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V. RESUMEN

La importancia de documentar la biodiversidad es vital para proteger y conservar
las especies. Sin embargo, la biodiversidad marina ha sido menos estudiada e
investigada debido a su dificil acceso y morfologia compleja. Es notable el caso de
la familia Psolidae dentro de la clase Holothuroidea, que presenta una morfologia
unica en relacién con los demas pepinos de mar, dorsoventralmente aplanados,
con escamas en su dorso y una region ventral plana con podios marginales.
Dentro de este conjunto, el género Psolus es el mas diverso, contando con 58
especies nominales, de las cuales P. patagonicus, P. antarcticus y P. segregatus
se encuentran en la Provincia Magallanica. En este contexto, este estudio tiene
como objetivo esclarecer las diferencias genéticas y morfologicas de estas tres
especies de Psolus recolectadas en la Provincia Magallanica, a través de un
enfoque de taxonomia integrativa. Los analisis morfolégicos externos e internos
permitieron la identificacion de dos morfotipos y dos clados bien diferenciados.
Ademas, la delimitacién de especies mediante los métodos PTP y GYMC identifico
dos unidades taxondmicas operativas (UTO), P. patagonicus y P. segregatus,
mientras que el método de validacién se basa en la existencia de especies
hipotéticas primarias que pueden probarse a posteriori mediante el método de
validacién BPP que agrup¢ todas las muestras en una unica especie. Estos
resultados demuestran la amplia variaciéon fenotipica externa que puede presentar
P. patagonicus, y como puede ser facilmente confundida con P. segregatus.

Ademas, ponen en cuestion la presencia de P. antarcticus en la Provincia



Magallanica, subrayando la necesidad de futuras investigaciones para aclarar la

distribucidn de esta especie en la region.
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VI. ABSTRACT

The importance of documenting biodiversity is vital to protect and conserve species.
However, marine biodiversity has been less studied and researched due to its
difficult access and complex morphology. The case of the family Psolidae within the
class Holothuroidea is outstanding, which presents a unique morphology in relation
to other sea cucumbers, as its species are characterized by dorsoventrally flattened
bodies, with scales on their dorsum and a flat ventral region with marginal podia.
Within the family, the genus Psolus is the most diverse, with 58 nominal species, of
which P. patagonicus, P. antarcticus and P. segregatus are found in the Magellanic
Province. In this context, this study aims to clarify the genetic and morphological
differences of these three Psolus species collected in the Magellanic Province,
through an integrative taxonomy approach. External and internal morphological
analyses allowed the identification of two morphotypes and two distinct clades. In
addition, species delimitation using the PTP and GYMC methods identified two
operational taxonomic units (OTU), P. patagonicus and P. segregatus, while the
validation method, Bayesian Phylogenetics and Phylogeography (BPP) grouped all
samples into a single species. These results demonstrate the wide external
phenotypic variation that Psolus patagonicus can exhibit, and how it can be easily
confused with P. segregatus. Furthermore, they call into question the presence of P.
antarcticus in the Magellanic Province, highlighting the need for future research to

clarify the distribution of this species in the region
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. INTRODUCCION

La biodiversidad es un amplio concepto multidimensional que abarca la variedad
de la vida en todos sus posibles niveles organizativos. La medida mas simple y
comun utilizada en los estudios sobre biodiversidad corresponde a la riqueza de
especies, es decir, el numero de especies. Con esto se compara la diversidad
taxonodmica entre y/o dentro de ecosistemas en una determinada escala de tiempo

(Sala & Knowlton, 2006).

Desde hace un tiempo, diversos trabajos cientificos han senalado que la
biodiversidad estaria experimentando una acelerada disminucion, debido a dos
principales problematicas: 1) la pérdida concreta de seres vivos, causada por la
accion antréopica mediante disminucion y perdida de habitat, la sobreexplotacion,
contaminacion, introduccion de especies invasoras, el cambio climatico y la
acidificacion de los océanos (Craig, 2023) y 2) el impedimento taxondmico, que
surge de la falta de especialistas que permitan la determinaciéon de nuevas
especies, lo que conlleva a una pérdida de biodiversidad aun desconocida (Sala &
Knowlton, 2006; Rull, 2022; Craig, 2023). En este contexto, los impedimentos
taxondmicos incluyen también a aquellas descripciones poco robustas, aquellas
que son incongruentes y otras que han resultado ser sobre estadios puntuales del
ciclo de vida (Godfray, 2002; Mace, 2004; Sattler, 2022), contribuyendo a un
registro incompleto de la biodiversidad global (Martens & Segers, 2005). Esta
denominada biodiversidad desconocida es aun mas evidente en el ambiente

marino (Sala & Knowlton, 2006; Craig, 2023), ya sea porque la biota posee una
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compleja morfologia o por el dificil acceso tanto a cierto lugares y profundidades,
como a ejemplares para su estudio (Godfray, 2002; Mace, 2004; Sala & Knowlton,

2006).

La identificacion de una especie depende del concepto que se utilice, lo que
generalmente depende, ademas, del objetivo del estudio. Actualmente se han
descrito muchos conceptos de especie (Mayr, 1942; Simpson, 1951; Mishler,
1985; Andersson, 1990; Ball et al., 1990; Nixon & Wheeler, 1990; Lambert &
Spencer, 1995; Mallet, 1995; Templeton, 1998; Hennig, 1999), siendo los mas
conocidos el concepto ecoldgico, evolutivo, filogenético y el bioldgico, este ultimo
el mas utilizado para la determinacion de una especie (Wright, 1940). Sin
embargo, al existir diferentes conceptos de especie, muchos de ellos resultan ser
incongruentes entre si debido a las diferentes propiedades que enfatiza cada uno,
dificultando aun mas una adecuada estimacion de la biodiversidad. Ante esto, el
concepto unificado de especie propuesto por De Queiroz (2007), se presenta
como una apropiada solucion al considerar a una especie como un linaje
metapoblacional que evoluciona por separado y utiliza multiples criterios de
diagndstico para su delimitacion. A través de un método de taxonomia integrativa,
término introducido en la literatura por Dayrat (2005) y Will et al. (2005), que busca
incluir no solo datos moleculares, como el ADN mitocondrial, sino también
caracteres morfolégicos y otros tipos de informacion tales como filogeografia,
morfologia comparativa, genética de poblaciones, ecologia, desarrollo,
comportamiento, entre otros que, puedan ayudar a formular hipétesis sobre la

delimitacidén de especies, es posible resolver discrepancias. La literatura reporta



que este método es cada vez mas utilizado para resolver problematicas
taxonodmicas, como las que surgen con las especies cripticas (Borges et al., 2017;
Baeza & Prakash, 2019; Conforti & Costantini, 2022; Layeghi et al., 2022) y tiende
a reportar nuevas especies para la ciencia (Saucéde et al., 2015; Burridge et al.,
2019; Bellodi et al., 2019; Bellodi et al., 2022; Knauber et al., 2022). No obstante,
aun varias taxa marinos siguen siendo poco conocidos y estudiados (Gémez
Daglio & Dawson, 2019). Segun el trabajo de Robin Craig en 2023, a nivel global
el porcentaje de la biodiversidad de animales marinos conocida es de solo un

15%.

Un grupo marino diverso y con morfologia compleja es el phylum de los
equinodermos, grupo de invertebrados estrictamente marinos que se encuentran
en todos los océanos (Pawson et al., 2010). Habitan desde el intermareal hasta las
profundidades abisales, ya sea enterrados en la arena, en el fango, entre rocas y

en arrecifes (Toral-Granda & Islands, 2006; Prieto Rios, 2010).

Este phylum esta conformado por cinco clases: Crinoidea (lirios de mar),
Asteroidea (estrellas de mar), Ophiuroidea (estrellas fragiles), Echinoidea (erizos
de mar) y, la mas reciente y diferenciada, la clase Holothuroidea (pepinos de mar)
(Prieto Rios, 2010; Smirnov, 2012; Solis-Marin et al., 2014). Si bien este phylum
es diverso con un rico y extenso registro fosil (Alvarado & Solis-Marin, 2013), aun
existen importantes vacios en areas como la taxonomia, sistematica, biogeografia
y ecologia (Saucéde et al., 2015; Martinez et al., 2018). En Chile, este phylum esta
representado por alrededor de 400 especies nominales con registros en ambientes

intermareales de bloques y canto (Rios et al., 2005), en ambientes sublitorales



someros y profundos, en sistema de fiordos y canales australes (Mutschke & Rios,

2006) y en sustratos biogénicos (Rios et al., 2007).

Segun Larrain (1995), la clase Holothuroidea esta representada en las costas de
Chile por 74 especies, no obstante, se considera que existirian 69 especies

(Martinez, julio de 2020, comunicacién personal).

Estos animales presentan un cuerpo mas o menos cilindrico con una boca situada
en el extremo anterior rodeada por tentaculos bucales (Pawson, 1980; Alvarado &
Solis-Marin, 2013) y presentan la singular caracteristica de que su endoesqueleto
(caracter diagnéstico del Phylum) esta reducido a microestructuras calcareas entre
20 y 600 um llamadas “osiculos”, compuestos de carbonato de calcio (Pawson,
1980; Prieto Rios, 2010). La forma de estas minusculas estructuras internas es de
valor taxondmico para la discriminacién a nivel de especie, ya que es recurrente
qgue un tipo de forma sea caracteristica de algun tejido para una determinada
especie (Solis-Marin et al., 2005; Pawson et al., 2010; Martinez, 2014; Prata et al.,
2020). Ademas, los holoturoideos presentan una macroestructura calcarea
llamada “anillo calcareo”, que también es de valor taxonémico, pero a nivel de
familia, como también lo son la forma y disposiciéon de las vesiculas de Poli,
gonadas, musculos retractores, arboles respiratorios, forma de los musculos
longitudinales, disposicion y trayectoria del intestino (Arriaga Ochoa & Solis-Marin,
2007; Prieto Rios, 2010). No obstante, a pesar de todas estas caracteristicas
morfoldgicas de valor taxondmico, aun existe desconocimiento sobre la taxonomia

y biodiversidad de esta clase (Mutschke & Rios, 2006).



La clase Holoturoidea esta conformada por seis 6rdenes: Aspidochirotida (Grube,
1840), Elasipodida (Théel, 1882), Molpadiida (Haeckel 1896), Apodida (Brandt,
1835) y Dendrochirotida (Grube, 1840), siendo este ultimo el mas diverso
(Smirnov, 2012; Miller et al., 2017) y del cual destaca la familia Psolidae
(Burmeister, 1837), cuyo cuerpo esta recubierto por escamas de carbonato de
calcio en la region dorsal y lateral, lo que les da una apariencia mas rigida y
aplanada dorsoventralmente, con una region ventral (denominada “suela”) libre de
escamas con podios marginales que permiten la adhesion al sustrato (Fig. 1)
(O’Loughlin & Whitfield, 2010). Esta familia se subdivide en seis géneros (Ceto
Gistel, 1848; Ekkentropelma Pawson, 1971; Lissothuria Verrill, 1867; Neopsolidium
Pawson, 1964; Psolidium Ludwig, 1887; y Psolus Oken, 1815), siendo de
particular interés Psolus, el que, con 58 especies en todo el mundo, es el mas
diverso de la familia (Martinez, 2014; Miller et al., 2017). Este género se
caracteriza porque las escamas estan muy bien desarrolladas (imbricadas o
continuas) formando una especie de escudo rigido que cubre casi toda la
superficie dorsal, con podios presentes principalmente en la parte ventral y lateral
del cuerpo (podios dorsales estan reducidos o completamente ausentes), lo que
refuerza la capacidad del animal para adherirse firmemente a superficies duras,
con una marcada separacién de la zona ventral o suela (Fig. 1). Suelen presentar
diez tentaculos orales dendriticos, ocho largos y dos pequefios, que son mas

robustos y ramificados, adaptados para capturar particulas de alimento del agua



(O’Loughlin & Whitfield, 2010; Fernandez-Rodriguez et al., 2018; Martins &

Tavares, 2019).

Varios autores han sefalado que algunas descripciones taxonémicas para un
importante numero de especies de Psolus no son suficientemente robustas, con
caracteres diagnosticos poco utiles (Ekman, 1923; Deichmann, 1941, 1947;
O’Loughlin & Whitfield, 2010; Martinez, 2014). Por ejemplo, ya en el ano 1923
Ekman menciond que los osiculos, principal caracter para determinar a nivel de
especie, no serian suficientemente utiles porque no existirian diferencias
significativas para una adecuada determinacion, poniendo en duda la diversidad
de especies establecida para Psolus. Los caracteres de diagndstico para las
especies de Psolus son comunmente macroestructurales, como la forma de las
valvas orales y numero de escamas dorsales entre las aberturas oral y anal
(Ekman, 1925; Pawson, 1969; Martinez, 2014), mientras que a nivel interno, son
los mencionado osiculos (Ekman 1923, 1953; Deichmann, 1958; Arriaga Ochoa &
Solis-Marin, 2007; Pawson et al., 2010; Prieto Rios, 2010; Davey & Whitfield,

2013; Martinez, 2014; Prata et al., 2020).

5mm

Figura 1: Morfologia externa del ejemplar PJI3 de Psolus
Oken, 1815. a) vista dorsal; b) vista ventral.
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El conocimiento cientifico sobre las especies del género Psolus presentes en la
costa de Chile aun es precario, mas aun en la zona sur en la Provincia
Magallanica, donde la complejidad de la costa con los sistemas de fiordos y
canales ha repercutido en la realizacién de pocos estudios. La Provincia
biogeografica Magallanica abarca cinco ecorregiones marinas' (Spalding et al.,
2007) y se extiende desde los 41°S por el sector Pacifico hacia el sur y luego
hacia el sector Atlantico de Sudamérica hasta los ~42°S (Regan, 1914; Briggs,
1974; Camus, 2001). En esta extensa Provincia se han descrito tres especies del
género Psolus que comparten y sobreponen parte de su distribucion (Fig. 2):
Psolus segregatus (Perrier, 1905), que se distribuye por la costa del Pacifico
desde 41°30"S hasta aproximadamente 42°S en el océano Atlantico, incluyendo
Tierra del Fuego, Estrecho de Magallanes, Isla de los Estados, Cabo de Hornos y
la Peninsula Antartica entre los 7 y 207 metros de profundidad (Pawson, 1969;
Martinez, 2014; Barboza et al., 2011; Haussermann et al., 2021; ); Psolus
patagonicus (Ekman, 1925), se distribuye el sector Pacifico en Cabo de Hornos y
en el Estrecho de Magallanes (52°-53°S), incluida la Peninsula Antartica hasta por
el lado Atlantico entre los 38°S y 54°S, con una distribucidn batimétrica desde el
intermareal hasta los 308 metros, presentando una distribucién amplia en la
Provincia Magallanica (Mutschke & Rios, 2006; Barboza et al., 2011; Martinez,
2014; Martinez et al., 2024); Psolus antarcticus (Philippi, 1857), se distribuye en el

Estrecho de Magallanes y aguas aledanas, incluyendo la Isla de los Estados, las

' Las Ecorregiones Marinas del Mundo (MEOW) y las provincias pelagicas son: el Golfo
Norpatagonico, la Plataforma Continental Patagonica, las Islas Malvinas/Falkland; los

Canales y Fiordos del Sur de Chile y la regién Chiloense, segun Spalding et al., 2007.
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islas Malvinas/Falkland, hasta las islas subantarticas y la Peninsula Antartica, con
rangos batimétricos entre los 35 a 310 metros de profundidad (Vaney, 1906;

Pawson, 1969; Barboza et al., 2011; Martinez, 2014).
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Figura 2: Distribucién de especies del género de Psolus en la Provincia Magallanica. En
rojo: Psolus patagonicus Ekman, 1925; Verde: Psolus segregatus Perrier, 1905 y; en azul:
Psolus antarcticus (Philippi, 1857).

Estas tres especies se diferencian por las valvas orales y numero de escamas
dorsales entre las aberturas oral y anal (Ekman, 1925; Pawson, 1969; Martinez,
2014). No obstante, se ha reportado que estos caracteres no aplican para
ejemplares pequefos o para aquellos que no se sabe en qué estado del desarrollo
se encuentran (Martinez, 2014). Por ejemplo, Ekman (1923) revis6 ejemplares de
la subespecie determinada por Perrier Psolus squamatus var. segregatus

provenientes del Cabo de Hornos y determiné que sus diferencias morfoldgicas no



serian suficientes para separar a estos individuos de P. squamatus, presente en el
norte de Europa. Luego, Massin & Hendrickx (2011) plantean que el problema
taxonomico que representa el “complejo P. squamatus” no se resolveria hasta que
se disponga de evidencia molecular. Sin embargo, Martinez (2014) determin6 que
Perrier (1905) y Ekman (1923), se basaron solamente en caracteres externos,
encontrando diferencias significativas en el numero y forma de las valvas orales y
el numero de escamas entre la boca y el ano entre individuos adultos de ambas

especies.

Actualmente, estudios genéticos sobre el género Psolus siguen siendo en extremo
escasos. El unico trabajo es el de O’Loughlin et al. (2011), quienes, investigando
la diversidad de pepinos de mar de la Region Antartica, proponen la presencia de
un complejo Psolus antarcticus, debido a que obtienen diferentes Unidades
Evolutivas Significativas (ESUs; Moritz, 1994), que probablemente se habrian
diferenciado hace poco tiempo, recomendando mas estudios moleculares
(O’Loughlin et al., 2011). Gracias a este trabajo, se dispone de secuencias de la
especie P. antarcticus en las bases de datos Genbank y BoldSystem (fragmento
mitocondrial del gen COI), mientras que aun falta informacién molecular para las
otras dos especies que habitan la Provincia Magallanica, P. segregatus y P.
patagonicus. Por lo tanto, debido a que las descripciones taxondmicas del género
Psolus son poco robustas y utiles para la determinacién de especies y que esto
conlleva al desconocimiento de la diversidad de este género en la Provincia
Magallanica, este proyecto busca a través de una aproximacion integrativa dar

cuenta de la diversidad de especies de Psolus en la Provincia de Magallanes.



Il. HIPOTESIS
Debido a que las tres especies del género Psolus reportadas para la Provincia
Magallanica tienen distribuciones geograficas parcialmente superpuestas, sus
descripciones basadas en caracteres morfolégicos han sido reportadas como poco
robustas y que el unico trabajo molecular sobre una de ellas (P. antarcticus)
reporta la posible presencia de especies aun no descritas, la diversidad de
holoturias del género Psolus presentes en la Provincia Magallanica es mayor a

tres especies.
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. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Reevaluar la diversidad de especies del género Psolus presentes en la Provincia
Magallanica mediante una aproximacion integrada de analisis morfologicos y

meétodos filogenéticos.

3.2. Objetivos especificos
1. Caracterizar la morfologia de las macro y microestructuras calcareas, y los
caracteres meristicos de importancia taxondémica de especimenes del género

Psolus procedentes de la Provincia Magallanica.

2. Reconstruir las relaciones filogenéticas utilizando una aproximacion
multilocus.
3. Determinar el numero de especies del género Psolus de la Provincia

Magallanica mediante métodos de delimitacion de especies y taxonomia integrativa.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Para reevaluar la diversidad de especies del género Psolus presentes en la
Provincia Magallanica mediante una aproximacion integrada, se analizaron
especimenes conservados en etanol al 70%, que fueron recolectados en el
submareal somero mediante buceo (batimetria de 0 a 30 metros) (por la Dra.
Angie Diaz Lorca'?y Andrea Martinez'-3) de diversas localidades. Sector Atlantico:
Islas Malvinas/Falkland (50 individuos). Sector Pacifico: Isla Carlos Il (11
individuos); Cabo de Hornos (10 individuos); Canal Ocasion (2 individuos); Puerto

Williams (9 individuos) y Ushuaia (28 individuos).
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Figura 3: Localidades de muestreo de los ejemplares de Psolus Oken, 1815.
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4.1. Caracteres meristicos y analisis de macroestructuras
Mediante una revisién bibliografica exhaustiva sobre los caracteres diagndsticos
utilizados para la determinacion de especies del género Psolus, se elabord una
matriz con la presencia (1) y la ausencia (0) de cada caracter descrito por cada
autor (Ver Anexos 1, 2y 3). Con base en esta revision, los caracteres fueron
separados en tres categorias para una rapida y mejor comprension: (1) caracteres
de escamas dorsales (Tabla 1); (2) caracteres de valvas orales (Tabla 2); y (3)
caracteres de podios (Tabla 3). Es importante recalcar la existencia del sesgo
personal de no “ver” o identificar el caracter, y mas aun si las descripciones son

poco claras.

Posteriormente, se realizé una detallada clasificacidon preliminar de los caracteres
obtenidos desde la literatura para todos los individuos (110 individuos). Mediante
una lupa estereoscopica binocular (8X-50X) AC240V 12V 29W y un pie de metro,
cada ejemplar fue observado y medido para registrar los siguientes caracteres
externos: largo y ancho del individuo, numero de tentaculos, numero y disposicion
de podios, numero de filas de podios, tipo de suela, nimero de escamas entre la
abertura oral y anal, y diametro de la abertura oral y anal. Tomando ademas
registro fotografico de cada ejemplar con una lupa AmScope 3.7, que posee una

camara integrada tipo TOUPCAM™ FMA 050.
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Tabla 1: Caracteres morfologicos de las valvas orales del género Psolus obtenidos de la
revision bibliografica. Simbologia “s/i” significa sin informacion.

Valvas orales

Referencias

P. patagonicus

P. antarcticus

P. segregatus

Deichmann, 1941

con dientes radiales en el
interior de las valvas

s/i r

Numerosas valvas no

egulares, excepto en
juveniles

Pawson, 1968

formas regulares

5 valvas, sin escamas
pequeias circundantes

s/i

Pawson, 1969

pequeias valvas radiales

Sin valvas radiales

desarrolladas irregularmente,
numerosas, mas de 5 valvas

Hernandez, 1985

cubierto por 10 valvas

boca y ano cubierto por 5
valvas triangulares

cubierto por varias valvas

5 valvas grandes, a veces

2013

Mackenzie & . compuestas, con poca o .

Whitfield, 2011 s/i ninguna invasion por escamas s/
cercanas de la pared corporal

Davey & Whitfield, . o -, .

s/i sin invasion por escamas s/i

Martinez, 2014

5 valvas triangularesy 5
valvas interdentales

5 valvas triangulares

6-7 valvas y 5 valvas
interdentales

Tabla 2: Caracteres morfoldgicos de los podios presentes en la region ventral del género
Psolus obtenidos de la revision bibliografica. Simbologia “s/i” significa sin informacion.

Escamas dorsales

Referencias

P. patagonicus

P. antarcticus

P. segregatus

Pequeiias escamas intercaladas

12 escamas entre boca y

Whitfield, 2013

Deichmann, 1941 L s/i
entre las escamas principales ano.
Pawson, 1968 s/i sfi sfi
Pawson, 1969 ofi ofi delgadas, Iisa,s a cubiertas
por granulos
Hernandez, 1985 s/i granuladas fina con granulos
- |
Mackenzie & s/i irre 5{:;‘13;:;;520|::Toen5 itud s/i
Whitfield, 2011 ' guares, 8 '
finamente granulados
D
avey & s/i s/i s/i

Martinez, 2014

5 a 8 escamas entre oral y anal

>10 escamas entre oral y anal

verrugas en cara dorsal 10
a 14 escamas entre oral y
anal
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Tabla 3: Caracteres morfologicos de los podios presentes en la region ventral del género
Psolus obtenidos de la revision bibliografica. Simbologia “s/i” significa sin informacion.

Podios

Referencias

P. patagonicus

P. antarcticus

P. segregatus

ventral desnuda

Deichmann, 1941 1-2 filas s/i con podios marginales
2 filas de podios alrededor del
Pawson, 1968 s/i margen, 5 podios anteriores y s/i
posteriores. Sin podios midventral
Pawson, 1969 s/i s/i s/i
corona marginal de bordea la suela, ausentes en
Hernandez, 1985 podios y medio s/i !

medio ventral

Whitfield, 2013

Mackenzie & o/i
Whitfield, 2011
Davey & ofi

hileras internas pareadas, zig-zag
mas grandes y periféricas mas
pequefios dispersos, desnudos en
la parte central, aunque los pies
tabulares se extienden de forma
variable a los extremos sobre linea
media ventral

s/i

s/i

Martinez, 2014

al margen en hilera
simple disposicién en
zig-zag.

dispuestos en 3 bandas,2 laterales
en zig-zag y una central en zona
extremo anterior y posterior

Dispuesto al margen de la
suela, en zig-zag, doble hilera
e hilera simple en ejemplares
pequefios. Region media con

hilera simple intermitente

4.2. Analisis de microestructuras calcareas.

Para el andlisis de las microestructuras internas, se seleccioné un subconjunto de
ejemplares a partir de los resultados moleculares obtenidos para el fragmento
mitocondrial COl, priorizando la eleccion de los haplotipos unicos. No obstante, en
el caso particular del haplotipo 4, que se presenta en tres localidades distintas, se

optd por seleccionar un individuo de cada una de las tres localidades; Islas

Malvinas/ Falkland, Ushuaia y Puerto Williams (ver Tabla 11).

Los individuos seleccionados fueron diseccionados mediante un bisturi Nr. 11,

para separar 10 diferentes tejidos: suela, podios, intestino, tentaculos orales, anillo
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calcareo, musculo suspensor de la cloaca, musculo longitudinal, vesicula de Poli,
gonada y arbol respiratorio. Cada tejido fue conservado en etanol al 70%. Se
elaboré un protocolo de trabajo para la extraccion y aislamiento de osiculos bajo
microscopico (ZEISS Axioscope 5), para observar y describir los osiculos de las
partes corporales de importancia taxondmica para la identificacion a nivel de
especie. Estos son: podios, tentaculos, suela e intestino (ver Tabla 4). Igualmente,

para mantener un registro mediante una camara ZEISS Axiocam 208 color.

El protocolo de extraccion y aislamiento de osiculos se llevo a cabo con un
pequefio fragmento de cada tejido dispuesto sobre un portaobjeto, adicionando un
pequeno volumen de una solucion de hipoclorito de sodio concentrado durante ~5
segundos, hasta lograr la precipitacion de los osiculos. Posteriormente, los
residuos de la solucion de hipoclorito de sodio fueron eliminados mediante lavados
consecutivos con agua destilada, retirando el sobrenadante con la ayuda de papel
absorbente. Luego, se deshidrataron los osiculos para finalmente realizar el

montaje sobre un nuevo portaobjeto para su observacion y registro fotografico.

Por otra parte, se realizdé una revision bibliografica exhaustiva sobre las
descripciones de los osiculos de importancia taxonémica para la determinacién a
nivel de especie para el género Psolus (Tabla 4). Con esto, las observaciones de
los osiculos fueron tabuladas (Tabla 8, 9 y 10) para sistematizar el analisis
cualitativo de estos caracteres morfoldgicos y facilitar una correcta determinacion
de los ejemplares a nivel taxondmico mas bajo posible (a nivel de especie), de

acuerdo con la literatura revisada.
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Tabla 4: Caracteristicas morfolégicas de las estructuras internas, osiculos, de importancia
taxondmica para la identificacion a nivel de especie en Psolus. Simbologia “s/i” significa

sin informacion.

Referencias

P. patagonicus

P. segregatus

P. antarcticus

levemente cdncavos, botones
con 4 hoyos pequefios, con

botones delicados de 4 hoyos,
proyecciones cortas y largas

Deichmann, 1941 , . i s/i
’ ndmero variado de bultos a marginales, algunas con /
veces unidos en cruz. verrugas.
Botones con proyecciones,
Pawson, 1968 s/i s/i con 4 perforaciones grandes,

y mas pequefias al margen

Suela
Herndndez, 1985 canastas y placas tuberculadas placas tetraperforadas, algunas | botones tetra'perforad.os con
barras protuberancias marginales
D Whitfiel .
avey & itfield, s/i s/i ausencias de tazas/cups
2013
placas multiperforadas con placas de hasta 10 orificios con
Martinez, 2014 bordes lobulados, 4 orificios 2-3 proyecciones en los s/i
con concavidad extremos de cada orificio
Deichmann, 1941 Placa terminal y placas Placa terminal y algunas varillas /i
perforadas perforadas
Pawson, 1968 s/i s/i s/i
Podios Hernandez, 1985 s/i barras largas y perforadas s/i

Martinez, 2013

barras y placa terminal

barras de 5-9 huecos

barras perforadas y placas
terminales circulares con
multiples perforaciones

Tentaculos

Deichmann, 1941

placas perfora das anchas

s/i

s/i

Hernandez, 1985

placas curvas

placas oblongas multiperforadas

placas irregulares
multiperforadas

Martinez, 2014

barras

barras curvas de 6- 11 huecos y
rosetas

barras perforadas
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4.3. Analisis moleculares

La extraccion de ADN de los 110 individuos fue realizada usando el kit “E.Z.N.A
Mollusc DNA Kit” (Omega Bio-tek, Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA), siguiendo
el protocolo de manufactura, modificando unicamente el tiempo de reaccion de la
proteinasa K (24 horas adicionales). La amplificacién del fragmento génico
correspondiente a la region mitocondrial citocromo ¢ oxidasa | (COl), se llevé a
cabo para todos los individuos, obteniendo 63 secuencias de dicho fragmento.
Para la obtencién de un fragmento del ARN ribosémico 18S, se seleccionaron
ocho individuos en base a los ocho haplotipos obtenidos para el fragmento
mitocondrial COl, utilizando técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en el laboratorio del LEMMAR, ubicado en la Universidad de Concepcion
(UdeC), siguiendo protocolos propios (Tabla 5). Los productos de PCR fueron
purificados y enviados a secuenciar a la empresa MACROGEN (Korea) y

AUSTRAL-Omics (Valdivia).

Tabla 5: Primers y condiciones de la PCR usados en este estudio para obtener el gen
mitocondrial COl y el gen nuclear 18S.

Gen Primers Secuencia del primer Ciclos de PCR Fuente
ATAATGATAGGAGGRT
col COle-F TTGG 95°C/1 min; 45 x (95°C/30s, 50°C/45s, Arndt et al.,
72°C/80s); 72°C/10 min 1996

COlle-R  GCTCGTGTRTCTACRTCCAT

18S_F2 CTGGTTGATYCTGCAGT 94°C/3 min; 35 x (94°C/30s, 55°C/45s,
185 R2  ATTACCGCGGCTGCTGGC 72°C/80s); 72°C/10 min

18S
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4.4. Analisis de diferenciacién genética

Las secuencias fueron editadas, corregidas y alineadas con el programa PROSEQ
ver.3 (Filatov, 2002), realizando la correccién del marco de lectura con el codigo
genético para ADN mitocondrial de invertebrados en el programa MEGA (Kumar et
al., 2018). El analisis de distancia genética intra y entre especies fue calculado
utilizando el fragmento del gen mitocondrial COI de diferentes especies del género
Psolus, disponibles en GenBank del National Center for Biotechnology (NCBI, por
sus siglas en inglés). Para estimar el distancia p, proporcion (p) de sitios
nucleotidicos entre dos secuencias comparadas, se utilizé el programa Mega11
version 11.0.13 (Tamura et al., 2021). Durante el proceso, se consideraron tanto
las transiciones como las transversiones, y se trat6 adecuadamente la presencia

de espacios vacios y datos faltantes mediante la eliminacioén por pares.

4.5. Relaciones genealégicas
Las secuencias de cada fragmento fueron alineadas con MUSCLE (Edgar, 2004),
implementado en MEGA X (Kumar et al., 2018). La saturacion de las secuencias
fue evaluada mediante el test de Xia (Xia et al., 2002) en DAMBE?7 (Xia, 2001,

2018).

Para determinar las relaciones genealdgicas entre las localidades del género
Psolus, se realizaron redes de haplotipos utilizando el algoritmo de “TCS Network”

(Clement et al., 2000) a través de software POpART (Leigh & Bryant, 2015). Este
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analisis permite determinar el numero y la frecuencia de haplotipos, junto con su
distribucion en las localidades de la Provincia Magallanica, ademas de reconocer

aquellos haplotipos mas antiguos.

4.6. Reconstruccion filogenética
Para complementar el estudio morfolégico en la identificacion de linajes evolutivos
de equinodermos de manera acertada y eficiente (Ward et al., 2008; Corstorphine,
2010; Sonet et al., 2022), se utilizaron fragmentos de dos genes para la
reconstruccion filogenética de Psolus (Hoareau & Boissin, 2010; Yamasaki &
Fujimoto, 2014; Randsg et al., 2019). Debido a que el marcador mitocondrial COI
representa una region conservada, se incluyé el fragmento del ARN ribosémico

18S (Tabla 7, seccion 2.2).

Las secuencias COl y 18S, fueron concatenadas en Mesquite 3.81, utilizando a
Psolidium tenue Mortensen, 1925 como outgroup (GenBank code: HM196733). Se
realizaron los analisis de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB)
utilizando solamente los haplotipos unicos del marcador COl y 18S. Las
reconstrucciones para ML se generaron utilizando un modelo de particion de
codones y estimo el mejor modelo de sustitucion de acuerdo a los datos en
RAXML v 8.1.2 (Stamatakis, 2014) a través de la interfaz raxmIGUI (Silvestro &
Michalak, 2012). Para evaluar el soporte de las ramas, se realizaran 10
ejecuciones con 1.000 bootstraps cada una. Para las reconstrucciones de IB, se
utilizé CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010) y el software PartitionFinder
v2 (Lanfear et al., 2017) para seleccionar los esquemas de particion y los modelos
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de evolucidn mas adecuados, esto se realizé con MrBayes 3.2 (Ronquist et al.,
2011) que utiliza el método de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). El set de
secuencias del gen mitocondrial y nuclear fueron analizados mediante inferencia
Bayesiana en BayesPhylogenies (Pagel & Meade, 2004). Se empleo el modelo
evolutivo de Tiempo Generalizado Reversible (GTR) con seis categorias gamma
(G+1) mediante cuatro Cadenas de Markov y Monte Carlo (MCMC); las iteraciones
fueron 10.000.000 para asegurar que las cadenas de MCMC alcanzaran la
estacionalidad, la que fue verificada con Tracer v1.7.1 (Rambaut et al., 2018). Las
cadenas muestrearon 20 millones de generaciones y la frecuencia muestreo fue
cada 10.000 arboles. Se descarto el 25% como burning en TreeAnnotator v.2.7.6,
2002-2023 (Bouckaert et al., 2014) y obtener un arbol de maxima credibilidad de
clado (MCC). El arbol obtenido fue editado en FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

4.7. Analisis de Delimitacion de especies.
Debido a que las especies bajo estudio presentan modo de desarrollo directo, la
revision de Luo et al. (2018) propone que los analisis de delimitacién a realizar
para este tipo de desarrollo son dos métodos de descubrimiento, Poisson Tree
Processes (PTP) y Generalized mixed Yule-coalescent (GMYC) y, un método de
validacion Bayesian Phylogenetics and Phylogeography (BPP) (Carstens et al.,
2013). Es importante mencionar que soélo se ha reportado por P. pataonicus y P.
antarcticus que presentan método de desarrollo directo mediante incubacidn, sin

embargo, no aplica para todas las especies del género Psolus.
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Los métodos con un enfoque de descubrimiento identifican grupos putativos sin
una identificacion a priori, mientras que los enfoques de validacion se basan en la
existencia de especies hipotéticas primarias que pueden probarse a posteriori

(Carstens et al., 2013).

Mediante el software BEAST2 version 2.7.4. (27 de marzo 2023), se aplicé el
método Generalized mixed Yule-coalescent (GMYC) (Fujisawa & Barraclough,
2013; Michonneau, 2017), que utiliza un marco bayesiano para proporcionar valores
a priori, permitiendo inferir la topologia y la longitud de las ramas del arbol mediante
analisis independiente de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Se utilizé un arbol
ultramétrico, con un reloj molecular relajado lognormal, que contempla una tasa de
divergencia molecular heterogénea entre linajes con diferente distribucion
estadisticas, donde las tasas tienden a agruparse alrededor de un valor medio y

permanecen constantes (Drummond et al., 2006).

Para el método Poisson tree processes (PTP) (Kapli et al., 2017), que modela
eventos de especiacion o ramificacion en términos del nimero de sustituciones,
requiriendo unicamente un arbol filogenético, se empleé un arbol de inferencia
Bayesiana (IB) (Zhang et al., 2013). PTP delimitd especies basandose en el
concepto filogenético de especie, por lo que las entidades resultantes fueron
consideradas especies hipotéticas. UTO-picking, por su definicion, se empled para
delimitar la Unidad Taxonémica Operativa (UTO). Esencialmente, las UTO se
definen como agrupaciones de secuencias, y los métodos de seleccion de UTO
aplican algoritmos de agrupacion a estas secuencias (Zhang et al.,, 2013). En

algunas circunstancias las especies y las OTUs se consideran sinénimos debido a
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un pequeio tamafo poblacional y una baja tasa de natalidad. Cuando se cumplen
estos criterios y las especies estan bien diferenciadas, los clusters o agrupaciones
de secuencias corresponderian a especies. Dado que, el género Psolus ha
presentado complejos de especies (O’Loughlin et al., 2011), se utilizara el término
Unidad Taxonomica Operativa (UTO), que permite validar a las especies
identificadas mediante GMYC. Se utilizé el servicio web en linea (disponible en
http://mptp.hits.org) para realizar la delimitaciéon. Adicionalmente, se aplico el
método mPTP, que permite variaciones en las tasas de evolucién entre diferentes

linajes, utilizando el arbol filogenético de Inferencia Bayesiana (BayesPhylogenies).

Con el objetivo de evaluar la validez de la delimitacion de especies obtenida
mediante PTP, se utilizé el analisis A10 en el software Bayesian Phylogenetics and
Phylogeography (BPP) (Yang, 2015a), que asume una delimitacién de especies fija
y conocida de antemano. Para esto se utilizd el analisis Bl, considerando las
especies identificadas con PTP como arbol guia, para calcular las probabilidades

posteriores de las especies bajo el modelo bayesiano.

4.8. Integracion de los métodos para conocer la diversidad de especies
Finalmente, se compararon e integraron los datos morfoldgicos y los analisis
moleculares. Los datos morfolégicos fueron mapeados sobre el arbol filogenético
con datos concadenados (COl y 18S), para visualizar la congruencia entre las
caracteristicas morfolédgicas y las relaciones filogenéticas de los especimenes de

Psolus.
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V. RESULTADOS

5.1. Caracteres meristicos y analisis de macroestructuras.
De la literatura revisada se encontraron diferentes caracteres morfolégicos externos
utilizados para una identificacién rapida de las especies en estudio. Estas son;
tamano del largo total, forma y numero de valvas orales y anales, forma y numero
de escamas dorsales entre la boca y el ano, y numero de filas y disposicion de los

podios ventrales (Fig. 4).

Escamas entre abertura anal y
oral

\ Abertura
anal

Abertura
oral

Tentaculo dendritico

Escamas Valvas orales
imbricadas triangulares

Figura 4: Caracteres morfologicos externos identificados para la caracterizacion de los
morfotipos (Individuo PJI3, apertura oral: PWP12).

24



Todos los ejemplares (110 ejemplares) fueron medidos desde el extremo anterior
hasta su extremo posterior de su cuerpo, presentando un tamafo maximo de 1,68
cm y minimo de 0,48 cm (promedio de 0,96 cm). Considerando solo este caracter

todas las muestran se ajustan principalmente al morfotipo P. patagonicus (Tabla 6).

Tabla 6: Tamafios corporales maximos de las tres especies del género Psolus de la Provincia
Magallanica, segun diferentes autores.

Tamano

Mackenzie &
McEuen & Whitfield, 2011;
Chia, 1991 Davey & Whitfield,

Pawson, 1969;
Deichmann,1940 |Pawson, 1968, 1969 | McEuen & Chia,

1991
2013
P.segregatus 13cm 80 mm / / /
P. antarcticus / / 55 mm / 51 mm
P. patagonicus 2cm 20 mm / hasta 21mm /

No obstante, algunos presentaron un caracter morfolégico descrito para P.
antarcticus, que es la diferencia de tamafio o proporcion entre la apertura oral y anal
(3:1), pero no se identificaron como tales debido a que no cumplian con ningun otro

caracter descrito para esta especie.

Los resultados para las escamas dorsales (Anexo 1), mostraron que un 15% de
los ejemplares se ajustan a los caracteres mencionados por la autora Deichmann
(1941) y un 66% de acuerdo con Martinez (2014) para el morfotipo P. patagonicus.
En cuanto a los caracteres de valvas orales (Anexo 2), se observé que un 94% de
las muestras concuerdan con el morfotipo P. patagonicus de los autores
Deichmann (1941), Pawson (1968, 1969), Hernandez (1985) y Martinez (2014). El
analisis del caracter “podios” (Anexo 3) indicé que un 100% de las muestras se

ajustan a los caracteres descritos por Deichmann (1941) para ambos morfotipos,
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P. patagonicus y P. segregatus. Un resultado similar se obtuvo para la descripcidn
de Hernandez (1985), segun la cual un 97% de los ejemplares ambos morfotipos,
mientras que un 97% se ajustan solo al morfotipo P. patagonicus segun la

descripcion de Martinez (2014).

Al analizar estos resultados, observamos que un mayor porcentaje (98%) de las
muestras se ajustan a las caracteristicas descritas para el morfotipo P.
patagonicus y dos ejemplares (PIN8 y PUS9), correspondientes a un unico
haplotipo central (ver seccidon 2.3.2), pertenecientes a la localidad de Puerto
Williams y Ushuaia, respectivamente, se ajustan a las caracteristicas descritas

para el morfotipo Psolus segregatus.

5.2. Analisis de microestructuras calcareas.
Siguiendo la metodologia sefialada para el analisis de las microestructuras
internas, se seleccionaron 10 ejemplares que presentaron haplotipos unicos del
gen COI. En el caso de haplotipo compartido por tres localidades “Hap_4”, se

selecciond un ejemplar de cada localidad (Tabla 7).

Tabla 7: Ejemplares pertenecientes a los haplotipos identificados mediante COIl y 18S.

col 18S
Individuo Haplotipo Haplotipo Localidad
PUS17 Hap_35 Hap_3 Ushuala
PJI1 Hap_1 Islas Malvinas/Falkland
PIN8 Hap_ 2 Puerto Williams
PWP11 Hap_4 Ushuaia
PUS11 Hap_3
PWP8 Hap_5 Islas Malvinas/Falkland
PJI132 Hap_18 Hap_5
PIN6 Hap_26 Hap_1 Puerto Williams
PUS13 Hap_34 Hap_3 Ushuaia
PIN9S Hap_38 Hap_4 Puerto Williams
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Los osiculos analizados fueron de aquellos tejidos de importancia taxonémica de
acuerdo con la literatura: podios, tentaculos y suela. Para facilitar la identificacion
de los osiculos encontrados, se establecié una terminologia simple para las

caracteristicas descritas (Fig. 5).

. Proyeccién

Perforacion u
hoyo

—_

Figura 5: Terminologia utilizada en la descripcion de los osiculos identificados. (A) Placa
perforada con protuberancias perteneciente a P. segregatus. (B) Placas perforadas
curvadas de los tentaculos pertenecientes al morfotipo P. patagonicus, al igual que (C),
placas perforadas con proyecciones en el borde pertenecientes a la suela.

El andlisis de las microestructuras indicod que, para los tres tejidos, 9 de los 10
individuos seleccionados se ajustan a las descripciones del morfotipo Psolus
patagonicus y solo el individuo “PIN9” (Hap_38) se ajusta a la descripcion del
morfotipo P. segregatus (Tablas 8, 9y 10). Es interesante el resultado obtenido
para el individuo PIN8, perteneciente a la localidad de Puerto Williams (Hap_4 del
COl), el cual es asignado al morfotipo P. patagonicus mediante sus osiculos, pero
segun las caracteristicas morfolégicas externas fue asignado al morfotipo P.

segregatus.
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Tabla 8: Osiculos de suela identificados pertenecientes a los dos morfotipos, Psolus
patagonicus y P. segregatus, identificados mediante los caracteres taxonémicos.

Suela

Morfotipo Psolus patagonicus Ekman, 1925

Morfotipo Psolus segregatus Perrier, 1905

placas muitiperforadas con bordes lobulados,
con 4 orificio con concavidad (70 ym - 170 ym).

Haplotipo 35

Presente

PUS17, localidad: Ushuaia

Haplotipo 1

PJI1, localidad: Islas Malvinas/
Falkland

Haplotipo 4

PIN8, localidad: Puerto Willimas

PWP11, localidad: Islas Malvinas/
Falkland

PUS11, localidad: Ushuaia

Haplotipo 5

PWP8, localidad: Islas Malvinas/
Falkland

Haplotipo 18

PJI32, localidad: Islas Malvinas/
Falkland

Haplotipo 26

PING, localidad: Puerio Williams

Haplotipo 34

PUS13, localidad: Ushuaia

Se observan osiculos donde predominan placas
perforadas con 4 hoyos, pero igualmente se
encuentran osiculos con hasta 8 hoyos. Algunos
son concavos con protuberancias y algunas
proyecciones marginales.

placas de hasta 10 orificios con 2 -3 proyecciones
(100 pm - 150 ym), botones de 4 hoyos,
proyecciones cortas y largas marginales, con
vermugas.

Ausente

Haplotipo 38

PINS, localidad: Puerto Williams

Ausente

Presente

Se observan placas multiperforadas, placas con 3
hasta 12 perforaciones y barras con proyecciones
y un hoyo. Igualmente las placas presentan
protuberancias grandes y proyecciones.
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Tabla 9: Osiculos de tentaculo identificados pertenecientes a los dos morfotipos, Psolus
patagonicus y P. segregatus, identificados mediante los caracteres taxondmicos.

Tentaculos

Morfotipo Psolus patagonicus Ekman, 1925 Morfotipo Psolus segregatus Perrier, 1903

Haplotipo 35

Placas perforadas anchas, placas curvas y barras

(70 pm - 130 pm).

Presente

Placas oblongas multiperforadas, barras curvas de 6 a
11 huecos (170 pm — 270 pm) y rosetas (70 pm - 100
pm).

PUS1Y, localidad: Ushuaia

Haplotipo 1

PJI1, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

Haplotipo 4

PIME, localidad: Puerto
Willimas

PWP11, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

PUS11, localidad: Ushuaia

Haplotipo 5

PWPE, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

Haplotipo 18

PJI32, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

Haplotipo 26

PIMNG, localidad: Puerto
Williarms

Haplotipo 34

PUS13, localidad: Ushuaia

presentan principalmente placas perforadas
curvadas delgadas, con proyecciones marginales de
una gran variedad de tamafios.

Ausente

Haplotipo 38

PIMG, localidad: Puerto
Williams

Ausente

Presente

presentan principalments placas multiperforadas mas
gruesas que delgadas, barras curvas con pequeias
perforaciones.
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Tabla 10: Osiculos de podio identificados pertenecientes a los dos morfotipos, Psolus
patagonicus y P. segregatus, identificados mediante los caracteres taxondmicos.

Podios

Morfotipo Psolus patagonicus Ekman, 1925

Morfotipo Psolus segregatus Perrier, 1905

Haplotipo 35

Placas terminal (400 pm), placas perforadas y barras

(150 pm - 200 pm).

Presente

PUS17, localidad: Ushuaia

Haplotipo 1

PJI1, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

Haplotipo 4

PINS, localidad: Puerto
Willimas

PWP11, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

PUS11, localidad: Ushuaia

Haplotipo 5

PWP8, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

Haplotipo 18

PJI32, localidad: Islas
Malvinas/ Falkland

Haplotipo 26

PING, localidad: Puerto
Williams

Haplotipo 34

PUS13, localidad: Ushuaia

La placa terminal tiene aprox. 200 um, multiperforada
con algunas bamillas simples y algunas en forma de

"T" atravezando los hoyos.

Placa terminal y algunas varillas perforadas, barras
largas (150 pm - 220pm) y perforadas de 5- 9 huecos.

Ausente

Haplotipo 38

PIN9, localidad: Puerto
Williams

Ausente

Presente

Placa terminal de aprox. 300 um, multiperforada,

acompanada por barras largas.
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La disposicion de los osiculos presentes en el tegumento de la suela del haplotipo

38 dispusieron entrelazados formando una red, mientras que en el resto de los

haplotipos se dispusieron de manera segregada (Fig.6).

Suela - Psolus patagonicus Suela - Psolus segregatus

Figura 6: Imagen del tejido de suela bajo microscopio de los dos morfotipos identificados.
A la izquierda morfotipo Psolus patagonicus 'y a la derecha morfotipo Psolus segregatus.

Ademas, durante el proceso de diseccion y analisis de la anatomia interna de las
muestras pertenecientes al morfotipo Psolus patagonicus, se encontré una
estructura compuesta por formaciones digitiformes entre los tentaculos (Fig. 7),
asociada principalmente a individuos masculinos con génadas desarrolladas, que

no ha sido reportada en la literatura.
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Figura 7: Estructura no reportada en la literatura, encontrada entre los tentaculos de
individuos asociados al morfotipo Psolus patagonicus.

Los anillos calcareos obtenidos para ambos morfotipos identificados presentan
diferencias significativas. El anillo calcareo perteneciente al morfotipo P.
patagonicus comprende cinco piezas radiales y cinco interradiales unidas en una
base ancha y estirada, ambas con un proceso anterior. Cada pieza radial tiene
una hendidura profunda y estrecha en la zona anterior. La base de las piezas
radiales e interradiales son alargadas y con forma de onda (Fig. 8E). El segundo
morfotipo P. segregatus presenta un anillo calcareo que comprende cinco piezas
radiales y cinco interradiales unidas en la base mas estrecha y engrosada, ambas
con un proceso anterior. Cada pieza radial tiene una abolladura leve en la zona

anterior. Las piezas interradiales tienen una terminacién en punta (Fig. 8F).
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Figura 8: Morfotipos identificados. Columna izquierda morfotipo Psolus patagonicus (PWP12) y
en la columna derecha morfotipo Psolus segregatus (PIN9). (A-B) vista dorsal, valvas orales y
valvas anales (flechas verde y roja, respectivamente), (C-D) vista ventral. La barra debajo de
las estructuras son 10 milimetros.
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5.3. Analisis moleculares

Del total de 110 individuos analizados, se obtuvieron un total de 63 secuencias del
fragmento mitocondrial citocromo oxidasa subunidad | (COl), cuya extension fue
658 pb y ocho secuencias del gen ARN ribosomal 18S de 572 pb (secuencias
seleccionadas desde los resultados de los haplotipos unicos del COI). El resultado

del test de Xia arrojo ausencia de saturacion para el set de datos.

A continuacion, se les denominara a los ejemplares mediante la combinacion de
los morfotipos identificados con la enumeracion del haplotipo identificados

mediante COI (Tabla 11).

Tabla 11: Correspondencia entre los morfotipos pertenecientes a los haplotipos
encontrados mediante COl y 18S y la divisiéon de los clados (ver en fig. 15)

col 18S
Nombre Localidad Haplotipo | Haplotipo Clado
Morfotipo_P_patagonicus_H35 Ushuaia Hap_35 Hap_3 A2
Morfotipo_P_patagonicus_H1 Islas Malvinas/Falkland Hap_1 -
Puerto Williams Hap_2
Morfotipo_P_patagonicus-segregatus_H4 Ushuaia Hap_4
Hap_3
Morfotipo_P_patagonicus_H5 Islas Malvinas/Falkland Hap_5 Al
Morfotipo_P_patagonicus_H18 Hap_18 Hap_5
Morfotipo_P_patagonicus_H26 Puerto Williams Hap_26 Hap_1
Morfotipo_P_patagonicus_H34 Ushuaia Hap_34 Hap_3
Morfotipo_P_segregatus_H38 Puerto Williams Hap_38 Hap_4 B
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5.4. Distancia genética

Se observo una baja distancia genética entre los siguientes haplotipos H35, H1,
H4, H5, H18, H26 y H34, no superando un 2,5%. En contraste, el haplotipo 38
ejemplar presentd altos valores de distancia p aprox. 10%, siendo el mas alto el

haplotipo H35 (11,02%) (Tabla 12a).

Para el set de secuencias de COI de especies del género Psolus obtenido de
GenBank, se observaron mayores valores de distancia p entre las especies. La
mas alta fue entre P. rufus y P. antarcticus complex (24,13%), al igual que P. rufus
con P. charcoti. La menor distancia observada fue entre P. fabrici y P. charcofi
(5,2%). Algo interesante de notar es la nula p-distancia entre P. charcotiy P.
koehleri (Tabla 12b). La menor distancia entre los haplotipos del set de datos
muestreado con las especies de Psolus de GenBank fue de 0% entre morfotipo_P.
patagonicus_H5 y P. dubiosus complex, y la distancia mas grande fue entre P.

charcoti y morfotipo_P.segregatus H38 con 22,68%.
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Bl

Tabla 9: Matriz de distancia p entre a) secuencias concatenadas de COl y 18S del set de
datos, b) secuencias de COIl obtenidas de GenBank del género Psolus y c) integracion de
ambos sets de datos.

1 2 3 4 5 [i] 7 B
1. Merfctipo_P.patagonicus_H35
2 Morfotipo P.patagenicus_H1 0,0200
3. Morfotipo Popatagonicussegregstus_H4 00213 00,0022
4. Morfotipo_P.patagonicus_HS 00182 0,0042 0,004
5. Meorfotipo_ P.petagonicus_H18 0,025 0,0074 0,002 0,00592
8. Morfotipo P.patagonicus_H28 00241 00,0052 00025 00087 0.0118
7. Morfotipo P.patagonicus_H34 00212 0,0022 0,001 00041 0,008 0,0041
g Morfotipo_F.segregatus_H33 01102 00832 01087 01088 01078 01070 0.1086
1 2 3 4 5 [i] 7
1. P.chitonoides
2 P.dubiosus_complex 0,1801
32, P.oantarclicus_complex 01280 0,189
4 Plkoshleri 01848 00,0094 01827
5. P.charcati 01280 0,1888 0 01827
8. P.fabrici 020588 0,007 02088 00052 02058
7. Porufus 02220 02065 02413 02088 02413 02092
1 2 3 3 5 [:] 7 g = 10 11 12 13 14 15
1. MorfotipoP . patagonicusH35
2 MorfotipoP.patagonicus H1 00189
3. MorfotipoP . patagonicus-segregatis H4 00213 0,002
4. MorfotipoP . patagonicusHE 00183 0,0032 00041
5. MorfotipoP . patagonicusH18 00258 0,0083 00091 0,0099
8. MorfotipoP . patagonicus H28 00241 0,0042 00025 0,0087 00115
7. MorfotipoP . patagonicus H234 00213 00,0021 00018 0,0041 0002 00041
8. MorfotipoP . segregatusH28 21102 0,0887 01087 0.,10828 0107 01070 0,1088
8. P.chitonoides 01754 02088 01817 0,1801 01785 01848 01817 02351
10. P.dubiosus_complex 00382 00078 00053 ] 0,01v3 00024 00072 01881 01801
11. P.antarcticis_complex 01848 0,2098 01927 0,189 0,189 01827 0,192Z7 02238 0,1280 0,1886
12 P.koshlen 00425 000522 00031 00024 00173 00000 00047 01981 01848 00084 01827
13. P.charcoti 01848 0,209 01927 0,1898 018959 01927 01927 02288 00,1280 01828 a Q1827
14, P fabricii 00488 0,0000 000258 0,007 00130 00052 00052 02028 0,208 00078 02088 00082 02058
18, P.rufus 02042 00,2038 0,1895 0,2019 02019 02042 0,2012 02141 0,2357 02019 02390 0,2042 02380 0,2038
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5.5. Relaciones genealdgicas

El set de datos del COI present6 un total de 38 haplotipos. La representacion
grafica de sus relaciones genealdgicas muestra tres haplogrupos. El haplogrupo 1
esta compuesto por un unico haplotipo perteneciente a la localidad de Ushuaia,
distanciado por 9 pasos mutacionales del haplogrupo 2, y este por 34 pasos
mutacionales del haplogrupo 3. El haplogrupo 2 es el mas diverso y central,
compuesto por 6 haplotipos (Hap- 1, 4, 5, 18, 26 y 34), siendo el haplotipo central
y de alta frecuencia “Hap_4", el que esta presente en tres localidades (Malvinas,
Puerto Williams y Ushuaia), en distintas proporciones. De este haplotipo Hap_4
surgen 4 haplotipos unicos (Hap-5, 18, 26 y 34) de baja frecuencia, que
representan solo a una localidad y solo el haplotipo 1 presenta alta frecuencia,
aunque se encuentra en solo una localidad (Malvinas). El haplogrupo 3 esta
compuesto por un unico haplotipo perteneciente a la localidad de Pto. Williams,
distanciado por 34 pasos mutacionales del haplogrupo 2, y por 9 pasos
mutacionales del haplogrupo 1 (Fig. 9). El set de datos de 18S presentd un total de
5 haplotipos, cuya representacion grafica mostré un haplotipo central de alta
frecuencia “H3”, presente en dos localidades en distintas proporciones (Malvinas y

Puerto Williams). De este haplotipo surgen haplotipos (H-5, 2, 1 y 4) unicos de
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baja frecuencia, tres que representan a una unica localidad y uno a Malvinas (Fig.

10).

Haplogrupo 3

Haplogrupo 1 /
[ N

QO Malvinas
~— _— O pPto_williams
O Ushuaia

Haplogrupo 2
Figura 9: Red de haplotipos que muestra las relaciones genealdgicas entre todas las
especies del género Psolus de la Provincia Magallanica. Cada circulo representa un

haplotipo, y su tamafo la frecuencia. El color indica la localidad. Las siglas sefalan los
haplotipos. Los haplogrupos fueron encerrados dentro de las lineas rojas.

O Malvinas
O po_williams
@)

Ushiaia

Figura 10: Red de haplotipos que muestra las relaciones genealégicas del gen 18S entre
las especies del género Psolus de la Provincia Magallanica. Cada circulo representa un
haplotipo, y su tamafo la frecuencia. El color indica la localidad.
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5.6. Relaciones filogenéticas: Maxima verosimilitud (MV)

La reconstruccion de MV con genes concatenados, COl y 18S, fue realizada con 8
secuencias que representan a los haplotipos encontrados con el fragmento COlI,
que pertenecen ademas a los dos morfotipos identificados por la revision de las

macro- y microestructuras.

El modelo evolutivo utilizado para la reconstruccion del arbol de MV fue GTR
(General Time Reversible) con Covarion-Autocorrelation model (CAT) y 4
gammas, sin embargo, cuya reconstruccion filogenética resulto tener bajo soporte.
No obstante, todas las muestras analizadas conforman un unico grupo
monofilético, con una primera separacion de P. segregatus H38 del resto de las
secuencias identificadas como P. patagonicus, del cual se separa P. patagonicus

26, que representa al individuo PING (Fig. 11).
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Morfotipo_P_patagonicus_H26

Morfotipo_P_patagonicus_H1

= Morfotipo_P_patagonicus_H18

[ Morfotipo_P_patagonicus_H5
Morfotipo_P_patagonicus_H35

Morfotipo_P_patagonicus-segregatus_H4

Morfotipo_P_patagonicus_H34

Morfotipo_P_segregatus_H38

HM196733_Psolidium_tenue_complex

0.02

Figura 11: Reconstruccion filogenética del género Psolus con los genes de COl y 185
concatenados, bajo el criterio de Maxima verosimilitud. EI niumero junto al nodo indica el
soporte de bootstrap (1000 pseudoréplicas). Valores menores del 50% se omiten. La
barra de escala indica el numero de substituciones por unidad de longitud de rama.

5.7. Relaciones filogenéticas: Inferencia Bayesiana

De acuerdo con el analisis de Inferencia Bayesiana, todas las secuencias
analizadas también conforman un grupo monofilético, del cual se separa el
morfotipo_P_segregatus_H38 del set identificado como morfotipo P. patagonicus,

el que a su vez se separa del morfotipo P_patagonicus_H35 (Fig. 12).
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Morfotipo_P.segregatus_H38

Figura 12: Arbol filogenético obtenido por inferencia bayesiana. Los nimeros junto a los
nodos indican la probabilidad posterior. El color morado claro representa el clado de

morfotipo Psolus patagonicus, clado morado oscuro interior.
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5.8. Analisis de Delimitacion de especies

El método de delimitacion PTP identificd 3 Unidades Taxondmicas Operativas
(UTOs), al clado morado oscuro P. patagonicus (Fig. 13),
morfotipo_P.patagonicus H35 y a morfotipo_P.segregatus_38. El método de
delimitacion mPTP identificé a 2 UTOs, conformadas por el clado demarcado por
la coloracion de tonalidad morada, perteneciente principalmente al morfotipo P.
patagonicus y el morfotipo_P.segregatus H38, que fue confirmado por el método
GYMC. El método de validaciéon BPP arrojé que las muestras pertenecientes a los
clado morado claro presentan una probabilidad a posteriori de 0,26 para ser
consideradas especies diferentes, y el ejemplar morfotipo_P.segregatus H38 con
el clado morado claro presentan una probabilidad a posteriori de 0,29. Esto indica
que los morfotipos identificados no pueden reconocerse como especies diferentes

(Fig. 13).
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Morfotipo_P.segregatus_H38 I I I

Figura 13: Arbol de inferencia bayesiana que muestra la agrupacién de las distintas UTOs
obtenidas con los analisis de delimitacion de especies. Las barras verdes representan las
UTOs delimitadas por PTP y las azuladas a mPTP, las barras con tonalidades rosadas las
UTOs delimitadas por GMYC y la ultima barra a la derecha de coloracion azul la
delimitacion por BPP.
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5.9. Integracién de métodos

De acuerdo con los resultados externos obtenidos de ambos morfotipos (Fig. 9;
Anexos 1, 2y 3) y las topologias obtenidas con los analisis filogenéticos, se
obtuvo que en el clado A1 se agrupan ambos morfotipos (Fig. 14), representados
en el haplotipo 4, que esta presente en 3 localidades (Islas Malvinas/Falkland,
Puerto Williams y Ushuaia) (Fig. 9). Sin embargo, al considerar la morfologia
interna, tales como los osiculos y el anillo calcareo, el clado A representa al
morfotipo P. patagonicus (Fig. 14). En el caso del individuo identificado bajo el
morfotipo P. patagonicus_H35, s6lo uno de los cuatro métodos de delimitacion lo
identific6 como una UTO distinta, por lo que la morfologia con el clado B. Sélo el
clado B, que es identificado como una UTO separada del clado A por tres de los
cuatro métodos de delimitacion utilizados (Fig. 14), es ademas congruente con la
determinacion realizada para este individuo segun sus caracteristicas morfologicas
(internas y externas), como morfotipo P. segregatus Perrier, 1905 (Fig. 8, Tabla 8-

10).

En el analisis de los haplotipos presentes en los dos genes examinados en este
estudio, se identificd una correspondencia particular entre los haplotipos y los

morfotipos.
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Los haplotipos- (35, 1, 5 y 34) encontrados mediante el gen COlI, coinciden con el
haplotipo 3 encontrado para el gen 18S (Tabla 11), corresponden al mismo
morfotipo, P. patagonicus. Ademas, el Hap_4 (COl) es representativo del
morfotipo P. patagonicus y del morfotipo P. segregatus, que han sido identificados
s6lo por su morfologia externa como diferentes morfos. Asimismo, los haplotipos

anteriormente mencionados corresponden a los haplotipos- (2 y 3) del gen 18S.

Los haplotipos- (18 y 26), identificados mediante el COI se representan mediante
los haplotipos- (5,1 y 4) del 18S respectivamente y, identificados como morfotipo
P. patagonicus, excepto haplotipo 38 (COIl) y haplotipo 4 (18S) identificados como

P. segregatus (Tabla 11).

Tabla 12: Presencia y ausencia de caracteres morfolégicos pertenecientes a los dos
morfotipos identificados por haplotipo (COl).

Morfologia
Externa Interna
Haplogrupos | Haplotipos | P. patagonicus | P. segregatus | P. patagonicus | P.segregatus
1 Hap_35 1 0 1 0
Hap_1 1 0 1

Hap_4 1 1 1 0

Hap_5 1 0 1 0

2 Hap_18 1 0 1 0
Hap_26 1 0 1 0

Hap_34 1 0 1 0

3 Hap_38 0 1 0 1
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VI. DISCUSION

Los ejemplares de Psolus analizados en esta investigacion representan una
diversidad menor de especies a la reportada por la literatura para la Provincia

Magallanica, rechazando de este modo la hipdtesis propuesta.

Los resultados indican que la morfologia externa puede sobreestimar el numero de
especies en el género Psolus, como podemos observar en el caso de los ejemplares
identificados como haplotipo H4 mediante el gen COIl presentan individuos
provenientes de tres localidades (Malvinas/ Falkland, Ushuaia y Puerto Williams)
identificados como dos morfotipos, P. patagonicus y P. segregatus. Sin embargo,
los analisis moleculares determinan la presencia de una sola especie del género
Psolus en la Provincia Magallanica. Hay una mayor diversidad morfolégica en
Psolus patagonicus, pero ésta sigue bien diferenciada de su especie simpatrica P.
segregatus. Ademas, la determinacion a priori a ojo descubierto para Psolus
patagonicus no es confiable, por lo que la determinacioén de esta especie requiere
el analisis de las microestructuras calcareas, los osiculos, que son las estructuras
de importancia taxondmica a nivel de especie para este género. A partir de esto, un
analisis mas detallado de los osiculos pertenecientes a la suela determinaria una
rapida identificacion de estas especies sin mayor intervencion en el espécimen. Por
otra parte, en este trabajo se propone una descripcidn mas detallada de la
morfologia externa de ambas especies (Anexo 4, seccion 4.3), que incluye la

descripcion de la granulacion sobre las escamas dorsales, que no siempre se
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menciona, y la presencia de una segunda hilera de podios al margen de la suela,
que se ha visto en todos los individuos analizados. Estos podios son muy pequefios,
por lo que se recomienda su observacién a contraluz en el microscopio optico. Otro
caracter como la diferencia de tamafo entre la apertura oral y anal con una
proporcion 1:3, se ha utilizado en la determinacion de la especie Psolus antarcticus.
Sin embargo, nuestros resultados indican que esta proporcion no es determinante
para esta especie dado que se ha observado en individuos determinados como P.
patagonicus, por lo que este caracter debiese ser descartado para la identificacion

de esta especie.

De este modo, mediante la revision de los caracteres de importancia morfologica,
se establecié que la propuesta realizada por Martinez (2014) es mas robusta para

determinar a la especie Psolus patagonicus (Anexos 1,2 & 3).

Se despende de estos resultados que las descripciones de las valvas orales de
diferentes autores permiten identificar a un porcentaje importante bajo el morfotipo

P. patagonicus (94%).

El analisis de distancias genéticas entre diferentes especies de holoturidos del
género Psolus revela informacion significativa sobre las relaciones evolutivas entre
estas especies. La menor distancia genética observada, que fue del 0% entre el
morfotipo P. patagonicus H5 y el complejo de P. dubiosus, sugiere que estos dos
morfotipos son genéticamente muy similares, lo que podria indicar que pertenecen

a la misma especie o que estan muy cercanamente relacionados. Esto puede ser
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un indicativo de que las diferencias morfolégicas observadas entre ellos son

superficiales o recientes en términos evolutivos.

Por otro lado, la mayor distancia genética, de 22.68% entre P. charcotiy el morfotipo

P. segregatus _H38, sugiere una divergencia evolutiva mas significativa.

6.1. El género Psolus en la Provincia Magallanica

El sector Pacifico de la Provincia Magallanica se caracteriza por un sistema de
fiordos y estrechos con presencia de una biota austral y meridional (Camus, 2001),
ademas de las aguas frias de origen subantartico, debido a la influencia de la
Corriente del Cabo de Hornos y baja salinidad, por la influencia de las
caracteristicas estuarinas de los fiordos al sur de 42°S (Martinez et al., 2024). Por
el sector atlantico, la Provincia Magallanica esta influenciada por dos corrientes
principales: la calida Corriente de Brasil y la fria Corriente de Malvinas (que es la
continuidad de la corriente del Cabo de Hornos, potenciada por la CCA), que se
encuentran en la Confluencia Brasil/Malvinas (Spalding et al., 2007). El sector
Pacifico de la Provincia Magallanica se caracteriza por un sistema de fiordos y
estrechos con presencia de una biota austral y meridional (Camus, 2001), ademas
de aguas frias de origen subantartico, debido a la influencia de la Corriente del
Cabo de Hornos y baja salinidad, por la influencia de las caracteristicas estuarinas
de los fiordos al sur de 42°S (Martinez et al., 2024). Por el sector atlantico, la

Provincia Magallanica esta influenciada por dos corrientes principales: la calida
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Corriente de Brasil y la fria Corriente de Malvinas (que es la continuidad de la
corriente del Cabo de Hornos, potenciada por la corriente circumpolar antartica),

que se encuentran en la Confluencia Brasil/Malvinas (Spalding et al., 2007).

Nuestros hallazgos indican que Psolus patagonicus posee una distribucion
extensa en la Provincia Magallanica. Esta especie ha sido documentada en los
canales y fiordos del sur de Chile, asi como también en la costa atlantica de
Argentina, desde el sur de Chile hasta el norte de la Patagonia argentina.
Adicionalmente, hemos registrado su presencia en las Islas Malvinas/Falkland,
especificamente en las islas Jason (-60,843317) y West Point (-60,646883), lo que
no ha sido reportado previamente en la literatura, por lo que este trabajo extiende

la distribucidn descrita para esta especie.

Los mecanismos responsables de esta amplia distribucién no quedan resueltos,
dado su modo de vida incubante y poco vagilidad asociada. No obstante, se ha
reportado que P. patagonicus se encuentra asociada a la macroalga Macrocystis
pyrifera (Giménez & Penchaszadeh, 2010; Hernandez, 1985), la cual se
desprende de su sustrato y puede flotar o ir a la deriva a merced de las corrientes
y los vientos, lo que facilita su dispersion y conectividad (Macaya et al., 2020), lo
que ademas puede ser eventualmente un vector de dispersion para los organismo
que viven adheridos a ella. En este sentido, Macaya et al. (2020) reportan que
frondas de M. pyrifera pueden permanecer en la superficie del mar por periodos de
tiempo considerables, permitiendo incluso la conexién entre poblaciones distantes
de Georgias del Sur e Isla Rey Jorge (Islas Shetland del Sur). Si bien aun no hay

reportes de la dispersion de P. patagonicus por medio de macroalgas, el
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mecanismo de dispersion a gran distancia mediada por rafting en macroalgas si ha
sido sefalado como un mecanismo probable para especies que forman parte de la
comunidad epifaunistica e incubadora de especies como Durvillaea antarctica
(Cumming et al., 2014; Waters et al., 2018; Gonzalez-Wevar et al., 2022). Por otra
parte, el rango batimétrico de P. patagonicus, desde los 0 a 368 metros
(Deichmann, 1941; Hernandez, 1985; Larrain, 1975; Martinez et al., 2024;
O’Loughlin et al., 2016; Pawson, 1969), permite una amplia exposicion de la
especie a la influencia de la Corriente de Cabo de Hornos, pudiendo ser esta un

vector adicional.

Otro aspecto que se desprende de la presencia del género Psolus en la Provincia
Magallanica, es que de los 110 individuos analizados solo uno fue determinado
para el morfotipo P. segregatus (proveniente de la localidad de Puerto Williams).
Este resultado llama la atencion, considerando la amplia distribucion descrita para
esta especie en la Provincia Magallanica, para lo cual, una causa plausible es que
el rango batimétrico descrito (7-2179 metros), no sea el adecuado y esta especie
comience su distribucidon a una mayor profundidad, considerando que las muestras
en este estudio fueron recolectadas a una profundidad promedio de 15 metros. En
este sentido, el rango batimétrico descrito para P. antarcticus (35 a 310 metros,
Vaney, 1906; Pawson, 1969; Barboza et al., 2011; Martinez, 2014), también se
propone como causa para no haber encontrado a representantes en el set de

muestras.
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6.2. Caracteres meristicos morfolégicos

Varios autores han mencionado que existen incongruencias dentro de la morfologia
de las especies del género Psolus. Como resultado de este estudio también se
exponen algunas incongruencias, como fue el caso de algunos ejemplares
portadores del haplotipo 4 (Fig.14), ya que este haplotipo se observd en tres
ejemplares cuyas caracteristicas morfologicas externas los diferencié en dos
especies, P. segregatus y P. patagonicus. Por otra parte, siguiendo solo el caracter
utilizado por Pawson (1969), el 100% de los individuos se ajustaron a la descripcion
del morfotipo P. segregatus, demostrando ser una descripcion muy genérica para
las escamas dorsales. Mientras que, en el otro extremo, podemos considerar que la
diferencia de tamafio entre la apertura oral y anal (caracter utilizado para Psolus
antarcticus) fue consistente, al no observar individuos de este morfotipo. Estos
resultados nos permiten corroborar que los caracteres diagndsticos externos no son
suficientemente robustos para la identificacion a nivel de especie, a lo que debemos
sumar la posibilidad de que los ejemplares utilizados en este estudio puedan
representar a juveniles (>2 cm de longitud), lo que si ha conducido a errores en

determinacion (Martinez, 2014).

Considerando que uno de los caracteres de diagndstico mas importante a nivel de
especie en los holoturidos, es |la forma de los osiculos presentes en diferentes
tejidos (Solis-Marin et al., 2005; Pawson et al., 2010; Martinez, 2014; Prata et al.,
2020), los resultados obtenidos para los 3 ejemplares de diferentes localidades
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que presentaron el Haplotipo 4, fueron congruentes al identificar el morfotipo P.
patagonicus (Fig. 9 y 15) y diferencias significativas con los osiculos
pertenecientes al morfotipo P. segregatus (Haplotipo 38). Confirmando la utilidad

de los osiculos para la identificacion a nivel de especies en el género Psolus.

6.3. ¢El género Psolus es un complejo o es criptico?

Las relaciones filogenéticas inferidas por maxima verosimilitud (Fig. 12) presentan
muy bajo sustento, lo que puede indicar que no existe diferenciacion entre las
especies. Sin embargo, las relaciones filogenéticas mediante inferencia bayesiana
si presentan una alta probabilidad a posteriori formando dos clados, Ay B (Fig.

13).

La utilizacion de unicamente 63 secuencias concatenadas de los genes COl
mitocondrial y 18S ribosomal nuclear en holoturidos del género Psolus presenta
limitaciones metodoldgicas clave. Estudios en holoturidos mediterraneos
demuestran que el COl muestra una diversidad genética intrapoblacional variable
(p-distancia de 0.009 en H. polii vs. 0.029 en H. tubulosa) (Ribani et al., 2024), lo
que sugiere que en linajes recientes su poder resolutivo podria ser insuficiente
para establecer relaciones filogenéticas precisas. Por otro lado, el gen 18S
presenta una elevada conservacion evolutiva, con solo el 20-30% de sus regiones
variables (V2, V4, V9) mostrando resolucién taxonémica a nivel de género en
copépodos (Wu et al., 2015), limitando su utilidad para diferenciar especies

cercanas. Ademas, el bajo soporte nodal ML puede deberse a varios factores,
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como una sefal filogenética limitada e.g. radiaciones recientes o violaciones del

modelo evolutivo al utilizar secuencias concadenadas.

La alta probabilidad posterior bayesiana para los clados A y B podria reflejar una
mayor eficiencia del muestreo MCMC para explorar el espacio de arboles en datos
con seinal débil, ademas, la sobreestimacion de soportes nodal en analisis
bayesianos con datos concatenados, fendmeno documentado en simulaciones
donde el 70% de nodos mostraron probabilidad posteriori >0.95 vs bootstrap ML

<50% (Suzuki et al., 2002).

Lo que fue corroborado en parte por los métodos de delimitacion de especies
(PTP, mPTP y GMYC). No obstante, el método de validacion utilizado (BPP)
establecié que no existen diferencias significativas entre los clados y que todo
perteneceria a una misma especie. Esto se puede deber a que tiene un enfoque
bayesiano multispecies coalescente, que tiene como funcién la capacidad para
inferir arboles de especies y delimitar especies al tener en cuenta la discordancia
de los arboles génicos causada por la clasificacion incompleta de linajes (ILS, por
sus siglas en inglés) (Yang, 2015a). El modelo MSC reconoce que diferentes
genes o regiones genodmicas pueden tener historias evolutivas distintas (Zhang
et al., 2014). El método BPP prioriza la hipdtesis nula hipétesis nula (H,: una
especie) hasta que la evidencia multilocus demuestre divergencia congruente
(Hillis et al., 2021). Esto significa que la suposicion inicial es que no existe
suficiente divergencia genética significativa entre las poblaciones para justificar el

reconocimiento de multiples especies.
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Los datos genéticos de un sdélo locus pueden tener limitaciones para reflejar con
precision la filogenia de las especies debido a fendbmenos como la clasificacion
incompleta de linajes (ILS), la hibridacidn u otros procesos evolutivos (Zhang et al.,
2014; Jackson et al., 2017; Flouri et al., 2022). Confiar en un solo locus puede
llevar a inferencias incorrectas sobre los limites de las especies (Jackson et al.,
2017; Flouri et al., 2022), ya que la historia evolutiva de un solo gen puede verse
influenciada por factores que no son representativos de la historia general de la
especie. En contraste, la combinacién de informacion de multiples loci
independientes proporciona una estimacién mas robusta de las relaciones y la
divergencia entre especies (Yang, 2015; Flouri et al., 2018; Zhang et al., 2014).
Los datos multilocus ayudan a promediar la estocasticidad y los efectos
especificos de cada gen presentes en los datos de un solo locus (Flouri et al.,
2018, 2022). Al analizar multiples genes, se aumenta la cantidad de evidencia
independiente a favor o en contra de la hipétesis nula, lo que mejora la fiabilidad
de la delimitacién de especies. La combinacion de informacién de multiples loci
independientes proporciona una estimacién mas robusta de las relaciones y la
divergencia entre especies (Yang, 2015b). Los datos multilocus ayudan a
promediar la estocasticidad y los efectos especificos de cada gen presentes en los
datos de un solo locus (Flouri et al., 2018, 2022). Al analizar multiples genes, se
aumenta la cantidad de evidencia independiente a favor o en contra de la hipétesis
nula, lo que mejora la fiabilidad de la delimitacion de especies. Es por esto por lo

que es de gran importancia incorporar otros genes para dar mayor sustento.
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O’Loughlin et al. (2011) catalog6 al género Psolus como un complejo de especies
dado que son especies taxondmicamente dificiles de identificar. Pero dado los
resultados moleculares presentados en este estudio, podemos argumentar que la
denominacion de este grupo es mas congruente con pseudo-criptico (Lizano et al.,
2024) o diversidad oculta (Korshunova et al., 2019), ya que estas especies
simpatricas de la Provincia Magallanica pueden presentar morfologias externas
diferentes, pero a un nivel interno presentan diferencias significativas
(principalmente en osiculos de la suela), lo que contradice la definicidén de

especies cripticas o complejo de especies (Struck et al., 2018).

El presente estudio pudo reconocer variaciones morfolégicas a nivel externo para
el morfotipo P. patagonicus y claras diferencias en las microestructuras internas de
valor taxondmico (osiculos de la suela) entre P. patagonicus y P. segregatus. Esto
ultimo es congruente con la informacién molecular de los fragmentos COl y 18S,
relaciones filogenéticas mediante inferencia bayesiana y delimitacion de especies.
Aunque el método de validacion utilizado indica la presencia de una sola unidad, el
analisis integrado de la evidencia generada direcciona a considerar la presencia
de P. patagonicus y P. segregatus en la Provincia Magallanica. La aproximacion
integrada de este estudio demuestra su utilidad y revela que la diversidad del
género Psolus aun no ha sido completamente caracterizada. Esto se debe en
parte a la dificultad de acceso a los ambientes donde habitan estas especies, la
logistica de muestreos y a los mencionados problemas operacionales, como la
falta de especialistas. En particular, para Psolus spp. se vuelve relevante

identificar caracteres diagndsticos que consideren los posibles cambios
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fenologicos durante la ontogenia. Por lo tanto, la evidencia generada y disponible
por el momento refuerza la utilidad de métodos que integren morfologia con datos
moleculares. Finalmente, se destaca la relevancia de estudiar el género Psolus,
para evitar la subestimacion de su diversidad y con ello de la biodiversidad de la
Provincia Magallanica, lo cual tiene implicaciones importantes para su
comprension y posterior formulacién de estrategias efectivas de manejo y

conservacion.
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VI. CONCLUSION

Los resultados de esta investigacion indican que la diversidad de especies del
género Psolus en la Provincia Magallanica es menor de lo que se habia reportado
previamente en la literatura, lo que lleva al rechazo de la hipotesis inicial. El
estudio sugiere que la morfologia externa puede llevar a una sobreestimacion del
numero de especies, como se observa en ejemplares con el mismo haplotipo (H4)
del gen COI que fueron identificados morfolégicamente como P. patagonicusy P.
segregatus en diferentes localidades. Sin embargo, los analisis moleculares

apuntan a la presencia de una sola especie de Psolus en la region.

Se encontré una mayor variabilidad morfoldgica en Psolus patagonicus, aunque se
mantiene diferenciada de P. segregatus. La identificacion de P. patagonicus
basada unicamente en la morfologia externa no es confiable, siendo necesario el
analisis de los osiculos (microestructuras calcareas) para una determinacion
precisa a nivel de especie. Se propone una descripcion mas detallada de la
morfologia externa de ambas especies, incluyendo la granulacién de las escamas
dorsales y la presencia de una segunda hilera de podios en el margen de la suela.
Se descarta la proporcion 1:3 entre la apertura oral y anal como caracter
diagnéstico para Psolus antarcticus, ya que se observo en individuos identificados

como P. patagonicus.

La propuesta de Martinez (2014) para la determinacién de Psolus patagonicus se
considera robusta tras la revision de los caracteres morfolégicos. El anélisis de
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distancias genéticas revela una alta similitud entre el morfotipo P. patagonicus_H5
y el complejo de P. dubiosus, sugiriendo una posible sinonimia o relacién muy
cercana. Por otro lado, se observa una divergencia genética significativa entre P.

charcotiy P. segregatus_H38.

El estudio extiende la distribucion conocida de Psolus patagonicus al registrar su
presencia en las Islas Malvinas/Falkland. Se sugiere que la dispersion de esta
especie podria estar asociada a la macroalga Macrocystis pyrifera. La baja
frecuencia de P. segregatus en las muestras podria deberse a que su rango
batimétrico se extiende a profundidades mayores que las muestreadas en este

estudio.

Se encontraron incongruencias entre la morfologia externa y los datos moleculares
en algunos ejemplares, lo que subraya la importancia del analisis de los osiculos
para la identificacion de especies en el género Psolus. Si bien los analisis
filogenéticos de maxima verosimilitud presentaron bajo soporte, la inferencia
bayesiana sugiri6 la existencia de dos clados. Sin embargo, el método de
delimitacién de especies BPP, que prioriza la hipotesis de una sola especie hasta
obtener fuerte evidencia multilocus de divergencia congruente, no encontro
diferencias significativas entre los clados, sugiriendo que podrian pertenecer a la

misma especie.

Finalmente, se argumenta que el género Psolus en la Provincia Magallanica
podria considerarse pseudo-criptico o representar diversidad oculta, con
variaciones morfolodgicas externas, pero diferencias significativas a nivel interno
(osiculos). Se destaca la necesidad de integrar datos morfolégicos y moleculares
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para una correcta caracterizacion de la diversidad del género, lo cual es crucial
para la comprensién y conservacion de la biodiversidad en la Provincia

Magallanica.
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ANEXO

Anexo 1: Tabla Escamas dorsales

Tabla 13: Matriz de caracteres morfologicos externos, escamas dorsales por autores. Los colores indican la procedencia de la localidad;
azul, Islas Malvinas/ Falkland, verde: Puerto Williams, rosado: Ushuaia, amarillo: Isla Carlos Ill, naranjo: Cabo de Hornos y verde: Canal
Ocasion (1/3).

Escamas dorsales
Deichmann, 1841 FEwson, 1888 Martinez, 2013 Davey B whitfield, 2013
P . patagonicus P. segregatus P. segregatus P. antarcticus P. paotogo nicus P. segregatus P. antarcticus
Pegu EF!E escamas . VerrugaE en cara aorsal, .g'ar: =4 dorsc-itaraies
intercatad entre lax 12 escamas entre LjE'g!C!EJ E!‘% a =10 escamas entre 5 3 B escamas entre 103 14 escamas entre Imegu !.'_"-‘EJ hasta 10 mm
~ I R bocayana cubiertas por granulos oral yanal ora yanal longitud finamente
Cfﬂjlgﬂ £SCaMas pnnoipaies. oraly anal. ranuiades
PIIL 0 0 1 ] 1 0 0
(] 3 1 0 1 ] 1 0 0
PII3 0 0 1 ] 1 0 0
Pl 0 0 1 ] 1 0 0
(] 0 0 1 ] 1 0 0
PWPE 1 0 1 ] 0 0 0
PWPY 0 0 1 ] 0 0 0
PWPS 0 0 1 ] 0 0 0
PWP9 0 0 1 ] 0 0 0
PWP10 0 0 1 ] 0 0 0
PWP11 0 0 1 ] 0 0 0
PWP12 0 0 1 ] 1 0 0
PWP13 0 0 1 ] 0 0 0
PWP14 1 0 1 ] 1 0 0
PWP15 0 0 1 ] 0 0 0
PWP16 0 0 1 ] 1 0 0
PWP17 0 0 1 ] 0 0 0
PWP18 0 0 1 ] 1 0 0
PWP19 0 0 1 ] 0 0 0
PWP20 0 0 1 ] 1 0 0
PWP21 0 0 1 ] 1 0 0
PlI22 0 0 1 ] 0 0 0
Pl123 0 0 1 ] 1 0 0
Pl124 0 0 1 ] 0 0 0
PJI25 0 0 1 ] 1 0 0
PlI26 1 0 1 ] 1 0 0
P27 0 0 1 ] 1 0 0
Pl128 0 0 1 ] 0 0 0
Pl129 0 0 1 ] 1 0 0
PII30 0 0 1 ] 0 0 0
PlI31 0 0 1 ] 0 0 0
PlI2 1 0 1 ] 0 0 0
PlI33 0 0 1 ] 0 0 0
PlI34 1 0 1 ] 0 0 0
PlI35 1 0 1 ] 1 0 0
PlI36 0 0 1 ] 1 0 0
PIE7 1 0 1 ] 1 0 0
PlI38 0 0 1 ] 1 0 0
PI139 0 0 1 0 1 0 0
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Tabla 14: Matriz de caracteres morfologicos externos, escamas dorsales por autores. Los colores indican la
procedencia de la localidad; azul, Islas Malvinas/ Falkland, verde: Puerto Williams, rosado: Ushuaia, amarillo:
Isla Carlos lll, naranjo: Cabo de Hornos y verde: Canal Ocasion (2/3).

Escamas dorsales

Deichmann, 1941

Fawson, 1952

nartinez, 2013

Davey B whitfield, 2013

P . patagonicus

P. segregatus

P. segregatus

P. gntarcticus

P. patago nicus

P. segregatus

P. antarcticus

intercalad

Cadigo

Peguefias escamas
entre laz
EsCamas princpales.

12 ezcamas entre
boca y ano

delgadas, iz

cubiertas por granuos

=10 escamas entre
aral yanal

53 B escamas entre

aral yanal.

VEeImugas en Cara dorsal,
103 14 escamas entre
oraly anal.

grandes dorso-laterales
iregula hazta 10 mm
iongited finamente
granulados

PIKO
Pl
Pl42
P13
Pl44
P15
PIG
P17
PI4B
(]
PIIS0
PIN1
PINZ
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FiNa
PINS
PING
PINT
PINE
PING
PUS1
PUS2
PUS3
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FUAS
PUSE
PUSY7
PUSE
PUS9
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PUS 11
PUS 12
PUS 13
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PUS 15
PUS 16
PUS 17
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Tabla 14: Matriz de caracteres morfolégicos externos, escamas dorsales por autores. Los colores indican la
procedencia de la localidad; azul, Islas Malvinas/ Falkland, verde: Puerto Williams, rosado: Ushuaia, amarillo:
Isla Carlos lll, naranjo: Cabo de Hornos y verde: Canal Ocasion (3/3).

Escamas dorsales

Deichmann, 1941

Fawson, 1952

nartinez, 2013

Davey B whitfield, 2013

P . patagonicus

P. segregatus

P. segregatus

P. gntarcticus

P. patago nicus

P. segregatus

P. antarcticus

Cadigo

Pequedas escamas

intercaladzs entre las

EsCamas princpales.

12 ezcamas entre
boca y ano

delgadas, iz
cubiertas por granuos

=10 escamas entre
aral yanal

53 B escamas entre

aral yanal.

VEeImugas en Cara dorsal,
103 14 escamas entre
oraly anal.

ar;
g

ul
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granulados

il e
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Anexo 2

Tabla Valvas orales
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Anexo 3: Tabla Podios

Tabla 15: Matriz de caracteres morfologicos externos, podios por autores. Los colores indican la procedencia
de la localidad; azul, Islas Malvinas/ Falkland, verde: Puerto Williams, rosado: Ushuaia, amarillo: Isla Carlos I,
naranjo: Cabo de Hornos y verde: Canal Ocasion (1/2).

Podios

Deichmann, 1540

Pawszon, 1568

Hernandez, 1585

M ackenzie & Whitfield, 2011; Davey
E 'J-'hil'r’e-ll:. 2013

Martinez, 2013
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Tabla 16: Matriz de caracteres morfologicos externos, podios por autores. Los colores indican la
procedencia de la localidad; azul, Islas Malvinas/ Falkland, verde: Puerto Williams, rosado: Ushuaia,
amarillo: Isla Carlos Ill, naranjo: Cabo de Hornos y verde: Canal Ocasion (2/2).
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Anexo 4: Descripcion de los morfotipos identificados con base en

caracteres externos

Descripcion enmendada de Hernandez (1985) & Martinez (2014), las partes del

texto modificadas por mi autoria estan subrayadas.

7.1. Morfotipo Psolus patagonicus Ekman, 1925
Descripciéon: Cuerpo de forma ovalada, con una superficie dorsal convexa a plana

cubierta por escamas imbricadas que presentan pequeios granulos conspicuos

agudos; éstos recubren cada una de las escamas de manera homogénea; algunos

individuos presentan las escamas lisas (estas no estan relacionadas con el tamafio
de los individuos). Las escamas son grandes en la linea media superior, pero
disminuyen en tamano hacia el margen. En la cara dorsal anterior se encuentra la
apertura oral o boca, cubierta por 5 valvas triangulares, y 5 dientes intervalvales

mas pequenos, alargados y con punta aguda. Asimismo, la apertura anal presenta

5 valvas grandes y 5 dientes intervalvales. La apertura oral tiene un mayor tamano

que la apertura anal (Fig. 8A).

En la cara ventral presenta una suela desnuda translucida que deja ver los érganos

internos; se observa que una parte del intestino se encuentra pegado a la suela en

la parte media. La suela esta rodeada de dos hileras de podios, la mas proxima a la

suela presenta un mayor tamafo; estos se disponen en zig-zag. La segunda hilera

es de menor tamafno, con podios mayoritariamente retraidos que se pueden

observar a contraluz. Estos podios mas pequenos se disponen en una fila recta

unica, casi al borde externo de la suela (Fig. 8C).
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El anillo calcareo comprende cinco piezas radiales y cinco interradiales unidas en la

base, ambas con un proceso anterior. Cada pieza radial tiene una hendidura
profunda y estrecha en la zona anterior. La base de las piezas radiales e

interradiales son alargadas y con forma de onda (Fig. 8E).

Cabe mencionar que se identificd una estructura nueva no descrita anteriormente,
ubicada entre los tentaculos. Esta se compone de 5 piezas alargadas y digitiformes,

presente solo en individuos machos con gonadas engrosadas (Fig. 7).

7.2. Morfotipo Psolus segregatus Perrier, 1905

Cuerpo aplanado ovalado, con una superficie dorsal mas plana que convexa. Dorso

cubierto por escamas imbricadas que presentan granulos a lo largo de su borde

marginal; estos van desapareciendo, acercandonos a las escamas mas pequenas

al borde de la superficie dorsal y comienzo de la suela. En la cara dorsal anterior se

encuentra la apertura oral o boca, cubierta por 5 valvas pentagonales y 5 dientes
intervalvales basales mas pequefos. La apertura anal presenta numerosas

escamas: 7 escamas trianqulares obtusas superpuestas de a 2 escamas sobre una

escama de fila interna de escamas. La apertura oral es mas grande que la apertura

oral (Fig. 8B). En la cara ventral se encuentra una suela gruesa desprovista de

podios en la zona central. La rodean 2 hileras de podios; la primera hilera préxima

al margen exterior de la suela esta compuesta por podios de pequeho tamano

dispuestos en una linea simple:; en cambio, la sequnda hilera interna exhibe podios

mas grandes, dispuestos en zig-zag o en hilera simple (Fig. 8D).
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El anillo calcareo comprende cinco piezas radiales y cinco interradiales unidas en la

base, ambas con un proceso anterior. Cada pieza radial tiene una abolladura leve

en zona anterior. Las piezas interradiales tienen una terminacion en punta (Fig. 8)
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