoortia aurea, Odonthestes
argentinensis, Penaeus paulensis) (Saona et al. 2003). A primera vista, la pesqueria que
se desarrolla dentro de esta laguna tendria un bajo impacto en la poblaciéon de
corvinas rubias que habitan en ella, pero esto no ha sido evaluado hasta el momento.
Cabe mencionar también que otros factores naturales, diferentes de la presién
impuesta por la pesca, podrian favorecer la maduracién a menor edad o a tamafios
menores en esta especie, o que simplemente sea un desplazamiento fenotipico

plastico en esta especie.



Analizando la estructura de tallas, Cotrina (1986) propuso la existencia de dos
poblaciones de corvina rubia: una en el estuario del Rio de La Plata hasta la latitud
389S, y la otra en la localidad El Rincén, Argentina (409S); aunque este autor menciona
que esta diferenciacién puede deberse simplemente a un uso mas exhaustivo del
recurso pesquero en el Rio de la Plata. Un patrdn de diferenciacidon poblacional similar
es reportado por Figueroa y Dias de Aztarloa (1991). Por otro lado, Galli (2002)
analizando caracteres meristicos y morfoldgicos, encuentra evidencia de diferenciaciéon
entre las corvinas rubias del Rio de la Plata y las muestreadas en aguas ocednicas
uruguayas. En contraste a esos estudios morfologicos, Maggioni et al. (1994)
analizando la variacidén en varios loci de alozimas, encuentran altos niveles de flujo
génico entre poblaciones enmarcadas desde Rio Grande (339S, Brasil) hasta El Rincdn,
concluyendo que esta regidn sustenta una Unica poblacidon panmitica de corvina rubia.
Pereira (1990), empleando el mismo tipo de marcadores moleculares, también
propone altos niveles de flujo génico entre el Rio de La Plata y su frente oceanico para
esta especie. Pereira et al. (2009), empleando ADN mitocondrial (ADNm) como
marcador molecular, encuentran niveles moderados de flujo genético entre el Rio de la
Plata y su frente oceanico, proponiendo que existen dos unidades genéticamente
diferenciadas entre estos dos ambientes. En un estudio mas reciente, D’Anatro et al.
(2011) corroboran esta diferenciacion empleando varios loci de microsatélites y
sugirieron ademas que la diferenciacion morfoldgica de los individuos de la Laguna de
Rocha es acompafada por una moderada diferenciacién genética. De la misma
manera, varios stocks han sido propuestos mediante analisis morfométricos o de

estructura de la poblacién para las costas oceanicas de Brasil (e.g. Vazzoler 1971,
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Haimovici & Gatto 1996), que luego no fueron recobrados en posteriores andlisis
moleculares empleando alozimas (Levy et al. 1998) o solo fueron parcialmente

reflejados en estudios empleando ADNm (Puchnik-Legat & Levy 2006)

A modo de resumen, varios analisis morfoldgicos proponen la existencia de una
poblacién diferenciada de corvina rubia en el Rio de la Plata en comparacion a
individuos obtenidos en aguas oceadnicas de Uruguay, Brasil o Argentina. En
contraposicion, los estudios alozimicos no logran recobrar este patron ni tampoco la
estructura poblacional propuesta por varios estudios morfoldgicos a lo largo de la
costa oceadnica de Brasil. Estudios genéticos basados en ADNm apoyan la
diferenciacién de los individuos del Rio de la Plata con respecto a los muestreados a lo
largo de su frente ocednico y también sugieren que hay estructuraciéon en las
poblaciones de M. furnieri en las costas ocednicas de Brasil, aunque el patrén de
variacion que proponen para esta ultima regién difiere un poco del sugerido por los
estudios morfoldgicos. Finalmente, los resultados obtenidos empleando microsatélites
también apoyan el status de los individuos del Rio de la Plata como una unidad
diferenciada de las demas analizadas y también proponen que los individuos de la
Laguna de Rocha presentan una moderada diferenciacién genética con respecto a sus

contrapartes ocednicas y del Rio de la Plata.

Como deduccion principal de los resultados anteriormente detallados se desprende
gue tanto estudios morfoldgicos como moleculares plantean la idea de que el Rio de la
Plata sustenta un poblacion diferenciada de corvina rubia y que en menor medida

analisis genéticos mas recientes (i.e. D’Anatro et al. 2011) sugieren una moderada
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diferenciacién de los individuos de la Laguna de Rocha. Este escenario de
diferenciacién poblacional dentro de una reducida escala geografica y en ausencia de
barreras fisicas, bosqueja la hipotesis de que tal diferenciacidn no es guiada solo por
deriva genética y que posiblemente algunos procesos selectivos estén también
guiando la divergencia entre poblaciones. Segun Schluter (1998, 2000, 2001), basado
en la hipétesis de la "especiacién ecolégica", las presiones selectivas divergentes
conducen a la acumulacién de diferencias, causando el aislamiento reproductivo entre
poblaciones en distintos ambientes, dada la existencia de mecanismos ecoldgicos de
seleccion en contra de los fenotipos intermedios. Una adecuada caracterizacion
fenotipica, asi como alguna estimacion del posible uso diferencial de recursos, parecen
ser necesarios para tratar de dilucidar cuales son las principales fuerzas involucradas
en la divergencia entre esas poblaciones de corvina rubia. Ademads, un estudio mas
detallado de la estructura genética poblacional de esta especie y su relacidon con otros
factores ambientales o fenotipicos, asi como estimaciones de sus patrones de
movimiento a corto plazo, podrian también ayudar a descubrir los principales agentes

involucrados en el proceso de diferenciacion.

El objetivo general de esta tesis fue analizar y caracterizar la variacién intra- e

interpoblacional en M. furnieri en el Rio de la Plata, su frente ocednico y lagunas

costeras asociadas y establecer su relacién con factores ecoldgicos.

La hipotesis de trabajo afirma que el Rio de la Plata y la Laguna de Rocha sustentan

poblaciones diferenciadas de M. furnieri respecto a su frente ocednico, cuya identidad
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es mantenida al menos en parte por seleccidn natural, por lo que exhiben un limitado

flujo genético con las poblaciones adyacentes.

Las predicciones de esta hipdtesis son:

La diferenciacion molecular de los ejemplares del Rio de la Plata y de la Laguna de

Rocha estaria acompanada por desplazamientos de caracteres morfoldgicos.

Los desplazamientos en los caracteres morfolégicos estarian influenciados al menos en

parte por seleccidn natural divergente entre los diferentes ambientes.

El patron de diferenciacion encontrado entre los diferentes ambientes estaria asociado
a parametros ambientales distintivos y podria verse reflejado a su vez en aspectos

troficos.

Los objetivos especificos fueron:

Analizar la variacion espacial intra- e inter-poblacional mediante el empleo de
microsatélites y de técnicas de morfometria geométrica, estudiando el nivel de
diferenciacién de las poblaciones del Rio de la Plata, su frente ocednico y lagunas

costeras asociadas.

Analizar los roles relativos de la deriva genética y de la seleccion natural en la

divergencia poblacional.
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Analizar diferencias tréficas entre las poblaciones estudiadas por medio de isdtopos

estables, asi como los patrones de movimiento a corto plazo de estas poblaciones.

Analizar la variacion en rasgos del aparato digestivo entre las poblaciones estudiadas

Establecer correspondencias entre la diferenciacion genética y morfoldgica con

aspectos troficos, parametros ambientales y el uso del espacio.
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Capitulo 2.- Variacion genotipica y fenotipica en M. furnieri: poniendo a
prueba los roles relativos de la deriva genética y de la seleccidon natural

en la divergencia poblacional

Introduccion

Conocer como covarian los patrones de variacion morfoldgica y molecular en las
poblaciones naturales es importante para comprender el efecto de las fuerzas
subyacentes involucradas en los procesos de diferenciacion poblacional. Los niveles de
divergencia entre poblaciones son frecuentemente evaluados mediante técnicas que
emplean variacidon asumida como neutral, tanto a nivel molecular (e.g. Wlasiuk et al.
2003) como a nivel morfolégico (e.g. D’Anatro & Lessa 2006). Evidentemente, no todos
los procesos que conducen a la diferenciacién poblacional son gobernados por deriva
genética o “deriva morfoldgica” (i.e. cambios morfoldgicos que no afectan la eficacia
darwiniana de los individuos), pero el empleo de marcadores neutrales provee
frecuentemente de una buena linea de base para analizar la naturaleza de los procesos
de diferenciaciéon poblacional, dada la dificultad que generalmente representa

identificar los loci directamente involucrados en tal diferenciacion.

Anteriormente se menciond que el patron de diferenciacién poblacional en M. furnieri

esta representado por dos principales caracteristicas: 1) una reduccion en la talla de

primera madurez de los individuos de la Laguna de Rocha acompanada de una
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diferenciacién genética moderada respecto los individuos que habitan en el Rio de la
Plata o el Océano Atlantico, y 2) una diferenciacién genética mas marcada y también
asociada, pero de una manera mas leve, a cambios fenotipicos de los individuos del Rio
de la Plata al compararlos con individuos de localidades oceanicas (e. g. La Paloma) o

lacustres (e. g. Laguna de Rocha)

La morfometria geométrica (Bookstein, 1991) es utilizada frecuentemente para evaluar
la variacion en la forma de diversas estructuras anatomicas. En esta técnica, la forma
de una determinada estructura es representada mediante la posicion relativa de
marcos anatémicos (“landmarks”), i.e., puntos considerados homadlogos entre todos
los individuos analizados. La relacidén espacial inherente a la configuracion de estos
marcos anatémicos provee de una descripcién mdas detallada de los patrones
generados por los procesos de morfogénesis que el empleo tradicional de las medidas
lineales (Rohlf 2000). Debido a esto, el analisis de la variacion morfolégica empleando
morfometria geométrica representaria una buena aproximacién para cuantificar los
posibles cambios fenotipicos que acompafiarian las diferenciaciones genéticas antes

reportadas para esta especie.

El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar los niveles de variacion fenotipica
en varias poblaciones de corvina rubia M. furnieri mediante técnicas de morfometria
geométrica. Se explora la hipdtesis de que la diferenciacién genética encontrada en
previos estudios en esta especie es acompafiada por divergencia morfoldgica. En
particular, se investiga si la reduccién en el tamafio de los individuos de la Laguna de

Rocha es acompafada de otros desplazamientos fenotipicos y si la diferenciacion
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genética de los individuos del Rio de la Plata es también reflejada por caracteres
morfoldgicos en forma mas detallada. Adicionalmente, se examina la hipdtesis de que
la deriva genética es una explicacion suficiente para los patrones de varianza vy

covarianza fenotipica dentro y entre poblaciones (Ackermann & Cheverud 2002)

Materiales y métodos

Andlisis de la estructura poblacional

Las corvinas rubias fueron obtenidas mediante pescadores artesanales y a partir de
una campafia de muestreo del B/l Aldebaran (DINARA - MGAP), durante los periodos
comprendidos entre noviembre 2008 — marzo 2009 y noviembre 2009 — marzo 2010.
Los 225 individuos analizados (Laguna de Rocha, n = 76; La Paloma, n = 13; San Luis, n =
61; Montevideo, n = 51; Laguna de Castillos, n = 8 Villa Gesell, n =16; Fig. 1) fueron
clasificados como adultos segin su longitud estandar y/o por inspeccion gonadal

(Isaac, 1988; Vizziano et al., 2002).

Diecinueve marcos anatémicos, asumidos como homdlogos entre todos los individuos
analizados, fueron elegidos a lo largo del flanco izquierdo de cada espécimen (Fig. 2).
Se obtuvieron imdgenes mediante una cdmara digital Nikon Coolpix 3100, ubicando a
cada individuo en forma paralela al plano focal. A partir de esas imagenes se
obtuvieron las coordenadas x e y de cada marco anatémico, empleando el programa
TpsDig v 2.16. Para evitar sesgos en los datos debido al posible arqueado de los

individuos, tres marcos anatomicos (1, 11 y 16) fueron alineados utilizando la opcién
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“unbend specimens” del programa TpsUtil v. 1.46. La configuracion obtenida de esos
marcos anatdmicos fue superpuesta entre todos lo individuos de manera que la
desviacidon de esos marcos fuera minimizada empleando el método “Procustes”. Se
empled la aproximacion “thin plate spline” y de componentes uniformes para
proyectar los individuos desde un espacio tangente no-lineal a uno tangente lineal.
Detalles adicionales sobre estos métodos pueden encontrarse en Bookstein (1991),
Monteiro y dos Reis (2000) y referencias alli mencionadas. Se empled el programa
TpsRegr v. 1.37 para realizar los andlisis. Los programas TpsDig, TpsUtil y TpsRegr

fueron obtenidos en: http://life.bio.sunysb.edu/morph (Rohlf, F.).

Se realizd un andlisis discriminante (AD) sobre la matriz de “partial warps” y
componentes uniformes, obtenida a partir de los andlisis morfométricos. Se
efectuaron un total de 10* permutaciones entre individuos a modo de prueba no
paramétrica del lambda de Wilks y de las distancias de Mahalanobis entre grupos,
empleando el programa PAD (Dujardin, J.
http://www.mpl.ird.fr/morphometrics/pad/index.html) y la correccion de Bonferroni
(1936) para comparaciones multiples. Se utilizé el tamafio del centroide como una
medida general del tamafio de los individuos (Monteiro & dos Reis 2000). Para analizar
la influencia del tamano en la discriminacidn encontrada, se realizaron correlaciones

de Pearson entre el tamafio del centroide y las raices discriminantes.
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Contrastando los patrones de variacion morfoldgica y molecular

Se emplearon estimaciones de la diferenciacion genética entre las diferentes
poblaciones derivadas del analisis de 11 loci de microsatélites. Siete de éstos fueron
empleados en previos andlisis genético poblacionales incluyendo 145 corvinas rubias
(D’Antro et al. en prensa). En esta instancia, se agregaron individuos provenientes de
Villa Gesell (n=20, Argentina) asi como el analisis adicional de otros cuatro loci de
microsatélites (Soc428, Soc429, Soc442 y Soc443F; O’'Malley et al. 2003), llegando a un
total de 165 individuos analizados. Esos cuatro nuevos loci fueron marcados con
fluréforos y los productos de PCR fueron analizados en Macrogen (Corea) empleando
GS400HD como estandar de tamafio molecular. Fueron seguidos los protocolos
descriptos en D’Anatro et al. (2011) para la amplificacién de los siete loci de
microsatélites, comunes entre el presente trabajo y el anteriormente mencionado en
los analisis de individuos provenientes de Villa Gesell. La extraccion de ADN,
condiciones de PCR, andlisis de desequilibrio de ligamiento y apartamientos del
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-Weq) fueron llevados a cabo siguiendo los

procedimientos empleados en D’Anatro et al. (2011).

Debido a que muchos de los microsatélites empleados en D’Anatro et al. (2011) se
apartaron del H-Wegq, se calcularon los Fsr de Weir (1996) y se implementé ademas
una correccion para la presencia de alelos nulos, mediante el programa FreeNA
(Chapuis & Estoup 2007). Vease D’Anatro et al. (2011) por una fundamentacién mas
detallada sobre el uso de estos indices en este caso. Por otra parte, dado que la

generalmente alta heterocigosidad de los loci de microsatélites puede introducir
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sesgos en la estimacion de los valores de Fsr, también se calcularon los valores Dest
propuestos por Jost (2008) empleando el programa SMOGD v. 1.2.5 (Crawford 2010)
entre pares de poblaciones. A modo de corroboracién adicional del patrén de
estructura poblacional sugerido por los indices de fijacion, se realizdé un analisis de la
subdivisién poblacional y agrupamiento de los individuos, implementado con el
programa Structure v. 2.3.3 (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2003, Falush et al. 2007,
Hubisz et al. 2009) el cual emplea algoritmos de Monte Carlo basados en Cadenas de
Markov (métodos “MCMC”). Fueron consideradas de 1 a 7 poblaciones potenciales
(desde K=1 a K=7), empleando un vez mas las condiciones detalladas en D’Anatro et al.

(2011)

Siguiendo las recomendaciones de Jackson (1995) y Peres-Neto & Jackson (2001), se
explord un ajuste de tipo “Procrustes” para analizar la correlacién estadistica entre las
distancias, genéticas, morfoldgicas y geograficas obtenidas. Se obtuvieron
estimaciones de las distancias geograficas lineales entre pares de poblaciones
mediante el software Google™ Earth. Para este fin se utilizé el programa ProTest
(Jackson 1995) con 9* permutaciones. La eleccién de este tipo de analisis esta basada
en que puede llegar a tener un mejor desempefio que la prueba de Mantel (1967) al
analizar tales correlaciones (Peres-Neto & Jackson 2001). Un escalamiento
multidimensional (MDS) fue primariamente llevado a cabo sobre cada una de las
matrices a ser comparadas. Posteriormente, fue implementado el ajuste Procusteano
entre las dos primeras dimensiones del MDS obtenidas para cada matriz analizada. Un

ProTest parcial fue realizado entre las matrices de distancias morfoldgicas y genéticas,
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dejando fijo el posible efecto de las distancias geograficas entre pares de poblaciones

(véase Peres-Neto & Jackson 2001 por mas detalles sobre este procedimiento).

Divergencia guiada por seleccion natural vs divergencia neutral

Ackerman y Cheverud (2002) desarrollaron una prueba para analizar el efecto de los
procesos selectivos sobre caracteres morfolégicos que puede rechazar la hipdtesis de
qgue la deriva genética es responsable del proceso de diferenciacion, aun en ausencia
de una hipdtesis adaptativa especifica. Si el patrén de cambio de la estructura en
estudio es gobernado por la deriva genética, la varianza y covarianza genética de los
rasgos entre poblaciones debe ser proporcional a esos mismos valores dentro de las
poblaciones (Lande 1979). Contrariamente, si los patrones de varianza y covarianza
genética de los rasgos entre poblaciones difieren del patréon de esos mismos valores
dentro de las poblaciones, la hipdtesis de que la accién de la deriva genética es
suficiente para explicar la divergencia encontrada entre poblaciones puede ser
rechazada. Debido a la dificultad de obtener las matrices de varianza/covarianza
genética (V/CV) en poblaciones naturales (matriz G), Ackerman y Cheverud (2002)
proponen el uso de las matrices de V/CV fenotipicas entre y dentro de las poblaciones
(matriz P) en su lugar. Debido a que la matriz P es el resultados de la interaccidn entre
efectos genéticos y ambientales, este método asume la forma de la matriz fenotipica
de V/CV no es influenciada por factores ambientales — e.g., plasticidad fenotipica,
efecto maternal o cualquier otra clases de causa de origen no genético — de manera
diferencial entre las poblaciones estudiadas (Ackerman & Cheverud 2002, Marroig &

Cheverud 2004). La matriz de V/CV de las poblaciones agrupadas (matriz W) es
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reducida a sus componentes principales (PCs), y esos PCs son entonces ordenados

segln su varianza (eigenvalores).

Se calculé la varianza entre poblaciones (Matriz B) a lo largo de esos ejes de
componentes principales, y se efectué una regresion lineal entre esos valores
logaritmizados y los de los eigenvalores de la matriz W. Si la diferenciaciéon fue
producida por deriva genética, se espera un valor de la pendiente de regresién cercano
a 1,0. Pendientes mayores indican un exceso de varianza entre poblaciones,
generalmente producto de los primeros PCs, relativo a la cantidad de variacion
esperada solo bajo un régimen de deriva genética (Ackerman & Cheverud 2002,
Marroig & Cheverud 2004). Empleando la prueba de esfericidad de Bartlett, se calculd
la correlacion entre las medias poblacionales a lo largo de los cinco primeros PCs (n-1
poblaciones, Marroig & Cheverud 2004). Dado que esos PCs deberian ser
independientes, correlaciones significativas podrian reflejar el efecto seleccién
correlacionada, i.e. seleccidon sobre la combinacién optima de algunos caracteres (ver
Ackerman & Cheverud 2002, Marroig & Cheverud 2004, Harmon & Gibson 2006 por
mas detalles acerca de esta metodologia). En resumen, se puso a prueba la hipotesis
de que el cambio morfolégico entre las diferentes poblaciones de M. furnieri es guiada
por deriva genética segin dos metodologias: comparando las matrices fenotipicas de
V/CV y examinando la correlacién de los PCs de variacién morfolégica dentro y entre

poblaciones.

Resultados
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Estructura poblacional segun los resultados morfoldgicos obtenidos

En la Fig. 3 se presentan los resultados obtenidos en el AD realizado sobre la matriz de
“partial warps” y componentes uniformes. El 72% de la varianza del sistema fue
explicado por las dos primeras raices del AD y por esa razdn solo éstas fueron
empleadas en la representacion grafica. El andlisis mostré una leve diferenciaciéon
entre las localidades analizadas. A pesar de ello, la matriz de clasificacién del DFA
asignd correctamente 75% o mas de los individuos analizados a sus localidades de
procedencia (Tabla I). Las mayores distancias de Mahalanobis fueron entre los
individuos de la Laguna de Castillos y los de La Paloma, y entre los primeros y los
individuos de Montevideo (Tabla I). Todas las comparaciones de la Tabla | fueron
estadisticamente significativas luego aplicar la correccién de Bonferroni. El AD mostré
que casi todos los individuos de la Laguna de Rocha y de la Laguna de Castillos
presentaron valores positivos a lo largo de la Raiz 1. El corrimiento relativo de los
marcos anatdmicos respecto de la configuracidon consenso (Fig. 4) asociados a estos
valores positivos a lo largo del Factor 1 involucraron principalmente un
desplazamiento superior de los marcos 18 y 19; un desplazamiento posterior de los
marcos 4, 5, 6, 7, 8 y 13, y por ultimo, un desplazamiento anterior de los marcos 1, 3,
14, 15 y 16 (Fig. 4A). Todos esos cambios morfoldgicos sugieren que los individuos de
la laguna de Rocha y Laguna de Castillos tienen un cuerpo con perfil mds alto, un
pedunculo caudal mas corto y un cabeza mas grande que los otros analizados. Los
individuos de Montevideo, San Luis y Villa Gesell presentaron valores negativos a lo

largo del Factor 1 y por lo tanto caracteristicas morfologicas opuestas (Fig. 4B). El

23



Factor 2 del AD separd principalmente a los individuos de Villa Gesell y San Luis de los
de Montevideo. El desplazamiento de los marcos anatomicos relacionado a los valores
positivos del Factor 2 involucrd principalmente un corrimiento relativo posterior de los
marcos 1, 2, 3, 16, 17 y 19, desplazamiento anterior de los marcos 9, 10, 11, 12y 13,y
por ultimo, un desplazamiento ventral del marco 5 (Fig. 4C). Todos esos cambios
resultan en individuos con cabeza y hocico relativamente cortos. Los individuos con
valores negativos sobre este mismo eje, principalmente aquellos de Montevideo vy
algunos de la Laguna de Rocha, presentaron caracteristicas morfolégicas opuestas (Fig.
4D). No se encontré evidencia de un correlacion significativa entre el tamano del
centroide y ninguno de los Raices (Raiz 1 vs. tamafio del centroide, r = 0,100 p = 0,134;
Raiz 2 vs. tamafio del centroide, r =-0,113, p = 0,849) lo que sugiere que el tamafio de

los individuos no influencid la diferenciacion poblacional antes descripta.

Patrones de variacion molecular y morfoldgica

El andlisis de desequilibrio de ligamiento mostré que todos los loci de microsatélites
analizados fueron independientes (p < 0,05) y exceptuando Soc442 en Montevideo y
Soc443F en Laguna de Rocha; todos los nuevos loci analizados estuvieron en H-Weq.
Nuevamente, varios de los loci de los empleados en D’Anatro et al. (2011) sufrieron
apartamientos del H-Weq en la localidad de Villa Gesell. Los valores pareados de Fst de
Weir fueron similares a los obtenidos con el programa FreeNA y siguieron el mismo
patrén de variacion que los Dest de Jost, como lo sugiere el test de Mantel (1967),
implementado con el programa zt (Bonnet & Van de Peer 2001) empleando 10°

permutaciones al azar (r > 0,65; p < 0,05 en todas las posibles comparaciones). Debido
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a estos resultados, durante el resto del trabajo se hara referencia solamente a los
valores de Fst de Weir. Estos valores son acordes con las estimaciones de Fst
reportadas en D’Anatro et al. (2011). Los resultados obtenidos con el programa
Structure (Fig. 5) también reflejaron los resultados obtenidos en el ultimo trabajo
citado. De esta manera, la inclusidon de nuevos individuos de la localidad de Villa Gesell
de nuevos loci apoyan la diferenciacién de la poblacién de corvina rubia del Rio de la
Plata y también reafirman los bajos niveles de diferenciacidon genética de los individuos

de la Laguna de Rocha.

Los mejores resultados con el MDS fueron logrados considerando solamente dos
dimensiones, con valores de estrés menor a 0,002 en todos los casos. Los analisis
realizados con ProTest no mostraron evidencia de correlacidn, ni entre las distancias
morfolégicas y geograficas (m? = 0,716; p = 0,488), ni entre las distancias genéticas vy

geograficas (m? = 0,587; p = 0,236) y tampoco entre las distancias morfoldgicas y

genéticas (m2 = 0,771; p 0,614). Los resultados del ProTest parcial tampoco
mostraron evidencia de correlacién entre las distancias genéticas y morfoldgicas (m? =

0,906, p = 0,769). Las pruebas de Mantel y de Mantel parcial tampoco detectaron

evidencia de correlacidn entre esos grupos de datos (resultados no mostrados).

Divergencia poblacional por deriva vs variacion adaptativa

La aproximaciéon empleada realizando regresiones propone que los cambios
morfoldgicos encontrados no pueden ser explicados solamente por efecto de la deriva

genética y que algunos procesos selectivos estarian probablemente involucrados en la

25



diferenciacién poblacional, con varios ejes por fuera del intervalo de confianza al 95%
de la regresién (Fig. 6a: r = 0,430; p = 0,011). Excluyendo PC1, un componente
comunmente considerado como descriptor del tamafio, los resultados no difirieron
significativamente (Fig. 6b: r = 0,409; p = 0,018). La correlacidon entre la media
poblacional de lo PCs no evidencié el efecto de seleccidn correlacionada (x* = 18,307; p
= 0,430). Los ejes por encima de la linea de regresién, posiblemente bajo el efecto de
seleccion divergente, involucraron aspectos de la forma y posicidon de la boca, forma
del opérculo (e.g. PC3 y 5) y la forma del pedunculo caudal (e.g. PC3, 5, 7 y 25). Los ejes
por debajo de la linea de regresion, posiblemente bajo el efecto de la seleccidon
estabilizadora, también involucraron aspectos de la forma de la boca, preopérculo (e.g.
PC2 y 4), forma de los ojos (e.g. PC2), base de las aletas dorsal, pectoral, pélvica y anal

(e.g. PC4) y base de la pectoral (e.g. PC2).

Discusion

Patrén general de la variacion molecular y morfoldgica

La estructura poblacional de M. furnieri fue evaluada por medio de morfometria
geométrica y mediante el andlisis de varios loci de microsatélites a lo largo de varias
localidades en Uruguay y Argentina. Todas las poblaciones analizadas mostraron
diferencias estadisticas significativas entre sus centroides. A su vez, el AD asignd una
fraccién importante de individuos a sus localidades de origen. Cabe destacar, sin
embargo, que la diferenciacion morfolégica entre las localidades estudiadas no fue de

gran magnitud (Fig. 3). Algunas de las localidades analizadas difirieron tanto en
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caracteres genéticos como morfoldgicos, aunque ambos grupos de marcadores no se
encontraron correlacionados entre si, ni con la distancia geografica entre poblaciones.
Aunado a esto, parte de la variacion morfolégica encontrada entre las poblaciones no
puede ser explicada solamente como resultado del efecto de la deriva genética y que
la seleccidn divergente y la estabilizadora podrian estar jugando un papel importante

sobre la diferenciacién poblacional.

Diferenciacion morfoldgica entre las localidades analizadas

Los resultados genéticos y morfoldgicos obtenidos en este trabajo sugieren que los
individuos de Montevideo (estuario del Rio de la Plata) representan una unidad
diferente a los individuos presentes en su frente oceanico, lo cual concuerda con
trabajos previos (e.g. Cotrina 1986, Figueroa & Diaz de Astarloa 1991, Galli 2002,
Macchi et al. 2003, Berois et al. 2004, Pereira et al. 2009). Los individuos de la Laguna
de Rocha también se diferenciaron, pero de una manera mas moderada, de los de
Montevideo, San Luis y Villa Gesell. A pesar de esta congruencia parcial entre el patrén
de diferenciacidén propuesto por marcadores genéticos y morfoldgicos, el esquema de
variacion difiere dependiendo el grupo de marcadores considerado. Estos resultados,
junto con el hecho de la reduccién en la talla de primera madurez en las corvinas
rubias de la Laguna de Rocha mencionada por Vizziano et al. (2003), plantean que tal
vez las fuerzas evolutivas estén actuando diferencialmente sobre las poblaciones de M.

furneri.

Deriva genética vs. seleccion natural en la diferenciacion poblacional de M. furnieri

27



Siguiendo a Ackerman y Cheverud (2002) y Marroig y Cheverud (2004) se compararon
los patrones de varianza y correlacidon de los ejes de componentes principales de
variacion morfolédgica dentro y entre poblaciones, con el fin de poner a prueba la
hipotesis de diferenciacién poblacional mediada por deriva genética. Los resultados
obtenidos a partir de esos andlisis sugieren que parte de la variacion morfoldgica entre
poblaciones de corvina rubia no puede ser explicada solo por deriva genética, y que
ambas, seleccion divergente y estabilizadora, pueden estar actuando en la
diferenciacién poblacional. Sin embargo, hay varias cuestiones a tener en cuenta al
realizar esas interpretaciones. Como fue mencionado anteriormente, la matriz P es un
buen sustituto de la matriz G. Meta-analisis de matrices P y G indican que
generalmente existe proporcionalidad entre ellas (e.g. Cheverud 1988), pero el uso de
la matriz P en lugar de la G puede ser problematico si la primera no refleja en forma
precisa los patrones subyacentes de varianza y covarianza (Willis et al. 1991). Este
problema puede surgir, por ejemplo, si las poblaciones estdn sometidas a efectos
ambientales diferentes. Por otro lado, el flujo génico entre poblaciones también puede
afectar a la matriz G. El supuesto de ausencia de flujo génico puede ser relajado
asumiendo un modelo de migracién de islas (Wright 1931) con una matriz de V/CV:
[1/(2Nem)] G, donde N, representa el tamafio efectivo poblacional y m la tasa de
migracion entre poblaciones (Lofsvold 1988 y referencias alli mencionadas). En este
contexto, se encontraron niveles moderados de flujo génico entre las localidades
analizadas (véase también D’Anatro et al. 2011). El posible efecto de esos niveles de
flujo génico entre poblaciones no fue evaluado en este trabajo y merece futuros

estudios al respecto.
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Considerando todos estos factores, pueden hacerse inferencias sobre las posibles
fuerzas involucradas en la diferenciacion morfoldgica entre las poblaciones de corvina
rubia estudiadas. El perfil corporal general de los individuos de la Laguna de Rocha y la
Laguna de Castillos recuerda el tipico patréon morfoldgico Iéntico (i.e. perfil corporal
alto, pedunculo caudal corto, y cabeza mds grande, comparado con individuos de la
misma especie que no habitan lagos) encontrado en peces que habitan ambientes
lacustres (e.g. Langerhans et al. 2003). El andlisis de la variacion morfolégica entre y
dentro de las poblaciones sugiere que algunos de esos desplazamientos morfoldgicos
(e.g. forma del pedunculo caudal, forma y posicion de la boca, forma del opérculo)
pueden estar bajo influencia de seleccion divergente. Por otro lado, respuestas
plasticas a los mismos factores ambientales también podrian explicar el patrén

encontrado y por tanto deben ser también consideradas.

El Factor 2 del AD separa principalmente a los individuos de Montevideo de los de Villa
Gesell. Esta diferenciacion morfolégica puede ser también debida al efecto de la
seleccion natural divergente (e.g. huesos de la cabeza y boca). Contrariamente a esto,
algunos rasgos parecen estar bajo la influencia de la seleccion estabilizadora (e.g. base
de las aletas impares). Ademas, el tamafio corporal en general pareceria estar
solamente bajo la influencia del efecto de la deriva genética (ver PC1 en la Fig. 6a); por
lo tanto, la reduccién en el tamafio de los individuos de la Laguna de Rocha no parece
representar una respuesta adaptativa a factores ambientales. Como fue mencionado
anteriormente, en la Laguna de Los Patos se registra un fendmeno similar de reduccién
de tallas en M. furnieri, pero no se cuenta con estudios detallados, ni morfolégicos ni

genéticos, de los individuos de esta laguna. Andrade-Tubino et al. (2009) analizando las
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pendientes de las relaciones largo-peso en diferentes clases de tamafio de corvina
rubia a lo largo de la costa Atlantica meridional del Brasil, sugiere que el crecimiento
somatico en esta especie es fundamentalmente isométrico. Considerando todos esos
resultados, podria suponerse que las corvinas rubias que habitan esas lagunas
costeras, con una menor talla de primera madurez pero con aproximadamente la
misma forma corporal, pueden representar un caso de pedomorfdsis en los ambientes
antes referidos; naturalmente, esta hipotesis merece de ser evaluada de una manera
mas exhaustiva. Un caso similar de reducciéon de talla de primera madurez fue
propuesto para Sciaenops ocellatus Linnaeus 1766 en “Mosquito Lagoon” (Florida,
USA). Sciaenops ocellatus aparentemente completa su ciclo de vida dentro de esta
laguna (Johnson & Funicelli 1991), aunque no hay evidencia de diferenciacién genética
entre los individuos que habitan dentro de ella y los que habitan en aguas ocednicas

(Seyoum et al. 2000, pero véase también la opinidn de Gold & Richardson 1994)

Como fue esbozado anteriormente, el estudio de la reduccién en la talla de primera
madurez en peces se ha tornado un tema recurrente en la investigacidn en pesquerias,
dado el posible efecto que se le atribuye a las presiones impuestas por la pesca
selectiva sobre este fendmeno. En contraste a la pequefia flota artesanal que opera en
la Laguna de Rocha antes mencionada, flotas de pesca artesanales e industriales
operan extensivamente en el Rio de la Plata, en donde M. furnieri es uno de los
recursos icticos mas importantes (DINARA, 2003). Dado que esta especie es
fuertemente explotada, se podria esperar que el tamano esté bajo la influencia de la
seleccion divergente si la corvina rubia es impactada de manera diferente por el efecto

de la pesca a lo largo de las diferentes poblaciones mencionadas para esta especie. Por

30



otra parte, la seleccion estabilizadora puede tener un efecto importante si la pesca
opera de una manera homogénea a lo largo de todas las poblaciones. El analisis sobre
el efecto de la seleccién realizado en este trabajo sugiere que el tamafio corporal no se
encuentra bajo la influencia de la seleccién natural divergente o estabilizadora (Fig.
6a). Evidentemente, estudios adicionales son necesarios para examinar de una manera
mas completa los factores genéticos y plasticos de esta reduccién del tamafio corporal

en M. furneri.

Variacion genética y morfoldgica entre poblaciones de corvina rubia en relacion a

algunos de los cambios ambientales ocurridos durante el Holoceno

La region geografica donde se encuentra la Laguna de Rocha se vio afectada por
recurrentes cambios en el nivel del mar desde el Cuaternario temprano.
Transgresiones del nivel del mar de +5m han sido documentadas unos 5.000 afios
antes del presente (aap.), y regresiones de -120m por debajo del nivel actual hace unos
35.000 aap. (Sprechmann 1978, Garcia-Rodriguez et al. 2001, 2002). Por estas razones
se supone que este sistema léntico como tal tiene un origen geoldgico reciente.
Modelos regionales de la variacién en el nivel del mar sugieren que el nivel del mar
actual promedio fue transgredido por primera vez hace aproximadamente unos 7.000
aap.; el nivel maximo fue alcanzado hace unos 6.000-5.000 aap., y entonces comenzo
la fase regresiva (Martin & Suguio, 1992). Para las costas de Brasil, se registraron dos
eventos de inmersion/emersidn, hace aproximadamente 4.000-3.900 y 2.800-2.700
aap., respectivamente (Martin & Suguio 1992), que no fueron registrados en las costas

este de Argentina (Cavalotto et al. 2004). Trabajos realizados en las lagunas costeras
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del este uruguayo concuerdan con el modelo de fluctuaciones del mar holocénicas
propuesto para las costas oceanicas del Brasil (Garcia-Rodriguez 2004, Bracco et al.
2005, del Puerto et al. 2006). El Rio de la Plata también ha sufrido el efecto de
importantes fluctuaciones del nivel del mar, especialmente entre 18.000 y 3.000 afios
aa. (Cavalloto 2002, 2003, et al. 2004). Dado que ambos ambientes (i.e. Laguna de
Rocha y Rio de la Plata) tienen un origen geoldgico reciente, la presencia de M. furnieri
en ambos sistemas deberia de ser un fendmeno también reciente, resultando en una
moderada diferenciaciéon genética entre las poblaciones analizadas. La aparente
ausencia de barreras geograficas entre los ambientes analizados, junto al reciente
origen geoldgico de estos sistemas, apoyan también la idea de que otras fuerzas
evolutivas ademas de la deriva génica deben de estar cumpliendo un papel importante

en la diferenciacién morfoldgica en esta especie.

Beheregaray & Levy (2000), Beheregaray & Sunnucks (2001) y Beheregaray et al.
(2002) proponen que la diferenciacion poblacional en el género Odonthestes,
abarcando un area de estudio similar a la comprendida en este trabajo, puede ser el
resultado de la colonizacidn del estuario del Rio de la Plata y la posterior diferenciacién
de las poblaciones en respuesta a los ecolégicamente disimiles regimenes estuarino y
oceanico. Los resultados obtenidos en este estudio también apoyan el rol de la
seleccion divergente, al menos hasta cierto grado, como explicacidon plausible de Ia

diferenciacién poblacional encontrada en M. furnieri.

En resumen, la divergencia adaptativa parece cumplir un papel importante en la

diferenciacién poblacional entre corvinas rubias que habitan diferentes localidades con
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origen geoldgico reciente. Estudios adicionales son necesarios para dilucidar de
manera mas detallada los diversos factores involucrados en la diferenciacion

poblacional encontrada en esta especie.
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Figura 1. Localidades analizadas para M. furnieri. Coordenadas geograficas

aproximadas: Laguna de Castillos 342 18'S, 532 55' O; Laguna de Rocha 3492 37'S, 542

15' O; La Paloma 342 39,5' S 542 08,5' O; San Luis 34° 47' 7.33" S, 55° 33' 46.16" O;

Montevideo 342 38'S 562 16' O and Villa Gesell 372 14’S 562 44’0. La linea punteada

indica el limite aproximado entre el Rio de la Plata y el Océano Atlantico.
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Figura 2. Los 19 marcos anatémicos utilizados en los analisis de morfometria
geométrica: 1- punta del hocico, 2- unién de la boca, 3 — margen anterior del ojo, 4 -
margen posterior del ojo, 5 — parte superior de la unién entre el preoperculo y el
opérculo, 6 — punta lateral del proceso preopercular, 7- punta ventral del proceso
preopercular, 8 — insercion de la membrana opercular en la cabeza, 9 — punta dorsal
del proceso opercular, 10 — punta ventral del proceso opercular, 11 — unién dorsal de
la insercion de la aleta pectoral en el cuerpo, 12 — unidn ventral de la insercidn de la
aleta pectoral en el cuerpo, 13 — origen de la aleta pélvica, 14 — origen de la aleta anal,
15 — origen ventral de la aleta caudal, 16 — fin del pedunculo caudal, 17 - origen dorsal
de la aleta caudal, 18 — fin de la base de la aleta dorsal y 19 — origen de la base de la

aleta dorsal.
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Factor 2 (22% de la varianza)

Analisis Discriminante
Lambda de Wilks: 0,049; p < 0,001.
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Factor 1 (50% de la varianza)

Figura 3. Diagrama de dispersion de los dos primeros Factores del AD realizado sobre
la matriz “partial warps” y componentes uniforme obtenida a partir de los analisis de
morfometria geométrica realizados en M. furnieri. Se presenta también el valor del
lambda de Wilks y su significancia estadistica luego de 10* pseudoréplicas de

bootstrap.
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Figura 4. Configuracion consenso y desplazamiento relativo de los marcos anatdomicos

obtenidos a partir de los analisis de morfometria geométrica realizados en M. furnieri.

A) deformacion asociada a los valores negativos del Factor 1, B) deformacién asociada

a los valores positivos del Factor 1, C) deformacion asociada a los valores negativos del

Factor 2 and D) deformacién asociada a los valores positivos del Factor 2. La magnitud

de las flechas estd multiplicada diez veces para una mejor representacion grafica.
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Figura 5. Gréafico obtenido con el programa Distruct a partir de las matrices de
membresia obtenidas con Structure y promediadas en CLUMPP. Cada individuo es
representado por una linea dividida en tres segmentos que corresponden a los
porcentajes de membresia a cada un de los tres diferentes grupos inferidos (K3 > 0,99;
la probabilidad para los otros K ensayados es despreciable). Cada tonalidad representa
grupos diferentes y los segmentos negros separan a los individuos de diferentes

localidades.
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Varianza entre poblaciones

r=0,431; p=0,011
probabilidad que la pendiente = 1: p < 0,001
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Figura 6a. Relacion entre la varianza de los PCs dentro y entre poblaciones. La linea

solida indica el mejor ajuste vy las lineas punteadas el intervalo de confianza al 95%.
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r=0,409; p=0,018
probabilidad que la pendiente = 1: p = 0,001
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Figura 6b. Relacion entre la varianza de los PCs dentro y entre poblaciones, excluyendo
el PC1. La linea solida indica el mejor ajuste y las lineas punteadas el intervalo de

confianza al 95%.
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Tabla I. Porcentaje de individuos correctamente asignados en la matriz de clasificacién
del AD y distancias de Mahalanobis entre pares de poblaciones. Todas las distancias
fueron estadisticamente significativas (10* pseudoréplicas de “bootstrap”) luego de ser

aplicada la correccién de Bonferroni para comparaciones multiples (p < 0,05)

Distancias de Mahalanobis entre pares de poblaciones

% de individuos

correctamente Laguna de Laguna de
clasificados Rocha La Paloma Montevideo Castillos San Luis

Laguna de Rocha 84,210 0
La Paloma 76,920 3,590 0
Montevideo 82,350 3,920 3,990 0
Laguna de Castillos 75,000 3,720 4,290 4,470 0
San Luis 80,330 3,280 3,690 2,800 3,870 0
Villa Gesell 87,500 3,710 3,720 3,650 3,980 2,570

Tabla Il. Fst de Weir entre pares de poblaciones.

Localidad Laguna de Rocha La Paloma Montevideo Laguna de Castillos  San Luis
Laguna de Rocha 0
La Paloma 0,040 0
Montevideo 0,119 0,112 0
Laguna de Castillos 0,061 0,043 0,112 0
San Luis 0,102 0,063 0,193 0,053 0
Villa Gesell 0,093 0,074 0,228 0,097 0,064
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Capitulo 3.- Diferenciacion ecoldgica en M. furnieri inferida por medio de

isotopos estables y atributos del sistema digestivo

Introduccion

Los capitulos anteriores sugirieron que varias fuentes de evidencia independientes
muestran un patron de diferenciaciéon poblacional complejo en M. furneri,
probablemente influenciado por factores ecoldgicos. Dadas las contrastantes
caracteristicas ambientales de las localidades entre las cuales se ha encontrado
divergencia poblacional en esta especie, es plausible suponer que el uso diferencial de
recursos entre ambientes pueda ser una de las fuerzas involucradas en el proceso de
diferenciacién de las poblaciones. Por ejemplo, los individuos de la Laguna de Rocha,
ademas de presentar una reduccion en el tamafio de primera madurez, tienen una
forma diferente respecto de los demas individuos analizados (Capitulo 2) lo cual por
otro lado estd acompanado a su vez de una leve diferenciaciéon genética. Un fendmeno
similar ocurre al considerar a los individuos del Rio de la Plata, y en este caso la
diferenciacién genética es aun de mayor magnitud. En este sentido, explorar posibles
diferencias entre las poblaciones de corvina rubia en sus habitos troficos, asi como en
la morfologia del aparato digestivo, puede ofrecer pistas acerca de la naturaleza de la
diferenciacién genética y morfoldgica encontrada, asi como sobre el papel de las

presiones ecoldgicas sobre tal diferenciacion.

Durante las dltimas décadas, los isétopos estables de *C and N (6**C y 6*°N) han sido

usados ampliamente para inferir las fuentes primarias de carbono y estimar la posicién
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trofica en tramas troficas complejas (ver Post 2002). Junto a esto, los mismos isétopos
han probado ser también utiles para diferenciar entre ecotipos de una misma especie
(e.g. Harrod et al. 2005, Lowther & Goldsworthy, en prensa) y para inferir el
movimiento de los individuos a corto plazo (e.g. Ciancio et al. 2008). El uso de esta
técnica para trazar patrones de movimiento en poblaciones naturales se basa en el
hecho de que el perfil isotdpico en los tejidos de un animal refleja también el perfil
isotopico de la trama tréfica en donde se encuentra (Hobson 1999). Los perfiles
isotopicos pueden ser diferentes entre ambientes debido a varios procesos
biogeoquimicos, y esas sefiales isotdpicas van siendo transferidas entre los diferentes
consumidores presentes en esas tramas tréficas (DeNiro & Epstein 1978). Por esta
razon, individuos que se mueven entre tramas troficas isotdpicamente disimiles
pueden retener informacion sobre sus fuentes de alimentacidn previas por un periodo
gue depende de la tasa de recambio del elemento en el tejido considerado (Hobson
1999). Por otro lado, el andlisis de *C and >N para diferenciar entre el uso de
ambientes con diferente salinidad — como puede ser el caso de M. furnieri — se basa en
la existencia de diferencias predecibles en las caracteristicas isotépicas a lo largo de
gradientes de salinidad (Harrod et al. 2005 y referencias alli mencionadas). Por
ejemplo, peces que se alimentan en diferentes lugares a lo largo de un gradiente de
salinidad podrian presentar valores contrastantes de 3¢ debido al detrimento relativo
de 3C en los ambientes dulceacuicolas (Harrod et al. 2005). El empleo de §°N puede
también proveer informacidn sobre las fuentes de alimento, dado que el agua dulce no
contaminada presenta valores mas bajos de °N que el agua marina, pero esta técnica

tiene menor resolucién que el uso de 8"3C con el mismo propdsito (Harrod et al. 2005).
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Como se ha mencionado, diferentes ecotipos pueden exhibir diferencias en sus valores
de 86"C y 8N en relacién al uso diferencial de recursos. Por otra parte, es también
esperable que organismos que viven en diferentes ambientes puedan ajustar su
actividad metabdlica a las condiciones prevalecientes (Wikelski et al. 2003). Dado que
el sistema digestivo representa el vinculo funcional entre el organismo y su ambiente
para la obtencién de energia destinada a la supervivencia, crecimiento y reproduccién
(Karasov 1990, Secor 2001), cabe esperar que los individuos ajusten los diferentes
atributos de tal sistema ante cambios cuantitativos y/o cualitativos en la dieta con la
intencién de maximizar la obtencién de energia a partir del alimento. Por esas razones,
puede suponerse que si el uso diferencial de recursos alimenticios promueve, al menos
en parte, la divergencia poblacional en M. furnieri, podrian encontrarse diferencias en
los valores de §™C y 8N y en algunos rasgos del aparato digestivo entre las corvinas

rubias que habitan diferentes ambientes.

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) caracterizar la variacién en los perfiles
isotopicos de °C and N en varias poblaciones de M. furnieri, 2) realizar inferencias
acerca de los movimientos a corto plazo en este especie, empleando esos mismos
isdtopos como marcadores moleculares, y 3) analizar la variaciéon en varios rasgos del
sistema digestivo en las mismas poblaciones. En particular, se investigo si la identidad
genética y los cambios en la morfologia externa de las corvinas rubias del Rio de la
Plata y la Laguna de Rocha son acompanados también por cambios en el perfil

isotopico y en los atributos del sistema digestivo en los individuos de esas localidades.
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Materiales y métodos

Area de estudio y obtencidn de las muestras

Las corvinas rubias fueron obtenidas de pescadores artesanales y a partir de una
campafia de muestreo del B/l Aldebaran (DINARA - MGAP), durante noviembre de
2009 (Laguna de Rocha, n = 10; La Paloma, n = 7; Piridpolis, n =7; Montevideo, n = 10,
Laguna de Castillos, n = 8 y Villa Gesell n = 20; Figura 1) y marzo de 2010 (Piriapolis, n
=5; Montevideo, n = 8). Los 75 individuos analizados fueron clasificados como adultos
segln su longitud estandar y/o por inspeccidon gonadal (Isaac, 1988; Vizziano et al.

2002).

Con la finalidad de obtener estimaciones isotépicas de la variacién estacional
(primavera-verano) entre distintos ambientes (ver mas abajo), se obtuvieron algunas
estimaciones pelagicas de la linea de base de los valores de §C y 6"°N empleando
bivalvos de las mismas areas de muestreo. Dependiendo de su disponibilidad, dos
especies de mejillones fueron analizadas durante noviembre de 2009 (Piridpolis,
Mytilus edulis platensis, n = 5; Montevideo, Brachidontes rodriguezii, n=5) y marzo de
2010 (Piriapolis, Mytilus edulis platensis n = 5; Montevideo, Brachidontes rodriguezii, n

=5).

Andlisis de isotopos estables y C:N
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Una vez obtenidos los ejemplares de M. furnieri, una pequefia porcion de tejido
muscular fue retirada del flanco derecho o izquierdo de cada pez. Estas muestras
fueron entonces transportadas en hielo hasta el laboratorio, secadas en una estufa a
55 oC durante 48 horas y posteriormente pulverizadas. Los lipidos no fueron
removidos debido a que, probablemente, el bajo contenido lipidico del musculo
esquelético de esta especie no altere la proporcién de °C, y porque ademas la mayoria
de los protocolos de laboratorio empleados para remover los lipidos pueden afectar de

manera adversa la integridad de °N (Grey et al. 2002).

Para realizar los andlisis de isGtopos estables de *C y *°N, las muestras fueron pesadas
(0,5 - 0,8 mg) y encapsuladas antes de ser incineradas en un analizador elemental Flash
EA 112 unido a un espectrometro de masas Finnigan MAT DELTAplus XL. Segun los
valores obtenidos con el estandar de laboratorio (leucina), la precisién de las

estimaciones fue aproximadamente de 0.1%o para el *C y de 0.3%o para el °N.

La proporcion de isétopos en la muestra fue expresada como valores de 6 en %o de la
siguiente manera: 8X = [(Rmuestra/Restandar) -1] x 1000; en donde X es **C o N, y R
es la relacion correspondiente entre C: **C o °N: N (Post 2002). Los estandares
empleados en los analisis fueron Vienna Peedee belemnite para C y N, atmosférico
para N. Todos los analisis isotdpicos antes detallados fueron realizados en el “Centro
de Aplicaciones de Tecnologia Nuclear en Agricultura Sostenible” (CATNAS), Facultad

de Agronomia, Universidad de la Republica.
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Las muestras de musculo obtenidas a partir de los bivalvos analizados fueron
transportadas también en hielo hasta el laboratorio y posteriormente analizadas

siguiendo los mismos protocolos anteriormente detallados.

Andlisis estadistico de los datos isotdpicos y de C:N

Todas las variables derivadas de los analisis de isétopos estables y C:N fueron
heterocedasticas y se apartaron de una distribuciéon normal (pruebas de Levene vy
Kolmogorov - Smirnov, respectivamente; p < 0.05). Por tal razon, los datos fueron
transformados a logaritmos para estabilizar la varianza y aproximar los datos a una

distribucion normal.

Para evaluar la diferenciacion poblacional en M. furnieri, se realiz6 un Analisis
Discriminante (AD) sobre la matriz de datos isotépicos y de C:N (e.g. Harrod 2005),
empleando los resultados obtenidos al analizar las muestras de corvina rubia
colectadas durante el 2009. La correlacion entre el largo estdandar (SL) de las corvinas
rubias y los valores isotdpicos y de C:N fue analizada mediante correlaciones de

Pearson.

Para evaluar el grado de correlacién entre las distancias de Mahalanobis entre pares
de poblaciones (derivadas del analisis de & *C, § >N y C:N a partir de la muestras de
corvina rubia colectadas durante el 2009), y las distancias geograficas (estimadas
también en este caso con el programa Google™ Earth) entre las mismas localidades se

empled el programa ProTest, siguiendo los mismos procedimientos descritos en el
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Capitulo 2. Se utilizé el mismo analisis para estudiar la relacidon entre las distancias
isotopicas y de C:N de Mahalanobis, las distancias genéticas obtenidas en el capitulo
anterior (i.e. los Fst de Weir obtenidos del analisis de 11 loci de microsatélites) y las

distancias morfolégicas también obtenidas en el capitulo anterior.

Para los analisis de isétopos estables se emplearon corvinas rubias de la localidad de
Piriapolis en lugar de la localidad de San Luis, como en el capitulo anterior. Dada la
proximidad geografica entre estas dos regiones (ver Fig. 1), se consideré que ambas

localidades representan la misma unidad.

Para estimar los patrones de movimiento a corto plazo de los individuos de M. furnieri
que posiblemente cumplen su ciclo de vida dentro del estuario — relacionados, por
ejemplo, a migraciones tréficas — fueron colectados individuos al comienzo y al final de
la época reproductiva. La localidad de Piridpolis fue incluida en este esquema para
poder comparar el perfil isotdpico de los individuos de Rio de la Plata con el de los
individuos de la primera regién mencionada. Los individuos de la localidad de San Luis
presentaron unos de los grados mas altos de diferenciacién genética con respecto a los
de Montevideo (Tabla Il). Piridpolis fue incluida dentro de este disefio debido a la alta
proximidad geografica de esta localidad con San Luis y a la mayor disponibilidad de
individuos de M. furnieri a lo largo del periodo de estudio, aunado esto también a la
mayor posibilidad de obtener mejillones en esta zona para las estimaciones de linea de

base de § °Cy § ©°N (ver abajo).
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La significancia estadistica de la diferencia entre §°°C y 6N de los individuos
colectados en ambas localidades y a diferentes épocas del afio fue evaluada usando

andlisis factoriales de varianza (ANOVA de dos vias).

Andlisis estadistico de las estimaciones de linea de base de §°°C y 6N

Se obtuvieron estimaciones peldgicas de los valores de linea de base de §"*C and 6°N
para las localidades de Montevideo y Piridpolis (Noviembre 2009 - Marzo 2010), a
modo de experimento control de las variaciones estacionales y/o espaciales en esos
valores isotdpicos. Se utilizaron ANOVAs de dos vias para evaluar el grado de
diferenciacién entre localidades y a diferentes épocas del afio. Las comparaciones

post-hoc fueron evaluadas mediante la prueba de Tukey HSD.

Andlisis de laboratorio de los atributos del sistema digestivo

El largo estandar (SL) de los peces se midié con una regla plastica (+ 0,1 cm) vy
posteriormente se removieron el estdmago, intestino, higado y la grasa visceral. El
estdmago y el intestino fueron disecados y sus respectivos largos fueron medidos
también con una regla plastica (* 0,05 cm). Estos ultimos dos érganos fueron entonces
lavados con agua corriente, secados con toallas de papel y pesados (+ 0,01 g); el
numero de ciegos piléricos (PC) fue determinado en esta etapa. El peso del higado fue
también obtenido en esta etapa (WL, + 0,01 g) asi como el peso eviscerado de los

individuos (EBW, £ 0,1 g)
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Andlisis de la diferencia entre poblaciones en los rasgos del aparato digestivo

Antes de realizar todos las pruebas estadisticas relacionados con los analisis de los
rasgos del sistema digestivo, todos los datos fueron estudiados para ver si cumplian los
supuestos de normalidad y homocedasticidad, empleando las pruebas de Kolmogorov
- Smirnov y Levene, respectivamente (p < 0.05). En algunos casos, los datos fueron

transformados a logaritmos para aproximarse a dichos supuestos.

El efecto del tamano corporal sobre largo intestinal (IL) fue removido empleando la
correccion sugerida por Wagner et al. (2009), una modificacion del método propuesto
por Kramer & Bryant (1995). El intercepto de la relacion linealizada: log(IL) vs.
Log(tamafio corporal), representa el coeficiente de la relacién de la funcién potencial,
el cual representa el componente independiente del tamano de la trayectoria de
crecimiento de IL (Wagner et al. 2009). Ademas, si las pendientes son homogéneas
entre los diferentes grupos, tal intercepto sirve como un indice estandarizado por el
tamafio del largo intestinal (ILI) que puede servir para comparar entre diferentes
individuos o grupos (Wagner et al. 2009). La correlacién entre ILI y la posicién tréfica
en M. furnieri fue realizada usando "N en forma directa como proxy del nivel tréfico.
También se analizé la correlacién entre ILI y los valores de 6°C. Dado que el largo del
estdmago también varia con el tamafio corporal, se construyé un indice de manera
similar (STLI) para evaluar la diferencia en largo estomacal entre las diferentes
localidades. Las diferencias entre grupos en el nimero de PC, ILI y STLI fueron

evaluadas mediante pruebas de ANOVA.
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Para evaluar las diferencias entre localidades en base a la masa de los 6rganos del
aparato digestivo analizados, se efectudé un Analisis Discriminante libre del efecto
tamafio corporal (SFDA), segln dos Reis et al. (1990). Este método consiste en remover
el efecto de la variacion intra-grupo realizando un regresién lineal simple de cada
caracter por separado con el primer Componente Principal (PC1) extraido de la matriz
total de datos — un estimador multivariado del tamafio — y luego realizar un analisis
discriminante sobre los residuales asi obtenidos (Strauss 1985, dos Reis et al. 1990).
Para corroborar si las discriminacién entre poblaciones obtenida es efectivamente
independiente del tamafio, se calcularon correlaciones de Pearson entre los Factores
del SFDA y PC1 antes mencionado. Se estudiaron las correlaciones entre las distancias
de Mahalanobis entre los centroides de pares de poblaciones (obtenidas a partir de la
matriz de rasgos del digestivo empleada para el SFDA) y las demds distancias pareadas
generadas a lo largo de este trabajo (geogréficas, morfolégicas, genéticas, isotdpicas y

de C:N), empleando andlisis de ProTest y ProTest parciales.

Resultados

Analisis isotopicos y de C:N de los tejidos M. furnieri

Los valores descriptivos de §"3C y §"°N en M. furnieri por poblacién se presentan en la

Fig. 7. Las pruebas de Pearson revelaron correlaciones positivas entre 8°N y SLy entre

83Cy SL (r=0,818 y r = 0,645, respectivamente; p < 0.05 en ambos casos). No hubo

una correlacion significativa entre C:N y SL (r =-0,064, p > 0,05).
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El AD efectuado sobre la los datos transformados a logaritmos derivados de los andlisis
isotopicos y de C:N no mostré una separacidén clara entre todas las localidades
analizadas (Fig. 8). Sin embargo, los individuos de las lagunas costeras, especialmente
los de la Laguna de Castillos, se separaron claramente del resto a lo largo del Factor 1,
el cual explica el 99,18 de la varianza. La variable con mas influencia sobre el Factor 1
fue 6™N. Los factores restantes no discriminaron entre las localidades analizadas. El
porcentaje de individuos correctamente clasificados fue mayor a 42,85% en todos los
casos (Tabla lll). Las mayores Distancias de Mahalanobis fueron entre los individuos de
la Laguna de Castillos y los demas analizados, seguidas en magnitud por las
comparaciones que involucran a los individuos de la Laguna de Rocha y las otras
localidades (Tabla Ill). Excluyendo a los individuos de las lagunas costeras, o agrupando
a los individuos segun su procedencia (i.e. estuario, laguna u océano), el patrén de
discriminaciéon general entre poblaciones no cambid sustancialmente (datos no

mostrados).

Los resultados obtenidos con ProTest mostraron una correlacién marginalmente
significativa entre las distancias de Mahalanobis obtenidas a partir del anadlisis de
isdtopos y C:N vy las distancias genéticas entre pares de poblaciones (m? = 0,405; p =
0,065), lo cual se hizo mas evidente cuando se fijo el efecto de la distancia geografica
entre pares de poblaciones (ProTest parcial: m® = 0,173; p = 0,012). También se
encontrd evidencia de correlacion positiva, nuevamente con probabilidad marginal,
entre las distancias isotdpicas y de C:N vy las distancias morfoldgicas calculadas en el
capitulo anterior (m? = 0,353; p = 0,095), lo cual se torné mas evidente cuando se fij6

el efecto de la separacion geografica entre localidades (ProTest parcial: m? = 0,298; p =
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0,025). Contrariamente, no se encontrd evidencia de correlacién entre las distancias
isotopicas y de C:N y las distancias geograficas entre pares de poblaciones (m?=0,837;

p =0,792).

El ANOVA de dos vias no mostré diferencias significativas en los valores de 6*C o §°N

de las corvinas rubias, ni entre localidades ni entre las diferentes estaciones (p > 0,05).

Andlisis de las estimaciones de linea de base de §*>C and 6©°N

El ANOVA factorial presenté diferencias significativas en las estimaciones de linea de
base de 6§°C y 6N entre localidades y entre épocas del afio, pero la interaccién entre
ambos efectos no fue significativa, para p < 0,05. Los valores de 8¢ presentan
diferencias significativas entre localidades durante la misma estacion de muestreo,
entre localidades a diferentes estaciones de muestreo, asi como también entre
localidades a diferentes estaciones de muestreo. Los valores de nitrégeno presentan
un comportamiento similar, con la excepcion de que no existen diferencias
significativas entre localidades para la misma estacion de muestreo. Los resultados

obtenidos en todas las comparaciones post-hoc se muestran en la Tabla IV.

Andlisis de los atributos del sistema digestivo en relacion a los perfiles isotopicos

Los valores de los estadisticos descriptivos de los rasgos del aparato digestivo
analizados en M. furnieri se presentan en la Tabla V. Como en ambos casos hubo

homogeneidad de pendientes entre todos los grupos analizados (datos no mostrados),
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se emplearon las pendientes de las funciones linealizadas: Log(IL) vs. Log(EBW) y
Log(STL) vs. Log(EBW) obtenidas a partir del andlisis de todos los individuos. El

|0.357

escalamiento del largo intestinal con la masa corporal fue: IL a masa corpora y el

. 402
escalamiento del largo estomacal con la masa corporal fue: STL o masa corporal®*°%,

El indice ILI fue obtenido siguiendo la relacion: ILI = log(IL) — Iog(EBW)0'357(Wagner et al.
2009); el indice STLI fue obtenido empleando una aproximacion similar. La relacién
entre los valores de ILI y la posicion tréfica (6°N) y entre ILI y 6§"°C se detallan en las
Figs. 9 y 10 respectivamente. El largo intestinal estuvo relacionado directamente con la
posicién tréfica (Fig. 9) y con los valores de 8"C (Fig. 10), lo que estaria reflejando
posibles diferencias en la dieta entre las diferentes corvinas rubias analizadas que se
manifiestan a ambos niveles. Las posiciones trdoficas mas bajas fueron ocupadas por
individuos de la Laguna de Castillos y de La Laguna de Rocha, en ese orden, pero no se
encontraron diferencias significativas en los valores de ILI segun las pruebas de ANOVA
realizadas (p > 0,05). La prueba de ANOVA tampoco encontré diferencias significativas
en STLI o PC entre los grupos (p > 0,05). Se obtuvieron los mismos resultados con las
pruebas de ANOVA sobre ILI, STLI y PC cuando los individuos eran agrupados segun el
ambiente de donde provenian (i.e. océano, estuario o laguna) y se analizaban las

diferencias entre esos grupos (datos no mostrados).

Diferencia en la masa de los érganos del sistema digestivo entre localidades

Los resultados del SFDA presentan a los individuos de la laguna de Castillos, y en

menor medida a los de la Laguna de Rocha, separados del resto (Fig. 11). Para este
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caso, el Factor 1 expreso el 96,65% de la varianza y separd a los individuos de las
lagunas costeras antes mencionadas de los demads; las variables peso intestinal (IW) y
LW aportaron en mayor grado a la discriminacion segun este Factor. El Factor 2 explicd
el 0,03% de la varianza y separd a la mayoria de los individuos de Montevideo de los
otros analizados; la variable con mas influencia sobre este Factor fue el peso estomacal
(SW). El porcentaje de individuos correctamente clasificados fue muy bajo para las
localidades de La Paloma y Piridpolis (14,30% y 16,67%, respectivamente), los
porcentajes restantes estuvieron todos por encima de 79.90% (Tabla VI). Nuevamente,
las distancias de Mahalanobis de mayor magnitud fueron entre las corvinas rubias de
Laguna de Castillos y las demas estudiadas, seguidas de las comparaciones que
involucraron a los individuos de la Laguna de Rocha (Tabla VI). En este caso, aunque los
individuos de Montevideo solo aparecieron claramente discriminados respecto a los de
las lagunas costeras, las distancias de Mahalanobis fueron estadisticamente
significativas en todas las comparaciones que involucraron esta localidad (Tabla VI).
Los resultados obtenidos con ProTest no revelaron correlaciones significativas entre la
distancias de Mahalanobis entre pares de poblaciones obtenidas a partir de la matriz
de rasgos del aparato digestivo y ninguna de las distancias derivadas de los demas
andlisis realizados hasta el momento, incluidas las geograficas (p > 0,05). Los ProTest
parciales, fijando el efecto de la distancia geografica entre poblaciones, tampoco
encontraron evidencia de correlacidn significativa en las mismas comparaciones entre

matrices de distancias (p > 0,05).

Agrupando a los individuos segun el habitat de donde proceden (i.e. estuario, laguna u

océano) tampoco se logrd discriminar a los individuos del Rio de la Plata o del océano
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Atlantico de los demas, pero nuevamente los de Laguna de Rocha y Laguna de Castillos

estuvieron separados del resto (datos no mostrados).

El patrén de discriminacion a lo largo de los Factores 1 y 2 no estuvo influenciado por
el efecto de las diferencias en el tamafo de los atributos analizados (PC1 vs Factor 1, r
< 0,001; PC1 vs Factor 2, r < 0,001; ambas correlaciones no fueron estadisticamente

significativas, p > 0,05).

Discusion

Los analisis realizados empleando isotopos estables y C:N indican que los individuos de
la Laguna de Castillos y de la Laguna de Rocha son los mas diferenciados del resto y
también entre si. Por el contrario, los individuos colectados en el Rio de la Plata o en el
resto de las localidades analizadas no difirieron significativamente en los valores de
53¢, 6N o C:N, sugiriendo que M. furnieri se mueve libremente entre aguas
ocednicas y estuarinas. Los analisis realizados para evaluar la variabilidad isotépica
espacial y estacional entre algunas de las localidades (i.e. ANOVA factorial) también
apoyan estos resultados. Por el contrario, un buen candidato a presentar respuestas
plasticas por adaptacién fisiolégica entre distintos ambientes como es el largo
intestinal, no presentd diferencias entre los individuos de las diferentes localidades
analizadas. Sin embargo, el SFDA realizado sobre la matriz de datos producida por el
analisis de algunos drganos del aparato digestivo, separé los individuos de las lagunas
costeras de las demas localidades y también entre si y propone a la masa del intestino

como una de las variables mas influyentes en tal discriminacién.
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Estructura poblacional en la corvina rubia derivada del andlisis de §°C, 8Ny C:N

Los resultados obtenidos con el AD realizado sobre la matriz derivada del analisis de
isdtopos y C:N no mostraron el mismo patrén de diferenciacion poblacional sugerido
por los analisis genéticos (e.g. Pereira et al. 2009; D’Anatro et al. 2011) o los andlisis
morfoldgicos realizados en el capitulo anterior. A pesar de esto, los resultados con
ProTest plantean la existencia de una correlacién general, considerando tanto las
distancias genéticas como las morfoldgicas, con las distancias de Mahalanobis entre
grupos inferidas a partir del analisis de 6C, §"°N y C:N. La mayor concordancia en la
diferenciacién entre poblaciones se encuentra al focalizarse en los individuos de la
Laguna de Rocha, en los cuales las moderadas diferenciaciones genética y morfoldgica
que presentan respecto a las demas localidades (discutidas en el capitulo anterior) son
acompafiadas por diferencias en los valores isotdpicos y de C:N ademads de diferencias
en la morfologia de algunos atributos del aparato digestivo. Todos estos datos son
acordes a lo propuesto por los resultados obtenidos en el capitulo anterior, que
apoyan la idea de que parte de la diferenciacién fenotipica entre algunos de los
diferentes ambientes analizados para M. furnieri puede ser producto de la accion de la

seleccion divergente (ver mas adelante).

Corvinas rubias de las lagunas costeras: diferenciacion respecto a sus valores isotopicos

Los valores de 6%°C registrados sugieren que los individuos de las lagunas costeras se

alimentan de diferentes fuentes de carbono respecto a los que habitan en el estuario
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del Rio de La Plata o en el Océano Atlantico. El AD también segrega a los individuos de
las lagunas costeras de las otras analizadas. En el caso de la Laguna de Rocha,
concuerda con los resultados genéticos (D’Anatro et al. 2011) y los morfoldgicos
presentados en el capitulo anterior. Por el contrario, los individuos de la Laguna de
Castillos no presentaron diferencias genéticas ni morfolégicas que los discriminaran
significativamente de alguna de las demas localidades analizadas, a pesar que fueron
los mas diferenciados del resto en los analisis isotépicos y de C:N. Los individuos de
esta ultima laguna mencionada presentaron la posicion trofica mas baja entre todas las
corvinas rubias analizadas y también presentaron un detrimento en los valores de §*C
respecto a los demas (Fig. 7). Por otra parte, las corvinas rubias de la Laguna de
Castillos presentaron la desviacién estandar mas grande en los valores de &§3C,
sugiriendo que estos individuos se alimentan empleando una gama mas variada de
fuentes de carbono respecto a los individuos analizados en otras localidades (Fig. 7).
Las corvinas rubias de la Laguna de Rocha presentaron las mismas tendencias que las
de Laguna de Castillos, pero con una posicidn tréfica un tanto mayor y valores mas
altos de 6™C. Por tanto, la leve diferenciacién genética de los individuos de la Laguna
de Rocha esta acompafada también por una diferenciacion en los valores isotépicos y
de C:N, lo cual también involucra una disminuciéon en el nivel tréfico, estimado segin
5°N. Esta divergencia también estd asociada a variacién en la forma externa de los
individuos, en parte guiada por seleccién divergente (Capitulo 2). Considerando los
resultados en conjunto, la hipdtesis de que la adaptacion a factores ambientales
locales juega un papel importante en la diferenciacion poblacional de M. furnieri,

parece una alternativa plausible.
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En este trabajo no se obtuvieron estimaciones de linea de base para 6°C 0 6"°N en las
lagunas costeras analizadas. De todos modos es razonable asumir que existen
diferencias en el uso sostenido de recursos entre ambientes, dada la marcada
diferencia ecoldgica que presentan estas lagunas con respecto a los demas localidades
analizadas (i.e. estuario del Rio de la Plata y Océano Atlantico) y las diferencias entre
estos ambientes en los valores isotdpicos y de C:N. Habiendo dicho esto, se realizaran
inferencias acerca de la posible naturaleza de las diferencias isotépicas encontradas en

las corvinas rubias de las lagunas costeras.

Las tramas troéficas en lagos y lagunas pueden dividirse primariamente en redes
pelagicas y litorales, siendo las Ultimas mencionadas comunmente mas influenciadas
por fuentes de carbono aléctonas (e.g. **C de origen terrestre) que las primeras (véase
Post 2002 y referencias alli mencionadas). Tal vez las corvinas rubias que habitan en las
lagunas costeras son parte dinamica de ambas tramas tréficas, y por ende, presentan
una mayor varianza en sus valores de 8C. Aunado a esto, D’Anatro et al. (2011) asf
como los resultados genéticos obtenidos en el capitulos anterior, muestran altos
niveles de flujo genético entre la localidad de Laguna de Castillos y las demas
analizadas, lo cual puede también explicar la alta varianza local en los valores de §"C.
Naturalmente, esas estimaciones de flujo genético reflejan el promedio de eventos
demogriéficos historicos y el patrén de movimiento de M. furnieri puede ser diferente
en la actualidad. El caso de Laguna de Rocha es algo diferente, ya que las corvinas

rubias de esta localidad estan mas diferenciadas genética y morfolégicamente.
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Rodriguez-Graia et al. (2008) realizaron un estudio detallado de la trama tréfica de la
Laguna de Rocha. Esta laguna esta conectada al Océano Atlantico a través de un barra
arenosa, la cual crea dos zonas de bien delimitadas: la zona sur, con clara influencia
oceanica y la zona norte, con una marcada preponderancia de un régimen
dulceacuicola. A pesar de esta marcada zonificacién, Rodriguez-Grafia et al. (2008)
plantean que los ensambles bioldgicos y los patrones tréficos son esencialmente los
mismos en las zonas norte y sur de la Laguna de Rocha, sugiriendo por tanto que las
especies que habitan la laguna hacen un uso extensivo de la misma, incluida M.
furnieri. La zona norte de la laguna, de caracteristicas dulceacuicolas, puede proveer al
sistema de potenciales presas para M. furnieri, que junto con las habituales de origen
ocednico, explicarian la alta varianza en los valores de 8C encontrada para esta

especie en esta localidad.

No se cuenta con los mismos antecedentes de estudio para interpretar los resultados
isotopicos obtenidos con las corvinas rubias de la Laguna de Castillos, pero puede
suponerse que ocurren fendmenos similares que en la laguna de Rocha; aunque en
este caso habria que tener en cuenta que la influencia oceanica sobre esta laguna, de
existir, seria de una magnitud mas moderada que en la anterior dado que la
comunicacion con el océano es a través del Arroyo Valizas, una via mucho menos

directa que la barra arenosa de la Laguna de Rocha.

Finalmente, todos estos resultados estarian también influidos por el tamafio corporal
de los organismos analizados, dado que las corvinas rubias de las lagunas costeras son

de un tamafio generalmente menor a las colectadas en los otros ambientes, y por
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ejemplo, han sido descriptos cambios en la posicidn tréfica de M. furnieri relacionados

a la talla de los individuos (e.g. Penchaszadeh et al. 2005).

Un trabajo reciente empleando 6*C y 6N (Botto et al. 2011) plantea que, como es de
esperarse, el estuario del Rio de la Plata recibe una gran cantidad de nutrientes
aléctonos, adicionales a la produccion primaria. Estas diferentes fuentes carbono tal
vez se ven moderadamente reflejadas en la varianza de los valores de §C para M.
furnieri del estuario del Rio de la Plata (Fig. 7), aunque de una manera menos evidente
gue en el caso de los individuos de las lagunas costeras. La aproximada homogeneidad
en los valores de 6°C, 6"°N y C:N entre los individuos del Rio y de la Plata y el Océano
Atlantico sugiere que, o bien esas fuentes de energia aldctona en el estuario son
usadas en menor medida por los individuos que se reproducen en el estuario, o bien
son empleadas de manera uniforme por las corvinas rubias del estuario y su frente

ocednico. Los resultados presentados en la Fig. 7 apoyarian la primera hipdtesis.

Patrones de movimiento a corto plazo en M. furnieri inferidos por medio del andlisis de

53¢ y 5N

Los isotopos estables han sido ampliamente utilizados para trazar los patrones de
movimiento en diferentes animales (ver Hobson 1999, Rubenstein & Hobson 2004 por
una revision detallada sobre el tema), pero esta técnica puede presentar varios
problemas que deben de ser tenidos en cuenta al interpretar los resultados obtenidos.
Por ejemplo, individuos que habitan en diferentes ambientes pueden presentar gran

variabilidad en los valores isotépicos (e.g. Farmer et al. 2004, Wunder et al. 2005) o
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estos valores pueden depender especificamente de la edad, tamano o sexo de los
individuos (e.g. Lott 2003, este trabajo). Teniendo en cuenta estas limitaciones,
pueden hacerse inferencias acerca de las tasas de movimiento entre localidades y
entre diferentes estaciones sugeridas en M. furnieri por los andlisis isotdpicos
realizados. Como fuera mencionado anteriormente, los individuos colectados tanto en
aguas del Rio de la Plata como del Océano Atlantico no difieren en sus valores
isotépicos ni de C:N, asi como tampoco entre distintos momentos dentro de su
periodo reproductivo (noviembre-marzo), como lo indican los resultados obtenidos

con el ANOVA factorial.

Las estimaciones de linea de base de 6°C y 8N revelaron diferencias significativas
para estos valores entre sitios (i.e. Piridpolis y Montevideo) y también entre sitios al
comienzo y al final de la temporada reproductiva (Tabla 1V). Cabe resaltar que tales
estimaciones fueron realizadas en base a dos especies diferentes de bivalvos, y que
este hecho puede introducir sesgos en los valores isotdpicos inferidos para cada
ambiente, debido, por ejemplo a diferencias no evaluadas en la tasa de recambio de
B¢ y/o >N en el musculo entre las especies utilizadas. Los resultados que se presentan
en la Tabla IV parecen sugerir que el hecho de utilizar especies diferentes de bivalvos
no afecta demasiado la inferencia de los valores isotdpicos de linea de base, al menos
para 6°N. Considerando por lo tanto esas estimaciones de linea de base como
confiables, puede inferirse que las corvinas rubias se mueven libremente entre ambos
ambientes durante la temporada reproductiva, dado que la tasa de recambio de los
isdtopos empleados en los analisis para un tejido como el musculo esquelético, es del

orden de varias semanas (Hobson & Clark 1993).

62



Norbis & Verocai (2005), analizando la morfologia de los otolitos, proponen la
existencia de dos unidades de corvina rubia que hacen uso del estuario del Rio de la
Plata con fines reproductivos en diferentes momentos del afio, con individuos de
mayor porte reproduciéndose al comienzo de la temporada reproductiva e individuos
de talla menos haciéndolo a fines o mediados de la misma. Como estos mismos
autores mencionan, esta estrategia puede estar determinada por la estructura
poblacional de la especie, teniendo en cuenta la variabilidad ambiental del estuario del
Rio de la Plata durante la época reproductiva de la corvina rubia. Los resultados aqui
obtenidos sugieren que los individuos colectados al principio y/o al final del periodo
reproductivo comparten las mismas areas de alimentacion. Esto indicaria por tanto
que la diferencias en la época reproductiva entre las corvinas de pequefio y mayor
porte puede ser el resultado de una conducta relacionada con la edad, el tamafio y la
migracion de los individuos y que no estd relacionada a diferentes estrategias de

alimentacion de los dos grupos.

Atributos del sistema digestivo y posicion tréfica en M. furnieri

La teoria de digestibilidad optima sugiere un vinculo directo entre las caracteristicas
del sistema digestivo la calidad del alimento (Sibly, 1981). Dado que existen
especializaciones individuales a diferentes tipos de alimentos, es concebible que exista
también variacién individual en las caracteristicas del aparato digestivo (Olsson et al.
2007). El SFDA efectuado sobre la matriz de algunos rasgos del sistema digestivo

segregd principalmente a los individuos de las lagunas costeras de las restantes,

63



teniendo las masas del intestino y del higado como las variables mas influyentes.
Nuevamente, los individuos que presentan una mayor identidad fueron los colectados
en la Laguna de Castillos. Estos resultados son de similar magnitud que los obtenidos al
analizar la matriz de datos isotdpicos y de C:N. Inversamente, el largo estomacal o
intestinal (expresados como los indices STLI e ILI, respectivamente) no presentd
diferencias entre las corvinas rubias de los diferentes ambientes, como fue revelado
por los andlisis de ANOVA. Sin embargo, el largo intestinal mostré una correlacién
significativa con los valores de 8N, usados como proxy de la posicién tréfica (Fig. 9).
Organismos que ocupan niveles troficos bajos generalmente presentan intestinos mas
largos que las que ocupan niveles mas altos, con la finalidad de maximizar la obtencién
de energia a partir del alimento ingerido (Sibly 1981). Este no parece ser el caso de M.
furnieri en las lagunas costeras. Tal vez estos ambientes lacustres provean de una
fuente no definida de alimento de alta calidad energética, y por tanto no se
encontraron diferencias en largo intestinal de los individuos entre los diferentes sitios,
a pesar de las grandes diferencias en 8°N. Ademas, como fue antes mencionado, los
ambientes dulceacuicolas no contaminados presentan valores de e\ generalmente
mas bajos que los ambientes marinos; esto también podria ser parte de la explicacién

del patrén encontrado.

Rodriguez-Grafia et al. (2008) plantean que la posicion tréfica de M. furnieri en la
Laguna de Rocha varia durante las estaciones del afio pero no entre sitios. Andlisis del
contenido estomacal de las corvinas rubias de esta laguna en ese trabajo revelan la
existencia de bivalvos, invertebrados bentdnicos, pequefios peces, asi como restos

vegetales. Mendoza-Carranza & Vieira (2008), analizando la dieta de M. furnieri en
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varias localidades a lo largo de la costa de Brasil (incluyendo el estuario de la Laguna
de los Patos), describen a M. furnieri como una especie generalista-oportunista con un
amplio nicho trdéfico, lo que le permite adaptar su estrategia alimenticia a una gran
diversidad de ambientes. Esos resultados son congruentes con los obtenidos aqui, que
sugieren una buena capacidad plastica del sistema digestivo en respuesta al ambiente,

asi como diferentes posiciones tréficas y gran varianza en las fuentes de carbono.

Como se describié en el capitulo anterior, fluctuaciones holocénicas del nivel del mar
afectaron la costa oceanica del Uruguay asi como el Rio de la Plata, lo que hace que el
area de estudio que se considerd para analizar las diferentes poblaciones de M.
furnieri tenga un origen geoldgico reciente. Considerando los resultados del Capitulo 2,
parte de la diferenciacion genética entre poblaciones esta acompafiada por
desplazamientos morfoldgicos que pueden ser efecto de la accidon de la seleccién
divergente. El uso diferencial de recursos de los individuos de las lagunas costeras, asi
como la respuesta fisioldgica adaptativa del sistema digestivo a las distintas presiones
ecoldgicas impuestas por cada ambiente, parecen estar en linea con la hipdtesis de
gue parte de la divergencia entre poblaciones es debido al efecto de la seleccidn

natural divergente.

Experimentos adicionales, por ejemplo del tipo jardin comun, podrian ayudar a
desentrafiar los componentes plastico y genético de los cambios morfoldgicos
encontrados en este capitulo. Técnicas que analizan la composicién quimica de los
otolitos (e.g. Rooker et al. 2001, Rooker et al. 2003) asi como otras que emplean acidos

grasos (e.g. Grahl-Nielsen & Mjaavatten 1992, Joensen & Grahl-Nielsen 2001, véase
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también Smith et al. 1996), han probado ser también de gran utilidad para delimitar

unidades en peces, y podrian aportar nueva evidencia para mejorar la comprension del

patrén poblacional encontrado en esta especie.
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Figura 8. Diagrama de dispersién de los dos primeros Factores del AD realizado sobre

la matriz derivada del andlisis de isdtopos y C:N en M. furnieri. Se presenta también el

valor del lambda de Wilks y su significancia estadistica.
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ILI = 1,008 + 0,035 x 6"°N; r = 0,363, p = 0,009
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Figura 9. Correlacidon entre el largo intestinal, expresado como ILI (ver texto) y la

posicion tréfica, expresada como 8°N. Se presenta ademas la ecuacién de regresion,

el coeficiente de ajuste y su valor de significancia estadistica.
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ILl = 2,114 + 0,035 x §°C; r = 0,234, p = 0,098
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estadistica.
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Tabla lll. Porcentaje de individuos correctamente asignados en la matriz de
clasificacién del AD y distancias de Mahalanobis entre pares de poblaciones, inferidos
partir de de la matriz de isdétopos estables y C:N. Las distancias que fueron
estadisticamente significativas luego de ser aplicada la correccion de Bonferroni se

muestran en negrita (p < 0,05)

Distancias al cuadrado de Mahalanobis entre pares de poblaciones

% de individuos

correctamente Laguna de La Laguna de
clasificados Rocha Paloma Montevideo Castillos Piridpolis

Laguna de Rocha 90,000 -
La Paloma 42,857 14,234 -
Montevideo 50,000 6,866 1,401 -
Laguna de Castillos 100,000 27,848 81,187 61,510 -
Piriapolis <0,001 9,133 0,641 0,192 67,743 -
Villa Gesell 50,000 7,681 1,518 0,177 62,695 0,248

Tabla IV. Valor de la significancia estadistica de las pruebas post hoc de Tukey HSD,
realizadas entre las estimaciones isotdpicas de linea de base entre las diferentes
localidades y épocas del afio. Las comparaciones considerando §C se presentan por
encima de la diagonal y por debajo las comparaciones efectuadas utilizando §°N. En

negrita se resaltan los valores estadisticamente significativos para p<0,05

Localidad y época de muestreo 1 2 3 4
1) Piridpolis - Noviembre 2009 - 0,290 0,013 < 0,001
2) Piridpolis - Marzo 2010 0,690 - 0,357 <0,001
3) Montevideo - Noviembre 2009 0,202 0,026 - 0,013
4) Montevideo - Marzo 2010 0,491 0,986 0,013 -
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Tabla V. Valores descriptivos de los rasgos del aparato digestivo analizados en M. furnieri. Valores referentes a las masasy a

los largos son proporcionados en g y cm, respectivamente. (N= nimero de individuos analizados por localidad, Media=

media aritmética, D. S. = desvio estandar. Ver el texto por el significado de los acrénimos).

Variahle

L5
LEST
LI

PC
5W
W
LW
EWB

Localidades muestreadas

Lagunade Rocha La Paloma Montevideo Laguna de Castillos Piriapolis Villa Gesell

N Media D.S5. N Media D.5. N  Media D.5. N Media D.S5. N Media D.5. N Media D.5

10 32,339 6,210 7 44760 35956 10 46,700 2,546 8 22438 2,040 B 35,083 1845 20 41,735 5,425
10 e,540 1,227 7 8,571 2,524 10 8,350 1,842 & 2,888 0,747 & 6567 1465 20 7,375 2,555
10 42430 5,737 7 66425 12,604 10 58900 13574 8 22538 2,91% 6 62,833 9827 20 56,378 22,702
10 5400 0566 7 8,429 1,134 10 8,800 0,913 & 59,250 0,707 6 8833 0,733 20 8500 1,071
10 3,823 25927 7 8,080 4,577 10 8,330 3,828 & 0,830 0,402 6 4446 1,283 20 6,710 4,126
10 10,732 S,106 7 2472% 5407 10 25,688 11530 38 2,638 1,171 & 14,002 3,332 20 20,357 10,2836
w 7517 457%0 7 15400 7126 10 26,377 75994 8 1,838 0,777 6 12,253 3,069 20 18,832 18812
10 603,860 362,934 7 1370086 199,587 10 1577,480 308,459 8 148,025 56,1559 6 538450 130487 20 1054,095 404,661
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Tabla VI. Porcentaje de individuos correctamente asignados en la matriz de
clasificacién del AD y distancias de Mahalanobis entre pares de poblaciones, inferidos
partir de de la matriz de algunos de los rasgos del aparato digestivo. Las distancias que
fueron estadisticamente significativas, luego de ser aplicada la correccién de
Bonferroni, se muestran en negrita (p < 0,05). *El bajo porcentaje de clasificacidon
correcta para los individuos de La Paloma y Piridpolis se debe a que la mayoria de las
corvinas rubias de estas localidades fueron reclasificadas por este analisis como

pertenecientes a la localidad de Villa Gesell (datos no mostrados).

Distancias al cuadrado de Mahalanobis entre pares de poblaciones

% de individuos

correctamente Laguna de La Laguna de
clasificados Rocha Paloma Montevideo Castillos Piridpolis

Laguna de Rocha 100
La Paloma 14,286* 15,201
Montevideo 80,000 27,622 4,143
Laguna de Castillos 100 35,029 93,876 119,177
Piriapolis 16,667* 4,407 3,936 10,346 63,516
Villa Gesell 90,000 8,366 1,093 6,855 76,461 0,904
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Capitulo 4.- Efectos ambientales y de la historia de vida sobre la

estructura genética de M. furnieri

Introduccion

A pesar de la gran capacidad de dispersién que presenta M. furnieri y de las escasas
barreras geograficas existentes entre los ambientes que habitan, el efecto del flujo
génico en la estructuracidon de sus poblaciones depende de su interrelacién con la
mutacién, la deriva genética y la seleccién natural. La estructura geografica de las
poblaciones de una especie puede estar afectada por diversos factores ecoldgicos y
por lo tanto el potencial de dispersién de los individuos no siempre predice la cantidad
de intercambio genético entre sus poblaciones (Avise 1998). Conocer cédmo estos
factores ecolégicos afectan la dindmica poblacional, ya sea en la actualidad o
histéricamente, es importante para poder desentranar el rol relativo de los diferentes
mecanismos evolutivos actuando sobre las poblaciones naturales. A pesar de algunos
trabajos recientes (e.g. Bekkevold et al. 2005, Gaggiotti et al. 2008, Jgrgensen et al.
2008), para la mayoria de las especies marinas, incluyendo los peces, se desconoce de
manera general cuales son los mecanismos que afectan su estructura poblacional
(Jergensen et al. 2005). En este sentido, surge la genética del paisaje (Manel et al.
2003) como un darea de estudio que intenta explicar la estructura poblacional de una
especie combinando aspectos de la ecologia del paisaje. La meta principal de esta
rama de la biologia evolutiva es describir y explicar cémo los atributos del paisaje
afectan los niveles de variacion genética tanto en plantas como en animales (Balkenhol

et al. 2009). Tales atributos pueden ser divididos primariamente en factores
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cuantitativos (e.g. temperatura, humedad) y cualitativos (e.g. barreras geograficas); los
paisajes marinos se caracterizan por factores cuantitativos como la salinidad y la
temperatura y por factores cualitativos tales como los representados por las corrientes
y otros atributos oceanograficos (Jgrgensen et al. 2005). Las investigaciones en el area
de la genética del paisaje involucran como un primer paso describir los patrones de
variaciéon genética y posteriormente relacionar estadisticamente dicho patrén con
variables ambientales (Manel et al. 2003, Balkenhol et al. 2009). La identificacion de
caracteres bajo efecto de la seleccion natural es evidentemente el primer paso a tomar
antes de separar el efecto de las seleccidon de otros procesos demograficos, para luego
tratar de estimar la importancia relativa de los factores ambientales y de la historia de

vida en la estructura de las poblaciones (Gaggiotti et al. 2009).

En este capitulo se procuré detectar posibles loci bajo el efecto de la seleccién natural
e identificar factores potencialmente involucrados en la estructura genética
encontrada. Se evaluaron especificamente los papeles relativos de la seleccién natural,
la deriva genética y también el efecto del marco impuesto por algunos factores
cuantitativos del paisaje marino sobre la estructura poblacional de M. furnieri. Se
analizd, en forma complementaria a los analisis presentados en los capitulos
anteriores, el papel de la cohesién fenotipica y de algunos aspectos relacionados a la

historia de vida sobre la estructura genética de las poblaciones de corvina rubia.

Materiales y métodos

Variables ambientales, fenotipicas y de historia de vida analizadas
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Parametros fisicoquimicos

A partir de los datos presentados en Guerrero et al. (2010) se obtuvieron estimaciones
puntuales de los valores promedio de salinidad y temperatura de fondo para el
periodo de tiempo comprendido entre los anos 1911 y 2003 para las localidades de
Montevideo, San Luis, La Paloma y Villa Gesell durante el periodo célido (noviembre -
marzo) bajo condiciones de caudal normal del Rio de la Plata (Tabla VII). No se
considero la profundidad como parametro, dada la escasa variabilidad que presenta
esta medida entre las diferentes localidades analizadas. La eleccion de tomar las
estimaciones durante el periodo cdlido radica en el hecho de que tal periodo
concuerda con la temporada reproductiva de M. furnieri en estas localidades. Para las
variables consideradas, se calculd el valor absoluto de la diferencia promedio de cada
una de las localidades respecto a todas las restantes, transformandolas de esta manera
en una medida de conectividad (Gaggiotti et al. 2009). Dado que las lagunas costeras
no constituyen ecosistemas directamente comparables al estuario del Rio de la Plata y
su frente oceanico en cuanto a parametros fisico-quimicos, no se consideraron estos

parametros para la Laguna de Rocha y para la Laguna de Castillos (ver mds adelante).

Distancias geogrdficas

La misma matriz de distancias lineales geograficas aproximadas entre pares de
poblaciones, empleada en los capitulos anteriores, fue utilizada nuevamente en esta

ocasion, para evaluar el efecto del grado de conectividad geografica sobre la matriz de
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flujo genético. Para cada localidad, se calculd el promedio de las distancias entre todas

las comparaciones posibles con el resto de las localidades analizadas.

Cohesion fenotipica

El grado de cohesién fenotipica de los individuos provenientes de las diferentes
localidades de muestreo se estimd mediante las distancias morfoldgicas de
Mahalanobis obtenidas en el Capitulo 2 a partir de los analisis de morfometria
geométrica. Estas distancias fueron transformadas de la misma manera que las
distancias geograficas. No se emplearon las distancias de Mahalanobis obtenidas a
partir del analisis del digestivo de manera de simplificar el modelo (ver mas adelante) y

a que solo consideran el andlisis de unos pocos rasgos.

Historia de vida

Dado que los perfiles isotdpicos y de C:N reflejan la dieta de M. furnieri por localidad,

se emplearon las distancias isotdpicas y de C:N de Mahalanobis obtenidas en el

Capitulo 3 como “proxy” de las posibles preferencias alimenticias que pudiesen estar

influenciando la estructura genética de esta especie. Nuevamente, se empled la misma

transformacién que en los dos casos anteriormente descritos.

Métodos estadisticos empleados
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Microsatélites analizados y escaneo gendmico en busca de posibles loci candidatos a

estar bajo la influencia de la seleccion natural

Los analisis se realizaron sobre la misma matriz de datos de once microsatélites,
derivada de D’Anatro et al. (2011) mas los cuatro loci reportados en el Capitulo 2. Esta
matriz de microsatélites fue analizada en busca de loci candidatos a estar bajo la
accién de la seleccion natural. La légica subyacente en la mayoria de los métodos
propuestos para realizar este tipo de analisis se basa en que los loci bajo seleccidn
direccional deberian presentar valores mas altos de Fsy, mientras que los loci
candidatos a estar bajo el efecto de la seleccién purificadora deberian de resultar en
estimaciones menores de Fst que los loci neutrales. Por ejemplo, Beumont & Nichols
(1996) proponen obtener la distribucién de Fst entre loci como una funcién de la
heterocigocidad entre poblaciones realizando simulaciones mediante un modelo de
islas infinitas y luego identificando a los loci fuera de rango (“outlier loci”) como
aquellos que se encuentra en la colas de la distribucién (revisado en Excoffier et al.
2009). Por otra parte, métodos Bayesianos mas recientes (Beaumont & Balding 2004,
Foll & Gaggiotti 2008) para detectar los loci fuera de rango, asumen que las
frecuencias alélicas siguen una distribucidon de Dirichlet, considerando que los Fsr son
una funcién de componentes poblacidén-especificos compartidos entre todos los loci, y
de componentes loci-especificos compartidos entre todas las poblaciones. En estos
métodos bayesianos se considera que un locus se aparta de la neutralidad cuando el
componente locus-especifico es suficiente para explicar el patron de diferenciaciéon
(revisado en Excoffier et al. 2009). Excoffier et al. (2009) plantean que métodos

basados en modelos de islas infinitas (o finitas), o en la distribucién de Dirichlet,
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podrian no ser apropiados para detectar loci bajo seleccion si los modelos
poblacionales con mds complejos que lo asumido; i.e. diferentes muestras son
tomadas de las misma poblacién, algunas de las muestras comparten un ancestro en
comlUn mas reciente entre si que con las demads, algunas de las poblaciones
contribuyen al pool de migrantes de manera diferencial o si existe una estructura

poblacional jerdrquica (véase también Hermisson 2009).

Por las razones anteriormente planteadas, y porque ademas permite utilizar modelos
gue tienen en cuenta el patrén mutacional, se utilizd el método de Excoffier et al.
(2009) implementado en el programa Arlequin v. 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005). Este es
una modificacion del propuesto por Beumont y Nichols (1996) que permite el empleo
de un modelo poblacional jerarquico explicito (Slatkin & Voelm 1991), en el cual las
muestras referentes a cada poblacién son asignadas a diferentes grupos definidos a
priori y que permite diferentes tasas de migraciéon entre demes dentro del mismo
grupo y entre grupos, teniendo en cuenta de esta manera la posibilidad de escenarios
de diferenciacion mas complejos que el proporcionado. Para obtener los intervalos de
confianza, se realizaron 2 x 10° simulaciones, considerando seis grupos diferentes y
simulando 100 demes dentro de cada uno. Se empleé un modelo mutacional de a
pasos (SMM, Otha & Kimura 1973, Michalakis & Excoffier 1996) para calcular los

valores de Fqr.

Correlacion entre las variables ambientales, fenotipicas y de historia de vida
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El efecto de estas variables sobre la estructura genética de M. furnieri fue analizado
mediante el método bayesiano jerarquico implementado en el programa GESTE v 2.0
(Foll & Gaggiotti 2006). Este método estima valores individuales de Fsr para cada
poblacién empleando el método propuesto por Balding & Nichols (1995) y luego los
relaciona con las variables ambientales consideradas mediante modelos lineales
generalizados. Este método calcula la probabilidad a posteriori de cada modelo
empleando MCMC de salto reversible (“reversible jump MCMC”) y permite no solo
estimar el relacionamiento de cada variable sobre la estructura genética, sino también
evaluar la correlacién de la combinacidn e interaccion de las variables sobre la matriz
de flujo genético (Foll & Gaggiotti 2006). Las condiciones de corrida para todos los
andlisis realizados con GESTE fueron las siguientes: 10 corridas piloto de 2 x 10°
iteraciones para obtener los parametros de la distribucidon propuesta, ademas de un
periodo adicional de “burn-in” compuesto por 5 x 10° iteraciones, seguidos de ciclos de
2 x 10 iteraciones para la realizacién de las estimaciones (“sample size”) con un
intervalo de 50 iteraciones entre cada muestreo (“thinning interval”). La combinacion
de n factores y su interaccién lleva a obtener 2" modelos de regresidn alternativas y el
método implementado en GESTE asigna probabilidades a posteriori para cada uno de
ellos; el modelo con el mayor valor de probabilidad es uno de los que mejor explica la
estructura de los datos (Gaggiotti et al. 2009). El efecto especifico que cada factor
tiene sobre la estructura genética de las poblaciones es inferido a partir de las
estimaciones de los coeficientes de regresiéon del modelo con el mayor valor de
probabilidad a posteriori (Foll & Gaggiotti 2006, Gaggiotti et al. 2009). Cuando se
consideran muchas variables a la vez, por mas que GESTE asigne el mayor valor de

probabilidad al modelo que mejor explica los datos, un porcentaje menor de la
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probabilidad es siempre asignado a los demas modelos, aunque éstos no expliquen el
patron de diferenciacion genética encontrado de manera completa (Gaggiotti et al.
2009). Por esta razon se simplificd el nimero de variables empleadas en general en
cuanto a su calidad y grado de informacién y se empled la estrategia de estudio que se
detalla a continuacion. Por un lado, se analizd el efecto de la cohesién fenotipica,
historia de vida y la distancia geografica entre pares de poblaciones para el grupo
entero de datos genéticos. Por otro lado, se analizé el efecto de la salinidad vy la
temperatura sobre la estructura genética de las localidades muestreadas a lo largo del
Rio de la Plata y el Océano Atlantico, excluyendo en este caso a los individuos de las

lagunas costeras.

Basandose en los resultados obtenidos con Arlequin en busca de loci candidatos a
estar bajo el efecto de la seleccidn natural, se realizé la siguiente estrategia de andlisis
en GESTE: 1) analisis para cada uno de los escenarios descritos antes, empleando solo
los loci neutrales y 2) andlisis empleando la matriz de loci neutrales mas uno de los loci
candidatos a estar bajo el efecto de la seleccidn. Si los resultados de GESTE indican el
efecto significativo de una variable sobre la estructura genética incluyendo el locus
candidato a estar bajo seleccidn, y este efecto desaparece cuando solo se analizan los
loci neutrales, se considera la posibilidad que el loci en cuestion este fuera del rango
esperado para uno neutral posiblemente debido a la influencia de la variable
considerada. Por otro lado, si la correlacién entre la variable y la estructura genética no
depende de la inclusién o exclusion del locus fuera de rango, se podria asumir que la
variable tiene un efecto a un nivel gendmico mas amplio, y por lo tanto, no es una

variable selectiva. Sin embargo, esta metodologia no excluye que la seleccion esté
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actuando sobre el locus fuera de rango identificado en Arlequin, debido a, por
ejemplo, un factor no considerado en el andlisis. Una estrategia general de trabajo

similar a la planteada en este capitulo fue empleada en Gaggiotti et al. (2009).

Resultados

Escaneo gendmico en busca de loci bajo seleccion

Los resultados obtenidos con Arlequin siguiendo el método de Excoffier et al. (2009)
sugieren que los loci Soc049, Soc085, Soc429 y Soc443 estan por fuera del rango
esperado por neutralidad (Tabla VIII). Como este método suele resultar en falsos
positivos, se considerd un nivel de significancia estadistica de p < 0,01 (e.g. Foll &
Gaggiotti 2008). Soc049 y Soc085 mostraron valores de Fst mds altos de lo esperado —
lo que representa una posible evidencia de seleccién direccional — y que Soc429 vy
Soc443 presentaron valores de Fst menores a lo esperado por divergencia debido
solamente a procesos de deriva genética, lo cual puede indicar el efecto de seleccion
estabilizadora. Cabe mencionar que en el caso de Soc049 el valor de Fst no difiere
substancialmente del valor promedio, aunque es altamente significativo (Tabla VIII).
Finalmente, aunque esta metodologia es ampliamente utilizada para detectar loci bajo
el efecto de la seleccion natural, es importante resaltar que otros factores diferentes a
procesos selectivos guiados por diferencias ambientales pueden producir tal escenario.
Por ejemplo, mutaciones neutrales que surgen en la onda expansiva de una poblacion
en expansion pueden emular el efecto de la seleccién al aumentar la frecuencia de una

variante neutral en la poblacion colonizada (“gene surfing”) o también
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incompatibilidades pre- o post-cigéticas intrinsecas entre grupos de genes,
independientes del ambiente, pueden reducir el nivel de flujo genético entre

poblaciones (véase Bierne et al. 2011 por una explicacién detallada).

Correlacion entre la estructura genética y la conectividad geogrdfica, la cohesion

fenotipica y la historia de vida en M. furnieri

En la Tabla IX se presentan los valores de probabilidad a obtenidos al analizar el efecto
de la conectividad geografica, la cohesién fenotipica y la historia de vida en la
estructura genética de M. furnieri. No existio una correlacién significativa entre
ninguna de la variables empleadas y la estructura genética encontrada de M. furnieri,
siendo siempre el modelo nulo la mejor explicacién para el comportamiento de los
datos. Estos resultados no variaron al considerarse solo los loci neutrales segun el
analisis implementado en Arlequin o en cambio la matriz de loci neutrales mas uno de
los loci fuera de rango segun el analisis antes mencionado (Tabla IX). Sin embargo, los
segundos mejores modelos en varios de los analisis presentan valores de probabilidad
a posteriori muy similares al modelo con el mejor ajuste, que mayormente implican a
las variables que involucran aspectos de la cohesién fenotipica (G2), de historia de vida
(G3) y en menor medida el grado de conectividad geografica entre poblaciones (G1).
Teniendo en cuenta esto, la inclusién de los loci fuera de rango, tanto con valores por
arriba o por debajo de lo esperado por deriva, modifica levemente los resultados
(Tabla IX). El caso mas patente lo conforma el andlisis realizado sobre la matriz de loci
neutrales mas Soc429, en donde el segundo modelo mas probable solo difiere en

0,001 (constante, G3) respecto al modelo mas probable (modelo nulo). Los valores de
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o’ representan la cantidad de variacién no explicada por la regresién (Foll & Gaggiotti
2006). Estos valores son bajos entre todos los modelos ensayados y ademads no varian
sustancialmente con la inclusion de alguno de los loci fuera de rango (Tabla IX); esto
puede interpretarse también como una medida de la influencia de un locus sobre el
ajuste de los datos y por tanto ninguno de los loci posiblemente bajo seleccién alteran
el ajuste de los datos cuando son considerados. Dado que los resultados no mostraron
evidencia clara en ninguno de los casos de correlacion entre alguno de los factores
analizados y la estructura genética, no se ensayaron escenarios mas complejos con

interaccion de variables, como en la siguiente seccién.

Correlacion entre la estructura genética y las variables ambientales para los individuos

ocednicos y del Rio de la Plata

El analisis realizado con GESTE evidencid correlacion entre las variables salinidad (H1)
y temperatura de fondo (H2) y la estructura genética de las poblaciones de corvina
rubia sin considerar a las lagunas costeras (Tabla X). El modelo que mejor explicé la
estructura poblacional es aquel que involucra no solo el efecto de la salinidad y la
temperatura en la estructura genética, sino también la interaccién entre ambas
variables. Nuevamente, los resultados fueron consistentes entre los andlisis que
consideran solo los loci neutrales o los realizados con la matriz de microsatélites
neutrales mas alguno de los evidenciados por fuera del rango esperado por deriva
(Tabla X). Para este caso también los segundos modelos mas probables presentaron
valores de probabilidad a posteriori muy cercanos al modelo de mayor ajuste (aunque

ahora la diferencia es levemente mas notoria); en todas las combinaciones posibles de
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la matriz de alelos nulos mds uno de los loci fuera de rango el modelo nulo fue siempre
el segundo mas probable (Tabla X). Una vez mas, los valores de o’ son bajos y similares
en todos los modelos empleados y no se ven alterados en forma notoria cuando se
incluye a alguno de los loci fuera de rango (Tabla X). Estos resultados también reflejan
el hecho de que en este caso solo se analizan cuatro localidades, lo cual dificulta que
el modelo tenga un buen ajuste estadistico aun si existe un buen grado de correlacién

entre las variables ambientales y la estructura genética de las poblaciones.

Teniendo en cuenta lo anterior, puede evaluarse el efecto especifico de cada factor
sobre la estructura genética a partir de los coeficientes de regresién (a) del modelo
con mejor ajuste (Tabla X). Para los resultados usando solamente los loci neutrales, los
valores modales de a para las regresiones con H1 y H2 son negativos, lo que indica que
a medida que aumenta la diferenciacion genética entre localidades disminuyen la
diferencia en salinidad y temperatura entre localidades, aunque se deberia de tener en
cuenta que el valor de a para H1 es muy cercano a cero. Al agregar Soc049, el valor de
a para H1 se torna positivo y de una mayor magnitud, indicando en este caso que a
medida que aumenta la salinidad entre localidades también aumenta la diferenciacién
genética; el valor de a para H2 también se mantiene negativo en este caso, lo cual es
congruente con el hecho de que localidades que presentan valores significativos de
diferenciacién genética no difieren en su temperatura promedio (Tabla VII). Este
resultado es acorde con lo sugerido por el andlisis empleando el método de Excoffier
et al. (2009) que propone que Soc049 puede estar bajo la influencia de la seleccidn
direccional. Para el caso de Soc085, también posiblemente bajo el efecto de la

seleccion divergente, los valores de a para H1 y H2 no difieren sustancialmente de los
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obtenidos con la matriz de loci neutrales mas algunos de los loci bajo seleccién
estabilizadora, aunque son relativamente menores en magnitud (Tabla X). Esto puede
deberse a que, a pesar del valor de Fst que presenta este locus, quedd por fuera del

rango esperado por deriva solo con probabilidad marginal (Tabla VII).

La inclusién a la matriz de microsatélites neutrales de cualquiera de los demas loci por
fuera del rango esperado por deriva (todos posiblemente bajo seleccidn estabilizadora)
produce valores de a positivos en todos los casos, pero de una menor magnitud, lo
cual también es congruente con la hipdtesis de que estén bajo el efecto de la seleccidn
estabilizadora. Con la excepcién de la matriz de loci neutrales mas Soc443, los valores
de a para H2 siempre fueron mayores que los de a para H1, lo cual es también acorde
con el hecho de que las localidades analizadas son bastante homogéneas en cuanto a
sus valores de temperatura promedio (Tabla VII). El inesperado comportamiento de
Soc443 podia deberse a un factor no evaluado completamente en este estudio, como
podria ser el efecto de una tasa de mutacién diferente a los demas loci evaluados

(véase un caso similar en Gaggiotti et al. 2009)

Los valores de a para la interaccién H1xH2 en todos los modelos ensayados son
siempre negativos y de una mayor magnitud que los coeficientes de correlacién para
las variables por separado (Tabla X), lo que indica que la salinidad manifiesta su efecto
por sobre todo en localidades de baja temperatura (o viceversa), lo que es coherente

con los valores presentados en la Tabla VII.
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Por ultimo y en forma general, todos los resultados obtenidos en esta seccidén deben
ser interpretados con precaucién debido a que los valores de probabilidad a posteriori

son similares entre varios de los posibles modelos, incluyendo el de mejor ajuste.

Discusion

En este capitulo se analizé el comportamiento de los loci de microsatélites empleados
hasta el momento en los estudios genético-poblacionales y de correlacién en busca de
loci bajo seleccion, bajo la hipdtesis de valores esperados por deriva genética bajo un
modelo poblacional jerarquico y un modelo mutacional de tipo SMM, implementado
en el programa Arlequin (Excoffier et al. 2005). A partir de los resultados obtenidos de
esta manera, se analizé el efecto de algunos factores ambientales, fenotipicos y de
historia de vida sobre la estructura genética, mediante un enfoque bayesiano
efectuado con el programa GESTE (Foll & Gaggiotti 2006). El primero de los andlisis
realizados sugiere que algunos de los loci se encuentran bajo el efecto de la seleccidn,
tanto direccional como estabilizadora, lo cual concuerda con los resultados
morfoldgicos obtenidos en el Capitulo 2 empleando el método de analisis de los
patrones de varianza y covarianza fenotipica dentro y entre poblaciones propuesto por
Ackermann y Cheverud (2002). Los analisis implementados en GESTE sugieren que
factores ambientales como la salinidad y en menor grado la temperatura tienen un
papel relativamente importante en la estructura genética de las poblaciones de
corvina rubia. En esta seccidn se discuten estos resultados en relacién a los obtenidos

en los capitulos anteriores y al conocimiento biolégico de de la especie.
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Correlacion entre la estructura genética y la conectividad geogrdfica, la cohesion

fenotipica y la historia de vida en M. furnieri

Los resultados obtenidos son consistentes con los mostrados por lo analisis con
ProTest, que no sugieren correlacion entre la diferenciacidon genética y la morfoldgica o
entre las distancias geograficas y las genéticas (Capitulo 2). Por otro lado, el analisis
efectuado con ProTest, sugiere una correlacién significativa entre los valores de Fsr de
Weir y las distancias isotdpicas entre poblaciones, lo que no concuerda con los
resultados obtenidos con GESTE al evaluar el mismo grupo de datos. La diferencia
entre los dos resultados puede ser debida a que la aproximacion empleada por GESTE
usa la matriz entera de frecuencia alélica de microsatélites (mayor cantidad de
informacién), mientras que el analisis con ProTest fue realizado en base a distancias
genéticas entre pares de poblaciones, entre otras diferencias que presentan ambas
metodologias. Por ejemplo, al menos considerando el test de Mantel, de naturaleza
similar a ProTest, se considera que este es mas proclive a cometer error de tipo-1 que
los analisis multivariados no lineales como GESTE, aunque este ultimo presente tal vez
menos poder estadistico (Balkenholl et al. 2009, Cushman & Landguth 2010). Por otra
parte, si se consideran los segundos modelos mas probables de la Tabla IX, varios de
ellos involucran a la transformacién de las distancias isotdpicas como explicativa de la
estructura geografica encontrada, los que puede representar un grado de
convergencia entre las aproximaciones efectuadas con ProTest y GESTE. Evaluar cudl
factor o combinacion de ellos, es responsable de la diferencia entre los resultados de
ambos analisis, va mas alld de los objetivos de este trabajo, pero estas diferencias

ilustran el hecho de la necesidad de realizar aproximaciones complementarias cuando
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se trata de analizar el efecto de variables ambientales o de otra indole sobre la

estructura genética de las poblaciones naturales.

Correlacion entre la estructura genética y variables ambientales en las poblaciones de

corvina rubia del Rio de la Plata y su frente ocednico

Los resultados obtenidos con el analisis bayesiano implementado en GESTE muestran
un cierto grado de correlacién entre la estructura genética de las poblaciones del Rio
de la Plata y su frente ocednico con la salinidad y temperatura de fondo de estas
localidades. Estos resultados son evidentes analizando cualquier combinacion de loci
(Tabla X), pero son mas patentes con la inclusién de Soc049, sobre todo para el efecto
de la salinidad. Este locus parece estar bajo el efecto de la seleccidn direccional, ya sea
directamente o por ligamiento a otro gen directamente seleccionado (“hitchhiking
effect”), lo que no puede saberse debido a que se desconoce la ubicacién en el

genoma de Soc049.

Jaureguizar et al. (2008 y referencias alli mencionadas) muestran una correlacion entre
las variables ambientales y las diferentes clases de edad de M. furnieri, en la cual los
individuos juveniles o gravidos se encuentran en la zona interna del Rio de la Plata
(aguas con menor salinidad, mayor temperatura y menor profundidad) y los
especimenes en reposo reproductivo en la zona externa del estuario (aguas con mayor
salinidad, menor temperatura y mayores profundidades), lo cual plantea la hipdtesis
de que estos organismos se reproducen dentro del estuario. Los resultados obtenidos

hasta el momento (Capitulo 2, D’Anatro et al. 2011) plantean que los mayores niveles
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de divergencia genética, y en menor medida morfoldgica, se dan entre individuos del
Rio de la Plata y su frente ocednico, ambientes entre los cuales existe una marcada
diferencia de salinidad y temperatura. Si bien el grupo de loci neutrales presenta el
mismo patrén — lo cual indicaria la accion de un mecanismo no adaptativo para
explicar la divergencia — no seria dificil considerar la hipdtesis de que la adaptacién a
distintos niveles de salinidad estén tomando parte en la diferenciacién entre
poblaciones y de ahi el comportamiento fuera de rango de Soc049. La temperatura
también explica parte de esta diferenciacién, pero dado que las estimaciones
puntuales empleadas para los analisis con GESTE no presentan un patrén tan
estructurado como la salinidad entre el Rio de la Plata y su frente ocednico (al menos
en este grupo de datos) los resultados no son tan facilmente interpretables. Tal vez el
hecho de que localidades con mayor grado de diferenciacién genética como
Montevideo y La Paloma presenten valores similares de temperatura promedio (Tabla
VIl), puede explicar el fenédmeno de la correlaciéon positiva entre esta variable y la
estructura genética, lo cual ye fue mencionado anteriormente. Respuestas adaptativas
a diferentes zonas de desove y cria con diferencias en sus valores de salinidad fueron
también sugeridas para el arenque atlantico (Clupea harengus Linnaeus 1758,
Bekkevold et al. 2005, Gaggiotti et al. 2009), lo cual parece indicar que la salinidad
puede ser un factor selectivo importante cuando hay fidelidad de sitio en la

reproduccion.

Finalmente, los resultados obtenidos mediante las metodologias empleadas en este
capitulo deben de ser tomados como hipdtesis dentro del marco de trabajo de

trabajos experimentales empiricos (sensu Gaggiotti et al. 2009). En este sentido,
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trabajos como el de Boutet et al. (2006) que estudian la respuesta adaptativa en la
expresion de genes directamente relacionados con la regulacién osmética, parece ser
el camino a seguir. Por otro lado aumentar el numero de microsatélites con el fin de
hallar mas loci candidatos a estar bajo el efecto, directo o indirecto, de la seleccién
natural, puede ayudar a resolver de una manera mads detallada la estructura
poblacional de M. furnieri, principalmente para el caso de las corvinas rubias de la

Laguna de Rocha.
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Tabla VII. Valores promedio de salinidad y temperatura de fondo para las cuatro
localidades analizadas en el Rio de la Plata y su frente océanico, estimados durante el
periodo comprendido entre los aflos 1911-2003. Entre paréntesis se presenta el desvio

estandar. Tomado de Guerrero et al. (2010).

Salinidad de fondo Temperatura de fondo (2C)
La Paloma 31,46 (+1,33) 18,30 (+3,50)
Montevideo 19,65 (+0,09) 18,90 (+0,60)
San Luis 27,13 (£7,14) 20,40 (+3,00)
Villa Gesell 32,51 (+0,86) 16,40 (£2,90)

Tabla VIII. Valores de Fst por locus y sus valores de probabilidad asociados obtenidos
con el método de Excoffier et al. (2009) implementado en el programa Arlequin. En
negrita se presentan los loci fueran del rango esperado por deriva, considerando p <

0,01.

Locus Fst valor de p
Soc201 0,1367 0,25280
Soc252 0,0770 0,43382
Soc204 0,1312 0,27380
Soc243 0,2190 0,06030
Soc049 0,1440 0,00019
Soc050 0,0376 0,16907
Soc085 0,3296 0,01026
Soc428 0,0700 0,37794
Soc429 0,0003 0,00071
Soc442 0,0324 0,03489
Soc443 0,0098 0,00003
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Tabla IX. Valores de probabilidad a posteriori obtenidos al analizar el efecto de la
conectividad geografica (G1), la cohesién fenotipica (G2) y la historia de vida (G3) y
algunas de sus posibles interacciones sobre la estructura genética de todas las
poblaciones de M. furnieri detalladas en la Fig. 1. Se presentan también los parametros

de la regresion para el modelo con mayor ajuste (HPDI: intervalo a posteriori de alta

densidad).
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Modelo analizado Probabilidad Parametros de la regresion para el modelo con el
a posteriori mejor ajuste

Loci neutrales Moda 95% HPDI Factor

constante (nulo) 0,136 a: -0,721 (-7,74 ; 4,65) constante

Gl 0,126 o> 147x10°  (545,0 ;5,27 x 10%)

G2 0,127

G2,G1 0,118

G3 0,129

G3,G1 0,121

G3, G2 0,130

G3,G2,G1 0,113

Loci neutrales + Soc049 Moda 95% HPDI Factor

constante (nulo) 0,137 a: -1,84 (-7,50; 4,98) constante

Gl 0,126 2 1,48x10°  (522,0 ;5.22x 10%)

G2 0,127

G2,G1 0,117

G3 0,130

G3,G1 0,124

G3, G2 0,123

G3,G2,G1 0,117

Loci neutrales + Soc085 Moda 95% HPDI Factor

constante (nulo) 0,136 o -1,89 (-7,77 ; 4,87) constante

Gl 0,125 1,55x10°  (576,0 ;5,09 x 10°)

G2 0,130

G2,G1 0,123

G3 0,128

G3,G1 0,123

G3, G2 0,121

G3,G2,G1 0,114

Loci neutrales + Soc429 Moda 95% HPDI Factor

constante (nulo) 0,134 a: -2,02 (-8,12; 4,46) constante

G1 0,131 1,51x10°  (542,0 ;5,26 x 10°)

G2 0,124

G2,G1 0,123

G3 0,133

G3,G1 0,128

G3, G2 0,112

G3,G2,G1 0,115

Loci neutrales + Soc443 Moda 95% HPDI Factor

constante (nulo) 0,137 a: -1,68 (-7,94 ; 4,40) constante

G1 0,125 1,50x10°  (539,0 ;5,37 x 10%)

G2 0,125

G2,G1 0,125

G3 0,128

G3,G1 0,123

G3, G2 0,118

G3,G2,G1 0,118
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Tabla X. Valores de probabilidad a posteriori obtenidos al analizar el efecto de la
salinidad (H1) y la temperatura (H2) y sus posibles interacciones sobre la estructura
genética de las poblaciones de M. furnieri del Rio de la Plata y su frente ocednico. Se
presentan también los parametros de la regresion para el modelo con mayor ajuste

(HPDI: intervalo a posteriori de alta densidad).
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Modelo analizado Probabilidad Parametros de la regresion para el modelo con el
a posteriori mejor ajuste

Loci neutrales moda 95% HPDI factor
constante (nulo) 0,202 aop: -1,150 (-7,70; 4,88) constante
H1 0,195 oy -0,078 (-5,88; 6,07) H1
H2 0,196 oy -0,680 (-6,36; 5,93) H2
H2, H1 0,192 s -1,4 (-7,21; 4,81) H1xH2
H1xH2, H2, H1 0,215 o’ 1,30 x 10° (331,0 ;5,53 x 10°)
Loci neutrales + Soc049 moda 95% HPDI
constante (nulo) 0,206 oo: -1,510 (-7,31;5,17) constante
H1 0,194 oy: 0,618 (-6,22; 5,84) H1
H2 0,197 oy -0,371 (-5,84; 6,23) H2
H2, H1 0,189 Os: -1,580 (-7,16 ; 4,92) H1xH2
H1xH2, H2, H1 0,214 o’ 1,22 x10° (379,0 ; 5,66 x 10°)
Loci neutrales + Soc085 moda 95% HPDI
constante (nulo) 0,195 ap: -1,41 (-7,59; 4,83) constante
H1 0,201 oy: 0,125 (-5,81; 6,10) H1
H2 0,195 oy 0,172 (-5,85; 6,31) H2
H2, H1 0,191 os: -1,150 (-7,38; 5,03) H1xH2
H1xH2, H2, H1 0,218 o’ 1,49 x 10° (341,0 ; 5,43 x 10%)
Loci neutrales + Soc429 moda 95% HPDI
constante (nulo) 0,206 oo: -0,868 (-7,53; 4,65) constante
H1 0,198 oy 0,203 (-5,72; 6,18) H1
H2 0,195 oy 0,224 (-5,99; 6,07) H2
H2, H1 0,187 o3 -1,740 (-7,47 ; 5,24) H1xH2
H1xH2, H2, H1 0,215 o> 1,40x10° (331,0 ;5,69 x 10°)
Loci neutrales + Soc443 moda 95% HPDI
constante (nulo) 0,203 oo: -0,482 (-7,17; 5,31) constante
H1 0,195 ay: 0,443 (-5,65; 6,28) H1
H2 0,194 oy 0,250 (-6,01; 6,01) H2
H2, H1 0,188 o3: -1,040 (-7,05;5,13) H1xH2
H1xH2, H2, H1 0,220 o’ 1,32x10° (401,0 ; 5,54 x 10%)
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Capitulo 5.- Discusion general y conclusiones

En este estudio se caracterizd la estructura poblacional en M. furnieri a lo largo del Rio
de la Plata y su frente oceanico, mediante el empleo de microsatélites, morfometria
geométrica, isotopos estables de carbono y nitrogeno y analisis de atributos del
sistema digestivo. El patrén de diferenciacion poblacional depende muchas veces del
marcador utilizado, pero generalmente los individuos de las localidades de
Montevideo y Laguna de Rocha se diferencian respecto a los demas analizados. Se
analizaron los roles relativos de la deriva y la seleccion natural sobre la estructura
poblacional encontrada mediante analisis del fenotipo en el Capitulo 2, asi como
también se evalué si la diferenciacién poblacional hallada se correlacionaba con un uso
diferencial de recursos mediante el anadlisis de is6topos estables y de atributos del
aparato digestivo en el Capitulo 3. Por ultimo, en el Capitulo 4 se realizaron anlisis
complementarios para indagar el grado de correlacion entre el patron de
diferenciacién sugerido por los diferentes marcadores empleados para analizar la
estructura poblacional, asi como también el efecto de algunos factores ambientales
sobre la estructura de las poblaciones de corvina rubia del Rio de la Plata y su frente
oceanico. También en ese capitulo se analizd el papel de la deriva y de la seleccidn

natural en la estructura genética poblacional.

Los principales resultados sugieren que los individuos del Rio de la Plata y los de
Laguna de Rocha presentan una mayor identidad poblacional, tanto en los estudios
genéticos como morfoldgicos. Los andlisis de §°C, 8°N y C:N junto al examen de

algunos rasgos del aparato digestivo plantean que, al menos para los individuos de la
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Laguna de Rocha, las diferencias genéticas y morfolégicas mencionadas en el parrafo
anterior estdn acompafiadas por un uso diferencial de recursos tréficos. Considerando
a los individuos ocednicos y del estuario del Rio de la Plata, la diferenciaciéon
poblacional entre ambas aéreas estd correlacionada de manera moderada con factores
ambientales como la salinidad y temperatura; esta correlacién depende también en
cierta medida de si los loci considerados en los analisis son estrictamente neutrales o
son candidatos a estar bajo un régimen selectivo. Todas las fuentes de evidencia
estudiadas en general apoyan la idea de que posiblemente fuerzas selectivas estan
actuando sobre la divergencia poblacional de M. furnieri. De esta manera, los
resultados obtenidos sustentan en forma general las predicciones de la hipdtesis de

trabajo planteada en el Capitulo 1.

Considerando principalmente los analisis genéticos y morfoldgicos, el patrén de
diferenciacién poblacional encontrado es acorde a otros estudios que también
sugieren grados significativos de diferenciacién poblacional en especies de peces
marinos ampliamente distribuidos y con grandes tamafios poblacionales efectivos (e.g.
Bekkevold et al. 2005; Olsen et al. 2008, André et al. 2011). Estos resultados no se
ajustan al punto de vista clasico de que los grandes tamafios poblacionales de los
peces marinos junto al alto flujo genético entre las poblaciones limitan la adaptacion a
condiciones locales y por tanto no favorecen los procesos de especiacion, formando de
esa manera parte del acumulo de evidencia empirica que resulta en un cambio de
paradigma en la vision tradicional en pesquerias (véase Hauser & Carvalho 2008 por un

revision sobre el tema).
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Por otro lado, existe una importante cantidad de estudios que apuntan hacia la pesca
comercial como una fuerza selectiva que favoreceria algunos rasgos de la historia de
vida de los organismos, produciendo cambios evolutivos en especies de peces con
grandes tamanos poblacionales y grandes potenciales de dispersién en breves lapsos
de tiempo (ver Capitulo 1). Micropogonias furnieri presenta un importante grado de
estructuracién poblacional dentro de una zona geogréfica reducida, — considerando la
gran area de distribucidon que ocupa a lo largo de Océano Atlantico — que involucra a la
vez cambios genéticos y fenotipicos de una importante magnitud al compararse a
casos similares en otros sciénidos (véase D’Anatro et al. 2011). Este fendmeno parece
ser el resultado de procesos de divergencia por efecto de la deriva genética vy la
seleccion natural, lo que refuerza la importancia de evaluar el papel relativo de cada
una de estas fuerzas durante los procesos de diferenciacidon poblacional y reafirma el
cambio de paradigma en la vision de las pesquerias planteado en Hauser y Carvalho

(2008).

Implicancias de estos resultados en las politicas de manejo de M. furnieri

Una unidad evolutiva significativa (ESU) puede ser definida de manera amplia como
una poblacion o grupo de ellas, que merece prioridades de conservacion dada su alta
identidad (Allendorf 2007). Dependiendo del criterio seleccionado (e.g. Waples 1991;
Moritz 1994, 2002) y la escala considerada, el mismo sistema puede ser clasificado
como una ESU o como una unidad de manejo (MU) o “stock”, practica comun en
pesquerias. Micropogonias furneri del Rio de la Plata presenta variacion en la

frecuencia de varios loci de microsatélites, pero no es monofilética reciproca respecto
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a las poblaciones del Atlantico segin haplotipos del ADNm (Pereira et al. 2009). Por
estas razones en este trabajo se propone considerar a las corvinas rubias del Rio de La
Plata como una MU diferente de las del frente oceanico. Para el caso de las corvinas de
la Laguna de Rocha, aunque el grado de diferenciacién genética es algo menor segun
los microsatélites y no se dispone de informacién acerca del grado de variabilidad en
su ADNm, podria aplicarse el mismo razonamiento y considerarlas una unidad de
manejo dado que aunada a la variacién en los loci de microsatélites antes mencionada
presenta un fenotipo diferente de las demds poblaciones analizadas. Estas
consideraciones son especialmente relevantes dado que M. furnieri es uno de los
recursos icticos de mayor importancia en el Rio de la Plata y su frente oceanico
(DINARA 2003). Por ejemplo, analisis demograficos evaluando el grado de explotacidn
de este recurso en aguas uruguayas han llegado a diferentes conclusiones
dependiendo si consideraban solo un stock (Arena & Rey 2003) o dos (Vasconcellos &
Haimovici 2006). Los datos genéticos y morfoldgicos parecen apoyar el segundo
escenario, pero evidentemente el patrén poblacional es complejo y merece estudios
adicionales. La inclusidon de ‘tendencias evolutivas’ dentro de los planes y modelos de
manejo de las poblaciones de corvina rubia (Ernande et al., 2003; Stenseth & Rouyer,
2008) también podria ser un factor importante a tener en cuenta para lograr una

explotacién sostenible del recurso.

En resumen, el Rio de la Plata y su frente ocednico con las lagunas costeras asociadas
han ofrecido un escenario para la diferenciacion poblacional de M. furnieri, asi como
potencialmente para otras especies (e.g. Beheregaray & Sunnucks 2001). La

adaptacion a condiciones locales parece haber jugado un papel importante en la
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diferenciaciéon poblacional, pero respuestas plasticas a las presiones ambientales
también pueden estar formando parte del proceso. Son necesarios estudios
adicionales aumentando el rango geografico del andlisis asi como incluyendo mas
escalas temporales para dilucidar en forma mas detallada la estructura poblacional de
esta especie. El andlisis de los presuntos genes involucrados en lo procesos de
especiacion ha sido una de las principales metas de los estudios en biologia evolutiva
(Nosil & Schluter 2011), lo cual es ahora mas viable de llevar a cabo gracias a los
avances tecnoldgicos recientes (e.g. Bouck & Vision 2007). En este sentido, estudios
enfocados especificamente sobre la base genética de las posibles diferencias
adaptativas encontradas (e.g. Boutet et al. 2006) parecen ser también ineludibles para

comprender la transicidn entre las unidades y ocednicas estuarinas.
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