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RESUMEN

La genética poblacional en parasitos es un elemento que permite inferir las dinamicas de
reproduccion, infeccién y propagacién que presentan a nivel ecoldgico, aunque por lo general no ha
sido caracterizada acabadamente para la gran mayoria de especies, particularmente en regiones del
sur global. Un taxdn de parasitos comun en la fauna dulceacuicola mundial son los digeneos:
trematodos parasitos-obligados que completan su desarrollo a través de multiples organismos
hospederos, es decir, con ciclos de vida indirectos. Se ha descrito que estos constituyen
componentes que ejercen influencia sobre las comunidades acudticas en las que co-habitan, como,
por ejemplo, aumentando en algunos casos la vulnerabilidad de sus hospederos a la depredacidn.
En el presente trabajo, me propuse caracterizar genéticamente las poblaciones para un género
representativo de dicho taxén, Tylodelphys sp., que utiliza al pez nativo Galaxias maculatus como
segundo hospedero intermediario. El objetivo principal fue evaluar la presencia (o ausencia) de
estructuracion genética para este taxdn a través de distintas cuencas del centro sur de Chile. Para
lograr tal objetivo, se secuenciaron los genes COIl y 28S (mitocondrial y nuclear, respectivamente)
en larvas metacercarias del género Tylodelphys muestreadas desde 16 sitios asociados a 6 distintas

cuencas hidrograficas ubicadas entre las Regiones de La Araucania y de Los Lagos. A partir de las

tasas de diferenciacion genética se infirieron un total de 2 especies presentes en el area de estudio.
Posteriormente, se estimaron pardmetros genéticos poblacionales tradicionales y se evalud la
estructura genética espacial para cada especie putativa detectada. Los resultados arrojaron
diferencias significativas entre los patrones genéticos poblacionales para ambas especies putativas,
observandose estructuracion genética espacial solamente para una de éstas. Finalmente, se

plantean posibles procesos ecoldgicos que explicarian los distintos patrones genéticos

poblacionales observados para ambas especies putativas detectadas.

Palabras claves: digenea, genética, huésped, intermediario, parasitismo, peces de agua dulce,

sistemas acuaticos continentales.



Introduccion

Se ha descrito en el continente americano un desconocimiento generalizado de la genética
poblacional para muchos parasitos de organismos de agua dulce e incluso, en muchos casos, de
aspectos basicos de su biologia y ecologia (Scholz & Choudhury 2014, Choudhury et al. 2016). Lo
anterior limita los estudios de procesos ecolégicos comunitarios, ya que los parasitos son
componentes importantes de las tramas tréficas en los ecosistemas acuaticos (Poulin 2014,
Fischhoff et al. 2020). Su estudio es ademas relevante por el potencial de éstos de constituir
bioindicadores de: condiciones ambientales, sub-poblaciones de sus especies hospederas,
interacciones tréficas existentes a nivel comunitario, entre otras; a partir de la caracterizacién de su
diversidad de especies y abundancia en los ecosistemas (Hudson et al. 2006, Valtonen et al. 2010,
Catalano et al. 2014, Matiucci et al. 2014, Sures et al. 2017). Ademas, los parasitos pueden constituir
objetivos de conservacidn bioldgica por su alta susceptibilidad a procesos de extincién, dada por la

dependencia que poseen de sus hospederos (Gémez & Nichols 2013, Kwak et al. 2020).

Un grupo diverso y representativo a nivel mundial corresponde al clado de los Digeneos,
subclase de la clase Trematoda del filo Platyhelminthes, el que a su vez contiene a la familia
Diplostomidae. En esta ultima se agrupan endoparasitos obligados de organismos acudticos, es
decir, parasitos que han evolucionado para desarrollarse principalmente dentro del cuerpo de sus
hospederos. Estos se caracterizan por poseer ciclos de vida indirectos, requiriendo utilizar a una o
varias especies como hospederos (intermediarios y definitivos) para completar su desarrollo,
empleando para ello multiples mecanismos de transmision y estrategias reproductivas
(Niewiadomska & Pojmanska 2011, Criscione et al. 2022). El hecho de que este grupo de parasitos
utiliza como habitat las cavidades internas de una serie de organismos que abarcan a distintos
taxones les confiere un alto potencial de dispersion y de uso de habitats (Blasco-Costa & Poulin
2013). Dicho grupo también potencialmente aporta conectividad ecoldgica a la topologia de las
tramas tréficas en que estan presentes (sensu Abarca-Arenas et al. 2022; Poulin et al. 2013), dado
gue pueden incrementar la vulnerabilidad de sus hospederos a la depredacién (al tiempo que
disminuyen su efectividad como depredadores), por el alojamiento de los pardsitos digeneos en
tejidos claves para la capacidad motriz o perceptiva (Hatcher et al. 2006, Mufioz et al. 2017) y por
desarrollar, en algunos casos, mecanismos de manipulacion activa del comportamiento de sus

hospederos (Poulin 2010, Niewiadomska & Pojmanska 2011).



La distribucidn espacial de los parasitos depende directamente del desplazamiento que les
otorgan sus distintos hospederos (Poulin et al. 2011). A pesar de esto, no es posible el inferir
aspectos poblacionales de los parasitos (e.g. distribucion espacial o diversidad genética) meramente
caracterizando a sus respectivas comunidades de hospederos, ya que las interacciones que
establecen con ellas estan mediadas por complejos factores que involucran a: (1) la inmunidad
bioldgica de los individuos hospederos, asi como sus procesos ecolégicos inherentes (tales como su
movilidad y rangos de habitat) (Blasco-Costa & Poulin 2013), (2) la adaptabilidad diferencial entre
especies de parasitos a distintos taxones de hospederos (Johnson et al. 2009, Leggett et al. 2013),
(3) ciclos temporales (e.g. circadianos o estacionales) que inciden sobre procesos metabdlicos tanto
de los parasitos como de sus hospederos (Martinez-Bakker & Helm 2015), (4) factores ambientales
gue modulan la capacidad infectiva y la supervivencia de los pardsitos en sus estadios de vida libre
(Pietrock & Marcogliese 2003), y (5) procesos de coevolucion entre parasitos y hospederos, esto es,
de especiacidon concomitante entre linajes (o subpoblaciones) de ambos tipos de organismos,
operando como carreras armamentistas evolutivas (Desdevises 2007). El sometimiento continuo a
tales procesos ecolégicos ha promovido una alta capacidad de especiacion en muchos
representantes del clado Digenea (y en pardsitos en general: Huyse et al. 2005), a lo que se
complementa el hecho de que habrian sido comunes los cambios de hospederos a escalas
evolutivas, de acuerdo a lo evidenciado por diversos autores (Gibson & Bray 1994, Locke et al. 2015,
Martens 2023). Por tanto, estos parasitos constituyen interesantes objetos de estudio para la
ecologia de sistemas acuaticos, en cuanto a evaluar su taxonomia, evolucién, su abundancia relativa

en distintos hospederos locales, asi como su capacidad de promover interacciones ecoldgicas.

Un taxén del clado Digenea es el género Tylodelphys (Diesing, 1850; Digenea:
Diplostomidae): parasitos principalmente de organismos de sistemas acuaticos continentales, de los
cuales existen al menos 29 especies descritas (Niewiadomska 2002, Blasco-Costa et al. 2016). Las
especies del género Tylodelphys generalmente requieren, para su desarrollo, infectar a dos especies
distintas de hospederos intermediarios antes de alcanzar su capacidad reproductiva en un
hospedero definitivo (Figura 1) (Rauch et al. 2005, Blasco-Costa & Poulin 2013). Como primeros
hospederos intermediarios utilizan a gastrépodos de agua dulce, desde los cuales se reproducen
asexualmente, liberando larvas cercarias clonales al ambiente que infectan al siguiente hospedero
(Cribb et al. 2001). Entre sus segundos hospederos intermediarios figuran crustaceos, anfibios y

peces, en los que, como larva metacercaria, pueden albergarse en distintas cavidades internas
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(retina, cavidad craneal, pericardiaca, visceral, etc.) (Drago & Lunaschi 2008). Cabe destacar que en
dicha fase de su desarrollo suelen ser generalistas en cuanto a las especies de hospederos
intermediarios en que se pueden alojar (i.e. abarcan un amplio rango de hospederos) (Achatz et al.
2022). De estos ultimos pasan a sus hospederos definitivos mediante transmisiéon tréfica. Como
hospederos definitivos se han descrito aves piscivoras de los érdenes falconiformes, ciconiiformes,
pelecaniformes, podicipediformes, anseriformes, gaviiformes y strigiformes (Niewiadomska 2002,

Drago & Lunaschi 2008), y mamiferos (Achatz et al. 2022).

Gusano adulto en
hospedero definitivo

Metacercaria en

segundo hospedero
intermediario Q
D . O Huevos

0

Larva cercaria -
(natatoria) WQ ﬁ Larva miracidia
Jf \ / (natatoria)

Redia en primer hospedero

* (Se aumenta el mimero de individuos b
intermediario

por Reproduccidén asexual)
Figura 1. Esquema del ciclo de vida para Diplostomidae. (Figura modificada de Behrmann-Godel &

Brinker 2016).

El estudio taxondmico de Tylodelphys spp. y de otros digeneos ha sido desarrollado
principalmente a través de enfoques morfolégicos, que involucran la observacion y medicién de
caracteres morfolégicos observables para el discernimiento taxonémico (e.g. Niewiadomska 2002).
Sin embargo, el hecho de que presenten plasticidad fenotipica (esto es, la presencia de morfologias
diversas en individuos de una misma especie, dadas por procesos adaptativos a nivel local) dificulta
el uso de tal método (Pérez-Ponce de Ledn 1995, Otachi et al. 2015). Lo anterior sumado a su ciclo

de vida indirecto, asi como al hecho que existan diferencias morfoldgicas poco acentuadas entre
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especies para determinados estadios de vida hacen que la efectividad de este método se vea
comprometida (Flores & Baccala 1998, Faltynkova et al. 2016). En este contexto, técnicas
moleculares se han descrito como apropiadas para complementar el enfoque morfolédgico de
identificacion taxondmica, siendo cada vez mas utilizadas en los organismos parasitos (Perkins et al.
2011, Froeschke & Heyden 2014, Selbach et al. 2019). Las mismas han servido ademas para
complementar la informacién existente para las especies del género Tylodelphys, permitiendo, por
ejemplo, identificar relaciones filogenéticas (Locke et al. 2015, Soldanova et al. 2017),
complementar la descripcidon de especies (Blasco-Costa et al. 2016, Heneberg & Sitko 2021),
discernir especies a través de sus distintos estadios de desarrollo (Chibwana et al. 2015, Garcia-
Varela et al. 2016), asi como caracterizar los procesos de su divergencia e historia evolutiva (Achatz
et al. 2022). A este respecto, se ha descrito que los parasitos del género Tylodelphys presentan, por
lo general, una alta diversidad genética espacial a través de los ecosistemas que habitan (e.g.

Choudhury et al. 2016, Soldanova et al. 2017, Duan et al. 2021).

Multiples factores bidticos y abiéticos influyen en los patrones espaciales de la genética
poblacional de los organismos endoparasitos. A nivel intraespecifico, la diversidad y estructuracion
genética poblacional observada en digeneos responde a procesos de interaccién ecoldgica con sus
hospederos a través de escalas de tiempo evolutivas, muchas veces infiriéndose escenarios de co-
evolucién con los mismos (Cribb et al. 2001, Achatz et al 2022). También son importantes los
eventos de cambios de hospederos, que influyen directamente en los procesos de especiacién, y

qgue han ocurrido multiples veces (Cribb et al. 2001, Achatz et al 2022).

Sustentando los procesos a escalas evolutivas, pero en escalas de tiempo ecoldgicas, se
encuentran dinamicas inherentes a la reproduccién y al flujo genético entre poblaciones, las que al
ocurrir de manera diferencial a nivel espacial promueve la especiacion en aquellas poblaciones de
pardsitos menos conectadas por la movilidad de los hospederos (Tripet et al. 2002). El rango de
hospederos, también llamado el grado de generalismo de los parasitos, y la diversidad de grupos
taxondmicos a los que ocupan como hospederos, poseen implicancias en la capacidad de
distribucién de los pardasitos a través del paisaje (Cribb et al. 2001, Poulin & Cribb 2002, Criscione et
al. 2010, Blasco-Costa & Poulin 2013). A su vez, la movilidad de los hospederos estd intrinsecamente
determinada por aspectos abidticos, por lo que en ambientes con amplios gradientes fisico-
guimicos o ciertos elementos moderadores (como la direccidn del caudal de un rio), tales aspectos
pueden actuar como barreras ecoldgicas que inhiban la movilidad de ciertas especies de hospederos

a través del espacio y, por ende, influiran en el flujo genético de los parasitos que estos portan
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(zbikowska & Nowak 2009, Thieltges et al. 2011, Duan et al. 2021, Janecka et al. 2021). No obstante,
el grado de generalismo de los parasitos seria un factor que puede contrarrestar tal restriccion del
flujo genético por gradientes o barreras ambientales, en el caso de existir especies de hospederos
gue si sean capaces de atravesarlas (Gupta et al. 2019). El grado de generalismo en los parasitos
también representa una capacidad adaptativa, ya que al ser mayor se disminuye la competencia
intra-especifica (Johnson et al. 2009), y aumenta la probabilidad de supervivencia durante eventos
ambientales disruptivos (Lebedeva et al. 2023). Pese a lo anterior, existen ventajas asociadas a la
especificidad (i.e. rango de hospederos restringido a una o pocas especies), las que incluyen un
mayor desempefio a nivel competitivo en la infectividad, supervivencia, reproduccién y uso de
habitat dentro de esas especies de hospederos a las que estén mas adaptadas (Poulin & Cribb 2002,
Poulin 2007). Por lo tanto, el aspecto del grado de generalismo actia como un factor de
diferenciacién genética para las poblaciones de pardsitos (Smith 1966, Pérez-Ponce de Ledn et al.

2022).

Complementariamente, la supervivencia de digeneos también suele estar condicionada por
las caracteristicas fisico-quimicas e hidroldgicas en los sistemas acudticos que habitan, estando
restringida su distribucién a sitios que presenten un rango adecuado de condiciones (Molnar et al.
2013, Sereno-Uribe et al. 2019, Falke & Preston 2021, Zhang et al. 2021). También su supervivencia
y flujo genético estdn influidos por factores tales como comportamientos de seleccion activa o
predileccion de hospederos (fase cercaria), plasticidad fenotipica asociada a la historia de vida
individual, la capacidad infectiva diferencial entre clones (fase de redias), asi como la influencia de
la presencia de clones a través de distintos individuos hospederos y la reproduccidn entre clones
que reducen la variabilidad genética observada (Poulin 1996, Koehler et al. 2011, Niewiadomska &
Pojmanska 2011, Criscione et al. 2022). Todas las interacciones hasta ahora mencionadas:
poblacionales y a nivel parasito-hospedero, de caracter altamente dindmico, seguramente influyen
en la alta diversidad genética que presenta este género taxondmico a través de los sistemas

espaciales en que habita (e.g. Faltynkova et al. 2016, Soldanova et al. 2017, Vermaak 2021).

El estudio de pardsitos en peces nativos de Chile continental es aun incipiente (Olmos &
Mufioz 2006). Ello se condice con los importantes vacios de informacién que existen para la

ictiofauna dulceacuicola local en general (Habit et al. 2006, 2019). En este sentido, el conocimiento



sobre el género Tylodelphys en Chile es también escaso. La Unica especie registrada ha sido T.
destructor (Szidat et Nani, 1951); con Basilichthys microlepidotus (Jenyns, 1841) (sensu Veliz et al.
2012) como segundo hospedero intermediario en el lago Rifihue, e identificada mediante la
observacion de caracteres morfolégicos (Torres et al. 1996, Siegmund et al. 1997). Recientemente
se reportd que Tylodelphys sp. parasita a Galaxias maculatus (Jenyns, 1842; Osmeriforme:
Galaxiidae) en sistemas acudticos continentales del centro-sur del pais, siendo el taxon
preponderante de su parasitofauna (George-Nascimento et al. 2020). Este género taxonémico de
parasito es capaz de infectar también a otras especies de peces nativos como Geotria australis (Gray,
1851), Diplomystes nahuelbutaensis (Arratia, 1987), Aplochiton zebra (Jenyns, 1842), Cheirodon
galusdae (Eigenmann, 1927) y Percichthys trucha (Cuvier & Valenciennes, 1840) (Fernandez et al.

2012, Habit-Victoriano 2023).

Complementariamente, se reporté la presencia de Tylodelphys spp. parasitando sobre G.
maculatus en un conjunto de lagos de Argentina proximos al centro sur de Chile (Fernandez et al.
2015), region donde también existen registros en el mismo hospedero de las especies T. destructor,
T. barilochensis (Quaggiotto et Valverde, 1992), T. argentinus (Quaggiotto et Valverde, 1992) y T.
crubensis (Quaggiotto et Valverde, 1992) (Flores & Baccala 1998, Flores & Semena 2002, Viozzi et
al. 2009). En dicha region también se ha reportado la presencia de Tylodelphys spp. en salménidos
(Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Salvelinus fontinalis) (Rauque et al. 2018), especies exdticas
introducidas con amplia distribucién en Chile (Soto et al. 2006), y que potencialmente podrian

también actuar como hospedadores intermediarios en el contexto local.

En particular, Galaxias maculatus como segundo hospedero intermediario de Tylodelphys
spp. en sistemas acuaticos de Chile, presenta un patréon general de marcada estructuracién genética
a nivel de cuenca hidrografica. Esto es, que en esta region geografica pueden distinguirse en una
misma cuenca subpoblaciones anddromas estuarinas y otras residentes habitando aguas arriba en
rios y lagos (Gorski et al. 2018, Delgado et al. 2019, Ramirez-Alvarez et al. 2022). Este patrén es
respaldado por diferencias morfoldgicas y metabdlicas (McDowall 2003, Delgado et al. 2020, Rojo
et al. 2020), asi como por la evidencia de poco flujo genético entre dichas subpoblaciones
(Victoriano et al. 2012, Gonzdlez-Wevar et al. 2015, Delgado et al. 2019). En Chile centro-sur las

subpoblaciones residentes poseen menor flujo genético entre si que las didadromas (estuarinas),



presentando altos grados de diferenciacion entre cuencas y bajos tamafios poblacionales estimados
(Delgado et al. 2019, Rojo et al. 2020). Las subpoblaciones diadromas de G. maculatus poseen mayor
diversidad genética que sus contrapartes residentes (Delgado et al. 2019). En ese contexto, es
esperable que Tylodelphys spp. presente alta estructuracion genética espacial y mayor diversidad
genética en zonas estuarinas, si sus procesos poblacionales estan directamente correlacionados a
los de su hospedador G. maculatus. Por otro lado, de no observarse tal patrén serian otros factores,
posiblemente la influencia de otros hospedadores (ya sea, intermediarios o definitivos), los que
estarian influyendo en aportar un mayor desplazamiento y, por ende, flujo genético entre las
poblaciones de este parasito. De observarse una correlacién entre el patrén de desplazamiento de
G. maculatus y de Tylodelphys spp., la informacidn genética poblacional espacial de este ultimo
podria ser usada para caracterizar subpoblaciones de G. maculatus (i.e. parasito como bioindicador),
lo que seria factible e incluso deseable para tomar acciones de manejo adecuadas ante las distintas
amenazas que enfrentan estos peces para su conservacién en Chile (Habit et al. 2019, Rojas et al.

2019, Cussac et al. 2020).

El estudio genético de las poblaciones de Tylodelphys spp. permitiria contar con una mejor
nocién de la riqueza taxondmica de especies de parasitos en organismos acuaticos de Chile
continental; mas aun considerando que al parecer son abundantes y ejercen influencia sobre las
dinamicas ecoldgicas comunitarias a través de la region (George-Nascimento et al. 2020, Lépez-
Rodriguez et al. 2021, Habit-Victoriano 2023). Se desconoce la variabilidad genética que presentaria
la poblacién de Tylodelphys sp. observada por George-Nascimento et al. (2020) en sistemas
acudticos continentales del centro sur de Chile. Incluso es posible que dicha clasificacidon taxondmica
provisoria abarque a mds de una especie de Tylodelphys, considerando el potencial de especiacién
de dicho género taxondmico (Soldanova et al. 2017, Achatz et al. 2022), y los registros de presencia
de diversas especies de este género en regiones geograficamente cercanas de Argentina en el

mismo hospedero (Flores & Semenas 2002).

Considerando el ciclo de vida indirecto que presentan estos parasitos, podemos prever que
existe un transporte constante de individuos entre zonas geogréficas distantes, otorgado
principalmente por el desplazamiento de sus segundos hospederos intermediarios y definitivos.

Dichos desplazamientos pueden ocurrir dentro de las cuencas por el movimiento de peces



hospederos con amplio rango de habitat (Piedra et al. 2012, Ramirez-Alvarez et al. 2022), asi como
por las aves hospederas (hospedero definitivo), en cuyos gremios serian comunes las migraciones
estacionales entre humedales costeros y de aguas-arriba (Estades et al. 2017). También los
desplazamientos pueden producirse a través de distintas cuencas por las migraciones tanto de
poblaciones de peces hospederos diddromas (Delgado et al. 2019) como de especies de aves
hospederas definitivas (Oyarzun-Ruiz & Gonzales-Acufia 2021). Esta alta movilidad potencial, sujeta
a las dindmicas de desplazamiento de sus hospederos, pudiese otorgar a Tylodelphys spp. una
capacidad de infeccion amplia a través del espectro espacial regional, e incidir directamente en el
grado de conectividad genética de sus poblaciones. No obstante, es posible que el desplazamiento
de sus hospederos definitivos (aves) se encuentre sesgado hacia determinados tipos de sistemas
acuaticos que posean ciertas propiedades fisicas caracteristicas en comun (Gonzalez-Gajardo et al.
2009, Soto-Mora 2013, Estades et al. 2017). En este sentido, si este fendmeno de seleccion de
habitat fuese persistente en el tiempo por parte de la(s) especie(s) de ave que actia(n) como
hospedero definitivo, posiblemente dejaria para las poblaciones de parasitos una firma genética
diferenciada entre los distintos tipos de habitat acuaticos. Por ultimo, es esperable hallar una
importante diversidad para estos parasitos por la alta riqueza de especies de hospederos locales
disponibles, considerando la relacién descrita en literatura entre dichos factores (Hechinger &
Lafferty 2005, Thieltges et al. 2011, Poulin et al. 2011). En este sentido, el drea de estudio conforma
la zona con la mayor diversidad de especies de peces continentales del pais (Habit et al. 2019), y la

diversidad de aves también es importante (MMA 2018).



Hipotesis

Hipétesis General

La diversidad y estructura genética de Tylodelphys sp. estd estrechamente relacionada a la
estructura genética poblacional de su principal hospedador Galaxias maculatus, presentando

estructuracion a nivel de cuencas, y entre sistemas estuarinos y aguas-arriba dentro de las cuencas.

Hipétesis Especificas
1. Existe mds de una especie de Tylodelphys a través de todo el rango espacial del estudio.
2. Las poblaciones de Tylodelphys sp. presentan estructuracién genética espacial diferenciada a

nivel de cuenca, con todas las poblaciones estuarinas relacionadas entre si, mientras que cada

cuenca en su tramo superior (aguas-arriba) alberga subpoblaciones diferentes.

3. Las poblaciones de Tylodelphys sp. presentan mayor diversidad genética en las mismas zonas

gue su hospedador G. maculatus.



Objetivos

Objetivo General

Evaluar la estructura genética de poblaciones de metacercarias de Tylodelphys sp. hospedando
sobre Galaxias maculatus en distintas cuencas de Chile Centro-sur, usando los genes COIl e 28S

(mitocondrial y nuclear, respectivamente).

Objetivos Especificos

e Inferirel niUmero de especies de Tylodelphys presentes en el sistema de estudio a partir de datos

genéticos.

e Estimar la diversidad genética para Tylodelphys sp. en los sitios muestreados.

e Estimar el grado de diferenciacién genética entre poblaciones de Tylodelphys sp. de distintas

cuencas y tramos de rios dentro de las mismas.
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Métodos

Se obtuvieron 125 individuos adultos de Galaxias maculatus mediante captura con redes (durante
los meses de enero y febrero del afio 2013), los que fueron sacrificados en terreno con sobredosis
de benzocaina y almacenados en etanol 95%. Los sitios de muestreos se localizaron en cuencas
hidrograficas del sur de Chile (N=16; Tabla 1, Figura 2). Por cada cuenca se realizaron muestreos en
distintos tramos de la misma, distinguiendo zonas estuarinas, rios y lagos. Las cuencas incluidas
fueron: Imperial, Toltén, Cruces, Valdivia, Bueno, Maullin y Puelo (Figura 2, Tabla 1). Los peces
muestreados fueron llevados a la Facultad de Ciencias de la Universidad Catdlica de la Santisima

Concepcidn para ser procesados.

Tabla 1. Localizacién de los sitios de muestreo. Se sefiala ademads el tipo de ecosistema acuatico.

Sitio Latitud Longitud Ecosistema acuatico
Imperial 1 38°38'9.9” S 72°25'47.9” 0 Fluvial
Imperial 2 38°45’0.7” S 73°24’29.2"” O Estuarino
Imperial 3 38°46’49.7 S 72°56’42.3” 0 Fluvial
Quepe 38°51"13"”S 72°32'43” 0 Fluvial
Toltén 1 38°57°29.6” S 72°25'33.3”0 Fluvial
Toltén 2 39° 02’ 6.4” S 72°42'49.9” O Fluvial
Cruces 1 39°22'19.8"”S 72°37°30.8” O Fluvial
Cruces 3 39°45’ 27" S 73°15°41.8” 0 Estuarino
Valdivia 2 39° 46’ 18.2” S 72°27'35.4” 0 Lacustre
Valdivia 4 39°51' 16.9” S 73°19°57.1” 0 Estuarino
Bueno 5 40° 15’ 9.3” S 72°37'7.8"0 Lacustre
Bueno 6 40°19' 24.6” S 73°5’28.3" 0 Fluvial
Bueno 3 41° 40’ 28.2” S 73°7°23.9”0 Fluvial
Maullin 1 41°12' 33.2” S 73°1'54.2"” O Lacustre
Maullin 2 41° 38’ 35.9”S 73°34’19.6"” O Estuarino
Puelo 41° 38’ 53.8” S 72°17°43.2"” 0 Estuarino
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Figura 2. Area de estudio. Cada punto rosa representa un sitio de muestreo. Los poligonos de colores
representan cuencas hidrograficas. En la izquierda figuran los nombres de las distintas cuencas
hidrograficas subrayadas con su respectivo color, asi como, entre paréntesis, el codigo en
numeracion de los distintos sitios de muestreo que se abarcaron en cada cuenca, los que se

condicen con los nimeros romanos dentro de los puntos del mapa.

Una vez en laboratorio, de cada pez se extrajeron al menos 2 individuos de metacercarias
de Tylodelphys spp. desde la cavidad craneal, los que fueron procesados individualmente para la
extraccion de su ADN, mediante el kit comercial InnuPREP DNA (Analytik Jena), siguiendo las

indicaciones del fabricante. El ADN extraido fue amplificado mediante reaccién en cadena de la
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polimerasa (PCR), utilizando para ello los marcadores del gen COI Plat-diploCOX1F y Plat-diploCOX1R
(Moszczynska et al. 2009), y los marcadores DPL600F y DPL700R del gen 28S del ADN nuclear
ribosomal (Achatz et al. 2022), de manera independiente entre ambos genes. La enzima polimerasa

utilizada fue GoTaqg G2 Flexi DNA (Promega).

Los volumenes de reactivos por muestra utilizados para la PCR del gen COl incluyeron: 6 pL
de Buffer; 0,2 puL de albumina de suero bovino (a 0,2 mg/ml de concentracién); 0,6 uL de dNTP (a
concentracion de 0,2 mM); 1,8 uL de Cloruro de Magnesio (a 1,5 mM); 1,5 plL de marcador Forward
y la misma cantidad de marcador Reverse (ambos a 0,5 uM); 0,4 pL de polimerasa GoTaq (a 0,06
U/uL); 2 ng/uLde ADN y 15,9 uL de agua de grado molecular. Para el gen 28S el volumen de reactivos
fue el mismo, salvo el Cloruro de Magnesio con 1,6 uL (a 1,3 mM) y el agua grado molecular con
16,2 pL por muestra. El programa de termociclado de las muestras para el gen COl incluyé una fase
inicial de denaturalizacidn a 942C por 1 minuto 54 segundos, seguido de 35 ciclos de: 942C por 30
segundos, alineamiento a 502C por 30 segundos y extensidn 722C por 36 segundos; tras lo cual se
sometid a una fase de extensidn final a 729C por 5 minutos. Para el gen 28S el programa de
termociclado fue similar, aunque con 40 ciclos, con la etapa de alineamiento desarrollada a 53°Cy
con cada extension programada a 2 minutos. La integridad (calidad) del ADN fue evaluada mediante
electroforesis, corroborando la presencia de una Unica banda visible por carril de muestra. Se
enviaron las muestras que mostraron una banda Unica de ADN en el paso previo a la sucursal de la
empresa biotecnolégica Macrogen (Chile), para su secuenciacion con técnicas de préxima

generacion: lllumina.

Las secuencias obtenidas fueron pre-procesadas, revisando manualmente la asignacion de
nucledtidos a partir de los espectrogramas asociados mediante el software Geneious (Kearse et al.
2012), tras lo cual se alinearon mediante el algoritmo MUSCLE integrado en MEGA 11 (Tamura et
al. 2021). Se corrobord la pertenencia al género taxonémico Tylodelphys buscando una muestra de
las secuencias nucleotidicas en la base de datos GenBank (NCBI), y notando las secuencias de

especies descritas mas similares a las aqui obtenidas.

Delimitacion de especies o linajes putativos

Para inferir la existencia de especies (o linajes) putativas de Tylodelphys en este estudio se utilizé la
metodologia ABGD: Automatic Barcode Gap Discovery (Puillandre et al. 2012). Primero se consideré

la tasa de diferenciacidn genética entre muestras asociadas al gen mitocondrial COI, estimada en
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base a metodologia Maximum Composite Likelihood con el software MEGA 11 (tasas entre sitios
bajo distribucién gamma; tratamiento de incongruencias con enfoque de delecién pareada). Para
determinar el umbral de distincién inter-especies (“barcode gap”) se ingresaron las matrices de
distancia genética de ambos genes en la plataforma web

https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html, usando el valor estandar de 10 particiones

iterativas. Como input adicional, se ingresaron los valores referenciales de maxima divergencia
intra-especifica (P) 0,01y 0,024 para el gen COIl en base a los valores maximos de divergencia intra-
especifica para ese gen en representantes del género Tylodelphys observados por Garcia-Varela (et
al. 2016) y Otachi (et al. 2015), respectivamente. Para el gen 28S se usaron los pardmetros de

maxima divergencia incluidos por defecto en la plataforma.

Para corroborar esta asociaciéon en especies o linajes putativos, se generd un arbol
filogenético por cada gen basado en el método de inferencia bayesiana de Cadenas de Markov
Monte-Carlo, bajo el modelo de tasa evolutiva tipo gamma inversa, usando el software MrBayes
(Ronquist et al. 2012) y graficados con el software FigTree v1.4.4 (Rambaut 2018). También se
generaron arboles filogenéticos adicionales para ambos genes con las metodologias Neighbour
Joining y Maximum Likelihood. Para ambas aproximaciones, se usé el modelo de sustitucidon de
tiempo reversible general y una distribucién de tasas gamma con sitios invariantes (GTR G+l), y con
pruebas de ajuste Bootstrap a 5000 y 1000 permutaciones respectivamente, usando el software
MEGA1l. En estos anadlisis se usaron como outgroup a secuencias de las especies
Posthodiplostomum sp. (cédigo de acceso OP071208) para el gen COl, y Neococodricola georgiana

(codigo de acceso MT622333) para el gen 28S recopiladas desde la base de datos GenBank.

Con el objetivo de visualizar las asociaciones entre secuencias idénticas en la data genética,
se generaron redes de haplotipos usando el software Network (fluxus-engineering.com), mediante
la metodologia Neighbour Joining, llevando primero los datos haplotipicos a un formato compatible

con el software anterior usando DnaSP 6.12.03 (Rozas et al. 2017).

Para la clasificacion de especies putativas de secuencias para el gen 28S (cuya discriminacién
con el analisis ABGD no fue fructifera) en un primer momento se utilizé como base la clasificacion
de individuos secuenciados para ambos genes y a su vez clasificados a especies en funcion de los
resultados de ABGD para el gen COI, la que fue contrastada con la distribucién en los arboles

filogenéticos del gen 28S . A partir de lo anterior fue notado que la segregacion entre especies
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putativas en la red de haplotipos de 28S, estaba respaldada en este caso por la identidad de una
base nucleotidica singular en la posicion 963 de las secuencias del gen 28S. Por tanto, se considerd
en adelante este factor para delimitar las especies en secuencias de dicho gen, clasificAndolas como
Especie W si en esta posicion se hallaba una adenina, mientras que como Especie Z de observarse
una guanina. Los analisis poblacionales posteriores fueron realizados tras clasificar las secuencias

en especies putativas bajo este ultimo enfoque para dicho gen (28S).

Analisis genético poblacional

Los parametros de genética poblacional: nimero de haplotipos, nimero de sitios polimarficos (S),
y diversidad de nucleétidos (rt) fueron estimados mediante el software DnaSP. La comparacion de
los resultados de los mencionados parametros de diversidad de cada sitio de muestreo, fueron
comparados con la mediana del total de secuencias por especie, para determinar los sitios con

diversidad genética superior o inferior a la media (Goodall-Copestake et al. 2012).

Para vislumbrar posibles patrones filogeograficos, por cada gen y especie putativa
se aplicd un test de analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando el software ARLEQUIN
(Excoffier & Lischer 2010). Se agruparon los datos manualmente segln cuenca y por sitio de
muestreo, para realizar comparaciones de los estadisticos de diferenciaciéon genética poblacional
obtenidos. También se desprendié la data de diferenciacién genética poblacional pareada entre
sitios con los pardmetros estandar del software ARLEQUIN para datos haplotipicos (1000
permutaciones, Fst de Weir & Cockerman 1984), evaluando los sitios que presentaron
diferenciacién genética significativa entre si para ambos genes, en base a un valor minimo de
significancia (p) de 0,05. Para graficar los resultados de las matrices arrojadas por este ultimo

analisis, se utilizé el software PAST (Hammer et al. 2001).

Para evaluar la relacion entre distancia genética y distancia geografica, se efectud
un test de Mantel mediante el software PASSaGE 2 (Rosenberg & Anderson 2011) para el gen COl.
Del mismo se obtuvo un valor del estadistico de este test mas su valor p asociado de significancia
para cada especie (a partir de 1000 permutaciones). Para detectar estructuras espaciales que
modelen la variabilidad de la data genética y corroborar la existencia de autocorrelacion espacial en
los datos del gen COI se realizd un andlisis de Mapas de eigenvectores de Moran basados en
distancia (por sus siglas en inglés: dbMEM) (Legendre & Legendre 2012). Dicho analisis se basa en

la descomposicion dimensional de la matriz de distancia geografica entre sitios (previo truncamiento
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de los valores maximos de diferenciacién en esa matriz) por analisis de coordenadas principales
(PCoA), y en la posterior eleccion de estructuras espaciales (a distintas escalas geograficas) que
mejor expliquen la varianza en la matriz de diferenciacion genética, mediante andlisis de
redundancia (RDA) (Galpern et al. 2014). Este analisis dbMEM ha sido utilizado para caracterizar el
flujo genético de poblaciones a través del paisaje (e.g. Garroway et al. 2013), siendo mas informativo
y apropiado que el test de Mantel para tal propdsito (Legendre & Fortin 2010, Cushman et al. 2013).
Se efectud tal analisis dboMEM en el software R (R Core Team 2023), con la funcion ‘mgQuick’, del
paquete ‘memgene’ (Galpern et al. 2014), incluyendo 10.000 permutaciones para el test de modelo
nulo usado para la seleccion de los eigenvalores Utiles (positivos). Se selecciond el umbral de
maximas distancias geograficas (entre sitios) por defecto de la funcion, previamente
transformandolas a distancias euclidianas con la funcién ‘dist” del paquete ‘stats’ (R Core Team

2023). El resultado del andlisis fue mapeado con el software QGIS 3.28 (QGIS Association).

Resultados

Tras el proceso de limpiado de secuencias y alineamiento, se obtuvo un total de 242 y 192
secuencias de ADN para los genes COIl y 28S, respectivamente. Las secuencias obtenidas fueron
genéticamente cercanas a Tylodelphys variabilis y a T. immer colectados en Norteamérica para el
gen 28S (Cddigos de acceso: OL435552 y MH521252), superando el 99% de similitud entre esas
especies disponibles en la base de datos BLAST (NCBI) y las secuencias de este estudio. Para el gen
COl, las secuencias mas similares halladas fueron Tylodelphys robrauschi para la especie putativa Z
(90,27% de similitud) y Tylodelphys sp. para la especie putativa W (91,14 % de similitud); ambas
también procedentes de ejemplares de Norteamérica (Cédigos de acceso: MZ323304 y MH368947).

Delimitacion de especies o linajes putativos

El método de inferencia de especies ABGD reconoce 2 especies o linajes putativos (p = 0,0218 a la
novena iteracion del modelo) para el gen COI, con un umbral de diferenciacién genética (barcode
gap) de 4.5% (Figura 3). En cambio, utilizando el gen 28S el algoritmo no determind la presencia de
mas de un linaje en los datos. Las especies o linajes putativos inferidos por el gen COI, seran llamadas

desde ahora Tylodelphys sp. W y Tylodelphys sp. Z (o simplemente especie W y Z). La distribucién
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geografica de ambas especies estuvo conformada por secuencias de individuos de practicamente
todos los sitios de muestreos, aunque con diferencias significativas en las abundancias relativas de

cada uno (Tabla 2).

n° pares de
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Figura 3.- Frecuencia de las magnitudes de las distancias genéticas para el gen COlI, hallada por el
método ABGD, entre todos los pares de secuencias individuales. En el eje Y figura el nimero de
pares de secuencias halladas de manera acumulada en las distintas iteraciones del modelo, mientras
qgue en el eje X lo hace la magnitud de los valores de distancias o diferencias genéticas pareadas
entre distintas muestras, expresada en decimales (Barcode gap= 0,045; p-valor en particién final=

0,02177).

En cuanto a los arboles filogenéticos obtenidos, para el gen COIl en todos ellos se
observa una discriminacion efectiva entre las especies putativas, agrupadas éstas en clados
diferentes, concordando asi con la asignacion de especies dada por el método ABGD (Anexo 1). Lo
mismo se observa en términos generales para el gen 28S, aunque con algunas secuencias aisladas

cuya ubicacién en los dendogramas y su clasificacion de especie putativa basada en COI escapa a
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una discriminaciéon completa para el conjunto de datos (Anexos 2 y 3). Por otro lado, el arbol de
inferencia bayesiana para el gen 28S agrupé a todas las secuencias en un Unico clado, y con un muy
alto soporte de nodo, posiblemente por un sobreajuste del modelo (Anexo 5). Cabe comentar que
en todos los arboles estimados para este gen (salvo en el estimado con metodologia bayesiana) se

observé un bajo soporte de nodos.

Anglisis genético poblacional

Respecto a la diversidad genética del gen 28S, se observé un numero total de 12 haplotipos, con 7
presentes por cada especie putativa (en base a 5 y 10 sitios segregantes para las especies Wy Z,
respectivamente) (para un total de 125 y 67 secuencias de W y Z, respectivamente; Tabla 3). El
numero total de haplotipos para el gen COI fue de 82. Por especie putativa el nimero de haplotipos
fue de 52 para la especie W (con 44 sitios segregantes) y 33 para la especie Z (con 24 sitios
segregantes) (para un total de 148 y 94 secuencias de W y Z, respectivamente; Tabla 2). Para ambos
genes, las redes de haplotipos muestran dos haplogrupos diferenciados (Figuras 4 y 5). La distincién
entre especies putativas para el gen 28S esta basado en la identidad de un Unico nucleétido en la
posicion 963. Por otra parte, para el gen COIl se observan al menos 10 pasos mutacionales entre
ambas especies putativas. El haplogrupo de la especie Z en el gen COIl conforma una estructura de
tipo estrellada, con dos haplogrupos centrales mas comunes, y distintos haplotipos a su alrededor
de baja abundancia relativa (mas raros) y que difieren levemente de los anteriores (Figura 5) (Lopez
et al. 2015). Por su parte, en el gen COI la especie W muestra una mayor disgregacion entre los
distintos haplotipos, conformando una red mas compleja, con hasta 5 haplotipos de mayor
abundancia, de los que se desprenden otros menos frecuentes. Incluso se aprecia un subgrupo con
secuencias principalmente de la cuenca de Maullin, algo mas alejados del resto (Figura 5). En la red
de haplotipos del gen 28S (Figura 4), la morfologia de los haplogrupos es similar para ambas
especies, con un haplotipo principal de mayor frecuencia para cada una, con unos cuantos otros

haplotipos a su alrededor que difieren hasta por 5 pasos mutacionales de aquel principal.
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Figura 4.- Red de haplotipos del gen 28S. El tamafio de los circulos hace referencia al nimero de
secuencias por haplotipo. El color dentro de cada circulo se refiere a la cuenca de las secuencias que
contiene (indicada en el cuadro de la derecha), cuya proporcién se condice con la porcion de la
circunferencia que abarca dicho color. Las lineas cortas perpendiculares representan pasos
mutacionales intermedios. La linea rosada representa de manera arbitraria la delimitacidn de los
dos haplogrupos principales, cada cual asociado a una especie putativa particular, y basada en la

identidad de un Unico nucledtido (un paso mutacional) en la posicion n°963 de la secuencia.
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Figura 5. Red de haplotipos del gen COI. El tamafio de los circulos hace referencia al nimero de
secuencias que incluye cada nodo (haplotipo). El color dentro de cada circulo se refiere a la cuenca
de las secuencias que contiene (indicada en el cuadro de la derecha), cuya proporcion se condice
con la porcion de la circunferencia que abarca dicho color. Las lineas cortas perpendiculares
representan pasos mutacionales intermedios. Las lineas que engloban los conjuntos de haplotipos
representan de manera arbitraria la delimitacion de los dos haplogrupos principales, cada cual

asociado a una especie putativa particular.
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En la estimacién de parametros genéticos poblacionales, para el gen COI la diversidad de
nucledtidos (mt) global fue de 0,01159 para la especie W, y de 0,00415 para la especie Z (Tabla 2). En
cuanto a la diversidad de nucledtidos por sitios, ésta varid entre valores de entre 0,00438 a 0,01959
para la especie Tylodelphys sp. W; y de entre 0,00227 a 0,01136 para la especie Tylodelphys sp. Z.
Los sitios con la mayor diversidad de nucledtidos relativa para la especie W fueron: Maullin 2, Bueno
6, Toltén 1, Valdivia 2 y Toltén 2; mientras que para la especie Z fueron: Cruces 3, Bueno 3, Valdivia
4 e Imperial 2 (Tabla 2). Por el contrario, los sitios con menor diversidad de nucleétidos observada
fueron para la especie W fueron: Bueno 5, Cruces 1, Puelo, Imperial 1, Quepe y Valdivia 4; mientras
gue para la especie Z lo fueron: Maullin 1, Toltén 1, Quepe, Imperial 3 e Imperial 1. El nimero de
sitios polimarficos (S) en las secuencias de ADN mostré ser variable y parece guardar cierta relacién
con la diversidad de nucledtidos (Tabla 2). Para el gen 28S la diversidad nucleotidica global fue de
0,00028 para la especie W y de 0,00033 para la Z (Tabla 3). El rango de dicha diversidad nucleotidica
por sitios fue de entre 0,00011 y 0,00216 para la especie W, y de entre 0,00012 y 0,00156 para la
especie Z. La diversidad global de haplotipos fue de 0,24, con 7 haplotipos para la especie W; y de
0,225, con 7 haplotipos para la especie Z. Los sitios con mayor diversidad en ambos parametros
fueron todos los de la cuenca de Bueno y Maullin 2 para Tylodelphys sp. W; y Quepe, Imperial 1y
Toltén 1 para Z. Por el contrario, los con menor diversidad fueron para la especie W fueron Imperial
1, Maullin 1, Quepe y Cruces 1; y para la especie Z Imperial 3, sin considerar los sitios sin presencia

de la respectiva especie (Tabla 3).

Respecto a los patrones filogeograficos observados con AMOVA, para el gen COI se
obtuvieron valores globales de diferenciacién genética poblacional (Ds1) entre sitios de muestreo
de 0,28 y 0,093 para las especies Tylodelphys sp. W y Tylodelphys sp. Z, respectivamente; ambos
valores estadisticamente significativos segln su valor p asociado (Tablas 4 y 5). El porcentaje de la
variacidn explicado por la diferenciacidon genética ‘entre’ las distintas cuencas abarcé un 22,12% y
un 5,98% para W y Z, respectivamente (si bien solo para W fue significativo estadisticamente);
mientras que el porcentaje explicado por la diferenciacién ‘dentro’ de las cuencas abarcé un 5,87%

y un 15,32% en las mismas especies (ambos significativos estadisticamente) (Tablas 4 y 5).
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Tabla 2.- Tamafios de muestra y Estadisticos genéticos poblacionales (diversidad y niumero de

haplotipos, diversidad de nucleétidos y niumero de sitios polimarficos) asociados al gen COI.

Especie W Especie Z

N N° peces Tylodl\;lephys Divers’iqad Diversi'dad de N°s?iti?s' Tylod':;phys Divc—f‘r‘sidad Diversif:lad de |N° s.itic'>s'

Sitio muestreados |Especie W nucleétidos haplotlp(?s & |polimorficos Especie Z nucleétidos (m) haplotlp?s & |polimorficos (S)
(m) (sp. W) | (n° haplotipos) |(S) (sp. W) (sp-2) (n°® haplotipos) |(sp. Z)

Imperial 1 14 17 0,0062 0,838 [10] 14 9 0,00379 0,944 [7] 6
Imperial 2 16 0 - - - 3 0,00459 1[3] 3
Imperial 3 17 8 0,01052 1[8] 15 21 0,00368 0,852 [11] 9
Quepe 6* 17 0,00812 0,904 [11] 15 6 0,00302 0,8 [4] 4
Toltén 1 3 9 0,01235 0,806 [5] 11 15 0,00299 0,8 [7] 7
Toltén 2 2 7 0,01109 0,857 [5] 12 0 - - -
Cruces 1 12 6 0,00438 0,933 [5] 5 16 0,00473 0,858 [9] 10
Cruces 3 2 0 - - - 2 0,01136 1[2] 5
Valdivia 2 6 10 0,01219 0,867 [7] 16 2 0,00454 1[2] 2
Valdivia 4 10 16 0,00831 0,892 [10] 17 10 0,00576 0,978 [9] 8
Bueno 5 14 16 0,00591 0,917 [9] 11 1 - - -
Bueno 6 8 11 0,01598 0,964 [9] 21 1 - - -
Bueno 3 3 2 0,01136 1[2] 5 6 0,00828 1[6] 9
Maullin 1 12 21 0,01021 0,914 [13] 19 2 0,00227 1[2] 1
Maullin 2 4 5 0,01959 1[5] 15 0 - - -
Puelo 2 3 0,0061 1[3] 4 0 - - -
GLOBAL 125 148 0,01159 | 0,929 [52] 44 94 0,00415 0,864 [33] 24

* Cifra incluye 2 ejemplares de Basilichtys microlepidotus
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Tabla 3.- Tamafios de muestra y Estadisticos genéticos poblacionales (diversidad y niumero de

haplotipos, diversidad de nucleétidos y nimero de sitios polimadrficos) asociados al gen 28S.

Especie W Especie Z
. . Diversidad de o s . . Diversidad de R
N° peces N° Diversidad haplotinos & N° Sitios N° Diversidad haplotinos & N° Sitios
Sitio P Tylodelphys |nucledtidos P i P polimérficos | Tylodelphys |nucledtidos P i P polimérficos
muestreados i (nimero . (nimero
Especie W | (m)sp. W . (S) (sp. W) Especie Z () sp. Z . (S) (sp. 2)
haplotipos) haplotipos)
Imperial 1 12 15 0,00011 0,133 [2] 1 0,00098 0,64 [3] 3
Imperial 2 3 1 - - - 5 - [1] -
Imperial 3 8 2 - [1] - 13 0,00012 0,2(2] 1
Quepe 5% 21 0,00015 0,181 (2] 1 6 0,00156 0,9 [5] 4
Toltén 1 0,00021 0,25(2] 1 0,00081 0,5(2] 2
Toltén 2 1 1 - - - - - - -
Cruces 1 12 10 0,00016 0,2[2] 1 13 - [1] -
Cruces 3 3 6 0,00027 0,33[3] 1 1 - - -
Bueno 5 10 17 0,00069 0,625 [4] 3 - - -
Bueno 6 5 9 0,00216 0,83 [5] 10 - - - -
Bueno 3 6 4 0,00081 0,5(2] 2 12 - [1] -
Maullin 1 16 26 - [1] - 4 - [1] -
Maullin 2 3 5 0,00081 0,8 (3] 2 - - - -
GLOBAL 125 0,00028 0,24(7] 67 0,00033 0,225 [7] 5
*Cifra incluye 2 ejemplares de Basilichthys microlepidotus
Tabla 4.- Estadisticos asociados al analisis AMOVA para la especie W, y el gen COl.
Fuente de Grados de | Porcentaje indices de | Valor de Valor p
variacién libertad de variacion fijacidn estadistico asociado

Entre cuencas 5 22,12 oCT 0,221 0,023

Entre sitios dentro 8 5,87 ®SC 0,075 0,01

de las cuencas

Dentro de los sitios 134 72 OST 0,280 <0,0001

Total 147
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Tabla 5.- Estadisticos asociados al andlisis AMOVA para la especie Z, y el gen COI.

Fuente de Grados de | Porcentaje indicesde | Valor de Valor p

variacién libertad de variacion fijacion estadistico asociado
Entre cuencas 4 -5,98 OCT -0,059 0,704
Entre sitios dentro 8 15,32 dSC 0,144 0,005

de las cuencas

Dentro de los sitios 81 90,66 OST 0,093 0,0002

Total 93

Para el gen 28S, los valores globales de diferenciacion genética poblacional entre sitios de
muestreo fueron de 0,12 y 0,198 para las especies W y Z (Tablas 6 y 7). Por su parte, el porcentaje
de la variacidn explicado por el factor ‘cuenca’ fue de 7,03% para W y de 7,2% para Z (ninguno de
estos fue significativo estadisticamente); mientras que el porcentaje de la variacién dentro de cada
cuenca fue de 19,03% y de 26,97% respectivamente para las mismas (ambos valores

estadisticamente significativos) (Tablas 6y 7).

En cuanto al andlisis de diferenciacion genética entre sitios pareados, los sitios que
mostraron diferenciacién genética significativa entre si fueron, mayormente, distintos entre
especies y congruentes (aunque no totalmente) entre genes (Figuras 6y 7). Para la especie W ambos
genes coinciden en mostrar diferenciacion significativa entre los siguientes diez pares de sitios:
Imperially Tolténl, Imperially Maullin2, Bueno5 y Bueno6, Quepe y Maullinl, Bueno5 y Maullinl,
Bueno5 y Maullin2, Maullinl y Maullin2, Toltén1y Bueno5, Bueno6 e Imperiall, y Bueno6 y Maullinl
(Figuras 6y 7). Para la especie Z, los pares de sitios con diferencia genética significativa detectada
para ambos genes fueron tres: Tolténl y Bueno3, Imperiall e Imperial3, e Imperial2 y Tolténl

(Figuras 6y 7).

Respecto a los resultados del test de Mantel entre las matrices de distancia genética del gen
COl y de distancia geografica entre los individuos muestreados, se encontrd que existe correlacién
(r) positiva significativa estadisticamente entre dichos factores solamente para Tylodelphys sp. W

(especie W: r=0,1726, p = 0,001; EspecieZ: r=0,0723, p=0,152).
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Tabla 6.- Estadisticos asociados al AMOVA para la especie Wy el gen 28S.

Fuente de Gradosde | Porcentaje indices de | Valor de Valor p
variacién libertad de variacion fijacion estadistico asociado
Entre cuencas 4 -7,03 OCT -0,07 0,96
Entre sitios dentro 8 19,03 dSC 0,178 0,001
de las cuencas
Dentro de los sitios 112 88 OST 0,12 0,014
Total 124
Tabla 7.- Estadisticos asociados al AMOVA para la especie Zy el gen 28S.
Fuente de Grados de | Porcentaje indices de | Valor de Valor p
variacién libertad de variacion fijacidn estadistico asociado
Entre cuencas 4 -7,2 OCT -0,072 0,6
Entre sitios dentro 5 26,97 dSC 0,2516 0,003
de las cuencas
Dentro de los sitios 57 80,22 OST 0,198 0,008
Total 66
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EspecieW (p<0,05)

Gen COI .
Especie W
Imperial 1 Imperial 1
imperial 3 Imperial 3
Quepe Quepe
Toltén 1 Fst Toltén 1
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Cruces 1 Cruces 1
Valdivia 2 0371 Valdivia 2
Valdivia 4 0.186 Valdivia 4
Bueno 5 ' Bueno 5
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Figura 6.- Matrices de diferenciacién genética (Fst) pareada entre sitios para el gen COlI, para las

especies putativas Tylodelphys sp. Wy Z. En las matrices de la derecha figuran solamente los valores

de diferenciacion genética pareada con valores p asociados menores a 0,05 (también la

comparacién de cada sitio consigo mismo, meramente como apoyo visual); considerandose por lo

tanto tales pares de sitios como significativamente diferentes genéticamente entre si.
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Gen 28S

Especie W
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Figura 7.- Matrices de diferenciacién genética (Fst) pareada entre sitios para el gen 28S, para las

especies putativas Tylodelphys sp. Wy Z. En las matrices de la derecha figuran solamente los valores

de diferenciacion genética pareada con valores p asociados menores a 0,05 (también la

comparacién de cada sitio consigo mismo, meramente como apoyo visual); considerandose por lo

tanto tales pares de sitios como significativamente diferentes genéticamente entre si.
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En el analisis de mapas de eigenvectores de Moran basados en distancia (dbMEM) para la
especie W, el coeficiente de determinacion (R?) ajustado del modelo obtenido fue de 0,21916 como
la proporcion explicada de su variabilidad genética a partir de las estructuras espaciales arrojadas
(p =0,002). Para la especie Z, el andlisis no fue capaz de detectar patrones espaciales que modelen
la genética poblacional observada, aunque si pudo detectar ciertos patrones (si bien con un bajo R?)
tras reducir manualmente la base de datos a un Unico representante de cada haplotipo por sitio
(Anexo 4). Para la especie W, la metodologia selecciond 4 conjuntos de eigenvectores con
autocorrelacién espacial positiva (“Variables MEMGENE”, sensu Galpern et al. 2014) (Figura 8). Solo
los tres primeros conjuntos o Variables MEMGENE dieron cuenta de la mayor parte (99,99%) del
ajuste del modelo (por esto se omitié el cuarto conjunto de la Figura 6). Cabe sefialar que un R? bajo
(o una variable MEMGENE con baja proporcidn de variacién explicada) debiera interpretarse como
un patrén espacial que ocurre en una menor parte de la poblacién muestreal, y no como un bajo
poder del modelo para explicar la variacién observada en los datos (Galpern et al. 2014: Apéndice

S1).
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Proporcién de la variacién (R?) explicada por cada variable MEMGENE :

{ 89,5%

Variable MEMGENE 1

6,42%

Variable MEMGENE 2

(b)

RZ,justado del modelo global = 0,21916

valor p = 0,002
4,07% }
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Figura 8.- Resultado de analisis doMEM entre individuos (a partir de matriz de distancias pareadas)

de la Especie W. Mapa de los valores para los tres conjuntos de eigenvectores (‘Variables

MEMGENE’) seleccionados por el modelo (a, b y c¢), y que dan cuenta de patrones espaciales

observados que modelan la variabilidad genética. La existencia de mayor semejanza genética (i.e.

menor distancia genética) entre sitios es denotada por cada color de punto. El tamafio de los puntos

hace referencia a la magnitud de tal semejanza (o sea, puntos mas grandes, alta similitud; y

viceversa). Modelo (R? ,justado) €Xplica un 21,9% de la variacién genética observada (p = 0,002). La

Variable MEMGENE 1 (a) informa un 89,5% de la varianza total explicada por el modelo (R?),

mientras que la variable MEMGENE 2 (b) lo hace para un 6,42% del total explicado, y la MEMGENE

3 (c) explica un 4,07% del total.
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Discusion

En base a los analisis efectuados, se generd evidencia que sugiere la presencia de dos especies
diferentes de Tylodelphys para la zona de estudio. Por otro lado, se observa que los patrones de
movilidad potencialmente conferidos por el hospedero intermediario Galaxias maculatus pudiesen
poseer cierta influencia sobre la genética poblacional espacial del parasito Tylodelphys spp., al ser
estos factores similares. Se observé para los parasitos estructuracion genética a nivel de cuenca (y
entre cuencas) en el area de estudio, si bien no fue asi en todos los casos. Mas aun, se observé
asociacion genética entre la mayoria de las poblaciones de zonas estuarinas. Del mismo modo, hubo
cierta tendencia a presentar una mayor diversidad genética relativa en estos tipos de sistemas
acuaticos, particularmente para una de las dos especies (Z). A partir de ello, cabe plantear que la
influencia de este hospedero intermediario existiria (sobre todo en la especie Z y en determinadas
cuencas que mas adelante detallo), aunque su efecto neto en la genética de las poblaciones no seria
predominante, posiblemente por existir procesos de conectividad complementarios; por ejemplo,
la influencia de la movilidad otorgada por otras especies de hospedadores (intermediarios y
definitivo), que le conferirian un flujo genético al pardsito mas alld de las barreras biogeograficas

impuestas por aquel hospedero particular (G. maculatus).

La identidad taxondmica de las secuencias aqui obtenidas, de acuerdo a la comparacién con
la base de datos BLAST (NCBI) y a drboles filogenéticos estimados incluyendo multiples taxones
como outgroup (resultados no mostrados), corresponde al género taxondmico Tylodelphys. No
parecen haber registros de otras secuencias de este taxdn provenientes del cono sur americano (se
pretende subir a dicha plataforma algunas secuencias del presente estudio). Las especies putativas
observadas tal vez se correspondan con las halladas por Flores & Semenas (2002) en lagos de la
region contigua a mi area de estudio, en Argentina. Dichas especies son Tylodelphys barilochensis y
T. crubensis, las cuales también fueron obtenidas de G. maculatus y se describieron habitando en
simpatria en los distintos lagos alli estudiados (incluso a nivel de individuo hospedero). Mas aun,
segln lo conjeturado por las autoras en base a parametros de prevalencia e intensidad media de
infeccidn, ambas especies de Tylodelphys tendrian dindmicas de dispersion diferentes, teniendo T.

barilochensis una mayor capacidad de dispersion que T. crubensis. Por ende, cabe sugerir que se
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correspondan respectivamente con las especies putativas Tylodelphys sp. Z y W del presente
estudio, de acuerdo a los distintos patrones de flujo genético que presenta cada una en base a los
resultados aqui obtenidos, y que detallaré mds adelante. No obstante, serian necesarias pruebas
adicionales para corroborar lo anterior. Alternativamente, alguna de las especies putativas se podria
corresponder con Tylodelphys destructor, conforme a la observacién registrada de larvas
metacercarias de esa especie efectuada por Torres (et al. 1996) y Siegmund (et al. 1997) en el lago

Rinihue, de la cuenca de Valdivia.

Tanto el método de inferencia de especies ABGD, como los arboles filogenéticos y las redes
de haplotipos arrojaron evidencia sobre la presencia de dos especies diferenciadas de Tylodelphys
en el conjunto de individuos analizados en este estudio. Para las secuencias del gen COI, la forma
del grafico por ABGD se ajusta a la forma descrita para cuando existe presencia de mas de una
especie, esto es, con una distribucién discontinua de las magnitudes de las diferencias genéticas
pareadas observadas (Figura 3) (Puillandre et al. 2012). Del mismo analisis se obtuvo que el umbral
de deteccion entre las especies putativas halladas en este estudio fue de 4,5% de diferenciacién
para el gen COI. Dicho valor se encuentra dentro de lo esperable para la distincidn entre especies
del género Tylodelphys para ese gen, de acuerdo a lo reportado en literatura (e.g. Séldanova et al.
2017, Sereno-Uribe et al. 2019, Achatz et al. 2022). Por otra parte, todos los arboles filogenéticos
desprendidos del gen COI coincidieron en segregar en clados diferentes a las mismas secuencias
clasificadas a una u otra especie putativa por el método ABGD (Anexo 1), teniendo siempre esta
separacion un alto soporte de nodo. Asi mismo, la red de haplotipos para el gen COl muestra una
significativa diferenciacién, con multiples pasos mutacionales, entre las especies putativas (Figura
5), al tiempo que la red de haplotipos del gen 28S figura una diferenciacion discernible entre las

mismas (Figura 4).

Las secuencias del gen 28S de los individuos de Tylodelphys aqui estudiados muestran ser
mas conservadas en cuanto a su variabilidad genética interindividual que las del gen COIl (maximo
de 0,009 de diferenciacién entre sitios pareados), coincidiendo con lo hallado por otros autores

(Blasco-Costa et al. 2016, Achatz et al. 2022), y siendo por tanto el gen mitocondrial COl mas sensible
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a cambios demograficos y de dispersion poblacional (Mazé-Guilmo et al. 2016). Probablemente fue
por tal baja variabilidad genética que el gen 28S no fue capaz de discernir entre las especies
putativas meramente con ABGD, debiendo recurrirse a la asignacién manual de sus secuencias a las
especies putativas con dos métodos diferentes (a partir de la asignacion hecha para el gen COI 6
segun la identidad del nucleétido polimdrfico especifico considerado para el gen 28S, en la posicion
963). La asignacion de secuencias a especies putativas fue similar entre ambas metodologias, pero
no completamente idéntica, habiendo un nimero reducido de secuencias (< 10) que fueron
clasificadas en distintas especies segun el método. A grandes rasgos, en los arboles filogenéticos
estimados para el gen 28S se observé de manera predominante la segregacién de las secuencias
asignadas a ambas especies putativas en clados distintos (Anexos 2 y 3). No obstante, con ambos
métodos de asignacion usados para clasificar las secuencias de 28S en una u otra especie putativa,
existieron excepciones de algunas pocas secuencias identificadas para una especie putativa que se
agruparon en clados con presencia mayoritaria de la otra. Esto podria deberse a que, para esos
clados, exista una mayor similitud a través del resto de sus secuencias nucleotidicas, a pesar de esa
diferencia en el nucledtido polimérfico usado para discriminar a las especies en el gen 28S. Lo
anterior pudiera, presumiblemente, originarse en un proceso reciente (en generaciones previas) de
recombinacién genética basada en reproduccidn sexual entre ambas especies (hibridacion) en esos
casos aislados, provocando esa mayor semejanza a través de las secuencias nucleotidicas para dicho
gen en su conjunto (Mallet 2005). Eso explicaria que se observen algunos clados con presencia
conjunta de secuencias de ambas especies putativas (Anexos 2 y 3) en los respectivos arboles de
este gen nuclear propenso a recombinacidn, proceso que ocurriria en una baja proporcién de la
comunidad (por posibles motivos ecoldgicos que explicaré mas adelante), al tiempo que no se
observa algo similar en el gen mitocondrial COIl, no sometido a recombinaciéon sexual. Otra
explicacion plausible, no excluyente con la anterior, seria la mutacién singular del nucledtido
polimérfico en la posicidn 963 que permite discernir a la especie putativa, mds probable en aquellas
secuencias singulares que figuran aisladas de otras de su misma especie en la topologia del arbol

filogenético.
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En este punto, cabe mencionar que me circunscribo a la definicién de especies de Maddison
& Whitton (2023) como “comunidades reproductivas del pasado reciente, sostenidas hasta el
presente, dentro de las cuales existio el suficiente flujo genético (u otros procesos cohesivos) para
mantener la coherencia en genealogia y en rasgos fenotipicos”. A este respecto, distintos procesos
ecoldgicos han influido en que la diferenciacidén entre estas especies putativas (W y Z) se haya
mantenido en el tiempo, conservando cada cual rasgos genéticos poblacionales diferentes entre si
(en los que ahondaré mas adelante). Si consideramos ademas que mas de un gen sugiere la
distincién entre las mismas, la nomenclatura propuesta de dichas entidades como especies
putativas adquiere mayor robustez (Maddison & Whitton 2023). No seria un fendmeno extrafio el
gue ocurra especiacion de trematodos aun en simpatria (Huyse et al. 2005, Garant et al. 2007),
como habria sido en este caso. Tal fendmeno tendria lugar cuando individuos de distintas
poblaciones estdn bajo seleccidn directa para evitar reproducirse con otras, al estar adaptadas a
ambientes (o posiblemente en este caso, a hospederos) distintos, que les imponen una alta presion
de seleccién a sus genotipos, provocando que los linajes hibridos tengan un menor fitness (Trouvé
et al. 1998, Garant et al. 2007). El mecanismo que lo dicta pudiera ser la seleccidn activa de parejas
reproductivas por parte de los individuos en el hospedero definitivo, prefiriendo a otras de su misma
especie (Tchuem-Tchuente et al. 1993, Trouvé et al. 1999), tras reconocerse mediante interacciones
guimicas. También pudiese influir la ubicacién de los individuos en el tracto digestivo del hospedero
definitivo, ya que se ha descrito que pueden ocupar nichos discretos diferenciados dentro del mismo
(Rieger et al. 2013). Se ha observado en representantes de la misma clase taxonémica que solo en
el caso que los individuos no tuvieran acceso a parejas reproductivas de su misma especie en el

hospedero definitivo, éstos recurririan a la hibridacién (Tchuem-Tchuente et al. 1993).

En cuanto a la ecologia de las dos especies putativas halladas, si bien ambas son simpatricas,
coexistiendo en la mayoria de los sitios muestreados (e incluso co-infectando al mismo individuo
hospedero, en algunos casos), ambas tendrian dindmicas propias de dispersion a través del area de
estudio. Lo anterior estaria respaldado por distintas evidencias. Por ejemplo, en ambos genes los

pares de sitios de muestreo que son identificados como significativamente distintos entre si en base
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a su genética poblacional (Figuras 6 y 7) son diferentes para cada especie putativa (salvo un par en
el gen 28S: Tolténl e Imperiall, y dos pares en el gen COI: Imperiall e Imperial3, Valdiviad y Toltén1;
significativamente diferentes para ambas especies), por lo que los procesos de flujo genético no
serian idénticos. Otro aspecto que contribuye al planteamiento de que estas especies putativas
poseen dindmicas propias de dispersion son las diferencias que presentan ambas especies en las
abundancias relativas por sitio, siendo mas preponderantes en algunos sitios especificos diferentes
entre si (por ejemplo, menor abundancia de la especie Z en sitios de mas al sur, como Maullin y
Puelo) (Tabla 2), si bien esto debe tomarse con cautela por la posibilidad de que ello esté
influenciado por el esfuerzo de muestreo. La existencia de diferencias en las dindmicas ecoldgicas
de ambas especies putativas también es respalda por las diferencias en los parametros genéticos
poblacionales (Tabla 2), cuyos respectivos sitios de mayor y menor diversidad nucleotidica son
diferentes entre si (salvo algunos de menor diversidad concordantes entre si como Imperial 1y
Toltén 1). Mds auin, en ambos genes, tanto la diversidad nucleotidica global observada (solo en COl),
la diversidad de haplotipos, como el nimero de sitios polimérficos total son menores (hasta por un
orden de magnitud) en la especie Z, siendo ésta, por tanto, mas homogénea genéticamente a nivel
espacial (Tablas 2 y 3). También, los valores del analisis AMOVA en COI refuerzan el planteamiento
anterior, siendo notablemente menor la influencia de las distintas cuencas para la variabilidad
genética global observada en la especie Z que en la W (Tablas 4 a 7), aunque ocurre lo contrario a
nivel de sitios dentro de la cuenca. Por ultimo, se encuentra el hecho de que el grado de correlacidon
entre la distancia genética y geografica es también diferente entre especies, estando la especie W
mas influenciada por la distancia geogréfica (al menos por un orden de magnitud) que la especie Z,
de acuerdo al valor de correlacién entre dichos factores (r) estimado por el test de Mantel. Asi
mismo, el andlisis dbMEM fue capaz de modelar espacialmente la variabilidad genética observada
en la especie W (Figura 8), explicando una porcidn significativa de la varianza observada (R%justado=
0,219), mientras que no pudo hallar patrones espaciales en la genética poblacional de Z como tal.
Aun al ajustar los datos de la especie Z para incluir un Unico representante de cada haplotipo por
sitio (lo que permitié modelar la variabilidad con dbMEM), la proporcidn de la varianza genética
explicada por la componente espacial (R%justado= 0,0467) fue menor que en W (Anexo 4). Por todo
ello, los distintos andlisis sugieren que (en comparacién con la W) la especie Z posee una mayor
capacidad neta de dispersion a través del area de estudio, provocando una mayor homogeneidad

en el componente genético global del estudio para el gen mitocondrial.

34



La movilidad de los hospederos intermediarios pudiera influenciar en cierto grado la
genética poblacional observada para las especies de Tylodelphys aqui estudiadas, aunque es dificil
discernirla de otros procesos ecoldgicos. Mas aun, la influencia del hospedero Galaxias maculatus
como tal pudiera enmascararse, ya que varios componentes de las comunidades de peces presentan
un patrén de zonificacion entre zonas altas y bajas de las cuencas (Habit & Victoriano 2005) (si bien
ello acentuaria la relacion entre desplazamiento limitado de hospederos y estructura genética de
parasitos que se busca explorar). De acuerdo a los graficos derivados del analisis dbMEM, para la
especie W hay evidencia de una divisién genética discernible entre poblaciones de distintos sitios
de la misma cuenca, ocurriendo mas evidentemente en la cuenca del rio Bueno para la estructura
espacial principal detectada (Figura 8a) y de manera menos frecuente para las cuencas de Valdivia
(Figura 8b), Cruces, Imperial (Figura 8b y 8c), y Maullin (Figura 8c). Para esta ultima, tal
diferenciacién a nivel de cuenca estaria respaldada también por el andlisis de Fst pareado para COI,
mostrando una diferenciacion genética significativa entre sus distintos sitios (Figura 6).
Adicionalmente, la prueba de Fst entre pares de sitios hecha para el otro gen (28S) corrobora la
estructuracién genética para las cuencas de Bueno y Maullin (Figura 7) en esa especie. En tales
cuencas, por tanto, el factor de la movilidad del hospedero intermediario pudiera ser un limitante
para el flujo genético; aunque para otras (e.g. Valdivia) no habria evidencia de estructuracion
genética a través de la cuenca, sugiriendo un desplazamiento neto a nivel de cuenca de las
poblaciones de Tylodelphys sp. W superior a lo que posiblemente le pudiera ser otorgado
meramente por el hospedero intermediario G. maculatus en aquel rio. De esto se infiere, por tanto,
la influencia de otros peces hospederos intermediarios de mayor movilidad en esta cuenca sobre el
desplazamiento de las poblaciones de esta especie de parasito, posiblemente ocurriendo en
direccion aguas-abajo (Piedra et al. 2012), o bien una extendida movilidad a nivel de cuenca de la
especie de ave hospedera definitiva. En cuanto a la especie Z, el analisis doMEM arroja diferencias
a nivel de cuenca para las cuencas de Imperial y Cruces en su componente principal (Anexo 4a), para
Cruces en su componente secundario (Anexo 4b) y para Imperial en su componente terciario (Anexo
4c). El andlisis Fst corrobora una diferenciacion genética a nivel de cuenca para Imperial, con ambos
genes (Figuras 6 y 7), para esta especie. Todo lo anterior, por tanto, nos sugiere que: (1) existe una
potencial influencia de la movilidad reducida de Galaxias maculatus a nivel de cuenca sobre la
estructuracion genética de los parasitos, (2) tal estructuracién fue detectada sélo para algunas
cuencas antes mencionadas (i.e. no en todas seria un factor limitante), y (3) las cuencas que

muestran estructuracién genética serian (en su mayoria) diferentes para cada especie putativa.
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Complementariamente, el patrén descrito para el hospedero G. maculatus de menor
estructuracion genética entre sitios estuarinos, asi como de mayor diversidad genética en tales
sitios (Delgado et al. 2019, Rojo et al. 2020), se observo practicamente en todos los casos para las
especies putativas de pardsitos. De acuerdo a los andlisis de Fst y dbMEM para el gen COly la
especie W (Figuras 6 y 8), los pares de sitios estuarinos que no poseen diferencias genéticas
significativas entre si serian: Puelo y Maullin2, y Puelo y Valdiviad (el primer par respaldado por
todos los productos del dbMEM, mientras el segundo sdlo en una variable MEMGENE). Entre
Valdivia4 y Maullin2 existiria tan sélo una subpoblacién en ambas que no seria genéticamente
diferente, por evidenciarse asociacién en una Unica variable MEMGENE del analisis doMEM (Figura
8c), lo cual no seria detectado por el otro analisis (Fst) que en su conjunto las cataloga como
diferentes entre si. Todas las secuencias del gen 28S asociadas a sitios estuarinos para la especie
W (Imperial2, Cruces3 y Maullin2) son similares genéticamente entre si, de acuerdo al analisis Fsr
(Figura 7). Por otra parte, para las secuencias de la especie Z asociadas a sistemas estuarinos
(Imperial2, Cruces3, Valdivia4; estos dos ultimos aledafios geograficamente entre si) los andlisis
dan cuenta de que no hay diferenciacién para la totalidad de secuencias del gen 28S entre los
sitios Imperial2 y Cruces3 (Figura 7), mientras que solamente una subpoblacién perteneciente a
tales sitios no seria significativamente diferente entre si, de acuerdo al resultado principal del
dbMEM para el gen COI (Imperial2 y Valdiviad) (Figura 8a), y a que el analisis Fsr los clasifica en su
conjunto como diferentes (Figura 6). De todo lo anterior se infiere que habria una ausencia de
estructuracion genética entre las poblaciones de parasitos de los sitios estuarinos para ambas
especies, aunque mientras en algunos casos toda la poblacién de esos sitios estaria relacionada
con las de otros estuarios, en otros sdélo algunas subpoblaciones dentro de los mismos guardarian
tal relacién y estarian mas directamente influenciados, presumiblemente, por la movilidad del
hospedero intermediario G. maculatus. Complementariamente, similar a lo descrito para dicho
hospedero, existié una tendencia a presentar mayor diversidad genética (diversidad nucleotidica)
respecto al promedio global en algunos de los sitios estuarinos para Tylodelphys spp.;
principalmente, Maullin2 para la especie W para ambos genes (no asi para los sitios Puelo y
Valdivia4 de la especie W con el gen COI) (Tablas 2 y 3), mientras que todos los sitios estuarinos de
la especie Z evaluados con el gen COI (Imperial2, Cruces3 y Valdiviad) presentaron una diversidad
genética superior a la media, con el sitio Cruces3 como el de mayor diversidad para toda el area de
estudio (Tablas 2 y 3), lo que nos habla de una mayor diversidad genética en el componente

parasitico en conformidad con una mayor diversidad genética del hospedero intermediario G.
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maculatus en tales areas (Delgado et al. 2019, Rojo et al. 2020). Por lo tanto, la influencia del
hospedero intermediario en cuanto a la migracidn entre sitios estuarinos pudiera ser importante
de acuerdo a lo observado, aunque ésta no seria homogénea para todas las poblaciones de
parasitos presentes en esos sitios, posiblemente por existir vias alternativas de flujo a través del

paisaje (otros hospedadores, y diferentes historias de vida individuales).

El principal factor ecolégico que pudiera estar determinando las diferencias (entre e intra-)
cuencas previamente comentadas en cuanto a la genética poblacional de las dos especies putativas
de Tylodelphys, posiblemente sea el hecho de que ambas estén adaptadas a especies de hospederos
definitivos diferentes entre si. En tremdatodos suele ser el hospedero mas movil el que ejerce una
mayor influencia sobre la variacidn genética poblacional (Criscione et al. 2005, Blasco-Costa & Poulin
2013). Sin embargo, ningun hospedero definitivo para Tylodelphys spp. ha sido identificado entre
las aves acudticas de Chile (Hinojosa-Saez & Gonzédlez-Acuiia 2005, Olmos & Mufioz 2006).
Presumiblemente, el hospedero definitivo de la especie Z seria un ave piscivora con amplia
capacidad de desplazamiento a través de la zona de estudio, lo que explicaria su alta homogeneidad
genética espacial observada (Mazé-Guilmo et al. 2016). La especie de ave nativa que cumple esas
condiciones y que pudiese actuar como un hospedero definitivo para la especie Z, posiblemente sea
la gaviota comun Larus dominicanus (Lichtenstein, 1823), ya registrada como hospedero para este
género de parasitos en la Patagonia norte argentina (Casalins 2022), y que ademas posee un patrén
de baja estructuracién genética regional (y por ende un flujo genético geograficamente extenso,
determinado por sus patrones de desplazamiento), al conformar una Unica subpoblaciéon a través
de la franja costera en la zona centro-sur de Chile, que a su vez mantendria cierta conectividad con
subpoblaciones andinas (Kasinsky et al. 2024). Por otra parte, el hospedero definitivo de la especie
W no seria tan mévil entre sitios, provocando la mayor prevalencia del fenédmeno de aislamiento
por distancia que en Z, de acuerdo a los resultados de los test de Mantel y dbMEM. En este sentido,
un posible candidato del hospedero definitivo para la especie W seria algin ave de menor capacidad
migratoria, pero que de todos modos se pueda desplazar entre distintas cuencas. Una especie capaz
de conferirle tal capacidad, al tiempo que puede habitar en cualquiera de los distintos tipos de
sistemas acuaticos considerados, seria, por ejemplo, la garza blanca Ardea alba (Linnaeus, 1758),

cuyos patrones de desplazamiento comprenden migraciones regionales parciales y residencia entre

37



temporadas (Lumpkin et al. 2023, Hayes et al 2023). También pudiera ser alguno de los miembros
de la familia Podicipedidae, considerando que algunas de las secuencias genéticas mas similares de
Tylodelphys (respecto a las aca obtenidas) provenientes de Norteamérica fueron descritas en tales
hospederos, aunque los patrones de desplazamiento regionales de sus representantes locales son

poco conocidos.

Un aspecto adicional relativo a la influencia de los hospederos definitivos sobre la genética
poblacional observada seria que la firma genética observada en ambas especies muestra un quiebre
biogeografico entre las cuencas de Bueno y Valdivia, para las especies W y Z, respectivamente
(Figura 8a y Anexo 4b), separando una parte de las poblaciones del norte y el sur de las mismas en
genotipos diferenciados entre si, lo que presumiblemente estaria dado por dindmicas de
desplazamiento de sus hospederos definitivos. Por otro lado, cabe comentar un patrén espacial que
ocurriria en cierta proporcién de la poblacion de la especie W, de acuerdo al analisis dbMEM, el cual
agrupa de manera conjunta a sitios alejados geograficamente correspondientes a zonas fluviales de
la cuenca del Bueno, con sectores de los rios Imperial (Figura 8b) y Cruces (Figura 8c), sugiriendo la
existencia de una ruta migratoria de su hospedero definitivo a través de esos sistemas. Tal
conectividad posiblemente ocurra al compartir, estos sistemas, caracteristicas de habitat similares
entre si para las aves (Estades et al. 2017), influyendo asi en la transmisién de los parasitos y en su

estructuracion genética (Hechinger & Lafferty 2005, Janecka et al. 2021).

El hecho de que se hayan detectado pocos individuos en sitios lacustres y de aguas arriba
en la especie Z (asi como en sitios mas al sur) podria responder a un efecto de fuente-sumidero, lo
gue explicaria a su vez la homogeneidad genética de la misma a través del area de estudio. Esto es,
gue las poblaciones de los sitios con menor abundancia relativa y diversidad para la especie Z
(sumideros) estén recibiendo individuos altamente relacionados genéticamente entre si a partir de
sitios ‘fuente’ con mayor diversidad genética (Garant et al. 2007), por accién del hospedero
definitivo que le otorgaria una alta capacidad de desplazamiento. Tal movilidad ocurriria, de
acuerdo a lo que es posible inferir, desde ciertas zonas fluviales con mayor abundancia y diversidad
genética asociadas, hacia el resto de sitios y tipos de sistemas acudticos. El sitio con la mayor

diversidad genética observada para Tylodelphys sp. Z es Cruces 3 (Tabla 2), de tipo estuarino. Otros
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sitios con alta diversidad genética para esta especie son Valdivia 4 (a poca distancia geografica del
sitio anterior), Cruces 1 y Bueno 3; perfilandose por tanto la cuenca de Cruces y Valdivia como una
probable zona ‘fuente’ para la genética poblacional de esta especie dado que aglomeran la mayoria
de sitios de mas diversidad. También debiera contemplarse que hubiera sitios ‘fuente’ mds al norte
de la zona de estudio, en afluentes del rio Biobio, donde se ha descrito una importante prevalencia
de Tylodelphys sp. a través de multiples especies de peces hospederos (Habit-Victoriano 2023), y
por ser el rio con mayor diversidad de peces del pais (Dyer 2000). Lo anterior cobra mas sentido alin
si consideramos que se ha descrito que las zonas ‘fuente’ (o nucleo) de diversidad de parasitos
ocurren en zonas biogeograficas de transicién con movilidad limitada de hospederos (Pérez-Ponce
de Ledn & Choudhury 2005), y a este respecto, que la cuenca del Biobio se ubica geograficamente
entre las provincias biogeograficas diferenciadas ‘Andina’ y de ‘Los Lagos Valdivianos’, descritas para

la fauna de peces de agua dulce en Chile (Rojas et al. 2019).

Para la especie W, no hay evidencia de que la dindmica ecoldgica tipo fuente-sumidero sea
la prevalente a través de la zona de estudio (o si se quiere, tendria multiples zonas ‘fuente’). Por el
contrario, al tener ésta cierto grado de aislamiento por distancia, poseeria una mayor adaptacién
local a los hospederos, al existir mayor flujo genético entre poblaciones cercanas con adaptaciones
genéticas relativamente coherentes entre si, lo que le otorga mas chances de retener alelos
ventajosos para la adaptacidon a sus hospederos en su genética poblacional (ante procesos de deriva
genética; Nadler 1995), y potencialmente un mayor rango de hospederos intermediarios que para
la especie (Z) con flujo genético a través de un drea mas extensa (Garant et al. 2007, Johnson et al.
2020). Esto explicaria que la proporcidn de la variabilidad genética a nivel de cuenca para la especie
W sea menor en ambos genes respecto a la de la especie Z, de acuerdo a lo observado con AMOVA
(Tablas 4 a 7). Siguiendo tal razonamiento, la especie Z al no estar potencialmente tan adaptada a
los hospederos locales por ser generalista, la misma seria mas dependiente de la movilidad otorgada
por Galaxias maculatus, lo que explica que presente un menor flujo genético relativo a nivel de
cuenca que W. Mas aun, la genética poblacional de la especie Z presenta mas semejanza (que la W)
con los patrones genéticos poblacionales de dicho hospedero intermediario, en cuanto a que
también presenta mayor diversidad genética en sistemas acuaticos estuarinos (difiriendo de W),
como se explicé anteriormente. Por lo tanto, el grado de influencia de la movilidad otorgada por el

hospedero intermediario G. maculatus sobre el flujo genético, seria diferente entre las especies de

39



Tylodelphys, poseyendo una mayor influencia relativa sobre la genética poblacional de la especie Z.

Podemos notar que ambas especies de Tylodelphys muestran algin grado de estructuracidn
genética para la cuenca del Imperial. Ello nos lleva a pensar que podria existir un factor en este rio
que afecte la circulacion de peces, explicando asi este patréon comun. Segun lo observado por
Ramirez-Alvarez y cols. (2022), en esta cuenca hubo una mayor tendencia de individuos de G.
maculatus de permanecer en determinados tramos del rio a lo largo de toda su historia de vida, si
lo comparamos con otras cuencas (las mismas del presente estudio), lo que pudiera promover la
estructuracion genética observada en ambas especies de parasitos. Algo similar describieron para
la cuenca de Maullin, sustentando la estructuracidn observada en una subpoblacién de la especie
W antes comentada. Por lo tanto, ello nos otorga mas evidencia de que la influencia de la movilidad
otorgada por el hospedero intermediario si pudiera representar un aspecto significativo en la

estructuracion genética poblacional observada en estos parasitos.

Se debe considerar que la segregacion entre niveles altos y bajos de las cuencas que
experimentan las poblaciones de Galaxias maculatus, podria haberse visto acentuada en los ultimos
afios por desplazamientos ocasionados por la competencia con salmdnidos introducidos, y por
actividades humanas que alteran las condiciones de los cursos de agua, afectando
significativamente la distribucion y abundancia de ésta y otras especies de peces nativos (Habit et
al. 2010), con los posibles efectos que ello tendria para los parasitos aqui estudiados. Cabe sefialar
también que el caracter fluctuante de este sistema ecoldgico comunitario (pardsitos-hospederos)
hace que lo aqui observado pueda cambiar significativamente en el tiempo, correspondiendo mas

a un patron que a un fendmeno totalmente establecido y persistente para cada sitio particular.
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El hecho de que la morfologia del haplogrupo del gen COIl en esta especie putativa (Figura
5) sea de tipo estrellada (un par de haplotipos centrales mas abundantes, rodeados por haplotipos
similares mas raros), asi como su mayor homogeneidad genética, sugiere un proceso de expansion
poblacional reciente (posterior a un fendmeno de cuello de botella poblacional) para la especie Z
(Nadler 1993, Ldpez et al. 2015), lo que da indicios de una historia evolutiva diferente para ambas

especies de parasitos.

Otro aspecto a comentar es el hecho de que existid simpatria de las especies putativas a
nivel de individuo hospedero (o de infrapoblaciéon) (resultados no mostrados). En este sentido, el
gue un individuo hospedero intermediario aglomere parasitos de distintos genotipos a través de su
historia de vida es un fenédmeno comun en la naturaleza (Lambrechts et al. 2006), lo cual reduciria
las chances de reproduccidon entre clones (cuyas consecuencias sobre la genética poblacional son
idénticas a las que tendria la autofertilizacion) en el hospedero definitivo (Criscione & Blouin 2006).
Ahondando en lo anterior, posiblemente al existir el traspaso tréfico a un determinado hospedero
definitivo sea una de las especies la que tenga un desempefio superior por sobre la otra en cuanto
a su capacidad infectiva, dependiendo de la identidad taxondmica del hospedero definitivo al que
hayan sido transferidas, y actuando en base a la especializacién y adaptaciones que tendria cada

especie putativa a un hospedero definitivo en particular.

Es relevante comentar también el hecho de que la metodologia genética empleada no
permitié un discernimiento taxondmico a nivel de individuo de los ejemplares de Tylodelphys; por
ejemplo, para discriminar a individuos clonales de individuos genéticamente emparentados. El no
considerar los clones en los analisis es equiparable a contar mas de una vez al mismo individuo, lo
gue seguramente provocd un aumento artificial de los valores de diferenciacion genética (Fsr, Dsr)
observados (Criscione et al. 2005). No obstante, los marcadores de todas formas fueron capaces de
obtener una resolucidon a nivel de poblaciones para los taxones de parasitos aqui estudiados,
permitiendo explorar y caracterizar su ecologia en la region. Mas aun, al realizar los andlisis del gen
COl bajo un enfoque extremadamente riguroso a este respecto, dejando una Unica secuencia
representante de cada haplotipo por sitio, los resultados generales no mostraron cambios tales que

contrariaran las conclusiones a las que se llegd bajo el enfoque utilizado (Anexo 6).
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A futuro debieran estudiarse diversos aspectos con tal de abarcar de mejor forma el estudio
de este grupo de parasitos. Entre ellos, por ejemplo, la caracterizacidén bajo enfoques morfoldgicos
y/o morfométricos de larvas metacercarias para la identificacion taxondmica de estas posibles
especies putativas, de ser posible comparandolas morfolégica y genéticamente con especimenes
identificados de la Patagonia Argentina, con tal de evaluar si corresponden o no a especies distintas.
También el uso de otras metodologias genéticas de mayor resolucidon, que permitan una
identificacion a nivel de individuos (como SNP o microsatélites), serian mas eficaces para
caracterizas dindmicas ecoldgicas ocurriendo a nivel local; por ejemplo, evaluando la influencia de
las fases clonales en las poblaciones. En su defecto, el cotejar un conjunto mayor de genes
adicionales pudiera otorgar mas robustez a la clasificacidn de especies putativas aqui conjeturada.
Complementariamente, como prioridad para el estudio de este grupo debiese plantearse el
identificar, mediante muestreos parasitarios, a las especies de aves que actian como hospederos
definitivos. Tal enfoque, junto con aportar importantes antecedentes sobre aspectos ecolégicos que
determinan la distribucion de los parasitos (e incluso identificar subpoblaciones de las propias aves,
al usar a los parasitos como bioindicadores), permitiria contar con individuos en estado adulto para
realizar analisis taxondmicos y la descripcion formal de nuevas especies, de corresponder. Existen
amplios vacios de conocimiento, a la vez que un amplio potencial de investigar sobre este
componente parasitico y su influencia sobre las comunidades acuaticas locales. Solo aumentando
el esfuerzo investigativo se pueden allanar vias para promover la conservacion de este gremio, ante

las distintas amenazas que enfrenta actualmente (Carlson et al. 2020).
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Conclusion

Mediante un enfoque genético, se logré inferir la presencia de dos especies de Tylodelphys en
sistemas acuaticos continentales de la regidon centro-sur de Chile. Estas dos especies putativas
tendrian dindmicas ecoldgicas diferenciadas entre si. Los patrones genéticos espaciales observados
entregan indicios sobre los patrones de desplazamiento de sus hospederos definitivos a través de
distintas cuencas. Asi mismo a nivel de cuenca se evidencia cierta estructuracidén genética en algunas
de estas, que estaria dada por los patrones de desplazamiento otorgados por el hospedero
intermediario Galaxias maculatus y posiblemente también por otros peces nativos. Se evidencia la
complejidad inherente a la ecologia del taxdn estudiado, la que involucra multiples factores bidticos

y abidticos que permanecen por ser investigados.
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Anexo 1: Arbol filogenético de inferencia bayesiana para gen COI.

Porcentaje de soporte de nodos indicados sobre cada rama. (Cddigos de tres letras hacen referencia a las
iniciales de la cuenca). El cluster central protruido mas a la derecha se corresponde con la especie Z, y el resto de
secuencias con la W.
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Anexo 2: Arbol filogenético Neighbour Joining para gen 28S

Porcentaje de soporte de nodos indicados sobre cada rama. Los circulos representan la clasificacion de las
secuencias a especies putativas hecha a partir del analisis ABGD para el gen COIl. Los cuadrados representan la
clasificacidon hecha por la identidad del nucledtido n°963 del gen 28S (Especie Z = rojo, Especie W = azul, para
ambos simbolos). El arbol fue dividido, siendo el gréfico de la derecha la continuacion hacia abajo del anterior.

QuepeBM104F

QuepeGm4F

QuepeBM103D [ ]
QuepeBM103C

Cruces309

Cruces308

Cruces123

Bueno618 .

Bueno518
Bueno510 .
Mau01 13(3MMau0113Mau0113.
Mau0111GMMau0111Mau0111 @)
Mau0110GMMaul110Maul110 .
Mau0106GMMau0106Mau0106 .
Mau0105GMMau0105Maul105 .
Mau0103GMMau0103Mau0103 .
Mau0101GMMau0101Mau0101 .
Imp0308GMImp0309Imp0309
Imp0114GMImp0114Imp0114
Imp0112GMImp0112Imp0112
Imp0105GMImp0105Imp0105
Imp0108GMImp0108Imp0108
Imp0107GMImp0107Imp0107
Imp0104GMImp0104Imp0104
Imp0103GMImp0103Imp0103
Cru0108GMCru0108Cru0108
Cru0104GMCru0104Cru0104
Cru0103GMCru0103Cru0103
Bue513Bue513Bue513

Bue516Bue516Bue516
Bue519Bue519Bue519
Bue520Bue520Bue520
Cru114Cru114Cru114

Crut17Crul17Cru117
Cru310Cru310Cru310
Imp130Imp130imp130
Imp212Imp212imp212
Mau124Mau124Maut24
Mau125Mau125Mau125
Cru313Cru313Cru313
Cru124Cru124Cru124
Bue521Bue521Bue521
Bue517Bue517Bue517
Bue312Bue312Bue312
Imp0101GMImp0101Imp0101
Imp0110GMImp0110Imp0110
Imp0115GMImp0115Imp0115
Mau0102GMMau0102Mau0102
Mau0104GMMaul104Mau0104

Mau0107GMMau0107Mau0107
Mau0112GMMau0112Mau0112
Imp129Imp129Imp129

Cru118Cru118Crui118
Bueno30s

QuepeGm16A
QuepeGmaG
Cru309Cru309Cru309
Bue611Buet11Bueb11
Maullin205

Tolten30
Mau129Mau129Mau129
QuepeGM19D
Mau130Mau130Mau130
Mau123Mau123Mau123
Mau122Mau122Mau122
Bue627Bue627Bueb27?
Cru0519GMCru0519Cru0519
Bue514Bue514Bue514

Imp0303GMImp0303Imp0303
Mau202Mau202Mau202
QuepeGmM4E

Tolten1M

QuepeGm4A
Bueno626
Tolten3NN
QuepeGm4B
Tolten1K
Tolten1N
Bueno623
QuepeBM103E
Maullin201
Tolten1L

Mau126Mau126Mau126
Bue307Bue307
Bue508Bue508

Imp206Imp206

QuepeGM19C

or Mau128Mau128Mau128

L imp216imp216imp216

0
o nl-[

ST

Imp205Imp205Imp205
Cru315Cru315Cru315 o
Cru129Cru129Crui129

Imperial113 .
Cru120Cru120Cru120 ®
Cru119Cru119Cru119 o
Cru113Cru113Crul113 .
Bue311Bue311Bue311 .
Bue310Bue310Bue310 ®
Bue309Bue309Bue309
Bue306Bue306Bue306
Bue304Bue304Bue304
Bue303Bue303Bue303
Bue301Bue301Bue30t
Cru0102GMCru0102Cru0102
CruD105GMCru0105Cru0105
Cru0107GMCru0107Cru0107
Cru0110GMCru0110Cru0110
Cru0111GMCru0111Cru0111
Cru0112GMCru0112Cru0112

Imp0108GMImp0109Imp0109
Imp0111GMImp0111Imp0111
Imp0118GMImp0119imp0119
Imp0302GMImp0302Imp0302
Imp0304GMImp0304imp0304
Imp0305GMImp0305Imp0305
Imp0307GMImp0307Imp0307
Imp0308GMImp0308Imp0308
Imp0310GMImp0310Imp0310
Imp0311GMImp0311Imp0311
Imp0312GMImp0312Imp0312
Mau0108GMMau0108Mau0108

®
@
@
@
o
L 4
®
o
o
Imp0106GMImp0106Imp0106 .
o
o
L
®
®
o
@
@
o
o

Mau127Mau127Mau127

57

=1

HUPOLEIIpOL L Ipos T
Imperial313
Bueno304
Bueno303b

Cruces 106
Cru116Cru116Cru116
Bueno301

Imp207Imp207Imp207
Cru128Cru128Cru128
Imp0301GMImp0301Imp0301 .
Imp0306GMImp0306Imp0306 .
Mau0116GMMau0116Mau0116 ()
Mau0114GMMau0114Mauli14 .
Mau0115GMMau0115Mau0115 .
Mau0117GMMau0117Mau0117 .
Mau0118GMMau0118Mau0118 .
Mau0119GMMau0119Mau0119 .
Mau0120GMMau0120Mau0120
Mau0121GMMau0121Mau0121 .
Imperial116 o
Imperial129

Maullin109

QuepeBM104H
QuepeGM19F
QuepeGM19G
Tol01BGMTol01BTol01B
Tolten7CTolten7CTolten7C
Bue615Bue615

Nucleotidealignment20

Q M19H

Tolten1A

ToltenTNN

Tolten10
Tolten4C
Bue302Bue30Bue302 o
Imp0117GMImp0117Imp0117 (@)
Cru308Cru308Cru30s
Imp0118GMImp0118GMImp0118 .
Bue512Bue512Bue512 @
Imp128Imp128
Imperial102
Bue505Bue505Bue505
Bue503Bue503Bues03
QuepeBM104E
Bue509Bue509Bue509
Bue507Bue507Bue507
Bue506Bue506Bue506
Bue504Bue504Bue504
Bue502Bue502Bue502

QuepeBM104D

QuepeBM103B
Mau207Mau207Mau207
Mau209Mau209Mau209
QuepeGM19A
QuepeBM104C
Bue612Bue612Buebi2

Bue629Bue629Bue629
Bue628Bue628Bue628
QuepeBM104B
QuepeBM104G
Cruces109
QuepeBM103A
QuepeGM19E

Qi 104A

Bueno302

Neocrocodilicola georgiana MT622333



Anexo 3: Arbol filogenético Maximum Likelihood para gen 28S

Los circulos representan la clasificacion de las secuencias a especies putativas hecha a partir del andlisis ABGD
para el gen COI. Los cuadrados representan la clasificaciéon hecha por la identidad del nucleétido n°963 del gen
28S (Especie Z =rojo, Especie W = azul, para ambos simbolos). El arbol fue dividido, siendo el gréfico de la derecha

la continuacion hacia abajo del anterior.

QuepeGm4B
QuepeGM19B
Imperial313

L Imperial113

— Cruces106

'— Bueno304

— Bueno303

‘— Bueno303b
— Bueno301
L— Mau0116GMMau0116Mau0116 .
— Mau0108GMMau0108Mau0108 .
— Imp0312GMImp0312Imp0312 .
L imp0311GMImp0311Imp0311
—— Imp0310GMImp0310imp0310
L Imp0308GMImp0308imp0308
L—— Imp0307GMImp0307Imp0307
\—— Imp0306GMImp0306Imp0306

Imp0305GMImp0305Imp0305
Imp0304GMImp0304Imp0304

Imp0302GMImp0302Imp0302

Imp0301GMImp0301Imp0301

Imp0119GMImp0119Imp0119

Imp0111GMImp0111Imp0111

Imp0109GMImp0109Imp0109

Imp0106GMImp0106Imp0106

Cru0112GMCru0112Cru0112

Cru0111GMCru0111Cru0111

Cru0110GMCru0110Cru0110

Cru0107GMCru0107Cru0107

Cru0105GMCru0105Cru0105

Cru0102GMCru0102Cru0102

Bue301Bue301Bue301

Bue303Bue303Bue303

Bue304Bue304Bue304

Bue306Bue306Bue306

Bue309Bue309Bue309

Bue310Bue310Bue310

Bue311Bue311Bue311

Cru113Cru113Cru113

Cru116Cru116Cru116

Cru119Cru119Cru119

Cru120Cru120Cru120

Cru128Cru128Cru128

Cru129Cru129Cru129
Cru315Cru315Cru315

Imp205Imp205Imp205

Imp207Imp207Imp207

Imp210imp210imp210

Imp216Iimp216Imp216

Mau128Mau128Mau128

Mau127Mau127Mau127

Imp206Imp206

Bue508Bue508

Bue307Bue307

Bue502Bue502Bue502

QuepeBM104D

———

QuepeBM104E
- Bue503Bue503Bue503

- Bue504Bue504Bue504

'— Bue506Bue506Bue506

'— Bue507Bue507Bue507
'— Bue509Bue509Bue509
Bue302Bue30Bue302
Imp0117GMImp0117Imp0117

————

Cru308Cru308Cru308
Bue505Bue505Bue505

T

Bue512Bue512Bue512
Imp128Imp128

——

Imperial102
'— Imp0118GMImp0118GMImp0118

QuepeGm4E
f Tolten1M

QuepeGm4A
- Bueno626

— QuepeGM19C

Imp327Imp327Imp327
{ Tolten1K
Tolten1N
L Imp0313Imp0313
Tolten3NN

[ Tolten7CTolten7CTolten7C

1 Tol01BGMTol01BTol018
Bueno302

[ Bue615Bue615
Nucleotidealignment20

Tolten4C

Tolten1L

QuepeGM19H

QuepeGM19F

Q

QuepeBM104F
QuepeBM103D .
Maullin201

Cruces309

58

Imperial116 .

RianaR23 -

L Bueno518

Bueno305
Mau0121GMMau0121Mau0121

Mau0118GMMau0118Mau0118

Mau0115GMMau0115Mau0115

Mau0113GMMau0113Mau0113

Mau0111GMMau0111Mau0111
Mau0107GMMau0107Mau0107

Mau0105GMMau0105Maud105

Mau0103GMMau0103Mau0103

Mau0102GMMau0102Mau0102

Imp0303GMImp0303Imp0303

Imp0114GMImp0114Imp0114

Imp0105GMImp0105Impo105

Imp0108GMImp0108Imp0108

Imp0104GMImp0104Imp0104

Imp0101GMImp0101Imp0101

Cru0108GMCru0108Cru0108

Cru0103GMCru0103Cru0103

Bue513Bue513Bue513

Bue516Bue516Bue516

Bue519Bue519Bues18
Bue521Bue521Bue521

Cru114Cru114Cru114

Cru118Cru118Cru118

Cru310Cru310Cru310
Cru313Cru313Cru313

Imp130imp130imp130

Imp212imp212Ilmp212

Mau123Mau123Mau123 .

Mau125Mau125Mau125

Mau129Mau129Mau129
Mau202Mau202Mau202

Mau130Mau130Mau130
Mau126Mau126Mau126

Mau124Mau124Mau124

Mau122Mau122Mau122 .

Imp129Iimp129Imp129

Cru124Cru124Cru124
Crut17Cru117Crul17

Bue627Bue627Bueb2?

Bue520Bue520Bue520

Bue517Bue517Bueb17

Bue514Bue514Bue514

Bue312Bued12Bue312
Cru0104GMCru0104Cru0104

Cru0519GMCru0519Cru0519

Imp0103GMImp0103Imp0103

ImpQ107GMImp0107Imp0107

Imp0110GMImp0110Impo110

Imp0112GMImp0112Imp0112

Imp0115GMImp0115Impo115

Imp0309GMImp0309Imp0309
Mau0101GMMau0101Mau0101

Mau0104GMMau0104Mau0104
Mau0106GMMau0106Mau0106

Mau0110GMMau0110Maud110

Mau0112GMMau0112Mau0112

Mau0114GMMau0114Mau0i14

Mau0117GMMau0117Mau0117
Mau0119GMMau0119Mau0119

Mau0120GMMau0120Mau0120

Bueno510

Bueno618

Cruces123
Cruces308

Imperial129

Maullin109

QuepeBM103C

QuepeBM103E

QuepeBM104H

QuepeGM18D

QuepeGM19G

Tolten1A

Tolten1NN

Tolten10

QuepeGm4G

QuepeGm16A
Cru309Cru309Cru309

Bue611Bue611Bue611
Maullin205

Tolten30

QuepeBM103B
,_ Mau209Mau209Mau209
Mau207Mau207Mau207
Bue629Bue629Bue629
Bue628Bue628Bue628
Bue612Bue612Bue612
Cruces109
QuepeBM103A
QuepeBM104B
QuepeBM104C
QuepeBM104G
QuepeGM19A
QuepeGM19E

QuepeBM104A

Neocrocodilicola georgiana MT622333



Anexo 4: Andlisis dbMEM para la especie Z, ajustada por clones

Andlisis efectuado tras remover “Pseudo-clones” del gen COIl. Esto consistid en que al existir dos o mas secuencias
idénticas por sitio, se dejé una Unica secuencia representante de cada haplotipo por sitio. Lo anterior con tal de
reducir la inflacidn artificial de los valores de diferenciacion genética (FsT) para ese gen (Criscione et al. 2005).

Proporcién de la variacién (R?) explicada por cada variable MEMGENE :

{ 57,3%

30,9%

R%justado del modelo global = 0,0467
valor p = 0,002

11,9% }

Variable MEMGENE 1 | Variable MEMGENE 2
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MEMValores positivos

12
O
5
MEMValores negativos

@ w0

® 5
)
0 50 100 km
I )



Anexo 5: Arbol filogenético Bayesiano para gen 28S

Primeras tres letras hacen referencia a la cuenca correspondiente a cada individuo muestreado. Se senala el
soporte de nodo estimado (en porcentaje) sobre cada rama.
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Anexo 6: Resultados Analisis genéticos poblacionales (COl) bajo enfoque riguroso

Para los analisis se dejo tan solo una secuencia representativa de cada haplotipo del gen COI por sitio, aunando
las de los sitios con distancias menores a 7 kms entre si (Toltén1y 2; Cruces3 y Valdivia4). Ello con tal de inhibir
la influencia de posibles individuos clones en los datos (“pseudo-clones”), lo que aumentaria artificialmente los
valores de diferenciacién genética cuando no fuera considerado (Criscione et al. 2005). Descripcion de cada tabla

y figura es homologable a la presente en el texto principal de esta tesis.

i N peces Tylodelphys Divers,io.lad N Pseudo- *+|"- S.‘iti?s . |1viodelphys Divers,id.ad N° Pseudo-** |V S.iti?s .
Sitio muestreados | Especie W nucledtidos clones (sp. W) polimorficos Especie Z nucledtidos (m) clones (sp. 2) polimérficos (S)
(1) (sp. W)° (S) (sp. W) (sp.2)° (sp.2)
Imperial 1 14 17 0,008877 7 14 9 0,00433 2 6
Imperial 2 16 0 - - - 3 0,00459 - 3
Imperial 3 17 8 0,01052 - 15 21 0,00551 10 9
Quepe 6* 17 0,01073 6 15 6 0,00454 2 4
Toltén 1 3 9 0,00605 5 5 15 0,00519 7
Toltén 2 2 7 0,01406 2 12 0 - - -
Cruces 1 12 6 0,0499 1 5 16 0,00605 7 10
Cruces 3 2 0 - - - 2 0,01136 - 5
Valdivia 2 6 10 0,01512 3 16 2 0,00454 - 2
Valdivia 4 10 16 0,01048 6 17 10 0,00698 2 8
Bueno 5 14 16 0,00794 7 11 1 - - -
Bueno 6 8 11 0,01653 1 21 1 - - -
Bueno 3 3 2 0,01136 - 5 6 0,00828 - 9
Maullin 1 12 21 0,01130 6 19 2 0,00227 - 1
Maullin 2 4 5 0,01959 - 15 0 - -
Puelo 2 3 0,00610 - 4 0 - - -
GLOBAL 125 148 0,01217 44 a4 94 0,00555 31 25

* Cifra incluye 2 ejemplares de Basilichtys microlepidotus
** N° de secuencias de pseudo-clones removidas de analisis posteriores (Por cada sitio se dejé una representante de cada

haplotipo de pseudo-clones)

° [n] Calculada tras remover las secuencias de pseudo-clones (excepto una)

Gen COI
Especie W Especie W (p<0,05)
imperial 1 Imperial 1
imperial 3 imperial 3
Quepe Fst Quepe
Toltén 1 Toltén 1
Toltén 2 g 0487 Toltén 2
Cruces 1 Cruces 1
Valdivia 2 0324 Valdivia 2
Valdivia 4 0.162 Valdivia 4
Bueno 5 ' Bueno 5
Bueno € 0 Buenc 6
Bueno 3 Buenoc 3
Maullin 1 Maullin 1
Maulin 2 Maulin 2
Puelo Puelo
DU D e Rl B S SRS BN oo AN S R Sup
55“’@-@@?53::::&3 53“’553’53989\&‘\5%
e [ R (v} I = = o [~ | = > & &= =
g 0§ § 5§ I5F5 L2 QL P 3 34 T T T £ ¥ §F5F L L T 5 S5Q
Fg BRESgdaRTS PSR I I
Especie Z -
P Especie Z (p <0,05)
imperial 1 mperial 1
imperial 2 - Imperial 2
Imperial 3 Fst mperial 3 Fst
Quepe Quepe
Toltén 1 m'’ Toltén 1 g 0435
Cruces 1 0.667 Cruces 1 0.29
Cruces 3 Cruces 3
- 0333 -
Valdivia 2 . Valdivia 2 (i
Valdivia 4 0 valdivia 4 [ ] 0
Bueno 5 2 Buenc 5
Bueno & Bueno 6
Bueno 3 Bueno 3 o4
Maullin 1 - Maullin 1
- N Mg - - M NN T 0 O M =~ — ~ - % ~
33 IS S P LI LLL QS s 358 gg22202¢8s%E
T T TS F S ITEFS L e ¢ s s s o 2 Y V¥ S8 ¢ & S
S Q9 3 R ES I s s a8 L g & g9 o P & I3 I3 5 IFJ &
£ £ & cess < BB R e & il S
Especie W
Fuente de Grados de Porcentaje Indices de Valorde Valorp
variacion libertad de variacion fijacion estadistico | asociado
Entre cuencas
6 12,61 @Oct 0,126 0,169
Entre
poblaciones
dentro cuencas 7 6,65 @sc 0,076 0,028
Dentrode
poblaciones 90 80,74 @sT 0,193 < 0,0001
Total 103
Especie Z
Fuente d Grados de | Porcentaje Indices de Valorde Valorp
uente ae - agricaly o —_ .
T libertad de variacion fijacion estadistico | asociado
variacion
Entre cuencas
5 -2,87 @cT -0,029 0,62
Entre
poblaciones
dentro cuencas 7 8,78 @®sc 0,085 0,12
Dentrode
poblaciones 50 94,1 OsT 0,059 0,025
Total 62
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