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1. Resumen

La variabilidad genética y fenotipica poblacional de los organismos marinos y
de agua dulce depende de interacciones complejas entre la historia evolutiva, la
biologia y el ambiente. El cangrejo Cyrtograpsus angulatus (Varunidae) soporta un
amplio rango de temperatura y salinidad, ocupa habitats diversos y tiene desarrollo
indirecto, siendo un buen modelo para investigar el efecto de los factores ambientales
y de la historia de vida en su variabilidad genética y morfométrica. El objetivo general
de este seminario es estudiar la genética poblacional y los patrones de variabilidad en
la forma del carapacho del cangrejo C. angulatus a lo largo del Atlantico
Sudoccidental. Para ello, se colectaron 120 ejemplares provenientes de seis
localidades. Luego, se extrajo el ADN gendmico y se amplificaron regiones parciales
de los genes mitocondriales, ARNr 16s (N=16 de tres localidades) y COXI (N=50, 10
ejemplares por localidad). Para los analisis morfométricos se digitalizaron 20
ejemplares por localidad utilizando una configuracion de 19 Jlandmarks y 21
semilandmarks. Las diversidades haplotidicas y nucleotidicas globales obtenidas a
partir de una regién parcial del gen ARNr 16s fueron bajas (Hd= 0,24, Pi= 0,0005) y
la red de haplotipos incluyd tres haplotipos, de los cuales dos estuvieron
representados una unica vez. El gen 16s fue util para diferenciar entre las dos
especies del género Cyrtograpsus, pero no para estudiar la variabilidad poblacional.
La distancia genética interespecifica entre C. angulatus y las otras dos especies
putativas del género, C. altimanus y C. affinis, fue de 5,1 - 5,4%, correspondiendo a
valores tipicos de variabilidad interespecifica y entre estas ultimas fue de 0,1%, dando
soporte a que pertenecen a la misma especie. Las diversidades haplotidicas y
nucleotidicas globales obtenidas a partir de una region parcial del gen COXI fueron
altas (Hd= 0,92, Pi= 0,0096). La distancia genética intraespecifica, dentro de las
poblaciones, estuvo en el rango de 0,2-0,8% e interespecifica, entre las poblaciones,
<1,1%, correspondiendo a valores tipicos de variabilidad dentro de la especie. El
numero de sitios polimérficos disminuyd de norte a sur, la diversidad nucleotidica y el
numero de diferencias nucleotidicas presentaron valores mayores en Mar Chiquita, y

luego disminuyeron hacia el norte y hacia el sur, y la diversidad haplotidica fue alta 'y



similar en todas las localidades. En la red de haplotipos del COXI se observaron 22
haplotipos, de los cuales 17 de ellos estuvieron representados sélo una vez. Los Fst
pareados indicaron una diferenciacidn genética significativa entre pares de
localidades, excepto entre Montevideo con Mar Chiquita, y Mar Chiquita con Carmen
de Patagones. No se encontré evidencia de que la diferenciacion genética de C.
angulatus utilizando el gen COXI refleje un aislamiento por distancia. Los resultados
del AMOVA agrupando a las poblaciones en diferentes grupos a priori: (1) Provincia
Magallanica y Argentina, (2) Rio de la Plata como barrera al flujo génico y (3) Tipo de
habitat, mostraron una falta de estructura genética en esta especie. El analisis
morfométrico sugirid que existe un efecto de la localidad y del habitat de donde
provienen los individuos. Estos resultados podrian estar asociados a fendmenos
oceanograficos y/o geoldgicos, los cuales estarian disminuyendo el flujo genético
entre las poblaciones. Por otro lado, se detecté una menor varianza fenotipica entre
las poblaciones de localidades marinas, que entre las de rio y estuario, sugiriendo que
la forma del carapacho de las poblaciones marinas estaria canalizada. No se encontro
una correspondencia entre los indices de diferenciacion genética y morfométrica.
Asimismo, se observd una similitud tanto genética como morfométrica entre las
localidades del norte, mientras que las localidades del sur fueron las mas divergentes.
Finalmente, se concluye que la conectividad entre las poblaciones del cangrejo de las
rocas, C. angulatus, no se puede predecir solo a partir de su historia de vida, sino que
existen otros factores, como por ejemplo, las condiciones ambientales,
oceanograficas o0 la historia geoldgica, las cuales moldearon y moldean su
diferenciacion genética y morfométrica. Futuros estudios que incluyan un mayor
tamano muestral, localidades mas préximas y/o que incluyan otros genes de tasas de
evolucion mas altas y reloj molecular, ayudarian a mejorar la comprension de los
factores que influyen e influyeron en la diversidad genética e historia evolutiva de esta

especie.



2. Introduccion

La variabilidad de los organismos ha sido motivo de interés para los filosofos
naturalistas desde tiempos antiguos. Charles Darwin fue uno de los primeros
naturalistas en cuantificar los patrones de variacidén de los organismos lo cual le aportd
evidencia empirica para su teoria evolutiva. Posteriormente, dos de los fundadores
del neodarwinismo, Emest Mayr (1963) y Sewall Wrigth (1968), pensaron que la
variacion genética inter e intraespecifica era un concepto central en evolucién. Los
lideres de la sintesis evolutiva han sostenido que casi todas las caracteristicas de los
organismos son adaptativas y que han evolucionado por seleccidén natural (Futuyma
& Kirkpatrick, 2017). Pero este principio fue desafiado por la teoria neutral de la
evolucion molecular, desarrollada por Kimura (1983), quien argumenté que la mayor
parte de la evolucidn de las secuencias de ADN se produce por azar (deriva genética)
y no por seleccion natural. La teoria neutral hace un buen trabajo al explicar por qué
las partes del genoma que experimentan poca o ninguna seleccion purificadora
evolucionan tan rapido. Sin embargo, actualmente existe evidencia de que la
evolucion adaptativa es mucho mas importante para la evolucion molecular de lo que
creia Kimura. Como Kimura anteriormente observo, en algunos organismos, la mitad
de las diferencias de aminoacidos entre especies estrechamente relacionadas
resultan de la seleccion positiva en lugar de la deriva génica (Charlesworth & Eyre-
Walker, 2006; Keightley & Eyre-Walker, 2012). Actualmente, el estudio de la
capacidad de las poblaciones de adaptarse a ambientes locales es una cuestion

fundamental en el campo de la biologia (Postma & Noordwijk, 2005).
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Los organismos marinos y de agua dulce con una fase larvaria larga tienen una
alta potencialidad de dispersion, lo que promueve el intercambio de individuos y genes
entre diferentes regiones geograficas, resultando en una baja divergencia genética a
lo largo de su distribucién (Palumbi, 1994; Spivak & Schubart, 2003). Sin embargo,
las caracteristicas oceanograficas como las grandes corrientes, los frentes oceanicos,
los remolinos o “eddies’, las barreras geograficas (Paula et al., 2001), los rasgos de
la historia de vida, tales como, la duracidén de la vida larval y la adaptacién local
(Riginos & Nachman, 2001), pueden afectar considerablemente el flujo génico de los
organismos marinos (Neethling et al., 2008). En varias especies de crustaceos
decapodos con larva planctonica, se ha registrado estructura genética a lo largo de
su distribucién incluso entre sitios geograficamente cercanos (Fratini & Vannini, 2002;
Gopurenko & Hughes, 2002). En este sentido, recientemente, estudios moleculares
sugieren que puede existir cierto nivel de endemismo local en poblaciones de
cangrejos, llevando a una restriccion en el flujo génico y consiguiente estructura
genética, incluso en especies marinas con alto potencial de dispersion (Klautau et al.,
1999; Fratini & Vannini, 2002). Una barrera geogréfica a lo largo de la distribucién,
como puede ser un rio, podria llevar a la acumulacién de variaciones por diferentes
presiones selectivas en los acervos genéticos locales, resultando en una divergencia
genética significativa entre poblaciones de cangrejos que poseen larvas planctdnicas
(Palumbi, 1994). Por lo tanto, la distribucion de la variacion genética de las
poblaciones en el espacio y tiempo, no dependeria solamente de la capacidad de
dispersion, sino que esta determinada por las caracteristicas del paisaje, historia de
vida y los procesos microevolutivos asociados (Garrido et al., 2013).

En crustaceos decapodos, la diversidad genética no siempre se ha reflejado en
los patrones de diversidad morfologica (Brian et al., 2006). En general, se ha sugerido
que los cambios morfométricos son el resultado de una plasticidad fenotipica producto
de la heterogeneidad ambiental. Por ejemplo, se ha estudiado la influencia de la latitud
(Orensanz et al., 2007), salinidad del agua (es decir, poblaciones de estuario frente a
poblaciones de agua dulce (Mashiko, 2000), diferentes niveles de depredacion,
disponibilidad de alimentos (Hines, 1989) y tipo de habitat (ldaszkin et al., 2013;
Marquez & Idaszkin, 2021) sobre la morfologia de distintas especies. Sin embargo, la
relacion entre la forma del carapacho, las condiciones ambientales y los factores

genéticos es poco conocida (Giri & Loy, 2008; Barria et al., 2011).
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El cangrejo de las rocas, Cyrtograpsus angulatus (Dana, 1851) es un buen
modelo para estudiar cdmo los factores ambientales y la historia de vida afectan la
variabilidad genética y morfoldgica de las poblaciones. Esta especie es eurihalina,
habita en intermareales y submareales poco profundos, marismas y estuarios, de
fondos blandos y rocosos (Spivak, 1999). Su distribucidon se extiende de sur a norte
desde Puerto Deseado (Argentina) (47° 44’ 57,12” S, 65° 51’ 6,77” O) hasta Rio de
Janeiro, Brasil (22° 54’ 29,88” S — 43° 11’ 49,48” O) en el Océano Atlantico (Boschi,
1964), y en el Océano Pacifico desde las costas de Chile (36° 43’ S) hasta la Isla San
Lorenzo, Peru (12° 4 40,67" S, 77° 14’ 3,30” O) (Retamal, 1981). Su distribucién
geografica es extensa y abarca un amplio rango latitudinal, que incluye la presencia
de potenciales barreras al flujo génico (e.g., Rio de la Plata), asi como también
ambientes muy heterogéneos y con amplios rangos de temperatura. Esta especie
presenta desarrollo indirecto con larva plancténica y etapa larval extendida (60-90
dias, Dellatorre et al., 2013). La eclosién de las larvas ocurre de forma coordinada por
sefales quimicas en zonas con salinidades moderadas cercanas a las costas, como
estuarios y migran con ayuda de las mareas altas hacia el mar abierto. Luego, la larva
megalopa regresa a las zonas oligohalinas de aguas salobres o dulces como estuarios
y marismas hasta completar su metamorfosis (Spivak, 1999). La formacion de frentes
de masas de agua con diferentes caracteristicas fisico-quimicas (e.g. temperatura,
salinidad, turbidez) funcionan como una barrera para huevos y larvas (Sinclair & lles,
1989). El Rio de la Plata, ubicado entre Uruguay y Argentina, genera un gran flujo de
agua dulce desde el estuario hacia el mar costero, y constituye una barrera potencial
para muchos taxones que exhiben una dispersion larvaria planctonica, como es el
caso de C. angulatus. Sin embargo, aun no existen evidencias de que el Rio de la

Plata constituya una barrera al flujo génico de esta especie.
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Los estudios genéticos previos en el grupo se limitan a la posicidn filogenética
del género (Schubart et al., 2001) y a la relacion entre las especies putativas, C. affinis
y C. altimanus (Spivak & Schubart, 2003). Asimismo, ldaszkin y colaboradores (2013)
sefialan diferencias en la forma del carapacho en C. angulatus, ya sea entre sexos o
en diferentes habitats (marismas versus costas rocosas). Sin embargo, no existe en
particular ningun estudio que investigue la diversidad poblacional de C. angulatus
asociada a distintos factores ambientales e historias de vida utilizando herramientas
moleculares y morfométricas a lo largo de un gradiente latitudinal. La presente tesis
de grado contribuye a completar este vacio de informacién a través del desarrollo del

siguiente objetivo general y sus respectivos objetivos particulares:

3. Objetivo general

Estudiar la genética poblacional y los patrones de variabilidad en la forma del
carapacho del cangrejo Cyrtograpsus angulatus a lo largo de un gradiente latitudinal
en el Atlantico Sudoccidental, y determinar si las diferencias morfoldgicas encontradas

se asocian a variaciones genéticas y/o a una influencia ambiental.

3.1 Objetivos particulares

1. Estudiar la diversidad y estructura genética de C. angulatus utilizando
regiones parciales de los marcadores mitocondriales citocromo oxidasa
| (COXI) y la subunidad 16s del ARN ribosémico a lo largo de su
distribucion en el Atlantico Sudoccidental, y establecer cual es su
relacion con las potenciales barreras al flujo génico entre sus
poblaciones.

2. Estudiar el espectro de variacion de la forma del carapacho de distintas
localidades con ambientes contrastantes (rio, estuario y mar) utilizando
herramientas de morfometria geométrica.

3. Determinar si los patrones de diversidad morfolégica encontrados de la
forma del carapacho de C. angulatus se corresponden con los patrones

genéticos.
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4. Hipétesis/ Predicciones

Hipétesis 1: La diferenciacién genética de C. angulatus refleja un aislamiento por

distancia.

Prediccién 1: Las poblaciones de C. angulatus ubicadas a mayor

distancia geografica entre si presentan mayor diferenciacién genética.

Hipétesis 2 El patrén de variacion en la forma del carapacho refleja las diferencias

entre los habitats a los cual pertenece.

Prediccidn 2: Las distancias morfométricas entre habitats similares son
menores respecto a los habitats contrastantes, independientemente de

la distancia geografica entre estos.

Hipétesis 3: La conectividad genética entre las localidades no refleja la variacidon
morfométrica encontrada entre ellas, por lo tanto, los patrones de variacidén

morfométrica y genéticas son independientes.

Prediccion 3: Las distancias morfométricas y genéticas no estan

correlacionadas.

5. Metodologia

5.1 Obtenciéon de muestras

Se recolectaron 120 ejemplares machos de C. angulatus de seis localidades a
lo largo de su distribucion en el Atlantico Sudoccidental y ambientes aledafos: (1)
Montevideo (Uruguay); (2) Mar Chiquita (Buenos Aires); (3) Carmen de Patagones
(Rio Negro); (4) Playa Fracasso (Chubut); (5) 28 de Julio (Rio Chubut); (6) Puerto
Deseado (Santa Cruz) (Figura 1; Tabla 1). Se seleccionaron unicamente individuos
machos con el fin de anular diferencias debidas al dimorfismo sexual previamente
sefalado por ldaszkin y colaboradores (2013). La talla de los machos seleccionados
se hall6é entre 6,63-48,90 mm de largo entre la region rostral y el borde posterior del
carapacho, y entre 8,43-62,54 mm de ancho de la tercera espina. Para el muestreo
se utilizé una trampa con carnada, la cual se dejé aproximadamente una hora en el
sitio hasta proceder a recolectarla. En los lugares donde los cangrejos se podian

recolectar manualmente del intermareal, no se utilizé la trampa. Una vez colectados,
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los ejemplares fueron conservados a -20 °C. En el laboratorio se procedio a disecar
el carapacho del resto del cuerpo y se tomaron fragmentos de tejido muscular de uno
o dos pereidépodos, dependiendo del tamafio del animal, para realizar los analisis
genéticos. El carapacho se lavd y se dejd secar, mientras que el tejido muscular fue

conservado en alcohol etilico 96% hasta su posterior utilizacion.
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Figura 1. Localizacién de las muestras de C. angulatus. Las localidades para un mismo tipo de habitat
estan representadas con un mismo color. A: Montevideo (MON); B: Mar Chiquita (MICH); C: Carmen
de Patagones (CDP); D: Playa Fracasso (PFR); E: 28 de Julio (VDJ) y F: Puerto Deseado (DES).

15



Tabla 1. Sitios de muestreo, habitat asociado y tamario de la muestra para cada tipo de andlisis.

Secuencias (n)

Localidad ID Latitud / Longitud Habitat
ARNTr 16s COXI Morfometria geométrica
Montevideo MON 34°54'21"S/56°11'28" O Estuario 3 10 20
Mar Chiquita MCH 37°44'46"S/57°25'37"O  Estuario - 10 20
Carmen de Patagones CDP 40° 47'53" S /62° 58'49" O Rio - 10 21
Playa Fracasso PFR 42° 25’ 46" S/64° 07' 19" O Mar - - 20
28 de Julio VDJ 43° 23'26" S/65° 50 22" O Rio 8 10 20
Puerto Deseado DES 47° 45' 05" S/65°54' 04" O Mar 5 10 19
Total 16 50 120
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5.2 Descripcion de los sitios de estudio
Montevideo (Departamento de Montevideo, Uruguay)

Las costas del departamento de Montevideo son consideradas zonas de aguas
salobres. En Montevideo, la temperatura promedio superficial del agua en verano es
de 26,8 °C y en invierno de 10,4 °C (Pedroza, 2017). La salinidad varia segun las
mareas, vientos y aportes de agua dulce de la cuenca del Rio de la Plata y registra
valores minimos en otofo-invierno y maximos en verano (Nagy et al., 1997). La
profundidad a 1 km de las costas de la bahia de Montevideo es de 5 m, frente a la
bahia existen canales de 15 m de profundidad y por fuera de la zona portuaria la
profundidad no supera los 2 m (Gautreau, 2016). Los sedimentos del area estuarina
de Montevideo tienen una predominancia de fracciones finas, siendo el 11% arcilla,
80% limo y 5% arena (Rodriguez et al., 2002).

Mar Chiquita (Provincia de Buenos Aires, Argentina)

La albufera de Mar Chiquita esta situada al sudoeste de Buenos Aires. Es una
laguna salobre poco profunda y esta conectada al mar por un canal de 5 km de
longitud y 200 m de ancho. La temperatura del agua varia entre 25,5 °C en verano y
8 °C en invierno (Fasano et al., 1982). El gradiente de salinidad de la laguna varia
entre 34 ups cerca de la boca, 22 ups en la zona media y 3-4 ups en la desembocadura
de afluentes como arroyos y canales (De Marco et al., 2014). El agua de mar ingresa
a la laguna con las mareas altas semidiurnas y la mayor intensidad de los vientos es
del SE (Olivier et al., 1972). La profundidad media varia de los 0,8 a 1,5 m (Fasano,
et al., 1982).

Carmen de Patagones, Rio Negro (Provincia de Buenos Aires)

La cuenca del Rio Negro conforma el limite natural entre la provincia de Rio
Negro y Buenos Aires. El rio se origina por la confluencia de los Rios Neuquén y Limay
en la region occidental. La temperatura del agua superficial en la desembocadura
varia entre 22,9 °C en verano y 7,9 °C en invierno (Vélez-Agudelo, 2021). La salinidad
en la region del estuario varia entre 0-30 ups durante un ciclo diario, y con una

profundidad de 6 m se estratifica hasta 10 ups durante la bajamar, siendo mas salino
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en la profundidad que en la superficie (Isla et al., 2010). La cufa salina ingresa hasta
aproximadamente 20 km desde la desembocadura (Perillo, 1995). Por Io que, en la
localidad de Carmen de Patagones, ubicada a 30 km de la desembocadura, no
presenta valores de salinidad detectables (Vélez-Agudelo, 2021). Sin embargo, se
debe considerar que los efectos fisicos de las mareas son transferidos aguas arriba
hasta 70 km desde la desembocadura (D’Onofrio et al., 2010). La desembocadura
esta constituida por un conjunto de islotes bajos y dos bancos de arena fina, surcados
por una interconexion de canales de marea. Estos dos bancos de arena conforman
un delta de reflujo invertido. La pendiente del rio es de 0,023 m/km entre Viedma y la
desembocadura. La desembocadura no posee cono de deyeccidon o abanico aluvial
dado que las corrientes marinas que ingresan al rio a partir del régimen de las mareas
son las encargadas de “barrerlo”. Las regiones aguas arriba presentan una densa
cobertura vegetal de juncaceas, asociadas a invertebrados marinos y sélo son

cubiertas totalmente durante pleamares con sudestadas (D’Onofrio, 2010).

Playa Fracasso (Provincia de Chubut, Argentina)

Playa Fracasso es una costa abierta ubicada el sureste del Golfo San José en
la Peninsula Valdés. La temperatura superficial del agua varia entre 16,5 °C en verano
y 9,8 °C en invierno, y la salinidad presenta poca variacion, siendo en promedio de
33,82 ups. Esta playa presenta sedimentos compuestos por arenas de granulometria
media y fina, con fondos barrosos y rocosos. Presenta marismas en los niveles altos
del intermareal asociados a plantas del género Sarcocornia perennis conformando un
humedal costero, y en los laterales se encuentra el intermareal rocoso (Schwindt et

al., 2009), el cual fue uno de los sitios de estudio.

28 de Julio (Provincia de Chubut, Argentina)

El Rio Chubut se origina en la Cordillera de los Andes en las provincias de
Chubut y Rio Negro, atraviesa una estepa semiarida con importantes variaciones en
temperatura y precipitacion y continda hasta su desembocadura en el Océano
Atlantico. A mitad de su curso, se encuentra la represa Florentino Ameghino. A lo
largo del Valle inferior del Rio Chubut (VIRCH) la temperatura superficial del agua es

de 18,5 °C enveranoy 7,9 °C en invierno (Vélez Agudelo, 2019). En particular, 28 de
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Julio presenta una temperatura media superficial del agua de 8 a 18,1 °C, con valores
minimos en mayo y maximos en febrero (Miserendino & Archangelsky, 2006). La
region estuarial comprende unos 4,5 km antes de su desembocadura (Perillo et al.,
1989) y la influencia de las mareas puede ser detectada hasta 10 km aguas arriba de
la desembocadura del rio, por lo que la localidad de 28 de Julio, ubicada a 112 km de
la desembocadura, no presenta niveles de salinidad detectables. En el estuario
inferior la salinidad puede variar en un ciclo de mareas de 0-10 ups en condiciones
fluviales, y de 25-35 ups en condiciones marinas (Santinelli et al., 2005). El material
del lecho del rio se compone de arenas medias, mientras que las margenes presentan
arenas limosas o arcillosas y sectores de limos y arcilla (Kaless, et al., 2008). Con el
transcurso del tiempo, el Rio Chubut fue modificando su aporte de arenas finas debido
al cambio en la deposicion de su cauce como consecuencia de la construccion del
Dique Florentino Ameghino y de las escolleras norte y sur, en posicion perpendicular
a la costa, restingas cuya accidn erosiva genera una barrera al transporte de

sedimentos (Beltran, 2016).

Puerto Deseado (Provincia de Santa Cruz)

El Rio Deseado atraviesa la localidad de Puerto Deseado hasta su
desembocadura en el Océano Atlantico. Su estuario es de tipo ria, es decir, esta
formado por un valle fluvial inundado sobre una costa acantilada (Perillo, 1995). El rio
recibe sélo bajos caudales de los Rios Fénix y Pinturas debido a que la mayor parte
se pierde por infiltracion. La temperatura superficial del agua es de 13,5 °C en verano
y 4,5 °C en invierno (Kuhneman, 1969). La salinidad aumenta con la profundidad,
desde 33,6 a 34 ups, y es mayor en verano en el margen central de la ria (Isla et al.,
2004). Durante la pleamar la cufia salina puede alcanzar 40 km hacia el interior del
rio (Isla et al., 2004). La composicion granulométrica de la regién supramareal son
bancos de arenas gravosas, limos a arenas muy finas y de fondo y, ademas, se
pueden observar areas fangosas con sectores de arenas muy gruesas (Isla et al.,
2004).
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5.3 Obtenciéon de ADN y secuenciacion

La secuencia de pasos para la obtencién de ADN incluyo las siguientes etapas
(Figura 2): extraccion del ADN gendmico y amplificacidn, purificacion y secuenciacion
del fragmento mitocondrial de interés. La extraccién de ADN se realizé a partir de
tejido muscular de los pereidpodos, utilizando el protocolo de sales (Aljanabi &
Martinez, 1997). Se amplificaron y secuenciaron regiones parciales de dos genes
mitocondriales (ARNr 16s y COXI). El gen ARNr 16s se amplificd utilizando los
iniciadores 16sbr-H-F y 16sar-L-R (Palumbi et al., 1991) y la subunidad | del citocromo
¢ oxidasa a partir de los iniciadores universales LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al.,
1994). Para amplificar los genes se utilizo la enzima Taq polimerasa (Bio Basica Inc.,
Canadad). El protocolo incluyé una temperatura inicial de desnaturalizacion de 95 °C
durante 5 min, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 45 s, una temperatura de union
(“annealing”) de los iniciadores de 52 °C durante 1 min para el 16s, y 45°C para el
COXIl, 72°C durante 1 min, y una extension final a 72 °C durante 10 min. Luego de la
extraccion y de la amplificaciéon, el ADN se visualizé mediante transiluminacién UV en
geles de agarosa al 1% tefidos con gel verde (“gel green”, BIOTUM). Las extracciones
y amplificaciones de ADN de las muestras se realizaron en el laboratorio de Biologia
Molecular (LABSA, IDEAus). La purificacion y secuenciacion Sanger de los

fragmentos de ADN se realizaron en Macrogen Korea.

‘ (1) EXTRACCION ‘

Visualizacion en el gel de agarosa

‘ (2) AMPLIFICACION ‘

Visualizacion en el gel de agarosa

‘ (3) PURIFICACION ‘

Visualizacion en el gel de agarosa

‘ (4) REACCION DE SECUENCIACION ‘

Precipitacion etanol-EDTA

‘ (5) SECUENCIACION ‘

Figura 2. Protocolo utilizado para la obtencién de ADN.
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5.4 Analisis genéticos

Las secuencias de ADN fueron editadas utilizando CodonCode Aligner v.2.0.4
(CodonCode Dedham, MA). Las secuencias “forward’ y “reverse”’ de cada ejemplar
en formato fasta, fueron ensambladas formando lo que se denomina “Contig”. Luego,
los extremos de cada secuencia consenso fueron recortados para eliminar las lecturas
de mala calidad. Asimismo, cada base con alguna duda fue revisada en particular
observandose la calidad y altura del pico del cromatograma correspondiente, antes
de decidir qué base era la correcta. Por ultimo, se alinearon todas las secuencias con
Clustal X y los parametros por defecto (Thompson et al., 1997) y ante cualquier duda
en alguna base, las secuencias se compararon a nivel poblacional analizando la

calidad y altura del pico de lectura en los cromatogramas.

Antes de realizar los analisis, se efectud una prueba de saturacion en la matriz
de las secuencias mitocondriales (Xia & Lemey, 2009) utilizando DAMBE v5 (Xia,
2013). A pesar de que este test es utilizado comunmente en analisis filogenéticos, es
interesante igualmente comprobar, antes de realizar cualquier analisis, si las matrices
utilizadas tienen un grado alto de saturacidon. Los marcadores mitocondriales de genes
codificantes poseen tasas de evolucién mas rapidas en la tercera posicion del codoén;
debido a esto, se analizd si existia mayor saturacidn de sustituciones y si las
transversiones superaban en numero a las transiciones, lo cual implicaria en un caso
extremo, cuando las secuencias han experimentado una saturacion completa una
menor divergencia entre las secuencias (Xia, 2000). Cuando las secuencias en un
alineamiento multiple han sufrido tantas sustituciones multiples que las distancias
aparentes subestiman en gran medida las distancias genéticas reales, se dice que el
alineamiento esta saturado (Philippe et al., 2011). Las secuencias con una alta tasa
de saturacidn en las sustituciones son de poca utilidad para la reconstruccion de las
relaciones filogenéticas, porque toda la informacidén histérica codificada en las
secuencias de nucledtidos se habria sobrescrito varias veces. Es decir, se llega al
grado en que dos secuencias saturadas son parecidas simplemente por azar (Xia &
Lemey, 2009). Se empled el calculo de un indice de saturacion de sustitucion de
nucledétidos basado en la entropia de Xia et al., (2003). Este test prueba si la entropia
observada en las secuencias es significativamente menor que la entropia de

“saturacion de sustitucidn total”. La relacion entre la entropia observada y la entropia
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de la saturacién de sustitucion total es el indice de saturacion de sustitucion (Iss).
Cuando Iss se acerca a 1, las secuencias experimentaron un grado alto de saturacion
en las sustituciones. El indice Iss se compara con el valor critico Iss.c, el cual es
extraido de simulaciones en el que las secuencias comenzaran a fallar para recuperar
su orden de nucleotidos verdadero. Iss.c depende de N (numero de secuencias
alineadas), L (longitud de la secuencia), y la topologia del arbol filogenético. Los
valores de Iss.c mas grandes estan asociados con topologias mas simétricas de la
filogenia. Luego, si Iss es mayor que Iss.c, entonces se concluiria que las secuencias
han experimentado una alta saturacion en sus sustituciones y no deben utilizarse para
una reconstruccion filogenética (Xia & Lemey, 2009). Mientras que, si el Iss observado
es significativamente menor que Iss.c, se concluye que la saturacion en las

sustituciones es baja.

La variacion genética del ADN mitocondrial (ARNr 16s y COXI) se estimo a través
de indices de diversidad tales como el numero de sitios polimorficos (S, numero de
posiciones en un conjunto de secuencias alineadas, donde se puede observar al
menos una mutacion), numero promedio de diferencias nucleotidicas (k), el numero
de haplotipos (H, dos secuencias de ADN diferentes en al menos 1 posicion), la
diversidad haplotidica (Hd, medida como la probabilidad de que dos
secuencias/haplotipos de ADN tomadas al azar sean diferentes) y diversidad
nucleotidica (Pi, calculada como el numero de nucledtidos diferentes por sitio entre
dos secuencias de ADN tomadas al azar), utilizando para ello el software DnaSP v5
(Librado & Rozas, 2009). Se utilizd el mismo software para realizar la prueba D de
Tajima (Tajima, 1989). El estimador D (Tajima, 1989) se utiliza principalmente para
determinar, dentro de una especie, la existencia de seleccion natural en corto tiempo
0 expansion poblacional, bajo los supuestos de una poblacién panmictica y un tamario
poblacional constante. Para la construccion de este indice es necesario obtener la
diferencia entre el estimador del numero promedio de nucleétidos segregantes
(polimérficos) por sitio (Bw) y el numero promedio de diferencias nucleotidicas entre
pares de secuencias por sitio (6t). El modelo nulo de neutralidad esta basado en una
tasa de mutacion constante selectivamente neutral a lo largo del tiempo (Kimura,
1983), el modelo de sitios infinitos, el modelo Fisher -Wright, la ausencia de

generaciones solapantes y una poblacidn panmictica con un equilibrio entre
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mutaciones y deriva genética. En este caso, el valor del estimador es D=0. De forma
alternativa, si D<0, indicaria que hay un mayor numero de sitios polimérficos entre
individuos probablemente debido a una seleccion equilibradora mantenida a largo
plazo, reciente expansidbn poblacional o mezcla de individuos de varias
subpoblaciones diferentes. Si D>0, indicaria que la diversidad de nucleétidos depende
de los alelos de mayor frecuencia, es decir, esta actuando la seleccion positiva, ocurrio
una reciente disminucion de la poblacién, o la fusion de poblaciones muy distantes
(Rozas et al., 2017).

Los niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones fueron estimados
con el analogo de Fst (@st; Excoffier et al., 1992) en Arlequin version 3.5.1.2 (Excoffier
& Lischer, 2010). El analogo del Fst es un indice que permite comparar el grado de
variacion genética entre pares de subpoblaciones, utilizando todas las combinaciones
de subpoblaciones posibles, bajo el supuesto de que existe una distribucion aleatoria
de los individuos entre pares de poblaciones (Goudet ef al., 1996). Se obtiene a partir
del coeficiente estimado de la varianza de las diferencias de las secuencias de
nucleotidos entre las poblaciones sobre la varianza total estimada, asi como la
frecuencia de los haplotipos en cada poblacidon (Michalakis & Excoffier, 1996). Para
poblaciones panmicticas, la poblacidén y las subpoblaciones tendran un valor de ®st
igual o cercano a cero. En caso contrario, las poblaciones tendran una mayor variacion
genética respecto a la poblacién total, por lo que el valor de ®st presentara valores
positivos cercanos a 1, es decir, las poblaciones estaran altamente diferenciadas
(Hedrick, 2005).
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Se construyeron redes de haplotipos de regiones parciales de los genes ARNr
16s y COXI utilizando el método de maxima parsimonia y el algoritmo median joining
(Bandelt et al,, 1999) en Network 4.6.1 (Polzin & Daneschmand, 2003), con los
parametros por defecto. Se utilizd el método MJ en lugar del método de red de
mediana reducida, debido a que MJ es aplicable a caracteres multiestado (por
ejemplo, secuencias de aminoacidos) y, ademas, requiere de menor esfuerzo
computacional (Bandelt et al., 1999). EI método MJ permite construir redes a partir de
datos genéticos poblacionales sin recombinacidn junto con el algoritmo heuristico de
maxima parsimonia (MP), que agrega secuencialmente nuevos “vectores medianos”.
Un vector mediano es una secuencia hipotética, comunmente ancestral, necesario
para conectar dentro de la red a tres secuencias mutuamente cercanas. Estos
vectores medianos pueden ser bioldgicamente interpretados como secuencias no
muestreadas posiblemente existentes o secuencias ancestrales extintas. Cada vector
permite establecer la conexién mas corta entre el conjunto de secuencias utilizando
el parametro épsilon. El parametro épsilon especifica una distancia genética
ponderada a las secuencias conocidas. A partir de esto, se obtiene una red
cuasimediana que normalmente alberga todos los arboles de MP, asi como
numerosos arboles suboptimos (Forster, 2020). En este estudio, se establecio un
valor de épsilon cero, no se realizd un pre-procesamiento a los datos (start
contraction) y tampoco, un post- procesamiento (calculo de MP) debido a que la red

obtenida fue relativamente sencilla.

Las redes de haplotipos son representaciones graficas de relaciones
filogenéticas entre individuos utilizando un conjunto de variaciones en el ADN que son
heredadas en bloque. Estas redes permiten visualizar las relaciones de parentesco
de la historia de eventos mutacionales que coalescen hacia el ancestro comun mas
reciente, y determinar el area geografica de una especie. En el ADN mitocondrial, un
haplotipo comun entre individuos, indicara que todos esos individuos estan
relacionados por la misma linea materna, excepto que surjan nuevos eventos

mutacionales o heteroplasmias (Vazquez-Dominguez, et al., 2009).
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Por otro lado, se realiz6 un Test de Mantel para comparar las distancias
genéticas (estimadas previamente con el estadistico analogo del Fst), y las distancias
geograficas, medidas con base en la distancia euclidiana -distancia lineal entre dos
puntos, obtenidas con el programa QGIS-, para evaluar los procesos espaciales que
impulsan la estructura de la poblacién. Se prob¢ si la diferencia entre las matrices era
estadisticamente significativa utilizando simulaciones de Monte Carlo y un valor-p con
un nivel de significacion alfa=0,05 (Diniz-Filho ef al., 2013). La versidn estandarizada
de la prueba de Mantel corresponde a la correlacion de Pearson r entre los elementos
estandarizados de las matrices. Este indice se denomina coeficiente de correlacion
de Mantel r (Diniz-Filho et al., 2013). Los valores del indice cercanos a 1 indican que
un aumento en la distancia geografica entre las poblaciones esta relacionado con un
aumento en las distancias genéticas entre estas. Los valores del indice cercanos a -1
indican el patrén opuesto, y valores cercanos a cero indican que no existe relacidon

entre las dos matrices.

Se realiz6 un analisis de la varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992)
utilizando Arlequin 3.5 para evaluar la distribucién de varianza dentro y entre grupos
definidos en base a potenciales barreras al flujo génico. Las hipotesis a priori fueron:
(1) Provincia Biogeogréfica Argentina (Montevideo, Mar Chiquita y Carmen de
Patagones) versus Provincia Magallanica (28 de Julio, Puerto Deseado), (2)
Montevideo versus resto de las localidades, (3) Tipo de habitat: Montevideo y Mar
Chiquita versus Carmen de Patagones y 28 de Julio versus Puerto Deseado, con el
fin de determinar posibles barreras al flujo génico. Para esto, se calcularon tres indices
de fijacion que describen la variacion genética: entre grupos (FCT), entre poblaciones
dentro de los grupos (FSC) y dentro de las poblaciones (FST). La importancia de los
componentes de covarianza asociados con los diferentes niveles posibles de
estructura genética (dentro de las poblaciones, dentro de grupos de poblaciones,
entre grupos) se probd utilizando un test de permutacion no paramétrico (Excoffier et
al., 1992). Los niveles de significacion se basaron en 1000 permutaciones para

estimar el error estandar del valor-p.
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Por ultimo, con el fin de explorar las relaciones entre las especies del género
Cyrtograpsus y las dos especies putativas: C. affinisy C. altimanus, se calcularon las
distancias genéticas y se construyd una red de haplotipos a partir de la matriz de la
region parcial del gen ARNr 16s utilizando el método p-distance con MEGA 4 (Tamura
et al., 2007). La matriz de 476 pb incluyd 22 secuencias parciales del gen ARNr 16s,
17 de C. angulatus, 16 secuencias propias y una disponible en Genbank, 3 de C.
affinis y 2 de C. altimanus. De las dos ultimas especies, se utilizaron secuencias
disponibles de GenBank (AJ130801, Schubart et al., 2000; AJ487318, AJ487319 y
AJ278836, Spivak & Schubart, 2003, respectivamente).

5.5 Analisis morfométricos

La morfometria geométrica puede ser definida como la unién entre la biologia
y la geometria y su utilizacidn permite caracterizar la forma de los organismos,
independiente de la variacién en su tamano. Una de las principales ventajas con
respecto a la morfometria tradicional es que no hay pérdida de informacion geométrica
a lo largo de los analisis estadisticos multivariantes, permitiendo por lo tanto la
visualizacion de los resultados utilizando distintas opciones graficas, como grillas de
deformacion o graficos de poligonos (Zeldich et al., 2004). Para estudiar la forma de
los cangrejos, se definidé una configuracién de puntos morfoldégicos en 2D (de ahora
en mas se los llamara configuracion de landmarks) sobre el carapacho. Estos puntos
fueron de dos tipos, uno de ellos denominados /andmarks, los cuales presentaron
homologia anatomica entre los individuos y otros denominados semilandmarks, en los
cuales la homologia fue construida mediante la utilizacibn de un algoritmo
matematico. Para la digitalizacion de la forma, cada carapacho fue fotografiado, junto
a una escala, utilizando una camara fotografica montada sobre un estativo. La
configuracion de Jlandmarks fue construida utilizando 19 Jandmarks y 21
semilandmarks en 2D (Figura 3). Para su digitalizacion y posterior deslizamiento de
los semilandmarks, se utilizaron una serie de programas computacionales
denominados TPS. Los landmarks fueron definidos como: (1) el borde anterior del
carapacho, (2) borde interno de la depresidn ocular izquierda, (3) extremo de la espina
anterior izquierda, (4) curvatura de la primera espina izquierda, (5) extremo de la
primera espina, (6) curvatura de la segunda espina lateral, (7) extremo de la segunda

espina lateral, (8) curvatura de la tercera espina lateral, (9) extremo de la tercera
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espina, (10) curvatura entre la regidn genital y region cardiaca, (11) borde del extremo
posterior del carapacho, (12) extremo de la tercera espina lateral derecha, (13)
curvatura de la tercera espina lateral derecha, (14) extremo de la segunda espina
lateral derecha, (15) curvatura de la segunda espina lateral, (16) extremo de la primera
espina lateral derecha, (17) curvatura de la primera espina anterior, (18) extremo de
la espina anterior, (19) borde interno de la depresidon ocular derecha. Los
semilandmarks fueron: (20, 21, 22) a lo largo del borde externo de la maxima curvatura
izquierda, (23, 24, 25) a lo largo del borde interno de la depresidon ocular izquierda,
(26-35) a lo largo de la cuarta espina y el borde posterior del carapacho, (36-38) a lo
largo del borde interno de la depresion ocular derecha, (39-41) a lo largo del borde
externo de la maxima curvatura anterior derecha (Figura 3). Cabe destacar que cada
carapacho fue digitalizado dos veces en distintos tiempos, para calcular el error debido
a la digitalizacion.

Considerando que los semilandmarks al digitalizarlos presentan un grado de
libertad mas que los landmarks, es necesario deslizarlos mediante algun criterio para
hacerlos homélogos entre individuos (Klingenberg, 2011). Para esto, se utilizd el
algoritmo que minimiza la energia de curvatura (bending energy) de una placa
metalica delgada idealizada, mediante la utilizacién de la funcion de TPS en el
programa computacional TPSRELW. Esta comprobado que este algoritmo funciona
mejor que un alineamiento equidistante ya que no produce deformaciones espurias
de las grillas de deformacién al superponer la forma de referencia sobre la forma target
(Gunz et al., 2005). La energia de curvatura depende de la distancia entre la
configuracion de /landmarks entre el objeto de referencia y el objeto farget, la minima
energia sera aquella que implique el menor gasto de energia para deformar la placa
metalica infinitamente delgada de la referencia con el objeto de ajustarla a la forma
del target. Este es un proceso iterativo donde el individuo utilizado como referencia es
un individuo teodrico calculado como el individuo consenso. A su vez, se calculd un
estimador insesgado del tamafo denominado tamafo del centroide (CS= la raiz
cuadrada de la suma de las distancias al cuadrado desde un conjunto de landmarks
al centroide) (Zelditch et al., 2004).
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Figura 3. Fotografia que muestra la configuracién de landmarks (puntos azules) y semilandmarks
(puntos rojos) en dos dimensiones, las cuales se utilizaron para capturar la forma del carapacho.

De modo secuencial con el deslizamiento de semilandmarks, se realizd el
analisis de superposicion de Procrustes (ASP), en cuyo procedimiento se realiza una
superposicion de las configuraciones de landmarks a través de la utilizacidn de tres
transformaciones. En estas transformaciones, el centroide se traslada a un origen en
comun para todas las configuraciones, las escala a un mismo tamafo (centroid size=
1) para que el tamafo no influya directamente sobre la forma de los individuos, y las
rota minimizando las distancias al cuadrado entre la configuracion de referencia y el
target. Luego de este ajuste, las coordenadas cartesianas de cada configuracion se
encuentran en un nuevo espacio de forma denominado espacio de Kendall. El espacio
contiene KxM dimensiones, donde K es el numero de /landmarks y M es el numero de
coordenadas cartesianas (Zelditch et al., 2004) obtenidas a partir del ajuste de las
configuraciones de J/andmarks. Este espacio no es lineal, pero cuando las
configuraciones de landmarks presentan distribuciones isotrdpicas con respecto al
consenso, la proyeccion al espacio tangente es confiable. Por esta razén, se realizo
la proyeccidn de forma ortogonal de los datos en el espacio tangente de la formay se
calcularon nuevas coordenadas de /andmarks alineadas de Procrustes de cada
individuo utilizando las variables de energia de curvatura constantes (alpha= 0) (Rohlf
& Slice, 1990; Slice et al., 1996). Para esto, el algoritmo encuentra la distancia minima
posible entre las configuraciones de /andmarks de diferentes formas con respecto a
una forma consenso, definida como la distancia full de Procrustes (Zelditch et al.,
2004).
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Cuando un objeto presenta simetria dentro del objeto (Object symmetry), como
por ejemplo el carapacho de los cangrejos, el programa computacional MorphoJ
(Klingenberg, 2011) realiza una cuarta transformacioén que es la reflexién del lado
izquierdo sobre el derecho, y de esta manera la variacidn total de la muestra se separa
en un componente simétrico y otro asimétrico de la forma. El componente de forma
simétrico es medido como el valor maximo de concordancia entre el lado izquierdo y
derecho del carapacho, mientras que el componente de forma asimétrico es calculado
como la desviacion entre los landmarks de la izquierda y derecha del carapacho
(Klingenberg, 2011).

5.5.1 Analisis estadisticos morfométricos

Para estudiar el efecto de las localidades sobre el componente simétrico de la
forma del carapacho y evaluar el error de digitalizacidon, entre la muestra original y la
réplica, se realizd un analisis de Procrustes ANOVA (Klingenberg & Mclintyre, 1998).
Con el objetivo de eliminar los componentes del tamafio que pueden estar
influenciando sobre la variacién en forma, se puso a prueba la presencia de alometria
en la muestra original. La alometria fue evaluada mediante una regresién multivariada
agrupada dentro de cada localidad, utilizando la forma (coordenadas alineadas de
Procrustes de la matriz del componente simétrico de la muestra, como variable
dependiente) sobre el tamafo (CS, como variable independiente) (Bookstein, 1991;
Monteiro, 1999; Klingenberg, 2011). La cantidad de variacidbn explicada fue
cuantificada como el porcentaje total de la variacion de la forma explicada por el
modelo de regresidn (Klingenberg & Mcintyre, 1998). La significancia del modelo fue
evaluada mediante una prueba de permutacion (Good, 2000). El test permutacional
asociado al analisis de regresidn utiliza la hipotesis nula de independencia completa
entre las variables dependientes e independientes. Simula esta hipdtesis nula
reasignando aleatoriamente las observaciones de las variables dependientes a las
observaciones de las variables independientes. El estadistico de prueba es la suma
de cuadrados de Procrustes predichos por la regresién, sumados a través de todas

las variables dependientes (Klingenberg, 2011).

El cambio de la forma con respecto al aumento del tamano se visualizd
graficamente proyectando los datos de forma sobre una linea vectorial de regresion,

siguiendo su direccion en cada cambio en tamafo (Klingenberg, 2008) para cada
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localidad de forma independiente. Si eliminamos el componente predicho del analisis
y nos centramos exclusivamente en los residuales, esta nueva variable no esta
correlacionada con la variable independiente. El uso de los residuos de una regresion
de forma sobre tamafo para analisis posteriores fue, por lo tanto, un método de
correccidn para obtener datos de forma libres de alometria (Klingenberg, 2011). Con
el fin de determinar los principales ejes de variacion en la forma del carapacho se
realizé un analisis de componentes principales (ACP) de la matriz de varianzas-
covarianzas entre los individuos de la muestra original y de los productos residuales
de la regresion. El objeto de este analisis fue explorar el morfoespacio definido por la
variacion encontrada de la forma para cada localidad. EI ACP es una prueba
estadistica descriptiva que realiza un ordenamiento y una reduccidon de la
dimensionalidad de los datos, y en el caso de la morfometria geométrica permite
visualizar (en direccién e intensidad del cambio) los componentes de la forma que
generan ejes de maxima variacién ortogonales entre si (Zeldich et al., 2004)
Previamente al calculo del ACP, se generd una matriz de varianza-covarianzas de las
coordenadas de Procrustes. Los componentes principales (CP) son conjuntos de
vectores (eigenvectors) de igual longitud que representan las desviaciones de cada
uno de los individuos muestreados respecto al consenso. Por lo tanto, cada CP explica
determinado componente de variacién en forma de la muestra, que sera propio de
cada eje y la sumatoria de cada porcentaje representara la variacion total (Zelditch et
al., 2004). Por convencion, solo se interpretaron aquellos CP que explicaron mas del

5% de la variacién total de la muestra (Zelditch et al., 2004).
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Con el objeto de determinar y visualizar ejes de maxima variacion entre los
grupos de habitats y localidades, se calculd un analisis de variables candnicas (AVC)
sobre los componentes principales que acumularon el 95% de la variacion total. El
AVC es un método que se utiliza para encontrar los componentes de forma que
maximizan la separacidn entre varios grupos, con el supuesto de que la pertenencia
a un grupo se conoce a priori (Zelditch et al., 2004). Ademas, se calculdé un método
de comparacion multiple basado en el analisis de conglomerados jerarquicos
(UPGMA; Valdano & Di Rienzo, 2007; Marquez & Van der Molen, 2011) para visualizar
las distancias de formas entre localidades. Este método es una técnica hibrida que
combina un agrupamiento jerarquico basado en las distancias de Mahalanobis
(Mahalanobis, 1948) para casos multivariados. Los analisis de datos se realizaron
utilizando los programas computacionales MorphoJ v1.05a (Klingenberg, 2011) e
Infostat (Di Rienzo et al., 2020). Por ultimo, para evaluar la relacidén entre las distancias
morfométricas, genéticas y geograficas (distancia euclidea entre localidades), se
realizd una correlacién de matrices de distancia utilizando 100.000 permutaciones
mediante la prueba parcial de Mantel. Esta prueba se calculé mediante el uso del

programa computacional ZT (Bonnet & Van de Peer, 2002).

6. Resultados

6.1 Analisis genéticos poblacionales a partir del gen ARNr 16s

Se analizaron 16 secuencias de una regién parcial del gen mitocondrial de la
subunidad 16s del ARN ribosomal de individuos recolectados de Montevideo
(Uruguay), 28 de Julio y Puerto Deseado (Argentina). El numero de haplotipos totales
fue de tres. La matriz estuvo conformada por 476 pares de bases, de las cuales, 474
fueron sitios conservados y 2 sitios polimérficos, correspondiendo a mutaciones
unicas, pero ningun sitio fue parsimoniosamente informativo. La diversidad haplotidica
global (Hd= 0,24) y la nucleotidica global (Pi=0,0005) fueron bajas (Tabla 2). La
diversidad haplotidica, el numero de diferencias nucleotidicas y la diversidad
nucleotidica disminuyé de norte a sur. El indice D de Tajima no fue significativo para
ninguna localidad (Tabla 2).

La red de haplotipos del gen mitocondrial ARNr 16s mostré una forma de semi-

estrella (Figura 4), con un haplotipo central (H2) mas frecuente representado por 14
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individuos de las localidades de Puerto Deseado, 28 Julio y Montevideo; y dos
haplotipos unicos, uno en 28 de Julio (H3) y otro en Montevideo (H1). Todos los
haplotipos estuvieron separados entre si por una sustitucion. En la red se observé que
las poblaciones no presentaron una estructura genética definida a lo largo de su
distribucion. En general, el gen ARNr 16s resultdé no ser lo suficientemente variable
para estudiar los cambios poblacionales de esta especie, es por esto, que no se
continudé con la secuenciacion de los individuos del resto de las localidades, y se
decidié continuar los analisis genéticos poblacionales utilizando una region parcial del
gen COXI. Por otro lado, estas secuencias si fueron utiles para obtener una
representacion grafica de las relaciones filogenéticas entre las especies del género,

las cuales se detallan al final de esta seccién.

Tabla 2. indices de diversidad genética para C. angulatus a partir de una regién parcial del gen
mitocondrial ARNr 16s. n, nimero de especimenes analizados; S, nimero de sitios polimoérficos; H,
namero de haplotipos; Hd, diversidad haplotidica; k, namero promedio de diferencias nucleotidicas; Pi,
diversidad nucleotidica y D, D de Tajima.

Localidad n S H Hd k Pi D de Tajima
Montevideo 3 1 2 0,67 0,67 0,0014 -
28 de Julio 8 1 2 0,25 0,25 0,0005 -1,05 (p >0,10)
Puerto Deseado 5 0 1 0 0 0 -
Total 16 2 3 0,24 0,25 0,0005 -1,49 (p > 0,10)
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Figura 4. Red de haplotipos de C. angulatus a partir de una regién parcial del gen mitocondrial ARNr
16s. El tamario de los circulos es proporcional a las frecuencias haplotidicas. La linea blanca que une
los haplotipos indica un paso mutacional. Los colores definen las localidades de cada haplotipo.
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6.2 Anadlisis genéticos poblacionales a partir del gen COXI

Se secuencid una region parcial del gen COXI en 50 individuos de C. angulatus
provenientes de 5 localidades (Tabla 1). En la prueba de saturacion de sustituciones
se obtuvo que habia poca saturacion en las sustituciones del tercer coddn (el indice
Iss fue menor que el indice Iss critico, Tabla S1, ¢). El numero de haplotipos totales
fue de 22. La matriz estuvo conformada por 697 sitios de los cuales 410 fueron sitios
conservados y 20 fueron sitios polimorficos, dentro de los cuales 12 fueron
parsimoniosamente informativos y ocho mutaciones Uunicas. Las diversidades
haplotidicas y nucleotidica globales fueron altas (Hd= 0,91, Pi= 0,00928, Figura 5). E|
numero de sitios polimérficos disminuy6 de norte a sur, la diversidad haplotidica fue
alta y similar en todas las localidades, mientras que la diversidad nucleotidica y el
numero de diferencias nucleotidicas fue mayor en Mar Chiquita y luego disminuyd
hacia el norte y hacia el sur de la distribucion. Las localidades de Montevideo y 28 de
Julio presentaron valores negativos del indice D de Tajima, y Mar Chiquita, Carmen
de Patagones y Puerto Deseado valores positivos. Sin embargo, el indice no fue

significativo para ninguna localidad (Tabla 3).
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Tabla 3. indices de diversidad genética para C. angulatus a partir de una regién parcial del gen mitocondrial COXI. N, nimero de especimenes analizados; S,
namero de sitios polimérficos; H, nimero de haplotipos; Hd, diversidad haplotidica; k, nimero promedio de diferencias nucleotidicas; Pi, diversidad nucleotidica
y D, D de Tajima.

Localidad n S H Hd k Pi D
Montevideo 10 14 6 0,778 3,378 0,00555 -1,453 (p > 0,10)
Mar Chiquita 10 12 6 0,867 4,689 0,00900 0,476 (p > 0,10)
Carmen de Patagones 10 11 7 0,911 4,111 0,00831 0,256 (p > 0,10)
28 de Julio 10 8 8 0,933 2,667 0,00415 -0,245 (p > 0,10)
Puerto Deseado 10 8 4 0,711 1,089 0,00224 0,096 (p > 0,10)
Total 50 20 22 0,911 3,991 0,00928 -0,338 (p > 0,10)
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Figura 5. indices de diversidad genética de una regién parcial del gen mitocondrial ARNr 16s estimados
para el total de especimenes y para cada localidad; Montevideo (MON), Mar Chiquita (MCH), Carmen
de Patagones (CDP), 28 de Julio (VDJ) y Puerto Deseado (DES). S: nimero de sitios polimoérficos, Hd:
diversidad haplotidica, k: nimero promedio de diferencias nucleotidicas y Pi: diversidad nucleotidica.

La representacion gréfica de los haplotipos de C. angulatus dan como resultado
un ensamble complejo de haplotipos (Figura 6). La red de haplotipos incluyd un total
de 32 sustituciones, las cuales definieron 22 haplotipos. El haplotipo H2 es el mas
frecuente y posee representantes en las localidades de Puerto Deseado, Veintiocho
de Julio, Mar Chiquita y Montevideo, con una frecuencia de 12 individuos. Luego, se
obtuvieron tres haplotipos con frecuencias de 6-5 individuos de localidades ubicadas
al norte y al sur mezcladas, y 17 haplotipos unicos en su mayoria periféricos, de los
cuales tres pertenecen a Pto. Deseado; dos a 28 de Julio; cuatro a individuos de
Carmen de Patagones; cuatro a individuos de Mar Chiquita; cuatro a Montevideo. La
localidad de 28 de Julio tuvo un mayor numero de haplotipos, seguida de Carmen de
Patagones y el resto de las localidades. Una semi-estructura formada por individuos
de las localidades de Mar Chiquita y Carmen de Patagones se separd del resto de los
haplotipos por tres pasos mutacionales. El resto de los haplotipos se encontraron

separados por dos a una sustitucion.
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Figura 6. Red de haplotipos de C. angulatus a partir de una region parcial del gen mitocondrial COXI.
El tamaiio de los circulos es proporcional a las frecuencias haplotidicas. La linea gris que une los
haplotipos indica un paso mutacional. Los colores definen las localidades de cada haplotipo.
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El analisis del analogo del Fst basado en las diferencias nucleotidicas de a
pares, mostrd diferenciacion genética significativa entre todas las localidades, excepto

entre: Montevideo-Mar Chiquita y Mar Chiquita-Carmen de Patagones (Tabla 4).

Tabla 4. Prueba del estadistico analogo del Fst a partir de una regién parcial del gen mitocondrial COXI.
Nivel de significancia estadistica: p > 0,05 (no significativo); (*) p < 0,05, (**) p< 0,01 y (***) p < 0,001.

indice de Carmen de 28 de Pto.
diferenciacién genética Montevideo Mar Chiquita Patagones Julio Deseado
IMontevideo 0
Mar Chiquita 0,14 (ns) 0
Carmen de Patagones 0,47 *** 0,01 (ns) 0
28 de Julio 0,42* 0,40 *** 0,53 *** 0
Puerto Deseado 0,17* 0,30 *** 0,58*** 0,65 *** 0

Por otro lado, puesto que el valor-p calculado en la Prueba de Mantel fue mayor
que el nivel de significacion (valor-p 0,787>0,050) y el diagrama de dispersién no
mostré una correlacién entre las matrices (Figura 7), no se puede rechazar la
hipbtesis nula que dice que las matrices de distancia geografica y genética no estan

correlacionadas.

indice de diferenciacién genética

500 1000 1500 2000 2500 3000

Distancia geografica (km)
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Figura 7. Diagrama de dispersién de la matriz de distancia genética y geogréfica de C. angulatus.

Los resultados del AMOVA con las distintas agrupaciones mostraron que el
mayor porcentaje de variacion genética estuvo explicado para las distintas
agrupaciones, entre un 56-70% por las diferencias dentro de poblaciones. El indice
de fijacion, FCT, no fue significativo en ningun grupo determinado a priori, por lo que
no explicd ningun porcentaje de la variacion genética, es decir no se encontré una
diferenciacion genética significativa entre grupos, incluso entre los tres ultimos grupos
de los cuales si se habian observado diferencias nucleotidicas de a pares en el
analisis previo (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) realizado sobre una matriz de 50 secuencias de C.
angulatus con 10.000 iteraciones (p < 0,05, * significativo).

A) Provincia Biogeografica Argentina (Montevideo, Mar Chiquita, Carmen de Patagones) versus
Provincia Magallanica (28 de Julio, Pto. Deseado)

Fuente de variacién gl indice de fijacién % de variacién

Entre GRUPOS 1 0,028 (FCT) (ns) 2,81
Entre poblaciones dentro de GRUPOS 3 0,389 (FSC) *** 37,85
Dentro de poblaciones 45 0,406 (FST) *** 59,34

Total 49 1 100

B) Rio de la Plata como barrera al flujo génico: Montevideo versus resto de las localidades

Fuente de variacién gl indice de fijacién % de variacién
| Entre GRUPOS 1 -0,215 (-FCT) (ns) -21,52 |
Entre poblaciones dentro de GRUPOS 3 0,442 (FSC) *** 53,75

Dentro de poblaciones 45 0,322 (FST) *** 67,76

Total 49 1 100

39



C) Tipo de habitat: estuario (Montevideo, Mar Chiquita) versus rio (28 de Julio, Carmen de Patagones)
versus mar (Pto. Deseado)

Fuente de variacién gl indice de fijacién % de variacion
Entre GRUPOS 2 -0,039 (FCT) (ns) -3,99

Entre poblaciones dentro de

GRUPOS 2 0,418 (FSC) *** 43,49

Dentro de poblaciones 45 0,395 (FST) *** 60,49

Total 49 1 100

La distancia genética intraespecifica de las poblaciones de este estudio estuvo en

el rango de 0,2-0,8% e interespecifica (entre las poblaciones) <1,1%.

6.3 Analisis a nivel de género a partir del gen ARNr 16s

En la prueba de saturacidn de sustituciones se obtuvo que habia poca
saturacion en las sustituciones del tercer coddn (el indice Iss fue menor que el indice
Iss critico, Tabla $1, b). En la red de haplotipos construida con las especies del
género Cyrtograpsus, se utilizaron 22 secuencias parciales del gen ARNr 16s (C.
angulatus N= 17, C. affinis N=3y C. altimanus N= 2), y se detectaron 12 sustituciones
nucleotidicas, de las cuales 10 pasos mutacionales separaron a C. angulatus de C.
affinis + C. altimanus. Para la especie C. angulatus se observaron tres haplotipos
provenientes de cuatro localidades, de los cuales el haplotipo H2 fue el mas frecuente,
presente en un individuo de la localidad de Mar Chiquita (numero de acceso en
GenBank: AJ278836, Spivak & Schubart, 2003) y 16 individuos nuevos, aportados por
este estudio, provenientes de las poblaciones de Montevideo, 28 de Julio y Puerto
Deseado. Ademas, se establecieron dos haplotipos unicos, H1 y H3, para las
poblaciones de Montevideo y 28 de Julio, respectivamente. Las especies putativas C.

altimanus y C. affinis estuvieron representadas por un unico haplotipo (H4).
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Figura 8. Red de haplotipos del género Cyrfograpsus a partir del gen mitocondrial ARNr 16s. Eltamafio
de los circulos es proporcional a las frecuencias haplotidicas. La linea gris que une los haplotipos indica

un paso mutacional. Los colores definen las localidades de cada haplotipo.

La distancia genética interespecifica entre C. angulatus y las otras dos
especies putativas del género, C. altimanus y C. affinis, fue de 5,1 — 5,4% (ES= 0.1)

y entre estas ultimas fue de 0,1% (ES=0.01).

6.4 Morfometria geométrica

Los datos presentaron coeficientes bajos para los valores atipicos (0,005) y se
distribuyeron de forma aproximada a una curva sigmoidea en el grafico que representa
la curva esperada para una distribucién normal multivariada, lo cual indicé que los
datos pueden ser utilizados para realizar estadistica multivariada paramétrica. En el
analisis de Procrustes ANOVA, se observd que el cuadrado medio del error de
digitalizacién (0,000001) fue menor a los cuadrados medios correspondientes a la
asimetria fluctuante (0,000011), por lo que el error de digitalizacion se lo considero
insignificante (Tabla 6). Se encontraron diferencias significativas (p<0,0001) entre las
formas de los individuos, por lo que existe variabilidad en la muestra (efecto
individual). Ademas, existieron efectos de ‘“individuo*lado” y “lado” (Figura 9)
sugiriendo presencia de asimetria fluctuante y direccional en la muestra (Tabla 7). La
asimetria fluctuante hace referencia a variaciones al azar entre los lados izquierdo y

derecho del carapacho.
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Tabla 6. Procrustes ANOVA para el componente de forma simétrica del carapacho con una variable
categorica (localidad) y las interacciones entre las muestras originales (individuo) y réplica (lado). Los
valores significativos se indican con (***) y corresponde a p < 0,001.

Efecto SC CM gl F p
Localidad 0,080053 0,000411 195 13,85 <0,0001
Individuo 0,131748 0,000030 4446 2,60 <0,0001
Lado 0,019860 0,000509 39 44,62 <0,0001
Individuo * Lado 0,052962 0,000011 4641 18,28 <0,0001
Error 1 0,005844 0,000001 9360
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Figura 9. Componente simétrico de la forma (promedios de los lados izquierdo y derecho). Los puntos
azules representan la forma consenso, mientras que los puntos mas pequefios y negros representan
la dispersién de los landmarks de cada una de las configuraciones individuales de toda la muestra. Los
nameros de cada landmarks estan indicados en rojo.

La regresion multivariada de la forma sobre el tamafo del centroide (Figura
10) indicd que hay presencia de alometria en la muestra con un valor-p significativo
(p = 0,0001). El porcentaje de variacion explicada por la relacion entre la forma vy el
tamano fue del 24% de la variacion total. A medida que los individuos crecen se
observo una tendencia hacia formas de carapachos con las érbitas mas cerradas, la
region rostral mas ondulada, una expansion de la regidn media anterior hacia los

laterales y la tercera espina presentd una rotacion en direccion horizontal.
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Figura 10. Regresion multivariada que muestra los cambios de forma (regression score1) asociados al
incremento de tamario del centroide. Las elipses de igual frecuencia se graficaron al 90%. Los colores
de las siglas y de las elipses indican las diferentes localidades. Los wireframe (estructura alambrica)
representan las formas de los individuos con un factor de escala de 90 (individuos grandes) y con un
factor de -90 (individuos pequefios). El contorno color turquesa indica la forma consenso y el contorno
azul indica las formas variables. Montevideo (MON), Mar Chiquita (MCH), Carmen de Patagones
(CDP), Playa Fracasso (PFR), 28 de Julio (VDJ) y Puerto Deseado (DES).

En el ACP, se decidi6 corregir la alometria por lo que la variable de forma que
se analiz6 fueron los residuales de la regresion multivariada. Asi, los primeros cuatro
CP explicaron el 80,34% de la variacion de la forma en la muestra (Figura 11). A lo
largo del CP1 (45% de la variacién total), los individuos que ocuparon los valores
positivos presentaron una proyeccidn anterior de los orbitales y una retraccion de las
espinas, mientras que la parte posterior presentd una expansion, generando un
cambio de forma generalizado hacia una forma circular del carapacho. Del porcentaje
restante, el 14,16% de la variacién quedo alojado en el CP2, donde los individuos que
se encontraron en los valores positivos presentaron un estrechamiento sobre la region
anterior y una proyeccion hacia los laterales del carapacho (Figura 12A). EI CP3 alojo
el 9,48% de la variacion total y hacia los positivos los individuos presentaron un
cambio de forma asociada a una retraccion posterior de la tercera y cuarta espina.

Por ultimo, en los valores positivos del CP4 (5,89%), los individuos presentaron una
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leve retraccidn de la regidn ocular y la region lateral media, y una expansiéon de la
region posterior del carapacho (Figura 12B). Cabe destacar que las variaciones de
forma explicitadas son relativas al consenso de forma entre todos los individuos, y que
solo se explicitaron las variaciones hacia los valores positivos, ya que para los valores
negativos las variaciones son las opuestas en direccion y magnitud del cambio que
las de los valores positivos. La varianza fenotipica de la forma del carapacho, fue
menor para las dos localidades marinas, Playa Fracaso (PFR) y Puerto Deseado
(DES9, en el CP1y CP2, en contraposicidn con el resto de las localidades (Figura 13
A-C). Esta observacion surge al colorear los individuos de cada localidad en el

morfoespacio y calcular las elipses de igual frecuencia al 90%.
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Figura 11. Grafico de barras que indica el porcentaje de variacién explicado por cada componente
principal. La varianza total es la suma de las varianzas explicada por cada componente principal en la
totalidad del morfoespacio.

44



A) =) J—

CP 2 (14,16%)
CP 4 (5,89 %)

oam w0 an

CP1(45,82%) Il Vel " CP3(9,48 %)

Figura 12. Grafico de componentes principales (CP), que indica los patrones de variaciones de forma
simétrica para todos los individuos. A) CP1 vs CP2 con fc= £ 0,06, B) CP3 vs CP4 con fc=+ 0,03. El
factor de escala (fc) indica la magnitud de cambio de la forma como una distancia de Procrustes. Las
formas en los extremos opuestos del rango de variaciéon se muestran con un grafico de estructuras
alambricas (wireframe). El contorno de color turquesa indica la forma consenso y el contorno azul indica
las formas variables.
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Figura 13. Grafico de componentes principales (CP), que indica los patrones de variaciones de forma
simétrica para los individuos por localidad: A y C), y por habitat: B y D). Las elipses de igual frecuencia
se graficaron al 90%. Montevideo (MON), Mar Chiquita (MCH), Carmen de Patagones (CDP), Playa
Fracasso (PFR), 28 de Julio (VDJ) y Puerto Deseado (DES).
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En cuanto al analisis de variables canonicas, los valores positivos de la primera
variable canonica (VC1, 32%) se asociaron a carapachos ovoides representados por
individuos de la localidad de Carmen de Patagones (CDP), mientras que hacia los
valores negativos se encontraron las localidades de 28 de Julio (VDJ), Puerto
Deseado (DES) y Playa Fracasso (PFR), presentando carapachos elipticos.
Montevideo (MON) y Mar Chiquita (MCH) fueron las localidades mas cercanas al
consenso. Los valores positivos en la VC2 (26%) se asociaron a un estrechamiento
de toda la regidn anterior, un ensanchamiento hacia los laterales del carapacho y una
forma eliptica de todo el contorno para la localidad de Playa Fracasso (PFR). Mientras
que las localidades de 28 de Julio y Puerto Deseado se agruparon hacia los valores
negativos. Las localidades de Montevideo (MON), Mar Chiquita (MCH), al igual que
para el VC1, se encontraron cercanas al consenso (Figura 14).

La prueba de permutacion pareada entre las distancias de Mahalanobis entre
localidades determind que todas las localidades fueron significativamente diferentes
entre si (Tabla 7).

Tabla 7. Distancias de Mahalanobis entre las localidades de estudio. Los valores significativos se
indican con (***) y corresponden a p < 0,001.

Distancias de

Mahalanobis MON MCH CDP PFR  VDJ DES
MON 0

MCH 3,56+ 0

CDP 4,54 509 0

PFR 541 B76™ 6,04 0

VDJ 526** 567 7,15 6,69 0

DES 6,04 614" 646" 649 617 0
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Figura 14. Andlisis de variables canénicas de la variaciéon de la forma agrupada por localidad, con
elipses de confianza alrededor de la media al 95% de confianza. Los graficos de wireframe indican los
cambios de forma para cada grupo de localidad. Las unidades de los ejes de los diagramas de
dispersion de las puntuaciones VC contienen factores de escala que indican la distancia de Procrustes,
es decir, el valor predeterminado de 10,0 es un cambio de 10 unidades en la direccién positiva a lo
largo del eje VC respectivo. Montevideo (MON), Mar Chiquita (MCH), Carmen de Patagones (CDP),
Playa Fracasso (PFR), 28 de Julio (VDJ) y Puerto Deseado (DES).

El andlisis de conglomerados indico que las distancias entre las localidades de
Montevideo, Mar Chiquita y Carmen de Patagones fueron menores y la localidad mas
distante fue Puerto Deseado, seguida de forma anidada por Playa Fracasso y 28 de

Julio (Figura 15) con un coeficiente de correlacion cofenética de 0,833.
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Figura 15. Dendrograma de distancia de formas entre localidades de C. angulatus construido a partir
de la distancia de Mahalanobis y el método de agrupamiento UPGMA. Montevideo (MON), Mar Chiquita
(MCH), Carmen de Patagones (CDP), Playa Fracasso (PFR), 28 de Julio (VDJ) y Puerto Deseado
(DES).

El analisis de variables canonicas realizado con el factor de grupo “habitat’
(Figura 16) determind que la VC1, explicé el 70% y la VC2 el 29% de las maximas
variaciones de forma entre los grupos. Las formas con un factor de escala teérico de
10 en el eje VC1 presentaron una proyeccidn de todas las espinas hacia los laterales,
y una proyeccion rostral mas ondulada. Los habitats de rio y estuario presentaron este
tipo de variacién de forma. El habitat marino conformdé el grupo mas distante y
presentd una forma mas redondeada con espinas menos angulosas, con la regidén
rostral mas rectangular. Para las variaciones de forma asociadas a laVC2, se observd
que las formas de rio con un factor de escala de 10 presentaron una region rostral en
forma de dos semicirculos. Las formas estuaricas presentaron la regién anterior rostral
cuadrada, un estrechamiento anteroposterior y una forma cuadrada en todo el
contorno del carapacho, asociandose a los valores negativos. El grupo marino se

encontré en una posicidn cercana al consenso.
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Figura 16. Analisis discriminante de variables canénicas que agrupa las variaciones de formas en
diferentes héabitats, con elipses de confianza de la media de 0,95. Los graficos de wireframe indican los
cambios de forma para cada grupo de habitat y contienen el factor de escala predeterminado de 10
unidades de distancia de Procrustes.

En el andlisis de distancias de Mahalanobis entre habitats se observé que el
valor mas grande estuvo presente entre los habitats marino y estuario (0,012),
mientras que el habitat marino y de rio presentaron variacion intermedia (0,011). Por
ultimo, los habitats de rio y estuario presentaron menores diferencias (0,0083). La
significancia entre las distancias de todos los pares posibles, fueron estadisticamente

significativas (p<0,0001).

6.5 Genética y morfometria

Las pruebas de correlacién de matrices de Mantel no fueron estadisticamente
significativas en ninguno de los casos analizados. Por lo tanto, no se encontré una
correlacién entre la variacion genética y morfométrica (valor-p 0,118> 0,05), ni de esta

ultima con la distancia geografica (valor-p 0,42>0,05) (Figura 17).
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Figura 17. Diagramas de dispersion que indican las relaciones entre: A) distancias de Mahalanobis e
indice de diferenciacion genética B) distancia de Mahalanobis y distancia geografica de Cyrfograpsus
angulatus.

7. Discusion

7.1 Analisis genéticos

Los indices de diversidad nucleotidica y haplotidica, asi como la red de
haplotipos obtenida a partir de una region parcial del gen ARNr 16s, sugirieron baja
diversidad genética, concluyendo que este marcador no es util para poder analizar la
genética poblacional de C. angulatus pero si demostro tener una gran utilidad para
diferenciar las especies del género Cyrtograpsus. Por el contrario, la region parcial del
gen COXI exhibié una alta diversidad genética en esta especie. En general, las
diversidades haplotidicas y nucleotidicas globales calculadas a partir del COXI fueron
altas. Sin embargo, cuando se graficd su variacién a lo largo de la distribucion, la
diversidad nucleotidica presentd mayores valores en Mar Chiquita y luego, disminuyd
hacia el norte y el sur, mientras que la diversidad haplotidica fue alta pero no vario
significativamente entre las localidades. La alta diversidad haplotidica y nucleotidica
hallada en Mar Chiquita sugeriria que esta poblacion ha sido estable
demograficamente por un periodo prolongado de tiempo (porque es una poblacién
con muchos haplotipos y con muchas mutaciones que se mantienen en el tiempo), o
bien que son poblaciones separadas histéricamente. Por otro lado, la localidad de
Puerto Deseado exhibié una alta diversidad haplotidica y una baja diversidad

nucleotidica, indicando que sus haplotipos difieren en un numero reducido de
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sustituciones, lo cual es caracteristico de efectos de una expansién poblacional en
tiempos recientes (Hamilton, 2009). Sin embargo, el indice D deTajima no fue
significativo en Puerto Deseado ni en ninguna de las poblaciones de C. angulatus. Se
recomiendan futuros estudios que incluyan un mayor tamafo muestral para corroborar
esta hipotesis.

La red de haplotipos obtenida a partir de la regidn parcial del gen COXI sugirié
un ensamble complejo de haplotipos con algunas semi-estructuras por regiones (Mar
Chiquita y Carmen de Patagones, Montevideo y Mar Chiquita). El haplotipo dos se
podria considerar ancestral ya que tiene una posicidn central en la red, una alta
frecuencia en la poblacién y esta representado en la mayoria de las localidades
(Lanteri & Confalonieri, 2003). Ademas, en la red no se observaron localidades
monofiléticas, todos los sitios de muestreo presentaron haplotipos compartidos y al
menos un haplotipo unico. Las comparaciones de FST pareados indicaron que existe
una diferenciacion genética significativa de moderada a alta entre las localidades,
excepto entre Montevideo (ubicada al norte del Rio de la Plata) y Mar Chiquita
(ubicada al sur), y entre Mar Chiquita y Carmen de Patagones. Dellatorre vy
colaboradores (2013) encontraron que el potencial de dispersién larval de esta
especie alcanzaria como minimo 100 km de distancia entre poblaciones estuaricas.
En cuanto a las localidades muestreadas en este trabajo estan separadas entre 300
y 2000 km, y el menor grado de diferenciacion genética lo presentan las localidades
con menor distancia geografica entre ellas (Montevideo y Mar Chiquita, y esta ultima
con Carmen de Patagones), pudiendo asi explicarse la menor diferenciacién genética
encontrada. Asimismo, la diferenciacidén genética encontrada entre las localidades de
C. angulatus ubicadas mas al sur podria estar relacionada con los cambios en el nivel
del mar y la costa (Favier Dubois & Scartascini, 2012), asi como los cambios en la
temperatura durante los ciclos interglaciares que ocurrieron durante el Pleistoceno
tardio, los cuales podrian haber generado cambios demograficos y/o adaptaciones
locales a diversos habitats. La alta diferenciacién genética encontrada en el gen COXI
entre las localidades sugiere que algun fenomeno demografico y/o adaptacion local
podria estar ocurriendo. Existen varios trabajos que sugieren adaptaciones a partir de
genes mitocondriales y en particular, del gen COXI, asociados a las presiones

parciales de oxigeno y a la temperatura del agua (e.g. Cangrejos de manglar
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Perisesarma spp., Fusi et al., 2014; el gasteropodo Radix balthica, Quintela et al.,
2014; |a ostra Crassostrea ariakensis, Li et al., 2020, entre otros).

Como en muchas otras regiones del mundo, varios grupos de nuestra regién
se diversificaron debido a procesos alopatricos ocurridos en el Pleistoceno (e.g. Xu et
al., 2019; Lessa et al., 2010; Sersic et al., 2011; Jones ef al., 2019). Por ejemplo, Xu
et al., (2019) estudiaron las poblaciones de la langosta de agua dulce Aegla alacalufi
en la Patagonia chilena utilizando ADN mitocondrial y secuencias del intrén nuclear
del factor de transcripcion 1a para examinar los impactos glaciales del Pleistoceno en
el patrédn filogeografico. Esta especie presentd estructuracion genética la cual se
asoci6 al efecto de las glaciaciones. Es importante resaltar que esta especie presenta,
a diferencia de C. angulatus, desarrollo directo, lo que podria generar una dispersion
restringida y mayor estructuracion genética. En este sentido, las glaciaciones
generaron diferentes patrones genéticos en diferentes grupos animales dependiendo
de sus caracteristicas de historia de vida y distribucion. Las huellas que ha dejado el
Ultimo Méaximo Glaciar (UMG) en la costa Pacifica fue mayor que en la costa Atlantica
por la presencia del casquete de hielo hasta la latitud 42°S la cual desplazod las
poblaciones de diferentes grupos generando mayor diversificacién (e.g. el alga parda
Durvillea antartida, Fraser et al., 2009; el alga roja Mazzaella laminarioides
Montecinos et al., 2012), aunque también hay evidencia de ausencia de estructuracion
en algunos grupos con ciertas caracteristicas de historia de vida. En el Atlantico,
durante el UMG, la linea de costa se corri cientos de kildbmetros hacia el este, pero
nunca fue glaciada (Rostami et al., 2000). Tanto en la costa Pacifica como Atlantica,
existen varios estudios que ponen en evidencia la ausencia de estructura genética
utilizando el gen COXI en varios grupos animales, por ejemplo: el rébalo Eleginops
maclovinus (Ceballos et al., 2012), el gasterépodo Nacella magellanica (de
Aranzamendi et al., 2011; Gonzalez-Wevar et al., 2011), el mejillin Perumytilus
purpuratus (Trovant et al., 2015) y en particular, en varias especies de cangrejos con
etapa larval extendida (e.g. Cangrejo topo Emerita analoga, Cangrejo violaceo,
Petrolisthes violaceus Haye et al., 2014), como es el caso de C. angulatus. La falta de
estructura en estos grupos estaria asociada al potencial dispersivo de estos grupos y
a que, en el caso de la costa del Atlantico Sudoccidental, esta es una costa que fue

colonizada recientemente, luego del UMG y en la costa Pacifica. Futuros estudios que
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incluyan otros genes de tasas de evolucion mas altas y reloj molecular permitiria
dilucidar el efecto de las glaciaciones en la diferenciacion genética encontrada al sur

de la distribucidon del cangrejo de las rocas.

Otra de las razones que podria explicar una mayor diferenciacién genética al
sur que al norte de los Golfos norpatagonicos esta relacionada a los procesos
oceanograficos (es decir, corrientes, frentes, giros, remolinos, etc.) que varian en
escalas temporales y geogréficas (Dalongeville et al., 2018). Estos procesos podrian
actuar como un mecanismo fisico que afecta la adveccion/retencidn de las primeras
etapas de la vida (e.g., larvas planctonicas), definiendo vias de dispersion, barreras y
zonas de retencidén, y dando forma a la estructura genética de las especies de
invertebrados (Selkoe et al, 2011). En el Océano Atlantico Sudoccidental, la
plataforma continental argentina exhibe caracteristicas oceanograficas costeras
complejas. Mientras que la circulacién general en esta area consiste en un flujo hacia
el noreste (Matano et al., 2010), la regidén del Golfo Patagénico Norte —San Matias,
San José y Golfo Nuevo- se caracteriza por multiples frentes y giros permanentes o
estacionales (Acha et al., 2004), los cuales podrian dar forma a la estructura genética
de las especies. El frente de Valdés, un frente de marea estacional formado frente a
Peninsula Valdés y el giro del Golfo San Matias (Acha et al.,, 2004), podria estar
limitando la dispersion de larvas entre las localidades del norte (Montevideo, Mar
Chiquita y Carmen de Patagones) y del sur (Rio Chubut, Pto. Deseado) de C.
angulatus. En este sentido, Getino y colaboradores (2021) utilizando microsatélites,
encontraron diferencias genéticas sutiles entre los dos morfotipos de la vieira
tehuelche y las asociaron a la presencia de este frente de mareas que, aunque es
temporario, podria estar limitando el flujo génico entre las poblaciones del norte y del
sur al igual que en C. angulatus. Asimismo, en el Rio Chubut, la presencia de
escolleras en su desembocadura podria ser un factor potencial que generaria una
mayor diferenciacién genética de esta poblacion. Mientras que en el Golfo San Jorge
se ha registrado un giro importante, el cual podria estar generando una retencién
larval en la regidn sur, explicando asi la diferenciacion genética encontrada de la
poblacion de Puerto Deseado con el resto de las localidades. En este sentido, Criales
y colaboradores (2019) realizaron modelos biofisicos de dispersion larval y

encontraron que las trayectorias de las larvas de Callinectes sapidus mostraron una
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variacion interanual impulsada por la interaccion de los vientos, las intrusiones de
bucles de corrientes, con sus contrapartes ciclénicas, y la pluma del Rio Mississippi
contribuyendo a la conectividad entre las poblaciones del Golfo de México. Por el
contrario, estudios genéticos realizados en el braquiuro, Callinectes danae
(Portunidae), a lo largo de 7000 km de costa en el Atlantico Sudoccidental,
encontraron una baja diferenciacidn genética a lo largo de su distribucidn,
probablemente resultado del comportamiento de las hembras ovigeras, quienes
migran mar adentro para liberar sus huevos, lo que puede aumentar las posibilidades
de dispersidén larval (Peres et al.,, 2020). Por lo tanto, la conectividad entre las
poblaciones parece depender de cada sistema biolégico particular y debe ser
estudiado teniendo en cuenta caracteristicas de historia de vida y procesos fisicos

oceanicos del area en conjunto.

Los resultados del analogo del FST se reflejaron en el test de Mantel, ya que
las distancias genéticas no se correlacionaron con las distancias geograficas. Por lo
tanto, con la evidencia obtenida a partir del COXI no se puede dar soporte a un
aislamiento por distancia en C. angulatus. Por el contrario, Iriarte y colaboradores
(2012) investigaron la genética poblacional de una especie de cangrejo estuarico,
Neohelice granulata, muy similar en habitat y distribucion que C. angulatus, y
encontraron evidencia de aislamiento por distancia. Por otra parte, el analisis
molecular de la varianza sugiridé que las localidades no se agrupan entre si de ningun
modo en particular, ya que la mayor parte de la variabilidad genética fue observada
dentro de las localidades (57-67%). Si bien se hipotetizd que el Rio de la Plata, debido
a su gran caudal y diferencias diarias en los niveles de salinidad, era una barrera para
la larva planctdnica, no se encontro evidencia de ello, ya que no existid diferenciacion
genética entre las poblaciones al norte y al sur del rio. Similar a lo encontrado en este
trabajo, Han y colaboradores (2015) estudiaron poblaciones del braquiuro de estuario
asiatico, Charybdis japonica, y no encontraron diferenciacidon genética significativa
entre poblaciones a ambos lados de su rio principal Yangtze. Por el contrario, Fang y
colaboradores (2015) investigaron poblaciones de crustaceos estomatépodos de la
especie Oratosquilla oratoria separados por el mismo rio y hallaron estructura
genética. Sin embargo, las localidades muestreadas en la presente tesis estan

separadas una distancia considerable por lo que futuros estudios que incluyan
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localidades mas cercanas entre si, permitirian evaluar con mayor robustez si existe
aislamiento por distancia, asi como también si en el estudio se incluyeran marcadores

neutrales.

En relacidn a la presencia de C. angulatus en agua dulce, hasta el momento,
se ha estudiado el ciclo de vida completo en la laguna costera de Mar Chiquita (Anger
et al.,1994). Alli se observo que en los estuarios esta especie presenta una migracion
diadroma, donde la larva migra desde el estuario al mar a alimentarse y luego, retorna
en su ultima etapa larval a asentarse en el estuario y/o rio (en zonas cercanas al
estuario) donde se desarrollaria hasta adulto. El hallazgo de C. angulatus a 112 km
aguas adentro del Rio Chubut y su presencia documentada desde hace como minimo
50 afos, genera preguntas acerca de su biologia reproductiva. Las hipdtesis posibles
que se desprenden son: (1) Esta especie presenta una migracion catadroma, como
otras especies de la familia Vanuridae (e.g. Paraeriocheir sinensis), con juveniles
migrando rio arriba a alimentarse hasta madurar sexualmente y luego (1 a 3 anos),
adultos migrando rio abajo para reproducirse en la zona estuarica (Ojaveer et al.,
2007) o, (2) Esta especie se encuentra en un proceso de adaptacion local a habitats
de agua dulce. Futuros estudios incluyendo el estudio de su biologia reproductiva y

diversidad genética a lo largo del rio podrian ayudar a dilucidar esta hipétesis.

La diversidad en la region parcial del gen COXI podria tener implicancias en el
uso como cddigo de barras, el cual permite identificar ejemplares de la misma especie
y diferenciar especies cercanamente relacionadas, pero con grandes similitudes
morfolégicas. Para diferenciar las especies de crustaceos utilizando el COXI, Hebert
y colaboradores (2003) propusieron un valor umbral del 2% de divergencia
intraespecifica, siendo la divergencia interespecifica 10 veces la divergencia
intraespecifica media (Hebert ef al., 2004). La distancia genética intraespecifica de las
poblaciones de este estudio estuvo en el rango de 0,2-0,8% e interespecifica (entre
las poblaciones) <1,1%, correspondiendo a valores tipicos de variabilidad
intraespecifica. Futuros estudios que intenten identificar un ejemplar podran comparar
las secuencias del gen COXI con las secuencias de este estudio, a partir del calculo
de la distancia inter e intraespecifica y asi determinar si corresponde a la misma
especie. Por otro lado, la diversidad en la regidon parcial del gen COXI podria tener

implicancias en futuros estudios de ADN ambiental, los cuales permitirian obtener
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informacion acerca de, entre otras cosas, identificacion de ejemplares de esta especie
que haya en baja densidad en el lugar no registrados previamente, sugiriendo la

ampliacion de su distribucidén geografica (Yueyang-wu et al., 2022).

Por ultimo, a pesar de que el gen 16s no fue util para poder analizar la genética
poblacional de esta especie, si permitié observar graficamente la relacion filogenética
entre las especies del género. La red de haplotipos obtenida muestra que C. affinisy
C. altimanus comparten el mismo haplotipo, dando soporte a los resultados
encontrados por Spivak y Schubart (2003) y Huespe et al., (2008), que a partir de
datos morfométricos del caparacho, datos moleculares y de morfologia de los
huesecillos del molino gastrico indican que C. affinis es sindnimo de C. altimanus.
Estas especies putativas corresponden a dos morfotipos distintos: uno mas pequeno
con una forma de carapacho cuadrada y de habitat submareal (C. Affinis), y el otro de
mayor tamafno y de habitat intermareal (C. altimanus). Otros estudios realizados en
crustaceos encontraron que también existen mas de un ecomorfotipo por especie
(e.g., en la langosta Munida gregaria de la Provincia Magallanica, Wang et al., 2016;
o en la centolla Menaethius monoceros del Mar Rojo, Amer, 2021). Asimismo, en este
estudio el gen mitocondrial 16s rRNA demostrd ser un buen cddigo de barras para
diferenciar especies del género Cyrtograpsus. Manikantan y colaboradores (2020)
propusieron que las distancias genéticas interespecificas para el gen 16s en
crustaceos decapodos varia entre el 2 — 4% y el rango de distancias encontradas en
este estudio entre C. angulatus y C. affinis, y entre C. angulatus 'y C. altimanus, fue
aun superior a este (5,1- 5,4), mientras que, la distancia genética entre C. affinisy C.
altimanus entre fue de 0,1%, dando soporte a los estudios citados anteriormente que

indican que corresponden a la misma especie.

7.2 Analisis morfométricos

Dado que la muestra utilizada en esta tesis presentd individuos de distintas
tallas, se evalud la presencia de alometria. Los principales cambios en forma durante
el periodo adulto en machos estan asociados con cambios hacia orbitas mas cerradas,
la region rostral mas ondulada, una expansion de la region media anterior hacia los
laterales y la tercera espina con una rotacién en direccion horizontal en los individuos
de mayores tallas resultado respaldado por los analisis de regresidon multivariada. Este

tipo de variacién en forma del carapacho esta relacionada al patrén descripto
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anteriormente para C. angulatus (Idaszkin et al., 2013) y C. altimanus-affinis (Lezcano
et al., 2012), por lo que podria ser una caracteristica del género. Sin embargo, el
estudio alométrico no fue el objetivo de este trabajo por lo que se descartd este
componente de las variables de forma (shape), utilizando los residuales de la
regresion multivariada entre forma y tamano. Por otra parte, la variabilidad en la forma
del carapacho durante el desarrollo del cangrejo C. altimanus, fue documentada por
Lezcano y colaboradores (2012). Dichos autores hallaron que el morfotipo mas
pequeio, C. affinis, presentd una forma del carapacho mas cuadrada, mientras que
la forma adulta, C. altimanus, fue mas redondeada. Idaszkin y colaboradores (2013)
describieron el crecimiento alométrico para machos y hembras de C. angulatus, donde
los individuos de mayor tamario fueron machos que presentaron un ensanchamiento
del borde anterolateral y el acortamiento de la parte posterior, mientras que, los
individuos de talla menores presentaron el sentido opuesto de cambio en forma.
Ademas, dichos autores reportaron la presencia de dimorfismo sexual en la forma del
carapacho libre de alometria.

El patron de variacién en la forma del carapacho a lo largo de la distribucion
geografica reflejé diferencias significativas entre todas las localidades muestreadas.
Si bien en este trabajo no se contd con datos ambientales especificos de los sitios de
muestreo, es posible hipotetizar que distintas condiciones ambientales asociadas a
microhabitats (por ejemplo, tipo de sustrato, nivel de turbiedad del agua) generan la
expresion diferencial del fenotipo, lo cual quedd respaldada por las diferencias
encontradas en las distancias fenotipicas (distancias de Mahalanobis) de a pares. En
relacion con lo planteado anteriormente, Zimmermann y colaboradores (2012)
observaron que la especie de camardn Macrobrachium australe (Crustacea:
Palaemonidae) presentd diferencias morfométricas entre dos tipos de habitats I6ticos
y lénticos de la Isla Reunién en el Océano indico. Ademas, en C. angulatus, |daszkin
y colaboradores (2013) observaron que a una microescala existen dos morfotipos, con
diferencias mayormente en el borde posterior del carapacho y la parte anterior (area
ocular y rostro), con una forma mas elongada y proyectada anteroposteriormente en
habitats rocosos marinos y una forma mas proyectada lateralmente para los habitats
de marismas de sedimento fino. Las marismas presentan condiciones fisicas mas
similares con los rios, que las costas rocosas, dado que en los canales principales de

marea presentan corrientes y conservan agua durante la marea baja y es en este sitio
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donde se encuentran los cangrejos en las marismas (Marquez com. Pers.). Por otro
lado, los intermareales rocosos tienen una desecacion tan elevada que los ubica
dentro de los mas estresantes del mundo, a su vez la intensidad de la misma varia en
gran medida en funcion del grado de exposicion de cada costa (Bertness et al., 2006).
Asimismo, las localidades de Puerto Deseado y Playa Fracasso presentaron menor
varianza fenotipica dentro de sus poblaciones observada en el CP1 y CP2, lo cual
estaria indicando la presencia de un fenotipo mas canalizado en los habitats marinos
independientemente de las diferencias ambientales dentro de los ambientes marinos.
Entendiéndose a la canalizacidén como la expresidn de un mismo fenotipo por un
mismo genotipo en diferentes ambientes (Willmore et al., 2007), en contraposicion al
resto de las localidades con caracteristicas opuestas que presentaron mayores
niveles de plasticidad fenotipica. Sin embargo, para confirmar esta hipotesis es

necesario también incluir secuencias genéticas de Playa Fracasso.

A una escala latitudinal, se hallé una falta de correlacién entre las distancias
morfométricas y geograficas, rechazandose la hipdtesis de un aislamiento por
distancia dada la evidencia obtenida a partir del COXI. Por otro lado, las localidades
que se encontraron al norte de la distribucion con menor distancia geografica entre
ellas (Montevideo, Mar Chiquita y Carmen de Patagones), presentaron menores
distancias morfométricas, resultado respaldado por el analisis de conglomerados. Por
lo tanto, se sugiere que los patrones morfométricos en las localidades del norte
estarian asociados a factores ambientales similares entre si o asociados a una menor
diferenciacion genética. Igualmente, se observo a lo largo del VC1 una tendencia a
separar las localidades en el area del Golfo Nuevo en Peninsula Valdés, area que
delimita las provincias biogeograficas Argentina y Magallanica. Las localidades de la
provincia biogeografica Argentina: Montevideo, Mar Chiquita y Carmen de Patagones,
presentaron valores positivos con formas mas cuadradas visualizado en el VC1,
mientras que, las localidades de la provincia Magallanica: Playa Fracasso, 28 de Julio
y Puerto Deseado, presentaron valores negativos en el VC1 con formas circulares,
con el eje anteroposterior proyectado. Por lo que, este tipo de variacion posiblemente
esté asociado a algunos factores ambientales diferenciales entre las dos provincias
biogeogréficas (Aguirre, et al., 2006). Sin embargo, los resultados hallados en esta

tesina concuerdan en que la forma del carapacho de C. angulatus, presenta una alta
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plasticidad fenotipica a lo largo de su distribucién y que cada localidad tiene una forma
diferente del resto. Por el contrario, el analisis morfométrico realizado en Neohelice
granulata no mostrd un patrén geogréfico de diferenciacion morfoldgica, aunque hubo
diferencias entre los sitios de muestreo (ltuarte et al,, 2012) a lo largo de su

distribucion en el Atlantico Sudoccidental.

Cuando se analizd el patron de variaciones fenotipicas relativo al tipo de
habitat, se observé que los habitats que se agruparon con menores distancias
morfométricas fueron el rio y estuario, respecto a las del ambiente marino, el cual fue
el grupo mas divergente. Las mayores diferencias entre las formas medias del habitat
marino se vieron reflejadas por formas mas proyectadas en sentido anteroposterior y
espinas menos angulosas, es decir, mas cerradas a diferencia del estuario, y el rio
que presentan la forma opuesta. Las similitudes podrian deberse a que existen
diferentes ciclos de vida para la especie donde algunas poblaciones (e.g, VDJ y CDP)
utilizan tanto el rio como el estuario para desarrollarse (Spivak et al., 2016), mientras
que otras son completamente marinas (e.g, DES y PFR). Cabe destacar que, como
fuera enunciado anteriormente, los intermareales de Patagonia son unos de los
ambientes mas estresantes del mundo, por lo tanto, las formas divergentes del habitat
marino estarian reflejando dicha restriccion (constraint) ambiental y esto queda
evidenciado a lo largo de la VC1 (Figura 16). Entre los habitats de rio y estuario los
principales factores ambientales que pueden estar asociados a las diferencias
morfolégicas son los parametros de salinidad, niveles de oxigeno relacionados a
condiciones de estrés en el VC1, y a factores hidrodinamicos en el VC2 (Spaargaren,
1999). Entre los crustaceos de rio de la Familia Aeglidae, se demostré que los
especimenes que viven en Rio Negro presentan mayores tamanos y formas delgadas
que aquellos que viven en diferentes lagos cordilleranos de la provincia de Neuquén
(Giri & Loy, 2008). A su vez, las poblaciones de habitats de rio presentaron mayor
variabilidad intra-poblacional que el habitat |6tico. Asimismo, Ringuelet (1949) agrega
que Aegla sp. Presentd una tendencia al acortamiento del largo del rostro, es decir
una reduccidn de la ornamentacidén, y al ancho de la parte lateral anterior del
cefalotérax en los habitats de rocas o estrato de arena en rios y arroyos.
Probablemente, estas diferencias morfologicas sean debidas a las diferencias

hidrodinamicas de ambos sistemas, en relacién con la velocidad de las corrientes de
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agua. Parte de este tipo de variacion se observa en el carapacho de C. Angulatus a
lo largo de la VC2, donde el habitat de estuario con menor energia hidrodinamica se
ubica hacia los valores mas negativos y presenta un rostro menos desarrollado (recto),
comparado con el rio y el mar con un rostro mas coéncavo.

En aguas menos profundas, la fuerza de estas corrientes aumenta (Howard,
1983), como se observd en las localidades de 28 de Julio y Carmen de Patagones,
por lo que las propiedades hidrodinamicas pueden ser cruciales en la supervivencia
de una especie. Para cangrejos no nadadores, como C. angulatus, estos deben
mantener contacto con el sustrato durante su locomocion ya que las fuerzas
hidrodinamicas pueden desestabilizar sus posturas y velocidades, incluso cuando se
movilizan en contra de las corrientes rio arriba. Por lo tanto, las implicancias biolégicas
funcionales para los diferentes angulos de orientacion de las espinas serian
diferentes, ya que aquellas espinas mas angulosas aumentarian la capa limite, es
decir, la zona de contacto entre el agua y el cuerpo del animal en donde hay mayores
pérdidas de velocidad del fluido, en este caso debido a las ornamentaciones. Esta
condicion permitiria soportar la fuerza de arrastre de las corrientes de agua dulce en
estas poblaciones eurihalinas y de rio cuando estan alimentandose en estos sitios y
mientras utilizan sus pereidépodos como modo de fijacién al sustrato. También, las
diferencias de forma podrian deberse a fluctuaciones en los niveles de oxigeno entre
aguas tranquilas y turbulentas. Sin embargo, se requieren realizar estudios a futuro
para poner a prueba dichas hipdtesis morfo-funcionales. Aunque las formas
nadadoras son adaptaciones muy extendidas en Brachyura (Hartnoll, 1971), la mayor
parte de los trabajos se han centrado en especies bentdnicas caminadoras. El caso
de mayor grado de adaptacién morfolégica hacia la natacién se presenta en los
Portunidae, donde las modificaciones afectan los pereidépodos y el carapacho. Se
necesitarian realizar modelos hidrodinamicos como los expuestos por Blake (1985)
en el cual midieron las velocidades criticas, la velocidad de deslizamiento y la
velocidad de despegue con relacion a las propiedades hidrodinamicas del carapacho
en cangrejos Portunidos como Callinectes sapidus, Cancer productus 'y Lopholithodes
mandtii. Este ultimo posee una forma no hidrodinamica con multiples
ornamentaciones y presentd mayor resistencia activa al flujo de agua aferrandose al
sustrato, caso que seria similar a nuestro objeto de estudio, mientras que, C. sapidus

y C. productus, estaban adaptados a maximizar sus velocidades de desplazamiento
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debido a que presentan una resistencia minima que es compensada con altas
velocidades de desplazamiento mayormente en posiciones laterales paralelas a la
direccién del flujo de agua, aunque también pueden desplazarse mas lentamente en
posicion perpendicular al flujo donde implica una mayor fuerza de friccidn sobre la
superficie del carapacho. En efecto, el aumento exitoso del tamario del cuerpo y la
disminucidén de la resistencia friccional, se presenta en cangrejos braquiuros que
poseen una forma corporal aplanada y alargada, la cual es mas aerodinamica y

permitiria realizar movimientos horizontales del agua (Spaargaren, 1999).

7.3 Analisis genéticos y morfométricos

El analisis de correlacion de Mantel reveld que no existe una correlacidén entre
los patrones de diferenciacion morfométrica y genética en C. angulatus, lo que sugiere
que la variabilidad fenotipica observada en este trabajo de tesina podria ser producto
de la variabilidad ambiental entre sitios y la plasticidad fenotipica de esta especie, 0
bien, que este gen no estaria asociado o no reflejaria la variabilidad encontrada en
los caracteres morfométricos estudiados. Por el contrario, se encontrd una correlacion
entre las distancias morfométricas y genéticas en Carcinus maenas distribuido en las
costas de Reino Unido (Brian et al., 2006). Asimismo, Marchiori y colaboradores
(2014) estudiaron diferentes poblaciones de la langosta de rio, Aegla longirostri
(Decapoda: Anomura), del sur de Brasil y observaron una asociacion entre diferencias
genéticas y morfométricas. Los autores sugirieron que estas se hallan en un proceso
de especiacion o que se trataria de especies cripticas. Mientras que, Silva y
colaboradores (2010) estudiaron la especie de cangrejo Perisesarma guttatum
(Brachyura: Sesarmidae) de las costas del SE africano, donde las poblaciones no
presentaron diferenciacién genética ni tampoco diferencias morfométricas a lo largo
de varios cientos de kildbmetros de costa. Finalmente, en relacion a la asociacion entre
los patrones de variacidn morfométrica y genética no parece haber una regla general
para los crustaceos decapodos, por el contrario, parecen depender de su historia
evolutiva, caracteristicas de historia de vida y ambiente.

Finalmente, en un muestreo de una clina latitudinal considerando solo un tipo
de habitat, podria haberse observado un aislamiento por distancia y que este,
posiblemente no se detecte producto de que en esta tesis se incorporaron sitios que

presentan mucha variacién. Sin embargo, la utilizacion de ambientes contrastantes
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fue parte del objetivo de esta tesis para evaluar las diferencias fenotipicas y genéticas
en C. angulatus. Si se hubieran encontrado diferencias muy marcadas entre cada tipo
de ambiente, seria la sefal para luego realizar estudios en cada ambiente por
separado. En este caso, los resultados de la parte genética no mostraron diferencias
entre tipos de ambientes, y en la parte morfométrica solo en la marina se vieron
diferencias marcadas, mientras que, en el rio y estuario, se vieron mayores
similitudes. Por otro lado, esta especie tiene larva plancténica marina por lo que
independientemente de su presencia en el rio o en el estuario, la evidencia del grupo
sugiere que para completar su ciclo de vida (etapa dispersiva) dependen del mar. Los
resultados de este estudio son evidencia de eso, ya que muestran que no hay clados
diferenciados, sino que es la misma especie a lo largo de toda la distribucidn. Por otra
parte, las localidades muestreadas estan separadas una distancia considerable por lo
que futuros estudios que incluyan localidades mas cercanas entre si, permitirian
evaluar con mayor robustez si existe aislamiento por distancia, asi como también si

en el estudio se incluyeran marcadores neutrales.

8. Conclusiones

Las principales contribuciones de este trabajo fueron comprender los patrones
de diversidad genética y morfométrica del cangrejo de las rocas a lo largo de su
distribucién en el Atlantico Sudoccidental y dilucidar los factores que contribuyen a la
variacion de la forma y condicionan la conectividad entre las poblaciones. A pesar de
que las caracteristicas de la historia de vida (e.g. etapa larval planctonica extendida)
y el amplio rango de condiciones ambientales a las cuales esta adaptado C. angulatus
sugerian que entre sus poblaciones existiria una alta conectividad, por el contrario, se
encontré una alta a moderada diferenciacion genética entre sus poblaciones
indicando flujo génico bajo y posibles fendmenos demograficos y/o adaptaciones
locales. La historia geologica y las condiciones oceanograficas (e.g. frente Valdés,
escolleras) podrian estar relacionadas. Se encontro evidencia de disminucién de
diversidad genética de norte a sur, sugiriendo que las poblaciones ubicadas mas al
norte han sido mas grandes y estables en el tiempo que las ubicadas al sur, las cuales
posiblemente hayan sufrido mas los efectos del Ultimo Maximo Glacial. Futuros

estudios que incluyan un mayor tamafo muestral, localidades mas cercanas y/o que
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incluyan otros genes de tasas de evolucion mas altas y reloj molecular, ayudarian a
mejorar la comprension del efecto que habrian tenido ciertos eventos geoldgicos o
ciclos glaciares pasados en la historia evolutiva de esta especie y a comprender si
fendbmenos demograficos y/o adaptaciones locales son las responsables de la
diferenciacion genética hallada.

El analisis morfométrico permitio determinar, mediante evidencias graficas y
analiticas, que existe un efecto de la localidad de donde provienen los individuos sobre
la forma de estos. Asimismo, se corroboro la existencia de alometria en el crecimiento,
pero extendiéndola a una macroescala geogréfica. La falta correlacion entre matrices
de distancias implico que, el cangrejo de las rocas no presenté un patrén de variacion
en forma asociado a un gradiente latitudinal, ni tampoco una asociacion con los
indices de diferenciacidén genética. Se detectd una menor varianza fenotipica entre las
poblaciones de localidades marinas que entre las de rio y estuario. A partir de este
resultado, se puede sugerir que la forma del carapacho de las poblaciones marinas
estaria canalizada. En particular, se observé que la forma del caparacho en el habitat
marino fue la mas diferente, siendo la forma del caparacho de los estuarios y rios mas
parecidos entre si.

Este estudio a macroescala es novedoso para C. angulatus y sirve de base
para generar nuevas hipoétesis y desarrollar futuros estudios enfocados en variaciones
morfométricas de otros caracteres y en la conectividad utilizando otros marcadores a
lo largo de la distribucidén de la especie. Esta tesis también demostré que los genes
16s y COXI podrian tener implicancias en el uso como cbdigo de barras ya que
permitieron diferenciar entre las dos especies del género e identificar ejemplares de
la misma especie, respectivamente. Ademas, el gen COXI podria ser util en estudios
de ADN ambiental para la identificacion de ejemplares en areas con baja densidad

permitiendo ampliar el rango geografico de la especie.
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11. Material suplementario

Tabla S1. Prueba de saturacién de sustitucion para las regiones parciales de los genes: a) C. angulatus ARNr 16s, b) Género Cyrfograpsusy ¢) C. angulatus
COXI, efectuada en DAMBE. NumOTU = nimero de subconjunto de secuencias, Iss = indice simple de saturacion de sustitucion, Iss.cSym = indice critico de
saturacién de sustitucién suponiendo una topologia de arbol simétrica, I1ss.cAsym = indice critico de saturacién de sustitucién suponiendo una topologia de
arbol asimétrica, T = valor t, DF = grados de libertad, p = p -valor.

a)
Test
saturacion Prop.
componente Sitios Media Prob (Dos- 95% Lim. 95% Lim.
simétrico invariables H EE Hmax Iss Iss.c T DF colas) Inf. Sup.

0 0,0039 0,0027 1,021 0,0038 0,801 292,5072 475 0 -0,0016 0,0091
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Test saturacion componente T DF Prob (Dos-colas) 95% Lim. 95% Lim.
asimétrico Iss.c Inf. Sup.
0,7905 288,6708 475 0 -0,0016 0,0091
b)

Test
saturacion Prop.
componente Sitios Media Prob (Dos- 95% Lim. 95% Lim.
simétrico invariables H EE Hmax Iss Iss.c T DF colas) Inf. Sup.

0 0,3683 0,0162 1,4947 0,2464 0,7507 31,0837 475 0 0,2145 0,2782
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Test saturacion componente T DF Prob (Dos-colas) 95% Lim. 95% Lim.
asimétrico Iss.c Inf. Sup.
0,6571 25,3182 475 0 0,2145 0,2782

c)

NumOTU Iss Iss.cSym T DF p Iss.cAsym T DF p

4 0,156 0,807 44,016 696 0,000 0,776 41,917 696 0,000

8 0,135 0,769 43,560 696 0,000 0,659 36,056 696 0,000

16 0,129 0,749 44,142 696 0,000 0,540 29,270 696 0,000

32 0,133 0,722 41,482 696 0,000 0,398 18,647 696 0,000
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