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RESUMEN

Las oscilaciones climéticas pleistocénicas han tenido un rol preponderante en la
configuracion del paisaje patagonico del sur de Chile, influyendo directamente en la
distribucion de la variacion genética de su biota. Varios estudios han evaluado el efecto de
los ciclos glaciales pleistocénicos sobre las poblaciones de diversos taxones terrestres, pero
pocos han utilizado como modelo a organismos de agua dulce. Utilizando secuencias de
ADN mitocondrial (citocromo oxidasa I) y marcadores nucleares AFLP, se estudio el patron
filogeogréafico de los caracoles de agua dulce del género Chilina, organismos de desarrollo
directo distribuidos ampliamente en los sistemas hidricos de la Patagonia Occidental. Para
ello, se incluyeron individuos de localidades ubicadas en zonas glaciadas y no glaciadas
durante el Ultimo Maximo Glacial (39°-44°S). Los andlisis filogenéticos mostraron dos
clados principales, uno de los cuales incluy6 ejemplares de tres poblaciones de la zona no
glaciada, Rio Chaihuin, Rio Cruces y Rio Rahue, y el segundo conformado a su vez por dos
clados: uno que agrupa ejemplares de las localidades situadas en la zona no glaciada y otro
de las localidades de la zona glaciada. Ademas, se detectd una diferencia en la estructura
genética entre ambas zonas: la zona no glaciada mostré una mayor diversidad genética que
la zona glaciada, por lo que se presume que posiblemente pudo haber actuado como refugio
glacial. Por su parte, en la zona glaciada se detectaron sefiales de una expansion poblacional
repentina, lo que sugiere un cuello de botella reciente. Los resultados filogenéticos desafian
la taxonomia tradicional del genero Chilina, basada exclusivamente en caracteres
morfoldgicos, mientras que los patrones filogeograficos y de diversidad genética sugieren

que las poblaciones de esta zona han sido afectadas por los ciclos glaciales del Pleistoceno.



1. INTRODUCCION

1.1 EVENTOS HISTORICOS QUE DIERON LUGAR AL PAISAJE PATAGONICO OCCIDENTAL

Los sistemas hidrogréaficos de la Patagonia Occidental se vieron afectados por una serie de
eventos geoldgicos y climaticos que ocurrieron principalmente a lo largo del periodo
Cuaternario (2.5 Ma - presente). A comienzos del Mioceno, el levantamiento de los Andes
del sur, que comenzo6 hace unos 23 millones de afios y continda hasta hoy (Ramos, 1989;
Rodriguez-Tribaldos et al., 2017), dividio las redes fluviales que cruzaban transversalmente
el territorio sur de Sudamérica (Ruzzante et al., 2006). Posteriormente, las oscilaciones
climaticas del Pleistoceno (~2.6 Ma — 14 ka) modificaron el patrén de drenajes de los
sistemas hidricos mediante una serie de eventos, como la division o union de cuencas
fluviales por capturas, el cambio de direccion de ciertos cuerpos de agua y modificacion de
pendientes producto de la disminucion del nivel del mar, la aparicién de nuevos rios que
fueron drenando corrientes fluviales provenientes del derretimiento de glaciares, e incluso la
aparicion de lagos, como remanentes glaciares tras periodos de deglaciaciéon (Strahler &
Strahler 1994; Lundberg et al., 1998; Rohling et al., 1998; Burridge et al., 2006; Pastor,
2013).

Los ciclos glaciales registrados en este periodo y que han afectado el cono sur de
Sudamérica han sido bien documentados (Rabassa & Clapperton 1990; Ruzzante et al.,
2008). Entre ellos se cuentan: (1) La Gran Glaciacion Pleistocénica (~1.1 Ma), (2) la
Glaciacion mas fria del Pleistoceno (~ 0.7 Ma), (3) la Ultima Glaciacion de Patagonia Sur
(~180 ka), y (4) el Ultimo Maximo Glacial (LGM, ~25-23 ka). Durante este Gltimo evento,
las capas de hielo cubrieron extensas areas de la Patagonia desde los 36°S hasta los 56° S,
aproximadamente (Clapperton, 1993; McCulloch et al., 2000; Hulton et al., 2002). Al sur de
los 45°S, toda la tierra al oeste de los Andes estuvo cubierta por una extensa capa de hielo
(Vuilleumier, 1971), que se extendia hasta el extremo sur de Tierra del Fuego (Caldenius,
1932; Hollin y Schilling, 1981; Hulton et al., 1994). En cambio, desde los 36° a 44°S,
extensas areas de la costa de Chile permanecieron descubiertas (Rabassa & Clapperton 1990;
Clapperton 1993) (Figura 1). Estos sucesivos eventos, en conjunto con la orogenia andina,

alteraron los ecosistemas continentales y sus niveles de conectividad, dando origen a la actual



diversidad de paisajes que conforman esta ecorregion, caracterizada por ser un territorio
fragmentado, dominado por grandes lagos y corrientes hidricas que lo trazan de este a oeste,
transformandose asi en un laboratorio natural para el estudio de los efectos que estos cambios

produjeron tanto en el paisaje como también en su biota asociada.
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Figura 1. Mapa de la extension méaxima aproximada de la capa de hielo del Ultimo Méaximo
Glacial (LGM). Basado en Hulton et al. (2002) y McCulloch et al. (2015).



1.2 GLACIACIONES PLEISTOCENICAS Y ESTRUCTURA FILOGEOGRAFICA

Los eventos de avance y retroceso glacial ocurridos durante el Pleistoceno, ademas de haber
tenido un efecto directo sobre la geografia y clima a nivel global, modificaron de manera
significativa los patrones de distribucion y estructura genética de las poblaciones (Hewitt,
2000). Algunas especies se vieron forzadas a dispersarse hacia nuevos territorios, mientras
que otras quedaron restringidas dentro de &reas acotadas producto del surgimiento de barreras
geograficas. Esto no s6lo provoco la extincion de muchas especies, sino que también el
origen de nuevos y distintos linajes evolutivos producto de su aislamiento geografico
(Highton, 1995). Estos grandes cambios climaticos afectaron de manera distinta a la
biodiversidad global debido a las diferencias existentes a escala regional y a los distintos
requerimientos y respuestas individuales de cada especie (Hewitt, 2000). Adicionalmente,
muchas poblaciones quedaron aisladas geograficamente en habitats semejantes a islas
conocidas como “refugios” (Kim et al., 1998; Berendzen et al., 2003; Jones et al., 2006;
Soltis et al., 2006). Estos corresponden a areas con dimensiones espacio-temporales que
conservan condiciones ambientales favorables para la permanencia de la biota, debido a que
han estado aisladas de las fluctuaciones climaticas circundantes a gran escala temporal
(Keppel et al., 2012). De este modo, algunas especies habrian logrado sobrevivir en ellos,
para luego expandir sus rangos de distribucion durante los periodos interglaciales. Esto habria
ocurrido de manera ciclica, dando origen a continuos procesos de diversificacion (Hewitt,
2000).

En el Hemisferio Norte, las consecuencias que tuvieron los eventos glaciales
pleistocénicos sobre la biota han sido bien documentados (Avise, 2000; Hewitt 2000; Willis
y Whittaker, 2000) y son numerosos los estudios que dan cuenta del importante papel que
cumplieron los refugios en la supervivencia y evolucién de la biodiversidad (Soltis et al.,
1997; Taberlet et al., 1998; Binney et al., 2009). La distribucion geografica de la mayoria de
la biota europea se vio influenciada por las constantes oscilaciones climaticas de este periodo,
lo que llevd a que numerosas especies con buenas capacidades de dispersién se desplazaran
hacia refugios situados al sur de Europa (Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2000), en tanto muchos
otros taxones con baja capacidad de dispersion permanecieron en areas de refugio ubicados
al norte (Schilthuizen & Lombaerts, 1994; Hausdorf y Hennig, 2003), para luego recolonizar

areas previamente glaciadas durante periodos postglaciales. En el Hemisferio Sur, en cambio,
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y especificamente en la Patagonia, no se ha estudiado en profundidad el papel que han tenido
las oscilaciones climaticas pleistocénicas (Beheregaray, 2008), aun cuando existe evidencia
de los grandes cambios que ha sufrido tanto el relieve como la hidrografia de esta zona 'y que
sin duda pudieron haber influido en los patrones de distribucion de las especies (Vuilleumier,
1971).

Los estudios filogeogréaficos han revelado que los quiebres a nivel filogenético dentro
de una especie surgen como resultado de una restriccion al intercambio de genes entre
poblaciones y los consecuentes cambios genéticos a nivel intrapoblacional producto de su
aislamiento geografico (Hedrick, 2011). Generalmente hay una relacion positiva entre el
grado de fragmentacion de un habitat y el grado de estructuracién genética poblacional (e.g.
Xu et al., 2009; Ndgele & Hausdorf, 2015), asi como una mayor diversidad genética en areas
que han sido mas estables histdricamente y una menor diversidad genética en areas inestables
como, por ejemplo, en aquellas que fueron previamente glaciadas y que pasaron por un
proceso de recolonizacion (Hewitt, 1996). En ausencia de flujo génico, las poblaciones
conespecificas tienden a divergir, como resultado de la accion de distintas fuerzas evolutivas
que acttan sobre ellas (e.g. deriva genica, seleceion natural y mutaciones) (Freeland, 2005).
Considerando esto, es posible inferir que las areas de refugio glacial albergan una mayor
diversidad genética intraespecifica, ya que han sido mas estables en el tiempo y por ende, las
poblaciones que alli sobreviven son capaces de acumular variacion genética a lo largo de sus
generaciones, en comparacion con las regiones circundantes, menos estables y que han sido

recolonizadas, cuyas poblaciones exhiben una menor diversidad genética (Hewitt, 1996).

1.3 PATRONES FILOGEOGRAFICOS DE LA BIOTA PATAGONICA

Las especies patagdnicas han tenido respuestas diferentes frente a la magnitud de los eventos
de avances y retrocesos glaciales, lo cual podria estar relacionado a sus mecanismos de
dispersion y a rasgos de historia de vida (Pilger et al., 2017). En efecto, mientras algunas
especies quedaron restringidas a ciertos refugios terrestres interglaciares, otras se vieron
excluidas de sus habitats naturales y tuvieron que migrar hacia regiones no glaciadas (Xu et
al., 2009; Sérsic et al. 2011; Vera-Escalona et al. 2012). Por ejemplo, plantas terrestres tales

como Hypochaeris palustris y Fitzroya cupressoides lograron persistir en refugios situados
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fuera de los margenes del UMG en la Patagonia Occidental, especificamente al norte, en la
costa de Chile (Allnutt et al., 1999; Premoli et al., 2000, Muellner et al., 2005), mientras que
Austrocedrus chilensis lo hizo en refugios que se localizaron en la Patagonia Oriental, entre
la plataforma glacial y la estepa patagonica (Pastorino et al., 2002). Por otra parte, algunos
roedores, como Phyllotis xanthopygus y Oligoryzomys longicaudata (Kim et al., 1998; Palma
et al., 2005), probablemente tuvieron que migrar y posteriormente recolonizar areas de la
Patagonia desde el este no glacial, y otros, como Abrothrix olivaceus, lograron refugiarse en
la costa de Chile (Smith et al., 2001).

Se conoce mucho menos sobre el efecto que tuvo la dindmica glacial pleistocénica
sobre la biota de los ambientes acuéticos de la Patagonia. Esta red de drenajes fue fuertemente
influenciada por tales eventos glaciales, por lo que es esperable que la dindmica del paisaje
se vea reflejada en los patrones filogeograficos de las especies acuaticas asociadas (Xu et al.,
2009). Los estudios disponibles, mayoritariamente realizados en peces, muestran que al igual
que organismos terrestres, estos utilizaron zonas de refugio fuera de los limites de la
plataforma glacial durante las glaciaciones mas grandes, especialmente en la Cordillera de la
Costa de Chile o en la Patagonia Oriental, lo cual se ha propuesto, por ejemplo, para Galaxias
globiceps, Galaxias platei, Galaxias maculatus, Percyctis melanops y Percyctis trucha (Dyer
2000; Ruzzante et al., 2006, 2008; Zemlak et al., 2008, 2010). Sin embargo, a diferencia de
lo que ha sido detectado en organismos terrestres, hay especies acuéticas como Aegla
alacalufi, que también presentan una alta diversidad genética en refugios que se habrian
ubicado al Sur de la Patagonia, dentro de los margenes glaciales, probablemente en
discontinuidades de la plataforma de hielo o en zonas costeras del continente que quedaron
expuestas por la disminucién del nivel del mar (Xu et al., 2009), lo cual podria estar asociado

a su baja vagilidad.

1.4 MODELO DE ESTUDIO

El género Chilina Gray, 1828 (familia Chilinidae Dall, 1870) agrupa caracoles de agua dulce
endémicos de Sudamérica (Figura 2; Pilsbry, 1911) y posee representantes en Brasil,
Uruguay, Argentina y Chile (Pilsbry, 1911; Stuardo, 1961; Valdovinos, 1999, 2006; Rumi et
al., 2008). Es un género de gasteropodos pulmonados primitivo (Duncan, 1960; Harry, 1964;
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Brace, 1983; Dayrat et al., 2001; Klussmann-Kolb et al., 2008; Gutiérrez-Gregoric, 2010;
Jorger et al., 2010) y corresponde a uno de los grupos mas antiguos de la regién Neotropical
(Gaillard & de Castellanos, 1976).

Especificamente en Chile, la descripcion y registro de las especies que componen el
género se efectud entre finales del siglo XVl y principios del siglo XX (e.g. C. dombeyana
Bruguiere, 1789; C. bulloides d’Orbigny, 1835; C. llanquihuensis Marshall, 1933).
Posteriormente esta informacion fue agrupada en distintas revisiones bibliograficas, por lo
que hoy en dia se reconocen 30 especies (Stuardo, 1961; Sielfield, 2001; Valdovinos 1999,
2006), las que se distribuyen entre los 25° y 50°S y corresponden en su totalidad a especies
endémicas del territorio chileno (Fuentealba et al., 2010). No obstante lo anterior, el estado
del conocimiento de estas especies sigue siendo escaso. Valdovinos (2006) destaca los vacios
distribucion de muchas de ellas, ya gque se les ha descrito asociadas a zonas acotadas que
comprenden una o0 unas pocas cuencas hidrograficas y no se tiene registro de todas ellas ni
se han realizado los muestreos suficientes para determinar la veracidad de dichos datos
(Valdovinos, 1999). A su vez, este autor sugiere que las especies deben ser validadas
mediante el uso de caracteres moleculares y morfologicos taxonémicamente mas
conservativos (e.g. radula, complejo peniano), puesto que la descripcién de la mayoria de las
especies del género se realizd en base a las caracteristicas morfologicas que presentaba la
concha de los ejemplares tipo. Esto genera diversas complicaciones a la hora de identificarlas
y evaluar posibles relaciones filogenéticas (e.g. Plam et al., 2008), debido a la variacion en

la morfologia de la concha.
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Figura 2. Distribucién del género Chilina en Sudamérica. Basado en Pilsbry (1911).

Las poblaciones del género Chilina habitan principalmente aguas frias, limpias y bien
oxigenadas (Valdovinos et al., 2005; Valdovinos, 2006), ocupando ambientes limnicos y
Iénticos (Brace, 1983), donde pueden alcanzar altas densidades (Bisol et al., 1994;
observacidn personal). A pesar de esto Gltimo, alin existen vacios en cuanto a la informacién
sobre su biologia basica. Actualmente, la mayoria de los estudios que abordan especies del
género estan relacionados al papel que cumplen como hospedador de parasitos treméatodos y
su importancia para la salud humana (e.g. Olmos & George-Nacimiento, 1997). Ademas,
hasta ahora no existen estudios acerca de su comportamiento reproductivo, pero si se han
reportado algunos antecedentes sobre su modo de reproduccién, ciclo de vida y desarrollo

embrionario que muestran que son especies hermafroditas simultaneas, de escaso
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desplazamiento y facil captura (Bisol et al., 1994). Cada individuo sexualmente maduro pone
huevos encapsulados rodeados por una masa gelatinosa y transparente bajo piedras de rios,
lagos y estuarios (Bérquez et al., 2015), evitando asi que sean arrastrados por la corriente
(Sverdrup, 1942). Pueden realizar desde 4 a 8 puestas por cada temporada reproductiva entre
los meses de diciembre y mayo, aunque también estas pueden encontrarse esporadicamente
durante todo el afio (observacion personal). Carecen de estados larvales de vida libre (Figura
3), ya que tanto la larva troc6fora como la larva véliger se desarrollan dentro de la capsula
del huevo, lo cual hace que al momento de eclosionar emerjan de €l individuos juveniles
similares a adultos en miniatura, por lo que presentarian desarrollo directo (Bérquez et al.,
2015).

Del total de especies que componen el género, nueve se han descrito en el area
considerada para este estudio, que abarca entre los 39° y 42°S: C. bulloides d’Orbigny, 1835,
C. ampullacea Sowerby, 1838, C. major Sowerby, 1838, C. robustior Sowerby, 1838, C.
elegans von Frauenfeld, 1865, C. acuminata Soweby, 1874, C. subcylindrica Sowerby, 1874,
C. iheringi Marshall, 1933 y C. llanquihuensis Marshall, 1933. Este territorio se encuentra
surcado por numerosos rios y lagos que hoy forman parte de distintas cuencas hidrogréaficas
(rio Toltén, rio Valdivia, rio Bueno, Rio Maullin, rio Puelo, entre otras cuencas costeras de
menor envergadura), las que se vieron alteradas a distinta escala por eventos glaciales
pleistocénicos. Esto convierte al area de estudio dentro de la Patagonia Occidental en un
laboratorio natural, dada la heterogeneidad de sus paisajes, la historia geoldgica y
paleoclimatica, que han determinado su configuracion actual y los distintos escenarios en que
ha logrado diversificarse el género Chilina. En estudios anteriores esta area fue también
abordada para evaluar el rol que han tenido las ultimas glaciaciones en la filogeografia de
Aegla alacalufi. Para ello, se compararon ambientes que estuvieron dentro de los limites del
Ultimo Maximo Glacial (zonas glaciadas) y ambientes que han sido estables histéricamente
por haber quedado fuera de dichos limites (zonas no glaciadas) (Xu et al., 2009; Pérez-
Losada et al., 2011).



1.5 PROBLEMA A ABORDAR

Los sistemas fluviales de la Patagonia Occidental sufrieron severos cambios durante el
Mioceno y Pleistoceno debido a los sucesivos eventos tectonicos que dieron origen al
levantamiento de los Andes y a los eventos glaciales que acontecieron posteriormente
(Lundberg et al., 1998; Clapperton 1993). Numerosos rios y lagos se originaron por el
derretimiento del hielo glacial y el consecuente aumento del nivel de caudal proveniente de
las cumbres andinas, el que poco a poco fue erosionando el relieve y dando forma a la red
hidrica que conforma el actual sistema de cuencas hidrogréaficas en que se divide el territorio,
transformandose asi en una region con una gran diversidad de ambientes acuaticos (Strahler
& Strahler 1994; Lundberg et al., 1998; Rohling et al., 1998; Burridge et al., 2006; Pastor,
2013).

Durante el LGM la plataforma de hielo cubrid gran parte de la superficie continental
al Oeste de la Cordillera de los Andes desde los 45° S hacia el extremo sur de Tierra del
Fuego (Caldenius, 1932; Vuilleumier, 1971; Hollin y Schilling, 1981; Hulton et al., 1994),
mientras que al norte de los 45° S la capa de hielo s6lo cubri6 la Cordillera de los Andes y
zonas aledanas, dejando extensas areas de la costa de Chile libres de hielo (Rabassa &
Clapperton 1990; Clapperton 1993). Esta heterogeneidad podria verse reflejada en los
patrones filogeograficos de la biota acuatica asociada, dada la historia hidrolégica que dio
forma a ambas regiones (Xu et al., 2009). De hecho, distintos estudios realizados sobre la
fauna acuatica de la Patagonia Occidental, principalmente en peces, indican que varias
especies presentan una alta diversidad genética en regiones ubicadas al norte de los 45° S,
cercanos a la seccién costera, puesto que alli se habrian producido méas procesos vicariantes
que dieron origen a nueva diversidad a lo largo del tiempo, y como consecuencia, a
poblaciones mas variables y estructuradas, a partir de las cuales se habrian generado procesos
de recolonizacion hacia territorios mas australes que estuvieron cubiertos de hielo durante la
ultima glaciacion (Dyer, 2000; Ruzzante et al., 2006, 2008; Zemlak et al., 2008, 2010). Esto
coincide con la estabilidad que ha tenido esta region a lo largo del tiempo, por lo que ademas
es considerada como un refugio potencial para la persistencia de muchos taxones (Heusser
et al. al. 2000; Zemlak et al., 2008). Estas mismas especies, por el contrario, presentan una
baja diversidad genética en zonas que se sitan dentro de los margenes del LGM, lo cual

podria deberse a que corresponde a una regién que ha sido menos estable histéricamente, y
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por ende, se habrian generado menos oportunidades para desarrollar procesos de
diversificacion (Hewitt, 1996). No obstante, este patron se ha reportado principalmente en
peces, que corresponden a organismos véagiles, lo que podria diferir en especies con
capacidad de dispersion limitada. Un ejemplo de esto es la especie Aegla alacalufi (Xu et al.,
2009), que de igual modo presenta poblaciones estructuradas en zonas no glaciadas y poco
estructuradas en zonas glaciadas, pero, sin embargo, dentro de los méargenes glaciales se
encontrd un area que pudo haber actuado como refugio, dada la alta diversidad genética que
presenta, 1o que puede estar ligado a la poca capacidad de dispersion que posee la especie y

a la fragmentacion del habitat.

Teniendo en cuenta lo anterior, se puede hipotetizar que las especies acuaticas de
vagilidad limitada podrian mostrar un patrén filogeografico diferente entre zonas que estan
dentro y fuera del margen de hielo del LGM y que, a su vez, la colonizacion de estas Gltimas
areas pudo haber ocurrido a partir de poblaciones fuente que se refugiaron en zonas no
glaciadas. Para evaluar esto, los caracoles de agua dulce del género Chilina constituyen un
excelente modelo de estudio, pues poseen una limitada capacidad de desplazamiento (Bisol
et al., 1994) y poseen desarrollo directo (Borquez et al., 2015). Ademas, este género se
distribuye ampliamente en zonas que estuvieron cubiertas de hielo durante el LGM, asi como
también en areas que se han mantenido libres de hielo (Stuardo, 1961; Sielfield, 2001;
Valdovinos 1999; 2006).
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Figura 3. (a) Embriones encapsulados.- (b) Masa gelatinosa rodeando embriones
encapsulados. (c¢) Ejemplar adulto de C. dombeyana realizando postura de una

masa gelatinosa sobre la superficie de una roca.
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1.6 HIPOTESIS

1. Las glaciaciones del Pleistoceno habrian afectado los patrones filogeograficos de
Chilina en la Patagonia Occidental, lo que se reflejaria en una estructura genética menos
marcada en poblaciones distribuidas en areas previamente glaciadas en comparacion a

aquellas de zonas no glaciadas.

2. Existe una baja diversidad genética entre las poblaciones distribuidas en el lago

Llanquihue (Region de Los Lagos, Chile), debido al origen glacial del sistema.

3. Areas fuera de la influencia glacial durante el Ultimo Méximo Glacial sirvieron como

refugios glaciales para Chilina.
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1.7 OBJETIVO GENERAL:

Investigar el papel de las glaciaciones del Pleistoceno sobre la estructura filogeografica del

género Chilina en la Patagonia Occidental.

1.8 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Inferir las relaciones filogenéticas de las poblaciones del género Chilina de la
Patagonia Occidental.

2. Estimar el grado de estructuracion genética poblacional a través de zonas glaciadas
y no glaciadas de la Patagonia Occidental.

3. Comparar la diversidad genética entre poblaciones que habitan zonas que fueron
glaciadas y no glaciadas durante el UMG con marcadores mitocondriales y

nucleares.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron muestras recolectadas en febrero de 2018
y material depositado en la coleccion del Laboratorio de Malacologia y Sistematica Molecular
de la Universidad del Biobio, Chillan. Se escogié como muestra representativa un total de 100
individuos adultos provenientes de 10 cuerpos de agua (n = 10 muestras por sitio) repartidos
en areas glaciadas y no glaciadas de la Patagonia Occidental (Figura 4; Tabla 1). Todos los

individuos recolectados fueron capturados manualmente de manera aleatoria y posteriormente

preservados en etanol absoluto.

Tabla 1. Ubicacién geogréfica de las localidades en que se muestrearon poblaciones de

Chilina en la Patagonia Occidental. Se indica también el area a la que pertenecen las

muestras: glaciada (G) y no glaciada (NG).

Cuerpo de agua Localidad Latitud (S) Longitud (O) Region
Rio Toltén Toltén 39°11'15,4" 73°10'42,7" NG
Estero Camposanto Curifanco 39°45'12,2" 73°23'20,8" NG
Rio Chaihuin Chaihuin 39°58'10,1" 73°34'13,4" NG
Rio Rahue Osorno 40°34'44,2" 73°08'47,8" NG
Laguna Huelde Chiloé 42°35'31,4" 74°07'05,4" NG
Lago Llanquihue Puerto Chico 41°19'28,0" 72°58'20,8" G
Lago Llanquihue Llanquihue 41°15'15,0" 73°00'06,5" G
Rio Puelo Cochamd 41°38'31,1" 72°10'49,3" G
Rio Milagro Caleta La Arena 41°57'12,6" 72°40'57,3" G
Rio Negro Hornopirén 41°57'44,3" 712°27'48,5" G
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Figura 4. Mapa de los sitios de muestreo de Chilina en zonas que estuvieron dentro y fuera de
los margenes del Ultimo Méaximo Glacial (triangulos y circulos, respectivamente). El area de
color lila representa la extension glacial del UMG, basado en Hulton et al. (2002).

15



2.2 EXTRACCION Y AMPLIFICACION DE ADN

Se extrajo ADN genomico a partir de una pequefia muestra de tejido muscular del pie de cada
caracol utilizando el método CTAB (bromuro de cetiltrimetil amonio) y siguiendo el protocolo
de Winnepennickx et al. (1993), con ligeras modificaciones. La extraccion se verifico mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se amplificaron secuencias parciales de ADN
mitocondrial de la subunidad I del gen citocromo ¢ oxidasa | (COI) mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando para ello los partidores LCOI -1490 / HCOI-2198
(Folmer et al., 1994) o partidores de nuevo disefio: COI22 (5’-TGT RTG GTG TGG GTT RGT
TG-3”) / COI636 (5’-ATT GGA TCT CCC CCT CCA GC-3’), COI57 (5>-TYC TAATTC
GGT TTG AGT TRG-3") / COI624 (5’-CCT CCA GCA GGA TCA AAR AAC-3”) y COI69
(5°-TTG AGT TRG GAA CAT CYT TAG T-3’) / COI617 (5°-CAG GAT CAA ARA ACC
TGG TAT T-3°). El perfil de amplificacion consté de una temperatura de desnaturalizacién
inicial de 94 °C durante 3 min, seguida de 40 ciclos de 94 °C durante 30 s, 59 °C durante 30 s,
72 °C durante 40 s y una extension final a 72 °C durante 7 minutos. Los productos de la
amplificacion se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% vy fueron

secuenciados en ambos sentidos por la empresa Macrogen Company, Corea del Sur.

2.3 ALINEAMIENTO Y ANALISIS FILOGENETICO DE LAS SECUENCIAS DE ADN

Las secuencias resultantes fueron editadas con el programa Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999) para
obtener las secuencias de consenso de cada individuo (87 en total). Luego estas fueron
alineadas con la herramienta accesoria ClustalW (Larkin et al., 2007) con inspeccion visual
posterior, utilizando como referencia dos secuencias de Chilina sp. de Chile disponibles en la
base de datos GenBank (Tabla 2). Posteriormente, se construyeron arboles filogenéticos para
examinar las posibles relaciones filogenéticas intraespecificas existentes entre ellas,
incorporando ademas 13 secuencias parciales del gen mitocondrial COIl de individuos
pertenecientes a otras dos localidades de zonas no glaciadas situadas al norte de los 39° de
latitud sur, las cuales no han sido analizadas en estudios previos: 5 de rio Cruces y 8 de Isla
Mocha. Como grupo externo se usaron secuencias COI de especies de Chilina distribuidas en
Argentina, disponibles en GenBank (Tabla 2). En total se agruparon 117 secuencias con una

longitud de alineamiento de 530 sitios nucleotidicos.
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Tabla 2. Secuencias de individuos del género Chilina extraidas de GenBank e incorporadas

en los andlisis filogenéticos. Se detalla su procedencia, nimero de acceso y autores.

Especie Localidad NUmero de acceso Referencia

Chilina sp. Chile EF489382 Klussmann-Kolb et al. (2008)
Chilina sp. Chile HQ660030 Dayrat et al. (2011)

C. rushii Rio Uruguay, Argentina KT820423 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. fluminea Rio de La Plata, Argentina KT820422 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. gallardoi Rio Uruguay, Argentina KT820421 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. luciae Rio Uruguay, Argentina KT820420 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. nicolasi Rio Uruguay, Argentina KT820419 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. santiagoi Rio Uruguay, Argentina KT820418 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. megastoma Rio Iguazl, Argentina KT807839 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. iguazuensis Rio Iguazd, Argentina KT807838 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. iguazuensis Rio lguazu, Argentina KT807837 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. iguazuensis Rio Iguazd, Argentina KT807836 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. iguazuensis Rio Iguazd, Argentina KT807835 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. fluminea Rio de La Plata, Argentina KT807834 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. fluminea Rio de La Plata, Argentina KT807833 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. fluminea Rio de La Plata, Argentina KT807832 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)
C. fluminea Rio de La Plata, Argentina KT807831 Gutiérrez-Gregoric & de Lucia (2016)

Las relaciones filogenéticas de los especimenes de Chilina se estimaron con los
métodos de Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (Bl). EI modelo de evolucion
molecular utilizado, TPMuf+G, se escogié con los criterios de informacion de Akaike y
Bayesiano, respectivamente, implementados en jModelTest (Posada, 2008). Ambos arrojaron
como resultado el mismo modelo de evolucion. El anélisis ML se llevo a cabo en el software
PAUP* v4.0 (Swofford, 2003), cuyo arbol inicial se obtuvo bajo una busqueda heuristica con
adicion paso a paso, utilizando 1000 repeticiones de adicion de secuencia aleatoria y un
intercambio de ramas con biseccion-reconexién de arboles (TBR). El soporte estadistico de los

nodos se evalu6 a partir de un analisis bootstrap de 1000 réplicas usando el algoritmo de
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busqueda de adicion rapida paso a paso. Por su parte, el andlisis de Inferencia Bayesiana se
realiz6 con el programa MrBayes v3.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Para ello, se
ejecutaron 2 corridas independientes y simultdneas de cuatro cadenas de Markov Monte Carlo
de 10.000.000 iteraciones, cuyos arboles generados fueron muestreados cada 1000 pasos y se
calcularon las probabilidades posteriores de cada clado (pp) a partir de los arboles obtenidos

tras un periodo de quemado (Burn-in: 25%).

2.4 ESTRUCTURACION GENETICA E INDICES DE DIVERSIDAD

Los indices de diversidad molecular estandar (diversidad haplotipica Hd, nucleotidica =,
numero de haplotipos, frecuencia haplotipica, relacion transicion/transversion y nimero de
sitios polimérficos) se calcularon con el programa Arlequin v3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).
Estas estimaciones se obtuvieron a partir de cada localidad por separado, asi como por grupos
(zona no glaciada, zona glaciada y todas las localidades en conjunto). Los valores FST por
pares, asi como las distancias genéticas corregidas (correccion gamma) también se calcularon
con Arlequin. El modelo evolutivo de sustitucion nucleotidica usado para realizar estos analisis
se determino previamente en el programa jModelTest, el cual determiné que el modelo ideal
es TPM1uf + G. Sin embargo, dado que en Arlequin no se incluye dicho modelo, se utilizé el
modelo de Tamura & Nei. Para examinar la division jerarquica de la variacion genética
atribuible a la distribucién geografica de los haplotipos, entre zonas y localidades, se realizo
un analisis de varianza molecular (AMOVA) en Arlequin v3.5 y se utiliz6 el modelo evolutivo

Tamura & Nei, al igual que para los analisis previos ejecutados en el mismo programa.

Se construyé una red de haplotipos para estimar las relaciones genealdgicas entre las
secuencias mediante el método de Median Joining, incorporado en el programa NETWORK
v4.6 (Bandelt et al., 1999). Para ello se utilizé un épsilon de 0 y un peso de transiciones-
transversiones de 1:3. Asimismo, para reducir la complejidad de la red, se aplicaron las

opciones de Contraccion en estrellay MP (Polzin & Daneschmand, 2003).
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2.5 DEMOGRAFIA HISTORICA

La historia demogréfica de las poblaciones se infirio a partir de las estimaciones de las pruebas
de neutralidad D de Tajima (Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997) en el programa Arlequin v3.5,
con 10.000 simulaciones. Estas pruebas son métodos estadisticos que tienen por funcién
evaluar si se cumple la hipétesis de evolucion de tipo neutral, que puede ser rechazada no solo
como consecuencia de seleccion natural, sino también como producto de eventos demogréaficos

(Ramirez-Soriano et al., 2008).

Luego de realizar las pruebas de neutralidad, se llevé a cabo un andlisis de distribucion
de desajuste (Mismatch Distribution) en Arlequin v3.5 para cuatro conjuntos de datos distintos,
con el fin de determinar posibles expansiones demograficas: i) todas las localidades por
separado, ii) localidades de la zona no glaciada, iii) localidades de la zona glaciada y iv) todas
las localidades en conjunto. Se asume que aquellos que exhiben una curva unimodal
experimentaron una expansion poblacional, mientras que las que presentan una curva
multimodal han permanecido en equilibrio demografico (Rogers & Harpending, 1992). Para
Ilevar a cabo estos analisis, se asumié una tasa de mutacion por sitio del gen mitocondrial COI
de 1,76%, que ha sido calculada para el clado Protostomia, que agrupa a distintos phyla de
macroinvertebrados (Wilke et al., 2009). Junto con esto, se evalud la validez del modelo de
expansion a partir de la prueba de bondad de ajuste entre-la distribucién de desajuste observada
y la esperada, usando 1000 réplicas de bootstrap en Arlequin. La distribucion de desajuste se
basa en la féormula t = 2ut, donde 7 es la fecha de expansion/disminucion, medida en tiempos

mutacionales, p es la tasa de mutacion por secuencia, por generacion y t es el tiempo en afios.

Por dltimo, para ahondar ain mas en la historia demogréafica de las poblaciones, se
realizd un analisis de Diagrama de Horizonte Bayesiano (Bayesian Skyline Plot, BSP),
implementado en el programa BEAST v1.5.4 (Drummond & Rambaut, 2007), utilizando el
modelo GTR, ya que es el modelo que més se asemeja a TPM1uf+G, escogido por jModelTest
y que no se encuentra disponible en BEAST. Se utilizo para ello una tasa de reloj molecular de
1,76% asumiendo un modelo normal. Se realizaron cuatro corridas independientes con una
longitud de cadenas MCMC de 10.000.000 y un muestreo cada 1000 generaciones, y aplicando
un burn-in de 20%. Finalmente, los resultados del andlisis fueron visualizados en el programa
Tracer v1.5 (Jakobsson & Rosenberg, 2007).
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2.6 SELECCION DE PARTIDORES Y REACCIONES DE AFLP

Se seleccionaron las combinaciones de partidores AFLP que mostraron altos niveles de
polimorfismo y un perfil de bandas facilmente interpretable. Para ello, en una primera etapa se
probaron 6 combinaciones en 8 individuos al azar. Las combinaciones cuyos perfiles de bandas
cumplieron con los criterios de seleccion fueron finalmente usadas en las reacciones finales de
AFLP (Tabla 3), en que se analizaron 8 de los 10 individuos de cada localidad (a excepcion de
rio Negro, en que se analizaron 7), totalizando 79 (Tabla 1; Fig. 4).

Tabla 3. Partidores utilizados para las reacciones de AFLP.

Partidor Secuencia

Preselectivo - EA° GACTGCGTACCAATTCA

Preselectivo - MC GATGAGTCCTGAGTAAC

E-ACC GACTGCGTACCAATTCACC

E-ACT GACTGCGTACCAATTCACT

E-ACG GACTGCGTACCAATTCACG

M-CT GATGAGICCTGAGTAACT
M-CC GATGAGTCCTGAGTAACC
M-CA GATGAGTCCTGAGTAACA

Los AFLP se obtuvieron siguiendo el protocolo de Vos et al. (1995) con algunas
modificaciones: 5,5 uL de ADN diluido (1:10) fueron digeridos con 0,1 uL y 0,25 uL de cada
enzima de restriccion, Msel y EcoRl, respectivamente. Posteriormente se ligaron partidores E
y M (1 uL) a los fragmentos de restriccion, a 37°C durante 2 horas en un tampon de
restricciéon/ligacion (0,37 uL de H20, 1,1 uL de T4 buffer, 1,1 uL de NaCl, 0,55 de BSA y
0,025 uL de T4 ligasa). El volumen final de la mezcla fue de 11 uL. Luego, se realizo el PCR

preselectivo, utilizando 3 uL de los productos restriccion y ligacion diluidos en agua ultrapura
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(17,35 uL), usando partidores M y E (0,5 uL) sin nucleétidos selectivos en un tampén de
amplificacion (2,5 uL de Taq Buffer; 0,75 uL de MgClI2; 0,3 uL de dNTPs y 0,1 uL de Taq
polimerasa). Para esto, se realiz6 un perfil de termociclado de 2 minutos a 94°C, seguido de 25
ciclos de 20 segundos a 94°C, 60 segundos a 60°C, y 2 minutos a 72°C y 30 minutos a 60°C.
Por ultimo, en la amplificacion selectiva se utilizaron 2,5 uL de productos de la
preamplificacion diluidos (1:10), usando 0,25 uL de partidor E+3 marcado con un tinte
fluorescente (6-FAM, NED o VIC) y 0,625 uL de partidor M+3. Esta amplificacion se realizo
en una mezcla de reaccion que consiste en 7,175 uL H20, 1,25 uL de Taq Buffer; 0,375 uL de
MgCl2; 0,125 uL de dNTPs; 0,1 uL de Taqg Platinum y 0,1 uL BSA. En este caso, se realiz6 un
perfil de termociclado de 30 ciclos (2 minutos a 94°C, 20 segundos a 66°C, 60 segundos a
66°C, 2 minutos a 72°C y 30 minutos a 60°C). Finalmente, los productos de PCR se separaron

electroforéticamente en un gel de agarosa al 2% para su verificacion.

2.7 ANALISIS DE DATOS AFLP

Los electroferogramas se analizaron en el programa GeneMarker v1.70 (Softgenetics). Se
utilizé la configuracion predeterminada para detectar bandas de AFLP y calcular su tamafio.
Se consideraron sélo aquellas bandas de 50 o més unidades de fluorescencia relativa y un
tamafio de 80 a 550 pb. Los resultados se tradujeron en una matriz binaria de presencia/ausencia
de bandas por individuo y localidad, en la cual se agruparon los datos de todas las
combinaciones de partidores, de tal modo de obtener un fenotipo multilocus para cada
individuo. Posteriormente, se estimaron las frecuencias alélicas mediante el método de Lynch
& Milligan (1994), implementado en el paquete de datos para Excel “Genalex v6.5” (Peakall
& Smouse, 2012). A partir de estas estimaciones, se calculd la diversidad genética de cada
localidad a través de tres criterios distintos: numero de loci polimoérficos, nimero de bandas
privadas y heterocigosidad esperada de Nei. Asimismo, se utilizaron también las frecuencias
alélicas para estimar la diferenciacion genética entre localidades a partir de las distancias

genéticas de Nei.
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Para determinar si existe o no estructura poblacional, se utilizd un modelo bayesiano
implementado en el paquete de datos GENELAND v4.0.7 (Guilliot et al., 2005) para el entorno
R (R v3.4.4; lhaka & Gentleman, 1996), el cual estima el nimero probable de poblaciones
involucradas en el conjunto de datos, incorporando para ello informacion genética y geografica
a través de un muestreo de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). Para llevar a cabo el
andlisis, se realizaron 10 corridas con 5.000.000 iteraciones de MCMC, que se muestrearon
cada 1000 pasos, un periodo burn-in de 4900 y un namero de grupos de 1 a 10 (definidos en
funcidén del nimero de localidades consideradas en este estudio), bajo un modelo de frecuencias
no correlacionado. Ademas, se utilizé el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al.,
2000), bajo un modelo que supone una mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas. Se
realizaron 10 réplicas con una longitud de la Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) de
1.000.000 y un periodo burn-in de 100.000 para valores de K de 1 a 10. EI nimero optimo de
clusters se determiné usando el método AK de Evanno (Evanno et al., 2005) implementado en

Structure Harvester (Earl & VVonholdt, 2012).
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3. RESULTADOS

3.1 DIVERSIDAD DEL ADN MITOCONDRIAL

Se obtuvo un alineamiento de 530 sitios nucleotidicos de longitud del gen mitocondrial COI,
con 59 sitios polimorficos, de los cuales 48 corresponden a sustituciones de transicion, 10
fueron de transversion y uno incluyé ambos tipos de sustitucion (relacion transicion:
transversion, aproximadamente 4: 1). Se detectaron 25 haplotipos entre los 81 individuos que
conformaron el clado 2 (ver seccion 3.2). Del total de haplotipos, aproximadamente el 52%
(13 de 25) estan representados por un solo individuo, mientras que el 20% (5 de 25) lo est&
en 5 individuos 0 méas y son considerados haplotipos frecuentes. De estos, solo dos haplotipos
se detectaron en mas de una localidad de muestreo: haplotipo (hp) 15y hp 21, presentes en
25 y 8 individuos, respectivamente, encontrandose solo el hp 15 en localidades situadas en
la zona glaciada y no glaciada de la Patagonia Occidental. Los haplotipos frecuentes
presentes en una sola ubicacion de muestreo corresponden ahp 1, hp 7 y hp 10, presentes en
el rio Toltén, en el estero Camposanto y en el rio Chaihuin, respectivamente (Tabla 4).

3.2 ANALISIS FILOGENETICOS

Los analisis filogenéticos basados en méaxima verosimilitud (MV) e inferencia bayesiana (1B)
arrojaron topologias similares en las que se distinguieron tres clados principales, pero se
diferenciaron en la posicién del clado conformado por algunos individuos de Rio Rahue, rio
Chaihuin y rio Cruces (Clado 1) y el clado formado por secuencias de especies argentinas de
Chilina (Clado 3) (Figura 5). En la topologia entregada por MV, este tltimo clado divergio
primero con respecto al clado 1y 2, mientras que en el anlisis IB el clado 3 se situé como
grupo hermano del clado 2. En ambos casos, el clado 1 presentd un elevado soporte
estadistico (probabilidad posterior (pp) = 1; bootstrap = 100) y se excluy6 de los analisis
poblacionales posteriores. El clado 2 se divide a su vez en dos clados (pp = 0,996; bootstrap
= 85), el primero conformado principalmente por las poblaciones situadas en la zona no
glaciada y algunos individuos de la zona glaciada (rio Negro; n = 4, Llanquihue; n =1) y el
segundo compuesto principalmente por las poblaciones situadas en la zona glaciada y

algunos individuos de la zona no glaciada (rio Rahue; n = 5). En el primer clado, la mayoria
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de las localidades de la zona no glaciada formaron grupos monofiléticos internos con alto
soporte estadistico (pp > 0,85; bootstrap > 85). Laguna Huelde forma un grupo monofilético
(pp = 0,995; bootstrap = 97), mientras que los individuos de rio Negro se agruparon con los
de las localidades de rio Toltén y rio Cruces, formando una politomia con alto soporte
estadistico (pp = 0,983; bootstrap = 63). El clado que agrupa al estero Camposanto y rio
Chaihuin también forma una politomia y su posicion no es del todo clara, aun cuando ambas
localidades se anidan dentro del clado no glacial. A pesar de esto, ambos anélisis indicaron
que Isla Mocha se anida dentro del clado del estero Camposanto (pp = 0,999; bootstrap =
81). El segundo clado agrupa a los individuos provenientes de localidades con influencia
glacial. A diferencia de las localidades no glaciadas, las localidades de la zona glaciada no
formaron grupos monofiléticos. La topologia del grupo glacial presenta pocos clados, con
menor soporte estadistico, y muestra una marcada politomia entre las localidades Puerto
Chico, Llanquihue, Rio Milagro, rio Puelo, y rio Rahue, perteneciendo esta ultima ubicacion

a la zona no glaciada.

3.3 ANALISIS GENETICOS POBLACIONALES

La diversidad haplotipica (Hd) para el conjunto de individuos muestreados (n = 81) fue de
0,8824 +0,0277, mientras que la diversidad nucleotidica () fue de 0,760510 £ 0,367722. La
Hd mas alta se detect6 en la laguna Huelde (0,7619 + 0,1148), cuerpo de agua ubicado en la
Isla Grande de Chiloé, en la zona no glaciada, mientras que las mas bajas se encontraron en
el lago Llanquihue (0,2500 £ 0,1802), de origen glaciar (Tabla 4). Por su parte, la mayor
diversidad nucleotidica se detect6 en el Rio Rahue (0,603438 + 0,353673), ubicado fuera de
los limites del UMG, mientras que el menor valor se encontro en el rio Milagro (0,012201 +
0,010470), ubicado en zona glaciada. En la zona no glaciada, representada por los rios Toltén,
Chaihuin y Rahue, el estero Camposanto y la laguna Huelde, se registré una riqueza
haplotipica de 18, asi como una alta diversidad haplotipica (0,9393 + 0,0182) y nucleotidica
(1,011528 + 0,494442), a diferencia de la zona glaciada, representada por los rios Puelo,
Milagro, Negro y lago Llanquihue (Llanquihue y Puerto Chico), cuya riqueza haplotipica es
menor, 8, y presentd una menor diversidad haplotipica (0,6632 + 0,0688) y nucleotidica

(0,276491 + 0,138270). Asimismo, las distancias genéticas corregidas (correccion gamma)
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fluctuaron mayormente entre los haplotipos de la zona no glaciada (entre 0,0141 y 13,3309)

que entre los haplotipos de la zona glaciada (0,0141 y 11,7198).

De acuerdo a los criterios propuestos por Wright (1978), quien clasifico los rangos de
valores de diferenciacion genética (FST) en bajos (< 0,05), moderados (0,05 — 0,15), altos
(0,15 — 0,25) y muy altos (> 0,25), se observo que los valores de FST por pares obtenidos
(Tabla 5) fueron altos y significativos entre casi todas las localidades, con unas pocas
excepciones; por ejemplo, entre rio Rahue, rio Puelo y rio Negro, entre Llanquihue, Puerto
Chico, rio Milagro y rio Negro, entre Puerto Chico, rio Milagro y rio Puelo y entre rio Milagro
y rio Puelo, cuyas diferencias no fueron significativas (p > 0,05) y se concentran
principalmente en la zona glaciada. La localidad de rio Rahue, en general, presentd bajas
diferencias genéticas con respecto a las demas localidades, siendo estas mucho menores con
las de la zona glaciada (FST = 0,1031 — 0,2854) que con las de la zona no glaciada (FST =
0,6252 — 0,8858). Exceptuando a rio Rahue, las diferencias mas altas se encontraron entre
las poblaciones de la zona no glaciada (FST = 0,6252 — 0,9919), seguido de las que se
encontraron entre las poblaciones de la zona glaciada y no glaciada (FST = 0,4495 — 0,9957),
siendo las diferencias encontradas entre las poblaciones de la zona glaciada las mas bajas
(FST =-0,0098 — 0,7603).
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Tabla 4. Tamafio de muestra (N), haplotipos de ADNmt y su frecuencia (entre paréntesis), diversidad haplotipica (Hd) y diversidad

nucleotidica () de las 10 localidades de Chilina sp. Los haplotipos que estan presentes en mas de una localidad se muestran en negrita.

SD = desviacion estandar.

Localidad N N haplotipos Haplotipo (n. de individuos) Hd (SD) 7 (SD)
Zona No glaciada 39 18 - 0,939 (0,018) 0,136 (0,070)
Rio Toltén 9 4 1(5) 2(2) 3(1) 4(2) 0,694 (0,147) 0,011 (0,009)
Estero Camposanto 9 5 5(1) 6(1) 7(5) 8(2) 9(1) 0,722 (0,159) 0,057 (0,035)
Rio Chaihuin 8 3 10(6) 11(1) 12(2) 0,464 (0,200) 0,013 (0,011)
Rio Rahue 6 3 13(1) 14(3) 15(2) 0,733 (0,155) 0,081 (0,052)
Laguna Huelde 7 3 16(2) 17(3) 18(2) 0,762 (0,115) 0,013 (0,011)
Zona Glaciada 42 8 - 0,663 (0,069) 0,064 (0,035)
Lago Llanquihue (Puerto Chico) 9 1 15(9) 0 0

Lago Llanquihue (LlIanquihue) 8 2 15(7) 19(2) 0,250 (0,180) 0,049 (0,032)
Rio Puelo 10 2 20(4) 21(6) 0,533 (0,095) 0,063 (0,038)
Rio Milagro 9 3 15(7) 22(1) 23(2) 0,417 (0,191) 0,009 (0,008)
Rio Negro 6 3 21(2) 24(3) 25(1) 0,733 (0,155) 0,086 (0,055)
Todas las poblaciones 81 25 0,882 (0,028) 0,119 (0,062)
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Figura 5. Relaciones filogenéticas basadas en secuencias del gen mitocondrial COI de
Chilina sp., reconstruidas usando el método de Inferencia Bayesiana. Los numeros sobre las
ramas separados por un slash son probabilidades posteriores bayesianas y valores de

bootstrap del analisis de MV, respectivamente.
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Tabla 5. Matriz de diferenciacion genética (FST) entre localidades de Chilina sp., basadas en las frecuencias haplotipicas de ADNmt.

Los valores no significativos (> 0,05) estan subrayados.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. Rio Chaihuin 0
2. Estero Camposanto 0,8045 0
3. Rio Toltén 0,9903 09319 O
4. Laguna Huelde 0,9803 0,9346 09919 O
5. Rio Rahue 0,6670 0,6252 0,8858 0,8452 0
6. Lago Llanquihue (Llanquihue)  0,5424 0,4495 - 0,8507 0,8078 0,1031 O
7. Lago Llanquihue (Puerto Chico) 0,9838 0,8534  0,9957 0,9947 0,1812 10,0156 O
8. Rio Milagro 0,9739 0,8642 0,9923 0,9908 0,2418 0,2108 -0,0098 0
9. Rio Puelo 0,8562 0,6997 . 0,9608 0,9199 0,1569 0,4092 0,0568 0,114 0
10. Rio Negro 0,7347 0,5939 = 0,7798 0,8186 = 02854 0,2128 10,7469 0,7603 0,6772 0
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3.4 DEMOGRAFIA HISTORICA

La prueba de neutralidad de Tajima arrojé un valor negativo y significativo para todo el
conjunto de localidades, asi como también para las localidades de rio Toltén y rio Chaihuin,
de la zona no glaciada, y Llanquihue, de la zona glaciada, mientras que para rio Rahue se
obtuvo un valor de D positivo y significativo (Tabla 6). Por su parte, la prueba de neutralidad
Fs de Fu s6lo fue negativo y significativo para el grupo de rio Toltén. Estos valores sugieren
que los grupos pertenecientes a rio Toltén, rio Chaihuin y lago Llanquihue, pasaron por un
proceso de expansion poblacional luego de un cuello de botella, mientras que rio Rahue
experimentd un proceso de contraccion poblacional reciente, lo cual complementa la
informacion arrojada por los indices de diversidad haplotipica y nucleotidica (alto Hd y alto
7), que estiman que ha sido un grupo con una historia evolutiva estable a través del tiempo
(Grant y Bowen, 1998). Para corroborar estos resultados y determinar qué localidades han
contribuido con la expansién del grupo formado por el total de las secuencias de Chilina, se
infirio la demografia historica poblacional de cada localidad mediante el analisis de
distribucion de desajuste (Figura 6), el cual detectd importantes cambios demograficos
historicos. Rio Toltén y rio Milagro presentaron una distribucion unimodal (Tabla 6), con
pruebas de bondad de ajuste que -no detectaron diferencias significativas de lo observado
respecto a lo esperado (SSD =0,04; p=> 0,05 y SSD = 0,01; p > 0,05, respectivamente), lo
cual es indicativo de que han- experimentado una expansién poblacional hace
aproximadamente 45 mil y 16 mil afios, respectivamente. Por el contrario, estero
Camposanto, rio Chaihuin, rio Rahue, rio Puelo y rio Negro presentaron una distribucion
multimodal, al igual que el grupo conformado por el total de secuencias, cuyas pruebas de
bondad de ajuste en este caso si detectaron diferencias significativas de lo observado con
respecto a lo esperado para los grupos de rio Chaihuin (SSD = 0,202; p < 0,05) y rio Negro
(SSD =0,21; p<0,05), lo cual refleja que sélo estero Camposanto, rio Rahue y rio Puelo han

permanecido en un escenario de equilibrio demografico a traves del tiempo.

El diagrama de Horizonte Bayesiano para el conjunto de localidades de la zona no glaciada
indico que estas se expandieron de forma constante a lo largo del tiempo hasta hace
aproximadamente 80 mil afios, momento a partir del cual manifestaron un crecimiento
demogréafico de mayor rapidez que se extendio hasta hace 25 mil afios, para luego mantenerse

constante hasta el presente (Figura 7a). Por su parte, el diagrama de Horizonte Bayesiano
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para la zona glaciada mostr6 un largo periodo de expansion demografica que perdur6 hasta
hace aproximadamente 170 mil afios, momento desde donde se observo un periodo de
estabilidad demografica que perdura hasta el presente (Figura 7b). En ninguno de los dos
diagramas se observaron cambios demograficos claros durante el Ultimo Méaximo Glacial,

que se produjo aproximadamente hace 23 - 25 mil afios (Sugden et al., 2005).

3.5 RED DE HAPLOTIPOS

La red de haplotipos con el método median-joining mostré una asociacion no aleatoria entre
los 25 haplotipos, que corresponde en gran medida con su origen geografico (Figura 8). Los
haplotipos de las localidades costeras (rio Toltén, estero Camposanto, rio Chaihuin y laguna
Huelde) estan més relacionados entre si y lo mismo ocurre entre los haplotipos hallados en
las localidades de la zona glaciada, con la excepcion de los haplotipos 13, 19, 24 y 25. Hubo
mas haplotipos en la zona no glaciada (n = 18) en comparacion a la zona glaciada (n = 8). El
haplotipo maés frecuente fue h15, que se encontrd en casi todas las localidades de la zona
glaciada, ademas de rio Rahue, de la zona no glaciada. Segun el analisis de varianza
molecular (AMOVA), no se encontraron diferencias significativas entre la zona glaciada y
no glaciada (FCT = 0,18626; p = 0,10459). Por el contrario, las diferencias observadas se
deben principalmente a las variaciones genéticas existentes entre las poblaciones dentro de
cada zona (FSC = 0,79769; p = 0), las que son explicadas por un 64,91% de variacion,
seguido de un 18,63% de variacion existente dentro de las poblaciones (FST = 0,83537; p =
0).
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Tabla 6. Pruebas de neutralidad (D de Tajimay Fs de Fu) y parametros de la Distribucion de

Desajuste para cada localidad de muestreo.

Localidad D de Tajima FedeFu Curva Tau >Sb
(valor de p) (valor de p) (valor de p)
Zona No glaciada -0,189 (0,482) -0,57 (0,449) Multimodal 6,645 0,01 (0,089)
Rio Toltén -0,936 (0,037) -1,417 (0,002) Unimodal 0,833 0,041 (0,142)
Estero Camposanto 2,535 (0,096) 1,963 (0,472) Multimodal 1,215 0,061 (0,437)
Rio Chaihuin -0,121 (0,033) 0,971 (0,269) Multimodal 0,423 0,202 (0,044)
Rio Rahue 0,018 (0,003) 3,996 (0,826) Multimodal 0 0,237 (0,099)
Laguna Huelde 0,687 (0,287) -0,056 (0,083) * * *
Zona Glaciada -0,859 (0,212) 2,853 (0,875) Multimodal 0,52 0,091 (0,07)
Puerto Chico - - - - -
Lago Llanquihue -1,358 (0) 6,027 (0,938) N * *
Rio Puelo 2,228 (0,121) 7,405 (0,955) Multimodal 0,823 0,398 (0)
Rio Milagro 0,025 (0,2143) 0,551 (0,167) Unimodal 0,302 0,012 (0,825)
Rio Negro 4,195 (0,089) 4,708 (0,879) Multimodal 2,272 0,213 (0,021)
Muestra total -0,333 (0,004) -0,503 (0,048) Multimodal 4,888 0,017 (0,123)

(*) El procedimiento de minimos cuadrados para ajustar. la distribucion de desajuste del

modelo y la distribucion observada no convergieron después de 2.000 pasos.
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Figura 6. Analisis de distribucion de desajustes entre secuencias de ADNmt de Chilina en
diferentes grupos geograficos: a) rio Toltén, b) estero Camposanto, c) rio Chaihuin, d) rio
Rahue, e) rio Milagro, f) rio Puelo, g) rio Negro, h) zona no glaciada, i) zona glaciada, j)
todas las secuencias. La linea continua representa la distribucion esperada y la linea

discontinua representa la distribucion observada.
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Figura 7. Diagramas de Horizonte Bayesiano (BSP) que representan la demografia histdrica
de Chilina sp. en los tltimos 500 mil afios, utilizando secuencias del gen mitocondrial COI.
a) Demografia histdrica derivada del conjunto de localidades de la zona no glaciada. b)
Demografia histérica del conjunto de localidades que forman parte de la zona glaciada. El
tiempo (Ma) y el tamafio de poblacion efectivo escalado se encuentran representados a lo
largo del eje x ey, respectivamente. Las lineas continuas son estimaciones medias y las areas
sombreadas indican regiones con densidades posteriores mayores al 95% (95% HPD). Por
su parte, las barras grises representan el periodo de duracion del UMG (~23.000 — 25.000
ka).
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3.6 DIVERSIDAD GENETICA NUCLEAR

Para analizar los datos de AFLP, de los 79 individuos se excluyeron aquellos que formaron
parte del clado que divergio primero en la filogenia (Clado 1, ver seccién 3.2) y solo se
consideraron los individuos cuyo ADNmt también fue secuenciado (n = 59; Figura 5). Las
cuatro combinaciones de cebadores produjeron un total de 1810 loci AFLP (entre 344 y 553
por combinacion), de los cuales 1215 resultaron polimorficos (67%) segln el criterio del
99%. Cada individuo origind un genotipo multilocus distinto. El porcentaje de loci
polimorficos mas bajo se presentd en los individuos de rio Rahue (28%), mientras que el mas
alto se presentd en laguna Huelde (53%). Las localidades que mostraron el menor nimero de
bandas privadas fueron Rio Toltén y Rio Negro, con 5y 1 cada una, mientras que laguna
Huelde mostrd el mayor nimero, 73. Por su parte, la heterocigosidad media esperada para
cada localidad vari6 desde 0,113 para rio Rahue a 0,199 en laguna Huelde (Tabla 7). Por
ultimo, la matriz de distancias genéticas de Nel mostro que la menor distancia se produjo
entre rio Toltén y estero Camposanto, entre Puerto Chico y Llanquihue y entre rio Milagro 'y
rio Puelo, mientras que la mayor distancia genética se presenté entre rio Rahue y todas las

demas localidades de estudio (Tabla 8).

Tabla 7. Diversidad de los marcadores AFLP en cada una de las 10 localidades muestreadas.

Localidad N Loci polimarficos N bandas privadas He (DE)

Rio Toltén 5 406 (33%) 5 0,123 (0,005)
Estero Camposanto 7 517 (43%) 37 0,153 (0,006)
Rio Chaihuin 6 543 (45%) 37 0,168 (0,006)
Laguna Huelde 7 650 (53%) 73 0,199 (0,006)
Rio Rahue 4 344 (28%) 38 0,113 (0,005)
Puerto Chico 7 526 (43%) 9 0,166 (0,006)
Llanquihue 6 520 (43%) 19 0,162 (0,006)
Rio Puelo 8 596 (49%) 23 0,181 (0,006)
Rio Milagro 6 577 (47%) 17 0,184 (0,006)
Rio Negro 3 456 (38%) 1 0,145 (0,006)
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Tabla 8. Matriz de distancia genética de Nei entre pares de localidades de Chilina sp.,

calculada con los datos de AFLPs.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. Rio Toltén 0,000
2. Est. Camposanto 0,031 0,000
3. Rio Chaihuin 0,062 0,054 0,000
4. Laguna Huelde 0,045 0,048 0,069 0,000
5. Rio Rahue 0,163 0,163 0,163 0,172 0,000
6. Puerto Chico 0,053 0,057 0,060 0,056 0,167 0,000
7. Lago Llanquihue 0,057 0,060 0,062 0,066 0,152 0,039 0,000
8. Rio Puelo 0,046 0,055 0,061 0,058 0,149 0,042 0,042 0,000
9. Rio Milagro 0,063 0,070 0,074 0,073 0,147 0,054 0,053 0,040 0,000
10. Rio Negro 0,051 0,056 0,069 0,059 0,118 0,056 0,060 0,046 0,054 0,000

3.7 ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

En el analisis de los datos de AFLPs (n = 59), el algoritmo de agrupamiento bayesiano

implementado en GENELAND bajo el modelo de frecuencias no correlacionadas, detectd

dos grupos principales (K = 2; Figura 9). Cada una de las 10 réplicas ejecutadas entreg6 el

mismo resultado, esto es, el nimero éptimo de poblaciones es 2, siendo la réplica nimero 8

la de mayor probabilidad (likelihood

-38772,97) y segun la cual estas corresponderian a un

grupo norte, compuesto por rio Toltén y estero Camposanto, y a un grupo sur, conformado

por rio Chaihuin, rio Rahue, lago Llanquihue (Llanquihue y Puerto Chico), rio Puelo, rio

Milagro y rio Negro (Figura 9).
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Figura 9. Resultados de GENELAND utilizando el modelo de frecuencias no correlacionadas
para datos de AFLP de Chilina sp. (n = 59). a) Histograma de densidad de probabilidad
posterior por nimero de poblaciones (K), donde la mayor densidad corresponde a K = 2, b)
Posicion relativa de los puntos de muestreo, ¢) Asignacion de los puntos de muestreo a cada
cluster y d) Clusters 1 y 2 con sus respectivos puntos de muestreo. En blanco y amarillo se
representa una mayor probabilidad de pertenecer a un cluster determinado, mientras que en
rojo se muestra una baja probabilidad.
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Por su parte, los analisis ejecutados en STRUCTURE con los datos de AFLPs para
los mismos 59 individuos utilizados en los anélisis anteriores, con 10 réplicas para cada valor
de K (que varié entre 2 y 10), mostraron el mayor valor de probabilidad con K = 3 (Figura
10a), segun el método de Evanno, sugiriendo la existencia de tres poblaciones: (1) rio Toltén,
estero Camposanto, rio Chaihuin y laguna Huelde (2) rio Rahue y (3) lago Llanquihue

(Llanquihue y Puerto Chico), rio Puelo, Rio Milagro y rio Negro (Figura 10b).

Estos resultados no concuerdan con los entregados por GENELAND, ya que estos
ultimos agrupan a los individuos de rio Toltén y estero Camposanto como una poblacion
Unica, mientras que la configuracion de STRUCTURE mas Optima, segln el criterio de
Evanno et al. (2005), agrupa a los individuos de ambas localidades junto con los de otras
localidades de la zona no glaciada, como rio Chaihuin y laguna Huelde. Sin embargo, segin
este mismo criterio, el valor de K que posee un valor suboptimo de probabilidad de registro
es K =5 (Figura 10a), en el cual STRUCTURE es capaz de subdividir esta gran poblacion,
y recuperar un cluster conformado por los individuos de rio Toltén y estero Camposanto,
separado de los de rio Chaihuin y laguna Huelde, que se separan formando grupos distintos

entre si (Figura 10c).

Al incluir en el analisis de GENELAND los perfiles de AFLPs de todos los individuos
analizados originalmente (n = 79), se lograron recuperar también dos agrupaciones, pero esta
vez detectando a rio Rahue como una unica poblacion, y agrupando a las demas localidades

de la zona glaciada y no glaciada en una poblacién diferente (Figura 11).
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Figura 10. Resultados de STRUCTURE utilizando el modelo de mezcla con frecuencias no
correlacionadas para datos de AFLPs de Chilina sp. (n = 59). a) Grafico de AK para cada K
de acuerdo con Evanno et al. (2005). b) K =3y ¢) K = 5. Cada individuo esta representado
por una linea vertical, que se subdivide en distintos colores. Estos representan a los distintos
grupos detectados por el programa, por lo tanto, la fraccion de cada color en un individuo
indica la probabilidad de pertenecer a un grupo en particular. Los individuos estan agrupados
segun su localidad de origen y segun si estas tuvieron o no influencia glacial durante el UMG.
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Figura 11. Resultados de GENELAND utilizando el modelo de frecuencias no
correlacionadas para datos de AFLPs de Chilina sp. (n = 79). a) Histograma de densidad de
probabilidad posterior por numero de poblaciones (K), donde la mayor densidad corresponde
a K = 2, b) Posicion relativa de los puntos de muestreo, ¢) Asignacién de los puntos de
muestreo a cada cluster y d) Clusters 1y 2 con sus respectivos puntos de muestreo. En blanco
y amarillo se representa una mayor probabilidad de pertenecer a un cluster determinado,

mientras que en rojo se muestra una baja probabilidad.
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4. DISCUSION

4.1 PATRONES FILOGEOGRAFICOS

La diversidad genética del género Chilina en la porcion norte de la Patagonia Occidental,
estimada con el ADN mitocondrial, refleja actualmente un patrén de distribucion marcado
por la influencia de las oscilaciones climéticas pleistocenicas. En la zona glaciada se detecto
un bajo numero de haplotipos, algunos de ellos compartidos entre la mayoria de estas
localidades, y una baja diversidad haplotipica y nucleotidica, lo cual indica que las
poblaciones de Chilina que se encuentran en esta zona presentan una baja variabilidad
genética como resultado de los sucesivos avances y retrocesos glaciales. Los arboles
filogenéticos muestran sé6lo dos grupos monofiléticos en la zona glaciada, uno de ellos
caracterizado por una marcada politomia, que incluyo las muestras de rio Rahue, lago
Llanquihue, rio Milagro, rio Puelo y rio Negro, y que fue asignado a la especie C.
[lanquihuensis, de la cual no se tenia registros previos fuera de los margenes del Lago
Llanquihue, su localidad tipo (ver abajo, seccion 4.5). El segundo se conformd por individuos

de rio Negro, que comparten un ancestro comun con los de rio Toltén y rio Cruces.

En la zona no glaciada, en cambio, existe una mayor diversidad genética, lo cual se
ve reflejado en el alto numero de haplotipos exclusivos repartidos entre las distintas cuencas
hidricas, asi como en la alta diversidad haplotipica y nucleotidica detectada en ellas. También
se advirtié una mayor estructuracion filogeografica en esta zona, evidenciada en el nimero
de grupos monofiléticos con alto soporte estadistico recuperados con los métodos
filogenéticos, asi como en el mayor nimero de haplogrupos definidos en la red de haplotipos
con el método Median Joining y el mayor nimero de clusters que se detectaron con los
marcadores AFLP. Esta informacion comprende varios criterios que podrian interpretarse
como evidencia de la separacion de al menos dos linajes de nivel de especie (De Queiroz,
2007; Leavitt et al., 2015), lo que representa otra distincidon con respecto a la zona glaciada
y da cuenta de una mayor diversidad. Estas especies poseerian un acotado rango de
distribucion, ubicadas dentro de una cuenca hidrografica costera particular, lo que apoyaria
lo descrito por Valdovinos (2006), quien sostiene que en general, las especies de moluscos

dulceacuicolas del territorio chileno poseen un rango de distribucion acotado, asociado a unos
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pocos cursos de agua, generalmente contiguos, refiriéndose a la informacion fragmentada
existente hasta ese entonces, incluida la del género Chilina, en que s6lo se conocian las
localidades tipo de cada una de las especies que lo conforman. Parece ser que este patron se
cumple principalmente en los cuerpos fluviales que han estado libres de la influencia glacial,
dado que tanto en este como en otros estudios se ha observado que la biota acuética asociada
a ellos revela patrones filogeogréaficos concordantes con su grado separacion, lo cual sugiere
que esta ha sido una zona relativamente estable que ha permitido la acumulacion de
variabilidad genética a lo largo del tiempo, traduciéndose en una mayor diferenciacion intra
e interespecifica (Xu et al., 2009; Pérez-Lozada et al., 2011). El aislamiento geografico entre
cuencas, a largo plazo, pudo dificultar el flujo génico entre las poblaciones de Chilina que,
al ser organismos con una limitada capacidad de dispersion, divergieron entre si; por lo tanto,
al igual que como ocurre con otras especies de baja vagilidad, la distribucion actual de las
especies de Chilina en la zona no glaciada de la Patagonia Occidental reflejaria en gran parte
su distribucion previa al UMG (Jara, 1996; Valdovinos et al., 2010), lo que a su vez indicaria
que la diversidad actual del género en esas latitudes refleja uno o mas procesos de
diversificacion anteriores al periodo pleistocénico, como ocurre en el caso de otros taxa
acuaticos neotropicales (Ruzzante et al., 2006; Xu et al., 2009). Es necesario recordar que la
red hidrografica de la Patagonia Occidental ha tomado la forma contemporanea luego de
diversos eventos tectonicos, volcanicos y orogénicos que han tenido lugar a lo largo del
Neogeno; el levantamiento de la cordillera de Los Andes, que comenzé hace
aproximadamente 23 Ma (Ramos, 1989; Rodriguez-Tribaldos et al., 2017) dividio los
sistemas fluviales que surcaban transversalmente el continente sudamericano de este a oeste,
asi como a su biota asociada. Este evento dio origen a la ramificacion de la red fluvial en su
vertiente occidental, lo que eventualmente promovid la diversificacion de su biota
(Lundberg, 1998).

4.2 REFUGIO GLACIAL

Diversos estudios han mostrado que las poblaciones en areas que han sido recolonizadas
difieren genéticamente de las poblaciones que han actuado como fuente en areas de refugio

(Hewitt, 1996; Provan & Bennett, 2008; Keppel et al., 2012). Generalmente, poseen un
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subconjunto de sus genes, lo que se traduce en una menor diversidad genética. Este patron es
el que se observa aqui, pues notablemente los individuos de rio Rahue exhiben bajas
distancias genéticas con respecto a los de los rios y lagos de la zona glaciada, y también que
compartan el haplotipo 15, lo cual sugiere que rio Rahue pudo haber actuado como un refugio
glacial y como fuente de biodiversidad para esta area, dado que también se detectd que posee
una alta diversidad haplotipica y nucleotidica. Esto sugiere que ha sido un &rea
climéaticamente estable a lo largo del tiempo, lo que también se corrobora gracias al analisis

de desajustes, que muestra gque la poblacién ha permanecido en equilibrio demografico.

Por otro lado, las distancias genéticas que presentaron los individuos de rio Rahue
con los que habitan en las cuencas fluviales de la zona no glaciada son mayores, lo cual indica
que este rio podria estar menos conectado con la red fluvial de la zona no glaciada, a pesar
de estar también fuera de los margenes del UMG. Sin embargo, de igual modo presentan una
baja distancia genética con respecto a rio Chaihuin y estero Camposanto. Esto podria indicar
la existencia de alguna conexién pasada entre los tres cuerpos fluviales, lo cual seria posible
a través de una cuenca hidrografica intermediaria, como podria ser la del rio Valdivia, que
en el presente posee multiples rios tributarios que enriquecen su caudal y que drenan una
serie de lagos cordilleranos, formando una extensa red hidrica que pudo haber conectado con
cursos de agua de cuencas adyacentes, como la cuenca del rio Bueno, a la que pertenece el
rio Rahue. La complejidad de este entramado hidrico pudo ser ain mayor a comienzos del
derretimiento de los glaciares, cuando se formaron enormes paleolagos (McCulloch et al.,
2000) que, tal como ocurri6 en zonas libres de hielo de la Patagonia Oriental (Rabassa &
Clapperton 1990; Clapperton 1993), pudieron influir directamente en la conectividad de los
rios situados en la zona libre de hielo al Oeste de Los Andes, al drenar sus aguas a mas de un
efluente y al propiciar la ocurrencia de capturas fluviales por el desprendimiento de grandes
volimenes de sedimento, que obstruyeron localmente el flujo libre de los caudales (Burridge
et al., 2006). Todo esto pudo haber permitido el flujo génico entre rio Rahue y rio Valdivia,
y desde esta Ultima, hacia el rio Chaihuin y estero Camposanto por su cercania geografica.
La posible existencia de un género cercanamente emparentado a Chilina distribuido en rio
Rahue, rio Cruces (perteneciente a la cuenca de rio Valdivia) y rio Chaihuin (ver abajo,
seccion 4.4), apoyan esta hipdtesis, asi como también la presencia de un haplotipo

compartido entre rio Cruces y lago Llanquihue (hp 19). Sin embargo, es necesario hacer un
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estudio més profundo para indagar en los procesos de diversificacion que dieron origen a la

actual diversidad compartida entre estas cuencas.

Los analisis de los marcadores AFLP se contraponen totalmente con estos resultados,
puesto que se detectd que el porcentaje de loci polimdrficos y nivel de heterocigosidad més
bajos se observaron justamente en rio Rahue, lo cual indicaria que dichos individuos
presentan poca variabilidad genética. También, se observd que esta cuenca fluvial es la que
mas se distancia genéticamente de las demas, tanto de la zona glaciada como no glaciada, lo
que fue corroborado por el programa STRUCTURE, al agrupar a los individuos de rio Rahue
en un cluster independiente. Todo esto indicaria que probablemente rio Rahue no actué como
un refugio para la zona glaciada y que incluso pudo haber sido afectado por los Gltimos
episodios de avance glacial del Pleistoceno tardio, haciendo que su variabilidad genética
disminuyera drasticamente. Sin embargo, es necesario precisar que estos resultados pudieron
haber sido influenciados por el bajo nimero de muestras que se uso para representar al rio
Rahue, puesto que sélo se consideraron 4 individuos. A pesar de esto, el programa
GENELAND logro agrupar a este rio junto con las localidades de la zona glaciada, resultado

gue coincide con los analisis basados en el gen mitocondrial COIl.

4.3 DEMOGRAFIA HISTORICA

En la zona no glaciada, tanto rio Toltén como rio Chaihuin muestran sefiales consistentes con
la ocurrencia de un cuello de botella seguido de una expansion poblacional, segun el valor
negativo y significativo de la prueba D de Tajima. asi como también por los valores
entregados por los indices de diversidad (alto Hd y bajo m) y la presencia de haplotipos
frecuentes en ambas localidades, hp 1 y hp 10, respectivamente. El analisis de distribucion
de desajustes también detecté cambios demogréaficos historicos en rio Toltén, pues se observo
una distribucion unimodal, que confirma que en este rio se produjo una expansion
poblacional hace aproximadamente 45 mil afios, lo que coincidiria con el aumento de
temperaturas registrado en el periodo “interestadial” registrado antes del UMG, hace
aproximadamente 45 mil afios (Heusser, 1983; Rabassa y Clapperton, 1990; Singer et al.,
2004).
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En la zona glaciada, también se puede inferir que hubo un cuello de botella seguido
de una expansion poblacional, especificamente en el lago Llanquihue, por el valor negativo
y significativo de D que arrojo la prueba de Tajima, asi como por el alto Hd y bajo © de los
indices de diversidad. Lo anterior coincide con dos de las hipotesis planteadas, que sostienen
que el UMG tuvo efectos en la variabilidad genética de las poblaciones de Chilina en la zona
glaciada y a su vez, provocd una baja diversidad genética de C. llanquihuensis en el lago
Llanquihue.

Por su parte, en rio Rahue, un valor positivo y significativo de la prueba D de Tajima
y una cantidad importante de haplotipos faltantes en la red de haplotipos sugieren una
estabilidad demografica historica seguida de una contraccion poblacional reciente en este
cuerpo fluvial. La red de haplotipos también mostré un alto niUmero de pasos mutacionales
entre el hp 15 del complejo Llanquihue y los hp 13 de rio Rahue y 19 de Llanquihue y rio
Cruces, lo cual puede ser explicado por dos razones: i) la falta de muestreo en areas
intermedias, entre la cuenca de rio Valdivia y rio Rahue, y ii) la pérdida de haplotipos
provocada por el aumento de la cobertura glacial durante el Pleistoceno tardio, por lo tanto
la diversidad que hoy se concentra en esta area podria ser solamente el reflejo de una
recolonizacién y dispersion postglacial desde un area de refugio seguida de una expansion
poblacional (Hewitt, 1996). Este dltimo punto es soportado por la distribucién de desajuste
unimodal observada en rio Milagro, lo-que indicaria que esta zona experimentd un proceso
de expansion poblacional (apoyado por el valor de los indices de diversidad, alto Hd y bajo
n) hace aproximadamente 16 mil afios, momento comprendido dentro de un periodo
interestadial (Varas Interestade) ocurrido entre la Glaciacion Llanquihue Il (25 a 20 ka AP)
y la Glaciacion Llanquihue I11 (15 a 14 ka AP), en que distintos estudios basados en evidencia
palinoldgica, geomorfolégica y de datacion por radiocarbono dan cuenta de un aumento de
temperatura (Porter, 1981; Rabassa y Clapperton 1990; Denton et al., 1999). Este hecho
provoco el derretimiento de los glaciares en tierras bajas, lo que dio origen a la formacion de
grandes paleolagos y a un entramado hidrico que significd la disponibilidad de habitats

posteriormente recolonizados.
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4.4 NUEVO GENERO

El género Chilina, ampliamente distribuido en América del Sur, ha sido pobremente
estudiado desde el punto de vista genético poblacional y sistematico. En Chile se han descrito
30 especies en total (Stuardo, 1961; Sielfield, 2001; Valdovinos 1999, 2006), de las cuales 9
se distribuyen entre los 39° y 42° S: C. ampullacea Sowerby, 1838, C. acuminata Sowerby,
1874, C. elegans von Frauenfeld, 1870, C. major Sowerby, 1838 y C. robustior Sowerby,
1838 en la cuenca del rio Valdivia, C. iheringi Marshall, 1933 en el lago Todos los Santos,
C. llanquihuensis Marshall, 1933 en el lago Llanquihue y C. subcylindrica Sowerby, 1874 y
C. bulloides (d’Orbigny, 1835) en la Isla de Chiloé. El principal inconveniente con las
descripciones de estas especies es que estdn basadas en caracteres morfolégicos que
dificultan su distincién debido a que su variabilidad intra e interespecifica es desconocida.
Esta informacion es de gran relevancia ya gue se han descrito cinco especies en la cuenca del
rio Valdivia y las variaciones en la concha sobre las que se basaron tales descripciones
pueden ser expresiones fenotipicas que no necesariamente reflejen su divergencia genética,

sino mas bien diferencias en el ambiente.

Los andlisis filogenéticos basados en datos de ADN mitocondrial, aunque no incluyen
secuencias provenientes de localidades tipo, aun asi abarcan sitios cercanos y revelan
antecedentes que podrian significar cambios taxonémicos importantes dentro del género
Chilina. Se detect6 un clado tempranamente divergente conformado por secuencias de rio
Rahue, rio Cruces y rio Chaihuin que, debido al alto soporte estadistico y la elevada distancia
genética que presenta tanto con individuos que cohabitan en dichas cuencas, asi como
también con individuos de localidades cercanas y con especies distribuidas en territorio
argentino, podria corresponder a un género distinto. Esta idea podria tener relaciéon con el
tamafio de la concha, ya que, segun observaciones personales, los individuos que
conformaron este clado tenian una longitud total (medida desde el apice hasta el extremo del
canal sifonal) igual o mayor a 30 mm; por lo tanto, es posible que las especies de caracoles
gue han sido descritas en estas latitudes y, cuyos adultos poseen un tamarfio de concha igual
0 mayor a 30 mm, deban reasignarse a un género diferente, mientras que aquellas de tamafios

inferiores corresponderian al género Chilina.
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Los ejemplares tipo de las especies distribuidas en Argentina incluidas en los arboles
filogenéticos tampoco superan los 30 mm de longitud total (ltuarte, 1997; Lanzer, 1997;
Gutierrez-Gregoric & Rumi, 2008; Gutierrez-Gregoric & de Lucia, 2016; Gutierrez-Gregoric
2008; 2010), por lo tanto, se encontrarian bien categorizadas dentro del género Chilina, al
igual que su clado hermano distribuido en Chile. No obstante, cabria esperar que varias de
las especies descritas en Chile hasta la fecha tengan que sufrir un reordenamiento
taxonomico. Especificamente, entre los 39°y 42° S, de las nueve especies descritas, al menos
cinco podrian corresponder al nuevo genero: C. ampullacea, C. major, C. robustior, C.
bulloides y C. iheringi, dada la morfologia de la concha de sus ejemplares tipo. Por lo tanto,
el nimero de especies nominales del género Chilina descritas hasta la fecha y distribuidas en
esta zona parece ser menor si se toma como criterio la longitud de la concha, correspondiendo
a C. acuminata, C. elegans, C. llanquihuensis y C. subcylindrica. Los alcances de este estudio
sugieren que hay al menos tres especies que conforman el clado que diverge primero en la
filogenia, distribuidas en rio Cruces, rio Rahue y rio Chaihuin, respectivamente. Sin embargo,
es necesario realizar un estudio en mayor detalle sobre la morfologia de estos ejemplares para
determinar si pertenecen a alguna de las especies nominales existentes, o bien, asignarlas a

nuevos taxones.

4.5 DIVERSIDAD DE ESPECIES DEL GENERO CHILINAEN LA PATAGONIA NORTE OCCIDENTAL

Los resultados de este estudio proporcionan lineas de evidencia que pueden usarse
como criterios para la delimitacion de tres especies distribuidas entre los 39° y 42° S. Entre
estas, se logro identificar s6lo a una de las que habian sido descritas en esta zona, C.
Ilanquihuensis Marshall, 1933, cuya localidad tipo corresponde al Lago Llanquihue. Su
rango de distribucién se amplia hasta el rio Rahue, con el que conecta en sentido noroeste, y
también hasta rio Milagro y rio Puelo, por el sur, ya que tanto los analisis basados en el gen
mitocondrial COIl como en los marcadores AFLP mostraron que los ejemplares de estas

localidades comparten una historia evolutiva comun.

En laguna Huelde, Isla de Chiloé, también se detect6 un linaje diferente, respaldado
tanto por el soporte estadistico obtenido en los arboles filogenéticos, como también por

haberse detectado como un cluster independiente en el andlisis de STRUCTURE de los
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marcadores multilocus AFLP. Los ejemplares aqui encontrados poseen atributos
morfologicos que no coinciden ni con las caracteristicas conquioldgicas descritas para C.
subcylindrica Sowerby, 1874, ni con las de C. bulloides d’Orbigny, 1835 (observacion
personal), Unicas especies descritas dentro de la Isla de Chiloé, por lo que este linaje podria
corresponder a una nueva especie. La diversidad observada con respecto al continente
responde al aislamiento geogréafico que sufrié la isla desde hace aproximadamente 7000 afios,
lo que demuestra cuan efectivo ha sido el Canal de Chacao como barrera geogréfica para el
flujo génico desde entonces (Vidal et al., 2012; Napolitano et al., 2014; Vidal et al., 2016).
No obstante, esta barrera no ha sido permanente, debido a la formacién de un puente terrestre
que unio a laisla con el continente entre 26000 y 7000 cal. AP, y que permitié el flujo génico
de variados taxones (Vidal et al., 2012). Este pudo ser el caso de los caracoles de agua dulce
del género Chilina, que especificamente en laguna Huelde presentaron una alta diversidad
haplotipica y baja diversidad nucleotidica, lo que puede estar reflejando un efecto fundador
que dio origen a una poblacién que con el paso del tiempo se logrd diferenciar genéticamente
de la poblacién original, al quedar geograficamente aislada. Se requiere realizar un estudio
mas detallado para indagar en los procesos que dieron origen a la divergencia de este clado,

asi como también las circunstancias que permitieron la llegada de estos caracoles a la isla.

Por ultimo, los individuos de rio Chaihuin también formaron un grupo monofilético
bien soportado y se agruparon en un cluster independiente en el analisis de STRUCTURE.
Estos criterios apoyan la existencia de un linaje de nivel especie que habita en esta cuenca
fluvial, que podria tratarse de una especie nueva, o bien, pertenecer a una de las especies
nominales del género Chilina descritas en la cuenca de rio Valdivia (sin considerar aquellas
que podrian reasignarse a un nuevo género): C. acuminata o C. elegans. Si bien, rio Chaihuin
no forma parte de esta cuenca, pudieron haber tenido una conexion en el pasado, ya que es
un curso de agua costero que nace en las cercanias del rio Valdivia, en la Cordillera de la
Costa, lo que habria facilitado un flujo génico entre ambas. Se requiere hacer un estudio mas
detallado sobre la diversidad del género Chilina presente a lo largo de la cuenca del rio
Valdivia, incluyendo y contrastando evidencia morfoldgica y molecular, puesto que
comprende una extensa red hidrica en la que confluyen dos rios principales de distinto origen,
el rio San Pedro, que drena el agua de una cadena de siete grandes lagos, partiendo desde el

Lago Lacar hasta el Lago Rifihue, y el rio Cruces, que se origina por la confluencia de

48



algunos esteros que nacen entre los cerros situados entre los lagos Villarrica y Calafquen.
Sobre estos rios afluyen a su vez una serie de rios tributarios que afiaden mayor complejidad
a la arquitectura de drenajes de esta cuenca, lo que podria conducir a una baja conectividad
fisica entre sus ramas y, por lo tanto, entre habitats dentro de la misma (Gomi et al., 2002;
Schwartz et al., 2007; Cook et al., 2011). Esto, junto con la limitada capacidad de
desplazamiento que poseen los caracoles del género Chilina (Bisol et al., 1994), pudo haber
facilitado el desarrollo de procesos de diversificacion (e.g. Xu et al., 2009; Ndgele &
Hausdorf, 2015). Tomando esto en consideracion, no es de extrafiar que hasta ahora hayan
sido descritas cinco especies en la cuenca de este rio, lo cual plantea dos escenarios: que una
de ellas esté presente también en el rio Chaihuin, debido a su cercania geografica o bien,
dado que rio Chaihuin es un cuerpo de agua aislado geograficamente, albergue una especie

diferente a las que se encuentran en la cuenca del rio \Valdivia.
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5. CONCLUSIONES

Las glaciaciones pleistocénicas tuvieron un efecto significativo sobre las poblaciones del
género Chilina en el norte de la Patagonia Occidental. La zona no glaciada alberga una mayor
diversidad genetica, lo que se ve reflejado en el alto nimero de haplotipos exclusivos y la
alta diversidad haplotipica y nucleotidica que presentan las distintas cuencas hidricas en esta
area, asi como también en el nimero de grupos monofiléticos con alto soporte estadistico
recuperados con los métodos filogenéticos y en el mayor nimero de clusters que se
detectaron con los marcadores AFLP. Todo esto se traduce en localidades que presentan
poblaciones mayormente estructuradas genéticamente, en comparacién a lo que ocurre en la
zona glaciada, cuyas localidades analizadas presentan individuos con poca diversidad
genética y formando parte de una sola gran poblacion. Se propone al rio Rahue como
potencial refugio glacial de esta area, dado que alberga individuos que exhiben una baja
distancia genética con respecto a los que habitan en la zona glaciada, comparte parte de su
variabilidad genética con ellos, posee una alta diversidad haplotipica y nucleotidica y a su
vez, ha permanecido en equilibrio demografico, lo cual sugiere que ha sido un sitio

climaticamente estable a lo largo del tiempo.
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