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RESUMEN 

Aún cuando la Planctotrofía se establece como el modo de desarrollo más 

conspicuo entre los invertebrados marinos, la incubación está presente en la 

mayoría de los sistemas rnarinos. En particular, la Antártica es la única región 

del mundo que exhibe una alta proporción de especies incuban tes en 

comparación con otros modos de desarrollo. 

El erizo incubante Abatus agassízii, presenta una distribución Antártica y 

Subantártica. En particular, la población de estudio se encuentra en la Isla Rey 

Jorge, Islas Shetland del Sur. Se ha documentado que esta zona - a diferencia de 

10 observado en otras regiones antárticas - presenta importantes variaciones en 

su escenario ambiental, escenario similar a lo encontrado en zonas subantárticas. 

Con el objetivo de evaluar la reproducción de esta especie antártica, se realizó la 

determinación de la estacionalidad reproductiva siguiendo el ciclo reproductivo 

e incubación de su especie hermana A. corda tus y una datación estimada de los 

eventos reproductivos. Los resultados señalan que A. agassizii, presenta un ciclo 

reproductivo con dos pulsos en el afio (Julio y Diciembre) en sincronía. Estos 

resultados se asemejan a lo observado en las especies subantárticas A. cordatu.s y 

A. caver1'1OSus. Esto podría deberse a: 1) la importante fluctuación ambiental de 
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las Islas Shetland del Sur generarían una cidicidad en la reproducción de A. 

agassizii. 2) una inercia fHogenética en el establecimiento de los ciclos 

reproductivos como carácter, ya que la filogenia de máxima parsimonia 

posiciona a A. agassízii, A. ca.vernosus y A. cOl'datus en un solo dado. 

Al igual que la mayoría de las especies incubantes con reproducción de 

tipo "spermcast" (i.e retención de gametos por parte de las hembras, el mad10 es 

el {mico que libera sus gametos a la ColUllli1a de agua), A. agassizíi presenta Wla 

retención de gametos femeninos y de sus crías en el interior de bolsillos 

incubantes. Con el objetivo de conocer el sistema de apareamiento y nivel de 

multipaternidad de la especie A. agassizii, se realizó un análisis de parentesco y 

evaluó la diversidad genética de la población basado en 66 individuos adultos 

usando 6 microsatélites polimórficos. La heterocigosidad fue de 0.623 con un 

déficit de heterocigotos global (Fis 0.124, p<O.OOl), causado principalmente por 

presencia de alelo nulo en uno de los locus. Se encontró que esta especie 

presenta un sistema poliándrico con multipaternidad moderada, y que - a pesar 

de la retención de gametos y crías por parte de la hembra - las estrategias 

reproductivas desarrolladas por esta especie, evitaría la generación de 

estructuras familiares a pequeña escala, eludiendo los efectos de la endogamia. 
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ABSTRACT 

Even if planktotrophy js the most conspicuous development mode 

among marine invertebrates, brooding is fOW1d over all marine systems. In 

particular in Antarctic echinoderms, brooding is the dominant mode of 

reproduction. 

TI1e broodil1g sea urchin, Abatus agassizii has an Antarctic and 

Subantarctic distribution. The unique population of A. agassizii studied so far 

occurs in King George IsIand, South Shetland. In contrast with other Antarctic 

continental regions, this area presents a high environmental seasonality very 

similar to that encOlmtered in subantarctic regions. Here, we investigated the 

occurrence of a reproductive cycle in an Antarctic species, which experiences a 

strong seasonality. The results indicated that A. agassizii has a reproductive cycle 

with two spawning events per year (July and December) with synchrony among 

females. These results are congruent with the reproductive cyc1e of the 

subantarctic species A. corda tus and A. cavemosus. This cyclic pattern 1) couId 

have been induced by the strong envirolU11ental seasonality in the South 

Shetland Islands or 2) may be a conserved character shared with subantarctic 
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species, given that the sequence polymorphism of the mitochondrial COI gene 

groups A. ngnssizií, A. cnvernosus and A. cordatus in a single clade. 

Like others brooding species with spermcast (i .e females retain.s its 

gametes, only the maje is free-spawner), A. ngassizii retains their eggs and 

broods their yO\mgs in dorsal pouches. In order to study the mating system and 

multipaternity level in this species, we perform.ed parentage analyses and 

evaluated the gene tic diversity among 66 adults using 6 polymorphic 

mia·osatellites. TIte heterozyigosity reached 0.623 and a global heterozygote 

deficiency was found in the population (Fis 0.124, p<O.OOl), mainly caused by 

the presence of null alleles at one locus. Abatus agassizii resulted to present a 

polyandry system with moderate level of multipaternity. 

Finally, despite the retention of eggs and brooding of youngs by the 

female, the reproductive strategy of this species tend to avoid the effect of 

kinship at micro-sea le, maintaining panmixia in the population. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Varios han sido los intentos por clasificar la alta variedad de modos de 

desarrollo y reproducción que despliegan los invertebrados marinos bentónicos. 

Algunos autores han descrito clasificaciones basadas en la combinación de 

factores embriológicos, es decir si presentan desarrollo directo o indirecto y 

factores ecológicos como patrón de alimentación y hábitat (McEdward 1997, 

Gillespie & McClintock 2007). Sin embargo este tipo de clasificaciones 

tradicionales no cubren la diversidad y peculiaridad de los grupos de 

invertebrados marinos bentónicos (Poulin et al. 2001). 

Poulin y colaboradores (2001) plantearon un esquema de clasificación 

multifactorial (Fig. 1), que logró representar esta diversidad en los patrones del 

desarrollo en invertebrados marinos. Esta clasificación está centrada en tres 

factores ecológicos: alimentación (endoh'ofía/exotrofía), hábitat 

(pelágico/béntico) y desarrollo (protegido/libre). 
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Fig. 1.- Clasificación multifactorial de los distintos patrones de desarrollo en 

invertebrados marinos. Figura extraída de Pou./i11 et a.l . 2001 . 

La combinación multifactorial de estas tres categorías independientes, 

entrega todas las posibles combinaciones de desarrollo en invertebrados 
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marinos. En particular, la planctotrofía se define como un modo de desarrollo 

de tipo exotrófico/pelágico/libre, la lecitotrofía como endotrófico/pelágico/libre y 

la Incubación com.o endotrófico /béntico/protegido. 

Estos patrones de desarrollo y sus correspondientes sistemas de 

reproducción muestran ciertos compromisos o "trade-off" asociados al cuidado 

parental, fecundidad, mortalidad, dispersión de la descendencia y tiempo de 

desarrollo que van a influenciar el éxito reproductivo de la especie (McEdward 

& Janies 1997, Lawrence and Herrera 2000, Gillespie & McClintock 2007). 

En el caso de la incubación, los embriones se nutren del huevo materno 

(nutrición endo-embriónica), se desarrollan generalmente sobre el fondo marino 

y durante su incubación permanecen protegidos en cápsulas, en estructuras 

externas del adulto o directamente en el interior de la madre (StrathmalU1 1982, 

Schatt 1996, Pechenik 1999, Poulin 2001). En este caso el "trade-off" implica una 

baja producción de huevos por parte de la hembra, los cuales requieren una alta 

inversión tanto en la asignación de recursos para su elaboración como en el 

cuidado parental, traduciéndose en una alta tasa de sobrevivencia de la 

descendencia (Fernández et al. 2000, Gillespie & McClintock 2007) 

Una de las principales consecuencias de la incubación en especies 

bentónicas asociadas a un tipo de protección, es la ausencia de una fase de 
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dispersión, cuyas características como la duración de la fase larval y la selección 

de sitios de asentamiento, son importantes en el establecimiento de los patrones 

espaciales de las especies (Trush 1991, CarIon & Olson 1993, Riginos & Victor 

2001, Taylor & Hellberg 2003). Algunos de los efectos de esta ausencia de 

dispersión larval tienen relación con la genética poblacional (consecuencia 

microevolutiva: estructuración) y evolución de las especies (consecuencia 

macroevolutiva: evolución de un dado en particular) (Gooch 1975, Hedgecock 

1986, Poulin & Féral1995, 1996, Paulay & Meyer 2006, Ledoux et al. 2010) . 

Aun cuando la planctotrofía se establece como el modo de desarrollo más 

conspicuo, exhibiendo un alto número de taxa con una amplia distribución en 

los sistemas marinos (Mileikovsky 1971, Rex & Warén 1982, Wray & Raff 1991, 

Johannesson 1992, Pechenik 1999, Chiantore et al. 2005); la incubación está 

presente en la mayoría de los sistemas marinos (Atlántico Norte: McClary & 

Mladenov; Australia: Jolu"lston & Lee 2008; Chile: Brante et al. 2011, Chaparro & 

Thompson 1998; Argentina: Gil 2009; Canadá: Sewell 1994; Estados Unidos: 

Brazeau et al. 1998). En particular, la Antártica es la única región del mundo que 

exhibe una alta proporción de especies incuban tes en comparación con otros 

modos de desarrollo (Dell1972, Schatt & Féral1991, Poulin & Féral1996, David 

et al. 2005, Lockhart et al. 1994, Pearse et al. 2008). Esta predominancia de la 
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incubación en nume'tosos grupos taxonón1icos en altas latitudes, ha sido 

tradicionalmente interpretada como el resultado de una convergencia 

adaptativa, debido a las condiciones ambientales extremas (Pearse 1994, Poulin 

& Féral 1996, PeaJse & Lockhart 2004, Pearse et al. 2008). Los bajos niveles de 

salinidad (Ostergreen 1912, Pearse 1969, Picken 1980), bajas temperaturas 

(Dlmbar 1968, 111atje 2005b) y cortos periodos de productividad primaría 

(Picken 1980, Tha~e et al . 2005a, 2005b), han sido los factores descritos como los 

agentes selectivos que habrían inducido la evolución de modos pelágicos hacia 

la incubación en la mayoría de los grupos de invertebrados antárticos (Pearse et 

al. 2008). 

La extinción selectiva, es otra de las hipótesis propuestas para explicar la 

predominancia de la incubación en esta zona. Poulin & Féral (1994) plantearon 

que la alta proporción de desarrollos no-pelágicos en la Antártica, se debería a 

una extinción masiva de especies con desarrollo pelágico, resultando una 

desproporción en el número de especies con desarrollo no-pelágico. Estas 

extinciones pudieron haberse generado por las amplias extensiones de capas de 

hielo alcanzadas durante los periodos glaciales que caracterizaron el Pleistoceno 

y el Plioceno en menor medida (Ciesielkin et al. 1982, Imbrie et al. 1984, Grobe & 

Mackensen 1992, Schackleton 2000, Zachos et al. 2001). Estas extensiones de 
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hielo cubrieron gran parte del Océano Austral impidiendo el paso de luz, 

produciendo así una disminución del fitoplancton, principal alimento de la 

larva planctotrófica (Poulin & Féral 1996, PouUn et al. 2002, Thatje 2005b). Por 

otro lado, Pearse et al. (2008) plantea una especiación potenciada (el1.hanced 

speciation) en aquellos taxa que presentan un desarrollo lecitotrófico 

influenciado por ciclos glaciales ocurridos durante el Plioceno/Pleistoceno 

(Hipótesis de la Plataforma Continental Antártica) o por movimiento de estas 

especies a través del paso Drake por la Corriente Circumpolar Antártica 

(Hipótesis CCA). 

A pesar de las numerosas contribuciones que se han realizado para 

explicar los mecanismos asociados a la alta predominancia de la incubación en 

la Antártica, estas corresponden a un desarrollo teórico - que si bien es cierto, 

ayudan a entender los escenarios evolutivos a una macro escala - no entregan 

evidencia empírica con respecto a las consecuencias de la incubación. La 

ausencia de estudios en genética de poblaciones, estructuración y sistem.as de 

reproducción, generan un abandono del conocimiento micro evolutivo 

asociados a los efectos de este modo de desarrollo en particular. Por lo que se 

hace fundamental avanzar en el estudio de estos efectos y así contestar estas 

interrogantes en especies incubantes del Océano Austral. 
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En el Océano Austral, la mayor diversidad de erizos está concentrada en 

la familia Schizasteridae. Está representada por 30 especies agrupados en ocho 

géneros, de los cuales, seis de ellos son incuban tes: Parap11.eustes, Amphipneustes, 

Brachysternaster, Delapatagus, GenÍcopatagus Tripylus y Abatus (David et al. 2005). 

La mayor parte de las especies son depositívoros y viven levemente enterrados 

en el sedimento (Schatt & Féral 1991, SchÍlmer & McClintock 1993, POUlÍll & 

Féral 1995, Chenuil et al. 2004). Su distribución comprende desde la zona 

in.termareal a zonas más profundas de hasta 5700m (David et al. 2005) . 

Actualmente, el género Abatus incluye once especies de erizos irregulares, 

depositívoros, cuya distribución es prÍllcipalmente en regiones antárticas y 

subantárticas (David et al. 2005). Su distribución batimétrica es desde la costa 

hasta los 3000 m de proftmdidad, aunque la mayor densidad se encuentra entre 

los 5 Y 300m (Fig. 2). 
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Fig. 2.- Distribución geográfica y batimétrica de Abatus agassizii (Mortensen 1910). La 

escala batimétrica (derecha) indica el rango de profundidad total de la especie (flechas 

y números a lo largo de la esca la) Los número dentro de la escala indican la ocurrencia 

de la especie en el rango. (Imagen obtenida de ANTARCTIC ECHINOlDE, David et al. 

2005) 

Todas las especies presentan incubación y aunque el desarrollo directo ha 

sido revisado solo en A. corda tus, endémico del Archipiélago Kerguelen (Shatt & 

Féral1991), es probable que todo el género presente este tipo de desarrollo. Este 

tipo de desarrollo, se caracteriza por ocurrir en el interior de la madre, sin pasar 

en ningtm momento por estructuras larvales. Los individuos al alcanzar el 

último estadio del desarrollo, son liberados hacia el exterior (Magniez 1983, 

Schatt & Féral1991, McEdward & Janies 1993, Schatt & FéraI1996). 
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Numerosas han sido las contribuciones en este género, con respecto al 

estudio de los sistemas de reproducción-desarrollo y sus implicancias, 

principalmente en especies Subantárticas, como A. cordatus y A. caver11.OSUS 

(Magniez 1983, Schatt & Féral 1991, Poulin & FéraJ 1995, Schatt & Féral 1996, 

Tesis doctorales Jean-Baptiste Ledoux, Elie Poulin). Estos estudios han 

encontrando una amplia variación en algunos parámetros reproductivos, como 

patrones de desarrollo gonadal y ciclos de incubación, liberación de gametos, 

periodos reproductivos, distribución de los huevos en los bolsillos incubantes y 

su taméU10 (Magniez 1983, Pearse & McClintock 1990, Schatt & Féral 1991). Sin 

embargo, existe una disparidad con el bajo número de investigaciones en 

especies Antárticas A. nimrodi, A. shackleto11.i y A. agassizii (Pearse & McClin.tock 

1990, Chenuil et al. 2004, Chiantore et al. 2006). Interesantemente, estos estudios 

demostraron ser muy contrastantes con respecto a los patrones de reproducción 

observados en especies subantárticas, lo que demuestra una clara necesidad de 

seguir trabajando en estas regiones y en las diferencias encontradas. 

Este trabajo pretende - adelIlás de seguir aportando a las evaluaciones de 

estos contrastes en los sistemas de reproducción del género Abatus - incorporar 

nueva información en Ulla especie Antártica respecto a la estacionalidad de Jos 

ciclos reproductivos y modalidad de apareamiento como consecuencia de la 
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estrategia de incubación. La detección de multipaternidad a partir de un 

apareamiento múltiple representaría la primera investigación que involucra 

análisis de paternidad en estas regiones. 
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CAPITULO I 

ESTACIONALIDAD y CALENDARIZACION 

DE LOS CICLOS REPRODUCTIVOS EN 

A. agassizii 
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INTRODUCCIÓN 

A nivel del individuo, Giese (1974) define los ciclos reproductivos corno 

una serie de eventos desde el momento de la activación, crecimiento y 

gametogénesis en la gónada hasta la liberación de gametos y posterior descanso 

de la actividad gonadal, en el cual los tejidos se regeneran marcando el término 

del ciclo. El ciclo vuelve a comenzar cuando existe una reactivación del tejido de 

la gónada. Por lo tanto cada ciclo reproductivo puede ser dividido en periodos 

reproductivos y de descanso. 

Los periodos reproductivos pueden ser caracterizados por varios ciclos 

gametogénicos - proliferación y gametogénesis (G) - seguidos por eventos de 

liberación (5) y breves descansos (R), los cuales determinan el final de cada 

periodo reproductivo. Esto implica que existiría más de un evento reproductivo 
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en un ciclo, ya que puede haber varios ciclos gametogénicos durante un periodo 

·reproductivo (Giese 1974). En otras palabras, se pueden producir más de una 

camada en un ciclo reproductivo, porque hay más de un ciclo de producción de 

gametos (Fig. 1-1). 

Libfración de 
Gmnftos 

Fig. 1-1.- Diagrama esquemático de un ciclo reproductivo a nivel de individuo. 

Al nivel de la población, se puede identificar un ciclo reproductivo 

cuando la mayoridad de los individuos entra de manera simultánea en su 

periodo reproductivo y tiene gametos maduros disponibles para liberar (Giese 

& Pearse 1974). En el caso contrario, una población puede tener una 
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reproducción continua durante el aflo, encontrándose todas las fases de un cicIo 

gametogénico entre diferentes individuos (Pearse & Cameron 1991). Esta 

situación se puede producir cuando los mismos individuos presentan una 

reproducción continua o cuando presentan ciclos reproductivos discretos, pero 

desfasados. Este mismo esquema se puede aplicar a nivel de especie, donde se 

puede identificar un cicIo reproductivo cuando las diferentes poblaciones entran 

de manera simultánea en su periodo reproductivo a lo largo del rango de 

distribución (Tabla 1-1) 

Tabla 1-1.- Resumen de las distintos tipos de ciclo reproductivo que se pueden 

identificar en tres distintos niveles. 

Especie Población Individuo 

Continua 
Continua Reproducción Continua (sin D iscre ta/Desfasa da 

ciclo) 
Discre ta/Desfasa da Discreta 

Reproducción 
Discreta Discreta 

Discreta (con ciclo) 

La existencia de los ciclos reproductivos al nivel de una población, puede 

ser explicada por los factores que los determinan (Baker 1938). Los factores 
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proximales (proximate factors) son aquellos necesarios para mantener las 

características propias de un ciclo reproductivo en una población, como la 

temporalidad; mientras que los factores últimos (ultima te factors) serían aquellos 

que otorgan valor adaptativo a un determinado ciclo reproductivo. Es decir, 

cuando una población libera sus gametos en determinadas condiciones y en un 

tiempo específico, se identifica un mecanismo (proximate factor) y un valor 

adaptativo (ultima te factors) asociado. Clark (1979) redefine estos conceptos y 

agrega las con.dicion.es necesarias para gatillar un evento especifico del ciclo 

reproductivo (i.e mecanismos celulares involucrados en maduración de 

gametos, conductas de agregación y sincronización) y las señales ambientales 

especificas (i .e temperatura, productividad primaria, fotoperiodo) que influencian 

los tiempos de los distintos eventos de un ciclo reproductivo (Olive 1995, 

Mercier & Hamel 2009). 

Los factores que responden a mecanismos regula torios involucrados en la 

activación celular o sistémica de los distintos eventos de un ciclo reproductivo 

de un individuo, están ligados a las señales del ambiente. Estas señales del 

entorno tienen un comportamiento cíclico, el cual puede ser graficado por 

ejemplo, con el fotoperiodo, el cual influencia la temperatura superficial del 

agua, como también modula los procesos de fotosíntesis del fitoplancton, 

19 



aumentando o disminuyendo su producción, factores determinantes en los 

sistemas de reproducción (Orton 1920, Clarke 1988, Mercier & Hamel 2009). La 

periodicidad de las variables ambientales es la causa que la reproducción en 

muchos taxa sea cíclica (Giese 1959, Richard 1971, McQueen & Steel 1980, 

Simmond 1972, Pearse et al . 1986, Verheul et al. 2006, Muthiga & Kawaka 2008). 

En una población, los individuos pueden mostrar una liberación simultánea de 

sus gametos frente a un pulso de productividad primaria (Lightfoot et al. 1979, 

Picken 1980, Tyler et al . 1982b, Grange et nl. 2004, Sumida et al. 2000, Galley et al. 

2008). En otras palabras, una alta disponibilidad de alimento (seí'ial específica) 

provoca una activación de mecanismos celulares y conductuales para la 

liberación de gametos produciendo una sincronización intrapoblacional en este 

evento específico. Una liberación en masa juveniles/larvas durante un pulso de 

productividad aumenta las probabilidades de sobre vivencia de la descendencia 

(ultima te factor) (Minge 1975, Boivin et al. 1986, Martel et a1.1986, Pearse & 

Cameron 1991, Hamel & Mercier 1995, Muthiga & Jaccarini 2005, Bowden 2009). 

En una misma especie, se ha observado en muchas oportunidades que 

distintas poblaciones geográficas muestran diferencias en la duración y 

periodicidad en sus ciclos reproductivos (Sewell 1992, Hamel & Mercier 1996, 

Oyarzun et al. 2010). Esta diferencias han sido generalmente atribuidas a 
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variaciones en las condiciones ambientales locales, tales como la temperatura 

del agua, salinidad, foto periodo y la disponibilidad de alimento, entre otros 

(Webber & Giese 1969, Giese & Pearse 1974, Bayne & Newell 1983, Kang et al. 

2000). Debido a que estas variables ambientales se encuentran generalmente 

asociadas a la latitud y la profundidad, los ciclos reproductivos varían 

generalmente según un patrón de gradientes latitudinales y batimétricos (Pearse 

& Cameron 1991, Conand 1993, Stanwell-Smith et al. 1997, Mercier & Hamel 

2009). En holotúridos se ha observado diferencias en tejidos y estructuras 

gonadales que reflejan diferencias en ciclos gametogénicos. En este ejemplo, un 

solo tipo de estructura gonadal originaría un solo ciclo gam.e togénico durante el 

año; mientras que una estructura tisular más compleja (variaciones en tamafio y 

madurez) promovería varios ciclos gametogénicos durante el año. Estas 

diferencias estructurales podrían deberse a diferencias geográficas, como lo 

demostró Sewell (1992) con Stichipus 1110llís del noreste de Nueva Zelanda y que 

fue corroborado por Hamel y Mercier (1996) con Cucumaria frondosa utilizando 

poblaciones a diferentes latitudes. Los resultados de estos estudios seflalan la 

incidencia de una plasticidad en la morfología gonadal de las poblaciones de 

holotúridos sometidos a diferentes condiciones ambientales Esto también se 

vería reflejado en los ciclos gametogénicos en individuos de Perumytilus 
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purpurntus a diferentes latitudes (TaItal 25° 24'S, 700 28'W y Huasco 28°27'5, 

71°13'W), mostrando variaciones en un gradien te latitudinal con respecto al 

periodo y a la sincronía de reproducción (Oyarzún et al. 2010). Asimismo, 

e isten variaciones de los ciclos reproductivos de una misma especie en un 

gradiente batimétrico. Pierscieniak y colaboradores (2010), observaron que la 

población somera de la especie Mytilus trossulus, presenta liberación de gametos 

más temprana que aquella que se reproduce en aguas más profundas. 

Al nivel biogeográfico, esta asociación entre duración y periodicidad de 

los ciclos reproductivos con los gradientes latitudinales y batimétricos ha sido 

elevada al rango de regla general. Orton (1920) define la temperatura como el 

factor de mayor importancia en modular los ciclos reproductivos en 

invertebrados marinos. Este planteamiento lo llevó a postular que las especies 

que habitan áreas con temperaturas constantes o con rangos de variación 

estrechos, se reproducirían continuamente (i .e regiones polares y profundas). La 

acumulación de evidencias durante décadas apoyando esta hipótesis impulsó a 

Thorson (1946) a establecer la "Regla de Orton" . En este contexto, se predice que 

las especies de regiones prohmdas (deep sea) muestren una ausencia de ciclos y 

periodicidad reproductiva (Rokop 1974), debido a que son regiones 

generalmente consideradas estables en términos físico-químicos, en especial en 
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su temperatura. Sin embargo, el aumento de evidencia de estacionalidad y 

periodicidad reproductiva encontrada en estas regiones (Schoener 1968, 

Lightfood et nI. 1979, Tyler et al. 1982a, b, Young 2003) fue debilitando esta regla 

general, indicando que otros factores son probablemente de mayor importancia 

a la hora de modular la estacionalidad de los ciclos reproductivos. En adición a 

esto, se señaló que las especies proftmdas de equinodermos que presentaban 

ciclo reproductivo producían larvas planctotróficas, mientras que las que no 

presentan ciclo producían larvas lecitotróficas (Tyler & Gage 1980, Rex & Warén 

1982, Tyler et nI. 1982, Tyler & Young 1992, Sumida et al. 2000, Wigham et al. 

2003, Galley et al. 2008). Estas nuevas evidencias sugieren que la estrategia 

reproductiva de especies profundas con desarrollo planctotrófico estaría sujeta a 

la producción estacional de fitoplancton; mientras que la reproducción de 

aquellas especies con desarrollo lecitotrófico tendría una independencia de estos 

pulsos de productividad reproduciéndose durante continuamente durante el 

año. 

Si bien el Océano Austral se ha descrito como uno de los ambientes más 

estacionales del mundo (Clarke 1988, Pearse & Cam.eron 1991, Tyler et al. 2003), 

caracterizado por un corto y marcado patrón de estacionalidad en la 

productividad primaria (Picken 1980, Rivkin 1990, Pearse et nI. 1991, Clarke 
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2002, Grange 2004), en alglUlas regiones presenta largos periodos de cobertura 

de hielo (Pennnl1ent lee ZO l1e), produciendo ausencia de variaciones en la 

temperatura superficial del agua, salinidad y fotoperiodo (Galley et nl. 2005, 

Tréguer & Jacques 1992). Estas características han sido señaladas como similares 

a las encontradas en regiones profundas, por lo que uno podría encontrar las 

mismas estrategias reproductivas y de desarrollo en ambas regiones. Asimismo, 

estudios de abundancia en meroplancton (5tanwell-5mith 1997, Bowden 2009) y 

de reclutamiento (Bowden 2005), han mostrado que las larvas planctotróficas 

exhiben una clara señal estacional, con un periodo reproductivo anual, 

observándose una mayor abundancia durante el verano austral. En contraste, 

especies con desarrollo lecitotrófico no serían dependientes de la productividad 

primaria, por lo que no mostrarían ciclos estacionales en su reproducción (White 

1977, Picken 1980, Pearse el al. 1991). Esta idea se ve reflejada en algunas 

especies de peracáridos (Glyptonotus antal'ctieus: Dearborn 1967) y en 

equinodermos, como estrellas de mar (P01'anía sp.: Boscb 1989, Oíp/asterías brueeí: 

Dearborn 1965, 80sh & Pearse 1990) y algunos erizos incubantes (Abatus nimrodí 

y A. shaekletoni: Pearse & McCli..ntock 1990), todos estas especies presentes en 

Bahía McMurdo (77°50'39"5, 166°40'22"E) muestran lUl desarrollo lecitotrófico y 

reproducción continua. En el género incubante Abatus, las especies antárticas A. 
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shackletoni y A. ni11'11'odi no evidencian presencia de ciclo reproductivo, sino una 

liberación contante de sus gametos y juveniles. Presentarían entonces una 

actividad reproductiva durante todo el año, posiblemente porque los factores 

exógenos como temperatura y material orgánico en el sedimento son 

relativamente estables a lo largo del año (1 earse et al. 1986, Pearse & McClintock 

1990). En contraste, A. cordatus, endémico de las Islas Kerguelen 49° 21 'S, 70° 

12'E (Región 5ubantártica) presenta un ciclo reproductivo anual, en el cual las 

crías incubadas son liberadas muy cerca de la madre durante verano, 

posiblemente para aprovechar el aumento de la productividad primaria 

(Magniez 1983, Schatt 1985, Pearse el· al. 1986, Schatt & Féral1991, Poulin & Féral 

1995). Así mismo, un estudio realizado en Puerto Deseado 47°45 S, 65°52 W 

(Patagonia Argentina) muestra que A. cavel'11osus exhibe un ciclo reproductivo 

anual y que las madres liberan durante el verano austral a sus crías incubadas 

(Gil 2009). 

Abatus agassizií, presenta una distribución Antártica y Subantártica . En 

particular, la población de estudio se encuentra en la bahía Fildes (62° 12 '558° 

58' W) de la Isla Rey Jorge, Islas Shetland del Sur. Esta zona, a pesar de estar 

dentro del círculo antártico, es una región cuyas condiciones ambientales son 

bastante similares a las regiones subantárticas, es decir, una marcada variación 
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de temperatura durante el año (Branch et al. 1993, Gil 2009), cambios en el 

fotoperiodo, importantes fluctuaciones en la productividad primaria (Hernando 

2006, Pérez el al. 2010) y una baja perturbación por hielo (Palma 2007). Además 

es una de las zonas más afectadas por el calentamiento global (Hughes 2000, 

Schofield 2010). Este peculiar escenario permite evaluar la estacionalidad de los 

ciclos reproductivos y compararla con los descritos en especies hermanas en 

regiones antárticas y subantárticas. 

Este trabajo, además de incorporar información de una especie de la cual 

no se conoce nada acerca de su sistema de reproducción, contribuye a entender 

corno los factores ambientales de una región influyen en el establecimiento de 

los patrones reproductivos de una especie. Corno información adicional, 

estudiaremos el ciclo reproductivo de Tripylus abatoide. Una especie que - al 

igual que A. agassizii - presenta simetría irregular, incubación y pertenece a la 

familia Schizasteridae, además vive en simpatría-sintopía y sus caracteres 

morfológicos son muy similares. Debido a que no se conoce la biología 

reproductiva de T. abatoides, resulta interesante evaluar la existencia de un ciclo 

reproductivo y determinar si muestra diferencias temporales o de periodicidad 

con A. agassizii. La ausencia de estas diferencias (i .e sincronización.) en sus ciclos 

reproductivos, podría deberse a una respuesta simultánea frente los factores 
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ambientales locales . Mientras que un posible desfase de los ciclos, podría 

indicarnos una estrategia evolutiva de aislamiento reproductivo de ambas 

especies. Alnbas causa tendrían importantes inferencias tanto ecológicas como 

evolutivas en los sistemas de reproducción yespeciación. 

De los antecedentes previamente expuestos, se desprenden las siguientes 

hipótesis. 

1) Estacionalidad reproductiva 

La existencia de una estacionalidad reproductiva marcada en las especies 

subantárticas del género Abatus, no se ha observado en especies antárticas del 

mismo género, por lo que Abatus agassízií, proveniente de la Península Antártica, 

no mostraría esta estacionalidad. 

Por lo tanto se predice que: se observarán todos los estadios del 

desarrollo sin diferencias significativas en sus proporciones 

2) Diferencias interespecíficas Tl'ipylus abafoides & Abafus agassizii 

Debido a que T. agassízií y A. agassizíi viven en simpa tría y sintopía, se 

ven influenciada por los mismos fa ctores ambientales, por lo que T. agassizií no 

mostraría diferencias significativas con A. agassizii con respecto su 

estacionalidad reproductiva. 
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Por lo tanto se predice que: en T. agassizii se observara la misma 

tendencia observada en A. agassizii. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1) Área de estudio 

El sitio de estudio se encuentra en la Península Ardley en Bahía Fildes (620 

12' 30,31 S, 58° 55' 34,79 W), ubicada en la parte suroeste de la Isla Rey Jorge en 

las Islas Shetland del Sur (Fig. I-2a, 2b). La Bahía Fildes tiene un sistema 

semicerrado con una abertura hacia el sur (Palma et al. 2007), presenta una 

ausencia de perturbaciones por hielo durante el verano - época en que se 

realizaron todos los muestreos. 
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Fig.l-2a.- Mapa de Islas Shetland en el continente antártico. Región en rojo señala Isla 

Rey Jorge, lugar donde se ubica Bahía Fildes (recuadro negro) 

Fig. 1-2b.- Fotografía Satelital de Península Fildes en Isla Rey Jorge, Islas Shetland. En 

círculo en rojo representa la Barna Fildes. (Fotografía gentileza de Dirck Schories) 
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2) Características de la población de A. agassizii 

A. agnssizií (Mor tensen 1910) ha sido encontrada principalmente en las 

Islas Shetland y Georgias del Sur, sin embargo tam,bién se ha reportado al este 

del Mar de Weddell, Islas Falkland y al extremo sur de Tierra del Fuego, Canal 

de Beagle (David et al. 2005). En las zonas más someras de Bahía Fildes, A. 

ngnssizii es una de las especies más abundantes con un claro patrón de 

agregación (Palma et al. 2007). En los sitios estudiados, esta especie depositívora 

se encuentra en sustratos blandos, desde lodosos hasta arenosos, principalmente 

entre los 3 y 5m de profundidad. La distribución de tamaño de testa se 

encuentra entre 4 y 45mm de diámetro, exhibiendo una distribución normal con 

tamaño intermedios como los más abundantes (Palma et al. 2007). Además A. 

agassizii habita en simpa tría y sintopía (í.e vi.ven juntos en la misma localidad) 

con T. abatoides, otro Schizasteridae incubante cuyas características morfológicas 

son bastante similares (Fig, 1-3.), siendo la separación del fasciolo en Tripylus el 

carácter diagnóstico más relevante. 
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Fig. 1-3.- Morfología de dos Schizasteridae incubantes en Bahía Fildes. 

Der: A. agassizii, Izq: T. abatoides. 

3) Recolección de muestras en terreno.-

Los muestreos en terreno durante los años 2008, 2009, 2010 Y 2011, fueron 

realizados bajo el marco de Proyecto ECCOS - Conicyt/2008, FONDECYT F _01-

09, INACH D_05-09 e INACH M_02-10. Todos ellos fueron recolecciones al azar 

mediante buceo, realizados exclusivamente durante los meses de Enero y 

Febrero (fechas de las campañas científicas antárticas). 

A excepción del muestreo del 2011, las muestras fueron fijadas con 

alcohol 95% en frascos debidamente sellados y rotulados. Posteriormente las 

muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Ecología Molecular en la Facultad 

de Ciencias de la Universidad de Chile, para su reconocimiento y 
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caracterización. Para el caso del muestreo realizado durante la campaña 2011, 

las muestras fueron procesadas en el laboratorio de la Base Científica Chilena 

"Prof. Julio Escudero", en la Isla Rey Jorge. Durante este año, se colectó también 

una muestra de A. agassizií en un segundo sitio, ubicado a 4 km hacia el sur de la 

Península Fildes (620 13' 7,64 Si 58° 57' 28,30 W), descubierto durante esta 

expedición (ECA 47) (Fig. I-4). Durante este buceo, se logró colectar 10 

individuos de la especie T. abatoides con el fin de comparar los ciclos 

reproductivo entre ambas especies. 

Fig. 1-4.- Fotografía aérea de Bahía Fildes e Isla Ardley. Isla Rey Jorge, Antártica. Los 

círculos señalan los sitio de estudio de Abatus agazzisii, en rojo: Península Ardley (pAr); 

en amarillo: Playa de Base China (BCh). (Fotografía gentileza de Dirck Shories) 
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Adicionalmente a estos muestreos, algunos datos de tamaño, sexaje y 

estadías de desarrollo fueron rescatados de la expedición realizada en el aílo 

2004 en el marco del proyecto INACE 02-02. 

4) Tamaño de madurez sexual en A. agassizii 

El tamaflo corporal fue medido por el largo de testa antera-posterior de 

cada individuo utilizando un pie de metro (Fig. 1-5) . Para definir un criterio de 

discriminación entre individuos adultos y juveniles, se estimó el tamaño de 

primera reproducción o madurez sexual. Esto se realizó considerando a la 

hembra incubante de menor tarnai'ío muestreada entre todos los años de estudio 

(Nincubanles= 93) Individuos bajo este largo de testa (TL) fueron considerados 

inmaduros (i) y aquellos por sobre este largo de testa, fueron clasificados como 

machos o hembras en base a los criterios descritos más adelante. 
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Fig. 1-5.- Medición de individuos de A. agassizii utilizando un pie de metro en 

laboratorio de Base Científica Chilena "Prof. Julio Escudero" en la Isla Rey Jorge. 

5) Razón de sexo, distribución de talla e incubación 

Los individuos adultos de A. agassizii fueron identificados según sexo, 

basándose en la presencia de cuatro bolsillos dorsales (marsupios) desarrollados 

sólo en hembras, carácter de dimorfismo sexual asociado a la incubación (Schatt 

1996). 

Se realizó un test de permutaciones en Rundom Project v1.1 (Jadwiszczak 

2003), utilizando 10000 iteraciones, para evaluar la posible diferencia de tamaño 

promedio entre ambos sexos y se graficó la distribución de frecuencia de los 
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tamaños de testa de todos los individuos, contrastando la proporción de machos 

y hembras para TL superiores al tamaí'i.o de primera reproducción. 

Se realizó un test exacto de Fisher para evaluar una posible desviación a 

la proporción de sexo de 1:1. 

En las hembras, se registró la presencia/ausencia de crías en el interior de 

sus bolsillos incuban tes, las cuales fueron separadas para su posterior estudio. 

La relación entre la proporción total de crías (TC) y el tamaño de testa 

(TL) de todas las madres muestreadas durante los cuatro años (2008-2011) fue 

testeada utilizando una regresión lineal simple con un irltervalo de confianza de 

0.95. 

6) Identificación, abundancia y distribución de los estadíos de desarrollo 

Tanto los embriones como juveniles, fueron removidos cuidadosamente 

de los cuah'o bolsillos dorsales incuban tes de cada madre. Las crías fueron 

registradas según el estadío de desarrollo que presentaban al momento de la 

observación. Las determinaciones del estadío de desarrollo se realizaron por 

simple inspección bajo lupa, siguiendo como referencia la clasificación de Schatt 

& Féral (1996). 
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Para cada hembra incubante, se registró la cantidad y proporción de cada 

estadío. A partir de estos valores, se calcularon (1) el número promedio de cada 

estadío por hembra para los años 2008, 2009, 2010 Y 2011 Y (2) la frecuencia 

promedio de cada estadío por madre para los mismos años. 

Los bolsillos fueron identificados según los pétalos ambulacrales de 

acuerdo al sistema Lovén (1874) (Fig. 1-6). Todas las crías fueron extraídas y 

registradas en relación al marsupio donde se encontraban. Para ver si existe una 

diferencia en el número de crías entre bolsillos, se realizó un test de 

permutación (n=10000) en Rundom Project vI.I (Jadwiszczak 2003). 

madreporito 

Pétalo 
am bl1la('r~ l 

Petalo 
illteralll bnlacral 

Fig. 1-6.- Sistema de Lovén (1982) en la denominación de placas en un erizo regular. 

(Fotografía extraída del libro ANTARCTIC ECHINOIDEA David et al. 2005 Pág. 33) 
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7) Determinación de ciclos reproductivos en A. agassízií 

Debido a que no contábamos con ITluestreos permanentes durante todo el 

aíi.o que nos permitiera visualizar el estado de maduración de la gónada, la 

determinación de la estacionalidad reproductiva de A. agassizii fue basado en el 

ciclo de desarrollo y reproductivo de la especie hermana A. corda tus (Shatt & 

Féra11996, Magniez 1983). Esta especie ha sido la única de este género que tiene 

estudios embriológicos descriptivos, la cual estima los tiempos de desarrollo de 

cada estadío (Fig. 1-7). Según estas estimaciones, los estadíos El, E2, E3 Y E4 

tendrían una duración de 65, 65, 67 Y 57 días respectivamente. Tomando en 

cuenta posibles diferencias entre especies, poblaciones e individuos, 

consideraremos para nuestro estudio, una duración equivalente para cada uno 

de los estadíos (i .e 65 días). 

Bajo la hipótesis de una reproducción continua (i.e sin ciclo reproductivo) 

observaríamos una proporción de 0,25 para cada uno de los estadíos de 

desarrollo . Es decir, en presencia de ciclo observaríamos una desviación 

significativa entre las proporciones observadas de los distintos estadios en cada 

madre y lo esperado bajo un modelo nulo de reproducción continua. 
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Se realizaron pruebas de X2 en hembras incuban tes utilizando las 

proporciones de cada uno de los estadíos observadas y aquellas que 

esperaríamos bajo un sistema de reproducción continua. Sólo fueron evaluadas 

aquellas madres que presentaban más de 20 crías incubadas (N200S= 19; N2oo9=16; 

N2010= 14; N2011= 18) 
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Fig. 1-7.- Esquema del ciclo de desarrollo de A. cordatus. CFotograña tomada del artículo 

de Schatt & Féral, 1996). 

40 



8) Evidencia de sincronía 

Para comprobar si las madres de la población se encontraban en fase con 

su ciclo reproductivo, se estudiaron a nivel poblacional las posibles diferencias 

en proporción de los estadíos del desarrollo de las crías incubadas. En presencia 

de sincronía, se observarían variaciones significativas de la proporción de los 

diferentes estadios entre las madres. Para esto, se realizó un ANOVA de una vía 

en STADISTICA 7.0, utilizando las proporciones de los distintos estadíos por 

madre. Estos análisis fueron realizados por arlO. Se utilizaron las mismas madres 

estudiadas para la determinación de ciclo. 

9) Diferencias interanuales 

Se evaluó la existencia de un ciclo reproductivo en cada uno de los años 

estudiados y detectó posibles diferencias interanuales. Para determinar si 

existen diferencias entre cada uno de los años analizados e identificar Cuales 

generan las mayores diferencias, se realizó un ANOV A multifactorial y test de 

Tukey desigual N HSD, respectivamente. 
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10) Comparación de estacionalidad reproductiva entre dos sitios de estudio 

Se evalúo posibles diferencias de ciclo reproductivo de A. agassízii entre 

dos sitios de estudio, separados por aproximadamente 1.9Km. En el sitio de 

Base China (BCh) se escogieron 10 madres al azar y se realizó la misma 

metodología utilizada en el primer sitio de muestreo en Peninsula Ardley (PAr), 

con respecto a la medición de tam.aí1o, identificación y conteo de los distintos 

estadíos de desarrollo en las crías recolectadas en los bolsillos incuban tes. 

Se determinó la existencia de ciclo reproductivo, realizando pruebas de X2 

en hembras de más de 20 crías (N = 5), bajo el mismo modelo nulo de 

reproducción continua utilizado en sitio PAr. Es decir, en presencia de ciclo 

reproductivo observaríamos una desviación significativa entre las proporciones 

observadas de los distintos estadios en cada madre y lo esperado bajo un 

modelo nulo de reproducción continua. 

Para determinar si existen diferencias entre sitios y entre estadios 

analizados e identificar cuales generan las mayores diferencias, se realizó un 

ANOVA multifactorial y test de Tukey desigual N HSD, respectivanlente en 

STATISTICA 7.0. 
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11) Comparación de estacionalidad reproductiva entre dos especies 

incuban tes 

Se evaluaron posibles diferencias de ciclo reproductivo entre dos especies 

incuban tes pertenecientes a la misma familia Schizasteridae en el mismo sitio de 

estudio (Base China) durante el muestreo del año 2011.Se escogieron 10 madres 

de T. abatoides al azar y se realizó la misma metodología de medición de testa, 

identificación y conteo de los distintos estadíos de desarrollo de las crías 

recolectadas en los bolsillos incuban tes maternos. Para la identificación de 

estadíos, también se utilizó la descripción del desarrollo del schizasteridae A. 

cordatus de Schatt y Féral (1996). 

Se determinó la existencia de ciclo reproductivo, realizando pruebas de X2 

en hembras de más de 20 crías (N = 6), bajo el mismo modelo nulo de 

reproducción continua utilizado en A. agassizii. Es decir, en presencia de ciclo 

reproductivo observaríamos una desviación significativa entre las proporciones 

observadas de los distintos estadios en cada madre y lo esperado bajo un 

modelo nulo de reproducción continua. 

Para determinar si existen diferencias entre especies y entre estadíos e 

identificar cuales generan las mayores diferencias, se realizó un ANOV A 
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multifactorial y test de Tukey desigual N T-ISD, re pectivamente en STATISTICA 

7.0. 

12) Calendarización de ciclos reproductivos 

A partir del modelo de desarrollo propuesto por Schatt y Féral (1996) 

para A. corda tus, se construyó un esquema para graficar los eventos 

reproductivos en su especie hermana, A. agnssizii. El establecimiento de eventos 

reproductivos se realizó por año y en ambos sitios de estudio (BCh y PAr). 

Para las estimaciones de las fechas de los eventos reproductivos, se 

calculó el centro de gravedad en función de las abundancias relativas de cada 

estadío (Ei Y Ej) por madre, quedando expresando de la siguiente forma: 

(PI' Eí x DíaEi) + (Pr oEj x DíaEj) 

(PI' Ei + PI' Ej) 
Esto fue realizado para los dos ciclos por 

separado (El+E2 Y E3+E4). De esta misma forma se calendarizaron los eventos 

reproductivos en T. abatoides. 
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RESULTADOS 

l. Caracterización de la población de A. agassizii en Bahía Fildes 

a) Tamaíio de Madures Sexual 

La hembra incuban te (con crías en al menos uno de sus marsupios) con el 

menor tamaño de testa registrado, fue de 25 mm. Por lo que, los individuos con 

TL mayores a este tamaño, fueron clasificados en machos y hembras según el 

desarrollo de marsupios dorsales (Fig. 1-8). 
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Fig. 1-8.- Identificación de individuos adultos entre machos (derecha) y hembras 

(izquierda) según el desarrollo de marsupios incuban tes dorsales. 

b) Razón de sexo, distribución de talla e incubación 

La distribución de tamaño antero-posterior entre todos los individuos de 

A. agassizii muestreados, tuvo un rango entre 1 y 44 mm, mostrando una 

distribución unimodal con alta frecuencia de tamaños intermedios (Fig. 1-9). 
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Fig. 1-9.- Distribución de frecuencia de tamaños de testa (TL) de los individuos de A. 

agassizii, muestreados durante todas las campañas de terreno (2004, 2006, 2008, 2009, 

2010, 2011) 

El tamaño promedio de testa (TL) fue de 25.80 mm (N=447). Además, 

existieron diferencias de talla entre machos y hembras (test de Permutación con 

N: 10000, P < 0.002), con un TL promedio en hembras de 32.25 mm (N = 133) Y 

en machos de 30.74 mm (N = 125). 

La proporción de machos y hembras no mostró una desviación 

significativa a la proporción de sexos 1:1 para casi todos los años de muestreo 

(2004: 0.92; p=O.75; 2008: 1.0; p=0.57; 2010: 1.44; p=0.56; 2011: 0.6; p=0.34). Para el 

año 2009 se encontró una desviación significativa a lo esperado con una 

proporción de 0.3 (p<0.05). 
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La tasa de feclUldidad, se consideró como el número promedio de crías 

por madre, el cual varió entre 22.25 y 41 .83. El año 2004 no muestra una 

desviación estándar, ya que se consideró el total de crías por el total de madres 

(no todos los registros fueron hechos por madre) . 

Tabla 1-2. Resumen de la caracterización de los individuos del sitio de estudio de A. 

I1gassizii . H : Hembras; M: Machos; DS: Desviación estándar; 

Tamaño Número de 

Año Promedio Fecundidad Individuos 

H±DS M±DS # H # M 

2004 29.96±7.09 30.90±5.06 22.25 26 21 

2008 31.47±8.30 30.38±3.90 29.28 ± 20.09 34 34 

2009 32.l9±3.61 29.75±3,61 33.64 ± 26.04 26 8 

2010 34.00±3.55 30.00±4.59 43.94 ± 37.80 16 23 

2011 34.24±2.87 30.39±3.53 41.83 ± 27.37 29 18 

La relación entre la proporción total de crías incubadas (TC) y el tamaño 

de testa (TL) de la madre, fue positiva y significativa (1'2 = 0.318, P < 0.001) en el 

total de los datos analizados (Fig. I-10). 
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Fig. 1-10.- Relación entre tamaño de testa de la madre en mm (TL) y el número de crías 

incubadas (fC) 

c) Identificación, abundancia y distribución de los estadios de desarrollo 

El criterio de identificación y discriminación de los distintos estad íos de 

desarrollo, fue el descrito para A. cordatus (Schatt & Féral 1996). De los cincos 

estadíos descritos, cuatros pudieron ser reconocidos dentro de las crías de A. 

agassizii. El estadío de Blástula - correspondiente a las etapas de segmentación y 

blastulación - no fue identificado en nuestras muestras, por problemas de 
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discriminación por efecto de la fijación y manipulación de las mismas. Debido a 

esto, el estadío El incluyó gástrula y blástulas. 

El estadío de Gástrula y blástula (El) caracterizado por una blástula de 

forma esférica y rodeada de una membrana de fertilización. El estadío de 

Postgástrula (E2) se caracteriza principalmente por una invaginación en la zona 

aboral (blastoporo) y una ausencia de la cobertura membranosa observada en 

las gástrulas. El estadío Juvenil 1 o temprano (E3), presentaba dos fases. Una 

primera fase era cercana al estadío postgástrula, caracterizada por una aparición 

de protuberancias del polo aboral y un aUl11.ento en el volumen; y una segunda 

fase más cercana al siguiente estadío, caracterizada por presencia de espinas 

muy pequeñas no-móviles. El último estadío observado fue el Juvenil II o tardío 

(E4), es la última etapa del ciclo de incubación previo a la liberación y está 

rodeado de espinas más largas y móviles alcanzando a medir entre 1-1.5 nun 

(Fig. 1-11). 
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Fig. 1-11.- Estadíos de desarrollo de A. agassizii. Fila Superior. Izquierda: Gástrula 

(El), Derecha: Postgástrulas (E2). Fila Inferior, Izquierda: Juvenil 1 (E3), Derecha: 

Juvenil II. 

Los promedios de las proporciones de cada estadio por madre fueron 

calculados para cada año entre 2008 y 2011 (Fig. 1-12). Para el caso del estadío 

El, se observó una proporción total de 0.484 siendo el estadío más abundante, 

seguido por E4 con una proporción promedio de 0.390. El estadío con menor 

proporción fue E2 con un 0.025, seguido por E3 con 0.101 (Tabla 1-3). 
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Fig. 1-12.- Gráfico de las proporciones promedio de los diferentes estadías para los 4 

años de medición en A. agassizií de Península Ardley (pAr). Las barras verticales 

indican la desviación estándar de cada estadía. 

Tabla 1-3.- Resumen de promedios de abundancia (X) Y de proporciones por madre (EYrotaJ de los 

diferentes estadías del desarrollo de A. agassizii reportados durante los cuatro años de muestreo. 

El E2 E3 E4 

- El - E2 - E3 - E4 
X -- X -- X -- X --

Total Total Total Total 
±DS 

±DS 
±DS 

±DS 
±DS 

±DS 
±DS 

±DS 

10.14 0.360 1.00 0.026 2.04 0.118 16.32 0.496 
2008 

±O.037 ±2.44 ±O.216 ±9.20 ±O, 245 ±1.72 ±12.03 ±O,234 

18.88 0.558 0.40 0.027 2.31 0.085 11.65 0.331 
2009 

±O.764 ±O.060 ±2.930 ±O.127 ±11.98 ±15.17 ±O,174 ±O.188 
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22.19 
2010 

0.55 0.5 0.03 1.25 0.03 20.00 0.40 

±15.46 ±0,194 ±1.10 ±0.059 ±2.08 ±0.047 ±22.60 ±0.17 

17.50 0.51 1.08 0.02 7.42 0.15 14.88 0.33 
2011 

±11.14 ±O,222 ±1.14 ±0.02 ±7.02 ±0.11 ±12.88 ±0.23 

X Tolal 16.59 0.48 0.78 0.03 3.25 0.10 15.71 0.39 

± OS ±13.60 ±0.23 ±1.28 ±0.05 ±2.81 ±0.15 ±3.46 ±0.22 

Las hembras retienen sus crías en los cuatro bolsillos incuban tes 

protegidos por espinas superpuestas. Los bolsillos anteriores (II y IV) son más 

grandes que los bolsillos posteriores (1 y V; Bernasconi 1966). Sin embargo, los 

bolsillos II Y IV mostraron una cantidad promedio de crías menor, que lo 

arrojado por los bolsillos posteriores (1 y V) . Tampoco se observó W1a 

correspondencia con la posición relativa de los tres gonoporos (Fig. 1-13). 
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Fig. 1-13. Distribución de crías en los bolsillos incubantes. Los números dentro de cada 

bolsillo indica promedio de crías (± DS, N= 111). 

Tabla 1-4.- Resumen de los valores de significancia (p value) de las pruebas de 

permutación, realizadas para la comparación entre el número de crías por bolsillo 

I 11 IV V 

I < 0.00001 0.011 0.451 

11 0.027 < 0.00001 

IV 0.002 
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n. Determinación de ciclos reproductivos de A. agassizii en Bahía Fildes 

Para cada hembra analizada, existieron diferencias significativas entre las 

proporciones de estadios observadas y esperadas, bajo el modelo nulo de 

ausencia de ciclo reproductivo. Todos los valores de X2 fueron altamente 

significativos «0.000001). Estos resultados sugieren la existencia de ciclo 

reproductivo en todas las madres evaluadas, es decir que los eventos de 

feClmdación se concentran en uno o varios periodos durante el año. 

b) Sincronía de ciclos reproductivos 

Existieron diferencias significativas entre las proporciones de los distintos 

estadíos en cada unos de los años estudiados (2008: F(3,68) = 60.868; p=O.OOOO; 2009: 

F(3,52) = 67.656; P = 0.000; 2010: F(3,36) = 85.153; P = 0.000; 2011: F(3,68) = 51.456 P = 

0.000) . Estos resultados, corroboran la existencia de un ciclo reproductivo a nivel 

poblacional, ya que existe una sincronía entre las hembras, en la cual la m.ayoría 

de tienen el estado El y E4 (Fig. 1-14). 
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Fig. 1-14.- Comparación entre proporciones de los diferentes estadios del desarrollo por 

madre en los cuatro años de estudio. Las barras son intervalos de confianza del 95% 

e) Diferencias interanuales 

Hubo diferencias significativas entre las proporciones de los estadíos 

E1/E4 Y E2/E3, en todos los años estudiados (F(9,224): 10.322, p = 0.0001; Fig. 1-16), 

siendo los estadios El y E410s estadíos de mayor abundancia, mientras que E2 y 

E3 permanecieron significativamente más bajos (Fig. 1-15). Estos resultados 

corroboran la idea de un ciclo a nivel poblacional, el cual se repetiría cada año 
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con marcados y significativos picos de abundancia de los estad íos El y E4 (Fig. 

1-16). 
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Fig. 1-15.- Diferencias interanuales de las proporciones de los distintos estadios del 

desarrollo en A. agassizii. Las barras verticales son intervalos de confianza del 95%. 
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Fig. 1-16.- Resumen de Test de Tukey desigual N HSD. Cuadros rojos contienen 

valores significativos. **= 0.001; ***= 0.0001; ****= 0.00001 

Esto - según el modelo de desarrollo de A. cordatus - indicaría que las 

hembras están empezando a liberar juveniles tardíos, probablemente 

provenientes de un ciclo anterior, entre 197 y hace 254 días post fertilización 

(dpf). A su vez, las hembras se encontrarían en proceso de gastrulación, que 

debió empezar entre 65 y 28 (dpf), aproximadamente. 
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111. Análisis comparativo de estacionalidad reproductiva de A. agassizii 

utilizando otro sitio de estudio en Bahía Fildes 

a) Abundancia de estadíos de desarrollo y_ciclos reproductivos 

Al igual que lo observado en el sitio de Península Ardley (PAr), el nuevo 

sitio de estudio, Base China (BCh), también arrojó diferencias significativas entre 

estad íos (P<O.05) (Fig. I-17). 
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Fig. 1-17.- Proporciones de los diferentes estadios del desarrollo en sitio Base China 

(BCh) y Península Ardley (pAr). Las barras verticales indican la desviación estándar de 

cada estadío. 
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Todas las madres evaluadas mostraron diferencias significativas entre las 

proporciones de estadios observadas y esperadas, bajo el modelo nulo de 

ausencia de ciclo reproductivo. Todos los valores de X2 fueron altamente 

significativos «0.000001). Estos resultados sugieren la existencia de ciclo 

reproductivo en todas las madres evaluadas. 

Con respecto a la sincronía, existieron diferencias significativas entre las 

proporciones de los distintos estadíos (F(3,16) = 4.2834; p=0.02124), sugiriendo la 

sincronía entre las hembras evaluadas, cuya mayoría presentaban estado El 

(Fig. 1-18). 
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Fig. 1-18.- Diferencias entre proporciones de los diferentes estadios del desarrollo por 

madre en A. agassizii en Playa de Base China (BCh). Las barras son intervalos de 

confianza del 95% 
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b) Comparación de ciclos reproductivos entre ambos sitios. 

Al comparar los dos sitios para el mismo año, no se observan diferencias 

significativas (F(3,80)¡ p=O.5598) con respecto a las proporciones de los diferentes 

estadios (Fig. 1-19). Este nuevo sitio, también presentó dos picos de abundancia, 

correspondientes a los estadíos El y E4. 
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Fig. 1-19.- Comparación de los diferentes estadios del desarrollo de A. agassizii entre los 

dos sitios de muestreo durante la campaña del 2011 (Base China: BCh y Península 

Ardley: PAr). (F(3,80); p=O,5598). Las barras verticales son intervalos de confianza del 

95%. 
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IV. Análisis comparativo de estacionalidad reproductiva entre A. agassizii y T. 

abatoides en Playa de Base China en Bahía Fildes 

a) Abundancia de estadías de desarrollo y ciclos reproductivos 

T. abatoides también evidencia diferencias significativas entre estadíos 

(F(3,28) = 14.053; p=O.OOOOl ; Fig. I-20). 
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Fig. 1.20.- Proporciones de los diferentes estadios del desarrollo entre T. abatoides y A. 

agassizii en el sitio Base China (BCh) durante la campaña del año 2011. Las barras 

verticales indican la desviación estándar de cada estadío. 

Todas las madres de T. abatoides evaluadas mostraron diferencias 

significativas entre las proporciones de estadios observadas y esperadas, bajo el 
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modelo nulo de ausencia de ciclo reproductivo. Todos los valores de X2 fueron 

altamente significativos «0.000001). Estos resultados sugieren la existencia de 

ciclo reproductivo en todas las madres evaluadas. Además existieron diferencias 

significativas entre las proporciones de los distintos estadíos (F(3,2o)=19.888; 

p=O.OOOOO). Estos resultados permiten concluir la existencia de sincronía entre 

las hembras, en la cual la mayoría de tienen el estado El y E2 (Fig. 1-21). 
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Fig. 1-21.- Proporciones de los diferentes estadios del desarrollo por madre en T. 

abatoides. Las barras son intervalos de confianza del 95% 
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b) Comparación de ciclos reproductivos entre ambas especies 

Al observar los ciclos reproductivos de ambas especies en el sitio de 

estudio Base China, se observan diferencias significativas entre los estadíos más 

abtmdantes (F(3,44) = 9.1811; p=O.00008). Las mayores diferencias fueron 

registradas en E2 entre A. agassizii y T. abatoides (p=O.001896). Además ambas 

especies presentaron una alta proporción de El (Fig. 1-22). Esto último, podría 

sugerir que las hembras están en etapa de blastulación-gastrulación (entre 28 y 

65 dpf) Y en postgastrulación (entre 65 y 130 dpf). 

Fig. 1-22.- Comparación de los diferentes estadios del desarrollo entre especies en el 

mismo sitio de muestreo durante la campaña del 2011. (F(3,44) = 9.1811; p=O.00008). Las 

barras son intervalos de confianza del 95% 
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Para A. agassizi i los estadios más abundantes correspondieron a El y E4, 

mientras que para T. abatoides estos fueron El y E2, con promedios de 0.373 y 

0.497, respectivamente (Tabla 1-6). 

V. Calendarizacióll del ciclo reproductivo en Bahía Fildes 

De acuerdo a lo observado en los cuatro aftos de estudio en el sitio de 

Península Ardley, esta población de A. agassizii tendría dos eventos de 

fectll1dación, dado por los picos de abundancia de los estadios El y E4. La 

calendarización de los eventos de reproducción fueron obtenidos bajo el modelo 

de desarrollo propuesto por Schatt y Féral (1996) para A. cordatus, los cuales 

corresponderían a un pulso en Junio y otro en Diciembre (Fig. 1-23). 
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Fig. 1-23.- Calendarización de los dos ciclos reproductivos de A. agassizii en los 

diferentes años muestreados. Muestreo 2008: 01/02; Muestreo 2009: 20/01; Muestreo 

2010: 01/02; Muestreo 2011: 14/01 

Para el año 2007, estimados a partir del muestreo del año 2008, se obtuvo 

un primer ciclo comenzando la segunda quincena del mes de Julio (15 de Junio ± 

15 días), mientras que el segundo ciclo empezaría durante la segunda parte del 

mes de Diciembre (23 de Diciembre ± 13). Para el año 2008, estimados a partir 

del muestreo del año 2009, se obtuvo un primer ciclo que habría comenzando la 

segunda quincena del mes de Junio (21 de Junio ± 14), mientras que el segundo 

66 



ciclo habría enlpezado dmante la última la segunda quincena del mes de 

Diciembre (17 de Diciembre ± 5 días) . Para el año 2009, estimados a partir del 

muestreo del año 2010, se obtuvo un primer ciclo que habría comenzando 

terminando el mes de Junio (21 de Junio ± 9 días), mientras que el segundo ciclo 

habría empezado durante la última parte del mes de Diciembre (28 de 

Diciembre ± O días) . Para el aflo 2010, estimados a partir del muestreo del año 

2011, se obtuvo un primer ciclo que habría comenzando el mes de Junio (25 de 

Junio ± 5 días), mientras que el segundo ciclo habría empezado durante la 

primera parte del mes de Diciembre (9 de Diciembre ± 15 días). 

En el sitio Playa de Base China (BCh), también se obtuvieron dos ciclos 

reproductivos para A. agassizií, cada uno con sus respectivas fechas de i.nicio y 

su error. Para el aflo 2010, estimados a partir del muestreo del afio 2011, se 

obtuvo WI primer ciclo el 01 de Julio (± 24 días), mientras que el segwldo ciclo 

empezaría el 04 de Diciembre (± 21 días) . 

Para T. alJatoides, en este mismo sitio y aíio, también se obtuvieron dos 

ciclos reproductivos. El primer ciclo habría empezado el 07 de noviembre (±15 

días) y el segundo el 04 de junio (± O días; Fig. 1-24). 
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Fig. 1-24.- Calendarización de los dos ciclos reproductivos de A. agassizii y T. abatoides. 

Se muestran las comparaciones entre sitio de muestreo (PAr vs BCh) durante la 

campaña del 2011 y entre especies en el mismo sitio BCh. El muestreo fue realizado el 

día 14 de enero. 
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DISCUSIÓN 

Los resultados de este estudio seí'i.alan la existencia de un ciclo reproductivo 

en cada una de las hembras evaluadas, con evidencia de sincronía entre ellas. 

Esto cielos tendrían dos pulsos reproductivos durante el aí'i.o, concentrados 

durante Julio (invierno) y Diciembre (verano). Estos resultados se asemejan a lo 

observado en las especies hermanas subantárticas A. cordatus (Magniez 1983, 

Schatt & Féral1991, 1996) y A. cavernosus (Gil 2009). 

Para el caso de A. cordatus, endémico de las Islas Kerguelen, Schatt (1984) 

detecta dos pulsos reproductivos, uno principal entre Marzo-Abril (otoíio) y uno 

secundario a comienzos de Octubre (primavera). Para el pulso principal, los 

juveniles se liberarían durante el l11.eS de Febrero (verano), mientras que para el 

pulso secundario, los juveniles se liberarían en Junio (invierno). Sin embargo, 

esta calendarización de los cielos reproductivos presentó variaciones temporales 

entre diferentes regiones geográficas alrededor de la isla principal (Sellatt & 
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Féral 1989, 1991). Esto demostraría que los pulsos reproductivos en el género 

Abntus son bastante variables entre pobladones. 

Por otra parte, Gil (2009) estudió los ciclos reproductivos de una población 

de A. cavemosu.s en el sur de la Patagonia argentina. Este estudio, detecta sólo un 

pulso reproductivo durante Mayo-Julio, con una liberación de juveniles durante 

el mes de Enero (verano) . 

Estos resultados son contrastantes con lo observado en las especies 

hermanas antárticas A. shackletoni y A. l1.imrodi. Pearse y McClintock (1990) 

estudiaron ambas especies en la Bahía McMurdo y observaron poca variación 

temporal en los índices gonádicos y presencia de todos los estadios de 

desarrollo en los bolsillos incuban tes de la madre, sugiriendo una reproducción 

continua durante todo el año. Este escenario seria habitual en otras especies de 

la zona con desarrollo lecitotrófico, en contraste con otras especies de desarrollo 

planctotrófico con periodos de pulsos reproductivos más restringidos (Pearse & 

McClintock 1990). 

En las regiones subantárticas, existe tma fuerte variación de los factores 

exógenos (i.e la temperatura, fotoperiodo, ciclo lunar y disponibilidad de 

alimento) . Estudios en fauna bentónica realizados en estas regiones, han descrito 

tUla alta variación de temperatura durante el ai'lo (Branch et ni . 1993, Gil 2009, 
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Kang 2009), cambios en el fotoperiodo y una concentración total de clorofila que 

varía irregularmente a lo largo del a110 con un aumento significativo del 

fitoplancton durante un corto período entre Septiembre - Octubre y Diciembre­

Enero (Alu1 et al. 2003, Hernando 2006, Kang el al. 2009, Pérez et al. 2010). En este 

contexto, las dos especies subantárticas mostrarían un ciclo anual en el cual la 

mayor cantidad de crías incubadas son liberadas durante verano, posiblemente 

para aprovechar el aumento de la productividad primaria y proveer nutrición y 

crecimiento a los juveniles (Magniez 1983, Schatt 1985, Pearse et al. 1986, Schatt 

& Féral 1991, Poulin & Féral 1995). En contraste, estas variaciones ambientales 

no estarían presentes en la Antártica continental. En particular, la Bahía de 

McMurdo muestra una temperatura superHcial del agua que varía solamente 

entre -2.0 y -1.7°C, con una cantidad de material orgánico en el sedimento 

relativamente estable a lo largo del a110 (Pearse et al. 1986). En este caso, las 

especies antárticas tendrían liberación constante de los juveniles, posiblemente 

debido a una menor estacionalidad ambiental. Sin embargo, nuestros resultados 

señalan, que a pesar de encontrarse en la región de la Península Antártica, la 

especie A. agassizii presenta un ciclo anual con evidencia de sincronía 

poblacional y dos pulsos de reproducción. Es decir, esta especie antártica 

presentaría un ciclo reproductivo más parecido al de una especie subantártica. 
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Una posible explicación para este fenómeno, es la variación ambiental de las 

Islas Shetland. La antártica no es un sistema homogéneo, ya que podernos 

encontrar zonas de baja variación en los factores ambientales, así corno también 

aquellas que presentan fluctuaciones con importantes alzas en la productividad 

primaria y temperatura . En este sentido, Tréguer y Jacques (1992) dividieron el 

Océano Austral en zonas de acuerdo a su patrón de cobertura de hielos y 

productividad primaria. 1) . Zona cercana a la costa, constantemente cubiertas 

por hielo, (Permanent Ice 2one); 2) Zona fuera de PIZ, donde el hielo se forma 

cada invierno y se derrite en primavera, (Sensonnllce Zone) y 3) Zona hacia fuera 

de SIZ, donde solo hay mar abierto (Permnnently Open-Ocean Zone). Cada una de 

estas zonas presentan diferentes regímenes temporales de luz y cobertura de 

hielo, los cuales gatillan diferentes patrones de estacionalidad en la producción 

primaria (Clarke 1988), donde el pulso de materia orgánica en el bentos está 

diferencialmente limitada en el tiempo (Grange 2004). 

Las Islas Shetland, en particular la Bahía Fildes en Isla Rey Jorge, presenta 

una importante variación en los principales factores ambientales, corno la 

temperatura superficial del agua, que varía entre -1.96 oC y 2.86 oC durante el 

periodo 2007-2010 (datos no publicados, Fig. J-25) Y la concentración total de 

clorofila, que registra variaciones de 0.1 a 12.2 ~Ig/L a lo largo del año (Kang 
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2009). Además, estas oscilaciones se han incrementado durante los últimos años 

debido al fuerte impacto del calentamiento global sobre la Península Antártica 

(Clarke et al. 2006, Schofield 2010). 
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Fig. 1-25.- Representación gráfica de las variaciones en la temperatura de la 

superficie del agua registradas durante febrero 2008 y febrero 2010. 

Finalmente, las Islas Shetland del Sur (Península Antártica), tendrían 

características más similares a las observadas en regiones subantárticas, que las 

observadas en el Mar de Ross (Antártica Continental). Por lo que la especie A. 

agassizií de Islas Shetland, estaría experimentando mayor variación ambiental 

que aquellas especies congenéricas A. nimrodi y A. shackletoni de McMurdo. Esto 
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podría indicar que las variaciones anua les de estos factores exógenos estarían 

generando una fuerte ciclicidad en la reproducción de A. agassizii. En este 

mismo sentido, el patrón de ciclicidad se extiende a otras poblaciones de A. 

ngnssiúi, (i .e individuos de distintos sitios de muestreo presentan mismo ciclo). 

Incluso a otras especies, como el caso de T. abatoides que también mostró un ciclo 

reproductivo anual con dos pulsos de liberación de gametos. 

Una segunda explicación se refiere a la similitud genética de A. agassizii con 

las especies hermanas de la región Subantártica. La filogenia de máxima 

parsimonia realizada en la familia Schizasteridae utilizando el gen Citocromo 

Oxidasa Subunidad 1 (Tesis Magíster Angie Díaz, 2008), posiciona a A. agassizii 

en un clado conformado por las dos especies subantárticas (A. cordatus y A. 

cavernosus). Las especies antárticas (A. nimrodi y A. shackletoni) - por el contrario -

quedan en dos clados distintos y separados entre sí (Fig. 1-26). Estos resultados 

podrían indicar una inercia filogenética en el determinismo de los ciclos 

reproductivos. 
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Fig. 1-26.- Reconstrucción filogenética de la familia Schizasteridae realizada a partir del 

ADN mitocondrial (COI). 

En adición a esto, A. agazzisii tiene una distribución bastante restringida en 

la Península Antártica, ya que sólo se ha encontrado una población en Bahía 

Fildes, a pesar del esfuerzo de muestreo que se ha realizado en numerosas 

expediciones entre 2004 y 2011. Asimismo, esta especie tiene registro de haberse 

encontrado en las Islas Georgia del Sur, lo cual permite pensar que esta especie 

habría colonizado las Islas Shetland desde zonas sub antárticas durante el 

proceso de transición entre el último periodo glacial y el actual interglacial. El 
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éxito de sobrevivencia que habría tenido esta especie, se debería principalmente, 

a las características actuales del medio ambiente de la zona, similares en varios 

aspect s con las regiones subantárl"icas. 

Por último, cabe mencionar que las duraciones de los distintos estadios 

del desarrollo de las crías de A. ngnssiúi, pueden diferir con respecto a lo 

descrito para el ciclo reproductivo y de incubación de su especie hermana (A. 

cordatus). Frente a esta observación, una alternativa para la duración del ciclo de 

incubación de A. agnssizii sería de 14 a 15 meses desde el pulso de reproducción 

de Diciembre hasta su liberación en los meses de verano (Febrero-Marzo). Esta 

duración de ciclo de incubación explicaría el hecho que en los meses de 

muestreo (Enero-Febrero) observemos dos picos de abundancia, lo que 

representaría el solapamiento del estadio El del nuevo ciclo, más los individuos 

E4 del ciclo anterior. En invertebrados marinos antárticos, se han descrito tasas 

metabólicas más bajas y largos períodos de desarrollo (Pearse et al. 1991, Peck et 

al. 2006a, b) . Una forma de comprobar esta alternativa, sería observar los 

estadíos de desarrollo de las crías incubadas durante el invierno (Agosto), en 

donde debiéramos encontrar - principalmente - estadios E2 y E3. 
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II CAPITULO 

PATRON DE APAREAMIENTO Y 

MULTIPATERNIDAD EN A. agassizíi 
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INTRODUCCIÓN 

Los eventos de fecundación en el mar conllevan evidentes obstáculos que 

han sido asociados a la evolución de distintas estrategias reproductivas, las 

cuales se traducen en asegurar una mayor eficacia del espermatozoide en llegar 

al huevo. Distintos modos reproductivos aseguran una mayor fecundidad 

(porcentaje de huevos fecundados), lo que permite así evaluar el 

comportamiento y éxito reproductivo de los individuos de una especie. 

La fertilización exitosa en invertebrados marinos, está modulada por una 

serie de mecanismos que incluye conductas asociadas a la agregación, pseudo­

copulación (Pennington 1985, Run et al. 1988, Levitan et al. 1991, Levitan et al. 

1992, Hamel & Mercier 1995), la sincronización en la liberación de gametos, 

generalmente asociada a variables ambientales (Giese & Kanatani 1987, Giese et 

al. 1991) y mecanismos endógenos, como tipo de gametos/gónada, forma de 

desarrollo y sistema neuro-endocrino de respuesta a estímulos (Miller 1989, 

Young 1999). Asimismo, estos mecanismos, se encuentran influenciados por 
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algunos factores, como la densidad, tanto en la población de machos como de la 

esperma, el tamaño poblacional y corpora.! de los adultos, la distribución de los 

individuos y su sincronia en el m mento de la liberación de gametos 

(Pennington 1985, Pearse et al. 1991, Levitan et al . 1991, Levitan et al. 1992, 

Levitan & Petersen 1995, Powell et al. 2001, Levitan 2005). 

La liberación de gametos o "spawning" es uno de los eventos del ciclo 

reproductivo cuyos tiempos y periodicidad también varían en función de 

factores endógenos y exógenos (Baker 1938, Clarke 1979, Olive 1995, Mercier & 

Hamel 2009). Sin embargo se ha definido tres formas principales de spawning 

(Tabla II-n (Havenhand & Styan 2009, Kamel et al. 2010). Una primera forma de 

liberación es de] tipo "broadcaster" , en la cual ambos gametos son liberados a la 

columna de agua y la fertilización ocurre externamente. Una segunda forma se 

ha denominado "copulntory", ya que hay una liberación de espermios 

directamente a las hembras mediada por estructuras o algunas conductas del 

tipo copulatorias (pseudocopulación en estrellas de mar Sla terry & Bosh 1993, 

copulación en gasterópodos, Paterson et al. 2001, hectocótilo en cefalópodos 

Voight & Feldheim 2009, espermatóforo en langostinos Yue & Chang 2010). Una 

tercera modalidad es del tipo "spermcast" (Pemberton et al . 2003, Bishop & 

Pemberton 2006), la cual involucra una retención de los gametos por parte de la 
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hembra (huevos) y una liberación d los gametos d l macho (esperma) a la 

olumna de agua (Bishop 1996, Addison & Hart 2005, Marshall & Evans 2005, 

Bishop & Pemberton 2006, Johnson & Yund 2007, Serrao & Havenhand 2009, 

Kamel 2010). En con ecuencia, la fecundación ocurre sobre o al interior de la 

hembra (Fell 1946, Schinner & McClintock 1993, David et al. 2005, Sewell 2011,) 

por medio de una recepción pasiva de esperma de múltiples padres potenciales, 

traduciéndose en una mayor tasa de feclUldación que las especies del tipo 

"broadcaster" (Pemberton et al. 2003, Johnson & Yund 2007). La mayoría de las 

especies que presentan esta modalidad son incuban tes, a excepción de alglillos 

briozoos (Membranipora membranácea: Temkin 1994, Electra pilosa y Alcyonidium 

sp: Temkin 1996) y esponjas (Maldonado & Bergquist 2002) que liberan los 

cigotos tras una fertilización interna. La liberación de Wl solo tipo de gametos se 

ha observado en organismos sésiles (Yund & McCartney 1994, Johnson & Yund 

2004), de baja dispersión o con desarrollo de espermiotecas (Marshall & Evans 

2005, Kamel 2010), los cuales experimentan una promiscuidad obligada o 

patrones de apareamiento múltiple ("multiple mating"). 
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Tabla 11-1.- Resumen de los principa les modos de liberación de gametos de macho y 

hembras y su asociación en invertebrados marinos. 

Spawning Hembra (huevos) 
..-. 
(/) Protegido (interior Protegido o Libre ..... 
S madre) (cápsulas) 
H 
Q) 

Po. 
(/) Q) 
Q) H --- ..a Broadcaster Spermcast Spermcast o ..... 

..!:: ,....¡ 
u 
~ 

~ ..-. 
o 

O() H 
¡::: o o 

'd '1-< ..... -o 
~ 

..... 
O() ..... 

~ X Copulatory X Q) 

S ~ ..... 
Po. o H 

(J) 
H Q) 
~ Po. 

(/) 
Q) 

---

Tradicionalmente, el sistema de apareamiento o "mating system" se define 

corno los caracteres reproductivos que determinan los patrones de apareamiento 

en los organismos, es decir quien se aparea con quién y cómo lo hacen (Barrett & 

Eckert, 1990; Barrett et al. , 1996; Vogler & Kalisz, 2001). Algunas de las 

modalidades en estos pa trones de apareamiento son la poliginia, en la cual un 

macho tiene múltiples hembras en un mismo periodo reproductivo; contrario a 

la poliandría, en la cual las hembras tienen múltiples machos (Sinervo 1997). 

Estas modalidades de apareamiento han sido reportadas en numerosos taxa 

(Plantas: Mitchell 2005; Anfibios: Myers & Zamudio 2004; Reptiles: Laloi et al. 

2004; Peces: Soucy & Travis 2003; Aves: FOSS0y et al. 2007; Parásitos: Cutullé 
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2010; Insectos: Boomsma 1999, Arnql1ist & Nilsson 2000; Moluscos: Shaw & 

SaLler 2004, Tesis Brante 2007, Mal in en et nl. 2007 Voight 2009, Walker et al. 

2007; Crustáceos: Toonen 2004, Yue & Chang 2010, Yue et al. 2010). 

Algunas de las hipótesis que han explicado el origen evolutivo de la 

palian dría han sido referidas a los beneficios directos (no-genéticos) e indirectos 

(genéticos) que tendrían las hembras (Newcomer 1999, Jennions & Petrie 2000, 

FOSS0y et nI. 2007, Marshall & Evans 2005). Los beneficios directos descritos en 

algunas especies de aves, han sido exp¡mdir el rango de forrajeo de la hembra al 

facilitarse su entrada en los territorios de machos extras, aumentar su defensa al 

ataque de depredadores (Gray 1997) y aumentar el cuidado parental (Blomqvist 

et al. 2005). En otras especies, se ha planteado que la poliandría aseguraría el 

éxito de feClmdación de los huevos, otorgando un mayor éxito reproductivo a 

las hembras (Aves: Sheldon 1994; Insectos: Tregenza et al. 1998; Palique tos: 

Marshall & Evans 2005 y revisado por Yasui 1998 y Simmons 2005). 

Alternativamente, las hembras tanlbién podrían tener beneficios indirectos, 

como maximizar la calidad genética de la descendencia escogiendo a aquellos 

machos portadores de los mejores genes (hipótesis de los "buenos genes") o 

bien complementando los suyos (hipótesis de "genes compatibles") (M011er & 

Birkhead 1998, M011er & Thornhill 1998, FOSS0y et al. 2007). Además tendría 
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efecto en la diversidad genética, ya que - al aumentar el número de machos que 

feClmdan a una misma hembra (Multipaternidad) - existe una mayor 

probabilidad de aportar nuevos alelos a la descendencia (Johnson & Yund 2007, 

Cutullé et nI. 2009, Serbezov et al. 2010) y evitar los efectos negativos de la 

endogamia (Stockley et nI. 1993, Pusey & Wolf 1996, Tregenza & Wedell 2002). 

En el caso particular de los invertebrados marinos, son estos dos últimos 

beneficios indirectos los que explicarían de mejor manera el origen evolutivo de 

la poliandría. 

Al existir una retención de gametos - ya sea por parte de las hembras o en 

algún tipo de estruch1l'as (cápsulas) - y un escaso movimiento de los adultos, las 

hembras de especies del tipo "spermcast" y "copulntonj" tienen un número 

limitado de machos posibles para la fecundación de sus gametos, conh'ario con 

lo que ocurre en aquellas hembras de especies "broadcaster", en las cuales sus 

gametos tiene un mayor número de machos posibles para su fecundación 

(Johnson & Yl.md 2007). La ausencia de dispersión de los huevos, la rápida 

dilución y corta longevidad de los espermatozoides en el agua (Levitan & 

Pe tersen 1995, Yund 2000, Levitan 2000, Pemberton et al. 2003, Levitan 2004) y la 

poca movilidad de las especies bentónicas, permite pensar que el número de 

machos potenciales estaría determinado por factores poblacionales como el tipo 
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de distribución y la densidad (Levitan et al. 1992, Levitan & YOlmg 1995, Yund 

2000, Levitan 2002, Levitan 2004, Marshall & Evans 2005). De estos estudios se 

puede desprender que 1) el nivel de poliandría dependería de la distribución 

espacial de los machos, ya que solo los más cercanos a las hembras serían 

exitosos en fecundar (Yund & McCartney 1994,Yund 1998, Atkinson & Yund 

1999) y 2) en el caso de las especies sésiles o de poca vagilldad, que además no 

poseen un estadio de dispersión, ocurriría lm aumento del nivel de endogamia, 

debido a la generación de estructuras familiares (kingroups) en las proximidades 

(Poulin & Féral 1995, Yund & Q'Neil 2000). En este sentido, se espera que en 

poblaciones de alta densidad, la descendencia de una madre sea el resultado de 

la feclmdación de varios machos (Alta Multipaternidad); mientras que cuando 

hay una baja densidad, se espera que un macho o un numero bajo de machos 

hayan participado de la fecundación (Baja Multipaternidad). 

En paralelo, se han descrito algunas estrategias conductuales que 

aseguran el éxito reproductiv~ de especies de invertebrados marinos (Run et al. 

1988, Slattery & Bosch 1993, Levitan 1998, Ym1d 2000, Campbell et ni. 2011). 

Estas conductas apuntan hacia el aumento de densidad poblacional y/o 

espermática, siendo la sincronía de liberación de gametos y la agregación 

algunas de las más documentadas en equinodermos, (Pearse 1988, Starr et al. 
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1990, Chenuil 2004). Nada se conoce de las estrategias reproductivas 

conductuales en Abntus, sin embargo Chenuil (2004) plantea que podrían estar 

asociadas al acercan"IÍento entre ma chos y hembras durante el periodo de 

reproducción, como se ha observado en equinodermos (Slattery & Bosh 1993, 

Selvakumaraswamy & Byrne 2000, Campbell et al. 2001), incluso en equinoideos 

Schizasteridae (Buchanan 1966). 

La determinación de los patrones de apareamiento y de los sistemas de 

reproducción en invertebrados marinos conlleva dificultades propias al sistema 

de estudio. Las observaciones de copulación de hembras con uno o varios 

machos, permiten establecer algunos patrones de apareamiento, sin embargo no 

permiten medir si estas conductas conllevan a una paternidad efectiva (Laloi et 

nl. 2004). Además mud1as especies exhiben progenies o camadas numerosas, las 

cuales dificultan la evaluación del éxito reproductivo de machos específicos 

(Levitan et al. 1995) y su variación entre individuos (Blouin 2003, Jones 2005). 

El desarrollo de marcadores moleculares, en particular los microsatélites, 

ha posibilitado la apertura de nuevas posibilidades de medición en comparación 

con las observaciones previas. Desde los primeros estudios en poblaciones 

naturales (Ellegren 1991, 1992, Schlotterer et al. 1991), los microsatélites se han 

convertido en los marcadores más utilizados y los de mayor aplicación en 
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genética de poblaciones y ecología molecular (Ritland 2000, Stapley et al. 2003, 

Herráeza et ni. 2005, Aspí et ni . 2006, Cegelski et nI. 2006, Hansson 2010). 

Además, existe un extenso conocimiento en los aspectos generales de su uso 

(Jarne & Lagoda 1996, Sell<oe & Toonen 2006, Valí et al. 2008), desarrollo (Zane 

et al. 2002) y evolución (Ellegren 2000, 2004). Los microsatélites son secuencias 

repetidas en tándem cuya unidad de repetición es entre una y cinco pares de 

bases. Se heredan de forma mendeliana y son codominantes, segregan 

independientemente en cada locus y presentan un alto nivel de polimorfismo, 

medido por los tamaños de los diferentes alelos (Jame & Lagoda 1996, Sunnucks 

2000). 

La mayoría de las especies del tipo spermcast incuba a sus crías, lo que 

representaría ser un modelo adecuado para la reconstrucción de genotipos 

parentales. En particular, la determinación del número mínimo de machos que 

contribuyen a la diversidad genética observada en la descendencia (i .e 

multipaternidad) ayuda a evaluar el tipo de apareamiento reproductivo. Este 

tipo de análisis de paternidad es uno de los más usado en estudios de ecología 

molecular (Jones 2001, 2005, Johnson & Yund 2007, Mákinen et al. 2007, Jones et 

al 2009, Voight & Feldheim 2009, Yue & Chang 2010) y pueden ser realizados 

con cualquier tipo de marcador molecular 10 suficientemente polimórfico 
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(Gerber, 2000). A pesar de que existen alternativas en el uso de marcadores para 

realizar este tipo de studio (RAPD, AFLP), los cunl s han sido utilizados 

previan1ente en análisis d paternidad (Levitan 199 , Chenuil et nI. 2004), la 

herramienta genética más poderosa para realizar este tipo de estudios para la 

may ría de los sistemas biológicos son los microsatélites. De hecho, los avances 

más recientes en técnicas, aplicación y análisis de resultados han sido 

desarrollados para estudios utilizando este tipo de marcador (Blouin 2003, Jones 

& Ardren 2003, Selkoe & Toonen 2006, Hess et al. 2011). 

Debido a que en el erizo incubante A. agassizii la maternidad está 

establecida, distintos análisis de parentesco pueden ser realizados. En particular, 

este trabajo pretende conocer la modalidad de apareamiento y determinación de 

los niveles de multipaternidad a través de la reconstrucción de los genotipos de 

los posibles padres. Además se realizará un estudio espacial utilizando un 

transecto de 20m para conocer la estructura familiar y testear si la modalidad de 

reproducción esta mediada por la densidad de los individuos. 
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De los anteceden tes previamente expuestos, se desprenden las siguientes 

hipótesis de trabajo. 

1) Patrón de Apareamiento & Nivel de Multipaternidad 

Debido a la retención de los huevos por parte de las hembras, 

limitaciones de la esperma y a la baja vagilidad de los adultos, las crías 

incubadas por una misma hembra provendrían de la fertilización de un número 

muy limitado de machos (Bajo nivel de Multipaternidad) 

Por lo tanto se predice que: existirá un bajo número de genotipos 

parentales reconstruidos por camada evaluada. 

2) Densidad poblacionaI y Nivel Multipaternidad 

El número de machos que participan de un evento de fecundación 

depende de la densidad poblacional. 

Por lo tanto se predice que: el nivel de multipaternidad en el patrón 

aislado (baja densidad) sería más bajo que en el patrón agregado (alta densidad) 
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3) Estructura familiar 

Debido a la retención de gametos y crías por parte de la hembra, baja 

sobrevivencia del esperma en el agua y poca vagilidad de los individuos, 

debería existir una estructura familiar a pequeña escala. 

Se predice que existirá una ausencia de equilibrio de Hardy-Weinberg en 

todos los loci evaluados y una correlación negativa entre distancia genética y 

coeficiente de parentesco 
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METODOLOGÍA 

1) Área de estudio 

Este estudio se realizó en la Isla Ardley en la Bahía Fildes (620 12' 50,S S; 580 

55' 58 W), ubicada en la península de su mismo nombre ubicada en la parte 

suroeste de la Isla Rey Jorge en las Islas Shetland del Sur. 

Fig. 11-1.- Punto de muestreo en Península Ardley frente a BahÍa Fildes, Isla Rey Jorge 
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2) Recolección de muestras en terreno.-

El muestreo de Abntus ngnssizii se realizó mediante buceo en la Isla Ardley 

en la Bahía Fildes (620 12' 50.5 S; 580 55' 58 W) durante la campaña de terreno 

del año 2008, bajo el marco del Proyecto ECOS - Conicyt/2008. 

Asinüsmo, para revisar dos cohortes distintas de una misma madre, se 

muestrearon hembras durante la campaña 2011, los cuales fueron recolectadas 

al azar en el mismo sitio de estudio. Esta expedición fue realizada bajo el 

Proyecto de Apoyo de Tesis de Postgrado en temáticas antárticas INACH M_02-

10. 

El muestreo efectuado durante la campaña del 2008, se realizó a lo largo 

de lID transecto de 20m de largo, enh'e una proflIDdidad de 7.9 y 9.8 m. Se 

muestrearon 19 cuadrantes de 70x70cm2 (Fig. 11-2) cada uno con celdas de 10 cm2 

dispuestos perpendicular a lo largo de la línea del transecto. El cuadrante fue 

colocado en el sustrato para luego colectar todos los individuos, los cuales 

fueron registrados con su posición dentro del cuadrante (celda) (Fig. 11-3) 

Posteriormente, las muestras fueron fijadas con alcohol 95% en frascos 

debidamente sellados y rotulados con el número de identificación, fecha de 

colecta, acompañado por un documento que identifica la posición de cada 

espécimen en el cuadrante respectivo. Las lTwestras fueron trasladadas al 
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Laboratorio de Ecología Molecular en la Facultad de Ciencias de la Universidad 

de Chile para su posterior análisis genético. 

a) 

b) 

, , 

e) 

, , , , , 

""'---- ----) V 
70cm 

Prof. ='.1Om 

70cm 

Fig. 11-2.- (a) Esquema de la metodología utilizada para realizar el muestreo en terreno (b) 

esquema del transecto utilizado y las profundidades registradas en sus extremos (c) 

esquema de cuadrante y sus dimensiones con ejemplos de algunos individuos 

encontrados. 
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Fig. 11-3.- Fotografías submarinas del muestreo. Arriba: cuadrante dispuesto en el 

sustrato con cordel de medición. Abajo Derecha: cuadrante con individuos de A. 

agassizii en una de sus celdas. Abajo Izquierda: extracción de un individuo dentro del 

cuadrante. 
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3) Densidad y distribución poblacional 

Para estimar la densidad de cada escenario se calculó el número de 

individuos por área en cada cuadran te, utilizando sólo los individuos adultos. 

Se determinó i ambos escenarios eran significativamente diferente entre sÍ, 

mediante un test de permutación (N=10000) en Rundom Project v1.1 

(Jadwiszczak 2003). 

Se estimó el tipo de distribución (aleatorio, regular o agregada) de los 

individuos en cada cuadrante, a través de la varianza. Esto también se realizó 

por escenario, utilizando el pr omedio de sus cuadrantes (X escenariol/m2). 

4) Sexaje de los individuos colectados e identificación de los estadios 

incubados. 

Los individuos ad ultos de A. agnssizii fueron identificados según sexo, 

basándose en la presencia de cuatro bolsillos dorsales (marsupios) desarrollados 

sólo en hembras, carácter de dimorfismo sexual asociado a la incubación (Schatt 

1996). 

Los diferentes estadíos incubados fueron removidos de los cua tro bolsillos 

dorsales de cada madre. La identificación de los estadíos se realizaron por simple 

inspección bajo lupa siguiendo como referencia la clasificación de Schatt & Féral 

94 



(1996) . Para los erizos recolectados durante la ampaña del 2008, la identificación 

se realizó en Santiago con muestras fijadas en alcohol. Los individuos adultos y 

sus correspondientes crías fueron aislados para su posterior extracción. En 

contraste, durante la campaña del 2011, la identificación de adultos y crías se 

realizó con muestras frescas en el Laboratorio de Bio-recursos Proyecto Corfo 

InnovaChile a cargo de la Dra. Jeny Blamey ubicado en la Base Científica Prof. 

Julio Escudero. 

5) Extracción y cuantificación de ADN 

Todas las muestras - tanto de adultos como de cTÍas - fueron tratadas 

siguiendo el protocolo de Sales (Aljanabi & Martinez 1997). El tejido utilizado 

para los individuos adultos fueron espinas y palpos de la zona oral y para las 

crías se utilizaron los individuos completos. 

Posterior a la extracción, se realizaron mediciones de la calidad y 

cantidad de ADN en cada muesh'a utilizando un espectrofotómetro de 

absorbancia de nano-volúmenes de amplio rango de concentraciones 

(NanoDrop ®, Thermo Scientific). 
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Para las muestras trabajadas en fresco, se utilizó el mismo procedimiento 

de sales con algunas modificaciones en los tiempos de centrifugación y 

preci pi tación. 

6) Desarrollo de Microsatélites 

Los marcadores moleculares utilizados fueron diseñados por un servicio 

externo que elaboró un set de microsatélites a partir de ADN concentrados y de 

buena calidad de A. agassizii colectados previamente en el miSITlO sitio de 

estudio. 

Se evaluó el nivel de polimorfismo de estos microsatélites en individuos 

adultos de muestras colectadas durante expediciones anteriores. Los loci que 

resultaron ser más polimórficos y con mejor amplificación fueron seleccionados, 

y sus respectivos partidores marcados con fIuoróforos universales del tipo VIC, 

NED, FAM, PET - los cuales han sido utilizados en numerosos eshldios basados 

en microsatélites (EI-Kassaby et al. 2001, Farias 2006, Edwards 2008). 

7) Amplificación de Microsatélites 

Tras el marcaje se realizaron una serie de estandarizaciones para la 

amplificación mediante técnica de PCR. Se utilizaron diferentes estrategias de 

amplificación para cada uno de los 6 Joci escogidos (Apéndice 1) 
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La amplificación fue constatada a través de ge les de agarosa al 2% y 

aquellos que resultaron ex itosos fueron enviados a electroforesis capilar en el 

entro de Biotecnología Roy J. Carver en la Universidad de Illinois (Urbana­

USA). Los tamaños alélicos de cada locus utilizado se visualizarán con el 

programa Peak Scanner™ Software v1.0 (Applied Biosystem). 

Debido al escaso ADN extraído de] estadio El (gástrulas + blástulas) 

durante la campaña del 2011, se privilegiaron a los loci más polimórficos (mayor 

número de alelos). Esto permitió realizar dos ensayos por locus. Además, no 

hubo constatación de amplificación a través de geles de agarosa, debido a que 

en numerosas ocasiones los amplicones no fueron detectados por electroforesis, 

sin embargo si presentaban señal en los electroferogramas. 

8) Evaluación de la diversidad genética en la población de A. agassizii. 

Se evaluó la diversidad gené tica utilizando un total de 66 individuos 

adultos (machos y hembras) de A. agnssizii así como las frecuencias alélicas 

poblaciona les de los nueve loci escogidos. Todos los datos fueron revisados 

utilizando MICRO-CHECKER (Van Oos terhout et nl. 2004) para detectar 

posibles errores de inconsistencia, de lectura así como la presencia de alelos 

nulos. A partir de los genotipos ob tenidos para cada individuo y para cada 
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10CllS, se estimó con lo programas GENETIX 4.05 (Belkhir et al 1996) y CERVUS 

(Marshall et a11998, Sla te et al. 2000): el número promedio de alelos por locus 

(NA), el contenido de información polimórfica (PTC), la heterocigocidad 

promedio observada (Ho) y esperada (He), y la desviación al equilibrio de 

Hardy-Weinberg para cada loclls a través del Índice Fis (Weir & Cockerham 

1984). 

9) Análisis de Parentesco entre adultos y correlación espacial 

El parentesco entre pares de individuos se determinó utilizando el total 

de los adultos genotipados (machos y hembras) y se calculó el coeficiente de 

parentesco (1') utilizando el estimador de Konovalov & Heg (2008) a través del 

software Kingroup v2 (Konovalov et al. 2004). Las frecuencias alélicas de la 

población fueron consideradas en cada aná lisis. 

La Probabilidad de Identidad (PI), la cual representa la probabLlidad que 

dos individuos escogidos al azar tengan genotipos idénticos. PI fue calculada 

para la combinación creciente de los 6 10cL La estimación de PI asume un 

sistema de apareamiento aleatorio en la cua l los individuos no están 

emparen tados. Sin embargo en los análisis se incluyó otro algoritmo (PI 

emparentados), en la cua l estima la probabilidad de identidad en presencia de 
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individuos emparentados. Se utilizó un coeficiente de parentesco (l') no sesgado, 

lo cual produce valores negativos de la probabilidad de IBD (Identity By 

Descent) . Los valores negativos de r implican que dos individuos compartirían 

menos alelos de lo esperado por las frecuencias de Hardy-Weinberg (Queller & 

Goodnight 1989) i .e menos alelos idénticos por descendencia que lo esperado. 

Para evaluar si la población se encuentra en equilibrio de Hardy­

Weinberg, se realizó un test de permutación locus por locus, usando Genetix 

(Balkhir et al. 1996). La posible presencia de estructura familiar o "kinship" se 

evaluó con una correlación entre la distancia (en centímetros) calculada 

individualmente para cada uno y su coeficiente de parentesco (1') utilizando el 

estimador de Konovalov & Heg (2008) a través del software Genalex 6 (Peakall 

& Smouse 2006). Este análisis también se realizó utilizando los valores de 

parentesco y distancia promedio intra e inter-cuadrante. 

10) Análisis de Patrón de Apareamiento & Nivel de Multipaternidad 

El patrón de apareamiento se estimó basándose en el número mínimo 

de padres que contribuyen a la diversidad genética observada en un pool de 

crías provenientes de una misma madre (i .e nivel de Multipaternidad) (Johnson 

& Ytmd 2007). 

99 



Del total de madres genotipificadas, ocho fueron seleccionadas según la 

densidad de individuos en el h·ansecto. Cinco de ellas fueron escogidas por su 

ubicación en un sector de baja densidad (Escenario 1) y tres en un sector de alta 

densidad (Escenario 2). Los machos en el sector agregado fueron escogidos al 

azar, sin embargo en el sector aislado se escogió el total de machos encontrados. 

Se consideró el total de juveniles tardíos (E4) por madre seleccionada, 

los cuales fueron genotipados y comparados con los genotipos maternos 

obtenidos. Se evaluaron posibles incompatibilidades entre genotipos maternos y 

genotipos de la descendencia, asumiendo que ambos deben compartir un alelo 

por cada locus evaluado. Este análisis fue realizado en GERUD v2.0 (Jones 2001, 

2005) el cual reconstruye -conociendo el genotipo materno y el de los juveniles ­

los posibles genotipos paternos que estarían contribuyendo al pool genético de 

una misma camada y los posiciona según su valor de likelihood (Jones el al. 

2009). 

11) Asignación de Paternidad 

Para medir la capacidad de cierto marcador para identificar paternidad y 

excluir todos los otros candidatos, se estimó la exclusión de paternidad, medido 

a través del Índice PE. Debido a que la maternidad de esta especie está 
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establecida, se escogió la probabilidad PE2 (i.e Probabilidad de Exclusión 

cuando se conoce solo lm padre para cada locus). Con este Índice se determinará 

si. el número de loci utilizados, es suficiente para realizar análisis de parentesco 

con nuestro set de datos. 

Debido a la baja dispersión y poco desplazamiento descrito para el 

género (Poulin & Féral1996), se evaluó si la progenie de una misma madre tiene 

padres candidatos dentro de los machos muestreados y genotipados. Para esto 

se realizó un análisis de exclusión y asignación de paternidad (Jones 2005) 

utilizando el software CERVUS (Marshall et al. 1998, Slate et al. 2000). El cual se 

basa en la verosimilitud para determinar - a través de una simulación - el nivel 

de confianza de la asignación de parentesco para cada descendencia. 

Se utilizó el parámetro de mostrar a los machos candidatos más verosímiles 

para cada camada con su respectivo valor de LOO. 

12) Eventos de Fecundación 

Para los análisis de la submuestra del año 2011, se consideraron cuatro 

hembras escogidas al azar y en este caso no se muestrearon los machos, ya que 

se realizó un análisis intracamada donde se compararon los genotipos de 

cohortes distintas (i .e Gástrulas, Juveniles). Se utilizó GERUD v2.0 (Jones 2001, 
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2005) para testear si distirltas cohortes en una misma madre, son originadas por 

un mismo pool génico paterno (eh nuil2004) . 
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RESULTADOS 

1 Análisis de densidad y espacial de la población dentro del transecto 

La distribución de los individuos adultos a lo largo del transecto, arrojó 

dos patrones de densidad distintos, separados por una distancia aproximada de 

6 m (Fig. 11-4). 

20m 

• ••• ~ •• IIII Fig. 11-4.- Representación gráfica de la distribución de los individuos a lo largo del 

transecto de 20m. Las celdas naranjo indican presencia de individuos Guverúles, 

machos y hembras). 

Las densidades de cada escenario fueron significativamente diferentes 

entre sí (p= 9.99ge-5), con un promedio de adultos de 1.6 por cuadrante en un 

primer caso y 8.6 adultos por cuadrante para el segundo (Fig.11-5). 
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Fig.- 11-5.- Distribución de densidad en cada cuadrante dentro del transecto. Se 

distinguen los dos escenarios con densidades sigrUficativamente diferentes. 

La distribución de individuos de ambos escenarios fue del tipo regular o 

uniforme (S2<X). Es decir, los individuos están ubicados a distancias constantes 

unos de otros. 
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I1.- Análisis moleculares y diversidad genética en A . agassizii 

n) Extrncción y nmplificación de ADN 

La extracción de ADN de todos los individuos (adultos y crías) fue 

realizada utilizando el protocolo de sales. Todos los extractos fueron trabajados 

con una concentración estándar fin.al de 10nghlL. El ADN de mejor calidad 

extraído con material fijado, fue obtenido con el estadío E4, por lo que solo se 

trabajó con este estadío para las muestras del 2008. El ADN extraído de las 

gástrulas en fresco tuvo mejor resultado que el extraído con las muestras fijadas . 

Sin embargo, las concentraciones obtenidas fueron muy bajas, por lo que se 

utilizó el total del ADN sin dilución. 

De los 9 loci evaluados, 6 fueron los que resultaron ser los más 

polimórficos y de mejor señal (Tabla II-2). Numerosos individuos -

principalmente en estadio El - no presentaron señal en su electroferograma. 
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Tabla 11-2.- Resumen de los 6 loci más polimórficos utilizados en este estudio. SSR: (Short 

Sequen e Repeat) motivo de repeti ión; pb: pares de bases. 

Locus Secuencia (5' - 3') SSR 
Tamaño alélico 

(pb) 

F:GAGGA AAITGn'CT AGGA (TG)35 250 
ABag41 

RTACTGGT AGTCGA TGCAAA 

F:CCTITT ATCCACAA ITGCAT AATG (CA)20 162 
ABag44 

RCTCAATGCTGAAGCCACTA TI' 

F:CT ACCCACGCATAGA rrGCA (CATA) 17 319 
ABa.g2t 

RAACGAATGITCGCCCATAGG 

F:ACCGTGACTT A ACCAGTGAA (CATA)20 173 
ABaglBt 

RCTGTATATATACACAACCIT ATAAA 

F:CAAGCGCGAATACAAAGACA (GTA T)4.(GT A T)5 166 
ABag20t 

R:GCTGCA TG1TGCCrr A TITG 

F:TAAGCCCTGCAGCAGCATCA (TAG)54 285 
ABag22t 

R:CACCC I 111111 ICGGGTGCA 

b) Evaluación de la Diversidad Genética de la Población .-

Los análisis de la diversidad gené tica basada en 66 individuos adultos de 

Isla Rey Jorge, arrojaron un promedio de 13 alelos por locus en la población, con 

un rango entre 3 y 29 alelos en ABag20t y ABag41, respectivamente. La 

heterocigocidad observada promedio fue de 0.6229, con un rango entre 0.127 y 

0.923 para ABag20t y ABag22t, respectivamente. No se observó desequilibrio de 

ligamiento entre loci y existió un déficit significativo de heterocigotos y Pis 

significativos en 3 de los 6 loei es tudiados (Tabla 11-3) . Los resultados obtenidos 

106 



por MICRO-CHECKER no mostraron evidencia de pérdida de alelos grandes 

"lnrge nllele t7ropoul " o efecto de stuttering, ya que la distribución de 

homocigotos fue homogénea a lo largo de las diferentes clases de tamaños 

alélicos. A nivel poblacional se encontró un déficit significativo de heterocigotos 

sobre el conjunto de los loci evaluados (Fis 0.124, p<O.OOOn evidenciando una 

desviación al equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla II-3). 

Tabla II-3.- Resumen de la diversidad genética encontrada en población de A. agnssizii 

en Isla Rey Jorge, Islas Shetland. NA: Número promedio de alelos; PIe: Contenido de 

información polimórfica; Ho: Heterocigocidad observada; He: Heterocigocidad 

esperada . Fis según Weir & Cockerham (1984); (*) valor de p<O.05, (*".) valor de p<O.Ol, 

(***) valor de p<O.OOl. 

Locus NA PIe Ho He Fis 

ABag41 26 0.9152 0.8000 0.9147 0.0459 

ABag44 10 0.6496 0.3269 0.8389 0.5427**~· 

ABag2t 5 0.6973 0.5385 0.6979 0.16265** 

ABag18t 9 0.7954 0.8413 0.8066 -0.0510 

ABag20t 3 0.1385 0.1111 0.1337 0.1456* 

ABag22t 24 0.9219 0.8308 0.9424 0.01133 

- 13 0.6863 0.6229 0.7039 
X±DS 

±10.9240 ±0.2862 ±0.3335 ±0.2899 
0.124*** 
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111.- Análisis de Parentesco 

a) Correlación espacial entre parentesco y distancia geográfica 

La probabilidad que dos individuos escogidos al azar tengan genotipos 

idénticos (Le Probabilidad de Identidad (PI)), asumiendo individuos no 

emparentados para la combinación de los 6 loci, fue de 7.3e-08; asumiendo 

presencia de individuos emparentados (r=O.5), esta probabilidad fue de 4.ge-03 

(Fig. Il-6). Esta probabilidad de identificar a los individuos, va a depender 

mayormente del número de loci utilizados y su heterocigocidad, que del 

número de alelos por locus. 

Probabilidad de Identidad 

3,5Hl l 

- PI Fildes 

- PI emparen~dos 

Combinación de Loci 

Fig. 11-6.- Probabilidad de Identidad (PI) para cada locus y la combinación de los 6 loci. 

"PI Fildes": probabilidad de identidad en población evaluada. "PI emparentados": 

probabilidad de identidad en la población asumiendo individuos emparentados entre 

sí. 
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Los coeficientes de parentesco (r) fueron comparados con la distancia 

geográfica de cada individuo dentro del transecto (Fig. II-7). Los resultados no 

muestran una correlación significativa entre la distancia geográfica y el 

coeficiente de parentesco entre los individuos adultos (P = 0.21). 
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d 
Fig. 11-7.- Representación gráfica del test de mantel utilizando la distancia geográfica de 

los individuos adultos (d) y el coeficiente de parentesco (r). 

El coeficiente de parentesco promedio en la población fue de -0.0159, el 

que no representó una diferencia significativa de lo esperado por un 

apareamiento aleatorio (p=O.11). 
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Aún cuando el análisis realizado entre cuadrante disminuyó la dispersión 

de los datos, no mostró una variación significativa a la tendencia observada 

utilizando los valores entre individuos (Fig. II-8). Nuevamente, los resultados no 

muestran una correlación significativa entre la distancia geográfica y el 

coeficiente de parentesco entre los individuos adultos (P = 0.20) 
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Fig. 11-8- .Correlación entre la distancia geográfica y coeficiente de parentesco 

promedio entre cuadrantes muestreados. 

b) Patrón de Apareamiento & Nivel de Multipaternidad en una cohorte 

1600 

Debido a que el programa GERUDv2.0 no admite ausencia de datos o 

gaps, se privilegió el número de individuos por sobre el número de loci. Hubo 
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madres que difirieron en el número de loei evaluados, ya que presentaban 

mismatch entre el genotipo de la madre - juveniles, además de presencia de 

gaps. Estos loci fueron eliminados de los análisis. 

En el total de las madres ana lizadas, se encontró un patrón de 

apareamiento múltiple de l tipo poliándrico que varío entre 2 a 5 machos por 

hembra (Tabla I1-4), que tuvo relación con el número de crías analizadas de 

forma exponencial con un límite superior de 9 machos (Apéndice 2) 

Tabla II-4.- Resumen de los principales resultados encontrados en los análisis de 

multipaternidad realizado a una cohorte (E4) en 8 hembras evaluadas. 

Madre Loci evaluados Crías evaluadas Nivel de multipaternidad 

M2 5 11 5 

M5 4 5 2 

M7 4 14 5 

MIS 4 9 4 

M16 5 23 >6 

M20 4 9 3 

M48 4 11 4 

M70 3 5 2 

A modo de ejemplificación, la madre 5 (M5), obtuvo un número mÚ1imo 

de 2 padres para explicar la diversidad genética encontrada en la descendencia. 

Además se obtuvieron 4 posible genotipos de los padres putativos ordenados 
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por su valor de likelihood y el número de crías de la camada que estarían 

explicando (Tabla Il-5a) 

Tabla I1.5a.- Posibles genotipos con el mayor valor de likelihood encontrados para los 

padres putativos de la ca mada en la madre 5 (M5). Alelos en cursiva serían los alelos 

entregados por la madre; alelos en negrita serían los a lelos los entregados por el padre. 

Abag22t Abag20t Abag18t Abag2t Progenie Likelihood 

M5 258/312 144/144 160/168 240/244 

PadreA1 294/327 144/144 156/164 232/236 3 1,06e-18 

Juv1 294/312 144/144 156/160 232/244 

Juv2 294/312 144/144 164/168 236/244 

Juv5 312/327 144/144 156/160 232/244 

PadreA2 306/324 144/144 156/160 236/240 2 1,06e-18 

Juv4 258/324 144/144 156/160 236/244 

Juv3 306/312 144/144 160/168 240/240 

Tabla I1-5b.- Otros posibles genotipos de los padres putativos para la camada de M5 

ordenado de forma descendente según su valor de likelihood . 

PadreB1 294/324 ]44/144 156/164 232/236 3 4,02e-19 

PadreB2 306/327 144/144 156/160 232/240 2 4.,02e-19 

PadreClc 294/327 144/144 156/164 232/236 3 1,733E-19 

PadreC2c 306/324 144/144 156/168 236/240 2 1,733E-19 

Pad reD1 294/324 14.4/144 156/164 232/236 3 6,56ge-2Q 

PadreD2 306/327 144/144 156/168 232/240 2 6,56ge-20 
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Los resultados del nivel de multipaternidad de las hembras evaluadas en 

el escenario 1 (menos denso) no difirió significativamente de las evaluadas en el 

escenario 2 (más denso) (Fig. ll-9). 

20m ) 

••• 11 I1II bm IIIII I 

M2 M5 M7 M15 M16 M20 M48 M70 

Madres ana!izad.,s 

Fig. 11-9.- Representación gráfica del número de padres por camada a lo largo del 

transecto. Eje X: madres evaluadas. Eje Y: Número de machos encontrados por el 

programa Gerud2 

c) Asignación de Paternidad en una cohorte 

La estimación de la exclusión de paternidad (PE), nos entrega una 

medida de la capacidad de cierto marcador para identificar paternidad, 

excluyendo todos los demás candidatos. La combinación creciente de los 6loci 

evaluados, mostró un poder de exclusión bastante alto, lo que da suficiente 
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poder de exclusión a los análisis de paternidad realizados. La probabilidad de 

exclusión (PE) graficada, señala la probabilidad mínima y máxima de excluir 

paternidad cuando esta es falsa conociendo el genotipo de la madre PE mínima 

para la combinación de los 6 loci, fue de 9.8e-01 y la PE máxima fue de 1.0 (Fig. 

TI-lO). 

Probabilidad de Exclusión 
Uf- e;) 

1 CE-QC 

- PE2Fildes 

4 f.o 1 -
- PE2Max Fildes 

2 Cf.ol 

Fig. 11-10.- Probabilidad de Exclusión (PE) para cada locus y la combinación creciente 

de los 6 loci utilizados. 

Para los estudios de asignación de paternidad por carnada, el programa 

CERVUS v3.0.3 - a través de los valores de "log-likelihood ratio" - arrojó algunos 

padres candidatos presentes en la genotipificación de los adultos. De estos 
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candidatos, los machos más probables fueron categorizados por su valor de 

likelihood y su nivel de confianza (Tabla Il-6). 

Tabla I1-6.- Resumen de los principales resultados obtenidos por el programa 

CERVUS v3.0.3 para los análisis de asignación de paternidad. ID: Identidad de las 

crías; PNE: Probabilidad de No-Excluir a un padre candidato no emparentado 

conociendo a la madre; LOO: El valor de la razón del logaritmo de verosimilitud (log 

likelihood ratio) entre el padre candidato y la cría (dúo) y entre la madre, padre 

candidato y la cría (trío); -: sin asignación; (+): 80% de confianza; *: 95% de confianza: 

Distancia al 
ID Loci Dúo Trío Trío 

PNE padre candidato 
crías evaluados LOD LOD Confianza 

(cm) 

M2J4 8, 63E+ll 1226.05 3 l,21E+14 l,88E+14 + 

M5J2 4,76E+12 1240.64 3 2,23E+14 2,95E+14 + 

M7Jll 1,73E+ll 1010.8 3 2,22E+14 2,90E+14 + 

M7J12 3,8SE+11 60 3 3,26E+14 S,32E+14 * 

M16J19 1,29E+12 10S0.0S S 3,03E+14 4,44E+14 * 

M20J6 2,48E+ll 92.8 4 4,73E+14 6,S2E+14 * 

M15J6 2,81E+12 771.62 4 3,03E+14 2,S2E+14 -

M1SJ8 1,S4E+12 980.6 4 3,lSE+14 3,8SE+14 -

M48J9 S,OSE+12 130.38 4 2,19E+14 3,30E+14 -

M48J13 1,26E+13 270.77 3 2,S2E+14 2,51E+14 -

M48J1S 4,38E+11 210.0 4 3,20E+14 1,14E+13 -

M70J2 1,28E+13 110.0 4 2,81E+14 2,93E+14 -
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Los padres candidatos presen tados por camada y su respectiva madre, 

no registraron relación con su cercanía. Es decir los machos más cercanos a una 

heI11.bra no necesa riamente son los machos más potenciales para su 

feclmdación . 

d) Nivel de lvIult ipnternidnd en dos cohortes 

En generat para explicar la diversidad encontrada en las dos cohortes 

evaluadas, se encontró un número promedio de 4 padres como mínimo (Tabla 

IT-7). 

Tabla 11-7.- Resumen de los principales resu ltados encontrados en los aná lisis de 

multipaternidad realizado a dos cohortes distintas en 4 hembras muestreadas durante 

la campaña 2011. 

Loci Crías Nivel de Valor de 
Madre 

evaluados evaluadas multipatemidad Likelihood 

BT33 3 6 2 3,781E-7 

BT36 3 8 >6 ·7 
L ' 

BT52 3 9 4 3,093E-13 

BT60 2 8 3 2,502E-15 

Debido a que el programa GERUDv2.0 no admite ausencia de datos o 

gaps, se privilegió el número de individuos por sobre el número de loci y 
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aquellos loci que arrojaron tamaí'los alélicos panl ambas cohortes. Hubo casos 

en que solo se evaluaron 2 loci, ya que hubo pocos individuos El genotipados. 

Para todas las madres escogidas se escogieron los loci con mayor 

número de datos y eliminaron aquellos individuos que presentaban gaps o 

incongruencia en los genotipos madre/cría. Para la madre BT36, con un total de 

8 crías (3E1+5E4), se encontró un alto número mínimo de padres (> de 6 

padres). Los parámetros del programa solo permite un máximo de 6 padres 

por camada, por lo que este análisis no arrojó los posibles genotipos paternos 

ni el número de crías que explicaría cada uno. Para la madre BT52, con un total 

de 9 crías (7E1 +2E4), se encontró un número mínimo de 4 padres por camada. 

Finalmente para la madre BT60, con un total de 8 crías (5E1 +3E4), se encontró 

un número mínimo de 3 padres por camada. 

A modo de ejemplificación, en la madre BT33, se escogieron 3 loci por 

presencia de muchos gaps (Tabla U-8). Con lID total de 6 crías (4El +2E4), se 

encontró un número mínimo de 2 padres con 12 combinaciones de posibles 

genotipos. Los 2 genotipos paternos que presentaron un mayor valor de 

likelihood no necesariamente explican cohortes distintas (i.e un padre para El 

distinto del padre para E4). 
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Tabla I1-8.- Genotipos enco.ntrados en la madre BT33 y su correspondiente ca mada con 

dos cohortes (G: El; J: E4). *: pos ible presencia de a le lo nulo; :(.*: incongruencia . Los 

individuos en negr ita y cursiva son aque llos que fu eron incluidos en el análisis. 

Madre Abag22t Abag18t Abag2t Abag44 Abag41 

BT33 264/339 168/172 236/236 156/156 250/326 

G1 239/330** 172/180 236/236 -- 266/326 

G2 - 160/168 - -- 264/326 

G3 264/339 - - 156/156 250/326 

G4 264/264 - -- -- 250/326 

G6 264/291 - 240/240* 158/158:(· 250/286 

C8 264/315 168/172 236/236 - 250/264 

G9 339/339 - 236/236 -- 290/326 

CI0 264/315 236/236 290/326 

JI 339/354 236/236 156/156 260/326 

J2 264/264 240/244** 250/268 

J3 315/339 240/244*'· 326/326 

J4 264/303 236/236 156/166 262/326 

J6 264/264 240/240* 158/166 262/326 

J7 258/264 156/156 
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DISCUSIÓN 

En Abntus ngnssizii, se requieren - en promedio - 4 genotipos paternos 

para explicar la diversidad genética de una cohorte de juveniles en la camada de 

una hembra . Cabe señalar que el número mínimo de padres aumentó con el 

número de crías analizadas, por lo que estos resultados podrían subestimar esta 

cantidad. A pesar de esto, los niveles de multipaternidad encontrados en este 

trabajo (2-6 machos), están en el rango de algunos invertebrados marinos sésiles 

(Avise et al . 2011), corno el caso del coral Acroporn palifera (Ayre & MiUer, 2006), 

el cual arrojó un nivel enh'e 2 a 3 machos; el caso de las ascidias Diplosoma 

listernnnium y Botryllus schlosseri y briozoos coloniales Celleporelln hinlina (Yund 

& McCartney 1994, Bishop et al. 2000, Pemberton et al. 2003) el cual arrojó un 

nivel de 4 a 7 machos. Y organismos no sésiles, como el caso del gastrópodos 

Littorina saxatilis (Miikinen et al. 2007), Crepidula coquimbensis (Brante et al. 2011) 

y Busycon cariea (Walker et al. 2007), cuyos niveles de multipaternidad arrojó ser 
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uno de los más altos enconlrado en invertebrados marinos con un rango entre 3 

a 8 machos; también se han reportado multipaternidad en cefalópodos (Loligo 

bleekeri y Grnneledone boreopacificn), con un rango entre 2 a .1 machos por camada 

(Twata et nI. 2005, Voight & Feldheim 2009). Estos niveles de multipaternidad no 

tendrían relación con la biología ni con la ecología (i. e modo de desarrollo, 

número de crías por camada, baja o alta movilidad) de las especies (Avise et al. 

2011). 

Se observó la participación de varios machos en la fecundación de cada 

camada de las hembras de A. agassizii, como es lo esperado para especies en las 

cuales el macho no participa de cuidados parentales. Según la teoría, la 

multipaternidad permitiría a las hembras maximizar la diversidad genética de 

sus crías, aumentando la posibilidad de generar "buenos" genotipos (Jennions & 

Pe trie 2000) 

En la mayoría de los trabajos descritos, se ha planteado también la 

muJtipaternidad como una respuesta a eludir la endogamia (Makinen 2007) y a 

la limitación de la cantidad de esperma disponible (Levitan 1991, Yund & 

McCartney 1994, Yund 1995, 1998). En generat Abatus presenta características 

que aumentarían el riesgo de endogamia en la población, ya que como otras 

especies con desarrollo directo, no presenta una larva pelágica que pueda 
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disper al' largas distancias y las hembras retienes sus gametos y sus crías. 

Presentan poca movilidad, viven enterrados en el sustrato y viven 

habitualmente en poblaciones de alta densidad y con alta agregación, lo cual 

podría limitar aún más el movimiento entre ellos. En este sentido, la presencia 

de un sistema de apareamiento múltiple sería una de las estrategias 

desarrolladas para eludir altos niveles de endogamia y sus efectos deletéreos. 

Con respecto a las limitaciones de esperma, se ha documentado que las 

especies del tipo "spermcast" pueden reunir suficiente esperma para evitar las 

limitaciones de su escases en los ambientes marinos, traduciéndose en altas 

tasas de fecundación con bajas concentraciones espermáticas (Pemberton et nI. 

2003; Fig. I1-11). Esto indicaría que las especies del tipo spermcast, tendrían 

mayor éxito en fecundar bajo un escenario de baja densidad de individuos o 

escases de espermio que las especies del tipo broadcaster. 
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Fig. U-ll .- Porcentaje de fertilización a varias concentraciones limitantes de esperma en 

organismos del tipo "broadcaster" (triángulos; Strongylocentrotus purpuratlls, Levitan 

1993), y del tipo "spermcaster" (cuadrados: briozoo; círculos: ascidia colonial. Flecha 

recta: indica la concentración a la cual la esperma se vuelve limitante. Flecha curva: 

indica la concentración del 50% de fertilización máxima. (negras: erizo; blancas: 

briozoo, gris: ascidia. (Imagen tomada de Pemberton et al. 2003, pág 224) 

Esto último sería concordante con lo observado con nuestros resultados 

de la comparación de escenarios con niveles de densidad contrastantes (i.e 

Escenariol: Baja densidad; Escenari02: Alta densidad), los cuales no mostraron 

diferencias en los niveles ele multipatemidad. Hembras en el primer escenario 
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presentaron el mismo número mínimo de machos que las hembras del segundo 

escenario, indicando que el sistema de reproducción y patrón de apareamiento 

es independiente de la densidad. 

Aún cuando este estudio no incluyó ningún análisis con respecto a la 

estructuración de A. agnssizií, se evaluaron posibles estructuras familiares a 

pequeña escala. Se encontró que los padres más probables no aparecen en la 

proximidad de la madre portadora, es decir, los machos lejanos tienen igual 

probabilidad de llegar a fecundar una hembra que los machos más cercanos. 

Cabe señalar, que los análisis de parentesco se realizaron en juveniles tardíos, es 

decir alrededor de 8 a 9 meses tras el evento de fecundación, por lo que las 

distancias también fueron calculadas tras este tiempo. Este alcance implica que 

los individuos adultos pudieron haberse desplazado bastante durante el tiempo 

transcurrido, tanto que también es posible que los machos responsables de la 

fecundación no hayan sido muestreados, a pesar del gran esfuerzo de muestreo 

realizado con los cuadrantes. Este desplazamiento podría estar relacionado 

directamente al modo de alimentación depositívora de esta especie, como de los 

Schizasteridae en general. Estos organismos deben desplazarse para generar la 

entrada de sedimento al peristomio - cuya forma se asemeja a una pala (Fig JI-

12) - desde allí extraen la materia orgánica depositada en dicho sedimento. 
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Fig. 11-12.- Fotografías de la morfología ventral de A. agassizii, se observa la estructura 

de la boca. 

Esta movilidad dentro de la población se vería reflejada en la relación de 

los coeficientes de parentesco (r) y la distancia (Test de Mantel, p=0.21), 

indicando que los individuos más cercanos, no necesariamente se encuentran 

más emparentados que aquellos individuos más lejanos. Como consecuencia, 

habría una ausencia de sub-estructuración genética (nivel de transecto) y 

endogamia. Con respecto a esto último, el promedio de los coeficientes de 

parentesco (r) entre individuos adultos no fue significativamente diferente a lo 

esperado por un sistema de apareamiento dado por el azar (Belkhir et al. 2002). 

En este sentido, al graficar la frecuencia y los valores de coeficiente de 

parentesco, observamos que la media de los valores de (r) está centrada en O, es 

decir, existe una frecuencia de individuos emparentados (r>O) similar al de 

individuos no emparentados (r~O) (Fig. II-13) 
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Fig. 11-13.- Gráfica de los coeficientes de parentesco entre adultos de la población de A. 

agassizii en Bahía Fildes. 

Una explicación alternativa a una cierta homogeneidad genética dentro 

de la población, podría ser ligada al comportamiento de los juveniles tardíos 

luego de la liberación de los bolsillos matemos. Estos juveniles tienen un 

tamaño aproximado entre 4-5mm, por lo podrían ser desplazado por corrientes 

de marea u oleajes. 

Con respecto a la evaluación de la diversidad genética, nuestro estudio 

revela una heterocigosidad promedio de 0.623. Si evaluamos los niveles de 

diversidad genética observada en esta población por locus, encontramos que 

estuvieron dentro de los rangos encontrados en otros estudios realizados con 

otros miembros de la clase Spatangoidea (Echinocardium cordatum, Féral et al . 
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1995; Abntus cordntus, Ledoux et nI. 2011) y en términos más amplios en 

echinoidea (Carlon & Lippé 2007 en Tripneustes gratilla, Calderón et al. 2009 en 

Pnrncentrotlls /ividis) y en equinodermata (Zulliger et al. 2008 en Astropecten 

nrnncincus) 

Se encontró un déficit significativo de heterocigotos en la población (Fis= 

0.124, p<O.OOl), lo que representaría una desviación al equilibrio de Hardy­

Weinberg. Este déficit de heterocigotos se detectó en 5 de los 6 loci analizados, 

aunque fue significativo para 3 de ellos. Esto resultados pueden ser la 

consecuencia de factores biológicos y/o técnicos. 

Con respecto a las posibles causas biológicas, el efecto Wahlund (David et 

nI. 1997, Whitaker 2003, Dupont et al. 2007, 2009 (i.e presencia de micro­

estruchlración en una población) podría ser una explicación posible al déficit en 

heterocigotos debido a la baja dispersión reportada previamente para A. cordntus 

(Poulin & Féral 1994, Ledoux et al. 2011). Otra causa biológica sería la presencia 

de endogamia (i .e apareamiento entre individuos emparentados), ya que las 

características del sistema de reproducción en esta especie, como es la retención 

de gametos femeninos, incubación de crías en bolsillos dorsales, baja dispersión 

y vagilidad, permite pensar que esta causa tiene mayor sentido biológico para 
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explicar el déficit de heterocigotos en la población. Sirl emhargo, no se ve un 

déficit generalizado en todos los loci como es lo esperado en a mbos casos. 

Finalmente, una desviación a la panmixia podría deb "rse principalmente 

a un problema técnico, como lo es la presencia de alelos nul lo. Se ha reportado 

previamente un efecto de alelos nulos en el equilibrio de Hardy-Weinberg en 

estudios de diversidad genética en EchiJ\oidea (Strongljlocentrotus franciscanu; 

McCartney el al. 2004). Esta causa podría explicar el importante déficit de 

heterocigotos observado en el locus Abag44 y su alta significancia (Fis 0.5427, 

p<0.001), además del elevado número de posibles homocigotos nulos (i.e 

individuos que no presentan amplificado; Dempster el al. 1977). Para verificar 

esta ultima explicación, se realizaron PCR locus-específico a las muestras que 

presentaron posibles alelos nulos, confirmando los mismos resultados. 

Considerando que las posibles explicaciones biológicas fundamentadas 

previamente, no esclarecen satisfactoriamente el fuerte déficit de heterocigotos y 

que el valor de Fis más grande y significativo fue registrado en un solo locus (i.e 

Abag 44). Encontramos que la explicación más plausible para explicar la 

desviación al equilibrio de Hardy-Weinberg se debería principalmente a factores 

técnicos por presencia de alelo nulo en el Locus Abag44. Alternativamente, este 

último locus podría estar cercano a una región codificante bajo selección. 
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CONCLUSIONES FINALES 

En las Islas Shetland del Sur, encontramos una población de Abafus 

agnssizii cuya estacionalidad reproductiva de carácter anual, señala una 

simili tud con lo encontrado en especies subantárticas. Esta región de la 

Península Antártica tiene una fuerte variación ambiental, similar - en varios 

aspectos - a las regiones subantárticas, por lo que los factores exógenos 

marcarían una influencia en la ciclicidad en los pulsos reproductivos. 

Alternativamente, esta especie comparte un ancestro común con estas especies 

subantárticas, lo que podría sugerir una inercia filogenética en el 

establecimiento del carácter. 

En esta población además, encontramos un patrón de apareamiento 

múltiple de tipo poliándrico, cuyo nivel de multipaternidad está dentro de lo 
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descrito para invertebrados sésiles y móviles. Este patrón reproductivo sería 

independiente de la densidad poblacional, así como de la cercanía de los 

machos a las hembras. 

Esta tesis describe la importancia de las variaciones ambientales en el 

establecimiento de la estacionalidad reproductiva anual de esta especie 

antártica, así como propone un posible escenario de recolonización postglacial, 

cuya permanencia se debería a condiciones antárticas similares a las regiones 

subantárticas. 

A su vez, este estudio contribuye con evidencia molecular empírica para 

conocer más acerca de las consecuencias microevolutivas de la incubación en el 

mecanismo de reproducción. Además, pone en evidencia la vagilidad de los 

individuos adultos, lo cual evitaría la generación de subestructuras y 

endogamia, con sus subsecuentes consecuencias en la diversidad genética. 

Si bien, los resultados esclarecen algunos aspectos del sistema 

reproductivo de esta especie incuban te, quedan algunas preglmtas por resolver. 

Por ejemplo, esclarecer otros posibles escenarios para explicar la existencia de la 

única población antártica - conocida hasta ahora - de A. ngassizii en Bahía 

Fildes. Las posibilidades de un posible relicto en estas regiones durante la 
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glaciación, sería una alternativa atractiva que debiera ser revisada. Además, 

sería interesante desarrollar estudios de genética de poblaciones y esclarecer las 

consecuencias de la incubación en el nivel de estructuración intraespecífica, así. 

como tanl.bién incluir estudios de posibles cuellos de botella y estimación de 

tamaÍ10 efectivo. 

Este trabajo representa un avance significativo en el estudio de algunos 

aspectos genéticos y biológicos que ayudan a entender las estrategias evolutivas 

y ecológicos de una especie incuban te en el Océano Austral. Asimismo, este 

estudio incorpora - por primera vez - herramientas de análisis molecular, que 

permitirán avanzar en el estudio de otras poblaciones de A. ngassiúi e inclusive 

oh'as especies del género Abntus. 
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Tabla 1- Resumen de las condiciones de amplificación por PCR para los 6 loci de 

microsa télites seleccionados para individuos adu ltos y crías de A. agassizii. 

VolullIen 

Loci Reac tivo (ni) por 
Progra mación 

Ciclos T iempo 
Temperatura 

PCR (oC) 
reacción 

Taq poli . 0,5 Denalurac ión Inicial I 3m in 94 

Buffer 1,3 Denaluración 14 Imin 94 

Dnlp's 1,3 Alineamiento 14 30seg 60(Td) 

Primer F 0,5 Extensión 14 Imin 72 

Primer R 0,5 Denaturación 16 Imin 94 

21& 
MgCI2 2 Alineamiento 16 30seg 47 

18t 

BSA 0,5 Extensión 16 Imin 72 

DNA 0,5 Denaturación 5 Imin 94 

Alineamiento S 30seg 55 

Agua miliQ 5,4 Ex tensión 5 Imin 72 

Elongación Final l 5min 72 

Taq polim 0,5 
Denaturación Inicial I 3min 94 

Buffer 2,6 

Dntp's 1,3 Denaturac ión 35 Imin 94 

44 Primer 0,5 Alineamiento 35 30seg 51.5 

MgCI2 2 Extensión 35 Imin 72 

BSA 0,8 

ONA 3 Elongación Final l 5min 72 

Agua mi liQ 4,6 

Taq Poi 0,4 Denalur8ción 
I 3min 94 

Buffer 2,6 Inicial 

41 dNTP's 1,3 Denatllrac ión 35 Imin 94 

Primers 0,5 Alineamiento 35 30seg 58,8 

MgC I2 1,3 Extensión 35 Imin 72 
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BSA 0,4 
Elongación 

DNA 2 I 5min 72 
Final 

Agu<lmi liQ 6 

Tae¡ 1'01 0,5 Denutufación 
I 3min 94 

Buffer 2,5 Inicial 

dNTP 's 1,3 Denaturación 35 Imin 94 

Pril1lers 
201 

0,5 Alineamiento 35 30seg 60,5 

MgCI2 I Extensión 35 Imin 72 

BSA 0,4 

DNA 2 Elongación 
I 5min 72 

Final 
Agua llliliQ 6,3 

Tae¡ 1'01 0,5 Denaturación 
I 31llin 94 

Bufrer 2,6 Inicial 

dNTP's 1,3 Denatur8ción 35 Imin 94 

Primers 0,5 Alineamiento 35 30seg 55,3 
221 

MgCI2 1,5 Extensión 35 Imin 72 

BSA 0,4 

DNA 2 
Elongación 

I 5min 72 
Final 

Agua miliQ 5,7 
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Fig. L- Gráfico de correlación exponencial entre número de crías evaluadas y 

número mínimo de machos que participan de la fecundación. 
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