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RESUMEN

Parastacus pugnax (Poeppig, 1835), conocida comunmente como “camaron
de vega”, es una especie endémica de Chile y se encuentra distribuido entre las
regiones de Valparaiso y de la Araucania. Esta especie es poco vagil y se
distribuye en héabitats de vegas altamente disgregadas y con reducida
conectividad. Este crustdceo se encuentra actualmente amenazado por la
fragmentacién de su habitat y la extraccién para el consumo humano. Por tanto, es
necesario identificar unidades prioritarias de conservacidon para mantener la
diversidad intraespecifica de esta especie. Las Unidades Evolutivamente
Significativas (ESUs) se definen como aquellas poblaciones que presentan
monofilia reciproca entre &reas, basadas en alelos de ADN mitocondrial. Cada
ESU es considerada como una unidad prioritaria de conservacion intraespecifica,
con el fin de asegurar el potencial evolutivo dentro de una especie. Tales unidades
definidas genéticamente debieran ser ademas justificadas a partir de evidencia
morfolégica y ecoldgica. El presente proyecto contempl6 la delimitacion de ESUs
de P. pugnax, identificando monofilias reciprocas en una genealogia mitocondrial
(gen COI) mediante un andlisis de inferencia bayesiana. Ademas, se explord la
variacion morfolégica, en quelas y cefalotérax por medio de morfometria
geométrica, realizando andlisis de variantes candnicas, con el fin de evaluar el
patron de asociacion genealogia-forma. Los resultados obtenidos permitieron la
evaluacion a 3 escalas genealdgicas para la asignacion de ESUs, poniendo
enfasis en aquella escala que presenté congruencias entre los datos genéticos y
morfometricos, delimitando 3 ESUs. Se discute acerca de las implicancias de los
resultados en términos de la filogeografia de la especie y su conservacion.

FONDECYT 1161650
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ABSTRACT

Parastacus pugnax (Poeppig, 1835), known as "vega shrimp", is an
endemic species in Chile and is distributed between the Valparaiso and Araucania
regions. This species has reduced vagility and is distributed in highly
disaggregated swamp habitats with reduced connectivity. This crustacean is
currently threatened by the fragmentation of its habitat and extraction for human
consumption. Therefore, it is necessary to identify priority conservation units to
maintain the intraspecific diversity of this species. Evolutionarily Significant Units
(ESU) are defined as certain populations that exhibit reciprocal monophilia
between areas, based on alleles of mitochondrial DNA. Each ESU is like a priority
unit of intraspecific conservation, in order to guarantee the evolutionary potential
within a species. Such genetically defined units should also be justified from
morphological and ecological evidence. The present project contemplated the
delimitation of P. pugnax ESUs, identifying reciprocal monophily in a mitochondrial
genealogy (COIl gene) through a Bayesian inference analysis. In addition,
morphological variation was explored, in chelae and cephalothorax through
geometric morphometry analysis of canonical variations, in order to evaluate the
pattern of genealogy-shape association. The results obtained allowed the
evaluation to 3 genealogical scales for the allocation of ESU, highlighting in that
scale that presented congruencies between the genetic and morphometric data,
delimiting 3 ESU. The implications of the results in terms of the phylogeography of
the species and its conservation are discussed.
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INTRODUCCION

El concepto de biodiversidad abarca tres niveles jerarquicos (Lovejoy 1980):
el ecosistémico, referido a las interacciones de las especies con su ambiente y la
diversidad de comunidades que existen; el especifico, que consiste en la
pluralidad de linajes que evolucionan independientemente; y el nivel genético, que
comprende la variedad de genes entre individuos de una especie. Con respecto a
este ultimo nivel jerarquico, la diversidad genética ya sea en cualquiera de sus
atributos (i.e. composicion, estructura o funcion) debe ser considerada en los
planes de conservacion, debido a que representa la fuente y base para la
variacion de los niveles jerarquicos superiores (Noss 1990). La variabilidad
genética tiene como principal origen las mutaciones; sin embargo, fuerzas
naturales como la seleccion natural, el efecto fundador, la deriva génica y el flujo
génico son las que modulan las frecuencias alélicas de una generacion a otra
dentro una poblacion (Herrera-Paz 2013). Por otra parte, eventos extrinsecos
mediados por procesos vicariantes (e.g. formaciéon de barreras geogréficas),
modulan la la separacion y/o aislamiento entre poblaciones lo cual modifica la
estructura espacial de los linajes ancestrales o restringiendo el flujo génico entre
poblaciones (Morrone 2008). Poblaciones aisladas y con baja variabilidad genética
son mas susceptibles a presiones de seleccion (ambientales, depredacion,
antropicas, etc.), lo cual provoca una disminucién en el nUmero de individuos, y
por ende, una reduccion en la diversidad genética (Martinez-Abrain 2006). Este
atributo de variabilidad genética es relevante dada su condicion de supeditar el
potencial de evolutivo de las poblaciones, ya que determinard si ciertas
poblaciones sobreviven o se extinguen localmente producto de una determinada
presion selectiva. Dado lo anterior, la diversidad genética dentro de especies (i.e.
intraespecifica) es un tema recurrente en el ambito de la conservacion (Hughes
2008).

El conocimiento acerca de la diversidad genética de las poblaciones
presentes en un ecosistema ayuda a direccionar medidas para la conservaciéon de

éstas, concentrandose en aquellas que puedan presentar importancia en el



mantenimiento de las funciones y servicios ecosistémicos (Oliver 1993). Una de
las maneras de considerar y aplicar estos aspectos intrinsecos de las especies en
determinados ambientes, es el uso de las Unidades Evolutivamente Significativas
(ESUs), las cuales tienen como propdsito reconocer poblaciones que han sido
histéricamente aisladas y posean un potencial adaptativo distinto (Moritz 1994).
Por definicién, las ESUs corresponden a poblaciones o linajes que poseen
monofilias reciprocas asociadas a un area en particular (e.g. cuencas),
considerando loci de ADN mitocondrial y que muestran una divergencia

significativa de frecuencias alélicas en loci nucleares (Moritz 1994).

Tradicionalmente, las ESUs se delimitan a través de criterios geograficos,
genéticos y/o morfologicos, los cuales varian segun los autores (e.g. Banguera-
Hinestroza 2002; Murphy 2015). Al respecto, el criterio de separacién geografica
actual y pasada, considera la dinamica de cambios geomorfolégicos del habitat
por las cuales las poblaciones han sido sometidas, lo que generdé los cambios
adaptativos observados en el presente (Moritz 1994). De esta manera, al observar
la capacidad de resiliencia de éstas, se puede proyectar hacia el futuro y generar
prioridades para la conservacion (Crandall 2000), ya que no sélo se estara
conservando un linaje en particular sino también las adaptaciones que dieron
cuenta de los cambios historicos que tuvieron tales poblaciones (Lande &
Shannon 1996). Esto ultimo, puede ademas no ser sélo desde el punto de vista
evolutivo, sino ademas ecolégico o economico (Moritz 1994).

En términos de historia geomorfoldgica, la vertiente sur-occidental de los
Andes en la cual hoy se emplaza Chile, present6 una serie de eventos geoldgicos
y climéaticos que provocaron cambios en los biotopos, tales como el levantamiento
de los Andes (Ramos 1989), el Ultimo Maximo Glacial (UGM) (Hulton et al. 2002) y
transgresiones marinas (Le Roux 2012). Tales eventos generaron un aumento en
la rugosidad del paisaje, lo cual pudo generar resistencias a la dispersion del flujo
génico que condiciono la distribucién de alelos en el ambiente para diversos taxa
(Dominguez-Dominguez & Vazquez-Dominguez 2009). Teniendo en cuenta este

tipo de eventos histéricos, Chile constituye un modelo idoneo para evaluar criterios



de separacion geografica actual y pasada, y asi identificar aquellas poblaciones
que fueron aisladas. En este sentido, el uso de marcadores moleculares (e.g.
ADNmt) permite inferir relaciones genéticas entre poblaciones en un contexto
espacio-temporal (Avise 2000). De esta manera, se puede identificar poblaciones
que han presentado un aislamiento reproductivo histérico, las cuales pueden
producir combinaciones Unicas e irremplazables de genotipos (Fraser &
Bernatchez 2001). Lo anterior ocurre especialmente en especies con amplio rango
de distribucion, presentes en una amplia gama de ecosistemas y altamente
sensibles a perturbaciones ambientales (e.g. Philodryas chamissonis), ya que
tienden a presentar patrones de estructuracion genética congruentes con el patron
geografico latitudinal y/o con ecosistemas en los cuales estan presentes,
facilitando la delimitacion de ESUs y sus consecuentes planes de conservacion

(Banguera-Hinestroza 2002; Sallaberry-Pincheira 2011).

Entre los criterios para definir ESUs también se encuentra el uso de rasgos
fenotipicos (Waples 1991; Crandall 2000). Estos permiten identificar atributos
morfolégicos como respuesta a adaptaciones locales y como consecuencia del
aislamiento reproductivo (Fraser & Bernatchez 2001). La morfometria geométrica,
permite evaluar cambios morfométricos al remover los efectos de la escala, la
rotacion y la traslacién de un objeto para asi examinar las tendencias centrales de
forma, variacion de la forma y asociaciones de forma con factores extrinsecos
(Benitez & Puschel 2014).

Al determinar congruencias entre aspectos geograficos, genéticos y/o
morfologicos y la distribucion de las poblaciones, es posible evaluar hipétesis
relacionadas a especies cripticas (Bickford 2007). Estas son aquellas que son
morfoloégicamente similares, pero diferentes genéticamente. Esta similitud puede
ser debido a ciertas condiciones del ambiente que restringen a los individuos a
poseer una respuesta morfolégica similar para adaptarse a esta, pero pueden
poseer estructuras internas que difieran entre poblaciones (Pfenninger 2007). Las
especies cripticas requieren una consideracion especial en la planificacion de

conservacion, porque la prevalencia de complejos cripticos en especies nominales



presenta un doble problema: las especies ya consideradas amenazadas podrian
estar compuestas de multiples especies que son aun mas raras de lo que se
suponia y las diferentes especies pueden requerir diferentes estrategias de
conservacion (Cook 2008). Un ejemplo de estudio con estos criterios, es el
desarrollado por Larson et al. (2012) en una especie de camarén de rio,
Pacifastacus leniusculus (Malacostraca: Astacoidea), invasor en Asia, Europa y
zonas de Norte América. Su amplia distribucién geogréfica, al noroeste del borde
costero América del Norte, aisla poblaciones por la gran cantidad de cuencas
presentes (alta fragmentacién de habitat) y una baja capacidad de dispersion, lo
que da indicios de altos niveles de diversidad génica. En ese estudio se utilizaron
fuentes histéricas, taxonomia basada en la morfologia y datos de secuencias de
ADN mitocondrial. Se encontré una sustancial diversidad criptica, con tres grupos
muy distintos a P. leniusculus en regiones que sirvieron de refugio glacial durante
el Pleistoceno, poniendo en duda si es nativa de algunas areas de su distribucion.
Este tipo de investigacion posee criterios que sirven de ejemplo para delimitar
ESUs en especies con las mismas caracteristicas (alta fragmentacion de habitat y

baja capacidad de dispersion), como es el caso de los crustaceos parastacidos.

Los camarones de vega (Parastacidae) corresponden a un grupo de origen
gondwanico (Toon 2010), con distribucibn en Sudamérica, Madagascar Yy
Australasia y habitan aguas subterraneas, arroyos, rios y lagos (Crandall & Buhay
2008). En Chile se registran seis especies de Parastacidae: Samastacus spinifrons
(Philippi 1882), Parastacus pugnax (Poeppig 1835), P. nicoleti (Philippi 1882),
Virilastacus araucanius (Faxon 1914), V. rucapihuelensis (Rudolph & Crandall
2005) y V. retamali (Rudolph & Crandall 2007) (Rudolph 2013). Estas especies se
encuentran amenazadas actualmente en parte por la accidn antropica, la cual
modifica sus habitats y estdn sometidas a una alta presién extractiva para
consumo humano (Rudolph 2013). Entre estas, Parastacus pugnax (“camardn de
las vegas”) es endémica de Chile y se encuentra distribuida entre las cuencas de
los rios Aconcagua en la region de Valparaiso (33°03’ S) y el rio Imperial en la
Region de la Araucania (38°43’ S), desde el borde costero hasta la cordillera de

los Andes (Rudolph 2010). Habita en aguas subterrdneas existentes en terrenos



semipantanosos conocidos como vegas. Posee una conducta excavadora,
construyendo galerias relativamente complejas, con una cémara habitacional
situada a nivel de la napa freética, desde la cual emerge un corto tunel ascendente
hacia la superficie. Esta especie posee desarrollo directo, con cuidados parentales
extendidos (Rudolph 2010). Estudios filogenéticos revelan que esta especie se
encuentra mas relacionada con parastacidos brasilefios que chilenos y, teniendo
en cuenta la gran distancia y la presencia grandes barreras (i.e. Cordillera de los
Andes), nos permite inferir la presunta antigiedad de este taxon (Crandall &
Buhay 2008; Stern et al. 2017).

Los rasgos morfoldgicos distintivos de esta especie son: Cefalotérax liso y
comprimido lateralmente; surco cervical con forma de “V”; rostro corto,
subtriangular, e inclinado hacia los ojos; abdomen grueso (Rudolph 2013).
Especimenes colectados en las cercanias de Chilldn, en comparacién con
especimenes procedentes de Talcahuano y Concepcidn, presentaron diferencias,
como quelas de mayor tamafio. Al respecto los autores hipotetizan que estas
diferencias morfologicas se deberian a que P. pugnax es una especie polimorfica
(Rudolph 2013). Esto es cuando en una poblacion hay dos o mas fenotipos
claramente diferenciados y generalmente tiene que ver con la capacidad
adaptativa de la especie ante ambientes variados (Theodosius 1970). Teniendo en
cuenta estas observaciones, se considera que seria recomendable poner a prueba

la hipotesis del polimorfismo, a través de analisis morfométricos (Rudolph 2013).

Se estima que las poblaciones de P. pugnax poseen una baja capacidad
migratoria dada su escasa capacidad natatoria, ausencia de estados larvales y a
la efectividad de barreras geogréficas (e.g. cuencas hidrogréficas) (Rudolph 2013).
Actualmente, esta especie se encuentra amenazada por la alta fragmentacion de
habitat (ya sea por cambio de uso de suelo o sequia) y extraccion para uso
humano, principalmente en las regiones del Maule y Biobio. Estimaciones
recientes indican que se extraen 43,5 millones de especimenes solo para
satisfacer las demandas de Concepcion, Chillan y Coelemu en un afo (Silva &

Spoerer 2006). En estas zonas de extraccidon masiva es normal la realizacion de



las llamadas “Fiestas del Camardn”, siendo este tipo de actividades una amenaza
para la subsistencia de esta especie (Rudolph 2013). Actualmente estas
actividades extractivas se realizan sin ningun tipo de regulacion que proteja a la
especie, ya que la legislacion vigente no reconoce a esta especie como recurso
pesquero. El 2013, el Ministerio del Medio Ambiente clasific6 a esta especie bajo
la categoria de Preocupaciéon Menor (LC); sin embargo, el comité encargado
destacd que si la explotacion directa y el drenaje de humedales continla, esta

especie podria entrar a categoria Vulnerable (MMA 2013).

La distribuciéon actual de P. pugnax consiste en varias cuencas tanto
andinas como costeras, principalmente en la zona mediterranea de Chile central,
de manera que existen vegas que se encuentran aisladas, tanto por la
geomorfologia e hidrografia como por presencia de asentamientos humanos. El
aislamiento de las poblaciones de P. pugnax, intra e intercuenca, podria estar
afectando la diversidad de esta, diferenciandola genéticamente al restringir el flujo
génico y por efecto de deriva génica. En sintesis, dadas las caracteristicas
biolégicas de la especie, una alta fragmentacion de su habitat y la probable
antigledad de esta, es esperable una alta presencia de monofilias reciprocas y
una alta diferenciacién morfolégica, que derivaria en un considerable nimero de
ESUs.

Dadas las caracteristicas bioldégicas de Parastacus pugnax, como una baja
capacidad migratoria y un desarrollo directo (i.e. sin larvas) que faciliten el flujo de
genes entre poblaciones, ademas de una alta fragmentacién de su habitat debido
a la efectividad de barreras geograficas y la probable antigliedad de este taxén, se
espera la existencia de dos o mas linajes mitocondriales reciprocamente
monofileticos diferenciables morfolégicamente que derivaria a la delimitacion de
ESUs.



OBJETIVO GENERAL

Delimitar Unidades Evolutivamente Significativas en Parastacus pugnax.
OBJTIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar monofilias reciprocas utilizando reconstrucciones filogenéticas

e Caracterizar morfologicamente los distintos linajes de P. pugnax por medio
de morfometria geométrica en quelas y cefalotorax

e Evaluar la congruencia entre los patrones de variacibn morfolégica y

genética



METODOLOGIA

TOMA DE MUESTRAS

Las muestras de P.pugnax fueron obtenidas entre los afios 2015 y 2018 en
el marco del proyecto Fondecyt n° 1161650, mediante el uso de “Bombas de
Vacio” que permiten extraer individuos de sus galerias. Todos los individuos
fueron preservados en alcohol y registrada la localidad donde fue realizada la
extraccion. Se consideraron 64 localidades (Figura 1) a lo largo de su distribucion
entre las cuencas de los rios Aconcagua en la region de Valparaiso (33°03’ S) y el

rio Imperial en la Regién de la Araucania (38°43’ S).
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Figura 1. Mapa de localidades consideradas para el muestreo. / Figure 1.
Map of localities considered for sampling.



EXTRACCION Y AMPLIFICACION

Para realizar el andlisis genético de esta especie se selecciond el gen
mitocondrial citocromo oxidasa |. Las muestras de tejido fueron extraidas por
medio de una biopsia de las quelas de los individuos. EI ADN fue extraido
utilizando el kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega USA) y
luego se almacend a una temperatura de -20°C. La amplificacion de ADN fue
realizada mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los
primers LCO1490 (Folmer et al. 1994) y HCP2198 (Folmer et al. 1994). Las
condiciones de amplificacién fueron las siguientes: una desnaturacién inicial a
95°C por 1 minuto, 40 ciclos de desnaturacion a 95°C por 30 segundos, la fase de
a 54°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto; el proceso finalizd con
una extension final a 72°C por 10 minutos. En todos los experimentos se incluy6
un control positivo. Finalizado el proceso de amplificacion, se prepard un gel de
agarosa al 1% y se realiz6 una electroforesis para chequear el resultado. Los

productos de PCR fueron secuenciados en ambos sentidos por Macrogen, Korea.

ANALISIS DE SECUENCIAS

Secuencias fowards y reverse fueron alineadas y editadas utilizando el
programa CodonCode Aligner(v. 3.5, Codon Code Corporation). Con el fin de
estudiar la relacién entre los principales linajes de P.pugnax, se realizd un analisis
de inferencia bayesiana, con el programa Beast2 (Bouckaert R. 2014), el modelo
seleccionado fue GTR+I+G, realizdndose 100 millones de generaciones con
muestreo de arbol cada 1000. Se utiliz6 como outgroup la especie Parastacus
defossus (Faxon 1898). El programa Figtree v 1.2.2 (Rambaut 2009) fue usado
para visualizar y editar el arbol obtenido. La delimitacion de ESUs se realiz6
identificando aquellos clados que correspondan a monofilias reciprocas. La
asociacion de ESUs y la variacion morfologica se realiz6 de forma cualitativa,
considerando que en estudios posteriores puede evaluarse formalmente mediante

asociacion multivariada.



MORFOMETRIA GEOMETRICA

Para el andlisis de morfometria geométrica de la zona de las quelas y el
cefalotérax se utilizaron 5 individuos de cada localidad. Cada individuo fue
limpiado utilizando papel absorbente y alcohol. Las imagenes fueron obtenidas
con una camara Canon Powershot sx50 hs. Se eligieron 10 landmarks para la
zona del cefalotorax (Fig. 2); los puntos 1 al 6 fueron elegidos ya que
corresponden a rasgos distintivos de esta especie, los cuales son rostro corto,
subtriangular e inclinado hacia los ojos y surco cervical en forma de “V” (Jara
1994). Los puntos 7 al 10 fueron escogidos de acuerdo a observaciones
preliminares, dada la variacion morfoldgica entre los individuos registrados, en la
zona de la areola y el margen posterior del pereion. Casi todos los landmarks
corresponden al tipo 1, con excepcidon de los landmarks 7 y 8 que son de tipo 2
(Toro et al. 2010). Para la digitalizacion de las imagenes se utilizaron los softwares
tpsUTIL y tpsDIG, para transformar el formato de las imagenes y sobreponer los
landmarks, respectivamente (Rohlf 2018). Cada imagen fue escalada en

referencia a un tubo de hematocrito de 1,5 mm.



Figura 2. Landmarks utilizados para el andlisis de morfometria geométrica
del cefalotérax en Parastacus pugnax./ Figure 2.Landmarks used for the analysis

of geometric morphometry of cephalothorax in Parastacus pugnax.

De cada individuo se desprendié una quela completa, izquierda o derecha
dependiendo de la ausencia de alguna y discriminando aquellas posiblemente
regeneradas en base a la ausencia de dientes; se utilizaron quelas de 2,5 - 3,5 cm
de longitud, estandarizando la abertura del dactilopodito mediante la separacion
entre éste y la porcion fija de la quela usando un cilindro de 1,5 mm de diametro,
la cual también es utilizada para escalar las imagenes. Se seleccionaron 13
landmarks para cada quela (Figura 3), distribuidos tanto en la porcion rigida de



estas, como en el dactilopodito, y que permiten registrar diversas variaciones en la
totalidad de la forma. Dichos puntos se escogieron en base a la observacién
minuciosa de los ejemplares, de la que se rescataron diferencias de curvatura,
amplitud y/o separacion entre distintas estructuras, principalmente en el
dactilopodito y en la zona proximal de las quelas. En su mayoria, los landmarks
pertenecen al tipo 1, con excepcion de los landmarks 3 y 10 que corresponden al
tipo 2 (Toro et al. 2010).

Figura3. Landmarks utilizados para el andlisis de morfometria geométrica
de quelas en Parastacus pugnax./ Figure 3. Landmarks used for the analysis of

geometric morphometry of chelas in Parastacus pugnax.



Los analisis morfométricos fueron realizados con el software MorphoJ
(Klingenberg 2011), con el cual se realizé la superposicion de los centroides con el
fin de minimizar los efectos del tamafio, rotacion y translacion, y posteriormente el
andlisis de procrustes, para reducir la diferencia entre especimenes (Toro et al.
2010). Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) en base a la forma, relacionado
con las ESUs propuestas. Finalmente, la variacion de la forma entre ESUs fue
explorada a través de un andlisis de varianza canoénica (CVA), el cual se asume
gue las muestras pueden asignarse a grupos predefinidos y luego evalla qué tan

bien pueden usarse los datos para respaldar esa asignacion (Webster 2010).



RESULTADOS

ANALISIS GENETICOS

En el arbol filogenético obtenido (Figura 4) se identificaron varias monofilias
reciprocas, éstas fueron clasificadas en funcién de 3 escalas espaciales (i.e.
Macro, Meso y Micro). Estas escalas sirvieron como base para delimitar diversos
tipos de ESUs los que ayudaran a generar prioridades de conservacion. De esta
forma, a Macro escala se observaron 2 grandes ESUs que corresponden a la zona
Norte-Centro y Sur; la primera se encuentra desde la zona Pailimo hasta
Huentelolén y la segunda desde Elicura (Contulmo, sur Biobio) hasta Puerto
Saavedra. Por otra parte, a Meso escala se delimitaron 3 ESUs, correspondientes
a las zonas Norte, Centro y Sur; la zona norte compete las areas de Pailimo y
Cahuil, mientras que la zona Centro, desde Curepto a Huentelolen y la zona sur,
desde Camino a Elicura hasta Puerto Saavedra. Finalmente, el mayor detalle en
términos del nimero y ubicacién de los ESUs, se obtiene a Micro escala donde se
delimitan 18 ESUs, siendo 9 de ellas definidas so6lo por una localidad (ver detalle
Anexo 1).
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Figura 4. Cladograma de P. pugnax. Los poligonos de colores
corresponden a las escalas propuestas para la delimitacion de ESUs. Macro 2
ESUs, Meso 3 ESUs y Micro 18 ESUs. /Figure 4. Cladogram of P. pugnax. The
colored polygons correspond to the levels proposed for the delimitation of ESUs.
Macro 2 ESUs, Meso 3 ESUs and Micro 18 ESUs.
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MORFOMETRIA GEOMETRICA

Al considerar las caracteristicas del analisis de morfometria geométrica
(i.,e.numero de muestras por localidad), estos no fueron viables de realizar al
considerar que el numero de individuos no fue suficiente en algunos ESUs a Micro
escala. Por otra parte, realizar estos analisis a Macro escala pierde sentido en
términos de fijar unidades espaciales utiles para la conservacion. Por estas
razones se decidid ejecutar a escala Meso espacial los andlisis morfométricos ya
gue permitieron, capturar la mayor variacion de las formas a lo largo del rango de
distribucion de las poblaciones de P. pugnax. El andlisis ANOVA para la media de
la forma entre las ESUs, demostrd ser significativo para cefalotérax (Tabla 1) y
quelas (Tabla 2). Para cefalotorax CV1 y CV2 corresponden a 58,06% y 41,93%
de la variacidon entre grupos respectivamente (Figura 5). En el caso de las quelas
se encontr6 que CV1 y CV2 corresponden a 58,9 % y 41,08% de la variacion

respectivamente (Figura 6).



Canonical variate 2

5 4 2 0 2 :
Canonical variate 1

Figura 5. Andlisis de varianza canonica en la zona del Cefalotérax, colores
indican ESUs a nivel Meso. Rojo: Norte, Azul: Sur, Verde: Centro./ Figure 5.
Analysis of canonical variance in the Cephalothorax area, colors indicate ESUs at

Meso level. Red: North, Blue: South, Green: Center.

Tamafio Centroide:

Efecto SS MS df F P

Individual 34,782 17,391 2 1,27 0,2819

Residual 2 496,342 13,641 183

Forma, Procrustes ANOVA:

Effecto SS MS df F P Pillai tr. P
Individual 0,023714 0,00054 44 3,99 <.0001 0,62 <.0001
Residual 0,544462 0,00014 4026

Tabla 1. ANOVA de tamafio de centroide y forma en Cefalotorax./ Table 1.

ANOVA of centroid size and shape in Cefalotorax.
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Figura 6. Analisis de varianza canonica en la zona de Quelas, colores

indican ESUs a nivel Meso. Rojo: Norte, Azul: Sur, Verde: Centro./ Figure 6.

Analysis of canonical variance in the Chelas area, colors indicate ESUs at Meso

level. Red: North, Blue: South, Green: Center.

Tamafio Centroide

Efecto SS MS df F P

Individual 509351,395 254675,698 2 8,58 0,0002

Residual 3264750,911  29634,714 312

Forma, Procrustes ANOVA:

Efecto SS MS df F P Pillai tr. P
Individual 0,0432 0,0013 32 8,68 <.0001 0,4 <.0001
Residual 0,7758 0,000155 4992

Tabla 2. ANOVA de tamafo de centroide y forma en Quelas./ Table 2.

ANOVA of centroid size and shape in Chelas.



DISCUSION

La nocion de ESU ha sido apoyada y adaptada segun varios criterios y
escenarios (Ryder 1986; Waples 1991; Dizon et al. 1992; Moritz 1994,
Vogler&Desalle 1994; Fraser & Bernatchez 2001) y no existe una definicion
universal, valida para todas las especies y por ende cada definicion debe ser
trabajada caso a caso de manera flexible. Actualmente estudios en taxa bajo
alguna categoria de amenaza han ido en aumento asi como la evaluacion de
ESUs, basdndose unicamente en evidencia genética (O’Meara 2012), la cual ha
ido en desmedro para otras fuentes de informacion (e.g. etolégica, ecoldgica,
geograficos y morfolégicos). Es aqui donde se genera un aporte con este estudio
a la conservacion al emplear diversos criterios para asignar ESUs ya que se
consideraron evidencia genéticas y morfométricas los cuales fueron utilizados para
evaluar congruencia entre distintas fuentes de informacién y que pudiesen ser

relevantes a la hora de generar politicas de conservacion.

Generalmente estudios que delimitan ESUs con informacion genética solo
utilizan como criterio la obtencién de clados en localidades especificas, aisladas
y/o geograficamente acotadas (e.g. Manceau et. al. 1999; Holland & Hadfield
2002: Deef 2019). De lo anterior solo se desprende una escala de andlisis, la cual
no permite vislumbrar la posible conectividad entre poblaciones si se consideran
procesos que ocurren a mayores escalas espaciales. De aqui el aporte de este
estudio al proponer una aproximacion que delimite ESUs a distintas escalas
espaciales. Al analizar la zona Sur definida tanto a Macro como a Meso escala, se
observa una estructuracion genética (ESUs Micro escala) de acuerdo a
localidades geograficamente cercanas, lo cual es explicado por su ubicacion de
estas en la cordillera de Nahuelbuta y dada la rugosidad (Alvarado 2016) de la
zona y ambientes contrastantes permite la demarcacion clara de ESUs debido la

escasa vagilidad de la especie.



Al considerar la Macro zona Norte-Centro, se observa que en el area norte
se consideran solo 2 localidades septentrionales aisladas (Pailimo- Cahuil) de la
zona de Chile central, correspondientes a la cuenca hidroldgica del Rio Mataquito
(VII Regidn). Por otra parte, el area centro (Meso escala) esta definida por un gran
clado que define un gran niumero de ESUs (Micro escala).La alta conectividad de
esta zona podria ser producto de la depresion intermedia y la baja rugosidad del
paisaje, por ende propenso a efectos de pulsos de inundacion, que contribuirian a
la estructura genética observada (Garrido-Gardufio & Vazquez-Dominguez 2012).
A su vez la actividad antropica, la explotacion de la especie y la elevada
urbanizacién, y en consecuencia el aislamiento de algunas poblaciones, nos
permite justificar la existencia de monofilias reciprocas en Micro escala, como por
ejemplo Talcahuano-Denavi Sur-Coronel. Cabe destacar la ESU delimitada en la
Isla Santa Maria, ya que nos permite inferir una antigua conectividad de las
poblaciones con el continente y posterior aislamiento debido a la presencia de una
barrera oceanogréfica.

Los procesos de fijacion de caracteres morfoldgicos son mas graduales en
el tiempo (Rodriguez 2006), por lo tanto no serian adecuados para delimitar
grupos que recientemente han perdido conectividad en términos de flujo génico.
De esta forma se recomienda trabajar en linajes que presenten un ancestro mas
basal, como en el caso de este estudio con grupos definidos a Meso escala. Las
diferencias en la forma en cefalotérax y quelas observada entre las ESUs nos
indica posibles eventos de adaptaciones locales (Kawecki & Ebert 2014). Esto se
explica dado el gradiente climético latitudinal en la distribucién que nos indica
climas contrastantes, asi como diferentes composiciones del suelo (Bonelli &
Schlatter 1995) que funcionan como agentes en la variacion de la forma, producto
del habito excavador de la especie.

La convergencia entre los resultados genéticos y morfométricos de este
estudio, provee evidencia significativa para la delimitaciéon de ESUs (Meso escala)
(Casacci et.al. 2014). La obtencion de ESUs ha sido de utilidad en el conocimiento

de diferentes taxa, ya sea para conocer el estado de poblaciones estudiadas



(Borges et. al. 2018; Labisko et. al. 2018) y direccionar el manejo en términos de
conservacion (Karl & Bowen 1999; Holand & Hadfield 2002). En el caso de P.
pugnax existe una alta tasa de extraccion, cercana a las 1.525 toneladas al afio
(Rudolph 2013), un hecho que pone en cuestion la regulacion en torno a esta
especie, la cual no es reconocida como recurso pesquero. Con el fin de asegurar
la proteccion a largo plazo del legado genético, es relevante regular mediante
planes de manejo integral y politicas medio ambientales, instaurando medidas
tales como vedas, cuotas de captura, registro estadistico de capturas, fiscalizacion

en fiestas de camaron y proteccion de poblaciones mas aisladas.

Los resultados de esta investigacién sugieren una alta diversidad genética
que debe ser resguardada en P. pugnax, una especie endémica y altamente
extraida. A lo anterior también se suma el riesgo inminente de extinciones locales
debido al aumento de periodos de sequia, producto del cambio climatico. Dados
estos antecedentes se sugiere la consideracion de las ESUs delimitadas a escala
Meso y no perder del foco la escala Micro, ya que, aunque no fue evaluada la
congruencia entre datos genealdgicos y morfométricos, se pone en evidencia un
aislamiento de poblaciones individuales, las cuales pueden poseer un legado

genético importante para esta especie.
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ANEXO

Localidad Latitud Longitud Macro Meso Micro
Cahuil -34,466033 -72,021467 Norte-Centro  Norte 1
Pailimo -34,299633 -71,792083 Norte-Centro  Norte 1
Florida -36,813889 -72,833361 Norte-Centro Centro -
Coronel -37,015033 -73,131233 Norte-Centro Centro 2
Talcahuano -36,773717 -73,107000 Norte-Centro Centro 2
Denavi Sur -36,760383 -73,101317 Norte-Centro Centro 2
Unihue -37,133139 -72,925167 Norte-Centro Centro -
Penco -36,734056 -72,912028 Norte-Centro Centro 3
L. Caulles -36,991028 -72,412111 Norte-Centro Centro 4
Tomeco -36,999694 -72,649278 Norte-Centro Centro -
S.P. Pemuco -36,948861 -72,300528 Norte-Centro Centro -
Llico -37,859987 -73,389274 Norte-Centro Centro -
Curanilahue -37,424889 -73,387389 Norte-Centro Centro -
Horcones -37,236829 -73,228034 Norte-Centro Centro -
Los Maitenes -37,241133 -73,230567 Norte-Centro Centro -
V. Chillancito -37,229333 -73,223667 Norte-Centro Centro -
Pichilo -37,249167 -73,213806 Norte-Centro Centro -
Huentelolén -37,950500 -73,408556 Norte-Centro Centro
P. Las Ballenas -37,027028 -73,542083 Norte-Centro Centro 5
Tres Cuevas -37,027694 -73,521194 Norte-Centro Centro 5
Arauco -37,278750 -73,250487 Norte-Centro Centro -
Tucapel -37,254333 -71,946012 Norte-Centro Centro 6
Rio Claro -37,183222 -72,594583 Norte-Centro Centro -
Oro Verde -36,570639 -72,188694 Norte-Centro Centro 7
San Gregorio -36,317780 -71,758334 Norte-Centro Centro -
Verquico -36,388854 -72,150101 Norte-Centro Centro -
L. Avedafio -36,754111 -72,453194 Norte-Centro Centro -
C. Alegria -36,850917 -72,078333 Norte-Centro Centro -
El Huape -36,624967 -72,544900 Norte-Centro Centro -
Itata -36,652833 -72,229083 Norte-Centro Centro -
Rafael -36,670917 -72,750833 Norte-Centro Centro -
Ninhue -36,386500 -72,508278 Norte-Centro Centro 8
Longavi -35,950400 -71,621400 Norte-Centro Centro 9
Curepto -35,079833 -72,030653 Norte-Centro Centro 10



Buchupureo -36,075183 -72,763983 Norte-Centro Centro 10
Reloca -35,632812 -72,540729 Norte-Centro Centro 10
Vegas Itata -36,412899 -72,868664 Norte-Centro Centro 11
San Nicolas -36,470611 -72,224667 Norte-Centro Centro -
Hualpén -36,801418 -73,160939 Norte-Centro Centro -
Charrua -37,079116 -72,316721 Norte-Centro Centro -
La Suerte -37,559900 -72,547875 Norte-Centro Centro -
Mulchén -37,630635 -72,351954 Norte-Centro Centro -
Santa Elena -37,350800 -72,524100 Norte-Centro Centro -
Curali -37,220050 -72,959450 Norte-Centro Centro -
Putu -35,152694 -72,247556 Norte-Centro Centro -
Molina -35,166300 -71,377230 Norte-Centro Centro 12
Yumbel -37,097250 -72,591650 Norte-Centro Centro 13
Calebu -37,963517 -73,249283 Sur Sur 14
Elicura -37,945583 -73,237583 Sur Sur 14
Caupolican -38,020183 -73,053233 Sur Sur 14
Rulo -38,773444 -72,994472 Sur Sur 15
Imperialito -38,713139 -73,075222 Sur Sur 15
Carahue -38,710000 -73,070000 Sur Sur 15
Galvarino -38,408028 -72,753028 Sur Sur 15
Lumaco -38,164200 -72,902900 Sur Sur 15
Cholchol -38,628917 -72,851000 Sur Sur 16
P. Saavedra -38,860800 -73,361300 Sur Sur 16
Los Sauces -37,969778 -72,826861 Sur Sur 17
Traiguen -38,250100 -72,681823 Sur Sur 18

Anexol. Tabla de localidades consideradas para este estudio, su ubicacion
geografica (Latitud y Longitud) y la ESU correspondiente para cada escala
propuesta (Macro, Meso y Micro). Los numeros en columna Micro escala
corresponden a los poligonos en figura 4 enumerados de arriba hacia abajo./
Annexed 1. Table of localities considered for this study, their geographical location
(Latitude and Longitude) and the corresponding ESU for each proposed scale
(Macro, Meso and Micro). The numbers in the Micro-scale column correspond to
the polygons in figure 4 listed from top to bottom.



