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RESUMEN

A nivel nacional, actualmente el conocimiento de la fauna malacologica es bastante
precario. El grupo ha sido escasamente estudiado, con un bajo numero de aportes en
investigacion, atribuido principalmente al numero de especialitas en el grupo,
desconociéndose actualmente muchos aspectos basicos de su sistematica, diversidad y
ecologia.

Entre los grupos de los cuales se dispone de una mayor cantidad de informacion se
encuentran los bivalvos. Existen en Chile, solo dos familias: Spheriidae e Hyriidae, ambos
con interesantes estrategias de reproduccion, entre ellas el desarrollo directo y parasitismo,
las cuales han sido interpretadas como claves en la evolucion y adaptacion a los
ecosistemas de agua dulce, rasgos que ademds han destacado por su valor en sistematica.
En base a estos antecedentes el objetivo general de esta tesis estuvo basado explorar,
conocer, evaluar, dilucidar y entender los diversos mecanismos que explican la diversidad
de la malacofauna dulceacuicola chilena y el rol de la evolucion de las estrategias
reproductivas en el origen de las especies actuales. Los resultados obtenidos nos permiten
proponer:

1) Es necesario realizar una revision taxonomica exhaustiva de algunas familias como
Ancylidae y Lymnaeidae, que permitan corroborar el nimero de especies existentes en
territorio nacional; 2) La revision de especies de la familia Planorbidae, permitié aumentar
su rango distribucional hasta Patagonia, con la inclusion de una nueva especie (i.e.
Biomphalaria cristiani); 3) La fauna endémica de gasteropodos del género Heleobia en el
lago Titicaca, se origind posterior a los fendmenos paleohidrolégicos del Plioceno, por lo
que es atribuida a eventos de especiacion intralacustre. De manera indirecta, se confirma
que los ejemplares chilenos incorporados en este estudio, no corresponden al genero
Littoridina. Su anatomia interna y estudios moleculares demuestran que los ejemplares
corresponden a Heleobia. Especies identificadas como Littoridina, pertenecientes a
Hidrobiidae, cambian su asignacion genérica ha Heleobia, familia Cochliopidae, distribuida
desde el Altiplano hasta Tierra del Fuego; 4). Los patrones de endemicidad y distribucién
de la malacofauna dulceacuicola fue en parte producto de sucesos vicariantes, tales como
las glaciaciones pleistocénicas y eventos tectonicos postglaciales que afectaron al sistema

hidrografico, destacando la Zona Hidrografica V (44°-56°S), como la de mayor porcentaje



de endemismo, representado por las cuencas Cisnes, Aisén y Baker; 5) Las especies
altiplanicas destacan por su tolerancia a la salinidad, factor importante en los procesos de
diversificacion y endemismo local; 6) En la filogenia de Hyriidae se reconstruyen las
relaciones de las especies sudamericanas las que son asignadas a Hyriinae, se establecen
relaciones filogenéticas con los grupos australianos, se recupera el clado de Sphaeriinae y
las especies sudamericanas conforman un grupo monofilético; 7) Al analizar el origen y
dispersion de los bivalvos dulceacuicolas en Sudamérica, se demuestra que los hyriidos
sudamericanos tendrian un origen australiano, lo que a su vez se apoya en la evidencia
fosil. Esta familia, segiin calibracion del reloj molecular origino hace 95.25 Ma por
formacion de la cuenca marina Rocas Verdes; 8). En relacion, a la evolucion de rasgos de
historia de vida de los bivalvos dulceacuicolas, en Hyriidae la condicion ancestral de los
estados larvales es de larva Gloquidium con tendencia hacia la gloquidizacién, cuyo patrén
de distribucion se explica por la condicién generalista y la amplitud de nicho, 9) Se apoya
la hipdtesis larva primero (HLP), con una tendencia hacia el desarrollo directo y
simplificacion de la metamorfosis, correlacion de los rasgos involucrados en los procesos
incubatorios (i.e. asincronia, multiples sacos, velum vestigial y euviviparidad), sustentando
la ley de Dollo, pero con una reduccion o tendencia a la vestigialidad del velum. Estos
aportes desde los aspectos mas basicos como el de un reordenamiento de la diversisdad de
la malacofauna dulcecuicola y su endemicidad, llegando a la intrerpretacion evolutiva de
las estrategias reproductivas, nos permiten conocer como se conforma la diversidad actual y
proponer los mecanismos que explican estos patrones.

Sin embargo, aun quedan muchos grupos de los cuales no existe informacion disponible, ni
estan claro aun, aspectos basicos referentes a la taxonomia, como en los gasteropodos de la
familia Ancylidae, la incorporacion de miembros de Sphaerium de la familia Sphaeriinae
en estudios filogenéticos para comprender la filogenia de los esféridos sudamericanos y
tematicas referentes a estudios evolutivos de algunos rasgos. Por otro lado, ademas se
desconocen completamente las estrategias reproductivas de los gasteropodos, incluyendo

aspectos referentes a su ecologia y evolucion.



INTRODUCCION GENERAL

La fauna malacoldgica dulceacuicola de nuestro pais ha despertado poco interés por parte
de los investigadores, por lo que ha sido escasamente valorada, pobremente estudiada e
incluso actualmente los aportes anuales en investigacion no superan 2 %, lo que nos aleja
drasticamente de los estandares internacionales. Sin embargo, en los ultimos afos, ha
habido un progresivo aumento en tematicas relacionadas a estudios filogenéticos,
filogeograficos y biogeograficos. A diferencia de lo que ocurre con la descripcion de

nuevas especies, en lo que definitivamente no hay aportes (Valdovinos 2006).

Respecto a este punto, diversos autores reconocen la necesidad de hacer una revalidacion
de las especies de gasteropodos descritas, cuyos rasgos utilizados en un principio se
limitaban a la forma de la concha, el cual es un rasgo drasticamente influenciado por
condiciones locales del ambiente, por lo que se considera no recomendable en taxonomia
(Valdovinos 2006; Parada & Peredo 2002; Parada & Peredo 2006). Razon por lo cual, los
malacologos basan sus descripciones en la anatomia blanda, especificamente en el sistema
reproductor. Los grupos maés estudiados a la fecha corresponden Hydrobiidae y
Planorbidae. Para los bivalvos, la situacion es diferente, en donde la literatura es mas
abundante. Es interesante destacar, que Chile es unos de los paises de mas baja diversidad y
alto nivel endemismo, con un fuerte componente Gondwanico, tales aspectos que acentiian
su singularidad y que generarian un gran porcentaje de fauna aun no descrita, especialmente
de gasteropodos (Fuentealba et al. 2010).

El objetivo general de esta tesis es conocer, evaluar, dilucidar y entender, los diversos
mecanismos que explican parte de la diversidad de la malacofauna dulceacuicola chilena y
el rol de la evolucion de las estrategias reproductivas en el origen de las especies actuales.
En el presente estudio para cumplir con este objetivo, se abordan variadas tematicas,
relacionadas con la diversidad y sistematica de la malacofauna dulceacuicola,
especificamente: su biogeografia, lo que permite tener una sinopsis de la diversidad y
endemismo existente; el reconocimiento de nuevas especies de la familia Planorbidae,
mediante la diagnosis del sistema reproductor.

Con esto se amplia su rango distribucional. Se generan nuevos aportes para Cochliopidae;

mediante algunos mecanismos potenciales que explican la diversidad y la evolucion del
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grupo de los miembros del genero Heleobia, miembros de esta familia incluyendo analisis
filogenéticos. Respecto a Hyriidae, se incluyen estudios genéticos poblacionales, lo que
conduce a comprender diversos aspectos de su complejo ciclo reproductivo. Se
reconstruyen las relaciones filogenéticas de Sphaeriinae incluyendo una nueva especie
endémica Pisidium chilense. También se reconstruye la filogenia de Hyriinae, incluyendo
nuevos ejemplares de Diplodon chilensis. En esta misma linea, mediante estudios
filogenéticos, se propone un modelo para explicar el origen controversial de la malacofauna
dulceacuicola en Sudamérica. Finalmente, para comprender procesos de adaptacion y
sugerir diversificacién en los ecosistemas dulceacuicolas, se reconstruyen aspectos de su
ciclo reproductivo mediante método comparado, destacando estrategias como el

parasitismo de Hyriidae y el desarrollo directo de Sphaeriidae.

En base a estos antecedentes, las hipotesis a evaluar y objetivos son aqui presentadas para

sus respectivos capitulos:

CAPITULO I: Marco general de los moluscos dulceacuicolas chilenos: Diversidad y

sistematica de la malacofauna dulceacuicola

Objetivo: Aportar antecedentes generales de los moluscos dulceacuicolas con énfasis en la

diversidad de Bivalvia.

CAPITULO II: Endemismo, patrones de diversidad, distribucion, nuevos registros de

gasteropoda, relaciones filogenéticas, origen y modificaciones nomenclaturales.

Hipotesis: -Existe una mayor riqueza especifica, en el denominado ‘“hotspot” de
biodiversidad de invertebrados dulceacuicolas, situado entre la region del Maule VII (35°
S) y Araucania XI (43°S),

El mayor porcentaje de endemismo de la malacofauna dulceacuicola, se encuentra en el

sistema de cuencas hidrograficas del Norte (entre la I y III region)



Objetivo: Analizar la riqueza y los patrones de endemismo de la diversidad moluscos

dulceacuicolas, a lo largo del territorio nacional.

Articulo: Fuentealba C, Morrone J & R Figueroa (2010) Analisis de endemismo de

moluscos dulceacuicolas de Chile. Revista Chilena de Historia Natural, 83: 289-298.

Hipotesis: Los hallazgos de ejemplares de la familia Planorbidae en Patagonia chilena
localidad Laguna Cisnes (Region Aysén 47°7'10.02"S, 72°27'40.65"W), corresponderian a una

nueva especie de Biomphalaria sp.

Objetivo: Identificacion de una especie de Planorbidaec en Patagonia Chilena (Laguna

Cisnes), mediante analisis de la estructura del sistema reproductor.

Articulo: Fuentealba C & R Figueroa (2012) Primer registro de Biomphalaria cristiani sp.
Nov. (Preston, 1910) y nueva especie en la Patagonia Chilena. Latin American Journal of

Aquatic Research, 40 (4): 929-935.

Hipotesis: Las poblaciones de Diplodon (diplodon) chilensis, proveniente de tres cuencas
lacustres Nahuelbutanas desconectadas geograficamente, se encuentran genéticamente

estructuradas.

Objetivo: Determinar la variabilidad genética en poblaciones de Diplodon chilensis

mediante andlisis del polimorfismo de isoenzimas.

Articulo: Fuentealba C, R Figueroa, F Gonzales & M Palma (2010) Variabilidad genética
local del bivalvo dulceacuicola Diplodon (diplodon) chilensis proveniente de tres lagos

Nahuelbutanos. Gayana, 74 (2): 113-124.

Hipotesis: Las especies endémicas de gasteropodos género Heleobia, del lago Titicaca, son

el producto de eventos paleohidrolégicos del Pleistoceno.



Objetivo: Mediante un andlisis filogeografico, con calibracion del reloj molecular de
miembros de género Heleobia, responder a:
1- El lago Titicaca actiio como reservorio de especies endémicas o existié un proceso de

rapida especiacion intralacutre?

2- Son eventos de diversificacion en Heleobia sp. relacionados con las principales

episodios paleohidrologicos en el Altiplano?

3- Hay niveles espaciales jerarquicos de endemicidad en Lago Titicaca?

Articulo: Kroll O, R Hershler, C Albrecht, E M Terrazas, R Apaza, C Fuentealba, C Wolff
& Thomas Wilke (2012) The endemic gastropod fauna of Lake Titicaca: correlation
between molecular evolution and hydrographic history. Ecology and Evolution, 2(7): 1517-

1530.

CAPITULO III: Relaciones filogenéticas de Hyriidae (Unionoida) y Sphaeriidae

(Veneroida).

Articulo: Reconstruccion filogenética de Sphaeriinae (Veneroida: Bivalvia) y la posicion

filogenética de Pisidium chilense (d'Orbigny, 1846).

Hipétesis: Pisidium es un grupo monofilético.

Pisidium chilense, se encuentra relacionado filogenéticamente con las especies de Pisidium

sudamericanas, conformando un grupo monofilético.

Objetivos: Reconstruir y evaluar las relaciones filogenéticas de Sphaeriidae (Veneroida:

Bivalvia) con énfasis en los Sphaeriinae sudamericanos.

Determinar la posicion filogenética de Pisidium chilense.



Articulo: Reconstruccion filogenética de Hyriidae (Unionoida: Bivalvia) con énfasis en los

grupos del sur de Sudamérica (Hyriinae).

Hipotesis: La subfamilia de Hyriinae es un grupo monofilético.

Hyriinae se encuentra relacionado con los grupos australianos.

Objetivo: Reconstruir y evaluar las relaciones filogenéticas de Hyriidae (Unionoida:

Bivalvia) con énfasis en los grupos del sur de Sudamérica (Hyriinae).

Determinar las relaciones filogenéticas de Hyriinae dentro de Hyriidae.

Articulo: Origen y dispersion de los Hyriidae Sudamericanos.

Hipotesis: Los bivalvos dulceacuicolas sudamericanos de la familia Hyriidae, tendrian un

origen Australiano.

Dispersion y colonizacion a Sudamérica condicionada via conexion Antartica, previa

desintegracion Gondwana (Origen).

Distribucién actual eventos vicariantes gondwanicos.

Objetivos: Evaluar el origen de los hyriidos sudamericanos, basado en el método

comparado filogenético, mediante la reconstruccion los estados ancestrales.

Datar la dispersion mediante la calibracion del reloj molecular, para estimar tiempos de

divergencia.

CAPITULO IV: Evolucion de las estrategias reproductivas en bivalbos dulceacuicolas

(Unionoida y Sphaeriidae).
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Articulo: Evolucion de las estrategias reproductivas en Unionoida: Gloquidium versus

Lasidium.

Hipotesis: El ancestro de las larvas Lasidium es una larva Gloquidium.

La evolucion de las larvas Unionoida se asocia a la condicion generalista/especialista.

Prediciendo que:

1-Existe senal filogenética para el caracter tipo de larva gloquidium/lasidium.

2- El ancestro comun mads reciente en Hyriidae es una larva Gloquidium.

3-Existen diferencias en las tasas de transicion evolutiva entre estados

Lasidium/Gloquidium con una tendencia a uno de los tipos larvales.

Objetivos generales: Analizar e interpretar el patron evolutivo de las estrategias
reproductivas adoptadas por Hyriidae, mediante el método comparado filogenético y con

aproximacion bayesiana.

Objetivos especificos: Estimar la sefal filogenética de las estrategias reproductivas
adoptadas por Hyriidae (Unionoida), en la evolucion del tipo de larva Gloquidium y

Lasidium.

Determinar el ancestro y modo de evolucion de las larvas involucrado en las complejas

estrategias reproductivas adoptadas por Hyriidae hacia el parasitismo.

Articulo: Evolucion de las estrategias reproductivas en Sphaeriidae: Una tendencia al

desarrollo directo.

Hipotesis: Basados en los complejos antecedentes de la historia de vida de Sphaeriidae,

mediante los rasgos: velum vestigial, asincronia, presencia de sacos y euviviparidad,
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sometemos a prueba la hipdtesis larva primero (HLP), con una tendencia al desarrollo
directo.
En segundo lugar, se somete a prueba la reversibilidad de esta tendencia apoyando o

rechazando la ley de Dollo.

Prediciendo que:
1.- Existe sefial filogenética para la presencia/ausencia de las siguientes estrategias
reproductivas: ovoviviparidad/euviparidad, sacos embrionarios, patron incubatorio,

sincronico/asincronico, matrotrofia y reduccion del velum.

2.- El ancestro comun mas reciente en Sphaeriidae se caracteriza por presentar
ovoviviparidad, la ausencia de sacos, ser sincronico en la eclosidon, ausencia de traspaso de

nutrientes entre la madre y el embrion y presencia de velum.

3.- Existen diferencias en las tasas de transicion evolutiva entre estados de estrategias
reproductivas, determinando una tendencia hacia la complejidad en el ciclo reproductivo

(i.e. euviparidad, asincronia, presencia de multiples sacos y matrotrofia).

4- Existen diferencias en las tasas de transicion evolutiva entre estados de la morfologia
asociada a estrategias reproductivas, como es la reduccion de estructuras larvales (i.e. el

velum), lo cual determina una tendencia hacia el desarrollo directo.

5.- Existen correlaciones evolutivas entre los rasgos de estrategias reproductivas y la
morfologia asociada a ellos, lo cual habria determinado una evolucion hacia el desarrollo

directo.
Objetivos generales: Analizar e interpretar el patron evolutivo de las estrategias

reproductivas adoptadas por los Sphaeriidae mediante el método comparado filogenético,

con aproximacion bayesiana.
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Objetivos especificos: Estimar la sefial filogenética de las estrategias reproductivas
adoptadas por Sphaeriidae como: estructuras incubatorias (sacos), matrotrofia, euviparidad,

asincronia y el velum vestigial.

Determinar el ancestro y modo de evolucion de cada rasgo involucrado en las complejas

estrategias reproductivas adoptadas por Sphaeriidae, hacia el desarrollo directo.

Evaluar correlaciones entre reduccion del velum (simplificacion hacia desarrollo directo) y

los rasgos adoptados como estrategias reproductivas complejas.

El capitulo II de la siguiente tesis corresponde al aporte de trabajos previos que
conformaron la linea base para la arquitectura de los subsiguientes capitulos III y IV. Este
aporte correponde a una serie de trabajos publicados por lo que se incluyeron en la seccion

ancxos.
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CAPITULO I: MARCO GENERAL DE LOS MOLUSCOS DULCEACUICOLAS
CHILENOS: DIVERSIDAD Y SISTEMATICA DE LA MALACOFAUNA
DULCEACUICOLA

Antecedentes generales de la diversidad de bivalvos chilenos

La diversidad de moluscos de agua dulce de Chile se encuentra representada por dos
ordenes de bivalvos dulceacuicolas Veneroida y Unionoida. Los unionidos se encuentran
representados solo por la familia Hyriidae, en los trabajos de revision taxondmica realizado
por Parada & Peredo (2002), son adscritos al género Diplodon representado por dos
especies (D. chilensis y D. solidulus. Este trabajo incluye ademads la sinonimia, localidad
tipo y distribucion geografica donde las especies han sido registradas. Los caracteres
diagnosticos mas confiables, para la identificacion de las especies de Hyriidae,
corresponden a la morfologia de la charnela en adultos, en larvas la presencia o ausencia de
los dientes larvales y la posicion y forma de éstos (Parada & Peredo 2002). Sin embargo, en
los trabajos de revision de Letelier & Ramos (2006); Parada & Peredo (2008), se ha
sugerido que para Chile solo existiria la especie Diplodon chilensis.

El conocimiento actual de los bivalvos dulceacuicolas en Chile es limitado y su estudio ha
permanecido relegado en las ultimas décadas. Diversos autores concuerdan que una causal
seria la falta de interés de los especialistas en este grupo (Parada & Peredo 2002; 2006).
Como consecuencia de ello, el conocimiento se encuentra fragmentado y aspectos
relacionados con la diversidad taxondmica, filogenia y biogeografia en la literatura son
escasos (Valdovinos 2006). No obstante, existen algunos aportes relacionados
principalmente con aspectos ecoldgicos, lo que se ha evidenciado mayoritariamente en
bivalvos de la familia Hyriidae, destacdndose por su capacidad filtradora (Valdovinos &
Cuevas 1996; Fuentealba & Henriquez 2006) y el importante rol tréfico que desempefian en
los ecosistemas dulceacuicolas (Soto & Mena 1999). Por tal razén han sido reconocidos
potenciales bioindicadores (Silva et al. 2007), siendo utilizados en procesos de
biorremediacion (Mena 1997; Lara et al. 2002; Parada 2008). Otros aspectos estudiados en
el grupo comprenden parametros de vida, biologicos, reproductivos, dindmica poblacional

y descripcion de patrones espaciales (Parada et al. 1987; Lara & Parada 1988; Parada et al.
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1989; Parada et al. 1990; Lara & Parada 1991; Lara & Parada 2008). También se han
desarrollado estudios de variabilidad genética poblacional, la que ha sido correlacionada
con los parametros fisicoquimicos (Fuentealba et al. 2011). Actualmente a nivel mundial la
familia se encuentra restringida a Australasia y Sudamérica (Walker et al. 2001; Baker et al.
2004), compuesta de 93 especies las cuales representan el 10.9% de la diversidad del orden
Unionoida (Walker et al. 2001, Graf & Cummings 2007). Esta familia se encuentra
representada por las subfamilias Hyridellinae, Cucumerunioninae, Velesunioninae,
Lortiellininae e Hyriinae (McMichael & Hiscock 1958). El origen de la familia Hyriidae en
Sudamérica ha sido enigmatico de abordar (Parada & Peredo 2002). Desde el punto de vista
filogenético, la informacion molecular disponible a diferencia de lo que ocurre con el resto
de las otras familias de Unionoida es limitada (Parada & Peredo 2002). Trabajos
preliminares han sugerido un origen norteamericano (Parodiz 1969) vy otros
alternativamente basados en la filogenia han sugerido un origen desde Australasia (Graf &
Foiguil 2000). Su registro fosil, comprende especies datadas desde el Tridsico (Henderson
1935) y una distribucion acotada en Nueva Zelanda, Australasia, Sudamérica y Antartica
durante Gondwana. Los miembros de estas familias se caracterizan por presentar larvas
gloquideos (Gonzales 1998), gonocorismo, algunos serian hermafroditas facultativos y con
desarrollo directo, sin embargo los estudios son muy limitados y esta modalidad de
desarrollo directo se ha demostrado ocasionalmente para algunas especies (Fuentealba et al.

2010).

Dentro de los bivalvos dulceacuicolas veneroideos, la familia Sphaeriidae ha sido
ampliamente estudiada, reconocida como un grupo diverso y de distribucién cosmopolita
(Burch 1975; Kuiper 1983). Sin embargo, aspectos relacionados con la sisteméatica del
grupo son controversiales, dada la gran variabilidad alométrica y ecofenotipica de las
valvas, variacion que es observada en la mayoria de los taxa dulceacuicolas (Holopainen &
Kuiper 1982; Bailey et al. 1983; Dyduch-Falinowska 1988). Esta situacion, ha contribuido
a la sobreestimacion de la diversidad especifica en Sphaeriidae (Kuiper 1983). En este
sentido, diversos autores concuerdan que la sistematica ha sido confusa de abordar por dos
razones: 1- el numero de caracteres morfologicos analizados han sido limitados y 2- los

analisis preliminares sobre la base de la morfologia se restringieron a una tnica
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metodologia cladistica, sobre la cual derivaron las primeras propuestas para el
reordenamiento taxondmico (Meier-Brook 1986; Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992,
2000; Dreher Mansur 1993; Korniushin 1998a). Esta problematica se ha intensificado atn
mas, cuando se han realizado estudios de sistematica molecular (Cooley 1998; Park & O
Foighil 2000; Cooley & O Foighil 2000), los cuales caen en contradiccion con los anélisis
que incorporan morfologia, siendo estos, actualmente la base que sustentan la sisteméatica
del grupo. El sistema conservativo apoyado por los estudios cladisticos tradicionales y
basados en la morfologia reconocen a dos subfamilias: Euperiinae y Sphaeriinae.
Euperiinae, con dos géneros (Eupera Bourguignat, 1854 y Byssanodonta d’ Orbigny,
1835), fue reconocida originalmente por Heard (1965), quien ademds de observar
diferencias en los sifones y glandula del biso considero6 aspectos del desarrollo embrionario,
caracterizando la incubacion en los ctenidios y el desarrollo de grandes huevos con
contenido nutritivo. Sphaeriinae presenta tres géneros (Sphaerium Scopoli, 1777, Pisidium
Pfeiffer, 1821 y Musculium Link, 1807), los cuales tienen huevos mas pequefios sin

contenido nutritivo y desarrollo en sacos de incubacion.

Los géneros de estas subfamilias son diagnosticados fundamentalmente sobre la base de
caracteres conquioldgicos, morfologia de la anatomia blanda y aspectos reproductivos
involucrados en el desarrollo embrionario (Burch 1975; Kuiper 1983; Heard 1977; Ituarte
1988, 1989), lo cual ha tenido un consenso mundial, excepto con la escuela con la
propuesta malacoldgica rusa de Starobogatov. La propuesta de esta escuela, segin diversos
investigadores sobrestima la diversidad alfa actualmente existente (Korniushin 1998a y b;
Bogan & Bouchet 1998). A nivel especifico los principales caracteres utilizados en la
identificacion son el contorno, forma general y aspecto de la conchilla, ornamentacion de la
superficie, ciertas caracteristicas de la charnela, posicion y forma del ligamento, se incluyen
ademas caracteres de la anatomia blanda (numero de aberturas del manto, nimero de
branquias, desarrollo de las mismas, morfologia del nefridio) y el desarrollo de la
musculatura radial interna del manto (incluyendo los retractores de los sifones).

Adicionalmente, bajo el nivel genérico para los Sphaeriinae, se han propuesto subgéneros,
sistema actualmente validado para Norteamérica (Burch 1975). Esta propuesta surgio de los

trabajos de Lee & O Foighil (2003), a partir de un analisis filogenético utilizando
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secuencias ribosdmicas nucleares y mitocondriales. Estos autores proponen una
clasificacion genérica y subgenérica de la subfamilia Sphaeriinae. Este nuevo esquema
propone cinco, en lugar de los tres géneros (Sphaerium, Musculium y Pisidium), del sistema
tradicional, cuatro de los cuales corresponden a los tradicionales subgéneros previamente
reconocidos: 1- Pisidium: Pisidium s.s. Pfeiffer, 1821; 2-Cyclocalyx Dall, 1903; 3-
Afropisidium Kuiper, 1962, 4-Odhneripisidium Kuiper; 5-Sphaerium Scopoli, 1777, éste
ultimo con 2 subgéneros (Sphaerium s. Scopoli, 1777 y Musculium Link, 1807). La
condicién monofilética de la mayoria de los géneros propuestos por Lee & O Foighil
(2003) tienen solido soporte, sin embargo, los autores reconocen que la informacion
incluida sobre representantes de Sudamérica austral es limitada. Esta problemadtica se
acentiia en el reordenamiento subgenérico de miembros de Pisidium, clado que cae en
conflicto con las filogenias basadas en morfologia (Dreher-Mansur & Meier-Brook 2000;
Lee 2001; Korniushin & Glaubrecht 2002, 2006). Por tal razén, se prefiere actualmente
seguir considerando la diversidad subgenérica del sur de Sudamérica segiin el esquema

tradicional, reconociendo solo a la designacion genérica de Pisidium (Ituarte 2007).

Respecto a la distribucion global de Sphaeriidae, Eupera se distribuye solamente en las
regiones Neotropical y Etiopica; Pisidium, Musculium y Sphaerium son cosmopolitas
estando representados en Sudamérica Austral por 22 especies, de las cuales 19
corresponden a Pisidium, el género mas diverso en la Region Neotropical y Holartica;
Byssanodonta un género muy proximo a Eupera, tiene una distribucion muy restringida
siendo endémica de un sector en la cuenca alta del Rio Parand, reconocido como género
monotipico (Ituarte 2007). Para Chile, se reconocen tres géneros: Pisidium representado por
siete especies distribuidas a lo largo del territorio nacional. P. chilense (d Orbigny 1846), P.
magellanicum (Dall 1908), P. lebruni (Mabille1884), P. observationis (Pilsbry 1911), P.
meierbrooki (Kuiper & Hinz 1983) P. huillichum (Ituarte 1999) y P. llanquihuense (Ituarte
1999). El género Sphaerium representado por dos especies S. lauricochae (Philippi 1869) y
S. forbesi (Philippi 1869), ocupando el area altoandina de las tres regiones, compartiendo
territorio con Pera y Bolivia. El género Musculium, también representado por dos especies

M. argentinum (d Orbigny 1835) y M. patagonicum (Pilsbry 1911), ocupan la region
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centro-sur y austral de Chile, compartiendo areas de distribucion con Argentina (Parada &

Peredo 2002; Parada & Peredo 2006).

Desde su origen, el cual data a partir del Cretacico (Keen & Dance 1969), esta familia ha
tenido la facultad de radiar exitosamente en una gran variedad de sistemas limnicos (Haas
1969; Hubendick 1979; Kuiper 1983). Actualmente, habitan una gran diversidad de cuerpos
dulceacuicolas desde sistemas loticos como lénticos incluyendo estuarios (Burch 1975;
Kuiper 1983; Morton 1985). Destacan por su gran capacidad adaptativa, algunos
ejemplares sobreviven en pequefios charcos y presentan la facultad de resistir periodos de
desecacion estacionales, tales como Sphaerium occidentale y Musculium securis (McKee &
Mackie 1980) y Pisidium personatum vy Psidium obtusale (Kerney 1999). Se ha
demostrado, que los Sphaeriinae frente a la presion por alimento, son capaces de adoptar
nuevas estrategias durante la fase reproductiva tales como, la modificacion tamafio y
numero de la nidada, asegurando la sobrevivencia de los descendientes (Beekey & Karlson
2003). En general los esféridos se caracterizan por ser poliploides, presentar
hermafroditismo y viviparia. En este sentido: euviviparos corresponden a la subfamilia
Sphaeriinae y ovovivipara es tipica de los Euperiinae (Korniushin & Glaubrecht 2002).
Sphaeriidae presenta desarrollo directo, complejidad en los ciclos de vida, incubacion de
embriones y liberacion de juveniles benténicos (Mackie et al. 1974). Si bien la
ovoviviparia, en general, es considerada inusual en moluscos, tal condiciéon es encontrada
frecuentemente en moluscos dulceacuicolas (Graf & O Foighil 2000; Glaubrecht 1996), lo
que pudo ser clave en la adaptacion de estos organismos a los ambientes de agua dulce
(Heard 1977; Mackie 1978; Hetzel 1994; Cooley & O Foighil 2000). Los tamafios adultos
varian desde 6 a 22 mm de longitud valvar, aunque la mayoria oscilan alrededor de 1cm,
por lo que su estudio ha sido considerado laborioso y complejo fundamentalmente bajo una
perspectiva taxondmica (Valdovinos 2008; Souza et al. 2008). De acuerdo las
caracteristicas morfologicas y al tamafio de la valva, han sido llamados comiinmente “pill
clams” o “fingernail clams” (Sobarzo et al. 2002). Respecto a estudios Sphaeriidae a nivel
nacional, la literatura es menos abundante y los aspectos que se han abordado corresponden
a tematicas citogenéticas (Jara-Seguel et al. 2005). Algunos aportes dan cuenta de la

dindmica e historia de vida pero solo a nivel intraespecifico (Peredo et al. 2009). Nuestra
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meta en este primer capitulo es aportar antecedentes generales sobre los bivalvos

dulceacuicolas y una breve sintesis sobre Gasteropoda.
Antecedentes generales y diversidad de gasteropodos chilenos

En los ecosistemas dulceacuicolas de Chile, al igual que en los de otros paises del extremo
sur de Sudamérica, se encuentran especies de gasterépodos con un elevado grado de
endemismo, que presentan relaciones zoogeograficas arcaicas de tipo gondwanico (von
Ihering 1891; Meier-Brook 1984; Van Bruggen 1980, Pugh & Scott 2002), los cuales
constituyen elementos funcionalmente relevantes en las comunidades bentonicas de tales
ecosistemas (Valdovinos 1989; Muifioz et al. 2001; Figueroa et al. 2002; Parra et al. 2002;
Valdovinos et al. 2004). A pesar de estos antecedentes no existen estudios biogeograficos,
ni revisiones sistemadticas actuales. Considerando su rol ecosistémico y potenciales
bioindicadores, como se les ha considerado en otras latitudes, tampoco existen estudios
ecologicos. Como consecuencia de estos antecedentes, el estado del conocimiento en
términos generales de los gasterépodos dulceacuicolas en Chile, ha progresado mucho mas
lento en comparaciéon a los bivalvos. Respecto a la diversidad de familias y géneros,
podemos afirmar que la fauna de gasteropodos se encuentra integrado por las familias:
Chilinidae (género Chilina Gray 1828), Physidae (género Physa Draparnaud 1801),
Lymnaeidae (género Lymnaea Lamarck 1799), Planorbidae (género Biomphalaria Preston
1910), mas lapas de la familia Ancylidae (Anisancylus Pilsbry 1924 y Uncancylus Pilsbry
1913) e Hydrobiidae (una especie del género Potamolithus Pilsbry 1896 y Littoridina
Souleyet 1852). La familia Chilinidae se distribuye en el Neotrdpico, Australasia y Nueva
Zelanda, Physidae se distribuye en el Neartico y Neotrdpico, Lymnaeidae Holartico, Neo
tropico y Australasia, Planorbidae y Ancylidae ambas de distribucion cosmopolita
exceptuando la Antartica. Si bien, el inventario de los gasterépodos dulceacuicolas chilenos
se inici6 de manera incipiente en el siglo XVIII (e.g. Bruguicre 1789) y continud en el siglo
XIX (e.g. Gray 1828, King & Broderip 1832, Broderip & Sowerby 1832, d’Orbigny 1835,
1837, Sowerby 1838, 1874, Anton 1839, Gould 1847, Philippi 1860, Dall 1870, von
Frauenfeld 1865, Smith 1881, Rochebrune & Mabille 1885, Clessin 1886, Jousseaume
1887, Mabille & Rochebrune 1891), no es hasta inicios y mediados del siglo XX que el

numero de nuevas especies descritas comienza a estabilizarse (con las contribuciones de
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Smith 1905, Strebel 1907, Pilsbry 1911, Marshall 1924, 1933, Biese 1944, 1947, 1948,
1951, Haas 1951). Con posterioridad, desde la ultima mitad del siglo XX hasta ahora, el
numero de nuevas especies descritas ha sido notablemente bajo (e.g. Valdovinos & Stuardo
1991). Posteriormente un trabajo reciente de Valdovinos (2006), entrega un listado
completo de las especies encontradas a lo largo del territorio nacional, cuantificando un
total de 73 especies, que se encuentran en permanente estado de revision, llevando consigo
a modificaciones nomenclaturales que seran discutidas mas adelante. En relacion a estudios
filogenéticos de los grupos nacionales, ambos bastante recientes han sido llevados a cabo
en Planorbidae y de manera preliminar en Hydrobiidae. Respecto a Planorbidae los estudios
filogenéticos se han limitando a algunas especies de la zona norte. Sin embargo han
permitido aportar valiosa informacion sobre eventos vicariantes y las relaciones especificas
de Biomphalaria durante el Pleistoceno (Collado et al. 2011). Los estudios filogenéticos
relacionados a Hidrobiidae han permitido inferir sobre las relaciones filogenéticas
existentes con grupos provenientes desde el lago Titicaca y confirmar la existencia de
Heleobia reemplazando de esta forma a Littoridina, en territorio nacional (Kroll et al.

2012).
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CAPITULO II: ENDEMISMO, PATRONES DE DIVERSIDAD, DISTRIBUCION,
NUEVOS REGISTROS DE GASTROPODA 'Y  MODIFICACIONES
NOMENCLATURALES.

B- Problematicas nomenclaturales y nuevos registros

Nuevos aportes y modificaciones nomenclaturales del genero Litforidina (Souyelet
1852).

Resumen

Se entregan antecedentes sobre la modificacion nomenclatural del genero Littoridina
(Souyelet 1852), los que actualmente son reconocidos como Heleobia. Se destacan los
principales avances en los dos ultimos afios, basados en la morfologia peniana y analisis
moleculares que permitieron validar a las siguientes especies: Heleobia chimbaensis,

Heleobia cumingii, Heleobia limariensis y Heleobia loaensis.

Palabras claves: Littoridina, Heleobia, morfologia peniana, glandulas apocrinas

En Chile el género Littoridina se encuentra representado por un total de 21 especies,
distribuidas a lo largo de todo el territorio nacional (Valdovinos 2006), compuesto por las
especies, Littoridina atacamensis (Philippi, 1860); Littoridina bruninensi Biese, 1944;
Littoridina compacta Biese, 1944; Littoridina copiapoensis Biese, 1944; Littoridina
coquimbensis Biese, 1944; Littoridina chimbaensis Biese, 1944 ; Littoridina choapaensis
Biese, 1944; Littoridina cumingii Biese, 1944; Littoridina gracilis Biese, 1944; Littoridina
limariensis Biese, 1944; Littoridina loaensis Biese, 1947; Littoridina magallanica Biese,
1947; Littoridina oblonga Biese, 1944; Littoridina obtusa Biese, 1944, Littoridina
opachensis Biese, 1947; Littoridina pachispira Biese, 1944; Littoridina pueloensis Biese,
1944; Littoridina santiaguenses Biese, 1944; Littoridina simples Pilsbry, 1911; Littoridina
striata Biese, 1944 y Littoridina transitoria Biese, 1947.

Estos gasteropodos descritos para Hidrobiidae, fueron asignados a Littoridina hasta el afio
2011, bajo dudosos criterios taxondmicos, basados en la morfologia de la concha (Souleyet

1852; Valdovinos 2006; Fuentealba et al, 2010). Un rasgo, cuya variacion es fuertemente
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influenciada por las condiciones locales del ambiente Rummi (1991), por lo que se prefiere
utilizar para la diagnosis el sistema reproductor.

La diagnosis de Heleobia (Fig.1), se basa en el sistema reproductor masculino, la presencia
de glandulas apocrinas y para Littoridina la presencia de papilas en el pene (Hershler &
Thompson 1992)

Estudios previos realizados Hubendick (1955), describieron por primera vez el 6rgano
copulatorio de un ejemplar asignado como Littoridina, determinando posteriormente, que
este material corresponderia indudablemente al genero Heleobia (Stimpson, 1865),
perteneciente a la familia Cochliopidae y a la especie H. chimbaensis (Biese, 1944). Esta
situacion indudablemente, incremento la confusion existente en la identificacion correcta de
los miembros de Hydrobiidae y Cochliopidae en Chile (Fuentealba et al. 2010). El primer
trabajo, destinado a esclarecer la presencia de ambos grupos consistio en una revision
exhaustiva, basado en la morfologia penianana realizado por Collado et al. (2011). Este
trabajo, permitid, descartar la presencia de algunos miembros de Littoridina en territorio
nacional, registrando un total de 28 especies de Heleobia y 10 subespecies de las cuales 26
serian formas endémicas, excluyendo la existencia de Littoridina

Con la incorporacion de especies nacionales de Cochliopidae en la siguiente tesis, se
confirma la existencia de las siguientes especies del genero Heleobia: Heleobia
chimbaensis, Heleobia cumingii, Heleobia limariensis y Heleobia loaensis. Estos analisis
sugieren ademads, que estas especies, se habrian originado en el altiplano Boliviano y
mediante eventos promovidos por procesos de colonizacidon recientes, se habrian
establecido en territorio nacional (Kroll et al. 2012).

Finalmente, atin queda un grupo de especies que validar al extremo Sur, a partir de los 46°S
del territorio nacional, las que podrian aportar informacion relevante sobre la distribucion y

diversidad de este grupo de gasterdpodos.
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Figura 1: Anatomia estructura peniana de Litforidina (izquierda) y Heleobia (derecha). Ga:

glandulas apocrinas  modificado de Hershler & Thompson  (1992).
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CAPITULO III: RELACIONES FILOGENETICAS DE SPHAERIIDAE
(VENEROIDA) E HYRIIDAE (UNIONOIDA).

Reconstruccion filogenética de Sphaeriinae (Veneroida: Bivalvia) y la posicion
filogenética de Pisidium chilense (d'Orbigny, 1846).

Resumen

Sphaeriidae es una familia de bivalvos dulceacuicolas de distribucién cosmopolita,
conocidos como “finger clams”. Estudios filogenéticos han contrastado principalmente la
monofilia del genero Pisidium, clado que se recupera en los arboles morfoldgicos, sin
embargo en los arboles de genes es parafilético. Estos estudios han sugerido, que la
incorporacion de taxa sudamericanos podria ayudar a resolver el problema En el presente
estudio se somete a prueba la hipotesis de monofilia de Pisidium y la posicion filogenética
de la especie P. chilense, mediante la incorporacion de nuevas secuencias de esta especie
endémica a Chile. Se utilizé secuencias del gen ribosomal nuclear del primer espaciador
interno (ITS-1), analizadas bajo inferencia Bayesiana (IB). Los resultados revelan que
Sphaeriinae es un clado monofilético PP=98, dentro del cual es posible reconocer dos
grupos monofiléticos representado por miembros de Pisidium PP=98 y Musculium PP=98,
sin embargo Sphaerium es parafilético. Pisidium chilense forma un grupo monofilético con

las especies sudamericanos PP=98.

Palabras claves: Sphaeriidae, Sphaeriinae, Pisidium chilense, reconstruccién filogenética

Introduccion

Los bivalvos dulceacuicolas de la familia Sphaeriidae conocidos como “finger clams, se
encuentran distribuidos a lo largo de todo el territorio nacional (18°S a 56°S), habitando una
gran variedad de ecosistemas de agua dulce (Fuentealba et al. 2010).

En los ultimos afos el conocimiento sistematico de Sphaeriidae en Chile, ha presentado
avances considerables desde la publicacion “Estado actual de la taxonomia de bivalvos

dulceacuicolas chilenos: Progresos y conflictos” Parada & Peredo (2002). Este trabajo ha
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permitido por primera vez, el reordenamiento taxondmico y territorial de las especies
actuales, incluyendo nuevos registros descritos para las cuencas trasandinas (Sobarzo et al.
2002). Posteriormente el trabajo de Sobarzo et al. (2002), es complementado con los
estudios de revision de Ituarte (2007), en su publicacion sobre las especies de Pisidium
Pfeiffer de Argentina, Bolivia, Chile, Peru y Uruguay, reconociéndose actualmente, un total
de once especies distribuidas entre los géneros Sphaerium: S. lauricochae Ituarte (1995), S.
forbesi Ttuarte (1995), Musculium: M. argentinum, M. patagonicum 'y Pisidium: P.
magellanicu,. P. Lebruni, P.observationis, P. meierbrooki, P. huillichum, P.
llanquihuense. De estas especies la mas abundante en la zona centro desde los 35° a 40° S,
corresponde a Pisidium chilense (Parada & Peredo 2006).

Sin embargo, los estudios filogenéticos recientes de Sphaeriidae, han considerado un
minimo de los taxa sudamericanos, incorporando inicamente ejemplares desde Argentina y
Ecuador, por lo que las relaciones filogenéticas de ejemplares chilenos, alin permanecen
desconocidas e inciertas (Lee & O Foighil 2003).

La reconstruccion filogenética de la familia Sphaeriidae en un contexto mundial, ha sido
compleja de abordar. Segtn lo planteado por a Lee (2004), los estudios filogenéticos entre
los datos morfologicos y moleculares de Sphaeriidae, han producido resultados
contradictorios, Inclusive, el autor afirma que existe incongruencia, entre las propias
reconstrucciones filogenéticas morfologicas (Dreher-Mansur & Meier-Brook 2000; Lee
2004; Korniushin & Glaubrecht 2002, 2006). Para Graf (2013), ambas filogenias resultan
inconciliables y que el mayor obstdculo para progresar en tematicas filogenéticas y
evolutivas, es el nimero de investigadores que trabajan en estos grupos de bivalvos, lo que
influye sin duda en el nimero de organismos incluidos en la filogenia. Sin embargo, la
naturaleza de los caracteres también puede influir directamente en los resultados obtenidos
Los primeros estudios filogenéticos realizados por Meier-Brook (1986) se enfocaron en
Pisidium y en resolver las relaciones subgenéricas de la subfamilia Sphaeriinae. Este
andlisis soportado por 13 caracteres morfologicos sustentaron la monofilia de Sphaeriinae,
sin embargo, las relaciones entre Pisidium, Odhneripisidium y Afropisidium no fueron
resueltas demostrando la polifilia para Pisidium. Historicamente, el primer analisis
filogenético a nivel mundial, en Sphaeriidae fue realizado por Dreher-Mansur & Meier-

Brook (2000) a nivel de subfamilia y abordé fundamentalmente las relaciones
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intragenéricas. Este andlisis, considerd un set de 49 caracteres de la anatomia blanda y de la
valva. Los resultados sostuvieron la monofilia de Sphaeriidae mediante diez sinapomorfias.
Respecto a las relaciones a nivel genéricas se encontraron, dos clados, uno representado por
Eupera y Byssanodonta al que llamaron Euperiinae (monofilético), apoyado por siete
sinapomorfias, y otro conformado por la topologia (Sphaerium (Musculium, Pisidium)),
asignado como Sphaeriinae (monofilético), apoyado por cuatro sinapomorfias, todas
derivadas del nefridio. Respecto a Sphaerium, Musculium y Pisidium son recuperados
como un clado.

No obstante, estos resultados sustentados por un conjunto de caracteres del nefridio, para
diversos investigadores fueron incongruentes con los primeros estudios taxondémicos que
consideraban otros rasgos anatomicos (Koningsmann 1975). Estos estudios, fueron
enfocados en el objetivo central de determinar si Sphaerium y Musculium eran lo
suficientemente diferenciables, como para ser considerados en un status genérico
independiente. Segun Korniushin (1991), ambos géneros tienen relaciones filogenéticas
cercanas, segun la modalidad de reproduccion compartida, sugiriendo a Sphaerium y
Musculium son clados hermanos. Otra filogenia morfolégica, propuesta por Lee (2004), que
incluydé un mayor numero de taxa, sostiene que Sphaerium y Musculium, sostienen un
grupo monofilético, sin embargo Pisidium es parafilético. Estos resultados, no son
congruentes con los arboles basados en morfologia anteriores, por lo que el autor concluye
que los caracteres morfologicos informativos son aun insuficientes para validar las
relaciones filogenéticas entre los miembros de Sphaeriinae.

Estudios posteriores, realizados por Korniushin & Glaubrecht (2006), basados en 69
caracteres morfoldgicos involucrando rasgos reproductivos y morfologia blanda, recuperan
a Sphaeriinae y Euperiinae como clados, a Pisidium como otro clado y hermano de
Musculium, reafirmando la propuesta inicial planteada por Dreher-Mansur & Meier-Brook
(2000).

Con la incorporacion de datos moleculares, en la reconstruccion filogenética realizada por
Park & O Foighil (2000), utilizando secuencias del gen 28 rDNA, se recupera nuevamente
la monofilia de Sphaeriidae, la cual queda representada por dos grupos monofiléticos, a los

que designaron a las subfamilias Sphaeriinae y Euperinae. No obstante, en el interior de
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estos clados resultan inconsistentes las relaciones de Pisidium y Sphaerium, los cuales
resultaron parafiléticos.

Una nueva propuesta filogenética planteada por Cooley & O Foighil (2000), basada en el
gen 16 S rDNA, sugiere que Sphaerium y Musculium forman un clado, en donde
Musculium es monofilético anidado dentro de Sphaerium. Ademas, Pisidium es recuperado
como parafilético, en donde P. sterkianum es hermana del resto de los Sphaeriinae.
Reconstrucciones posteriores, realizadas por Lee & O Foighil (2003) incorporando el gen
nuclear ITS-1 y mitocondrial 16S, proponen en lugar de los tres géneros reconocidos por
Park & O foighil (2000) cinco subgéneros: Afropisidium, Odhneripisidium, Pisidium,
Cyclocalyx y Sphaerium. Cuatro de estos fueron reconocidos monofiléticos dentro de
Sphaeriinae, sin embargo, la parafilia de Pisidium se mantiene. Ademads, estos mismos
trabajos concluyen que la posicion de Pisidium sterkianum (Argentina) y Psidium sp.
(Ecuador) es confuso, siendo las Unicas especies sudamericanas de Pisidium representadas
en esta filogenia y finalmente resueltas como grupos parafiléticos dentro de Sphaeriidae.
Por tal razdn los autores de esta filogenia, consideran que esta situacion podria ser resuelta
con la incorporacion de un mayor nimero de otras latitudes.

Esta diferencia entre la evidencia molecular y morfolégica, planteada por Lee (2004), quien
sugiri6 que podria ser consecuencia de la falta de un mayor nimero de caracteres
morfologicos informativos, nos permite actualmente sugerir que ambas propuestas podrian
seguir patrones de evolucion distintos. En este caso la inconsistencia entre estas evidencias
se deberia a que los caracteres morfologicos son bastante plasticos y convergentes
evolutivamente.

En el presente estudio se somete a prueba la hipdtesis de monofilia de Pisidium y la
posicion filogenética de la especie Pisidium chilense, mediante la incorporacion de una

nueva secuencia del gen ITS de esta especie endémica en Chile.
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Materiales y métodos

Obtencion y extraccion de secuencias de ADN de Sphaeriidae

Se obtuvieron secuencias de aproximadamente 645 bp del gen del transcrito interno ITS-I
desde Genbank de 43 especies. El grupo interno estuvo conformado por 42 especies
representativas de los géneros Musculium, Pisidium y Sphaerium (Sphaeriinae), y el grupo
externo por Eupera cubensis y Eupera platensis (Euperiinae). A esta base de datos se
incorporo una secuencia de un ejemplar de Pisidium chilense, una especie endémica a Chile
previamente no secuenciada. Detalles de los taxa incluidos, nimero de acceso a Genbank y
referencias bibliograficas, son mostrados en la Tabla I. El ejemplar de Pisidium chilense
fue colectado desde Chile, Region del Biobio Laguna chica de San Pedro (73° 05'S; 73°10'
0), y conservado en alcohol al 95%. Las extracciones de Pisidium se realizaron con el
ejemplar completo incluyendo la concha, mediante el protocolo CHELEX. Este consiste en
2 ul de Proteinasa K de concentracion 10 microgramos/microlitros en agua miliQ y 150 pl
de Chelex. Para la posterior amplificacion se utilizaron los primers del gen ITS-1 (White et
al. 1996). El protocolo de amplificacion de Sphaeriidae se realizé a una temperatura inicial
de 65 °C la cual decrecerd cada 2°C por ciclo hasta alcanzar una temperatura 50-55°C
durante 35 ciclos. Los productos de PCR amplificados, fueron separados en un gel de
agarosa al 1% (TAE). Los amplificados se enviaron para su posterior secuenciacion a

Macrogen (Korea). Las secuencias fueron editadas con CodonCode Aligner v 4.04 Demo.

Reconstruccion filogenética

Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL X version 2.0 (Larkin et
al. 2007). Los valores de los pardmetros de alineamiento usados fueron los especificados
(gap opening penalty=15, gap extension penalty=6.6 y delay divergent sequences=30). Los
gaps en la secuencia fueron tratados como datos faltantes. Luego de la edicion y
alineamiento se evaluo la calidad de las secuencias para los andlisis filogenéticos mediante

el test de saturacion desarrollado por Xia et al. (2003) e implementado en el programa
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DAMBE 4.2 (Xia & Xie 2001). Esta prueba estima un indice de saturacion de las
secuencias (Iss) y lo compara con un indice de saturacién critico (Iss.c) generado mediante
un proceso de aleatorizacion con un 95% de confianza (Xia 2000; Xia & Lemey 2009; Xia
& Xie 2001). Para estimar la probabilidad a posteriori de los arboles filogenéticos, se
utilizaron Cadenas de Markov Monte Carlo con inferencia Bayesiana (BMCMC). El
método BMCMC asegura que los arboles sean muestreados de acuerdo a su probabilidad de
ocurrencia utilizando un modelo de evolucion de secuencias.

Para considerar explicitamente en el analisis la heterogeneidad en las tasas y patrones de
evolucion se utilizaron modelos mixtos segiin lo descrito por Pagel & Meade (2004),
basados en el modelo General de Tiempo Reversible (GTR; Rodriguez et al. 1990). Los
modelos mixtos permiten detectar diferentes patrones de evolucidn en las secuencias, sin el
conocimiento a priori de esos patrones ni necesidad de particionar los datos. El
procedimiento Reversible Jump Markov Chain Monte Carlo (RIMCMC) fue utilizado para
encontrar el nimero de matrices GTR del modelo mixto que mejor se ajustd a los datos.
Esta aproximacion permite explorar diferentes modelos de evolucion (en este caso nimero
de matrices GTR) y sus respectivos parametros, convergiendo en el modelo que mejor se
ajusta a los datos en la muestra de arboles (Pagel & Meade 2008). Nueve cadenas
independientes fueron generadas, obteniendo aproximadamente 100.000.000 arboles
filogenéticos mediante el método BMCMC, muestreando cada 10.000 arboles para asegurar
la independencia de los muestreos. Se escogié una de las cadenas que convergieron en la
misma zona (i.e. tuvieron la misma probabilidad a posteriori), quitando los primeros 1000
arboles que estaban fuera de la zona de convergencia. Se remuestreo cada 29 arboles
obteniendo una muestra de 269 arboles no autocorrelacionados (p < 0,0001). Estos analisis
se llevaron a cabo en el software Bayes Phylogenies v 1.0 (Pagel & Meade 2004) y las
autocorrelaciones parciales en el software Statistica v 7 (Statsoft Inc. 2001). Las distintas
topologias de los diferentes analisis fueron visualizados en Bayes Trees 1.0 (Meade &

Pagel 2009) donde se estimo el valor de probabilidad a posteriori de los nodos (PP).

Resultados

El test Xia et al. (2003) mostré valores de saturacion significativamente menores al Indice

de saturacion calculado (Iss=0.5678 < Iss.c=0.7896, p = 0.002), indicando de esta forma,
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un bajo grado de saturacion en ellas lo que hace que estas sean Optimaspara su uso en
reconstrucciones filogenéticas.

Los resultados obtenidos a partir del método RIMCMC muestran que el modelo que mejor
se ajustd a la evolucion de las secuencias y describe las relaciones filogenéticas es 3
GTR+G. La reconstruccion filogenética mostrd valores de probabilidad a posteriori sobre
80 % para los principales clados estudiados y permite recuperar un clado para Sphaeriinae
Nodo 1; PP=98. Dentro de este clado es posible reconocer dos grupos monofiléticos para
Pisidium Nodo 2; PP= 99 y Musculium Nodo 5; PP=98. Sin embargo, Sphaerium es
parafilético respecto a Musculium, el cual se encuentra anidado dentro de Sphaerium
Ademés destaca la conformacion del clado sudamericano, para miembros de Pisidium con

un valor de PP=98 (Fig.1).
Discusion

Respecto a la controversial filogenia de Sphaeriidae y sus relaciones intragenericas, la
topologia obtenida permitié recuperar como grupos monofiléticos a Sphaeriinae. Este
patron es consistente con los patrones topoldgicos propuestos por varios estudios basados
en morfologia de la concha y anatomia blanda (Dreher-Mansur & Meier- Brook 2000;
Korniushin & Glaubrecht 2002; Korniushin & Glaubrecht 2006) y también con estudios
basados en caracteres moleculares (Cooley & O Foighil 2000; Lee & O Foiguil 2003).
Respecto a la monofilia de los géneros de Sphaeriinae, esta es soportada para Musculium y
Pisidium. No obstante, el género Sphaerium, es parafilético en relacion a Musculium. La
monofilia de Musculium y la posicion parafilética de Sphaerium, se recupera en todas las
reconstrucciones previamente propuestas (moleculares y morfologicas), al igual que las
relaciones filogeneticas existente entre ambos. Se replantea, el efecto de muestreo de taxa
para Sphaerium, sobre los cuales se reconoce que aun falta por incorporar a estudios
filogeneticos (Graf 2013), incluyendo ejemplares nacionales, sin embargo las relaciones al
interior de este clado son debilmente sustentadas. Este aspecto es relevante, porque
potencialmente podria resolver las inconsistencias filogeneticas, mejorando las
estimaciones filogeneticas propuestas (Zwickl & Hillis 2002).

Por otra parte, nuestros resultados recuperan la monofilia de Pisidium, existiendo

congruencia de este clado, con los obtenidos previamente de las filogenias morfologicas de
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de Glaubrecht (2006) y Dreher-Mansur & Meier Brook (2000). Estos resultados contrastan
también con las filogenias moleculares propuestas por Cooley & O Foighil (2000) basada
enel gen 16 S y Lee & O Foiguil (2002) quienes utilizaron los genes 16 S y COI,

La incorporacion de Pisidium chilense, permitié recuperar la monofilia de Pisidium con una
topologia altamente sustentada, definiendo la relacion filogenética entre las dos especies
sudamericanas (i.e. Pisidium sterkianum de Argentina, y Pisidium sp de Ecuador),
conformando ademas un clado sustentado con el apoyo de metodologias probabilisticas en
que se basan los modelos mixtos, para describir la evolucion del gen ITS, metodologias

que no habian sido incorporados en analisis filogenéticos previos.

Respecto a los miembros de Sphaerium grupo parafilético, se plantea la necesidad de
aumentar el esfuerzo de muestreo de taxa para incorporar especies sudamericanas,
actualmente miembros no incluidos en ninguna reconstruccion filogenética. De acuerdo a
los datos distribucionales, aportados por Fuentealba et al. (2010), este género tendria mayor
representatividad en nuestro pais solo en la Zona Norte con Sphaerium forbesi y Sphaerium
lauricochae, los cuales podrian potencialmente aportar valiosa informacion para resolver el

status filogenético de Sphaerium.
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Tablas y figuras

Tabla II: Detalles de los taxa incluidos para Sphaeriidae, numero de acceso a Genbank y
referencias bibliograficas de las publicaciones asociadas a las secuencias utilizadas en el

siguiente estudio (*) Grupo externo.

FAMILIA N° Acceso Genbank ITS 1 Referencias
SPHAERIIDAE
SUBFAMILIA
EUPERIINAE (%)
Eupera cubensis AY093501 Lee & O'Foighil (2003)
Eupera platensis AY093502 Lee & O'Foighil (2003)
SUBFAMILIA
SPHAERIINAE
Musculium argentinum AY093503 Lee & O'Foighil (2003)
Musculium japonicum AY093504 Lee & O'Foighil (2003)
Musculium lacustre AY093505 AY093506 Lee & O'Foighil (2003)
Musculium miyadii AY09507 Lee & O'Foighil (2003)
Musculium partumeium AY093508 Lee & O'Foighil (2003)
Musculium securis AY093509 Lee & O'Foighil (2003)
Musculium tranversum AY093510 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium sterkianum AY093512 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium sp. AY093511 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium adamsi AY093513-AY 093548 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium casertanum AY093515-AY 093514 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium compressum AY093518 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium fallax AY093519 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium hallae AY093520 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium hibernicum AY093522 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium lilium AY093523- AY093524 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium nipponense AY093525 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium nitidum AY093526 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium personatum AY093527 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium subtruncatum AY093528 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium supinum AY093529 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium variabile AY093530 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium parvum AY093531 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium japonicum AY093532 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium dubium AY093533 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium lilljeborgi AY093531 Lee & O'Foighil (2003)
Pisidium moitesserianum  DQ062591 Steiner (2005)
Pisidium henslowanum DQ0625832 Steiner (2005)
Pisidium chilense Indet. En este estudio
Sphaerium corneum AY093535 -AY 093547 Lee & O'Foighil (2003)
Sphaerium fabale AY093536 Lee & O'Foighil (2003)
AY093537 -HM208260 -HM208261- Lee & O'Foighil 2003

Sphaerium nucleus

HM208262 -HM208263
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Sphaerium rhomboideum
Sphaerium simile
Sphaerium striatinum
Sphaerium occidentale
Sphaerium novaezelandiae
Sphaerium tasmanicum
Sphaerium solidum
Sphaerium baicalense
Sphaerium rivicola

AY093538
AY093540
AY093541
AY093541
AY093543
AY093544
GU123690
AY(093534
AY093539-
HMO01467

HMO01465-

HMO01466

Lee & O'Foighil (2003)
Lee & O'Foighil (2003)
Lee & O'Foighil (2003)
Lee & O'Foighil (2003)
Lee & O'Foighil (2003)
Lee & O'Foighil (2003)
Stunzenas V (2009)
Lee & O'Foighil (2003)
- Lee & O'Foighil (2003)
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98— AY093502 Eupera platensis
L AY093501 Eupera cubensis

88rAY093531 Pisidium parvum =
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AY 093536 Sphaerium
AY093541 Sphaerium striatinum
S9AY 093540 Sphaerium simile

HMO014166 Sphaerium rivicola
HMO014167 Sphaerium rivicola
AY (093539 Sphaerium rivicola

871 IIM014165 Sphael im rivicola
AY 093509 Musculium securis

AY 093503 Musculium argentinum

AY 093505 Musculium lacustre
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AY 093508 Musculium partumeium
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GU123691 Sphaerium solidum
GU123690 Sphaerium solidum
GU123689 Sphaerium solidum
HM208260 Sphaerium nucleus
HM208263 Sphaerium nucleus
HM208261 Sphaerium nucleus

3GTR+G

Figura 1.Arbol consenso bayesiano por regla de la mayoria de Sphaeriidae, en los nodos se

muestran los valores de probabilidad a posteriori. Los circulos corresponden a los nodos de
interés. Las flechas las subfamilias de Sphaeriidae.
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Reconstruccion filogenética de Hyriidae (Unionoida: Bivalvia) con énfasis en los
grupos del sur de Sudamérica (Hyriinae).

Resumen

Hyriidae es una familia de bivalvos estrictamente dulceacuicolas con distribuciéon en
Sudamérica, Australia, Nueva Zelanda, incluyendo las Islas Solomons. Los estudios
filogenéticos realizados en Hyriidae son limitados y sus relaciones filogeneticas han sido
pobremente abordadas. Actualmente es la Unica familia de Unionoida presente en Chile, sin
embargo el nimero de taxa incluidos en reconstrucciones filogenéticas han sido bastante
escaso, especialmente a esta latitud. Los objetivos del siguiente trabajo son: reconstruir la
filogenia de Hyriidae (Unionoida), con énfasis en los grupos del sur de Sudamérica,
incorporando ejemplares de la especies Diplodon chilensis provenientes de la cuenca
argentina y chilena. Los resultados basados en Inferencia Bayesiana (IB), utilizando el gen
Citocromo Oxidasa I (COI) revelan que: Hyriidae es un grupo monofilético PP= 99. Dentro
de este grupo monofilético es posible reconocer tres clados principales: clado 1,
representado por especies de Nueva Zelanda, con un valor PP=100; clado 2, representado
por especies australianas PP=98; y clado 3 con especies sudamericanas PP=89. Se observa
a nivel de subafamilia el sustento de Hyriinae con PP=89, sin embargo Hyridellinae es

parafilética.

Introduccion

En Chile, estudios relacionados a establecer las relaciones filogenéticas de la familia
Hyriidae, son bastante precarios, inclusive para la mayoria de las especies sudamericanas
(Fuentealba et al. 2010). Esta familia de bivalvos, en territorio nacional se distribuyen
desde los 20° a los 56° S de latitud (Peredo & Parada 2006), con una diversidad que se
encuentra representada solo por el género Diplodon, con una tUnica especie validada:
Diplodon chilensis (Gray 1828).

A nivel mundial, Hyriidae presenta una distribucion Gondwanica, encontrdndose en
.Sudamérica, Australia y Nueva Zelanda, incluyendo las Islas Solomons. En el pasado

habitaron Norteamérica, en donde actualmente solo es posible encontrar ejemplares fosiles
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(Graf & O Foighil (2000a), lo que hace de esta familia un interesante sustrato de estudio,

enfocados a esclarecer aspectos relacionados con su actual distribucion y origen.

Subfamilias de Hyriidae

Historicamente, las primeras propuestas a nivel de subfamilia surgen de los trabajos de
Simpson (1914), agrupando a todos los miembros australianos dentro de Hyriinae.
Posteriormente Iridale (1934), descarta a esta subfamilia y es el primero que propone
asignar a cuatro subfamilias; Hyridellinae, Cucumerunioninae, Velesunioninae,
Lortiellininae, basado en la morfologia valvar. De esta manera, cada género conocido hasta
entonces representd a una subfamilia. Mas tarde, McMichael & Hiscock (1958) valida a
estas subfamilias, mediante el analisis de caracteres de la anatomia interna y la morfologia
de la valva. Posteriormente Hiscock & McMichael (1967), retoman sus estudios y analizan
larvas gloquideos, planteando que existe bastante similitud entre Lortiellinae y
Velesunioninae. Haas (1969), paralelamente propone recuperar a Hyriinae, basandose en la
escultura radial del umbo, reconociendo que seria endémica de Sudamérica, para asignar a
todos los miembros sudamericanos. La posterior revision detallada, de la anatomia interna
de miembros de Hyridellinae, realizada por Bonetto et al. (1987), reveldo que existe
similitud entre todas las subfamilias australasianas mencionadas por McMichael & Hiscock
(1958).

Recientemente, enfatizando en los patrones de distribucion geografica, estudios
filogenéticos, caracterizacion del umbo y el grado de similitud entre estas subfamilias, se
han propuesto dos grupos: Los australianos que corresponderian a Hyridellinae y los
sudamericanos a Hyriinae (Parodiz & Bonetto 1963; Graf & O Foighil 2000; Graf &
Cummings 2006).

56



Filogenia de Hyriinae

Reconstrucciones filogenéticas para sustentar y entender las relaciones a nivel de
subfamilia han sido bastante escasos. La mayoria de estos trabajos han abordado la
filogenia de Hyriidae de forma parcial, considerando un bajo numero de miembros de las
subfamilias sudamericanas; Walker et al., 2006; Hoeh et al. 2009; Whelan et al. 2011; Graf
2013). El objetivo de estos trabajos estuvieron centrados en resolver hipotesis relacionadas
con la monofilia de Hyriidae dentro del orden Unionoida (Bogan & Hoeh 2000; Graf 2000,
Graf & O Foighil 2000 a,b; Hoeh et al. 2001; Hoeh et al, 2002;Graf 2002; Roe & Hoeh
2003; Graf & Cummings 2006; Walker et al., 2006; Hoeh et al. 2009; Whelan et al. 2011;
Graf 2013).

Historicamente, son los autores McMichael & Hiscock (1958), quienes plantean las
primeras especulaciones respecto a las relaciones evolutivas dentro de Hyriidae, sugiriendo
que los hyriidos Australasianos miembros de Velesunioninae eran primitivos, mientras que
Lortiellinae e Hyridellinae habrian derivado de Velesunioninae, y finalmente
Cucumerunioninae habria derivado de Hyridellinae. Este escenario evolutivo estuvo,
basado fundamentalmente en el grado de complejidad del diafragma que divide las camaras
infra y suprabranquial de las estructuras filtradoras. Posteriormente, otro estudio a nivel
embrionario, realizado por Bonetto et al. (1986) al comparar la morfologia de las larvas
gloquideos de grupos sudamericanos y australianos basandose en las similitud encontrada
en los ganchos de fijacion, los lleva a concluir que ambos grupos se encuentran
relacionados.

Numerosas reconstrucciones filogenéticas posteriores, basadas en morfologia y caracteres
moleculares y algunos basados evidencia total, han recuperado la monofilia de Hyriidae
dentro del Orden Unionoida, sin embargo solo los trabajos realizados por (Graf &
Cummings 2000; Graf & Cummings 2006) han propuesto agrupar jerarquicamente bajo el
nivel de familia. Graf & O foighil (2000), a la subfamilia Hyriinae ¢ Hyridellinae. En su
propuesta preliminar utilizando secuencias del gen Citocromo Oxidasa (COI) mitocondrial
y ribosomal nuclear (28S), basada en un bajo muestreo taxonémico de ejemplares,
recuperan con altos valores de soporte el clado de Hyriinae representado por: Diplodon
chilensis y Castalia sp. Sin embargo Hyridellinae (Hyridella australis, Hyridella depressa,

Hyridella menziesi y Velesunio angasi), es parafilética respecto a Hyriinae, por lo que
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proponen que los hyriidos sudamericanos, se habrian originado por un evento de
cladogénesis y estarian relacionados a los Hyriidos Australianos, respecto a nueva Zelanda,
los grupos son relictos de colonizadores australianos corroborando de esta forma la
propuesta de Bonetto et al. (1986).

Posteriormente Graf & Cummings (2006), utilizando evidencia total que incluyo rasgos
morfoldgicos, ADN ribosomal nuclear (28S) y mitocondrial (COI) y un mayor ntimero de
ejemplares, sugieren que unicamente bajo criterios morfoldgicos existiria un Gnico rasgo
que agruparia a todos los miembros de los grupos sudamericanos y sustentaria a Hyriinae,
relacionado con la escultura radial del umbo. En este estudio basado en la evidencia total
proponen que la subfamilia se encontraria anidada en Hyridellinae, por lo que Hyridellinae
seria parafilética respecto a Hyriinae.

Segun los planteamientos sistematicos de McMichael & Hiscock (1958), hay que destacar
que la presencia de un diafragma perforado, seria el caracter que permitiria diagnosticar a
lo miembros de Hyridellinae, sin embargo, la existencia de un diafragma imperforado
descrito en Hyridella menziesi, ejemplares descritos para Nueva Zelanda no permite validar
esta propuesta, determinando que este miembro de Hyridellinae se encuentre mas
relacionado con grupos sudamericanos que con los propios miembros de Hyridellinae.

La causa potencial de esta inconsistencia en la sistematica y las relaciones internas de
Hyriidae, seria la falta de muchos taxones de América del Sur y Nueva Zelanda en la
reconstruccion filogenética (Walter et al. 2001), a pesar que para muchos las relaciones

filogenéticas planteadas parecen estar resueltas Graf (2013).

En el presente estudio, se evalua la hipotesis de monofilia Hyriinae y las controversiales
relaciones filogenéticas con los miembros australianos y neozelandeses, mediante la
incorporacion de nuevas secuencias de una especie endémica de América del Sur (i.e.

Diplodon chilensis).
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Materiales y métodos

Obtencion y extraccion de secuencias de ADN de Hyriidae

Para reconstruir la filogenia de la familia Hyriidae, se incluyo secuencias de
aproximadamente 624 pb del gen Citocromo Oxidasa I (COI) de 20 especies disponibles en
Genbank, mas tres secuencias de la especie endémica a Sudamerica Diplodon chilensis de
individuos de Chile y Argentina. El grupo interno estuvo conformado por 21 hyriidos, de
los géneros Lortiella, Alathyria Velesunio, Cucumerunio, Hyridella, Diplodon, Castalia,
Triplodon e Echyridella. El grupo externo estuvo conformado por un representante de la
familia Unionidae (Gonidea angulata) y otro de Margaritiferidae (Margaritifera
margaritifera).

Detalles de los taxa incluidos, numero de acceso a Genbank y referencias bibliograficas,
son mostrados en la Tabla 1. Las secuencias pertenecientes a Diplodon chilensis se
obtuvieron de un individuo Chile (Region del Biobio, Laguna chica de San Pedro: 73° 05'
S; 73°10" O) y dos de Argentina (Neuquén, Rio Negro: 39° 07'S; 68° 35'0). Todos los
ejemplares fueron conservados en alcohol al 95%. Las extracciones se realizaron utilizando
tejido del manto, siguiendo las instrucciones del proveedor del Kit Wizard SV Genomic
DNA Purification System (Promega). Para la posterior amplificacion se utilizaron los
primers para Citocromo Oxidasa (COI), LCO1490 y HCO2198 de Folmer et al. (1994). El
protocolo de amplificacion se realizd con 35 ciclos. Cada ciclo con una fase de
denaturacion a 94°C por 2 min 30 s, annealing a 43 °C por 45 s, una fase elongacion 72 °C
por 45 s, y extension final a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR amplificados, fueron
separados en un gel de agarosa al 1% (TAE). Los amplificados fueron enviados para su
posterior secuenciacion a Macrogen (Korea). Las secuencias fueron editadas con

CodonCode Aligner v 4.04 Demo.
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Reconstruccion filogenética

Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL X version 2.0 (Larkin et
al. 2007). Los valores de los parametros de alineamiento usados fueron los especificados
(gap opening penalty=15, gap extension penalty=6.6 y delay divergent sequences=30). Los
gaps en la secuencia fueron tratados como datos faltantes. Luego de la edicion y
alineamiento se evaluo la calidad de las secuencias para los andlisis filogenéticos mediante
el test de saturacion desarrollado por Xia et al. (2003) e implementado en el programa
DAMBE 4.2 (Xia & Xie 2001). Esta prueba estima un indice de saturacion de las
secuencias (Iss) y lo compara con un indice de saturacién critico (Iss.c) generado mediante
un proceso de aleatorizacion con un 95% de confianza (Xia 2000; Xia & Lemey 2009; Xia
& Xie 2001). Para estimar la probabilidad a posteriori de los arboles filogenéticos, se
utilizaron Cadenas de Markov Monte Carlo con inferencia bayesiana (BMCMC). El
método BMCMC asegura que los arboles sean muestreados de acuerdo a su probabilidad de
ocurrencia utilizando un modelo de evolucion de secuencias. Para considerar en el analisis
la heterogeneidad en las tasas y patrones de evolucidn se utilizaron modelos mixtos segin
lo descrito por Pagel & Meade (2004), basados en el modelo General de Tiempo Reversible
(GTR; Rodriguez et al. 1990). Los modelos mixtos permiten detectar diferentes patrones de
evolucion en las secuencias, sin el conocimiento a priori de esos patrones ni necesidad de
particionar los datos. El procedimiento Reversible Jump Markov Chain Monte Carlo
(RIMCMC) fue utilizado para encontrar el nimero de matrices GTR del modelo mixto que
mejor se ajustd a los datos. Esta aproximacion permite explorar diferentes modelos de
evolucion (en este caso numero de matrices GTR) y sus respectivos pardmetros,
convergiendo en el modelo que mejor se ajusta a los datos en la muestra de arboles (Pagel
& Meade 2008). Nueve cadenas independientes fueron utilizadas, generando
aproximadamente 100.000.000 arboles filogenéticos mediante el método BMCMC,
muestreando cada 10.000 arboles para asegurar la independencia de los muestreos. Se
escogid una de las cadenas que convergieron en la misma zona (i.e. tuvieron la misma
probabilidad a posteriori), quitando los primeros 1000 arboles que estaban fuera de la zona
de convergencia de la cadena de Markov. Finalmente, se remuestred cada 30 arboles para

obtener una muestra final de 270 arboles filogenéticos que no mostraron autocorrelacion
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significativa (p = 0.006). Estos analisis se llevaron a cabo en el software Bayes Phylogenies
v 1.0 (Pagel & Meade 2004) y las autocorrelaciones parciales en el software Statistica v 7
(Statsoft Inc. 2001). Las distintas topologias de los diferentes analisis, fueron visualizados
en Bayes Trees v 1.0 (Meade & Pagel 2009) donde se estimo el valor de probabilidad a

posteriori de los nodos (PP).

Resultados

El test Xia et al. (2003) mostro valores de saturacion significativamente menores al Indice
de saturacion calculado (Iss=0.2134 < Iss.c= 0.4970, p< 0.0004), indicando de esta forma,
un bajo grado de saturacion en ellas lo que hace que estas sean optimas para su uso en
reconstrucciones filogenéticas.

Los resultados obtenidos a partir del método RIMCMC muestran que el modelo que mejor
se ajustd a la evolucion de las secuencias y describe las relaciones filogenéticas es 5
GTR+G. El arbol de consenso bayesiano permitié recuperar un grupo monofilético para
Hyriidae con un valor de Nodo: 1 PP= 99. Dentro de este grupo monofilético es posible
reconocer tres clados principales: clado 1, representado por especies de Nueva Zelanda,
Nodo: 2 con un valor PP=100; clado 2, representado por especies australianas, Nodo: 5
PP=9 y clado 3, con especies sudamericanas, PP=89. Se observa a nivel de subafamilia el

sustento de Hyriinae con PP=89, sin embargo Hyridellinae es parafilética.

Discusion

Las relaciones filogenéticas obtenidas, no permiten recuperar la monofilia de las
subfamilias como fueron propuestas originalmente por Iridale 1934; McMichael & Hiscock
(1958), lo que puede ser atribuido a la falta de muestreo de algunos taxa australianos como
a la claridad en la diagnosis taxondémica de los grupos de Nueva Zelanda. La topologia del
arbol, especialmente del clado de los grupos sudamericanos, es consistente con la propuesta
de Haas (1969), quien propuso recuperar a Hyriinae para este grupo de Sudamérica.
Respecto a los planteamientos de Bonetto et al. (1986), se refuerzan las relaciones

preliminares basadas en la morfologia larval, propuestas para los miembros de Hyriinae e
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Hyridellinae. De acuerdo a los resultados Hyriinae esta relacionado a los miembros
australianos.

A pesar de que nuestro estudio, sugiere la conformacion de dos clados altamente
sustentados para asignar a los grupos de Sudamérica, Australia y Nueva Zelanda,
consistentes ademds con el patron geografico, Hyridellinae resultd ser parafilética en
relacion al clado de Hyriinae, lo cual fue previamente documentado en el trabajo de Graf &
O' Foiguil (2000b). Estos autores sefialan, que la incorporacién de un mayor muestreo con
rigurosidad taxondémica permitiria resolver el status de Hyridellinae e incluso, sustentar la
propuesta a nivel de subfamilia dentro de Hyriidae. No obstante, los grupos sudamericanos
son monofiléticos, destacandose al interior de este clado dos subclados, que separa a dos
grupos’, de acuerdo a las subregiones geograficas propuestas por (Graf & Cummings
2006): Castalia stevensi y Triplodon corrugatus para la subregion Amazonas-Orinoco y

Diplodon chilensis y Diplodon deceptus, para la subregion Patagonica.

Incompatibilidades, problematicas genéricas la falta de estudios.

Esta situacion de incompatibilidad genérica de miembros de la subfamilia Hyridellinae fue
replanteada por Walker et al. (2013), estos autores afirman que el estudio genético
realizado por Graf & O Foighil (2000a), indica una clara separacién dentro del género
Hyridella entre dos subgéneros: Echyridella e Hyridella. Fenwick & Marshall (2006). De
acuerdo a este antecedente, optan por promover a Echyridella como género, generalizando
a todas las especies de Nueva Zelanda bajo esta asignacion de esta forma H. (E.) menziesi
se convirtid posteriormente en E. menziesii. Esto sugiere que los miembros de Hyridellinae
de Nueva Zelanda, podrian corresponder a una subfamilia diferente al clado australiano y se
podria redistribuir a este grupo dentro del genero Echyridella y asignarlo tentativamente a
la subfamilia “Echyridellinae”, que es lo que nuestros datos sustentan. Sin embargo, la
fauna de moluscos dulceacuicolas en Nueva Zelanda, ha sido escasamente estudiada, desde
el punto de vista taxondmico, por esta razoén aun persisten las dudas principalmente a nivel
genérico y algunas especies estan presentes ademas, simultineamente en Australia y Nueva
Zelanda, ademads a esta situacion se suma el efecto del muestreo taxondmico, influyendo

resolucion filogenético (Graf & O Foighil 2000).
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Cabe sefialar, que McMichael (1957), en su trabajo de revision de los grupos australianos,
hace mencion a la similitud morfoldgica existente entre ejemplares de Nueva Zelanda y
Australia, ademas destaca la falta de exactitud para la asignacion del género Hyridella,
donde la similitud fenotipica puede ser atribuida en gran medida a las condiciones locales
del ambiente (Walker et al. 2001). Al respecto, en un estudio filogeogréfico realizado por
Baker et al. (2004) con dos especies simpatricas australianas (i.e. Alathyria jacksoni y
Velesunio ambiguus), demostraron que los ejemplares del género Velesunio no formaban un
grupo monofilético y que Alathyria jacksoni representaba un clado anidado dentro de los
velesunidos. Segun Baker et al. (2004), ambas especies son incluso cripticas, sin embargo
este autor reconoce que la informacion proporcionada de estas relaciones filogenéticas, no
son concordantes con la morfologia, por lo que deduce que los caracteres conquioldgicos,
que definen a ambas especies son ecologicamente plasticos y determinados por las
condiciones del ambiente. De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, esta
afirmacion es sustentada, los velesunidos forman un clado junto a Alathyria y Lortiella.

La inclusion de tres ejemplares de Diplodon chilensis, provenientes de Chile y Argentina a
la filogenia de Hyriidae, permitioé recuperar el clado de los Hyriinae como monofilético,
agrupando a Diplodon chilensis dentro de un clado y separando en dos subclados a los
grupos chilenos y argentinos. Si bien, actualmente estos clados de la subregion Patagonica
se encuentran separados geograficamente por los Andes, existe evidencia que confirma que
ambas poblaciones estuvieron conectadas en el pasado, desde el Jurasico (Martinez &
Figueiras 1993).

Finalmente, se concluye que a pesar de que Hyriinae es un grupo monofilético con buen
sustento estadistico, la asignacion bajo el nivel de familia no es apoyada por nuestros
resultados. Es necesario realizar estudios filogeograficos y taxondémicos que permitan
evaluar grupos locales con distribuciéon fragmentada y comprender los aspectos

microevolutivos involucrados en la biodiversidad de hyriidos australasianos.
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Tablas y figuras

Tabla I: Detalles de los taxa incluidos para Hyriidae, numero de acceso a Genbank y

referencias bibliograficas y referencias bibliograficas de las publicaciones asociadas a las

secuencias utilizadas en el siguiente estudio (*) Grupo externo.

FAMILIA HYRIIDAE N° Acceso Genbank CO I Referencias
SUBFAMILIA HYRIINAE

Diplodon deceptus AF231744 Hoeh & Bogan (2000)
Diplodon chilensis DQ191410 Graf & Cummings (2000)
Diplodon chilensis Este estudio

Diplodon chilensis Este estudio

Diplodon chielnsis Este estudio

Castalia stevensi AF231736 Hoeh & Bogan (2000)

Triplodon corrugatus JN243890 Whelan et al. (2011)
SUBFAMILIA

CUCUMERUNIONINAE

Cucumerunio novaehollandiae IN612835 Whelan et al. (2011)
Subfamilia Lortiellinae

Lortiella sp. AF231746 Graf & Cummings (2000)
SUBFAMILIA VELESUNIONINAE

Alathyria jacksoni AY386969 Baker et al.,(2004)
Velesunio ambigua AF305371 Graf & O’Foighil (2000)
Velesunio angasi AF231743 Hoeh & Bogan (2000)
SUBFAMILIA HYRIDELLINAE

Hyridella depressa AF305368 Graf & O’Foighil (2000)
Hyridella australis AF305367 Graf & O’Foighil (2000)
Hyridella menziesi AF305370 Hoeh & Bogan (2000)
Hyridella drapeta IN612834 Whelan et al. (2011)
Echyridella sp. HQ912966 Marshall et al. (2010)
Echyridella onekaka HQ912969 Marshall et al. (2010)
FAMILIA UNIONIDAE (*)
Fusconaia flava AF231733 Graf & Cummings (2000)
Margaritifera margaritifera U56847 Graf & Cummings (2006)
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U56847 Margaritifera margaritifera

1
AF231733 Fusconaia flava
HQ912969 Echyridella onekaka
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Figura 1: Arbol consenso bayesiano por regla de la mayoria de, sobre los nodos los valores
de probabilidad a posteriori. Los circulos muestran los nodos de interés. Las flechas

representan las subfamilias de Hyriidae.

70



Origen y dispersion de los Hyriidae sudamericanos

Resumen

Existen variadas hipotesis que intentan explicar el origen y dispersion historica de los
hyriidos Sudamericanos (origen Norteamericano con dispersion unidireccional norte-sur,
Origen Australiano con dispersion via Antartica o mediada por aves, origen Gondwanico
con diversificacion in situ). Sin embargo, a la fecha no se han contrastado estas hipotesis
utilizando un marco probabilistico que permita sustentar una hipotesis particular. En el
presente estudio evaluamos estas hipdtesis utilizando aproximaciones bayesianas
filogenéticas y del método comparativo filogenético, como metodologias complementarias
para definir: La probabilidad de la topologia del arbol filogenético, el area ancestral comun
mas probable y la probabilidad de rutas historicas de dispersion de los Hyriidos del Sur de
Sudamérica. Complementariamente, el tiempo de divergencia se estimo utilizando un reloj
molecular calibrado con fosiles. La filogenia de Hyriidae, mostr6 dos clados: Nueva
Zelanda y el complejo "Australia, América del Sur". Los resultados indicaron que el
ancestro comun de Hyriidae, habito Nueva Zelanda, mientras que el ancestro comun mas
reciente del complejo Sudamerica-Australia, habito en Australia. De acuerdo, a la
calibracion del reloj molecular, los hyriidos sudamericanos se originaron hace unos 95.25
Ma. Esta nueva evidencia, sugiere que el mecanismo causal de los clados geograficos fue
vicariante y consecuencia de la formacion de una cuenca marina profunda llamada Rocas
Verdes, un evento que desconecto, la peninsula antartica hace aproximadamente 155-93

Ma, provocando el aislamiento definitivo de los hyriidos sudamericanos.

Palabras clave: Reconstruccion Ancestral, biogeografia, BMCMC, rutas de dispersion,

Hyriidae, macroevolucion, reloj molecular, Cuenca Rocas Verdes.
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Introduccion

Desde el punto de vista biogeografico y historico, los actuales patrones de distribucioén
organismos que habitan el Hemisferio Sur y presentan distribucion disyunta, se han
explicado fundamentalmente por eventos vicariantes (disyunciones continentales) (San
Martin & Ronquist 2004). Seglin esta hipotesis los patrones de distribucion que hoy
observamos en los diferentes taxones son el reflejo de la division de areas antiguas (biota
ancestral) y no de eventos de dispersion (Brundin 1966; Raven & Axelrod 1974; Brown &
Lomolino 1998). Tradicionalmente, la dispersion a grandes distancias a través de barreras
oceanicas en el hemisferio sur ha sido desestimada y descartada como modelo explicativo
en una primera instancia (San Martin & Ronquist 2004). De hecho la mayor parte de los
integrantes de la biota considerada gondwanica, la cual se origind por fragmentacion
continental y posterior aislamiento (i.e. marsupiales, ratites), son reconocidos pobres
dispersores incapaces de cruzar barreras (ocednicas) de tal magnitud (Croizat et al. 1974;
Craw 1982). No obstante, la evidencia aportada en los tltimos afios ha permitido tener una

vision conciliadora.

Reconstrucciones paleogeograficas recientes han demostrado que la biogeografia historica
del Hemisferio Sur no se reduce a una simple secuencia de eventos vicariantes (San Martin
& Ronquist 2004). Por otra parte, reconstrucciones filogenéticas y estimaciones
moleculares han demostrado que la mayoria de los grupos clasicos gondwanicos y aquellos
considerados pobres dispersores, combinan un patrén ancestral vicariante con eventos
recientes de dispersion (Waters et al. 2000 b; Cooper et al. 2001). Grupos como: galaxiidos,
cicadas y baobabs originados después de un evento de fragmentacion, han ampliado su
distribucion mediante la dispersion a grandes distancias, inclusive a través de barreras

oceanicas (Baum et al. 1998; Waters et al. 2000a; Buckley et al. 2002).
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Enigmaticas interpretaciones sobre el origen y dispersion de Hyriidae, basadas en el

registro fosil y su distribucion actual

La familia Hyriidae parece seguir este patron, habita estrictamente ecosistemas
dulceacuicolas y se distribuye en el Hemisferio Sur, con registros actuales en Australia,
Nueva Guinea, Nueva Zelanda, Islas Solomon y América del Sur Baker et al. (2004);
Walker et al. (2001); Fig. 1), presentando ciclo larval parasito obligado de peces (Gonzales
1998). Se encuentra compuesta de 93 especies, las cuales representan el 10.9% de la
diversidad del orden Unionoida. (McMichael & Hiscock 1958, Walker et al. 2001; Graf &
Cummings 2007). Basados en los patrones de distribucion geografica de Hyriidae y la
similitud entre las subfamilias es posible encontrar dos grupos: Los australasianos que
corresponderian a Hyridellinae, y los sudamericanos o los Hyriinae (Parodiz & Bonetto
1963; Graf & O Foighil 2000; Graf & Cummings 2006). Esta asignacion aun es compleja,
para Hyridellinae. La cual es parafilética (Graf 20013). Otro aspecto que ha surgido a partir
de estudios filogenéticos es la interpretacion respecto al origen y distribucion de la familia
Hyriidae en Sudamérica, el cual es complejo de abordar por los patrones de distribucion
fragmentado, tanto por la evidencia fosil y actual (Parada & Peredo 2002). Particularmente
en Chile, solo existiria una especie identificada como Diplodon chilensis, distribuida en la
totalidad del territorio nacional (Fuentealba et al. 2010), cuyas relaciones histéricas con el
resto de los Hyriinae es desconocida.

Las interrogantes que aun se mantienen al interior de los Hyriidae han sido abordadas
parcialmente, probablemente por la limitada informacion molecular disponible lo que
dificulta el analisis filogenético, a diferencia de lo que ocurre con las otras familias de
Unionoida (Parada & Peredo 2002). Parodiz (1969), basado en el género Diplodon, sefald
que para Hyriinae s6lo existirian fosiles del Terciario en Sudamérica, en cambio los
registros de Norteamérica serian del Triasico (Henderson 1935). Derivado de estas
observaciones propone seis rutas de migracion activa que habrian dado origen al
poblamiento de esta fauna en Sudamérica entre el Cretacico Superior y el Terciario
(Parodiz 1969; Fig. 1):- 1. Una via de migracion durante Cretacico Superior-Paleoceno

(moluscos continentales y primeros mamiferos) Norteamerica, 2. Dos vias de migracion en
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el Mioceno Superior-Plioceno, 3-5 Dispersion secundaria (lineas finas), y 6. Dispersion
secundaria en el Terciario medio; B)- Probable dispersion a través de la Antartica durante

Terciario

Posteriormente, Parodiz (1977) plantea que: “Los hyriidos Sudamericanos tendrian un
origen Norteamericano. Esta fauna habria migrado via foresis hacia el sur a principios del
Terciario, simultineamente con los mamiferos norteamericanos que poblaron Sudamérica,
la que tuvo una orientacion unica, dado que elementos del Sur nunca alcanzaron
Norteamérica”. Esta migracion a Sudamérica, habria sido facilitada por la formacién del
Istmo de America Central (3 Ma), en lo que antiguamente fue una peninsula sudamericana
(Kirby et al. 2008). Basado en la secuencia temporal de los registros conocidos para
América, estos bivalvos habrian colonizado desde Norteamérica los rios Sudamericanos y
posteriormente expandido su rango al resto del continente (Parada et al. 1989). No obstante,
la familia se encuentra extinta en Norteamérica, desconociéndose completamente la
existencia de fosiles en América Central. Los ultimos registros datan a Diplodon en
Sudamérica a partir del Jurasico (Martinez & Figueiras 1991), muy anterior a la formacion
del Istmo de América, lo que no permite sustentar la hipotesis de colonizacion reciente en
el Plio-Pleistoceno.

Alternativamente McMichel & Hiscock (1958) y Parodiz & Bonetto (1963), propusieron
otro escenario basados en aspectos biogeograficos y caracteres morfologicos, donde la
familia tendria un origen Asiatico. Australia habria sido invadida desde Sudeste asiatico por
una forma ancestral y posteriormente desde aqui habrian comenzado a expandir su rango al
resto de los continentes incluyendo Sudamérica. La invasion habria incluido Nueva Guinea,
Islas Solomons y Nueva Caledonia que forman parte del Archipi¢lago de Dembros (Fig.1).
De acuerdo a McMichael & Hiscock (1958), basados en estudios filogenéticos y el grado
de complejidad del diafragma que divide las camaras infra y suprabranquial, los hyriidos
Australasianos miembros de Velesunioninae son primitivos, Lortiellinae e Hyridellinae
habrian derivado de Velesunioninae, y finalmente Cucumerunioninae habria derivado de
Hyridellinae. Estos planteamientos son apoyados por el registro fosil de un ejemplar de

velesunido (Prohyria eyrensis) del Tridsico en Australia (McMichel 1957). Mientras que
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McMichel & Iredale (1959), propusieron una via de dispersion alternativa para explicar la
llegada de los hyriidos a Sudamérica a través un puente terrestre via Antartica apoyandose
en la teoria de la unidon continental (Wegener 1929). De hecho, se han descrito fosiles de
Hyriidae desde el Tridsico-Jurdsico en la Antartica (Camacho 1957; Morton 1984) y en
Australia desde el Tridsico (McMichel 1957; McMichel & Hiscock 1958).

Por otro lado, McMichel (1957), considerando el grado de similitud anatomica encontrada
en la mayoria de los hyriidos tanto de Nueva Zelanda como Australia, sugiri6é que la fauna
de Nueva Zelanda se habria originado en el Terciario hace aproximadamente 65 Ma,
derivada de la transferencia de stocks australianos a través del mar de Tasmania. De esta
forma, descart6 la conexion continental a través de un puente terrestre entre Australia y
Nueva Zelanda, proponiendo que esta dispersion fue mediada por aves, no obstante, no
explica el origen y similitud encontrada con los ejemplares sudamericanos. En este sentido,
evidencia respecto a las relaciones de los hyriidos australianos y sudamericanos fue
sugerida posteriormente por Bonetto et al. (1986) basados en el grado de similitud
observado en las larvas gloquideos. Recientemente, Graf & Foiguil (2000) usando
reconstrucciones filogenéticas a nivel de familia utilizando el gen ADNr 28S, proponen un
origen del tipo Gondwénico para Hyriidae, donde los hyriidos australianos estarian
relacionados con los de Nueva Zelanda y éstos a su vez con los de Sudamérica. Sin
embargo, en este modelo, los hyriidos de Nueva Zelanda no se habrian originado por
eventos de colonizacion, si no que pertenecerian a relictos de una distribucion continua con

Australia.

La situacion de Sphaeriidae en Sudamérica es distinta, en contraste a que los grupos
norteamericanos han sido mayormente estudiados a nivel taxonomico y filogenético, la
disponibilidad de secuencias de especies sudamericanas no supera 2 %, lo que impide
cualquier tentativa de reconstruir una ruta migratoria al Sur de Sudamérica. Sin embargo,
en términos muy generales se ha planteado que, en el pasado Sphaeriidae tenian una amplia

distribucion, conociéndose el fosil mas antiguo de Sphaerium sp. desde el Cretasico (Keen
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& Dance 1969) en Eurasia. En este contexto, explicar el origen y evolucion de los

Sphaeriidae sudamericanos, es ain una problematica abierta.

El complejo de hipotesis planteadas para explicar el origen y distribucion de los hyriidos
actuales han sido propuestas sin una base probabilistica explicita, por lo cual es complejo
intentar diferenciar cual de éllas presenta mayor sustento. En este sentido, nuestro estudio
evalua estas hipotesis utilizando aproximaciones bayesianas filogenéticas (Huelsenbeck et
al. 2001; Pagel & Meade 2004) y del método comparativo filogenético (Harvey & Pagel
1991; Pagel 1999; Ronquist 2004), como metodologias complementarias para definir: La
probabilidad de la topologia del arbol filogenético, el 4rea ancestral comin mas probable y

la probabilidad de rutas histdricas de dispersion de los Hyriidos del Sur de Sudamérica.
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Materiales y método

Secuencias de ADN y especies de Hyriidae

Para evaluar la hipotesis filogenética en relacion al origen de la familia Hyriidae en
Sudamérica, se incluyeron secuencias del gen Citocromo Oxidasa I (COI) de ejemplares de
Sudamérica, Nueva Zelanda y Australia disponibles en Genbank. Un total de 20 especies
fueron incluidas en este estudio, con un tamanio de secuencia de 624 pb. El grupo interno
estuvo conformado por dieciocho hyriidos, ocho provenientes desde Australia, subfamilia
Lortiellinae (Lortiella sp.), subfamilia Velesunioninae (Velesunio angasi, V. ambigua y
Alathyria Jacksoni) y subfamilia Hyridellinae (Hyridella australis, H. depressa ¢ H.
drapeta) y Cucumeruunioninae (Cucumerunio novaehollandiae). Desde Nueva Zelanda se
incluyeron tres especies de la subfamilia Hyridellinae (H. menziesi, Echyridella
“aucklandica” y Echyridella onekaka), y de Sudamérica cuatro especies de Hyriinae
(Castalia stevensi, Diplodon deceptus, D. chilensis y Triplodon corrugatus). Los grupos
externos estuvieron conformado por un representante de la familia Unionidae (Gonidea
angulata) y otro de Margaritiferidae (Margaritifera margaritifera) de Norteamérica y
Europa, respectivamente. Detalles de los taxa incluidos, nimero de acceso a Genbank y
referencias bibliograficas, son mostradas en la Tabla I. Las secuencias del unico
representante de la familia Hyriidae en Chile (Diplodon chilensis) se obtuvieron de tres
individuos: uno de la Region Biobio en Chile (San Pedrode la Paz, 73° 05'S; 73°10' O) y
dos de Neuquén en su rango de distribucion en Argentina (Rio Negro, 39° 07'S; 68° 35'0).

Los ejemplares de D. chilensis fueron conservados en alcohol al 70% y las extracciones se
realizaron utilizando tejido del manto con un Kit Wizard SV Genomic DNA Purification
System (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor. Para la posterior
amplificacion se utilizaron los primers para Citocromo Oxidasa (COI) LCO1490 y
HCO2198 de Folmer et al. (1994). El protocolo de amplificacion se realizo con 35 ciclos,
con una fase de denaturacion a 94°C por 2 min 30 s, annealing a 43 °C por 45 s, una fase
elongacion 72 °C por 45 s y de extension final a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR

amplificados, fueron separados en un gel de agarosa al 1% (TAE). Los amplificados fueron
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enviados para su posterior secuenciacion a Macrogen (Korea), y las secuencias fueron

editadas con CodonCode Aligner v 4.04 Demo (CodonCode, Dedham, USA).

Reconstruccion filogenética

Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL X version 2.0 (Larkin et
al. 2007). Los valores de los parametros de alineamiento usados fueron los especificados
(gap opening penalty=15, gap extension penalty=6.6 y delay divergent sequences=30). Los
gaps en la secuencia fueron tratados como datos faltantes. Luego de la edicion y
alineamiento se evaluo la calidad de las secuencias para los andlisis filogenéticos mediante
el test de saturacion desarrollado por Xia et al. (2003) e implementado en el programa
DAMBE 4.2 (Xia & Xie 2001). Esta prueba estima un indice de saturacion de las
secuencias (Iss) y lo compara con un indice de saturacion critico (Iss.c) generado mediante
un proceso de aleatorizacion con un 95% de confianza (Xia 2000; Xia & Lemey 2009; Xia
& Xie 2001). Para estimar la probabilidad a posteriori de los arboles filogenéticos, se
utilizaron Cadenas de Markov Monte Carlo con inferencia bayesiana (BMCMC). El
método BMCMC asegura que los arboles sean muestreados de acuerdo a su probabilidad de
ocurrencia utilizando un modelo de evolucion de secuencias. Para considerar en el analisis
la heterogeneidad en las tasas y patrones de evolucion se utilizaron modelos mixtos segin
lo descrito por Pagel & Meade (2004), basados en el modelo General de Tiempo Reversible
(GTR; Rodriguez et al. 1990). Los modelos mixtos permiten detectar diferentes patrones de
evolucidn en las secuencias, sin el conocimiento a priori de esos patrones ni necesidad de
particionar los datos. El procedimiento Reversible Jump Markov Chain Monte Carlo
(RIMCMC) fue utilizado para encontrar el nimero de matrices GTR del modelo mixto que
mejor se ajustd a los datos. Esta aproximacion permite explorar diferentes modelos de
evolucion (en este caso numero de matrices GTR) y sus respectivos pardmetros,
convergiendo en el modelo que mejor se ajusta a los datos en la muestra de arboles (Pagel
& Meade 2008). Nueve cadenas independientes fueron utilizadas, generando
aproximadamente 100.000.000 arboles filogenéticos mediante el método BMCMC,
muestreando cada 10.000 arboles para asegurar la independencia de los muestreos. Se

escogid una de las cadenas que convergieron en la misma zona (i.e. tuvieron la misma

78



probabilidad a posteriori), quitando los primeros 1000 arboles que estaban fuera de la zona
de convergencia de la cadena de Markov. Finalmente, se remuestred cada 30 arboles para
obtener una muestra final de 270 arboles filogenéticos que no mostraron autocorrelacién
significativa (p = 0.006). Estos analisis se llevaron a cabo en el software Bayes Phylogenies
v 1.0 (Pagel & Meade 2004) y las autocorrelaciones parciales en el software Statistica v 7
(Statsoft Inc. 2001). Las distintas topologias de los diferentes analisis, fueron visualizados
en Bayes Trees v 1.0 (Meade & Pagel 2009) donde se estimo el valor de probabilidad a

posteriori de los nodos (PP).

Areas ancestrales y rutas de dispersion

La distribucion geografica del ancestro comtn de Hyriidae se estimé mediante inferencia
Bayesiana. Para esto se categorizaron las actuales areas de distribucion en tres estados
como potenciales areas ancestrales: 1. Sudamérica, 2. Nueva Zelanda y 3. Australia. Se
utilizo el modelo de Markov de Tiempo Continuo para caracteres discretos (Pagel 1994;
Lewis, 2001), para obtener la probabilidad de las areas ancestrales de la familia Hyriidae y
la probabilidad de las tasas de transicion entre las areas de distribucion a través de la
historia. Este modelo permite que un rasgo cambie en cualquier momento de estado en
pequenios intervalos de tiempo (Pagel 1994), permitiendo asi reconstruir los estados
ancestrales en cada nodo y estimar las tasas de transicion general en el arbol como una
medida de la probabilidad de dispersion historica. Estos andlisis se llevaron a cabo en el

programa BayesTraits v 2.0 (Pagel & Meade 2013).

Reloj Molecular y estimacion tiempos de divergencia

Los tiempos de divergencia se estimaron mediante metodologias bayesianas implementadas
en BEAST vl1.7.1 (Drummond & Rambaut 2007). Se asumidé el modelo de evolucion
molecular GTR+T" basado en cuatro tipos de tasas y la siguiente informacion a priori: 1) El
modelo de Yule con un darbol inicial considerando Ila topologia obtenida con
BayesPhylogenies v1.1; 2) el fosil para la calibracion que estima un tiempo de origen de

226.9 Ma para el origen del grupo interno considerando el fosil mas antiguo conocido
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(McMichel, 1957), para las estimaciones de tiempo se asumid una distribucién normal con
una edad media de 220.9 + 25 Ma (desviacion estandar).. Los andlisis fueron realizados
bajo cuatro modelos de calibracion del reloj molecular propuesto por Drummond et al.
(2006), y Drummond & Suchard (2010): 1. Reloj estricto; 2. Reloj relajado con distribucion
exponencial; 3. Reloj relajado con distribucion logaritmica normal; y 4. Reloj local
aleatorio. El ajuste de estos modelos a los datos se evalud con el Factor de Bayes incluido

en el software Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond 2007).

Resultados

El test Xia et al. (2003) mostré valores de saturacion significativamente menores al Indice
de saturacion calculado (Iss=0.2134 < Iss.c= 0.4970, p< 0.0004), indicando de esta forma,
un bajo grado de saturacion en ellas lo que hace que estas sean optimas para su uso en
reconstrucciones filogenéticas.

Los resultados obtenidos a partir del método RIMCMC muestran que el modelo que mejor
se ajustd a la evolucion de las secuencias y describe las relaciones filogenéticas es 5
GTR+G El arbol de consenso bayesiano permitié recuperar un grupo monofilético para
Hyriidae Nodo: 1 con un valor de PP= 99. Dentro de este grupo monofilético es posible
reconocer tres clados monofileticos principales: clado 1, representado por especies de
Nueva Zelanda, Nodo: 2 con un valor PP=100; clado 2; Nodo: 4, representado por especies
australianas, PP=98; y clado 3, con especies sudamericanas, Nodo: 5, PP=89. Se observa a
nivel de subfamilia el sustento de Hyriinae con PP=89, sin embargo Hyridellinae es

parafilética (Fig.2).

Areas ancestrales y rutas de dispersion

Los analisis bayesianos muestran que el ancestro comun mas reciente (MRCA) de la
familia Hyriidae presenta una alta probabilidad (PP=0.69231) de haber habitado Nueva
Zelanda (Fig.3, Nodo: 2), mientras los hyriidos sudamericanos tendrian un MRCA dentro

de Sudamérica (Nodo:4; PP= 0.8211 ), el cual se habria originado de un ancestro
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australiano (Nodo: 3; PP= 0.75), al igual que los Hyriidos de Australia. Las tasas de
transicion mas frecuentes dan sustento a estos valores de probabilidades, en donde los
mayores valores revelan que la ruta mas factible es desde Nueva Zelanda a Australia (q23=
2) y desde Australia a Sudamérica (q3;= 0,48), siendo poco frecuentes los cambios en otras

direcciones (Fig. 4).
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Discusion

Nuestros resultados, basados en los patrones distribucionales actuales de Hyriidae, el
registro fosil, la evidencia filogenética, la distribucion del mas reciente comun ancestro y
las probabilidades de las rutas de dispersion historicas, sustentan que la hipotesis de origen
gondwénico (i.e. origen por fragmentacion del supercontinente), no permiten explicar
totalmente el origen de Hyriidae al Sur de Sudamérica. En primer lugar los andlisis
filogenéticos y del método comparativo sugieren un evento de colonizacion a partir de un
ancestro comun australiano, que ampli6 su rango durante el Tridsico-Jurasico,
planteamiento sustentado de acuerdo a la evidencia fosil de Hyriidae conocida desde
Australia, Sudamérica y Antartica (Camacho 1957; McMichel 1957; McMichel & Hiscock
1958; Morton 1984; Martinez & Figueiras 1991; Martinez et al. 1993).

De acuerdo a las tasas de transicion q (xy), obtenidas para cada una de las posibles rutas
migratorias, se plantea ademés que los Hyriidos en Australia, se habrian expandido hacia
Sudamérica antes de los clasicos eventos vicariantes de Gondwana, con una alta
probabilidad como lo muestran los resultados de un ancestro comin (MRCA), originado en
Nueva Zelanda, que disperso a Australia y posteriormente desde aqui a Sudamérica.
Respecto a la existencia de fosiles de Hyriidae en Norteamérica cuya datacion corresponde
al Triasico ~ 220 Ma, no permite asumir hipotéticamente un amplio rango distribucional,
puesto que se desconocen registros fosiles en el resto de los continentes, pero tampoco es
posible descartarla. Ademas, no existen ejemplares actuales, por lo que no tenemos
evidencia suficiente para contrastar la hipotesis de un origen y diversificacion de una
posible ruta desde Norteamérica

La colonizacion de los hyriidos habria sido facilitada por dos procesos: La conexion
continental via puente antartico (San Martin & Ronquist 2004) y la capacidad de dispercion
propia de esta familia de bivalvos dulceacuicolas via dispersores como peces durante la
fase larval parasitica (Parada et al. 1989. En el caso de los hyriidos al sur de Sudamérica,
existe preferencia por peces galdxidos (Viozzi & Brugni 2001), los cuales se caracterizan
por desplazarse corriente arriba cubriendo grandes distancias (Ruiz 1993) y ademas
presentar distribucion gondwanica (Mcdowall 1970). Distribucion que para los

biogeografos vicariantes se daria gracias a la Antartica como un centro evolutivo, pero los
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dispersalistas se habria dado mediada por la Antartica como un eslabon (stepping stone)
entre Sudamérica, Antartica y Nueva Zelanda (Ashworth & Cantrill 2004). Este puente
asociado a las condiciones subtropicales y temperadas de entonces, habria favorecido el
intercambio faunistico (Francis et al. 2008). Posteriormente el enfriamiento climatico
progresivo, el aumento de los casquetes polares asociado con la apertura del Paso de Drake
y la corriente Circumpolar causaron la declinacion de la biota que formaba parte de esta
masa continental (Ashworth & Preece 2003; De Conto & Pollard 2003; Huber et al. 2004,
Barker & Thomas 2004; Livermore et al. 2004; Hill 2009). Sin embargo, estos eventos
asociados con la fragmentacion gondwanica no permiten explicar el origen y aislamiento de
los actuales hyriidos sudamericanos, ya que los eventos cldsicos de fragmentacion al sur
del Gondwana que involucraron la desconexién de Sudamérica y Australia via puente
Antéartico son posteriores al origen que estima el reloj molecular para este grupo (95.25 Ma)
y comienzan a gestarse aproximadamente 52-50 Ma (Woodburne & Case 1996). Sin
embargo, existe otro evento geoldgico que separ6 a Sudamérica y la Peninsula Antértica
(Dalziel et al. 1974; Suarez & Pettigrew 1976; Suarez 1977; Dalziel 1981), conocido como
la cuenca marina de Rocas Verdes, esta comenzd su extension en el Jurdsico Superior-
Cretacico Inferior aproximadamente 155 (Ma), cerrandose a los 93 (Ma) a lo largo de un
centro de expansion tipo dorsal meso-ocednica (De Wit & Stern 1976, 1981; Stern et
al.1976).

Segun Leppe (2009), la cuenca Rocas Verdes habria actuado como una importante barrera
para dispersion, provocando que en cada masa continental los organismos evolucionaran de
forma distinta, la evidencia paleobiogeografica sugiere ademas que durante este periodo
comienzan a gestarse especies endémicas en la Antartica y las islas Shetland del Sur, lo que
explicaria el punto de partida de los hyriidos sudamericanos. Posteriormente ambas masas
de tierra se vuelven a conectar, en base a los antecedentes que se conocen de la flora, las
especies de uno y otro lado entran en contacto causando una mezcla de elementos
floristicos. Esta reconexion, de acuerdo al autor da origen a los primeros robles en la
Antartica y grupos faunisticos como los marsupiales que migran desde Sudamérica y
colonizan Australia, asi como fandutes, avestruces, moas gigantes y kiwis (aves no
voladoras), las cuales habrian evolucionado desde Antartica, poblando Sudafrica, Oceania y

Sudamérica. Por otra parte, basados en las tasas de transicion estimadas (Fig. 4) se descarta
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un origen comun desde Australia para los Hyriidae y una colonizacion a posteriori para
Nueva Zelanda, como fue sugerido por Graf & Foiguil (2000), ya que estas son las
transiciones menos probables en la historia de los hiridos. De esta forma Nueva Zelanda
como area ancestral habria acumulado un alto grado de endemismo a través del tiempo.

Finalmente, nuestros resultados permiten sostener la hipotesis de que el origen y
diversificaciéon de los Hyriidos a Sudamérica dependi6 en gran medida de la relacion
ecologica-historica del grupo con los ambientes de los respectivos continentes que
colonizaron y las consecuencias de un evento vicariante, conciliando de este modo visiones
dispersalistas y vicariantes. En este sentido destacamos la utilidad de las aproximaciones
bayesianas filogenéticas y del método comparativo filogenético para abordar hipotesis
evolutivas complejas que permiten aclarar mecanismos causales relacionados con la

ancestria, migracion y diversificacion de los hyriidos en Sudamérica.
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Tablas y figuras

Tabla I: Detalles de los taxa incluidos para Hyriidae, numero de acceso a Genbank y

referencias bibliograficas de las secuencias (*) Grupo externo.

FAMILIA HYRIIDAE N° Acceso Genbank CO I Referencias
SUBFAMILIA HYRIINAE

Diplodon deceptus AF231744 Hoeh & Bogan (2000)
Diplodon chilensis DQ191410 Graf & Cummings (2000)
Diplodon chilensis - Este estudio

Diplodon chilensis - Este estudio

Diplodon chielnsis - Este estudio

Castalia stevensi AF231736 Hoeh & Bogan (2000)
Triplodon corrugatus JN243890 Whelan et al. (2011)
SUBFAMILIA

CUCUMERUNIONINAE

Cucumerunio novaehollandiae IN612835 Whelan et al. (2011)
Subfamilia Lortiellinae

Lortiella sp. AF231746 Graf & Cummings (2000)
SUBFAMILIA VELESUNIONINAE

Alathyria jacksoni AY386969 Baker et al., (2004)
Velesunio ambigua AF305371 Graf & O’Foighil (2000)
Velesunio angasi AF231743 Hoeh & Bogan (2000)
SUBFAMILIA HYRIDELLINAE

Hyridella depressa AF305368 Graf & O’Foighil (2000)
Hyridella australis AF305367 Graf & O’Foighil (2000)
Hyridella menziesi AF305370 Hoeh & Bogan (2000)
Hyridella_drapeta IN612834 Whelan et al. (2011)
Echyridella sp. HQ912966 Marshall et al. (2010)
Echyridella onekaka HQ912969 Marshall et al. (2010)
FAMILIA UNIONIDAE (*)

Fusconaia flava AF231733 Graf & Cummings (2000)
Margaritifera margaritifera Us56847 Graf & Cummings (2006)
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Figura 1: Patrén actual de la distribucion de la familia Hyriidae (gris), y rutas historicas de
migracion propuestas: A) principales vias de migracion hipotesis de Parodiz (1969) en Flechas
contintias (1-6) con 1 (flecha azul) una via de migracion durante Cretacico Superior-Paleoceno
(moluscos y primeros mamiferos), 2. (flecha roja) dos vias de migracion en el Mioceno Superior-
Plioceno, 3-5 (flechas amarillas), dispersion secundaria, y 6.(flecha verde) dispersion secundaria en
el Terciario medio; B)- Probable dispersion a través de la Antartica durante Terciario segin
hipoétesis de McMichel (1957) (Flechas cortadas 7.); C) ruta de colonizacion y diversificacion

basada en las tasas de transicion obtenidas en este estudio (Flechas punteadas 8.).
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U56847 Margaritifera margaritifera

1
AF231733 Fusconaia flava
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Figura 2: Arbol consenso por la regla de la mayoria de la muestra bayesiana. Se muestran
los valores de probabilidad a posteriori de cada nodo. Los numeros muestran los nodos de

interés. La flecha las subfamilias de Hyriidae.
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probabilidad de los estados ancestrales (pp). Bajo los nodos los tiempos de divergencia. A:
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Figura 4: Tasas de transicion (qyy) entre areas geograficas a través de la filogenia, basado en
las topologias y largos de rama de los arboles filogenéticos. El grosor de las flechas indica

las transiciones de acuerdo a su frecuencia.
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CAPITULO 1V: EVOLU’CI(')N DE LAS ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS EN
BIVALBOS DULCEACUICOLAS (UNIONOIDA Y SPHAERIIDAE).

Evolucion de las estrategias reproductivas en Unionoida: Gloquidium versus
Lasidium

Resumen

El orden Unionoida, compuesto por bivalvos estrictamente dulceacuicolas presenta dos
tipos de larvas perfectamente diferenciables las Gloquidium y Lasidium. Diversas hipotesis
se han planteado respecto, al ancestro comun de estas estrategias de historia de vida.
Mientras algunos autores sostienen que el ancestro de ambas es una larva Gloquidium,
otros sostienen que los dos diferentes tipos de larvas no pueden ser considerados derivados
uno del otro o de cualquier ancestro hipotético directo y serian un caracter polifilético. En
el presente estudio, se evaluaron estas hipotesis mediante estadistica bayesiana, primero
estimando las relaciones filogenéticas del orden y luego estimando la sefial filogenética del
caracter y la probabilidad del ancestro comun. Ademads, para estimar las probabilidades de
cambio, se estimo la tasa de Ganancia (qo;) y Pérdida (q;0) del tipo de larva. Los resultados,
revelan que el tipo de larva tiene senal filogenética, el ancestro corresponde a una larva
Gloquidium, el modo de evolucién sugiere tendencia hacia la gloquidiosis. La amplia
distribucion de este rasgo a nivel mundial, es discutida en relacion a la condicion
generalista y especialista de ambos rasgos, sugiriendo como mecanismo explicativo la

“amplitud de nicho parasitoide” para las larvas Gloquidium.

Palabras claves: Gloquidium, Lasidium, Unionoida, estado ancestral, evolucion larval
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Introduccion

Los unionidos grupo al que pertenece Hyriidae, es un orden de bivalvos de agua dulce que
se caracteriza por presentar larvas parasitas e incubacion de embriones (Parada & Peredo
2002). Dentro del orden Unionoida, representado por bivalvos estrictamente dulceacuicolas,
existen dos tipos de larvas perfectamente diferenciables: Gloquidium y Lasidium (Wachtler
et al. 2001; Barnhart et al. 2008).

Parodiz & Bonetto (1963), basado en caracteres larvales reconocieron preliminarmente a
las familias Mycetopodidae, Iridinidae y Etheriidae como un clado, caracterizado por
presentar larva Lasidium. Posteriormente este grupo fue sustentado por diversas
reconstrucciones filogenéticas (Bogan & Hoeh 2001, Graf 2000a; Hoeh et al. 2001, 2002;
Roe & Hoeh 2003). Bajo una perspectiva filogenetica, este clado ha sido designado en la
literatura con diversos nombres “Mutelinae” (Ortmann 1921), “Mutelacea” (Parodiz &
Bonetto 1963) y “Etherioidea” (Kabat 1997). Estudios posteriores realizados por Graf &
Cummings (2006), basados en evidencia total, recuperan al clado de las familias con larvas
Lasidium designadas como “Mutelacea”, no obstante incluyen como clado hermano a
Hyriidae, el cual presenta larvas del tipo Gloquidium y en conjunto designan a éste clado
como Etherioidea. Las otras familias que presentan larvas Gloquidium tales como,
Unionidae y Margaritiferidae son designadas como la superfamilia Unionoidea (Parodiz &

Bonetto, 1963; Graf & O Foiguil 2000).

Caracterizacion de los estados larvales de Unionoida

Las larvas Gloquidium, son tipicamente calcéareas, bivalvas, con una sola huella de
musculo abductor y su tamano comprende entre los 70-350 pm. Las larvas del tipo
Lasidium no son calcareas, son univalvas, el cuerpo es tipicamente trilobado y no existe
huella de musculo abductor. Respecto, al nimero de gloquideos producidos por hembra
gravida, varia desde los ocho mil hasta los tres o cuatro millones (Wachtler et al. 2001),
dependiendo del tamafio de la hembra y del tamafio de los mismos. Los grupos con larva
Lasidium varian desde cientos a tres millones (Herrman 1995; Bonetto & Ezcurra
1962,1965). Ambos tipos de larva son parasitos obligados de peces, condicion clave

para concretar el desarrollo y alcanzar el estadio juvenil (Barnhart et al. 2008).
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Particularmente, el desarrollo larval pardsito en peces, habria tenido un rol
fundamental en la dispersion del grupo en los ecosistemas dulceacuicolas, puesto que en
esta fase es capaz de colonizar grandes distancias antes de ser bentonicos (Bogan & Roe
2008). Respecto, a la modalidad en que los parésitos infectan a los peces, la literatura
sefala la formacion de un cisto, el cual se forma una vez que la larva se adhiere sobre el
tejido parasitado mediante un filamento o un diente. El cisto es formado por las células del
epitelio del mismo hospedador (Falk et al. 1996).

Excepcionalmente Mutela bourguignati (Bourguignat 1885), con larva tipicamente
Lasidium no forma este cisto y ha modificado el filamento (lasidio) a una estructura
conocida como “haustorium”. Esta estructura consiste en un apéndice tubular que atraviesa
el tejido del hospedador (Wichtler et al. 2001), manteniendo a la larva adherida y
desarrollando una segunda fase larval. Algunas especies exepcionalmente, han suprimido
el estado parasito por el desarrollo directo, sin embargo este fendémeno, s6lo se ha reportado
en especies Norteamericanas como Anodonta inbecilis, Stropithus undulatus, Obliquaria
reflexa (Mackie 1984; Heard 1998), ademas de Lasmigona subviridis (Barfield & Watters
1999) en Africa (Kondo 1990). Sin embargo, Lefevre & Curtis (1911, 1912) sefialan que
podria ser facultativo para Stropithus undulatus y Obliquaria reflexa, aunque existen dudas
respecto a la permanencia de ambos caracteres.

Diversos estudios han puesto atencion al comportamiento generalista y especialista de las
larvas Gloquidium y Lasidium hacia el hospedador, asi como la variacion en la modalidad
de infeccion (Roe et al. 1997, Wachtler et al. 2001; Barnhart et al. 2008). Las larvas
Lasidium mediante la formacion de cistos y haustorios complejos, muestran especificidad
hacia el hospedador, que se manifiesta con la respuesta inmune causando mayor mortalidad
larval, en tanto que las Gloquidium solo forman cistos que duran muy poco siendo mas
resistentes, a este tipo de respuestas (<48 hrs.) en el hospedador (Wachtler et al. 2001).
Haag (2012), es el primero en dar una definicion de los conceptos generalista y especialista,
aplicado a esta modalidad de parasitismo en bivalvos de agua dulce. Los generalistas,
tienen una amplia compatibilidad inmunoldgica con el hospedador finalizando su
metamorfosis, en una amplia variedad taxondmica de peces hospederos, inclusive llegando
a familias. Los especialistas sin embargo, lo hacen en pocos hospedadores, usualmente

dentro de una unica familia, inclusive una unica especie. Bajo esta definicion, las larvas
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Lasidium son consideradas especialistas a pesar de que los estudios en este grupo aun son
bastante limitados. Trabajos de asentamiento larval realizados en Lasidium por Bonetto &
Ezcurra (1963), lograron demostrar que de un total 11 especies de peces utilizados solo en
dos se logroé la infestacion y metamorfosis completa. Las Gloquidium, por el contrario, han
sido extensamente estudiadas, incluso llegando sugerir que algunos miembros de
Margaritiferidae eran menos generalistas, pero que sin embargo bajo condiciones de
escasez de hospederos, podian potencialmente infectar a salmonoideos (Weiss & Layzer

1995; Keller & Ruessler 1997; Cummings & Watters 2010; Nedeau et al. 2000).

Interpretacion evolutiva sobre los estados larvales de Unionoida

El parasitismo es una estrategia Uinica en bivalvos de agua dulce dentro de los Unionoida a
diferencia del desarrollo directo que es frecuente en bivalvos dulceacuicolas del orden
Veneroida Graf (2013), por lo que a pesar de las multiples hipodtesis preliminares surgidas
para explicar la evolucion y origen de esta particular estrategia reproductiva, todas las
explicaciones convergen, en que el parasitismo ha sido clave para este orden de moluscos.
Fundamentalmente, en procesos de adaptacion y colonizacion hacia los inestables
ecosistemas de agua dulce, por lo que su evolucion ha sido guiada en respuesta a factores
ambientales (Graf 2013; Graf & Cummings 20006).

A pesar, de que en la literatura se han abordado aspectos descriptivos y fisioldgicos de estas
larvas (Silva-Souza & Eiras 2002; Souza et al. 2011), no existe un mecanismo que permita
explicar el origen de las larvas Lasidium, su particularidad morfologica, la modalidad de
infeccion y el tamafio del rango geografico. Respecto al rango geografico (Fig.1), cabe
destacar que las especies con larva Gloquidium, a nivel mundial presentan una
distribucion cosmopolita sin embargo, las Lasidium presentan una distribucion
restringida, confinadas a Sudamérica, Africa y Madagascar (Graf & Cummings 2007).
Bajo una perspectiva evolutiva, dos hipdtesis han surgido de manera mds bien intuitiva
para explicar la evolucién del estadio larval de los unionoidos: Primero, Parodiz &
Bonetto (1963: 185) afirman al respecto que "Los dos diferentes tipos de larvas
Gloquidium o Lasidium no pueden ser considerados derivados uno del otro o de
cualquier hipotético ancestro directo y por lo tanto, tendrian un origen polifilético";

Segundo, diversos autores sostienen la monofilia de los dos tipos de larva, planteamiento
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que se basa en la polaridad de la transicion evolutiva del tipo de larva, propuesto para
filogenias basadas en morfologia (Atkins 1937; Taylor et al.1969, 1973; Tevesz 1975;
Popham 1979; Tevesz & Carter 1980 ; Smith 1986 ; Healy 1989; Waller 1990, 1998; Graf
2000).

Preliminarmente, estudios sistematicos moleculares, mediante la secuencias del gen COI
analizados en conjunto con el mapeo del tipo de larva, usando técnicas de parsimonia,
permitieron proponer que las Gloquidium corresponderian al estado ancestral y las
Lasidium serian derivadas (Hoeh et al. 1998 ab, Hoeh et al. 2001). Actualmente la
explicacion mas parsimoniosa segun Graf & Cummings (2006), pareciera coincidir con
este planteamiento. Estos autores utilizando evidencia total sugieren, al igual que Hoeh et
al. (2001) que la condicion ancestral de Unionoida fue un Gloquidium y a partir de esta
condicion evolucionaron las Lasidium.

A la fecha, no existen evaluaciones explicitas de este conjunto de hipotesis analizadas bajo
un contexto probabilistico, que permitan sustentar en base a la evidencia alguna de ellas.
Nuestros objetivos son analizar el patron de evolucion de las larvas parasitas de Unionoida
sometiendo a prueba la hipdtesis de un ancestro Gloquidium para las larvas Lasidium. En
segundo lugar, proponer un escenario sobre la evolucion los tipos de larva, sugiriendo los
potenciales mecanismos causales que explicarian su amplia distribucion (amplitud de nicho

parasito o factores ambientales).
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Materiales y método

1-Secuencias de ADN y analisis filogenético

Se obtuvieron secuencias del gen Citocromo Oxidasa I (COI) desde Genbank para un total
de 42 taxa del orden Unionoida, cada una con 645 bp. El nimero de taxa, cédigo de acceso
a Genebank, incluyendo referencias bibliograficas, son mostradas en la Tabla I. Las
secuencias fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL X version 2.0 (Larkin et al.
2007), con los valores de los parametros de alineamiento especificados (gap opening
penalty=15, gap extension penalty=6.6 y delay divergent sequences=30). Los gaps en la
secuencia fueron tratados como datos faltantes. Luego de la edicion y alineamiento se
evalud la calidad de las secuencias para los analisis filogenéticos mediante el test de
saturacion desarrollado por Xia et al. (2003) e implementado en el programa DAMBE 4.2
(Xia & Xie 2001, Xia 2000; Xia & Lemey 2009; Xia & Xie 2001).

Para estimar las relaciones filogenéticas y probabilidad a posteriori de los nodos, se
utilizaron Cadenas de Markov Monte Carlo con inferencia bayesiana (BMCMC). El
método BMCMC asegura que los arboles sean muestreados de acuerdo a su probabilidad de
ocurrencia utilizando un modelo de evolucion de secuencias. Para considerar en el analisis
la heterogeneidad en las tasas y patrones de evolucion se utilizaron modelos mixtos segin
lo descrito por Pagel & Meade (2004), basados en el modelo General de tiempo reversible
(GTR; Rodriguez et al. 1990). Los modelos mixtos permiten detectar diferentes patrones de
evolucion en las secuencias, sin el conocimiento a priori de esos patrones, ni necesidad de
particionar los datos. El procedimiento Reversible Jump Markov Chain Monte Carlo
(RIMCMC), fue utilizado para encontrar el nimero de matrices GTR del modelo mixto
(numero de matrices GTR + G), que mejor se ajusto a los datos. Esta aproximacion permite
explorar diferentes modelos de evolucion (en este caso nimero de matrices GTR) y sus
respectivos parametros, convergiendo en el modelo que mejor se ajuste, a los datos en la
muestra de arboles (Pagel & Meade 2008).

Nueve cadenas independientes fueron analizadas, generando aproximadamente 50.000.000
arboles filogenéticos mediante el método RIBMCMC, muestreando cada 10.000 arboles

para asegurar la independencia de los muestreos. Se escogié una de las cadenas que
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convergieron en la misma zona (i.e. tuvieron la misma probabilidad a posteriori), quitando
los primeros 5000 arboles que estaban fuera de la zona de convergencia de la cadena de
Markov. Finalmente, se remuestreo cada 30 arboles obteniendo una muestra final de 150
arboles no autocorrelacionados (p< 0.0001). Estos analisis se llevaron a cabo en el software
Bayes Phylogenies v 1.0 (Pagel & Meade 2004) y las autocorrelaciones parciales en el
software Statistica v 7 (Statsoft Inc. 2001). La topologia del arbol consenso y los valores de
probabilidad a posteriori (PP) fueron calculados y visualizados en el programa Bayes Trees

1.0 (Meade & Pagel 2009).

2-Reconstruccion de estados ancestrales del tipo de larva y sus tasas de ganancia vs

pérdida en la filogenia y rutas de transicion

Primero, se evaluo si existia asociacion entre los rasgos de interés y su distribucion en la
filogenia (sefial filogenética) mediante el Indice de Asociacion (IA) segiin lo propuesto por
Parker et al. (2008) en el software BaTS 1.0. El [A fue utilizado en un marco bayesiano en
la muestra de arboles obtenida del analisis filogenético. Este indice mide la autocorrelacion
filogenética en caracteres discretos o multiestado, es decir, evidencia estadisticamente si
especies cercanas filogenéticamente (mismos clados) tienden a parecerse entre si mas que
lo esperado por puro azar (Blomberg et al. 2003). En este analisis la hipotesis nula es que
los estados de un rasgo (i.e. tipo de larva) estan aleatoriamente distribuidos en la filogenia,
o la falta de asociacion entre la historia de ancestro-descendencia de los linajes (estructura
de clados monofiléticos) y la variable analizada (Hernadndez et al. 2013). Se evalto la
significancia estadistica de la distribucion de valores 1A observados en la muestra de
arboles comparandola con la distribucion de probabilidades nula de valores de IA obtenida
de un total de 20.000 aleatorizaciones. Este indice se selecciono por ser de mejor
resolucion, poder estadistico y menor error tipo I, en relacion a otros estadisticos
propuestos (Parker et al. 2008).

Para evaluar la evolucion del tipo de larva, utilizamos el modelo de Markov de Tiempo
Continuo (Pagel 1994), implementado en el software BayesTraits v 2.0 (Pagel & Meade
2013). Este modelo, permite que un caracter cambie en cualquier momento desde el estado

en que esta a otro en pequefios intervalos de tiempo, lo cual considera el largo de ramas del
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arbol filogenético. De este modo, se estimo el mas reciente comtin ancestro (MRCA) en cada
nodo (se codificé la larva Gloquidium como estado "0" y Lasidium como estado "1") de los
arboles filogenético de la muestra. Para estas estimaciones se utilizd6 una distribucion

“exponential hyperprior (0, 100)”.

Resultados

1-Reconstruccion filogenética

El test Xia et al. (2003) para determinar el grado de saturacion de las secuencias usadas del
gen COI, mostrd valores de saturacion significativamente menores al Indice de saturaciéon
calculado (Iss=0.3456 < Iss.c=0.6345, p< 0.002), por lo tanto las secuencias son utiles para
los analisis filogenéticos. Los resultados obtenidos a partir del método RIMCMC muestran
que el modelo que mejor se ajusto a la evolucion de las secuencias y describe las relaciones
filogenéticas es 5 GTR+G. La reconstruccion filogenética de Unionoida, permitio recuperar
un grupo monofilético para Mutelacea PP=1 y la monofilia de las familias Hyriidae PP= 97,

e Iridinidae PP=1. Sin embargo, Unionidae y Etheriidae son parafileticos (Fig. 2)

2-Seiial filogenética, estados ancestrales y tasas de ganancia o pérdida en la filogenia.

El estadistico A, muestra que para el rasgo tipo larval se obtuvo un valor significativo (IA
= 1.7, p <0.005), por lo que se rechaza la hipotesis nula de un rasgo aleatoriamente
distribuido en la filogenia, existiendo fuerte evidencia de asociacion entre el rasgo y la

historia filogenética.
La reconstruccion del tipo de larva ancestral muestra que existe una mayor probabilidad que el MRCA de

Mutelacea (Nodo2, PP= 0.8765) sea una larva Gloquidium y que el estado Lasidium, aparecio posteriormente
en el grupo de los Mutelacea (Nodo 3; PP=0.9998) (Fig. 3 y 4). En cuanto a las tasas de transicion los

resultados muestran que existe una tendencia hacia la gloquidizacion q¢;=5.35 y q;0=12.43

(Fig.5).
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Discusion

En base de los resultados obtenidos de la filogenia de Unionoida, las familias que presentan
larvas Lasidium son un grupo monofilético sustentando a la Superfamilia Mutelacea. Estas
surgen como una especializacion de un Unico evento filogenético, corroborando aquellas
hipoétesis planteadas preliminarmente por algunos autores (Atkins 1937; Taylor et al. 1969,
1973; Tevesz 1975; Popham 1979; Tevesz & Carter 1980; Smith 1986; Healy 1989,
Waller 1990, 1998; Graf 2000). Por otra parte nuestros resultados difieren con estas
propuestas, en que Unionacea parafilética.

La presencia de sefial filogenética del rasgo parasitismo, como parte importante de nuestros
resultados revelan que éste caracter se asocia fuertemente a la historia filogenética de
Unionoida (Blomberg & Garland 2002; Blomberg et al. 2003), lo cual implica que su
origen es debido a procesos macroevolutivos y a los escenarios historicos en los que
habitaron los ancestros de las especies actuales. El modo de evolucion de este rasgo y la
distribucion a lo largo de la filogenia, indican que no es un proceso aleatorio, por lo que las
especies que forman un clado y que comparten este rasgo por ancestria, se parecen mas que
lo esperado por azar. En este sentido, la tasa de evolucion es similar a la de los eventos de
especiacion, menor distancia evolutiva entre los grupos, mayor similitud biologica y de los
rasgos que exhiben. De esta manera, el estado ancestral de este rasgo restringe el estado de
las especies descendientes, modelando la variacion actual del parasitismo en Unionoida
(Rheindt et al.2004; Kamilar & Cooper 2013).

En base a este antecedente, el MRCA de las larvas Lasidium, corresponde a una larva
Gloquidium del tipo generalista (Healy 1989, Waller 1990, 1998; Graf 2000; Graf &
Cummings 2006; Graf 2013) y las Lasidium se habrian originado posteriormente. Por otra
parte, las tasas de transicion evolutiva, muestran que existe una importante tendencia hacia
la ganancia del rasgo Gloquidium (q0), esto sugiere que las Lasidium (especialistas),
tendrian un menor éxito en términos de su permanencia en el tiempo evolutivo, y por lo
tanto, este estado representaria una especializacion ecologicamente exitosa en peces

restringidos a ambientes tropicales.
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Amplitud de nicho: Generalistas versus especialistas una hipdtesis explicativa del
actual patron de distribucion larval en Gloquidium.

Se ha propuesto que las larvas generalistas, como las Gloquidium, al parasitar una mayor
variedad de peces, su rango de distribucion tiende ha ser mayor (Bogan & Hoeh 2000). Esta
modalidad de infeccion puede potencialmente explicar la amplitud del rango geografico de
las especies que presentan larvas Gloquidium, porque ligada al parasitismo se encuentra la
respuesta del huésped hacia el sistema inmune del hospedador y a la variacién en la
modalidad de infeccion, lo que le asegura el éxito al entrar en contacto con una mayor
variedad de peces, a diferencia de las Lasidium (Wachtler et al. 2001; Haag 2012).

Por otra parte, las larvas Lasidium pueden ser consideradas especialistas dado que ocupan
hospedadores especificos, existiendo evidencia de experimentos que han demostrado que al
cambiar el hospedador los organismos con larva Lasidium no completan su ciclo de vida
(Parodiz & Bonetto 1963; Silva-Souza & Eiras 2002; Souza et al. 2011). De esto modo
se caracterizarian, al igual que otros pardsitos especialistas, por habitar ambientes estables
(tipo respuesta inmune) y restringidos a la distribucion de los hospedadores especificos
(Bogan & Hoeh 2000; Graf 2000; Graf & Cummings 2006; Graf 2013). Estos ambientes
estables se encuentran en peces que habitan en zonas tropicales, los cuales en termino de
recursos, se caracterizan por presentar bajas fluctuaciones en relacion a la disponibilidad lo
que favorece la presencia de las especies especialistas con larvas Lasidium. Esto, a
diferencia de las estrategias generalistas con larva Gloquidium que son exitosas en
ambientes inestables y fluctuantes, ya que no dependen de un rango restringido de recursos,
por lo que el nicho para estas larvas es amplio (Currie 1991; Habermannova et al. 2013).

A esto se suma el hecho que las larvas Gloquidium presentan una variedad de estrategias de
infeccion (conglutinados, quistes, ganchos de fijacion etc.) y parasitan hospedadores con
amplia distribucién, lo cual permitiria la distribucion de las Gloquidium a nivel global
(Bogan & Hoeh 2000; Haag 2012). En resumen, las Gloquidium corresponderian a aquellas
larvas que pueden parasitar un amplio espectro de peces hospederos sin restriccion
inmunitaria por lo que presentan un mayor rango geografico, a diferencia de las Lasidium
que presentan mayor especificidad hospedera y rangos restringidos. Lo cual apoya la
“hipdtesis de amplitud de nicho” propuesta para pardsitos en general (Brown 1984,

Krasnov et al. 2005), que sugiere que el tamafio del rango geografico de un parasito es
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dependiente del numero de hospedadores que puede ocupar, es decir, si es especifico su
rango es limitado y si es generalista su rango es amplio (Lymbery 1989; Bush 1995;
Pradervand et al. 2013).

A escala macroevolutiva los pardsitos generalistas tienen menores tasas de extincion que
los especialistas (Combes 1995; Junling & Levin 2006; Devictor et al. 2008; Fortin et al.
2008; Colles et al. 2009; Poulin et al. 2011), lo que en nuestro caso podria explicar la gran
diversidad actual de los taxa con larva Gloquidium. Por otra parte, en el tiempo evolutivo la
baja diversidad de los taxa con larvas Lasidium, so6lo habitando ambientes tropicales, se
explicaria por su estrecho rango de hospedadores, restringidas estrategias de infeccion y

alta tasa de extincion.
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Tablas y figuras

Tabla I: Detalles de los taxa incluidos para Hyriidae, nimero de acceso a Genbank y estados
larvales (*) Grupo externo. Littlewood (1994)', Hoeh et al. (1998)%, Bogan & Hoeh (2000)°, Graf &
O Foighil (2000a, b)*, Park & O Foighil 2000)°, Roe et al. (2001)°, Graf (2002a)°.

Especie

Orden Veneroida
Corbicula fluminea
Orden Trigonioida
Neotrigonia margaritacea
Orden Unionoida
Etheria elliptica
Acostaea rivoli
Pseudomulleria dalyi
Mutela rostrata

Mutela dubia
Anodontites trigonus
Anodontites guanarensis
Monocondylaea minuana
Hyridella depressa
Hyridella australis
Hyridella menziesi
Velesunio angasi
Velesunio ambiguus
Lortiella sp

Diplodon chilensis
Diplodon deceptus
Castalia stevensi
Margaritifera margaritifera
Coelatura aegyptiaca
Contradens contradens

Gonidea angulata

N° Acceso Genbank
COI (1,2,3,4,5,6,7,8)

AF120666

U56850

AF231742
AF231739
AF231750
U56849
AF231737
AF231738
AF231741
AF231745
AF156496
AF305367
AF30537
AF23174
AF305371
AF231746
DQ191410
AF231744
AF231736
U56847
AF231735
DQ191411
DQ191412

Familia

Etheriidae
Etheriidae
Etheriidae
Iridinidae
Iridinidae
Mycetopodidae
Mycetopodidae
Mycetopodidae
Hyriidae
Hyriidae
Hyriidae
Hyriidae
Hyriidae
Hyriidae
Hyriidae
Hyriidae
Hyriidae
Margaritiferidae
Unionidae
Unionidae

Unionidae

Tipo de larva (2,3,4)

Veliger

Veliger

Lasidium/Especialista
Lasidium/Especialista
Lasidium/ Especialista
Lasidium/ Especialista
Lasidium/ Especialista
Lasidium/ Especialista
Lasidium/ Especialista
Lasidium/ Especialista
Gloquidium/Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
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Unio pictorum

Unio caffer

Lasmigona compressa
Strophitus undulatus
Pyganodon grandis
Alasmidonta marginata
Amblema plicata
Tritogonia verrucosa
Quadrula quadrula
Elliptio dilatata
Pleurobema coccineum
Fusconaia flava
Obliquaria reflexa
Obliquaria reflexa
Actinonaias carinata
Ptychobranchus fasciolaris
Villosa iris

Ligumia recta
Lampsilis cardium

Epioblasma triquetra

AF156499
AF156501
AF156503
AF156505
AF156504
AF156502
AF156512
DQ191413
AF156511
AF156507
AF156509
AF231733
AF385114
AF156513
AF156517
AF156514
AF156524
AF156516
AF156519
AF156528

Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae
Unionidae

Unionidae

Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
Gloquidium/ Generalista
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Figura 1: Distribucion larvas Gloquidium y Lasidium. Las flechas negras distribucion de
Gloquidium y las azules distribucion de Lasidium. A la derecha las graficas de barra muestran
riqueza de especies barra negra y grises muestran el nimero de especies con un determinado
tipo de larva en las principales provincias zoogeograficas. NT: Netropico, AF: Afrotropico,

IN: Indotropico, PA: Paleartico y AU: Australia. Modificado de Graf & Cummings (2007).
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Figura 3: Arbol consenso bayesiano por regla de la mayoria de Unionoida en los nodos se

muestran los valores de probabilidad a posteriori. Las flechas indican las familias de

Unionoida.
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Figura 4: Arbol colapsado de Unionoida. Las graficas de torta sobre los nodos numerados,

muestran los valores de probabilidad de la reconstrucciéon de los ancestros.
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Figura 5. Tasas de transicion (qx,) de ganacia y pérdida de los rasgos, basado en las
topologias y largos de rama de los arboles filogenéticos. El grosor de las flechas indica las
transiciones de acuerdo a su frecuencia, izquierda grafica de las tasas de ganacia qo; y

perdida q;¢ del estado Gloquidium/Lasidium.
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Evolucion de las estrategias reproductivas en sphaeriidae: una tendencia al desarrollo

directo

Resumen

Los sphaeriidos son organismos cosmopolitas, predominantes en ambientes bentonicos
dulceacuicolas y desarrollo directo. Esta familia presenta el patrén mas complejo de
cuidado parental dentro de los Veneroida, los que destacan en los Sphaeriinae: nutricion
extraoogonial, desarrollo directo, incubacion de juveniles, eclosion del tipo
sincronico/asincronico, dentro de sacos incubatorios o en la lamella ctenidial y embriones
con velum o de tipo vestigial. En las Gltimas décadas, se han planteado numerosas hipotesis
en relacion a las tendencias evolutivas de estos caracteres de historia de vida,
relacionandolos al desarrollo directo. Sin embargo, dos hipotesis predominan para explicar
la evolucién de estos rasgos en este grupo: La hipotesis larva primero (HLP) e hipotesis de
intercalacion (HI) y posteriormente la tendencia de estos rasgos explicada bajo la
reversibilidad del caracter, conocida como la Ley de Dollo. Para evaluar estas hipdtesis, se
reconstruy6d la filogenia molecular de los miembros de Sphaeriinae (Sphaeriidae),
incluyendo una especie endémica nacional Pisidium chilense. Para someter a prueba las
relaciones a nivel genéricas y evaluar el patron evolutivo de todos los rasgos involucrados
en el cuidado parental, se utiliz6 el método comparativo filogenético, en un marco
bayesiano. Los resultados revelaron que la incubacidon sincrdnica, ausencia de sacos
incubatorios, velum y la condicion ovovivipara son los estados ancestrales mas probables
de Sphaeriinae. Existe una tendencia, hacia la asincronia, presencia de sacos incubatorios,
velum vestigial y condicidon euvivipara, rasgos actualmente presentes en Pisidium y
Musculium. Las tasas de transicion y las correlaciones evolutivas encontradas en todos
rasgos, revelan una tendencia hacia el desarrollo directo y la hipdtesis de que en los
Sphaeriinae (Sphaeriidae), existié una larva primero (HLP) y sin reversibilidad, lo que
apoya a la Ley de Dollo.

Palabras claves: Sphaeriinae, estrategias reproductivas, velum, Ley de Dollo.
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Introduccion

La familia Sphaeriidae, ha sido caracterizada por las complejas estrategias que presenta en
su ciclo reproductivo, las cuales han sido bastantes estudiadas y han tenido un gran valor
en sistematica (Burch 1975; Kuiper 1983; Heard 1977; Ituarte 1988, 1989). Entre estas
destaca la modalidad de incubacion dentro de la demibranquia, con liberacion de
ejemplares juveniles bénticos y la nutricion embrional (Odhner1921; Heard 1965; Ituarte
1988; Korniushin 1991, 1996; Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992, 2000). Estos
caracteres han permitido agrupar a 2 subfamilias dentro de Sphaeriidae: Euperiinae y
Sphaeriinae. Euperiinae se caracteriza por un gran tamafio gonadal, tener huevos con gran
contenido nutritivo, mientras que Sphaeriinae presenta pequefias gonadas, y evidencia de
transferencia de nutricion extraoogonial entre embrion y lamella ctenidial (Okada 1935;
Mackie et al. 1974; Mackie 1978; McMahon 1991; Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992,
2000; Hetzel 1994). Esta nutricion del progenitor a la descendencia, tendria relacion con la
ausencia o bajo contenido nutritivo de los huevos, sugiriendo que los nutrientes son
proporcionados al interior de los sacos por corrientes de hemolinfa, que bafan a los
embriones mientras estos son incubados (Okada 1935; Heard 1977; Schwartz & Dimock
1998). Inclusive, las larvas incubadas en ambos grupos son diferenciables: Euperiinae
presenta un gran desarrollo del velum y en el caso de Sphaeriinae este es reducido y su
desarrollo ha sido interpretado como un caracter ancestral que precede una tendencia
evolutiva al desarrollo directo en el grupo (Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992, 2000). En
invertebrados marinos, la evolucion del desarrollo directo desde un hipotético estado
ancestral de larva planctotréfica, suele estar relacionado con modificaciones de estructuras
involucradas en la nutriciéon y nado de la larva (Strathmann 1978; Hadfield & laea 1989;
Emlet 1994; Byrne 1995; Byrne & Cerra, 1996; Wray 1996; Hadfield et al. 1997). De este
modo, la pérdida de complejidad larval, las modificaciones o pérdida de alimentacion de las
larvas o estructuras natatorias, son a menudo tan extremas, que una vez perdidas es
imposible volver adquirirlas (Strathmann 1978).

Aunque el origen del desarrollo directo como estrategia de historia de vida requiere el
conocimiento del estado ancestral, dos hipdtesis dominan la opinidn actual sobre el ciclo de

vida ancestral de los bilaterales: la hipdtesis de "larva-primero" (HLP) y la hipotesis de
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"intercalacion" (HI) (Nielsen 2009; Page 2009). Hasta hace poco la HLP era predominante,
como ocurre en Sphaeriidae, sin embargo la HI puede ser un mejor modelo para interpretar
el desarrollo de moluscos y otros lofotrocozoos (Page 2009), que evolucionan suprimiendo
este rasgo. Esta hipotesis propone que los estadios larvales (planctotrofico o lecitotrofico)
han evolucionado como especializaciones del ciclo de vida ancestral directo (Nielsen
2009). Por consiguiente, la HI sugiere que las estrategias de vida compleja de Sphaeriidae
se derivan de una condicion ancestral simple, que daria origen a las larvas planctonicas que
nadan libremente. Si la HI es sustentada, en la evolucion de las historias de vida en
Sphaeriidae se produciria el aumento de la complejidad de los ciclos de vida de una manera
irreversible, dado que la re-evolucion de rasgos complejos se ha considerado poco probable
(i.e. Ley de Dollo, Gould 1970). En general la primera propuesta respecto a los procesos re-
evolucion de pérdida de complejidad, como la pérdida de la complejidad larval, surgen de
Simpson (1953). Esta es interpretada como irreversible, planteando que, una vez que esta
complejidad ha sido perdida es imposible de recuperar, principio conocido como la Ley de
Dollo sensu stricto. Segun la propuesta el desarrollo directo, esta complejidad esta dada
por el estado ancestral larvario planctotrofico, el cual requiere de multiples estructuras y
adaptaciones para sobrevivir independientemente de las otras etapas del ciclo de vida
(Wray 1995: Smith 2001). La ley de Dollo, sugiere que la perdida del cardcter complejo
lleva consigo a una perdida de la arquitectura genética original y los mecanismos de
desarrollo que subyacen al caracter, por lo que recuperar el caracter es irreversible si estos
mecanismos no son conservados en el tiempo (Gould 1970; Goldberg & Igic 2008). Sin
embargo, existen ejemplos en literatura en que la ley de Dollo ha sido refutada en
gasteropodos, en la re-evolucion de caracteres considerados complejos como la espiralidad
(e.g. Coolin & Cipriani 2003).

Otro aspecto interesante del modo de reproduccion de Sphaeriidae, es la variacion en la
posicion, grado de complejidad de las estructuras involucradas en la incubacion y los
tiempos de maduracién del embrién (Cooley & O. Foighil 2000). En este sentido, la
condicion mas simple respecto a la incubacion y liberacion de juveniles es encontrada en
Euperiinae, donde la incubacion es del tipo sincrénica. Aqui existe un solo evento de
eclosion y los embriones se encuentran libres en la lamella ctenidial, en el mismo estadio de

desarrollo (Heard 1965; Mackie & Huggins 1976; Ituarte 1988). De acuerdo, a los estudios
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de Dreher- Mansur & Meier-Brook (2000) y Korniushin & Glaubrecht (2002), en
Euperiinae no existen sacos incubatorios, por lo que la incubacion ocurre en los tubos
ctenidiales de la branquia. Sin embargo, especies de Sphaeriinae, representantes del género
Pisidium también comparten incubacion del tipo sincronica, y que a diferencia de
Euperiinae, los embriones son secuestrados en estructuras suprabranquiales (saco
embrionario) conocidas como marsupio, que es una modificacién de un sector de la lamella
ctenidial (Heard 1965, 1977; Korniushin 1991, 1996; McMahon 1991; Hetzel 1994). Otros
géneros de Sphaeriinae, como Sphaerium y Musculium son asincronicos, presentan
incubacion secuencial y liberacion de juveniles mediante multiples eventos de eclosion. De
este modo coexisten adheridos a la branquia en distinto grado de desarrollo y encapsulados
en sacos independientes (Heard 1965, 1977; Mackie et al. 1974; Morton 1985; Korniushin
1991, 1996; Hetzel 1994).

Evaluar la evolucion y las correlaciones de estos rasgos podrian potencialmente, aportar
evidencia para someter a prueba hipotesis sobre las tendencias evolutivas del cuidado
parental de Sphaeriidae, en su evolucion a los ecosistemas dulceacuicolas. Al respecto, las
primeras especulaciones sobre tendencias evolutivas en Sphaeriidae fueron planteadas por
Meier-Brook (1970), quien basado en la morfologia planteé que la tendencia de los
Sphaeriidae, ha sido la reduccion de algunos organos y estructuras (i.e. denticién en la
charnela, ligamento de las valvas, branquial, fusion de sifones, estomago y gonada),
acompanado de una disminucion en tamafio. En contraste, otros oOrganos segun su
planteamiento, ganarian relevancia (complejidad estructural-funcional), adquiriendo nuevas
funciones u optimizando otras. Como por ejemplo el progresivo desarrollo del nefridio
asociado a una intensificacion en la osmorregulacion, y en el caso de huevos sin tejido
nutritivo la presencia de estructuras especiales para la nutricion extraoogonial y el
surgimiento de multiples sacos incubatorios. Estos planteamientos, fueron posteriormente
sugeridos en los estudios filogenéticos de Korniushin & Glaubrecht (2002), los cuales se
basaron en la morfologia.

Las complejas estrategias, que presenta Sphaeriidae en su ciclo reproductivo, ha sido el
sustrato de estudio para interpretar la evolucion del patrén de incubacion y su relevancia en
la adaptacion a los ambientes dulceacuicolas (Korniushin 1991; Dreher-Mansur & Meier-

Brook 1992, 2000; Cooley & O Foighil 2000; Lee & O Foighil 2003; Korniushin &
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Glaubrecht 2000; Korniushin & Glaubrecht 2006). Korniushin (1991, 1998), interpret6 la
incubacidn asincronica como derivada, sin embargo, mas tarde concluye que es ancestral,
ambos estudios filogenéticos basados en caracteres anatomicos. De acuerdo a los analisis
cladisticos de Dreher-Mansur & Meier-Brook (1992, 2000), la incubacién asincrénica es la
ancestral condicion de Sphaeriinae y la del tipo sincrénica es adquirida secundariamente
por los linajes de Pisidium.

Reconstrucciones filogenéticas posteriores, utilizando 16S rDNA abordaron directamente
hipotesis relacionadas con la progresion evolutiva del cuidado parental en Sphaeriidae
(Cooley & O Foighil 2000). Estos estudios, basados en métodos de parsimonia revelaron
una tendencia hacia la complejidad desde la condicidn mas simple descrita en Euperiinae,
hacia el origen de la incubacion en sacos embrionarios y la nutricion extroogonial,
derivando hasta la ultima condicion de la incubacion secuencial, la que es tipica en
Sphaerium/Musculium. Posteriormente, Lee & O Foighil (2003) reconstruyen la filogenia
de Sphaeriinae utilizando secuencias de los genes ITS-1 y 16 S, basados en Parsimonia y
Maxima Verosimilitud, concluyendo respecto a la evolucion temporal del modo de
incubacion, sosteniendo que la condicion asincronica seria derivada en relacion a la
sincronica. Otro aspecto, que los autores concluyen es que la tendencia evolutiva de
Sphaeriinae respecto a Euperiinae es la miniaturizacion y el gran tamafio de Euperiinae,
representa la condicion ancestral.

Una de las ultimas interpretaciones evolutivas respecto a Sphaeriidae fue planteada desde
los trabajos de Korniushin & Glaubrecht (2006). Estos autores, a partir de andlisis
morfolégicos de Pisidium (Parapisidium) reticulatum, descubren que contrario a la regla
que rige a los ejemplares del género Pisidium, en esta especie destaca la presencia de un
musculo retractor rudimentario en el sifon inhalante. Esta especie, ademas presenta
caracteristicas que comparte con Euperiinae como: grandes huevos, gran contenido
nutritivo, incubacion en la lamela interna de la branquia. Sin embargo, con Sphaeriinae,
comparte la presencia de sacos incubatorios y difiere respecto a la nutricion, la cual
proviene de células de la pared del saco incubatorio. La filogenia, reconstruida por ambos
autores plantea, que el modo reproductivo de esta especie es el eslaboén entre la
ovoviviparidad y euviviparidad, y que la ovoviviparidad es la condicién ancestral en

Sphaeriidae, existiendo una tendencia a la complejidad en las estructuras reproductivas. Sin
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embargo, cabe destacar que el balance de ganar y perder estructura, la complejidad
reproductiva como tal esta dada por supresion de estados larvales.

En la actualidad el sustento de las hipotesis planteadas respecto a la adopcion y evolucion
de las estrategias reproductivas de Sphaeriidae esta basado s6lo en el mapeo de caracteres
sobre la filogenia en base a métodos sustentados en parsimonia. Esta aproximacion que no
considera potenciales procesos complejos de evolucion que podria estar ocurriendo en este
grupo, dado que soélo trabaja sobre la idea del menor nimero de cambios a través de la
historia y no permiten contrastar hipotesis alternativas. Por lo cual, para evaluar el conjunto
de hipdtesis planteadas en las ultimas décadas en Sphaeriinae, es imprescindible el uso de
métodos probabilisticos, que permitan someter a prueba y validar estadisticamente las
hipotesis evolutivas planteadas para resolver e interpretar, los patrones reproductivos

En el presente estudio se evaluan estas hipotesis de la evolucion de las estrategias
reproductivas de Sphaeriidae, a través de la estimacion de los ancestros comunes mas
recientes (MRCA) y la correlaciéon evolutiva entre estos caracteres en un marco
filogenético. Para ello, se construy6 una filogenia molecular de los Sphaeriidae y se utilizo
métodos comparativos filogenéticos en un marco Bayesiano para reconstruir los estados
ancestrales, las tasas de transicion en el tiempo y su correlacion en la historia evolutiva del
grupo. Adicionalmente, para el estudio de estos procesos se incorporan nuevos ejemplares
sudamericanos de Pisidium chilense (d Orbigny 1846).

Basados en estos antecedentes de la historia de vida de Sphaeriidae, mediante los rasgos:
velum vestigial, asincronia, presencia de sacos y euviviparidad, sometemos a prueba la
hipotesis larva primero (HLP), con una tendencia al desarrollo directo. En segundo lugar,
probaremos la reversibilidad de esta tendencia apoyando o rechazando la ley de Dollo, en el

proceso evolutivo de Sphaeriidae con énfasis en los Sphariinae.
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Materiales y método

1- Analisis de la anatomia ctenidial de Pisidium chilense

Para la observacion y definiciéon de las estructuras anatémicas de un nuevo ejemplar
sudamericano de Sphaeriidae, Pisidium chilense, se fijaron en alcohol 70% con pastillas de
mentol. Se utiliz6 lupa y microscopia Optica en algunos casos dependiendo de la
resolucion. La diseccidn consistié en romper la concha presionandola suavemente entre las
dos hojas de una pinza para extraer las partes blandas (Collado et al. 2011). Los tejidos se

cortaron cuidadosamente con bisturi manual.

2-Extraccion y obtencion de secuencias de ADN

Respecto a Sphaeriidae se obtuvieron secuencias del gen ribosomal nuclear del primer
espaciador interno (ITS-1) desde Genbank de 44 especies. El grupo interno estuvo
conformado por 42 especies representativas de los géneros Musculium, Pisidium y
Sphaerium (Sphaeriinae) y el grupo externo por Eupera cubensis y Eupera platensis
(Euperiinae) con un tamafio de secuencias de 645 bp. (Tabla I). La secuencia incorporada
de un ejemplar de Pisidium chilense, fue obtenida de un ejemplar colectado desde Chile,
Region del Biobio, Laguna chica de San Pedro (73° 05' S; 73°10" O), y conservado en
alcohol al 95%. Las extracciones de Pisidium se realizaron, con el ejemplar completo
incluyendo la concha, mediante el protocolo CHELEX. Este consiste en 2 ul de Proteinasa
K de concentracion 10 microgramos/microlitros en agua miliQ y 150 ul de Chelex.

Para la posterior amplificacion se utilizaron los primers del gen ITS-1 descritos por White
et al. (1996). La amplificacién de Sphaeriidae se realizé con un protocolo “touchdown”,
siguiendo las siguientes condiciones: una temperatura inicial de 65 °C la que disminuye
cada 2°C por ciclo hasta alcanzar una temperatura 50-55°C durante 35 ciclos. Los productos
de PCR amplificados, fueron separados en un gel de agarosa a 1% en buffer (TAE). Los
amplificados se enviaron para su posterior secuenciacion a Macrogen (Korea) y

posteriormente fueron editadas con CodonCode Aligner v 4.04 Demo
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3-Reconstruccion filogenética

Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa CLUSTAL X version 2.0 (Larkin et
al. 2007). Los valores de los parametros de alineamiento usados fueron los especificados
(gap opening penalty=15, gap extension penalty=6.6 y delay divergent sequences=30). Los
gaps en la secuencia fueron tratados como datos faltantes. Luego de la edicion y
alineamiento se evaluo la calidad de las secuencias para los analisis filogenéticos mediante
el test de saturacion desarrollado por Xia et al. (2003) e implementado en el programa
DAMBE 4.2 (Xia & Xie 2001). Esta prueba estima un indice de saturacion de las
secuencias (Iss) y lo compara con un indice de saturacion critico (Iss.c) generado mediante
un proceso de aleatorizacion con un 95% de confianza (Xia 2000; Xia & Lemey 2009; Xia

& Xie 2001).

Para estimar la probabilidad a posteriori de los arboles filogenéticos, se utilizaron Cadenas
de Markov Monte Carlo con inferencia bayesiana (BMCMC). El método BMCMC, asegura
que los arboles sean muestreados de acuerdo a su probabilidad de ocurrencia, utilizando un
modelo de evolucion de secuencias. Para considerar en el analisis la heterogeneidad en las
tasas y patrones de evolucion se utilizaron modelos mixtos segun lo descrito por Pagel &
Meade (2004), basados en el modelo General de tiempo reversible (GTR; Rodriguez et al.
1990). Los modelos mixtos, permiten detectar diferentes patrones de evolucion en las
secuencias, sin el conocimiento a priori de esos patrones ni necesidad de particionar los
datos. El procedimiento Reversible Jump Markov Chain Monte Carlo (RIMCMC) fue
utilizado para encontrar el nimero de matrices GTR + G del modelo mixto que mejor se
ajusto a los datos. Esta aproximaciéon permite explorar diferentes modelos de evoluciéon (en
este caso numero de matrices GTR + G) y sus respectivos parametros, convergiendo en el
modelo que mejor se ajusta a los datos en la muestra de arboles (Pagel & Meade, 2008).
Nueve cadenas independientes fueron corridas, generando aproximadamente 100.000.000
arboles filogenéticos mediante el método RIBMCMC, muestreando cada 10.000 arboles
para asegurar la independencia de los muestreos. Se escogié una de las cadenas que

convergieron en la misma zona (i.e. tuvieron la misma probabilidad a posteriori), quitando
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los primeros 1000 arboles que estaban fuera de la zona de convergencia de la cadena de
Markov. Finalmente, se remustreo cada 29 arboles obteniendo una muestra de 269 arboles
no autocorrelacionados (p < 0.0001). Estos analisis se llevaron a cabo en el software Bayes
Phylogenies v 1.0 (Pagel & Meade 2004) y las autocorrelaciones parciales en el sofware
Statistica v 7 (Statsoft Inc. 2001). La topologia de consenso y los valores de probabilidad a
posteriori (PP) fueron calculados y visualizados en el programa Bayes Trees 1.0 (Meade &

Pagel 2009).

4-Evolucion de las estrategias reproductivas

Para testear las hipotesis respecto de las tendencias evolutivas del desarrollo directo (HLP vs.
HI) y un aumento en complejidad estructural y funcional en el ciclo reproductivo en la
metamorfosis de Sphaeriidae, primero se determino la asociacion entre los rasgos de interés
y su distribucion en la filogenia o sefial filogenética. Para esto se estimé el Indice de
Asociacion (IA) segin lo propuesto por Parker et al. (2008) en el software BaTS 1.0. El TA
fue utilizado en un marco bayesiano en la muestra de arboles obtenida del analisis
filogenético. Este indice mide la autocorrelacion filogenética en caracteres discretos o
multiestado, es decir, evidencia estadisticamente si especies cercanas filogenéticamente
(mismos clados), tienden a parecerse entre si mas que lo esperado por puro azar (Blomberg
et al. 2003). En este analisis la hipdtesis nula es que los estados de un rasgo (e.g. modo de
desarrollo) estan aleatoriamente distribuidos en la filogenia, o la falta de asociacion entre la
historia de ancestro-descendencia de los linajes (estructura de clados monofiléticos) y la
variable analizada (Herndndez et al. 2013). Nosotros evaluamos la significancia estadistica
de la distribucion de valores IA observados en la muestra de arboles comparandola con la
distribucion de probabilidades nula de valores de IA obtenida de un total de 20.000
aleatorizaciones. Este indice se selecciono por ser de mejor resolucion, poder estadistico y
menor error tipo I, en relacion a otros estadisticos propuestos (Parker et al. 2008). Una vez
evaluada la sefial filogenética de los rasgos de historia de vida se estimo los estados
ancestrales a través del céalculo del mas reciente comtn ancestro (MRCA) en cada nodo. Para
determinar, como variaban estos rasgos a lo largo de la filogenia se calcularon las tasas de

transicion (tasas restringidas - tasas calculadas).y de ganancia v/s pérdida (qo.; y qi.0) de un
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estado a otro. Para estas estimaciones se utilizd una distribucion “exponential hyperprior
(0,100)”. Se utilizo el Factor de Bayes (FB) para comparar las tasas de transicion
mencionadas anteriormente. Este factor permite compara las distribuciones de probabilidad a
posteriori de los modelos 1 o j. Este factor es obtenido desde el software Tracer v1.5

(Rambaut & Drummond 2009).

BFij= P(DFM i)/P(DFM j )

Los autores Kass & Rafteri (1995), sugieren que valores de 3-20 son tomados como
evidencia positiva a favor del modelo (Mi), valores de 20-150 son considerados como fuerte
evidencia a favor del modelo (Mi) y valores mayores a 150 como evidencia muy fuerte.
Respecto a valores < 3, entregan evidencia a favor del modelo (Mj). Para ambos analisis se
uso el software BayesTraits V 1.0 Pagel & Meade (2009), el cual permite realizar analisis de
la evolucion de rasgos entre grupos de especies a partir de una muestra de filogenias.
BayesTraits utiliza Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) para obtener distribuciones a
posteriori, estimar los parametros del modelo estadistico y los valores correspondientes a los
estados de caracter en los nodos ancestrales de las filogenias basado en el modelo de Markov
de tiempo continuo, el cual permite reconstruir la forma que adoptan los rasgos, con un
numero finito de estados discretos, evolucionando en los arboles filogenéticos (Pagel et al.
2004). Los rasgos discretos fueron codificados como caracteres binarios 0 y 1, (i.e. sincronia
= 0 y asincronia = 1, ovoviviparia = 0 y euviviparia = 1, y velum funcional = 0 y velum
vestigial = 1). Los estados de caracter ausencia de sacos, un saco y multiples sacos fueron

codificados como 0, 1 y 2 respectivamente.

5-Evolucion correlacionada entre rasgos reproductivos

El analisis de evolucion correlacionada, compara el ajuste de dos modelos de evolucion uno
en el que los dos rasgos evolucionan independientemente en el arbol (Discrete: Independent
model), y el otro en el que evolucionan de manera correlacionada (Discrete: Dependent
model) escogiendo el modulo Bayes Discrete en el software BayesTraits V 2.0 de Pagel &

Meade (2013). Este modulo tiene implementado entre sus metodologias el procedimiento
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Reversible Jump Markov Chain Monte Carlo (RJ] MCMC), que permite explorar un amplio
nimero de variaciones de modelos tanto Dependientes como Independientes (Pagel &
Meade 2006).

Para analizar la evolucion correlacionada entre pares de rasgos binarios discretos (0 y 1.), se
comparo el ajuste de los modelos de evolucion dependiente e independientes, utilizando
estadistica bayesiana en el programa BayesTraits v 1.0 (Pagel & Meade 2013).. Se corrieron
tres cadenas independientes con 50.000.000 iteraciones. Repitiendo este andlisis seis veces
considerando que las medias harmonicas son inestables. Las medias harmoénicas obtenidas de
cada modelo, se compararon posteriormente mediante el Factor de Bayes (BF), en el
software Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond 2009). Para establecer estas correlaciones
pareadas, entre rasgos binarios se modifico la correlacion realizada entre sincronia y

presencia de sacos (tres estados), por sacos (0) y multiples sacos (1).

Resultados

1-Observacion y analisis de la anatomia interna de Pisidium chilense

Se observaron muestras de tejido ctenial completo de las branquias con forma laminar, de
Pisidium chilense en el cual destacan algunos sacos embrionarios. En su interior e observan
larvas encubadas algunas al limite de la eclosion. Estas presentan diversos tamanos, las que

estan contenidas en diversos sacos. Embriones no son observados.

2-Analisis filogenético

El test de saturacion mostrd6 que las secuencias son Optimas para la reconstruccion

filogenética (Iss=0.5678 <Iss.c=0.7896, p = 0.002).

Los resultados obtenidos a partir del método RIMCMC muestran que el modelo que mejor
se ajustd a la evolucion de las secuencias y describe las relaciones filogenéticas es 3
GTR+G. La reconstruccion filogenética mostro valores de probabilidad a posteriori sobre
80 % para los principales clados estudiados y permite recuperar un clado monofilético para
Sphaeriinae Nodo: 1 PP= 98. Dentro de este clado es posible reconocer dos grupos

monofiléticos para Pisidium Nodo: 2; PP= 99 y Musculium, Nodo 5; PP=.98 Sphaerium es
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parafilético respecto a Musculium, el cual se encuentra anidado dentro de Sphaerium
(Fig.1). El estadistico IA, muestra valores significativos (p <0.005) para los rasgos
viviparia, velum, tipo de reproduccidén y sacos incubatorios (IA = 1.2, 2.8, 1.05 y 3.04,
respectivamente), por lo que se rechaza la hipdtesis nula de un rasgo aleatoriamente
distribuido en la filogenia, existiendo fuerte evidencia de asociacion entre el rasgo y la

historia filogenética.
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3-Reconstruccion estados ancestrales de los rasgos reproductivos evaluados.

Las reconstrucciones de los estados ancestrales para los rasgos asociados a las estrategias
reproductivas revelan que el MRCA de Sphaeriinae segiin sus valores de probabilidad
posteriori (pp) corresponden a: un ancestro con velum funcional (Fig.2; Nodo 2; PP=
0.5883), reproduccion del tipo sincrénica (Fig. 3; Nodo 2; PP= 0.8333), ovoviparidad
(Fig.5; Nodo 6; PP=0.7983) y 1 saco embrionario (Fig.6; Nodo 2; PP=0.591).

Estos rasgos a lo largo de la filogenia, revelan que existe una progresion evolutiva hacia la
reduccion del velum (Fig.4; Nodo 8; PP=0.99748), reproduccion del tipo asincrénica (Fig.
4; Nodo 8; pp: 0.9898); euviviparidad (Fig.5; Nodo8; PP= 0.89701) y multiples sacos
(Fig.6; Nodo 8; PP=1), rasgos que se manifiestan y emergen, en su totalidad en el clado de

los miembros de Musculium.

En todos los rasgos evaluados, existen diferencias significativas respecto a las tasas de
transicion (tasas restringidas y calculadas), valor obtenido de FB>3. Las tasas calculadas q0
#ql, revelan que existe una tendencia a la ganancia de los rasgos evaluados q01>q10. De
acuerdo a las tasas de ganancia de cada rasgo, existiria una tendencia hacia un velum
vestigial q01= 5.56; (FB): 8.04, euviviparidad, q01= 23.87; (FB): 3.92, sincronia q01=
12.65; (FB): 5.65 y multiples sacos de incubacion q01= 6.34; (FB): 4.25.

4-Evolucion correlacionada entre rasgos reproductivos y las vias de transicion

Respecto a la determinacion de correlacion evolutivas entre los pares de rasgos binarios
(0,1), basada en la comparacion de las medias harmoénicas del Modelo Independiente (Mhyj)
y Modelo Dependiente (Mhj), mediante el Factor de Bayes (FB), se sustenta al Modelo
Dependiente (FB>3), es decir, la correlacion de todas estas estrategias involucradas en la
evolucién a favor del desarrollo directo han cambiado correlacionadamente a través de la
historia filogenética del grupo reforzando la hipdtesis planteada (Tabla II). Las
correlaciones entre los rasgos reproductivos sugieren la asociacion evolutiva entre el
cambio de estos rasgos y un sentido en la direccion del cambio. Estoas cambios son

sustentados por los valores de sus tasas de transicion mas probables, hacia la ganancia de
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ellos y asociado con valores de probabilidad mas bajos hacia la perdida de ellos. La tasa de
transicion mas probable entre ausencia de sacos y velum funcional es q ;3= 56.78, es decir
un cambio del rasgo hacia la presencia de sacos, determino un cambio hacia un velum
vestigial q 34= 40.32.

La misma ruta de transiciébn es sugerida para la correlacién evolutiva entre los rasgos
ausencia de sacos y ovoviviparidad, cuyo cambio procedi6é hacia la presencia de sacos
dando origen a la euviviparidad qs;;= 40.65. Respecto a la ausencia de sacos (sacos
reducidos igualmente codificados) y la sincronia, se obtuvieron valores mas altos desde la
transicion ausencia de sacos y sincronia, q;3=56.87, en donde un cambio en el numero de
sacos, conllevo a un cambio a la condicién asincronica q 34= 35.78. Sin embargo en esta
via evolutiva, es posible distinguir algunos tasas de transicion alternativas q 1,=34.56,
definida entre la ausencia de sacos y asincronico, hacia ausencia de sacos y sincrénico.
Respecto al velum funcional y ovoviviparidad, la ruta de transicion mas probable es q;,=
34.76 hacia velum funcional y euviviparidad, en donde un cambio a la euviviparidad
produce el cambio a un velum vestigial q= 45.4. De estas correlaciones, podemos
distinguir que existen valores para apoyar la ruta de transicion (qss= 30.24 y q43= 35.67), en
el cambio hacia un velum vestigial, pero asociado a la ovoviviparidad.

En relacion al velum funcional y el tipo de reproduccion sincrénica la ruta de transicion
mas probable es q;,= 38.07, hacia un velum funcional pero asincrénico y posteriormente es
sustentada la tasa de transicion q 4= 45.09 es decir, un cambio en el tipo de reproduccion
determino un cambio hacia la adquisicion de un velum vestigial. Aunque también, se
sugiere la tasa de transicion alternativa q43= 30.56, como una via probable que seria un
velum vestigial pero sincronico, desde un velum vestigial asincronico.

Finalmente, entre la condicion ovoviviparidad y tipo reproduccion las rutas de transicion
propuesta son q,= 57,85 y q 24= 50.12, es decir un cambio a la asincronia, llevo asociado

un cambio la euviviparidad (Fig. 6, 7 y 8).
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Discusion

Nuestros resultados basados en la reconstruccion MRCA sugieren que el antepasado de los
Sphaeriinae carecia de sacos de incubacion, tipo de reproduccion sincronica, ovoviviparos
y una larva de vida libre (Pediveliger), lo que es evidenciado por la presencia de un velum,
cuyas funciones en algunos grupos ha variado, hasta transformarse en una estructura
extremadamente rudimentaria (clado Musculium).

Estos antepasados fueron progresivamente perdiendo esta fase de la metamorfosis durante
su desarrollo para adquirir el desarrollo directo e incubacién, como una estrategia de
colonizacion, diversificacion y adaptacion a ambientes extremos como lo son los
dulceacuicolas (Schwartz & Dimock 2001). Actualmente algunos grupos dentro del orden
(Corbiculidae) retienen la larva y el desarrollo directo, evaluado mediante evidencia
filogenetica, por lo que son sugeridos como posibles ancestros de los Sphaeriidae
(Korniushin & Glaubrecht 2003; Hallan et al. 2013). Estos antecedentes y los resultados
obtenidos de las estimaciones ancestrales de todos los rasgos estudiados, nos llevan a

sustentar la hipotesis HLP propuesta para los Sphaeriinae.

Hipotesis larva primero, estados ancestrales, tasas de transicion de las estrategias
reproductivas individuales y las multiples interpretaciones adaptativas hacia el

desarrollo directo.

Para algunos autores el evento clave hacia el desarrollo directo, es la adquisicion de sacos
para la incubacion ctenidial (Okada 1935; Mackie et al. 1974; Mackie 1978; McMahon
1991; Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992, 2000; Hetzel 1994), a partir de este evento se
habrian desencadenado una serie de modificaciones funcionales y estructurales para la
retencion larval.

Con respecto a la presencia y ausencia de sacos incubatorios, rasgo que agrupa en clados a
Sphaeriinae y Euperiinae, la presencia de sacos se habria originado a partir de un ancestro,
sin sacos incubatorios segun el MRCA del grupo. De acuerdo a lo que muestran los datos,
existiria una tendencia a la presencia de multiples sacos incubatorios con embriones

independientes y con sacos conteniendo diferentes estados de desove. Este clado, estaria
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representado actualmente por los miembros de Musculium y Sphaerium. La adquisicion de
este rasgo, tiene como ventaja que los organismos tengan la facultad de presentar varios
eventos reproductivos, durante el afio (Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992, 2000, Cooley
& O Foighil 2000 y Lee & O Foighil (2003).

Para el rasgo viviparidad (rasgo que implica el tipo de nutricion embrional), dos clados
emergen, al observar la evolucion de estos rasgos sobre la filogenia es posible agrupar a
todos los Euperiinae dentro de los individuos ovoviviparos y a los Sphaeriinae como
euviviparos. Se observa ademas, que la euviviparidad es una tendencia, cuyo MRCA
basado en los valores de probabilidad, es un organismo ovoviviparo. Estos resultados
obtenidos son contrastantes, con las reconstrucciones filogenéticas de Cooley & O. Foighil
(2000), quienes sugieren que el estado ancestral del tipo de nutricion de Sphaeriinae es la
extraoogonial. Segin algunos autores, bajo una perspectiva adaptativa, la falta de
contenido nutritivo en los embriones es tipica en grupos que desarrollan larva lo cual, es
evidencia a favor del desarrollo directo. Otro aspecto de interés es que los euviviparos a
diferencia de los ovoviviparos, presentan pequefias gonadas, evidencia de transferencia de
nutriciéon extraoogonial entre embridon y lamella ctenidial del progenitor (Okada 1935;
Mackie et al. 1974; Mackie 1978; McMahon 1991; Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992,
2000; Hetzel 1994).Esta nutricion del progenitor a la descendencia (matrototrofia), tendria
relacion con la ausencia o bajo contenido nutritivo de los huevos (yema o vitelo),
sugiriendo que los nutrientes son proporcionados al interior de los sacos a través de la
pared del marsupio, por corrientes de hemolinfa que llevan albumina y que bafian a los
embriones, mientras estos son incubados (Okada 1935; Heard 1977; Schwartz & Dimock
1998). Hetzel (1993), proporciono evidencia a través de cortes histoldgicos y microscopia
electronica para el transporte nutritivo desde el tejido materno a los embriones o larvas,
demostrando la existencia de estructuras marsupiales que incluso eran bastantes
especializadas que permitan este intercambio, a diferencia de las que tienen desarrollo
larval de vida libre que carecen de estas estructuras (korniushin & Glaubrecht 2003).
Respecto a la presencia de velum, que es un rasgo ligado al estado larval, en algunos
grupos marinos con desarrollo directo, este rasgo ancestral es readquirido funcionalmente
(Collin et al 2007). Nuestros resultados, sustentan una tendencia a la reduccion del velum,

permitiendo agrupar a Euperinae dentro del clado de los que presentan un velum mas
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desarrollado (respecto a la banda ciliar), pero con limitada funcionalidad y a Sphaeriinae
que tiene el caracter de rasgo vestigial no funcional. Nuestros resultados, son concordantes
con la propuesta de Dreher-Mansur & Meier-Brook (2000) y Korniushin & Glaubrecht
(2003), evidenciando que de este rasgo permanece solo un relicto vestigial de la condicion
larval. ancestral En invertebrados marinos, la evolucion del desarrollo directo desde un
hipotético estado ancestral de larva planktotrofica, suele estar relacionado con
modificaciones de estructuras involucradas en la nutricion y nado, representada por esta
banda ciliar (Strathmann 1978; Hadfield & laea 1989; Emlet 1994; Byrne 1995; Byrne &
Cerra, 1996; Wray 1996; Hadfield et al. 1997). Por ejemplo, en los equinodermos, en
donde los estudios han sido numerosos, se ha establecido que en aquellos grupos que
presentan larvas consumidoras, la banda ciliar del velum se encuentra dispuesta en loops,
distribuida transversalmente y en las no consumidoras, adoptan una posicion de un cuerpo
cilindrico (Emlet 1994). Se plantea que esta disposicion, es para maximizar la eficiencia
alimenticia en las larvas planktotroficas y en las no consumidoras maximizar la capacidad
natatoria (Emlet 1994). Sin embargo, en los Sphaeriidae carentes de veliger planctonica, es
posible observar bandas ciliadas pequenas alrededor de la boca en algunos estadios de la
larva incubada, cuya funcion estaria limitada a la nutricion parcial y no al nado (Ziegler
1885; Okada 1937; Meier-Brook 1970; Heard 1977; Dreher Mansur & Meier-Brook 2000).
Estos datos aportan a evidenciar la progresiva perdida de la condicion larval en
Sphaeriidae.

Finalmente respecto al tipo de incubacion los resultados muestran que este caracter permite
agrupar solo dentro de Sphaeriinae incubadores sincrénicos y asincronicos. Nuestros
analisis permiten reconocer como MRCA a los incubadores sincronicos, incluyendo a los
miembros de Pisidium, ancestro a partir de los cuales se habrian originado los incubadores
asincronicos, representados por Sphaerium y Musculium. Este patrén concuerda con las
hipétesis de varios autores (Dreher-Mansur & Meier-Brook 1992, 2000, Cooley & O
Foighil 2000 y Lee & O Foighil (2003). Estos autores, al igual que nuestro aporte
concluyen que existe una progresion evolutiva desde la condicion mas simple que es la
sincronia (MRCA), hacia los incubadores asincronicos, con tendencia a la complejizacion y
adquisicion de multiples sacos incubatorios, conocidos como incubadores secuenciales.

También, se ha relacionado, adicionalmente este caracter, con la reduccion de tamano o
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miniaturizaciéon correlacionandola con la reducciéon de algunas estructuras, como lo
observado en miembros de Pisidium (Meier-Brook 1970, 1977; Korniushin 1998 ab;
Dreher-Mansur & Meier- Brook 2000; Korniushin & Glaubrecht 2002).La asincronia y
relacion del tamafio corporal, segin Lee & O Foighil (2003) sugieren que los Sphaeriinae
representan un clado, cuyos rasgos como la asincronia, multiples sacos y tendencia a un
mayor tamafio corporal embrional serian caracteres derivados. El tamafio de los huevos es
evidencia a favor del desarrollo directo (Smith et al. 2007). Respecto a la asincronia y
relacion del tamafo corporal, Lee & O Foighil (2003), sugiere que los Sphaeriinae
representan un clado, cuyos rasgos como la asincronia, multiples sacos y tendencia a un
mayor tamafio corporal serian caracteres derivados.

Otros autores como Cooley & O Foighil (2000), sefialan que el cuidado parental y las
estructuras reproductivas involucradas (numero de sacos, tamafio del huevo, matrotrofia y
vitelo), podrian reflejar la adaptacion a un ciclo de oogénesis acelerada y un desarrollo
embrionario mas corto. Wray (1996), menciona al respecto, que todos los rasgos
involucrados en procesos de metamorfosis acelerada, obedecen a un proceso de seleccion
pasiva de aquellos rasgos relacionados con la alimentacion. Segun Smith et al. (2007), esto
se relaciona con un acortamiento en el proceso de metamorfosis siendo una adaptacion que
obedece a presiones selectivas, relacionadas a la nutricion y la disponibilidad de alimento.
Los organismos, que viven en cuerpos de agua dulce efimeros, suelen tener acelerados
ciclos reproductivos y del desarrollo (Denver 1997), para estos grupos la adquisicion de
tales adaptaciones, son una respuesta a las presiones selectivas, asociadas a la colonizacién
de estos habitats. Sin embargo, este planteamiento, no explica el amplio rango de
ambientes habitados por este grupo de bivalvos (Cooley & O Foighil 2000).

Los resultados obtenidos de las probabilidades de las tasas de transicion (q01 vs ql0),
sugieren una tendencia a la ganancia de los rasgos a lo largo de la evolucion de
Sphaeriinae de: multiples sacos, velum vestigial, euviviparidad y tipo reproduccion

asincronica.

143



Evolucion correlacionada, rutas de transicion, reversibilidad del caracter y Ley de
Dollo

Respecto a las rutas de transicion evolutiva de los rasgos considerados, los valores de
probabilidad muestran valores mayores hacia las tasas de ganancia (q01) y sus
correlaciones evolutivas basados en las tasas de transicion, revelan que existe una
tendencia hacia la adquisicion de nuevos rasgos. Esto sugiere, que todos estos rasgos estan
asociados, es decir que el cambio de un rasgo a través de la historia evolutiva, influye sobre
el cambio del otro, por lo que son claves en la evolucidén hacia una tendencia general, en
apoyo del desarrollo directo de Sphaeriinae. En relacion a la direccionalidad del cambio, la
presencia de sacos determind el cambio hacia el desarrollo de un velum vestigial, la
euviviparidad y el tipo de incubacidén asincrénica. A su vez, el cambio de un velum
vestigial condiciono la aparicion de la euviviparidad y la asincronia. Finalmente, el cambio
de la ovoviviparidad hacia la euviviparidad condion6 un cambio hacia la asincronia.

Cabe destacar que son muy poco probables las rutas de transicion alternativas altamente
sustentadas, por lo que el sentido del cambio hacia las tasas de pérdida del rasgo son las
menos probables. Esto nos conduce, a apoyar la Ley de Dollo en el proceso de evolucion
de Sphaeriinae, aceptando que la tendencia es la perdida de la complejidad en el proceso de

desarrollo del ciclo de vida de manera irreversible, durante la metamorfosis.

Finalmente, se plantea la hipdtesis (Fig. 9), que: durante la colonizacion de nuevos
ambientes como los dulceacuicolas el ancestro de esta familia presento larva (pediveliger),
la que fue perdida progresivamente cuando estos bivalvos comienzan a utilizar sus
ctenidios para incubar. Asociado a este evento, se producen una serie de cambios que
fueron claves y generaron drasticos cambios morfoldégicos y de las estrategias
reproductivas (velum rudimentario, sacos incubatorios, euviviparidad y asincronia
reproductiva), los que se encuentran vinculados mediante las correlaciones evolutivas
planteadas, favoreciendo de esta forma el desarrollo directo como estrategia de

sobrevivencia en este grupo de bivalvos.
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Tablas y figuras

Tabla I: Detalles de los taxa incluidos para Sphaeriidae, nuimero de acceso a Genbank (*)

Grupo externo y codificacion de los caracteres reproductivos (Lee & O'Foighil 2003';

Steiner 20037).

FAMILIA SPHAERIIDAE

SUBFAMILIA EUPERIINAE

Eupera cubensis (*)

Eupera platensis (*)

SUBFAMILIA SPHAERIINAE

Musculium argentinum
Musculium japonicum
Musculium lacustre
Musculium miyadii
Musculium partumeium
Musculium securis
Musculium tranversum
Pisidium sterkianum
Pisidium sp.

Pisidium adamsi
Pisidium casertanum
Pisidium compressum
Pisidium fallax
Pisidium hallae
Pisidium hibernicum
Pisidium milium
Pisidium nipponense
Pisidium nitidum
Pisidium personatum
Pisidium subtruncatum
Pisidium supinum
Pisidium variabile

Pisidium parvum

(1,2) N° Acceso
Genbank ITS-1

AY 093501
AY093502

AY093503
AY093504
AY093505
AY09507
AY093508
AY093509
AY093510
AY093512
AY093511
AY093513
AY093515
AY093518
AY093519
AY 093520
AY093522
AY093523
AY093525
AY 093526
AY093527
AY093528
AY093529
AY093530
AY093531

(1
Velum (F)

Velum (F)
Velum (F)

Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)

(1)
Viviparidad

Ovovivparos

Ovoviviparos

Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos

Euviviparos

(M

Sincronismo

Sincroénico

Sincroénico

Asincrénicos
Asincrénicos
Asincrénicos
Asincronicos
Asincronicos
Asincronicos
Asincrénicos
Sincroénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincroénico
Sincroénico
Sincroénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincroénico
Sincroénico
Sincroénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincrénico

Sincronico

(M

N° sacos

Ausencia

Ausencia

Multiples
Multiples
Multiples
Multiples
Multiples
Multiples
Multiples
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico

Unico
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Pisidium japonicum
Pisidium dubium
Pisidium lilljeborgi
Pisidium moitesserianum
Pisidium henslowanum
Pisidium chilense
Sphaerium corneum
Sphaerium fabale
Sphaerium nucleus
Sphaerium rhomboideum
Sphaerium simile
Sphaerium striatinum
Sphaerium occidentale
Sphaerium novaezelandiae
Sphaerium tasmanicum
Sphaerium solidum
Sphaerium baicalense

Sphaerium rivicola

AY 093532
AY 093533
AY093531
DQ062591
DQ0625832
En estudio
AY093535
AY 093536
AY 093537
AY 093538
AY 093540
AY093541
AY 093541
AY 093543
AY 093544
GU123690
AY093534
AY 093539

Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)
Velum (V)

Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos
Euviviparos

Euviviparos

Sincrénico
Sincroénico
Sincronico
Sincroénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincroénico
Sincroénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincrénico
Sincroénico
Sincroénico
Sincroénico
Sincrénico
Sincrénico

Sincroénico

Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico
Unico

Unico

Tabla II: Valores del Factor de Bayes (FB) a favor del modelo dependiente (*) para las

combinaciones pareadas de la comparacion de modelo de correlacion dependiente e

independiente (Sac: sacos; Vivip: viviparismo; Tr: tipo de reproduccion; Vel: velum).

RASGO FB
Sac./Vivip. 3.76
Sac/Tr 11.91
Sac/Vel. 8.28
Vel/Vivip. 3.34
Vel./Tr, 3.02
Vivip./Tr. 5.34
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98— AY 093502 Eupera platensis
L—— AY093501 Eupera cubensis

88rAY 093531 Pisidium parvum =
* 75 LAY093532 Pisidium japonicum
FUPERIINAE 08 AY 093512 Pisidium sterkianum
4@93511 Pisidium sp LO ] CLADO SUDAMERICANO
09 @ 09 Pisidium chilense
AY 093533 Pisidium dubium
88 AY093521 Pisidium lilljeborgi
AY 093529 Pisidium supinum
02 - AY093528 Pisidium subtruncatum
AY 093527 Pisidium personatumn
AY 093522 Pisidium hibernicum
93 AY093525 Pisidium nipponense
76—AY 093523 Pisidium milium
AY 093524 Pisidium milium
67'AY 093526 Pisidium nitidum
4AY 093516 Pisidium casertanum
67AY0935 18 Pisidium compressum
AY 093519 Pisidium fallax
AY 093530 Pisidium variable

o8 AY 093520 Pisidium hallae
@ 631167 _ AY093513 Pisidium adamsi

207093548 Pisidium adamsi
59

55AY()935 14 Pisidium casertanum

AY 093515 Pisidium casertanum
55—AY093542 Sphaerium occidentale

AY 093538 Sphaerium rhomboideum

76

68

PISIDIUM

4

SPHAERIINAE

AY 093536 Sphaerium

AY093541 Sphaerium striatinum
59AY093540 Sphaerium simile
HMO014166 Sphaerium rivicola
HMO014167 Sphaerium rivicola
-AY 093539 Sphaerium rivicola

871 1IM014165 Sphaerium rivicola
AY093509 Musculium securis

AY093503 Musculium argentinum
AY 093505 Musculium lacustre

AY 093506 Musculium lacustre
AY093508 Musculium partumeinm
AY 093507 Musculium

57 L AY 093504 Musculium japonicum

94@ GQ;

MUSCULIUM

68 r AY093543 Sphaerium novaezelandia

- AY093544 Sphaerium tasmanicum

6 )45rHM208262 Sphaerium nucleus

AY 093537 Sphaerium nucleus

AY 093535 Sphaerium corneaum

AY 093547 Sphaerium corneum

og [~ AY093534 Sphaerium baicalense
g [ GU123691 Sphaerium solidum

- GU123690 Sphaerium solidum

GU123689 Sphaerium solidumn

HM208260 Sphaerivm nucleus

HM208263 Sphaerium nucleus

HM208261 Sphaerium nucleus

3GTR+G

0.06

Figura 1: Arbol consenso bayesiano por regla de la mayoria de Sphaeriidae, en los nodos se

muestran los valores de probabilidad a posteriori. Los circulos representan el numero del

nodo de interes. Las flechas las subfamilias de Sphaeriidae.
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Figura 2, 3, 4 y 5: Reconstruccion filogenética de los estados ancestrales de 1 rasgo velum,
sincronia, viviparidad y sacos incubatorioa. Sobre .1os nodos enumerados las graficas de
torta muestran el valor de probabilidad de cada estado del rasgo. Las flechas las subfamilias

de Sphaeriinae.
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VELUM (F) OVOVIVIPARIDAD
ASINCRONICO ASINCRONICO
S q24=45.09 q12=5785 q24=50.12
01
421=7.42 q42=3.09 G21=10.32 42=375
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q - q43=3056 q E— q43=38.32
SINCRONICO SINCRONICO
Fig.8

Figuras 6, 7 y 8: Esquema de las principales rutas de transicion entre los estados (qxy-qyx),

planteadas para las correlaciones pareadas de los rasgos. El grosor de las flechas muestran

los valores de frecuencia de las tasas de transicion.
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VIDA LIBRE
LARVA PLANCTOTROFICA

REDUCCION DEL VELUM
1 - 1 - q01=23.87
< SISTEMA DIGESTIVO EUVIVIPARIDAD

JARTAC ; q01=6.34
VARTACTON MODALIDAD | : '
INCUBACION S, MULTIPLES

5 SACOS
q01=12.65
ASINCRONICO

INCUBACION DE EMBRIONES
DESARROLLO DIRECTO

LAMELA CTENIDIAL

Figura 9: Mecanismo evolutivo planteado para Sphaeriidae a partir de su hipotético estado
ancestral de larva hacia el desarrollo directo y la secuencia de cambios acontecidos en los

diversos rasgos, basado en las frecuencias de las tasas de transicion (qyy).
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CONCLUSIONES GENERALES

En la siguiente tesis se evalio el estado del conocimiento de los moluscos dulceacuicolas
chilenos en varios de sus aspectos, que abordaron los potenciales mecanismos y procesos
que explican el origen de la diversidad en territorio nacional. Al analizar algunos topicos
que involucraron endemicidad, diversidad, distribucidén, variacion local, aspectos
filogenéticos e implicancias de sus estrategias reproductivas en el origen de la diversidad

actual finalmente concluimos:

1-Aspectos sistematicos, endemismo y nuevas especies

Respecto a la diversidad malacoldgica es necesario realizar una revision taxondémica y
distribucional de algunas familias como Ancylidae y Lymnaeidae que permitan corroborar
el nimero de especies existentes en territorio nacional. Nuestros resultados al igual que los
aportados por Valdovinos (2006); Fuentealba et al. (2010), revelan que estos grupos son los
que presentan mayores vacios del conocimiento. Respecto a los ejemplares de Hidrobiidae
y la problematica nomenclatural (Collado et al. 2011; Kroll et al. 2012), se validan en el
presente trabajo mediante las relaciones filogenéticas establecidas a las especies: Heleobia
chimbaensis, Heleobia cumingii, Heleobia limariensis y Heleobia loaensis.

En relacion a los patrones de endemicidad y distribucion, de la fauna malacoldgica
nacional la zona con mayor endemismo esta entre los 44-56°S, sugerimos que esta area ha
sido el producto de eventos vicariantes, tales como las glaciaciones pleistocénicas y eventos
tectonicos postglaciales que afectaron al sistema hidrografico. Estos eventos causaron la
fragmentacion y la interconexion de los cuerpos de agua dulce (Clapperton 1993; Turner et
al. 1996). La revision de especies de la familia Planorbidae durante la determinacion de los
patrones de endemicidad y de distribucion, permitieron aumentar su rango distribucional
hasta Patagonia (Laguna Cisnes 47°7'10.02"S; 72°27'40.65"W Aysén), con la inclusién de
una nueva especie Biomphalaria cristiani, familia que en un principio fue registrada

preliminarmente hasta los 41°44'S, 72°06'W (Anton 1839).

Mediante estudios filogeograficos de los grupos de Cochliopidae nacionales, (relacionadas

con especies altiplanicas), se determind que un grupo importante colonizd los sistemas
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dulceacuicolas nacionales desde el Norte a las Zonas centrales desde el lago Titicaca. Se
destaca la tolerancia de esta familia a la salinidad, factor importante en los procesos de
diversificacion y endemismo local (Kroll et al. 2012). Por otra parte, considerando estudios
genéticos poblacionales, utilizando como modelo a Diplodon chilensis, se demostr6 la gran
capacidad migratoria durante su fase larval (Parada & Peredo 2002) y la baja variabilidad
genética, a pesar de estar en ambientes fragmentados, lo que sugiere su gran capacidad de
adaptacion y explica su amplio rango distribucional a diferencia de los gasteropodos

(Fuentealba et al.2010).

Considerando la controversial filogenia global de Hyriidae y su problematica a nivel de
subfamilia (Graf & Cummings 2006; Graf 2013), mediante la incorporacion de ejemplares
de Diplodon chilensis, las especies sudamericanas asignadas a Hyriinae son recuperadas
como un grupo monofilético, sin embargo Hyridellinae (Australia —Nueva Zelanda) es
parafiletica. Respecto a Sphaeriidae, se recupera el clado de Sphaeriinae y las especies
sudamericanas conforman un grupo monofilético (clado sudamericano. Ademads, se
resuelve finalmente la parafilia en torno Pisidium como consecuencia de la incorporacién
de una nueva especie sudamericana endémica (Pisidium chilense) y las metodologias de
reconstruccion filogenetica basada en modelos complejos de evolucion (Lee & O'Foighil
2003; Graf 2013).

Al analizar el origen y dispersion de los bivalvos a Sudamérica, evaluando el complejo de
hipotesis planteadas previamente McMichel & Hiscock (1958); Parodiz & Bonetto 1963),
se demuestra que los hyriidos sudamericanos tendrian un origen australiano, el que a su vez
se apoya en la evidencia fosil con una estimacion del reloj molecular de 95.25 Ma. Estos,
habrian migrado a Sudamérica a través de la conexion Antartica (Leppe 2009), conocida
como la fosa cuenca marina Rocas Verdes. Respecto a Sphaeriinae, en Sudamérica ain no
es posible reconstruir un modelo por la falta de antecedentes moleculares de los grupos

sudamericanos, australianos y de Asia.

2- Evolucion de las estrategias reproductivas en Unionoida y Sphaeriidae

(Sphaeriinae)

164



En relacion, a las reconstrucciones de rasgos relevantes en la historia de vida de los
bivalvos, dulceacuicolas, permiten concluir que en Hyriidae el estado ancestral es una larva
calcarea Gloquidium. Las tasas de transicion de ambos rasgos difieren, lo cual implica de
acuerdo a los resultados que el modo de evolucion sigue una tendencia hacia la
gloquidiosis. La distribucion de los estados larvales esta determinada por la condicion
generalista/ especialiasta, el cual es un rasgo correlacionado a través de la historia de

Unionoida y que podria explicar el tamafio del rango mediante la amplitud del nicho.

En los Sphaeriinae (Sphaeriidae) existe una tendencia hacia el desarrollo directo, cuyo
ancestro presento larva de vida libre. Ademds la pérdida de complejidad en los procesos de
metamorfosis, conduce a sustentar la hipotesis larva primero Estos resultados demuestran
que la ley de Dollo, es soportada para todos los rasgos evaluados no existe, evidencia
sustentable hacia una tendencia a que estos rasgos surgan nuevamente en el curso de la
evolucion de Sphaeriinae. Finalmente, asociado a este evento se producen una serie de
cambios que fueron claves y generaron drasticas modificaciones morfologicos y de las
estrategias reproductivas (velum rudimentario, sacos incubatorios, euviviparidad y
asincronia reproductiva), los que se encuentran vinculados mediante las correlaciones
evolutivas planteadas en donde el cambio de uno afecta al otro, favoreciendo de esta forma

el desarrollo directo como estrategia de sobrevivencia en este grupo de bivalvos.
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ANEXO: CAPITULO II: ENDEMISMO, PATRONES DE DIVERSIDAD,
DISTRIBUCION, NUEVOS REGISTROS DE GASTROPODA Y
MODIFICACIONES NOMENCLATURALES.

A-Endemismo y Distribucion

1

Analisis de endemismo de moluscos dulceacuicolas de Chile

T

S= REVISTA CHILENA DE HISTORIA NATURAL

Revista Chilena de Historia Matural 83: 280-208, 2010 @ Sociedad de Biclogia de Chila

" Andlisis de endemismo de moluscos dulceacuicolas de Chile

Endemism analysis of Chilean freshwater mollusks

RESUMEN

La diversidad geoldgica v climdtica de Chile continental permite la diferenciacidn de una gran variedad de
ecosistemas errestres v acuaticos. La evidencia de los actuales patrones de distribucidn de especies dulceacuicolas
sugiere en gran medida una relacidn con las glaciaciones del Pleistoceno v algunos eventos tectdnicos postglaciales
que afectaron la hidrografia del pais. Las especies de moluscos dulceacuicolas en Chile, a diferencia de las especies
marinas, han sido escasamente valoradas, a pesar del papel que cumple un importante ndmero de ellas en los
ecosistemnas. Actualmente no existen estudios biogeogrificos que permitan establecer patrones distribucionales v
los procesos que los condicionaron. Un andlisis de parsimonia de endemismos (PAE) ¥ de riqueza de cinco Zonas
hidrograficas, basado en 75 especies de moluscos dulceacuicolas, sugiere la existencia de tres dreas biogeograficas:
MNorte {entre las latitudes 17°-337 5), Centro-Sur (337447 5) v Sur (44°-56° 5). La zona hidrografica V (44°-56% 5],
incluida en el drea Sur, posee el mayor porcentaje de endemismo (75 %), a diferencia de la zona hidrografica 111
{177-267 5), incluida en el drea Centro-Norte, la cual registrd el valor mas bajo (42 %).

Palabras clave: biodiversidad, biogeografia, moluscos dulceacuicnlas, PAE, zonas hidrogrificas.
ABSTRACT

The Chilean geological and climatic diversity allows the differentiation of a great variety of terrestrial and aquatic
ecosystems. Evidence provided by distributional patterns of freshwater species suggests a correspondence with
Pleistocene glaciations, and some post-glacial tectonic events that affected the hyvdrography of the country. The
species of freshwater Chilean mollusks, unlike the marine species, have been undervalued. Currently there are no
biogeographic studies that would allow identifving distribution patterns and the possible processes that shaped
them. A parsimony analvsis of endemicity (PAE) and the richness of five hidrographic zones, based on 75
freshwater mollusk species, suggests the existence of three main biogeographic areas: Morthern (between latitudes
177337 5), Central-Southern (337447 5) and Southern (44°-567 5). Hydrographic zone V (447-55° 5), included in
the Southern area, has the highest endemism percentage (75 %), contrasting with hvdrographic zone [ (177-26% 5),
included in the Central-Morthern area, which registered the lowest value (42 %).

Kev words: biodiversity, blogeography, freshwater molluscs, hydrographic zones, PAE.

INTRODUCCION nutrientes, va que representan una porcién

significativa de la masa macrobentonica, no

El estudio de los sistemas dulceacuicolas han sido considerados al estimar cuestiones de
chilenos en la actualidad ha ganado relevancia biodiversidad, biogeografia ¥ conservacién
debido a gque constituyen ecosistemas {Letelier 2006, Parada & Peredo 2006, Vila et
vulnerables gue alojan especies endémicas, al. 2008). Del total de especies de moluscos
algunas de ellas consideradas centinelas y descritas para Chile solo el B.7 % es
potenciales biocindicadores de ecosistemas dulceacuicola (Valdovinos 1999). El estado
perturbados (Valdowvinos & Cuevas 1996, Silva actual de su conocimiento taxonomico, a pesar
et al. Z0o07). Pese a que los moluscos de ser precario, sugiere que la diversidad de
dulceacuicolas constituyen un componente bivalvos es mucho menor gque la de
importante en el flujo de energia v ciclo de gasteropodos, a pesar de su amplio rango
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distribucional, en el cual son determinantes
sus estadios larvales (larva gloquideo), rasgo
ecologico que les ha permitido colonizar una
gran diversidad de ecosistemas de agua dulce
{Bonetto et al. 1986, Peredo & Parada 1986,
Parada et al. 1987). Los gasterdpodos
presentan una distribucidn mas o menos
discontinua, asociada con las cuencas v el
mosaico de hdbitats encontrados dentro de
ellas, como consecuencia de procesos
morfogenéticos, geomorfologicos, climdticos y
la ecologia del grupo (Valdovinos 1999, Parada
& Peredo 2002, 2006, Parra 2002). Estudios
previos demuestran la sensibilidad de ciertas
especies de moluscos, que las condiciona a un
determinado tipo de habitat: e.g., especies de
Chilinidae, Ancylidae, Sphaeriidae e Hyriidae
generalmente estan restringidas a aguas frias
(= 10" C), oxigenadas (= 70 % saturacion) y de
baja turbidez (= 1 UTN); mientras que unas
pocas especies de Lymnaeidae, Physidae y
Planorbidae toleran condiciones adversas de
calidad de agua (Valdovinos et al. 2004).

Los bivalvos se encuentran representados por
dos familias: Hyriidae, con un género y dos
especies, Diplodon ckilensis (Gray, 1828) v
Diplodon solidulws (Philippi, 1869); v
Sphaeriidae, con tres géneros: Pisidium Pleiffer,
1821, con las especies Pisidium ckilense
(d'Orbigny, 1846), Pisidiwm magellanicum (Dall,
1908), Pisidiwm lebruni Mabille, 1804, Pisidinm
observationis Pilsbry, 1911, Pisidium meierbrook
Kuiper & Hinz, 1983, Pisidium huillichum
ltuarte, 1999 v Pisidium [lanquikuense Ituarte,
19409; Sphaerieem Scopoli, 1777, con las especies
Sphaerium lawricochae (Philippi, 1869) v
Sphaeriwm forbesi (Philippi, 1869); v Musculiwm
Link, 1807, con las especies Musculium
argentingm (A'Orbigny, 1835) v Musculinm
patagonicum (Pilsbry, 1911). Los gasterdpodos
sudamericanos incluyendo Chile, a diferencia de
los bivalvos, en general presentan un elevado
grado de endemismo y sugieren posibles
relaciones gondwanicas (von Ihering 1891, Van
Bruggen 1980, Pugh & Scout 2002). De acuerdo
con Stuarde (1961}, para Chile se han descrito 73
especies de Prosobranchia (una familia) v
Pulmonata (cinco familias): 30 especies de
Chilinidae (Chiling Gray, 1828), cuatro de
Physidae (Prysa Draparnaud, 1801), cinco de
Lymnaeidae (Lymnaea Lamarck, 1799), siete de
Planorbidae (Biomphalaria Preston, 1910), cinco
de Ancylidae (Anisancylus Pilsbry, 1924 y
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Uncancylus Pilsbry, 1913) v 22 de Hydrobiidae
(Potamolithus Pilsbry, 1896 y Littoriding
Souleyet, 1852). La disiribucidn global de los
gasterdpodos chilenos se extiende desde Arica
en el norte hasta Magallanes en el sur. Sin
embargo, la mayor parte de las especies tiene su
rango geogrifico restringido a una o unas pocas
cuencas hidrograficas contiguas a lo largo del
gradiente latitudinal. Su mayor concentracion de
especies se localiza entre las regiones
administrativas VII v X (Valdovinos 2006).

Chile comprende una franja continental
muy estrecha, con un ancho medio de 200 km,
comprendida entre dos o tres meridianos como
promedio (66°30° W - 76" W) v con latitudes
que van desde los 177307 5 a los 56°30° 5.
Presenta diversidad climatolégica v de rasgos
geomorfologicos, v litologicos, que determinan
también distintos comportamientos respecto al
escurrimiento superficial. Su fisiografia
distingue un fuerte gradiente altitudinal de
oeste a este, que distingue la planicie litoral, la
Cordillera de la Costa, la depresion intermedia
v la Cordillera de los Andes, con desniveles
que pueden superar los 5,000 m v que
determinan cuencas hidrograficas de gran
torrencialidad. A pesar de esta diversidad,
existen patrones de similitud en los caudales,
regimenes de escorrentia, red de drenaje y la
situacion de las cuencas con respecto a las
unidades morfologicas, que permiten definir
cinco zonas hidrogrificas relativamente
homogéneas. Estas zonas hidrograficas fueron
propuestas por Niemeyer & Cereceda (1984):
(17°-26% 5), de régimen esporadico, en la Zona
arida; IT (26°-33" 5), de régimen mixto, en la
Zona Semiarida; III (33°-38° 5), de régimen
mixto, en la Zona Subhiumeda; IV (38°-44° §),
de régimen de rios con regulacion lacustre; ¥
V (44°-56° 3), de rios caudalosos de la
Patagonia Septentrional v Meridional Campos
de Hielo (Tabla 1). Existe ofra propuesta que
divide a Chile en seis regiones hidrogrificas,
basada en rasgos climatoldgicos, geologicos y
de régimen hidrico (Santis 1975). Estas
regiones fueron utilizadas por Pérez-Losada et
al. (2002) como unidades para planes de
conservacion.

Nuestros objetivos son analizar la riqueza v
endemismo de moluscos dulceacuicolas,
utilizando las zonas hidrograficas propuestas
por Niemeyer & Cereceda (1884), mediante un
andlisis de parsimonia de endemismos (PAE).
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TABLA1

Cuencas hidrogrdficas por zona hidrogrifica.

Hidrographic basins per hidrographic zone.

Zonal (17°-26° §)  Zona II (26°33° S)

Zona IIT (33°-38° 5)

Zona IV (38°44° §) Zoma V (44°56° §)

Taltal Coplapd Maipo Imperial Cisnes

Lluta Huasco Rapel Toltén Alsén

Azapa Limari Maule Budi Baker
Camarones Elqui Itata Lleullew

Lauca llapel Biobio Carampangue
Isluga Aconcasua Valdivia
Tamarugal Bueno
Salar de Atacama IMaullin
Loa Puelo
Palena
METODOS agrupar las cinco zonas hidrograficas en tres

Los datos de distribucién fueron obtenidos a partir de
estudios de revision y bases de datos (Valdovinos 1988,
1999, 2006, Parada & Peredo 2002, 2005, 2005). Esta
informacidn se actualizd a waves de la revisidn de las
colecciones depositadas en el Centro de Ciencias
Ambientales EULA-Chile v prospecciones realizadas en
terreno. También se consultaron los ejlemplares tipo
depositades en la coleccidn del Museo de Historia
MNatural de Santiagoe (MHNS).

Se construyd una matriz de datos de presencia (1)
S oausencia (00 con registros latitudinales de las 75
especies de moluscos dilceaculcolas chilenos (Tabla
2y, Se realizd un andlisls de parsimonia de endemismos
(PAE) (Morrone 1994, 2009), anexando un drea
externa codificada con todes “0° para enraizar el
cladograma (Rosen & Smith 1988). Se utilizo el
programa Mona (Goloboff 1998), ejecutado a través del
programa Winclada (Mixoen 2002). El soporte de los
nodos fue evaluado a traves de un andlisis de
“bootstrap” (Felsenstein 1985).

RESULTADOS

La riqueza especifica de un total de 75 especies
de moluscos incluidas en el presente estudio
varfa latitudinalmente de norte a sur, con
mavor concentracion entre las latitudes 267 y
44® con valores que superan el 20 %,
obteniéndose registros mas bajos entre los
17°-25%, con un porcentaje equivalente al 12 %
(Fig. 1).

El andlisis de parsimonia de endemismos
permitié obtener un solo cladograma (Fig. 2)
de &7 pasos, indice de consistencia de 0.91 e
indice de retencion de 0.63. E1 PAE permite

areas biogeogrificas (Fig. 2):

(1) Area biogeogrifica Norte (17°-33° S):
comprende las zonas hidrogrificas I v II. Esta
sustentada por las especies L. choapaensis, L.
opachensis, L. transitoria, B. montana v B.
termala.

(2) Area biogeografica Centro-Sur (33°-44°
5): comprende las zonas hidrograficas 111y IV,
Estd sustentada por las especies L. oblonga, L.
obtusa, C. dombeyvana, C. fluctuosa, B. chilensis
¥ P languikuense.

{3) Area biogeografica Sur (44°-56° 5):
representada solo por la zona hidrografica V.
Estd sustentada por las especies L. simpler, C.
Suviatilis, C. ovaliz, C. patagonica, C. amoena, C.
fusca, C. nevvosa, C. fueguiensis, C. monticola, C.
aurantia, L. lebvuni, BE. atacamensis, P. lebruni,
P. observationis v D, solidulus.

DISCUSION

La diversidad geoldgica v climdtica de Chile
continental permite la diferenciacion de una gran
variedad de ecosistemas terrestres v acudticos
(Parra et al. 2002). Dentro de los cambios
ocurridos durante la segunda parte del Terciario,
gue modificaron drasticamente la geomorfologia,
el clima vy la hidrografia, destacan el
levantamiento de los Andes, transgresiones
ocednicas, ciclos de aridez v disminucion de la
temperatura (Villagran & Hinojosa 1987).
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TABLA 2

Listado de especies v su distribucidn en cada zona hidrogrifica.

Species list and its distribution in every hidrographic zone.

£1 Z2 £3

]
e

)
o

Fotamolifk us australis Biese, 1944 0

=

Litforiding afacamensis (Philippi, 1850)
Litforiding bruninens! Biese, 1944
Litforiding compacta Blese, 1944
Littoridinag copiapoensis Blese, 1944
Litforiding coguimbensis Blese, 1944
Littoridinag chimbaensis Biese, 15944

Litforiding ckoapaensis Biese, 1944

Ll L= T = I = R =]

-
LB = Y e Y e e R e R o [ e [ ]
e R e Y e = R = R = =

=]

Litforiding cumingii Blese, 1944
Litforiding gracilis Blese, 1944
Littoriding limariensis Blese, 1944

Litforiding loaensis Blese, 1947

L= = = = |
==

Litforiding magallarica Blese, 1947
Litforidinag oblonga Blese, 1944
Littoridinag obtuwsy Biese, 1944
Littoriding opackensis Biese, 1947
Litforiding packispira Biese, 1944

[
[

=S =

Litforiding pueloensis Blese, 1944
Litforiding sartiaguenses Blese, 1944
Litforiding simples Pilsbry, 1911
Littoridina striafa Bilese, 1944

= QD o o B Q Q9 Q = O

Littoridina transiforia Biese, 1947
Criling dembevana (Bruguiére, 1739)
Criling fluctuosa (Gray, 1828)
Criling bulloides ((d"Orbigny, 1835)

= o= o O O O =

(= = =R = R R = R
-

=T = = =

Criling ampullacea Sowerby, 1838
Criling femuds Sowerby, 1838
Criling fIwviatilis Sowerby, 1838

=
=
[=T =

Criling major Sowerby, 1838
Criling robustior Sowerby, 1838
Criling gibosa Sowerby, 1838

[ e R e e R ]

Criling ovalis Sowerby, 1838
Criling fasciata (Gould, 1847)
Chiling obovafa (Gould, 1847)
Criling arrusta Philippi, 1860

2 e o o o o o o o o Qo e @ e +FBF B @ g @ @ = Q @ o =2 Q2
(=D =N = =

[ e R e Y e R e Y e R e [ [ =]

[= T = S
[

Criling elegans von Frauenfeld, 1865

Lo = = [ = = R == == = R = = R = = = |

[=J = = I = N = = T = R = = R = =]

[~

el = =

L= = [ = R = |
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TABLA 2 {continuacion)
Z1 22

b
(%)
P
&
&n

Chilina Hmraeformis Dall, 1870
Chilina pafagorica Sowerbyv, 1874
Chilina swbeylindrica Sowerbv, 1874

[

Chiling acuminata Sowerby, 1874

Chilina porfillensis Hidalgo, 1880

Chiling amoena Smith, 1881

Chilina fusea Mabille & Rochebrune, 1383
Chiling wervosa Mabille & Rochebrune, 18591
Chilinag fuegniensis Smith, 1905

Chiling monficalg Strebel, 1907

Chilina awrantic Marshall, 1924

Chilina elivacea Marshall, 1924

Chiling dullocki Marshall, 1933

Chilina iheringi Marshall, 1933

Chilina Hangwikwensis Marshall, 1933
Chilina minuta Haas, 1951

= = DO O O = O

o o o o O O O =

o o = o o o o o o o o o o o O
e i

= = O =

Frysa chilensis Claessin, 1886

Frysa nodulosa Biese, 1948

[ =

Frysa porferi Germain, 1913

Frysa rivales Sowerby, 1874

Lymnaea lebrund Mabille, 1283
Biomphalaria atacamensis (Blese, 1951)
Biomphalaria ckilensis (Anton, 18349)

Biomphalaria sckmiererianus (Biese, 1951)

o o o o o o O

P

Biomphalaria moniana (Blese, 1951)

Biomphalaria costata (Biese, 1951)

= = o O O O o oo o o o 9o oo oo o o o oo oo o o oo oo o o O
[=T N = N = N = =R R = T = S = R = T e R = R = S = TR - R = R = N = N .~ T — T — B ]

Biomphalaria fermala (Biese, 1951)
Biomphalaria aymara Valdovinos & Stuardo, 1991
Anisancylus obliguus (Broderip & Sowerby, 1832)

- D O O O s ek

Uinecancylus gayarus (d'Orbigny, 1837)
Uncancylus conceniricas (d"Orbigny, 1835)
Uincancylus forcki (Philippi, 1866)
Pisiadivm Tebrwoni Mabille, 1884

Fisidium observationds Pilsbry, 1911
Pisidiwm kailllickum Ttuarte, 1999

H = = O O O O O O O O O O = o o O O O O O O o

o o o o o o O o O O O =

[

Fisidium Hanguikuense Ituarte, 1999
Fisidium ckdlense (d"Orbigny, 1546)
Diplodon (Diploden) chilensis (Gray, 1828)
Diplodon solidulus Philippi, 1869 ] a ] ] 1

o o o o o O o O O = =
= oo o o o o o o o O =
T T e R e R v B o N

= O

._.
—
-
=
=
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Fig. I: Porcentaje de endemismo v riqueza por zona hidrografica, las cuales son agrupadas en tres areas
biogeogrificas.

Specific richness distribution and endemism percentages by hidrographic zone, which are grouped in three
biogeographical areas.
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Morba
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Fig. 2r Cladograma obtenido del analisis de parsimonia de endemismos de los moluscos dulceacuicolas
chilenos. En los nodos se indican los valores de “hootstrap”.

Cladogram obtained from the parsimony analysis of endemicity of Chilean freshwater molluscs. Bootstrap values are

indicated on the nodes,

En el area Norte, situada entre los 17° v
337 5, los valores de riqueza alcanzan el 36 %.
Mo obstante, encontramos en ella la zona
hidrografica de menor riqueza (12.1 %),
dehiéndose este incremento principalmente al
aporte de especies de la zona hidrografica 1.
Estos resultados son coincidentes con los
obtenidos en estudios sobre patrones de
riqueza en plecopteros (Palma & Figueroa
2008) v macrofitos (Ramirez et al. 19586), los
cuales pueden explicarse por factores propios
de la hidrografia del norte de Chile bajo
condiciones climdticas extremas, como el
menor nimero de cuencas, temperaturas altas,
rios esporddicos ¥ cuencas mavoritariamente
cerradas del tipo endorreico, con elevado
contenido mineralogico (Figueroa et al. 2007).
Algunos autores reconocen adicionalmente la
fragilidad de estos ecosistemas, caracterizados
por temperaturas v aridez extremas, v la
ocupacion humana de mds de 10,000 anos
(Jaksic et al. 1997). Los ecosistemas del norte
son esencialmente desérticos, caracterizados
por una productividad muy wvariable w
dependiente de las precipitaciones vy
disponibilidad de nutrientes, principalmente
nitrogeno; un alto cociente productividad,/
biomasa (tasa de recambio o produccién
relativa); un alto cociente entre biomasa sobre
v debajo del suelo; una baja eficiencia de
utilizacion de la produccion de plantas por
parte de los herbivoros; la biomasa de plantas
es removida principalmente por erosion (Moy-
Meir 1973, 1985).

El drea con mayor riqueza de especies
(45 %) se encontrd a los 33°-44° 5. Dentro de

ella, el aporte en rigqueza proviene
fundamentalmente de la zona hidrograifica IV,
con un 25.2 %. Esta zona se caracteriza por ser
del tipo exorreica, fundamentalmente con un
clima templado v luvioso, por lo que es
posible encontrar una gran abundancia y
variedad de sistemas Umnicos (Ramirez & San
Martin 2008).

El area Centro-Sur incluyve la zona de
transicion climatica (367-38% 5), lo que no
necesariamente se correlaciona con un elevado
grado de endemismo. Esta zona de transicion
entre los climas mediterraneo v templado (Di
Castri & Hajek 1976), localizada en la region del
Biobio, se caracteriza por una gran diversidad
de ecosistemnas (Morla & Pineda 1985), por lo
que es posible encontrar una elevada riqueza de
especies (Teneb et al. 2004; Cavieres et al
2005). Se ha descrito un “hotspot™ de
biodiversidad de invertebrados dulceacuicolas,
situado entre las regiones VII (35° 5) v XI (43°
51, el cual fue utilizado en conjunto con los
sistemas hidrograficos por Pérez-Losada et al
(2002) en el estudio de patrones de riqueza ¥
determinacion de indices de diversidad
genética v filogenética. Estos autores sugirieron
que la region hidrogrifica compuesta por los
rios Tucapel, Imperial ¥y Toltén es prioritaria
para la conservacion de aéglidos, concordando
con nuestra area de mayor riqueza.

Respecto al grado de endemismo por zona
hidrografica, el mayor porcentaje incluya a las
regiones de Magallanes v Aisén con un 75 %
Sin embargo, esta regidn es una de las
unidades biogeogrificas con menor rigqueza
(20 %), la cual incluve solo a la zona
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hidrografica V. Esta zona se caracteriza por
un predominio de las precipitaciones
anuales, alimentando rios caudalosos de
fuerte pendiente ¥ aguas oxigenadas. De
acuerdo con Vera (2007), los valores de
riqueza faunistica en Ephemeroptera fueron
igualmente bajos en Magallanes. Las
diferencias entre las provincias bidticas de la
Patagonia v el Bosque Magallanico serfan
consecuencia de factores orogrificos v
climaticos (Morrone 2006).
Hidrograficamente, ¥ segin la intensidad vy
caracter de la glaciacion en la Patagonia
chilena, podemos distinguir dos subdreas:
Patagonia Septentrional, con rios caudalosos
trasandinos; y Patagonia Meridional,
caracterizada por campos de hielo, canales v
fiordos. Estas hoyas de gran tamafo,
originadas en la faja subandina oriental de la
Patagonia, incorporan grandes lagos de
origen glacial, los cuales se waclan
posteriormente en el Pacifico (Niemeyer &
Cereceda 19584). Esta subdrea, incluida en el
drea Sur, se caracteriza por condiciones
topogrificas v climdticas complejas, razdin
por la cual ha sido poco explorada (Scrub et
al. 1998). El conocimiento de la
biodiversidad v endemismo de esta area, en
relacion con las otras aun es precario v
considerado preliminar. Dde acuerdo con los
antecedentes glaciologicos del altimo eiclo
(Hollin & Schilling 1981, Denton et al. 1999),
las regiones Aisén v Magallanes, incluyendo
Chiloé continental, fueron drasticamente
afectadas por el dlimo médximo glacial,
modificando ecosistemas v el rango
distribucional de las especies. Los efectos de
la glaciacion en América del Sur fueron
diversos en los ecosistemas dulceacuicolas:
obstruccion en los sistemas de drenajes,
cambios en sus parametros fisicoquimicos y
fragmentacion continental (Clapperton 1943,
Turner et al. 1996). Procesos de interaccion
entre extincidn local v recolonizacion
habrian incluso modificado la estructuracién
poblacional de las especies en zonas
antipuamente cubiertas por hielo (Schneider
et al. 1998). Algunos ecosistemas habrian
actuado como refugios glaciales (Veblen et
al. 1996, Villagran et al 1996), lo cual sin
duda fue un factor determinante del grado de
endemicidad de las especies patagonicas. Sin
embargo, se desconocen sus efectos en la

demografia, hasta que punto lograron sobrevivir
efectivamente tales especies en estos drenajes v
sus posibles rutas de recolonizacion (Ruzzante et
al. 2008).

Respecto a las especies de Hyriidae, las
revisiones actuales han permitide validar a
Diplodon crilensis Letelier (2006) en casi todo el
territorio nacional, noe encontrindose a la fecha
ningun ejemplar de la subespecie D). chilensis
patagonicws, la cual estarfa presente solo en la
Argentina. No obstante, I). solidwlus se encuentra
solo presente en Puerto Monti, lo que permite
considerarla endémica del pais (Parado & Peredo
2002). En el centro-sur de Chile, en relacion con
las Sphaeridae, se ha registrade un rango
distribucional restringido para las especies P.
Hanguihwense v P. kuillickum, a diferencia de P.
ckilense, de amplia distribucion en Chile.
Respecto a P. ebservationis v P. lebruni, son
especies propias de regiones patagonicas (Ituarte
1996). Sin  embargo, P observationis
probablemente se halla en dreas geograficas del
territorio trasandino, por lo cual deberia
realizarse una revision mas detallada (Parada &
Peredo 2006). En relacion con los gasteropodos,
en los trabajos de Valdovinos (2006) se describe
un 91.7 % de endemismo del total de especies
descritas, donde todas las especies de
Hyvdrobyiidae, Chilinidae, Physidae v Planorbidae
son endemicas; las Lyvmnaeidae tienen como
unico representante endémico a Lymnaea lebruni,
descrita para Punta Arenas; para Ancylidae solo
Unecancylus foncki es endémica, conociéndose del
rio Maullin v el lago Llanquihue; v respecto a
Anisancylus la informacion es limitada. Se
requiere una revision detallada v actualizada a
nivel de familia, va que es un grupo muy
restringido v desconocido (Valdovinos 1998).

En Chile, la declinacion de las poblaciones de
moluscos no es muy diferente a la de otras
latitudes, siendo sus causas principales el manejo
de los cuerpos de agua dulce, la pérdida y/o
fragmentacion de los habitats, la alteracion por
procesos de urbanizacion v el uso de tecnologias
convencionales en la agricultura (Valdovinos et al.
2004, Parada & Peredo 2006). En la actualidad no
se han desarrollado criterios v pardmetros
especificos para la clasificacion de los moluscos
continentales chilenos en las diferentes
categorias de conservacion propuestas (JUCN,
1994y, v establecidas en el Articulo 37 de la Ley
19,300 sobre Bases Generales del Medio
Ambiente (Chile). Existe un propuesta preliminar
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de clasificacion tentativa de las familias que
incluyen especies nativas para la Cordillera de
la Costa entre 397 v 42° 5, las cuales deberian
ser consideradas con precaucion sobre la base
de informacion fragmentaria v observaciones
generales que aun no han sido reevaluadas
(Valdovinos et al. 2004). Por otro lado, la
agrupacion de las especies en cuencas
geogrificas permite establecer una base para
estudios de conservacion (Veloso Z006).

Como consideracion final, a pesar de la
falta de informacién en algunas estaciones de
muestreo en la Patagonia chilena, se proponen
tres areas de endemismo. Sobre estas deberian
orientarse proyectos destinados a la
conservacion ¥y manejo integrado de las
principales cuencas hidrogrificas, ademds de
profundizarse los estudios taxondmicos que
permitan definir el rango distribucional de las
especies a lo largo del territorio nacional.
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Abstract

Lake Titicaca, sitnated in the Altiplano high platean, is the only ancient lake in
South America. This 2- to 3-My-old (where My is millien years) water body has had
a complex history that included at least five major hydrological phases during the
Pleistocene. It is generally assumed that these physical events helped shape the evo-
lutionary history of the lake’s biota. Herein, we study an endemic species assemblage
in Lake Titicaca, composed of members of the microgastropod genus Heleobia, to
determine whether the lake has functioned as a reservoir of relic species or the site
of local diversification, to evaluate congruence of the regional palechydrology and
the evolutionary history of this assemblage, and to assess whether the geographic
distributions of endemic lineages are hierarchical. Our phylogenetic analyses in-
dicate that the Titicaca/Altiplano Heleobia fauna (together with few extralimital
taxa) forms a species flock. A molecular clock analysis suggests that the most re-
cent common ancestor (MRCAs) of the Altiplano taxa evolved 0.53 (0.28-0.80)
My ago and the MECAs of the Altiplano taxa and their extralimital sister group
0.92 (0.46—1.52) My ago. The endemic species of Lake Titicaca are younger than the
lake itself, implying primarily intralacustrine speciation. Moreover, the timing of
evolutionary branching events and the ages of two precursors of Lake Titicaca, lakes
Cabana and Balliviin, is congruent. Although Lake Titicaca appears to have been
the principal site of speciation for the regional Heleobia fauna, the contemporary
spatial patterns of endemism have been masked by immigration and/or emigration
events of local riverine taxa, which we attribute to the unstable hydrographic history
of the Altiplano. Thus, a hierarchical distribution of endemism is not evident, bat
instead there is a single genetic break between two regional clades. We also discuss
our findings in relation to studies of other regional biota and suggest that salinity
tolerance was the most likely limiting factor in the evolution of Altiplano species
flocks.

Introduction

Ancient Lake Titicaca (Peru/Bolivia), which is located in
the northern part of the endorheic, high-elevation Altiplano
( Dejoux 1994; Allmendinger et al. 1997; Pawley et al. 2001;
Baker et al. 2005; Fig. 1), contains a diverse endemic fauna
whaose biogeographic history is poorly understood. The fol-

lowing two hypotheses have been proposed for the generation
of endemic diversity in ancient lakes (e.g., Martens 1997).
(1) These water bodies have functioned as sinks for ex-
tralimital biota over long time periods, resulting in the accu-
rulation of phylogenstically diverse assemblages (reservoir
function). (2) The lakes have served as a venue for local
{intralacustrine) speciation (cradle function). Both of these

The endemic gastropod fauna of Lake Titicaca: correlation
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contrasting scenarios assume that the palechydrology of these
lakes has played a pivotal role in the assembly of endemic biota
(e.g., Martens 1997).

The history of Lake Titicaca was punctuated by a series
of major hydrologic events. The lake originated during the
Late Pliocene/Early Pleistocene, about 2—3 million years
Myl age (Lavenid 1992) and underwent several phases of ex-
pansion and contraction duringthe Late Pleistocene that were
caused by glacial-interglacial cycles and associated changesin
effective moisture (Wirrmann 1992; Argollo and Mourgniart
2000; Cross et al. 2000; Fritz et al. 2007; Blard et al. 2011).
At least five major phases have been recognized, which are
sometimes referred to as “paleolakes™ (Lavenu 1981, 1995;
Lavenn et al. 1984; Wirrmann 1992; Cross et al. 2000; Baker
et al. 2005; also see Figs. 1C and 2).

The Mataro Lake, coeval with the Purapurani formation
( Calvario/Kaluyo interglacial 551 1.5-1.6 My ago (Laveni
1995; also see Lavent et al. 1984; Marshall and Sempere
1991), was 3950 m in elevation (ie., ca. 140 m higher than
at present) and constituted the largest recorded expansion of
Lake Titicaca, overlapping much of the Altiplano (Fig. 1C;
Lavenn et al. 1984). Lake Mataro eventually desiccated and
Lake Cabana, corresponding to the Kaluyo/Sorata interglacial
(54 (Lavenna 1995; also see Laveni et al. 1984; Marshall and
Sempere 1991), developed ca. 1.1-1.0 My ago with a maxi-
mum lake-level elevation of 3900 m. The third episode gave
rise to Lake Ballivian with a lake level of 3860 m (Laveni
1981; Lavend et al. 1984). Most authors suggest that Lake Bal-
liviin originated during the Sorata/Choqueyapu Linterglacial
(5afts) about 0.6-0.5 My ago (Lavenil 1995; also see Lavend
et al. 1984; Marshall and Sempere 1991; but see Fornari et al.
2001).

Subsequentclimatic changes resulted in the Morth Minchin
episode, corresponding to the Choqueyapu IFIT (t2) inter-
glacial (Laveni 1993), approximately 73-30 kiloyears (ka)
ago with a lake level of 3825 m (Fornari et al. 2001), and the
Morth Tauca episode, corresponding to the postglacial
Chogqueyapu II (t;) phase {(Laveni 1995), approximately
18.0-14.5 ka ago with a lake level of 3815 m (Blard et al.
2011). Lake-level fluctuations continued into the Holocene;
contractions of up to 100 m depth and drastically increased
salinity levels have been reported for this time interval (Be-
tancourt et al. 2000; Cross et al. 2000). It is generally assumed
that these palechydrologic events helped shape the evolu-
tionary history of regional aquatic biota. For example, the
repeated cycles of lake extension and shrinking may have
promoted dispersal and vicariance, respectively; and desicca-
tion and associated fluctuations in salinity may have resulted
in extinction { e.g., Lilssen et al. 2003; Benavides 2005).

The Lake Titicaca region contains at least 533 aquatic
species { Dejoux 1994); at least 64 of these (12%) are con-
sidered to be endemic (Gonzilez and Watling 2003; Lussen
et al. 2003; Benavides 2005). However, these numbers are

£ 2012 The Authors, Published by Blackwell PuBlishing Lid.
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considerably smaller than in most other ancient lake basins
(e.g., Martens 1997). The relatively small number of endemic
species in this lake has been attributed to (1) the possibility
that the ancestral biota was tropical in origin and conse-
quently was depleted during the uplifting of the Altiplano
because few species could tolerate high elevations and/or low
temperatures { de Lattin 1967); and (2) the large variation in
lacustrine water chemistry during the late Cenozoic, which
resulted in extinctions (Wirrmann et al. 1991; Dejoux 1994).

Despite the relatively small number of endemic species in
Lake Titicaca, there are possible species flocks of pupfishes
(genus Orestias; e.g., Lussen et al. 2003), amphipods (genus
Hyalella; e.g., Gonzilez and Watling 2003; Viinold 2008),
and microgastropods (genus Heleobia: e.g., Hershler and
Thompson 1992). The phylogenetic relationships and bio-
geographic history of these three groups have not been well
established, although the molecular evolution of Ovestias has
been detailed in an unpublished dissertation (Ltssen 2003 ).
That study included preliminary molecular-clock analyses
that suggest that speciation was recent and possibly associated
with Middle to Late Pleistocene palechydrologic processes.

Virtually nothing is known about the phylogenetic rela-
tionships of the Heleobia flock (14 species) in Lake Titicaca.
Altiplano congeners are mostly endemic whereas extralimi-
tal members of the genus range more widely. This prevail-
ing biogeographical pattern suggests that Heleobia may be
a particularly suitable group for investigating evolutionary
diversification in the Lake Titicaca region.

We here nse a molecular clock approach together with
a phylogeographical analysis to address the following ques-
tions:

(1) Did Lake Titicaca serve as a biogeographic reservoir
for Altiplano species or did the endemic snail lineages in
the lake evolve through rapid intralacustrine speciation?
This relates to the age and phylogenetic composition of the
endemic fauna, and the extent to which evolutionary diver-
sification occurred within the lake.

(2) Are diversification events in Heleobia spp. related to ma-
jor palechydrological episodes on the Altiplano? The ques-
tion is associated with processes of speciation in ancient Lake
Titicaca and the abiotic factors driving evolution.

(3) Are there hierarchical spatial levels of endemicity in the
Lake Titicaca region? This question is related to the concept
of ecological isolation of ancient lake species, that is, assumed
low levels of faunal exchange between ancient lakes and their
watersheds as well as between watersheds and extralimital
areas.

This is the first phylogeographical study of an Altiplano in-
vertebrate species assemblage and may contribute to a better
understanding of speciation processes in Lake Titicaca. Pur-
thermore, given that Lake Titicaca difters from most, if not
all other ancient lakes in its physical and biotic features, this
study may help identify the unifying patterns and processes
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Flgure 2. Bayeslan phylagenatic tree under the strict clock model Inferred from the mitcchandrial C31 gene (topl. Two of the three outgroups
{Spunwinkiz saisa, Cochliopa sp.) were removed from the free 3 posterion. Spedmens are labelad with a locality code according to Table 1. In addition,
spacimens of the genus Helecbia carry the respective DA woucher numbser behind the locality code. Bayeslan posterior probabilities are indicated
when =0.95, Major dades are delineated by aray bars and labeled with Roman numerals. Lake Titicaca spedmens are bold faced, specimens fram
the Altiplano are green shaded. The ages of MRCAs dEoussad In the text (labeled A-C) are provided and their 95%: HPD Intenvals are illustrated by
orange bars (associated node-depth distibutions are Indicated by white bars above the HPD Intervaks). Major palechydmlogic events In Lake Tiicaca
{Including prior ke floor levels) are shown below (Eary and Middle Flelistocena data are from Lavend [1995]; Late Plaistacene and Holocene data are
from Betancourt et al. [2000] and Blard et al. [2011]). The question mark refers to an unnamed prior conflguration of Lake Titlcaca (Lavenn 1995)
that could be equivalent to the central Altiplano Escara periad (Fornarl et al. 20017,
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in world-wide ancient lakes that, in general, can explain their
often outstanding degree of biodiversity.

Methods
Study species and sampling sites

Heleobia Stimpson 1865 is one of three genera belonging to
the primarily brackish water subfamily Semisalsinae Giusti
and Pezzoli 1980 {Caenogastropoda: Rissooidea: Cochliop-
idae). The other two are Semisalsa Radoman 1974 (treated
as a subgenus of Heleobia by some authors) and Heleobops
Thompson 19268, This subfamily is composed of small (typ-
ically 2-8 mm in shell height), diceceous fresh water and
brackish water gastropods that usually live on hard substrates
or aquatic vegetation.

Heleobia is distributed in South America from central
Peru south to the Tierra del Fuego, along the eastern
coasts of Argentina and Brazil, and in the Amazon Basin
(Fig. 1A; also see Hershler and Thompson 1992). The cen-
ter of diversity of the genus is the Altiplano, which contains
20 species, the majority of which are endemic to Lake Titi-
caca (Haas 1955, 1957; Blume 1958; Hershler and Thompson
1992,

Onar study is based on hierarchical sampling that included
(1) eight Heleobia taxa from Lake Titicaca, (2) six Heleobia
taxa from other Altiplano areas, (3) representative Heleo-
big taxa from the Andes and the Chilean coastal region, (4)
two congeners from Argentina, (3) seven members of the
sister genus Semisalsa from Europe and western Asia, and
(6) two species of the genus Heleobops from North and Cen-
tral America (Table 1).

Heleobia was sampled in the Altiplano and nearby
sites during April-haly 2007, October-December 2009, and
January 2010. Specimens were collected in shallow waters by
hand,in depths ofup to 4 m by snorkeling and in depths of up
to 38 m by boat using a small triangular dredge, and preserved
in 70-80% ethanol. Snails were identified to species and sub-
species based on original taxonomic descriptions and pub-
lished keys { D’"Orbigny 1835; Bavay 1904; Pilsbry 1924; Biese
1944, 1947; Haas 1955, 1957; Blume 1958; Dejoux 1992).

DNA extraction, PCR amplification,
and sequencing

Genomic DNA was obtained from individual specimens
using the CTABR protocol described in Wilke et al
(2006). DNA vouchers were deposited at the University of
Giessen Systematics and Biodiversity collection (UGSEB) ((see
Table 1). Digital images of specimens were taken prior to
consumptive DNA isolation and deposited in the UGSB
database.

We obtained sequences ofthe mitochondrial cytochrome ¢
oxidase subunit I (COI) gene with a target length of 658 base
pairs (bps) (excluding 51-bp primer sequence). Forward and

1 2012 The Authors. Published by Blackwsll Publishing Ltd.
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reverse primers for PCR amplification and DNA sequencing
were LCO1490 (Folmer et al. 1994) and COR722b (Wilke and
Dhavis 2000); the latter is based on primer HCO2192 (Folmer
et al. 1994 ).

Bidirectional DNA sequencing was performed on a Long
Read IR2 4200 sequencer (LI-COR, Lincoln, NE) using the
Thermeo Sequenase Fluorescent Labeled Primer Cycle Se-
quencing kit {Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
MT). The protein-coding COI sequences, which are free of
insertions and deletions in the Rissooidea (Wilke et al. 2001},
were unambignously aligned in BioEdit 7.0.4.1 {Hall 1999).
The first base pairs behind the 3" end of each primer were
difficult to read. We therefore trimmed these regions, leaving
a 638-bp-long overlapping fragment for the COI gene. New
sequences were deposited in and additional sequences were
taken from GenBank (see Table 1).

Molecular dating: general problems and
applicability in Heleobia spp.

Molecular dating is a challenging task (e.g., Takahata 2007).
At least four conditions have to be met for reliable molec-
ular clock estimations (reviewed in Wilke et al. 2009):
(1) the sampling design should be appropriate {ie., ideally
without missing lineages), (2) the geneis) used should ex-
hibit a low degree of rate heterogeneity within and among
lineages, (3) the target gene should also have a good per-
formance over the time frame of interest (ie., a sufficient
number of substitutions but no signs of significant sub-
stitutional saturation), and (4) robust internal calibration
points andfor external molecular clock rates have to be
available.

These conditions severely constrain the possibility of ro-
bust molecular dating. Although condition (1) may be satis-
fied assuming that the target taxa can be sampled, conditions
(2) and (3) are violated by a substantial portion of genomic
regions (e.g., Takahata 2007). Moreover, in the absence of 1o-
bust internal calibration points, researchers frequently have
to use external clock rates that are gene-specific and thus
restrict the number of available genes. Consequently, most
molecular dating studies nse a single or very few genes, typ-
ically derived from mitochondrial DNA. Thus, the basis for
molecular clock analyses differs from traditional phyloge-
netic investigations, which often include several genes de-
rived from mitochondrial and nuclear DNA. Recent molecu-
lar clock analyses have incorporated sophisticated procedures
for estimating the degree of rate heterogeneity, the error of
the clock estimation, and the error of the external clock rate
in order to partly compensate for this problem and to ob-
tain meaningful time estimations. Efforts are also made to
optimize external clock rates relative to their variability and
specificity.
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Table 1. Collection and locality data Jatitude, lonaitude, and elevation In parentheses), locality code, DMA voucdher number (UGSE collection), and
Genkank accession numbers for spedmare analyzed i this study, Information on outgroup species & given In the text. *Sequences from GenBank
(references In parentheses), **sequences provided by Hslu-Ping Uu {Metropolitan State College of Denver).

DMA GanBank
vaucher accession
Taxon Collection site Locallty code number number’
Heleabops
Heleobops docimus Cayman Islands, Pond at Chisholm Point Cayman Islands-1 nsa AF129322
Thompsan 1968 {12.2486°M, 81.2203°W, 0 m), leg., dat.: R. (Hershlar &t al.
Hershler 199a)
Heteobaps carmier Usa, Cyster Pond, Falmouth (41.5345°N, U5A-1 ca84 JCAa730E
Davls and Mckee 1989 70.6395°W, O m), leq., det.: G, M. Davk Eaz 1Za730e
Samisalsa
"Samisalsa” aponensis ttaly, tharmal spring near Vllaga, vicenza ttaly-2 3242 12Aa73020
{E. van Martens 1858) {45.40°M, 11.53°E), leq., det.: I Miero 3245 JoA73021
Samizalsa dalmatica Croatla, Pirovac Spring, Frovac (43.8167°N, Croatia-1 2114 AF367631
{Radaman 1974} 15.6766°E), leq., det.: A. Falnlowskl and M. (Wilke et al. 20013
Szarowska
Croatla, Krka River, Skradin (43,817 2N, Croatla-2 20540 1ZAa73022
18.9281¢E, 7 mj, leg., det.: &, Falnicwskl
Samizalsa dobrogica Romania, Movile Cave, Mangalla (43.825¢N, Romania-1 néa ELaz8128
{ianossu and Megra 28.5671°E), leg., det.; not specified In original nfa ELIOZ8132
1989} publication (Falnicwskl ot al.
2008)
Famisaisa foxlanenss ttaly, thermal springs, Toretta establiEhmant, Italy-1 3760 10730232
{Da stefanl 1883) Mantecatinl Terme (43.89°M, 10.77°E), leq.,
det.: 5. Clanfanelll &E. Loro
Zamisalsa stagnorum The Metherlands, Kaaskerewaters, Zierkzes The Metherlands-1 2915 1273024
famelin 1791} (51.65582°M, 3.93580FE, O m), leg., det.: T.
Wilke
Famisalsa scamandr France, Etang du Charnier, Saint Gilles (43,627, France-1 3088 1Za73028
(Boeters et al. 1977) 431°E, 0m), leg., det: H. Girard|
Samisalsa sp. Erael, Mouth of Mahal Taninim Rlver, Ma'agan Eragl-1 2005 1ZA73026
Michagl (32 E386°N, 34.9029°E, 0 m), leg., 2148 1ZAa73027
det.: F Ben-Amil & ). Heller
Helzabiz
Helzobiz andicola Bolivia, Lake Titcaca, Patapataniisland £16.306°5, TIS 2489 kar3nze
andicola 68.685°W, 3802 m), leq., det.: . Krall
{oorbigny 1835)
Helsobiz andicola Peru, Lake Titicaca, Ramis Bay {15.324°5, THa E343 JAaT30ze
culminea 2,83 1°W, 3302 m), leg., det.: & krall
(ororbigny 18400
Bolvia, Lake Titicaca, Huarna {162 095, TIE 2488 ¥AT3030
G8.621°W, 3302 m), leg., det.: & krall
Peru, Lake Titlcaca, Puno Bay (15.453°5, m 7602 1ZAa73031
62.552°W, 3302 m), leg., det.: & Krall
Peru, Lake Arapa, Arapa{15.147°5, 70.104°W, Ar 8348 1273032
3815 my, leg., det.: &, Kroll 8342 1A73033
Feru, Lake Umaya, Umayo 1sland (15.738°5, Uy B245 JA73034
700714, 3340 m), leg., det.: & krall
Heleobvz andicola nevaw! Peru, Lake Titlcaca, Vilque Chioo (18.236°5, Ti® 76810 12Aa73038
(Bavay 1904} G2.695°W, 3802 m), leg., det.. . Krall
Heleobiz aperta Bolivia, Lake Titlcaca, Chua (16, 12065, 68.445°W, TI? 8252 15Aa73036
{Haas 1955} 2209 m}, leg., det. <. Krall 82032 ¥a73037
“Halechia® australs Argenting, Mar Chiguita, Cangreito Inlet Argentina-1 nfa** a7 z7o8

{Drorblgny 1835)

{37.7442°5, 57,4135, 62 m), leq., det. R.
Harshler [LSKHR 1002579)

1522
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Table 1. Continued.

Endemic Gastropod Fauna of Lake Titlcaca

CMA GeanBank
vaucher accession
Taxon Collection sita Locality code number numbar’
Heleobva cf. chimbasonsis Chile, Qusbrada de Taltal (25.503:5, 70.411:W, Tt 13962 1GAa73038
(Blase 1244) E77 m), leq., det. <. krall
Heleobvz of. cumingy Feru, Huancane River (15.2 16°5, 99,7592 W, 3815 HC 12968 13273039
(DrOrbigny 1835} m}, leq., det.: O Kroll
Peru, Urubamba River, Urubamba (1231275, ub 13953 13273040
720100, 2851 i, leg., det.: O Kroll
Chile, Aconcagua River, Conoon (32.916°5, A3 12066 1A73041
71.497°W, O m), k., det. &. Knoll
Heleobiz languiznsis Fery, Lake Langul Layo (14.452°5, 71.280°W, Ly 13958 13973042
{Haas 1958} 20a%mj leg., det: O Kol
Helzabvz limaransts Chile, Huasco River, Vallenar (2857975, Hu 13964 12873043
(Blase 1944) F0765W, 380 m), leg., det.: 0. Kol
Helealia loaensis Chile, Loa River, Julllagua {21.637°5, 69 549 Lal 8726 15873044
(Blasa 1247) 12 m), leg.: U. Balned:, det.: 0. Kl
Chile, Loa River, Calama (22.453¢5, 68.903°W, Loz 13941 1327304
2260 m}, leg., det.: @. Kroll
Heleobia mirum Boliva, Lake Titlcaca, Ajllata (16.01 15, TI8 BAE0 15Aa7 3046
{Haas 1957} G68.812:W, 3808 m), leg., det.: ©. Kroll 8581 13273047
Heleobia ortoni Fery, Lake Titlcaca, Chucuito (152825, TIZ2 Jand 13273048
(FlEbry 1924) 60 B08W, 2800 m), leg., det.: &, Kroll Taos 15873045
Heleobvz parchappy Argentina, Mar Chiquita, Canal Ea (37 54685, RAC néas JZA7 2708
(Drorbigny 1835) £7.2128°W, 82 m), leq., det.: R. Harshlar
(LUSNM 1002582}
Helzobia poopoensis EBoliva, Laca Jahuira River {19.079°5, 67.314°W, (W} 13960 J3A73050
(Bavay 1904} 2E96 m), leg., det: O Kroll
Heleobiz saracochas Peru, Lake Saracocha (15.764°5, 70.621°W, 4154 5C 13957 15873051
{Haas 1255) m}, leq., det.: <. Kroll
Helzabia umbicwlats Boliva, Lake Titicaca, Sol island (16.044°5, Ti4 241 Jga73052
{Haas 1955} 69 156°W, 3808 m), leg., det.: &, Kroll 13970 15a73053
Heleobiz sp. Pery, Lake Titlcacs, Chocaslyu(16.205°5, TI3 8a82 1373054
69.398°W, 3809 m), leq., det.: O. Kroll
Peru, Lake Lagunillas £15.706°5, 70.806°W, 4174 LL 13955 15a730858
my, leq., det.: <. Kol 13956 1873086
Eoliva, Lake Blanca (22.812°5, G7.766°W, 4323 LE 8725 13273087
m, leg.: U, BoBnack, det.: <. krall
Chile, Coplapo River, Atacama {27 8085, Co 12963 1GAa73058
70.128W, 800 m), leg., det.: ©. Kol
Chile, Elqui River, Caquimbo (2926145, El 11077 1373089
71.322°W, O m), leq., det: B.Werding 110745 1GAa7 3060
Chile, Limnarl River, Ovalle (20.597+5, 71.176°W, LI 13965 J3A73061

215 m), leq., det: <. krall

Here, we use such a “trait-specific™ external clockrate (ie.,
a rate that can be assigned to a range of taxa that share
similar biological and life-history characteristics supposedly
affecting rate heterogeneity) for the COI gene proposed
by Wilke et al. (2009). This trait-specific rate has been
shown to perform well in diceceous aquatic protostomes
from tropical and subtropical habitats that share a gen-
eration time of approximately one year and a body
size of 2-50 mm. All of these conditions are met by
Heleobia.

£ 2012 The Authers, Published by Blackwell Putlishing Lid.

Phylogenetic and molecular clock analyses
Fifty ingroup sequences and three cochliopid outgroup
sequences (Spurwinkia salsa [GenBank accession number
AF367633, Wilke et al. 2001], Cochliopa sp. [AF354762, Lin
et al. 2001], and Onebops jacksoni [AF367645, Wilke et al.
2001]) were used for the phylogenetic and molecular clock
analyses.

The best-fit model of sequence evolution was inferred
based on the Bayesian information criterion by conducting
dynamical likelihood ratio tests in jModelTest 0.1.1 (Posada
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2008). Given that molecular clock analyses are particu-
larly sensitive to substitution sataration { Wilke et al. 2009),
we tested the degree of saturation using the entropy-based
method of Xia et al. (2003) as implemented in DAMBE 5.2.9
(¥ia and Lemey 2009). The input parameter for imvariable
sites was taken from jModelTest. The test did not indicate sub-
stantial saturation even under the conservative assumption
of an asymmetrical tree as indicated by an “index of sub-
stitution saturation valae™ (Iss = 0.309) being significantly
smaller than the respective critical valae (Iss.c = 0.386).

‘We then tested whether the molecular clock hypothesis
was accepted (ie., whether a strict molecular clock can be
assumed ) using the Bayes factor (Kass and Raftery 1995) as
meodel-choice criterion. In order to generate the Bayes fac-
tor, we conducted two Bayesian Inference analyses (no clock
wvs., strict clock assumption) in MrBayes 3.1.2 (Ronquist and
Huelsenbeck 2003) with the nucleotide substitution model
suggested by jModelTest (ie., GTR 4+ I 4+ G). The individ-
ual analyses were terminated when the final average standard
deviations of split frequencies in MrBayes reached walues of
<0.01. The posterior distributions were then used to estimate
the Bayes factor. The harmonic means of —In = 3142.4 and
—In = 3151.8 for the strict clock and no clock models, respec-
tively, and the resulting Bayes factor of 18.8 provide strong
evidence against the no clock model (see Kass and Raftery
1995 for an interpretation of Bayes factor values). Therefore,
the strict clock model was used for subsequent phylogenetic
analyses.

Priors for the Bayesian analysis were specified in BEAUG
v.l.6&.1 (Drummond and Rambaut 2007) as follows: site
model = GTR 4 [ 4 G (four gamma categories); clock model
= strict clock (with a normal prior distribution as well as the
COTI trait specific clock rate of 0.017 and a standard deviation
of 0.0034 suggested by Wilke et al. 2009). Phylogenetic recon-
struction and estimation of the age of selected most recent
commeon ancestors (MRCAs) were done in BEAST w1.6.1
( Drummeond and Rambaut 2007). We performed three inde-
pendent analyses with different seeds and 10 Mio generations
each.

During the runs, every 1000th tree was sampled and
parameter comvergence was monitored in Tracer w150
( Drummeond and Rambaut 2007). The combined set of trees
showed both high ESS (effective sample size) values (= 3000
for all major parameters) and a smooth frequency plot, in-
dicating that the sampled trees well represent the posterior
distribution. We then computed a consensus tree in TreeAn-
notator v.1.6.1 (Drummend and Rambaut 2007) with the
posterior probability limit set to zero and the first 10% of
generations ignored as burn-in. From this tree, we obtained
the means of selected time estimates and their 95% highest
posterior density (HPD) intervals (i.e., the Bayesian analog to
a confidence interval). This conservative error estimation in-
corporated both the errors of the phylogenetic analysis (ie.,
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the node-depth variation of individual Bayesian trees) and
the error of the trait-specific COI clock rate. Note that we did
not correct owr clock estimates for ancestral polymorphism
since the trait-specific Protostomia COI clock applied here
is also uncorrected { Wilke et al. 2009). Given that this exter-
nal rate is based on calibration points that have an average
age of 3 My, there may be a small bias toward overestima-
tion of divergence times for events younger than 3 My and
underestimation for older events.

Phylogeographical analysis

We constructed a parsimony haplotype network for Altiplano
Heleobia utilizing TCS 1.21 {Clement et al. 2000), with the
connection limit set to 95%.

Results
Phylogenetic analysis

The consensus Bayesian tree under the strict clock assumyp-
tion is shown in Figure 2. This topology delineates four clades
whose MRCAs predate the Pleistocene. These correspond to
the genus Heleobops and the South American *Heleobia™
australis (clade I), the Furopean/western Asian genus
Semiisalsa (clade I, the genus Heleobia (clade IIT), and rep-
resentatives of the [talian thermal water species *Semisalsa”
aponensis (clade IV). The Heleobia clade (I11) is subdivided
into geographically distinct subclades. Clade IIIb is com-
posed of taxa distributed in Altiplano and Andean localities
to the west and north of this platean (herein referred to as the
“northern Heleohia clade™); clade I1la is composed of species
distributed slightly to the south of the Altiplano (“southern
Heleobia clade™). Although many of the young clades are
not well supported, suggesting a need for additional phylo-
geographical analyses (see below), all of the deeper nodes
pertinent to the goals of this study are supported by Bayesian
posterior probability { BPP) values of =0.95. These are the
MRCAs of the Semisalsinae (split A in Fig. 2), the northern
Heleobia clade (spilt B), and the Altiplano taxa (split C).

Our results indicate that the Lake Titicaca Heleobia assem-
blage is not monophyletic but instead forms a clade together
with other Altiplano species and two species that are dis-
tributed in areas adjacent to the Altiplano (i.e., Loa River and
Lake Langui Layo). The sister to this clade is a congener dis-
tributed to the north of the Altiplano { Heleobia cf. cumingif,
Urubamba River).

Molecular clock analysis

We only estimated the age of those clades that are well sup-
ported and pertinent to the goals of this paper. The MRCA
of Semisalsinae exemplars is 3.57 My old with a 95% HDP
interval of 2.14-5.43 My (see split A). The MRCA of the Alti-
plano fauna and its extralimital sister group (i.e., the northern
Heleobia clade) is 0.92 (0.46—1.52) My old (split B) and the

{© 2012 The Authors. Publshed by Blackwell Publishing Ltd.
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MRCA of the Altiplano fauna is only 0.53 (0.28-0.80) My old
(split ).

Network analysis

The COI-based TCS network for the northern Heleobia
clade {corresponding to clade 1Tk in Fig. 2) is shown in
Figure 3. It consists of 19 haplotypes, six of which are shared.
The haplotype with the highest probability of being ancestral
is shared by two specimens from Lake Titicaca (Ti5 8489 and
Til 7602). Specimens from Lake Titicaca and other Altiplano
sites cluster together as in the Bayesian tree. Extralimital spec-
imens (Le., Ly 13958, Ub 13959, and Lol 8726/Lo2 13951)
have terminally positioned (young) haplotypes.

Haplotypes derived from the same species do not always
cluster together and substitutional differences among species
are generally low. Furthermore, some haplotypes are shared
among species. This implies incomplete lineage sorting, hy-
bridization, or confused taxonomy. MNote that some spec-
imens were morphologically transitional between species
{indicated as white circles in Fig. 3), further suggesting
hybridization.

Discussion

Lake Titicaca: reservoir versus
cradle function

The peneration of endemic diversity in ancient lakes has been
generally attributed to multiple independent colonization
events (reservoir function) or intralacustrine diversification
of single lineages (cradle function). Previous studies typi-
cally favored the reservoir function model (e.g., Rossiter and
Kawanabe 2000) or a combination of both models { Wilson
et al. 2004 ). Most of the recently published data, however,
support the intralacustrine speciation model. Examples in-
clude faunas of Lake Baikal (e.g, Kaygorodova et al. 2007},
Lake Tanganyika (e.g., Marijnissen et al. 2006), Lake Malawi
{e.g., Schultheiff et al. 2009, 2011}, and Lake Ohrid ie.g.,
Albrecht et al. 2006; Wilke et al. 2007; Wysocka et al. 2008;
Trajanovski et al. 20100, Our findings are highly pertinent to
this subject and suggest the following:

(1) The Altiplano Heleobia fauna (together with several
species distributed in close proximity to this region) is a
species flock.

i2) The evolutionary development of this flock postdates
the age of the lake, suggesting that the flock is a product of
intralacustrine andfor other local speciation events.

i3) The haplotype with the highest probability of being an-
cestral is shared by two Lake Titicaca specimens (Fig. 3).
Furthermaore, all but one internal haplotype in this network
are from Lake Titicaca specimens (the only exception is hap-
lotype Ar 8349 from Lake Arapa, a small satellite lake only
7 km north of Lake Titicaca). This suggests that Lake Tit-

© 2012 The Authars, Published by Blackwell Publishing Lid.
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icaca was the principal site of speciation within the region
{although not necessary the center of origin of the species
flock].

Our finding of primarily intralacustrine speciation is not
contradicted by the distribution of 2 few members of the
flock in extralimital areas closely proximal to the Altiplano.
The haplotypes of these taxa are peripherally positioned in
the phylogeographical network (Fig. 3) and thus are possibly
derived from Altiplano taxa. These extralimital areas may
have been colonized via drainages originating close to the
Altiplano such as the Loa (Heleobia loaensis), the Urnbamba
(H. cf. cumingii), and the Jilatunga and Quelcapampa rivers.
The latter two drain into Lake Langui Layo, which contains
endemic H. languiensis. However, given that some of these
haplotypes cluster as outgroups to Altiplano/Lake Titicaca
haplotypes in the phylogenetic analysis (Fig. 2), we cannot
exclude the possibility that the Altiplano was colonized by an
MRCA originating in these areas.

Correlation between palechydrology and
molecular evelution

One of our most striking results of this study is the close cor-
relation of cladogenetic events with prior hydrological con-
figurations of Lake Titicaca. The age of the Cabana episode
approximatesthe onset of diversification ofthe Heleobia flock
{event B in Fig. 2). Although this episode may have sepa-
rated ancestral Altiplano taxa from those distributed to the
north of the platean, the tree topology does not indicate
an increased rate of speciation at this time. Substantial di-
versification occurred coincident with the Balliviin episode
(event Cin Fig. 2), giving rise to all extant Altiplano taxa. Note
that the 95% HD'P intervals of splits B and C extend beyond
the duration of the respective “paleolakes” (which, in turn,
are also poorly dated). Therefore, a random correlation can-
not be ruled out completely. However, the pattern observed
for the Heleobia flock matches that found in another group
of regionally endemic species, the "Agassii” pupfish complex
(genus Ovestias). Based on a different genetic marker, Ltssen
(2003) inferred that lineage diversification within this com-
plex occurred 0.53-0.88 My ago. This well conforms to the
95% HDP interval of 0.28-0.80 My that we estimated for the
diversification of the Heleobia flock. Lilssen (2003) similarly
associated colonization of the central and southern Altiplano
by pupfishes with the Ballivian episode.

Spatial levels of endemicity

Ancient lakes are typically characterized by a relative large
number of endemic species. There is also a low level of faunal
exchange between the lake and neighboring water bodies;
endemic lacustrine organisms typically outcompete invading
species but are often inferior outside the lake system ( a pattern
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Flgure 3. 5tatistical parsimony haplotype network for members of the northern Haleobia dade. Haplotypes are color-coded by nominal taxa fwhite
drcles Indicate specimens that either could nat be identified or that appear to be ransitional farms). Circle areas are scaled In proportion 1 the number
of spedmens sharing the respective haplotype. Missing haplotypes are Indicated by black dots, Haplotypes from Lake Titicaca and from areas outside
the altiplano are marked by bold face and dsshed crcles, respectivaly. The haplotype with the highest prabability of being ancestral 15 indicatad by a

bold circle. Spedmens are labeled with locality codas and D& voucher numbers (saa Table 1),

first noted by Brooks 1950 and today sometimes referred to
as eco-insularity, Albrecht and Wilke 2008; Wilke et al. 2010).
The spatial scale of these patterns varies. Endemism and
eco-insularity have been documented in isolated areas in a
lake (point endemism), at the lake level, at the level of the
lake and associated water bodies, and at the entire lake basin
level {e.g. Albrecht and Wilke 2008; Schreiber et al. 2012).
There have been no comprehensive assessments of the pro-
cesses that shape these spatial patterns. Although the water-
sheds of ancient lake have been little investigated biologically,
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there is some evidence suggesting that in relatively stable la-
custrine systems, endemism is mostly concentrated atthe lake
level or even within the entire (see Shirokaya 2007 for Lake
Baikal, Michel et al. 2004 for Lake Tanganyika, and Albrecht
and Willke 2008 for Lake Ohrid). In less-stable ancient lake
systems, there often is evidence of increased faunal exchange
within the entire watershed, thus leading to a spatial expan-
sion of endemism (see Genner et al. 2007 and Schultheif
et al. 2009, 2011 for Lake Malawi; Albrecht et al. 2012 for
Lake Prespa; and Dumont 1998 for the Caspian Sea).

© 2012 The suthors, Publshed by Blackwell Publishing Ltd.
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The Heleobia flock conforms to the latter pattern. The net-
work analysis (Fig. 3) implies that Lake Titicaca is the center
of diversification in the Altiplano region, which is, in turn, the
center of diversification of the northern Heleobia clade. How-
ever, this hierarchy of contributing biogeographic processes
has been somewhat confused by recent immigration and/or
emigration events of riverine taxa, resulting in a contempo-
rary pattern that is largely nonhierarchical—that is, there is
a single genetic break between the northern and southern
Heleobia clades.

Char study alse provides a possible explanation for why the
total mumber of endemic species in Lake Titicaca, in gen-
eral, and the number of species flocks, in particular, is low
compared to other ancient lake faunas. The biclogical at-
tributes of the regional species flocks (i.e., Orestias, Hyalella,
Heleobia flocks) suggest that their ancestors all had the po-
tential for adapting to a brackish water lifestyle. Heleobia is
a primarily brackish water group (Hershler and Thompson
1992}, Hyalella contains widespread brackish water repre-
sentatives outside the Altiplano (Viinild et al. 2008), and
the potential sister groups of Orestias (i.e., the pupfish genera
Cyprinodonand Aphanius) contain species living in estuarine
or otherwise highly mineralized waters (Lussen et al. 2003).
This suggests that the groups that diversified in the Altiplano
have a relatively high salinity tolerance and their progenitors
may have been able to tolerate severe changes in salinity dur-
ing Quaternary palechydrologic episodes. In contrast, taxa
having a lower salinity tolerance may have been prone to
extinction (e.g., Benavides 2003) or possibly colonized the
Altiplano only within the past 3600 years after the lakes re-
turned to freshwater conditions (Yhert 1992].

Concluding remarks

Our sampling design and choeice of marker were optimized
to address evolutionary questions above the species level and
to utilize a reliable trait-specific clock rate for molecular dat-
ing. Future studies should focus on sampling more popula-
tions. Moreover, the identification of potential fossil calibra-
tion points {e.g., earliest appearance of fossil Heleobia in the
Altiplano) would assist molecular dating by enabling the use
of multilocus approaches.

The species-level taxonomy of Titicaca/Altiplano Heleobia
needs to be better resolved. Crur results imply incomplete
lineage sorting and hybridization as previously observed in
regional pupfishes. An analysis of highly variable nuclear
markers (such as microsatellites) combined with morpho-
logical and ecological studies may be useful in this regard.

Monetheless, we suggest that adding more markers would
not change the results or conclusions derived from this paper
because we used a highly conservative molecular dating ap-
proach that took into consideration the node-depth variation
of the COI trees.

£ 2012 The Authors. Published by Elackwell Publishing Lid.
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Our findings contribute to a rapidly growing body of
evidence suggesting that (1) the high degree of endemic
biodiversity in ancient lakes is largely the product of in-
tralacustrine speciation, (2) much of this diversification is
geologically recent and was triggered by lake-level and as-
sociated environmental changes, and (3) the spatial scale of
endemism is correlated with watershed stability.
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Nueva especie de Planorbidae (Gastropoda: Basommatophora) en la Patagonia
chilena: Biomphalaria cristiani sp. nov.

Lat Am. T Aquat Res 40(4)- 929-935 2012 929
DOI: 10,3856/ vold0-1ssued-fulltext-9

Research Article

Nueva especie de Planorbidae (Gastropoda: Basommatophora) en la
Patagonia chilena: Biomphalaria cristiani sp. nov.

RESUMEN. En Chile la familia Planoibidae esta representada por el género Biomphalaria Preston, 1910,
compuesta por siete especies distribuidas desde Isluga hasta el rio Puelo. De estas especies, solo B. peregring,
ampliamente distribuida en el nectsopico. v Biomphalaria aymara de Isluga, han sido reconocidas sobre la
base de la morfologia del sistema reproductor v la radula, caracteres gue foeron utilizados en el presente
estudio para diferenciar a Biomiphalaria crizfiani como mueva especie del gmpo v primer registro de la familia
en la Patagonia chilena, ampliande su actual rango de distribucion. Los caracteres que permiten la diagnosis de
E. crisfiani sen el saco vaginal vestigial truncado, ausencia del desarrolle de los mmsculos suspensores del
pene, vaina del pene corta en relacidn al prepucio, oviducto largo en relacion al espermuoducts v vaso
deferente mas delgade v largo que la vaina del pene, de tamafo similar al prepucio. La localidad tipo de
Biomphalaria cristiani sp. nov. es Laguna Cisnes (4797100278, 72727'40.65"W), region de Aysén.

Palabras clave: Biomphalaria cristiani, mueva especie, Planorbidae, sistema reproductor, distribucién,
Laguna Cisnes, Clile.

First record of Planorbidae (Mollusca: Easommatophora) in
Chilean Patagonia: Biomphalaria cristiani sp. nov.

ABSTRACT. The fanuly Planctbidae in Chile iz represented by the genus Biomphalaria Preston, 1910,
consisting of seven species distributed from Isluga to Puelo Biver. Of these species. only Biomphalaria
persgring widely distributed in the nectropical and Bismphalaria aymara from Isluga are recognized based on
the morphology of the reproductive systemn and radula, characters that were used in the following study to
differentiate Biomiphalaria crisfiani as a new species of this group and first record of the fanuly in Clilean
Patagonia, extending its current distribution range. The characters for the diagnosis of B onisfiani are:
truncated vestigial vaginal pouch, lack of development of the penis retractor nmscles, penis sheath shorter than
the prepuce, oviduct longer than the spermiduct and vas deferens thinner and longer than the penis sheath
similar size to the prepuce. The type locality of B oristiani nov. sp. 15 Laguna Cisnes (47°7'10.02"5;
T2227'40.65"W), Aysén region.

Eeywords: Biomphalaria cristiani, new species, Planorbidae, reproductive system, distribution, Laguna
Ciznes, Chile.

INTRODUCCION hidrografico nacional (Fuentealba ef al, 20107,

ademas de representar un alto grado de endemismo

La distribucion de moluscos de agua dulce en Chile ha (Valdovinos, 2006). Los primeros estudios biogeo-
sido considerada discontinma v relacionada a las oraficos efecmados en la Patagonia chilena (Subregion
caracteristicas orograficas particulares del sistema Subantartica) también revelaron un alto grado de
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endemismo en la mayoria de las familias de gaste-
ropodos dulceacuicolas v una baja riqueza especifica,
lo que podria deberse a la linutada cantidad de
estudios faunisticos realizados en el area (Fuentealba
etal. 2010).

Actualmente, la famulia Planorbidae en Chile se
encuentra representada por el género Biomphalaria
Preston, 1910 v se han reconocido, tentativamente, un
total de siete especies. De estas. cinco fueron descritas
por Biese (1951): Biomphalaria atacamensis (Biese,
1951), B. schmiersrionus (Biese, 1951), B. costata
(Biese, 1951), B. montana (Biese, 1951) v B. thermala
(Biese, 1951). mientras Anton (1839) describio a 5.
chilensis v Valdovinos & Stuardo (1991) a B. aymara.
La mavoria de estas especies fueron sinonimizadas por
Paraense (1966) con B. perggrina (D" Orbigny, 1833),
un taxon ampliamente distribuido en la Region
MNeotropical.

De las especies sefialadas, solo B. cosfate con
localidad tipe Salar San Martin (21°12'S, 68°15"W) v
B. thermala con localidad tipo Ojos de Ascotan
(21°41'S, 68°12"W), han sido descritas en la region
Altoandina sobre los 3.600 m de altura (Biese, 1951) v
no fueron sinonimizadas a 8. persgrina. Por otro lado,
respecto a la distribucion, B. afacamensis fue descrita
para el ric Copiapd en la Region de Atacama (27°20'S,
T0°52"W), mientras B. sclumiererianus desde el rio
Choapa (31°38'S, 71°34"W) hasta el rio Illapel
(31°37'S, T1°09"W) v B. monfana en el rio Hurtado,
Region de Cogquimbo (30°33'S, 71°11"W). El resto de
las poblaciones se distribuyven desde Walparaiso
(33°37'S, 71°39"W) hasta la desembocadura del rio
Manso (41°44'S, 72°06"W) v pertenecerian a la especie
B. chilensis (Anton, 1839). Respecto a latitudes
australes, segin Biese (1951) en su revision de los
moluscos, terrestres v de agua dulce de Chile, sefalo
que las investigaciones v prospecciones destinadas a la
busqueda de estos ejemplares realizadas en Avsén v
Magallanes, fueron infructuosas.

La ultima especie descrita en Chile corresponde a
B. aymara, colectada en los bofedales de Isluga
(19°15'S, 68°40"W), altiplanc chileno {Valdovinos &
Stuardo, 1991). Sobre este taxon, se realizaron las
primeras descripciones en detalle de la anatomia
nterna, incluyendo la radula ¥ la concha. Los estudios
filogenéticos, son bastante recientes limitindose a
algunas especies de la zona norte, sin embargo han
permitido aportar valiosa informacion sobre eventos
vicariantes v las relaciones especificas de Biompha-
laria durante el Pleistoceno (Collado ef al , 2011).

Como se ha sefialado, la mavoria de las
descripciones de planorbidos se ha realizado para la
zona norte de Chile, asociadas a ambientes salobres
(Biese, 1951; Valdovinos & Stuardo, 1991). En un

listado reciente del rango de distribucion del género
Biomphalaria en el pais, las especies fueron regis-
tradas desde Isluga (19°15'S, 68°40"W) hasta el rio
Puelo (41°39'5, 72°17W), Region de Los Lagos
(Valdovinos, 2006). El objetive de este trabajo. de
acuerdo al material malacologico colectado en Aysén,
es describir una nueva especie de Biomphalaria en
Chile, ampliando la distribucion de la familia a la
Patagonia chilena.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares fueron recolectados en Laguna Cisnes,
Region Awsén (47°7'10.02"S, 72°27'40.65"W) (Fig.
1). Se recolectd un total de 40 ejemplares, de los
cuales 25 conservaban sus partes blandas en su
interior. De éstos, cinco fueron depositados en el
Museo de Zoologia de 1a Universidad de Concepecion
(MZUC). Los ejemplares restantes fueron tratados
previamente con pastillas de mentol, para relajar la
musculatura antes de la fijacion en alcohol (70%).
Posteriormente, se lavaron con detergente v agua tibia,
luego se procedid a remover el perosiraco con
hipoclorito de sodio para observar la microestnacion y
la protoconcha. La radula fue removida del saco bucal
con una solucion de hidroxide de potasio al 10% a
temperatura ambiente por 24 h, observando cada
media hora los fejudos en solucion, para evifar
cualquier dafio en la denticion radular. Para la
medicion de las conchas v la diseccion de los animales
se ufilizo un estereomicroscopio provisto de un ocular
graduado. El estudio de la concha v la radula se
realizo bajo microscopia  electromica de barndo
mediante la técnica publicada por Solem (1970, 1872),
usada por Valdovinos & Stuardo (1991) para la
descripcion de B, gwmara. Previamente las muestras
fueron ftratadas con ultrasonido leve, utilizando un
equipo Bransoordes nic 20, v luego se metalizaron con
un sistema S 150 Sputer Coater. Para la observacion vy
obtencion de fotografias de la radula se utilizé un
microscopio electronico de barrido Autoscan U-1
Siemen ETEC, en el Laboratorio de Microscopia
Electronica de la Universidad de Concepeion.

RESULTADOS
Sistematica
Familia Planorbidae H. & A. Adams. 1855
Género Biomphalaria Preston, 1910

Especie tipo: Biomphalaria smithii Preston, 1910
Biomphalaria cristiani nueva especie
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Figura 1. Sito da colecta de B. ovisfiani spec. nowv.

Figure 1, Sampling site of B. cristiani spec. nov.

Holotipo: MZUC 0353386, ejemplar adulto de
Biomphalaria colectado por el autor v Dr. Brian Reid
en marzo 2008.

Localidad tipo: Laguna Cisnes situada en la region de
Aysén (47°7'10.02"8, 72°27'40.65"W).

Paratipos: un tofal de cinco individuos adultos
completos.

Etimologia: dedicado a Cristian Franco, quien aporto
con sus valiosos comentarios durante el proceso de
elaboracién de este manuscrito.

Diagnosis

Concha: concha planiespiral, con 2 a 2.5 vueltas,
levogira, color comeo a café claro translicido.
Abertura oval-redondeada casi no desviada del plano
de la espira v sutilmente mas ancha que alta, bordes de
la abertura cortante. Cada vuelta se va ensanchando a
partir de la primera vuelta desde el dpice, espira no
proyectada, basicamente plana. Ultimo anfracto ensan-
chado hacia la abertwra. La omamentacion de la

superficie se encuentra represenfada por estrias de
crecimiento finas, notorias, irregulares v densas, no se
observan lineas longitudinales. Detalle de la sufura
profunda (Figs. 2a, 2b v 2c). Las medidas promedio se
indican en la Tabla 1.

Fadula: diente raquidec o central bicuspide mas
pequefio que los dientes laterales, margen liso; no es
postble distinguir mesocono. Ambas cispides elon-
gadas, puntiagudas ¥ simétricas de base ancha
Dientes laterales trictispides. mesocono espatulado,
margen redondeado, superficie irregular v notable-
mente mas ancho que el ectocono v endocono. El
ectocono es 1/3 mas largo que el endocono, el angulo
entre éste v el mesocono es menor que el angulo del
endocono v el mesocono, por tal razon se observa
levemente dirigido hacia afuera (Fig. 2d). Formula
radular 21+R+21.

Anatomia interna: ovotestis con numerosos diverti-
culos medianos en doble fila. Canal colector corto,
simple, delgado v levemente plegado. Vesicula senu-
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Figura 1. Detalle de la concha ¥ radula de B eristiani spec. nov. a) Vista aperfural, Om: omblige, Cup: callo parietal,
b) wvista apical. AP: apice. S: detalle de la sutura, c) detalle de la superficie de la conchilla destacando estrias de
crecimiento, d) detalles del diente raguidec o central (C) v diente lateral (L), Me: mesocone, En: endocono, Ec: ectoceno.
Figure 1. Detail of the shell and radule from B cristiani spec. nov. a) Apertural view, Om: umbilicus, Cup: parietal
callus, b) apical view, S: detail of the suture, AP: apex, ¢) detail of the surface shell showing growth striae, d) detail of the

rachidian or central (C) and lateral teeth (L), Me: mesccone. En: endocone. Ec: ectocone.

Tabla 1. Medidas de la concha (mm) de la serie tipe Biomphalaria cristiani sp. nov. AtA: altura maxima de la abertura,
AIC: altura maxima de la concha, AnA: ancho maximo de la abertura, Dmax: diametro maximo de la concha, Dmin:
diametro minimo de la concha, MZUC: Museo Zooldgico de 1a Universidad de Concepeidn.

Table 1. Shell measurements (mm), from the serie type Biomphalaria cristiani sp. nov. AiA: opening maximum height;
AIC: shell maxinmm height, AnA: cpening maximupm width, Dmax; shell maximom diameter, Dmin: shell minimum

diameter, MZUC: Museo de Zeologia de la Universidad de Concepeidn.

N® MZUC Dmax Dmin AIC AnA A4
Holotipo

033386 443 343 2325 390 326
Paratipo

033387 567 436 345 402 346
035388 6.72 602 409 329 428
0333890 342 3.01 249 3359 3.00
033390 5.66 504 308 380 401
Promedio 518 441 307 372 360
Desviacion estindar  1.27 121 074 028 0.33
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nal de mavor longitud que el canal conductor, no se
distinguen diverticulos digitiformes sino mas bien
levemente esbozados casi como pequeflas promi-
nencias, distribuidos regularmente. Glandula nidamen-
taria muy desarrollada con forma de cinta plegada,
vagina con un leve esbozo de una bolsa vaginal cast
vestigial. Esta suele ser confundida con una bolsa en
ofras especies, sin embargo, en esta especie es una
proveccidon de la pared waginal. Utero delgado,
alargado v sin contorneacion en sus margenes. Ducto
espermatico alargade, liso y delgado. Prostata bien
desarrollada con diverticulos pequefios, abundantes v
delgados, no se distinguen ramuficaciones de estos.
Pene alargado v ancho en la base. Vaso deferente
delgado v largo en comparacion a la bolsa del pene
cuye tamafio es similar al prepucio. Musculos suspen-
sores escasamente distinguibles. Espermateca con
cuerpo ovouwde, redondeada o piniforme mas largo que
el conducto espermatico, apenas distinguible (Fig. 3).
Comparacién con otras especies: al reabizar la
comparacion morfolégica de B. crisfiani sp. nov., con
las dos especies B peregring v B. awmara, sobre las
cuales existe informacién disponible en Chile de la
anatomia mterna (Tabla 2), es posible establecer
diferencias mediante la diagnosis del saco wvaginal
vestigial, que a diferencia de las dos especies
nombradas es tmmcado, falta de desarrollo de los
musculos suspensores del pene, la vama del pene mas
corta en relacion al prepucio, oviducte largo en
relacién al espermioducto v vaso deferente delgado v
largo en comparacién a la vaina del pene. siendo
similar en tamafio al prepucic. Respecto a 1a radula,
dada las caracteristicas observadas del mesocono, no
permiten por si solo diferenciarla de B. persgring,
aunque en B. cristiani la superficie del mesocono es
irregular.

DISCUSION

La estructura utilizada inicialmente para la caracte-
rizacion de la mayoria de los géneros y especies de
Biomphalaria, mcluyendo sus relaciones filogenéticas,
fue la cencha (Hubendick, 1948, 1955). Esto llevo al
reconocimiento preliminar de un mayor nimero de
especies en Chile (Paraense, 1966). No obstante,
estudios posteriores reconocieron gue tales caracteres
son fuertemente influenciados por las condiciones
locales del ambiente (Fummi, 1991), llevando al uso
de la morfologia del sistema reproducter v completen-
tariamente la estructura radular (Valdovinos &
Stuardo, 1991), como caracteres confiables. Estos
caracteres han permutido, a la fecha, reconocer a lo
menos dos especies en la zona norte: B. qymara v B.
perggring. Segin los autores, existen diferencias

reconocibles en las estructuras del sistema reproductor
como: la ramificacion de los diverticulos de la
ovotestis v prostiticos, presencia del saco vaginal,
superficie de la espermateca v el tamafio del ducto
espermatico.

Respecto a la especie B. cosfata, estudiada por
(Paraense, 1966), no ha sido simnomimuzada por
presentar diferencias con B. peregring. Sin embargo,
su descripcion de los oOrganos reproductores es
limitada, v la informacién dispomble para establecer
una comparacion con 5. cristiani, es parcial. Algunos
de los caracteres disponibles del trabajo de Biese
{1951) para B. cosfata son: diverticulos de la ovotestis
escasos, no ramificados. bifurcados o trifurcados,
diverticulos prostiticos escasos, no ramificados,
presencia de saco vagmnal, vaina del pene mas corta
que €l prepucio, oviducto v espermuoducto retorcido.
Respecto a la radula, el autor no hace mencion de esta
estructura en su publicacion. En relacion a B. thermala

Figura 3. Detalles del sistema reproductive de B.
eristiani spec. nov. Ot ovotestis, Ce: canal colector, Ve:
vesicula semunal, Od: cvispermmoducto, Ca: carrefour
(organo de divergencia), Ov: oviducto, Sd: espermio-
ducto, Gn- gléndula nidamentaria, Pr: prostata, Vd: vaso
deferente, Bp: bolsa del pene, Pp: prepucio, Spe
espermateca, Ut utero, Va: vagina.

Figure 3. Detail reproductive system of B. cristiani spec.
nov. Ot ovotestis, Cec: collector duct, Ve seminal
vesicle, Od: ovispermioduct, Ca: carrefour, Ov: oviduct,
Sd: spermiduct, Gn: nidamental gland, Pr: prostate, Vd:
vas deferens. Bp: Bursa penis. Pp: prepuce. Sp:
spermatheca, Ut: uterus, Va: vagina.
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Tabla 2. Comparacién del sistema reproductor v la radula de las tres especies de Biomphalaria.

Table 2. Comparison of reproductive system and radule from three species of Biomphalaria.

Caracter diagnostico

E. peregrina

EB. aymara

EB. cristigni sp. nov.

Diverticulos prostiticos

NUMETos0s

EECAs0s

NUMEerss0s

Diverticulos de la ovotestis

mumerosos v algumos

numerasos no ramificados

mumeresos no ranuficados

ramificades
Ducto espermatico corto alargado COTto
Superficie de la espermateca lisa irregular lisa
Saco vagmal Ppresente ausente vestigial, truncade

Mezocono dientes laterales

truncado no ondeado

truncado ondeado

muncado no ondeado,
CONVERo

Mezocono diente central

no distinguible diente
central edspide

escasamente desamollado
tricispide

no distinguble dients
central bicispide

Dezarrello de los miasculos

my desarrellados
suspensores del pene :

muy desarrollados

no desarrollados

Wama del pene largo simular al prepucio

largo simular al prepucio

corto en relacién al prepucio

Cuducto s IEhEmu al b EL IEhEmu a largo en relacicn espermicducto
espermioducto espemuoducto =
zncho distalmente mas ; ; ; delgado y large en comparacion a
. : mas angosto que la vama del P e "
Waso deferente zngosto que la vama del ene la vamna del pene cuyo tamatio es
pene F simular al prepucio

no existe informacién disponible sobre el sistema
reproductor, solo se ha considerado como especie
distinta a B. peregring por presentar la superficie lisa
de la concha v ser mas pequefia que B. costara. Sin
embargo, para su  validez taxondmuca, se ha
recomendado el estudio del sistema reproductor v 1a
radula (Valdovines & Stuardo, 1991).

En este sentido, se ha sugerido que los 6rganos
copuladores masculinos en los planorbidos son
considerados los mas relevantes en estudios
taxondmicos v filogenéticos. En general, el aparato
copulador masculine presenfa variaciones gque
deferminan tipos morfologicos a nivel especifico
(Rummi, 1991). Este autor, también afirma que para la
discrimunacion  especifica de estructuras como la
ovotestis, vesicula seminal v ofras glandulas anexas,
solo deben wtilizarse como caracteres comple-
mentarios dado que pueden vaniar en morfologia de
acuerdo a su etapa reproductiva. Para la discrimi-
nacién especifica, el antor recomienda considerar el
conducto deferente, oviducto, vagina, pene, cuerpo v
conducto de la espermateca; destacando que la
prostata es aconsejable para discriminar, preferen-
temente a mivel de género ¥ familia, muy ccasional-
mente entre especies. En relacion con la morfologia
radular, recomienda utilizarla para la diferenciacién de
generos o grupos de mayor range taxonomico. Sin

embargo, los caracteres radulares de las especies
estudiadas en esta latitud, no parecen ser conser-
vativos para grupos taxonomicos de mayer rango.

En Chile, las estructuras radulares se utilizan de
forma complementaria en la descripcion v compa-
racion de las especies. B. peregrina v B. aymara,
diferenciadas por el mesocono de los dientes laterales.
A pesar que en ambas es basicamente fruncade, en la
primera, el mesocono es del ftipo ondeado. muentras
que la segunda presenta un mesocono liso (Valdovinos
& Stuardo, 1991). Al comparar las especies B. aymara
v B. cristiani, la primera presenta un mesocono que la
diferencia claramente de la segunda. B cristiani tiene
mesocono del diente lateral convexe irregular, que la
diferencia tanto de aymara como de persgring. Las
estructuras  del sistema reproductor consideradas
relevantes v que permiten el reconocimiento de 5.
cristiani como una nueva especie son: saco vaginal
vestigial truncado, auwsencia del desarrollo de los
nmisculos suspensores del pene, vama del pene corta
en relacion al prepucio, oviducto largo en relacion al
espermioducto v vaso deferente delgado v largo en
comparacion a la vaina del pene, cuyo tamafio es
similar al prepucio.

Sigmendo estas recomendaciones ¥ basados en la
comparacion morfologica de las dos especies hasta
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ahora reconocidas para Chile, se propone a Biomipha-
laria cristiani como nueva especie, sobre la base de
las caracteristicas del aparato reproductor, las cuales
permuten diferenciar de manera confiable a esta nueva
especie de B. persgring v B. aymara.
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C- Variacion genética poblacional local

Variabilidad genética local del bivalvo dulceacuicola Diplodon chilensis (Gray 1828)
proveniente de tres lagos Nahuelbutanos.

Gayana 74(2): 113 - 124, 2010

Variabilidad geneticalocal del bivalvo dulceacuicola Diplodon chilensis
(Gray 1828) proveniente de tres lagos Nahuelbutanos

Local genetic variability of the freshwater bivalve Diplodon chilensis (Gray 1828) from
three Nahuelbuta lakes.

ABSTRACT

Genetic vanability of & freshwater bivalve Diplodon chilensis from three Nahuelbuta lakes was described. Each lake
shows geograplie barmers and environmental charactenistics as a consequence of zeomorphologic and antropic events.
Our results shows that only Llen-Lleu lake was in Hardy-Wemberg equilibrinm (P=0.05). All populations show gametic
deseguilibrium (P < 0.001), as an evidence of the species” life cycle. There are heterozygote deficiencies (Fis) in Lan'm.la La
Posada and Laguna (ﬂ]Lﬁ de San Pedro. Global Faf (0.027) and AMOVA test values for pooling subpopulation show non
structured population, as an evidence of recent nugration process.

Kevworos: Diplodon chilensis,
systems.

linkage disequlibrium, heterozygote deficit. Hardy-Weinberg ecuilibrium, lenthic

RESUMEN

Se describe 1a variabilidad genética del bivalvo dulceacnicola Diplodon chilensis provemente de tres lagos Nahuelbutanos,
cada une de los cuales presenta bameras geogrificas v diferencias amblentales reconocibles como consecusncia de
diversos eventos geomorfolégicos v antrdpicos. Nuestros resultados revelaron que sélo Lago Llen-Lleu se enClEnira de
equilibric Hardy- ‘.‘.embe-s {P= 0.03). El desequilibrio gametico se mamifesto en las tres poblacnuer p= 0.001 lo que
podria explicarse por la u:om].le_udad de su ciclo reproductive. La Posada y Laguma Chica de San Pedro presentan déficit de
heterocigotos (Fis). Los valores de Fer global (0.027) y AMOVA para la poblacion total indican que estas poblaciones no
estin estructuradas lo que sugiere proceses de migracion recientes a fraves de los cursos de agua.

PaLasras cLave: Diplodon chilensis, desequilibrio gamétice, déficit de heterocigotos, equilibrio Hardy-Weinberg, sistemas

lenticos.

INTRODUCCION

En los ultimos afios ha surgido un notable mnterés a nivel
mundial por el estudico de las poblaciones de bivalvos
dulceacuicolas (Wagel er al. 1996; Berg er al. 1998, 2007;
Hoeh eral. 1998; Brim Box & Maossa 1999; Parada & Peredo
2002; Baker eral 2004). Diversos autores han reconocido su
potencial rol trofico en el ecosistema (Bauver, 2001; Stravyer
ef al. 2004), regulando los niveles de turbidez de la columna
deagua. (Leff et al. 1990; Vallejos 1996; Soto & Mena 1999;
Strayer 1999 Vaughn & Hakenkamp 2001). Ademas, por

su eficiente capacidad de filtracién (Valdovinos & Cuevas
1996; Kreeger et al. 2004; Fuentealba & Henriquez 2008),
los brvalves dulceacuicolas son considerados una importante
herramienta de mejoramiento v contrel en la calidad de agua
(Lara er al. 2002; Kreeger er al. 2004).

En Chile, se han registrade extinciones locales en algunas
poblaciones de bivalvos dulceacunicolas (Parada & Peredo
2005; Valdovinos & Pedreros 2007) asi como en ofras
latitudes (Ficciardi & Rasmussen 1999; Anthony eral. 2001,
que podrian temer relacion con el grado de perturbacion

Autor(es): CARMEN FUENTEALBA; FIDELINA GONZALES, RICARDO FIGUEROA &
MARIO PALMA
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del habitat (Williams ef al. 1992; Layzer ef al. 1993; Brim
Box & Mossa 1999; Peredo ef al. 2003). Diversos autores
han destacado la estrecha relacion existente entre el estado
trofico de un lago, las condiciones geomorfolégicas v usos
de la cuenca de drenaje (Ryding & Rast 1992; Parra ef al.
2003; Valdovinos & Pedreros 2007). La materia y energia
procedente de estas cuencas influye directa e indirectamente
en las poblaciones de bivalvos y su habitat (Chutter, 1969;
Valdovinos & Figueroa2000). Lainteraccion de estos factores
con fendmenos estocasticos o deterministicos es crucial en el
establecimiento de la variabilidad genética. Eventualmente,
el nivel de perturbacion de habitat puede generar pérdida de
la diversidad genética derivando en una reduccion drastica
del tamaiio poblacional inclusive, ocasionar la disminucion
en la frecuencia alélica en la poblacion (White er al. 1999;
Ferreira de Souza ef al. 2009).

En los ultimos afios, en Chile, diversos estudios del tipo
ecologico y sistematico se han centrado en la familia Hyriidae
v la especie Diplodon chilensis (Gray 1828), sin embargo,
actualmente no existen estudios genéticos poblacionales
al respecto (Bonetto ef al. 1986; Parada ef al. 1987; Lara
ef al. 1988; Soto & Mena 1999; Jara et al. 2000; Lara ef
al. 2002; Parada & Peredo 2005). A nivel taxonomico, se
han descrito para genero Diplodon dos especies. Diplodon
chilensis y Diplodon solidulus Philippi 1869. Para la especie
D. chilensis existirian dos subespecies D. chilensis chilensis
y D. chilensis patagonicus (d'Orbigny 1846). La primera
se distribuye desde Valparaiso hasta la Isla de Chiloe y la
segunda desde la region mas austral de Chile y la Patagonia
argentina, con un limite meridional argentino en el lago
Futalauquén existiendo registros ambiguos del holotipo
para la subespecie D. chilensis patagonicus (Letelier 2006)
lo cual ha puesto en duda su presencia en territorio chileno
(Parada & Peredo 2008).

La historia evolutiva de los bivalvos dulceacuicolas en
Chile, al igual que otros invertebrados dulceacuicolas, en los
ultimos diez mil afios ha sido de colonizacion, aislamiento
v adaptacion. Los cambios climaticos durante la formacion
de los ecosistemas dulceacuicolas, sumado a procesos del
tipo morfogeneéticos (glaciacion, vulcanismo o actividad
tectonica) conllevaron a la formacion de nuevos habitats
cada uno con caracteristicas particulares (Parada ef al. 1989;
Parada & Peredo 1994; Clapperton 1993; Turner ef al. 2005;
Ruzzante ef al. 2008). Estos factores habrian determinado la
colonizacion de la especie en una gran variedad de habitats
como rios y lagos modificando sus patrones de distribucion y
fenotipicos (Parada & Peredo 1994; Parada & Peredo 2002).
Desde el punto de vista genético, las poblaciones loticas a
diferencia de las lénticas, mantendrian un mayor nivel de
flujo génico como consecuencia del grado de conectividad
hidrica. Sin embargo. poblaciones lénticas y loticas en
respuesta a las presiones de seleccion de cada ambiente en

particular, presentan importantes diferencias fenotipicas
(plasticidad fenotipica), posibilitando que los adultos
se adapten exitosamente a amplios rangos del ambiente
(Parada & Peredo 1994). Para ambos ecosistemas las
presiones de seleccion corresponderian fundamentalmente
a la modificacion de parametros fisicoquimicos tales como
vientos regionales, temperatura. pH. oxigeno disuelto y
corrientes (Parada & Peredo 1994). Sin embargo, existe
evidencia de tolerancia de las poblaciones D. chilensis a
distintos rangos de temperatura, como ha sido demostrado en
el tiempo geologico, periodos en los cuales las poblaciones
no fueron afectadas por los extremos de temperatura
producidos en el Pleistoceno y Holoceno (Jackson &
Jackson 2008).

En el habitat natural. la distribucion de los individuos
en la poblacion tiende a ser en bajas densidades. Se
alimentan de fitoplancton y bacterias en habitats con
elevada productividad (Vallejos 1996). No obstante, las
poblaciones solo pueden vivir en condiciones mesotroficas
a oligotroficas. La modificacion de parametros como la tasa
de sedimentacion y remocion del fondo, han demostrado ser
factores claves en la declinacion paulatina de las poblaciones
de bivalvos (Bauer 1988; Williams ef al. 1992; Layzer ef
al. 1993; Parada & Peredo 1994; Wood & Armitage 1997;
Brim Box & Mossa 1999; Dodds & Whiles 2004). Estudios
demuestran que Diplodon chilensis es susceptible a los
procesos de eutroficacion disminuyendo notablemente su
rango de distribucion. Cambios en los niveles de frofia y
en los parametros geograficos de los ecosistemas afectan
notablemente la tasa de crecimiento, incluso actualmente, es
considerada una especie en peligro (Valdovinos & Pedreros
2007). Probablemente de igual modo son afectados los
niveles de variabilidad genética y estructura poblacional
por lo que es prioritario conocer la diversidad genética
poblacional hasta ahora desconocida.

El proposito del presente trabajo es determinar la variabilidad
genética en poblaciones de Diplodon chilensis mediante
analisis del polimorfismo de isoenzimas. Las poblaciones
en estudio fueron recolectadas de tres sistemas lénticos cada
uno de los cuales presenta barreras geograficas, sin conexion
fisica entre lagos, y diferencias ambientales reconocibles
como consecuencia de diversos eventos geomorfologicos
¥y antropicos, por lo que se postula la hipotesis de
diferenciacion en los niveles de variabilidad genética y una
marcada estructuracion poblacional.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron colectadas desde 3 sistemas
lénticos, lago Lleu-Lleu, laguna La Posada y Laguna
Chica de San Pedro, denominados lagos Nahuelbutanos.
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ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS

Se analizaron 7 sistemas enzimaticos, mediante las técnicas
de Harris & Hopkinson (1976) Pasteur ef al. (1988) y
Richardson ef al. (1986). Los tampones utilizados segun
la metodologia propuesta por Harris & Hopkinson (1976)
v Selander er al. (1971) encuentran resumidos en la Tabla
2. La homogeneizacion de forma manual se llevo a cabo
mediante el uso de un mortero convencional y en el mismo
tubo Eppendorff usando una bagueta, con 50-80 mg de
ambos tejidos. Se utilizo buffer Tris-EDTA en la maceracion
en tejidos branquiales, mediante un sistema de frituracion
manual, las muestras posteriormente fueron centrifugadas.
En el caso de los musculos abductores la maceracion se hizo
con 3 a 5 gotas de agua destilada cuando era preciso hidratar.
Los tejidos branquiales fueron centrifugados a 3.000 rpm
por 5 min. Los musculos abductores fueron centrifugados
a 10.000 rpm por 3 min obteniéndose de esta forma la
separacion de fases.

La siembra se llevo a cabo en un gel almidon al 12.5%,
utilizando papel Whatman N°3 0.5 x 0.8 mm. Para la corrida
electroforética se utilizo una fuente de poder modelo Heath
Modelo 2717. La corrida o empuje inicial de las proteinas
fue de 25 a 36 mA. Al cabo de una hora se refiraron los
papeles de siembra y se aumento el voltaje manteniendo
una temperatura de 5°C. El tiempo de corrida estimado fue

aproximadamente de 6 h expuestos a corriente continua. El
voltaje se mantuvo constante en un rango de 36 a 50 mA.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos y la obtencion de los
indices de variabilidad genética, estructuracion poblacional,
test de equilibrio Hardy- Weinberg utilizamos el programa
Popgene (Yeh ef al. 1997) version 1.31 y Tools for
Population Genetics Analysis (TFPGA) en su version 1.3
(Miller 1997). Para cada poblacion se obtuvo los estadisticos
descriptivos como nimero de alelos por locus (nivel 95%),
heterozigosidad observada (Ho), heterozigosidad esperada
(He). frecuencias alélicas y genotipicas.

Los valores de Fst al comparar pares de poblaciones fueron
estimados de acuerdo a Cockerham & Weir (1993) usando
Arlequin 2.0 (Schneider ef al. 2000). La significancia
fue obtenida usando 1000 permutaciones. Un analisis de
varianza molecular (AMOVA, Excoffier er al. 1992) fue
utilizado para descomponer la varianza genética entre las
3 poblaciones y verificar como se distribuye la varianza
denfro y enfre poblaciones. Los calculos de AMOVA
fueron realizados usando Arlequin 2.0 y el significado de
la varianza enfre las poblaciones fue testeado usando 10000
permutaciones.

TagLa 2: Tipo de enzimas, tampon. tejidos v autores mncludos en el estudio. (S* Selander ef al. 1971). (**) B: Branquia.

TABLE 2. Isozyme systems, buffer, issues and authors included i this study. (S* Selander er al. 1971). (**) B: Gill.

ENZIMAS TAMPON pH AUTOR (¥) Tejido (++)
MALATO DESHIDROGENASA (MDH) 1.1.1.37 TRIS CITRATO 63-6.7 S B
ESTERASA (EST)3.1.1.1 TRIS CITRATO 63-6.7 S B
ISOCITRATO DESHIDROGENASA (IDH) 1.1.1.2 TRIS CITRATO 63-6.7 S B
FOSFOGLUCOMUTASA (PGM ) 2.7.5.1 TRIS CITRATO 63-6.7 S B
GLUCOSA FOSFATO ISOMERASA (PGI) 5.3.1.9 TRIS CITRATO 63-6.7 S B
SEEIAMATO OXALATO TRANSAMINASA (GOT) IRIS CITRATO 6367 < B
LEUCIN AMINOPEPTIDASA (LAP) 3.4.11.1 TRIS CITRATO 63-6.7 S B
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los cuales se encuentran emplazados en la fachada
occidental de la cordillera de Nahuelbuta (VIII regién
Chile). Adicionalmente se incluyd el Lago Lanalhue no
encontrandose registros actuales (Fig. 1). Los parametros
fisicoquimicos son mostrados en la Tabla 1.

Se tomaron muestras estacionales de 60 individuos de la
especie Diplodon chilensis. las que fueron posteriormente
transportadas en cautiverio y preservadas a 80°C (Mod:
Scien-Temp Adrian Michigan U.S.A). Los organismos
fueron descongelados a temperatura ambiente vy

posteriormente utilizados de forma gradual en cada analisis
evitando de este modo cualquier alteracion post-mortem
de los complejos enzimaticos. Durante la estandarizacion
previa se utilizaron tejidos tales como: musculo abductor,
pie y branquias, los que fueron extraidos posteriormente
de los organismos descongelados. Sobre la base de los
resultados obtenidos en la etapa de estandarizacion previa
v de los tejidos se hizo una seleccion de las branquias.
resultando con buena resolucion en el sistema, evitando
de este modo cualquier error en la interpretacion de los
resultados.

=

[LagoLias-Leu]|

Figural. Mapa de los sitios de colecta de Diplodon chilensis.

FIGURE 1. Collecting sites map of Diplodon chilensis.

TaBLA 1. Parametros Fisicoquimicos de los tres lagos nahuelbutanos (Parra et al. 2003; Valdovinos & Pedreros 2007).

TABLE 1. Physical and chemical parameters from three nahuelbuta lakes (Parra er af. 2003; Valdovinos & Pedreros 2007).

Laguna La Posada

Lago Lleu-Lleu Lago Lanalhue

Parametros Laguna Chica
Fisicoquimicos

Temperatura (°C) 175
pH 69
Sechi (m) 52
Total-P(mg L-1_) 49
PO4-P (mg L-1) 3.1
DIN (mg L-1) 250.0
Oxigeno disuelto (mg L-1) 9.2
Area (km2) 0.82
Profundidad media 10.3
Latitud 36° 517
Longitud 73°05°

Altitud (m) 5

16 155 16.8

7.0 7.5 6.8
2.8 3.0 3.0
52 34 134
21 2.0 8.0
163.0 2250 166.0
92 9.8 9.1
0.10 39.80 31.90
37 235 13.1
36° 567 38°09° 37°55°
73°10° 73°19° 737197
7 20 12




RESULTADOS

Del total de loci analizados ocho fueron polimérficos EST-
1. EST-2 y EST-3. AAT-1. AAT-2, PGM-1, PGI-1 Lap-1 y
dos monomorficos AAT-3 ¥ LAP-2. Las tres poblaciones
presentaron valores similares de polimorfismo equivalentes
a un 30%.

Todos los loci polimorficos en cada poblacion presentaron
igual numero de alelos (n=2), no se encontraron alelos
privados o exclusivos por localidad. Con respecto al
equilibrio de Hardy -Weinberg por locus. este se manifiesta
en distintos niveles, con diferencias estadisticamente
significativas (P< 0.05). siendo mayor en la Laguna
Chica de San Pedro (Pop-1) con un (88%)., Laguna la
Posada (Pop-3) un (25%). en tanto que en la Lago Lleu-
Lleu (Pop-2) no se evidenciaron loci en desequilibrio.
Los valores Fis globales revelan que Pop-1 (f=0.479;
P= 0.000) y la Pop-3 (f=0.1500; P=0.000) presentan
deficiencia de heterocigotos significativa a diferencia de
la Pop-3 (f=0.060; P =0.8386) (Tabla 3).

El estadistico Fst global, calculado desde las frecuencias
de alelos por loci, es un poco menor (0,0274; P = 0.017)
al obtenido de las frecuencias de los fenotipos multilocus
(0.064, P < 0.001) de acuerdo a estos valores las ftres
poblaciones son significativamente diferentes (0.044
< Fst < 0.095, P < 0.001) con bajo a moderado nivel de
estructuracidén poblacional existiendo un bajo porcentaje
de la varianza genética dentro de las poblaciones. como
consecuencia de la diferencia entre ellas. El analisis de
varianza. AMOVA, complementa los resultados obtenidos
del analisis de Fst entre pares de poblaciones corroborando
que mayoritariamente la varianza se encuentra distribuida
dentro de las poblaciones (97,1 %) mientras que solo el
(2.9 % ) de la varianza se encuentra entre las poblaciones
(Tabla 4).

El analisis desequilibrio gametico de genotipos multilocus,
con correccion de Bonferrroni. es significativo P< 0.001
para todos los loci indicando que no existe asociacion
aleatoria de los genotipos para cada par de loci analizados
(Tablas 4 y 5).

TaBLA 3. Valores de frecuencias alélicas. equilibrio Hardy-Weinberg, heterozigosidad observada (Hoe), heterozigosidad esperada (He),
probabilidad de equlibrio de Hardy-Weinberg en la poblacion (P(HW)) y deficiencia de heterocigotos (Fis) en tres sistemas lacustres

Nahuelbutanos.

TABLE 3. Values of allele frequencies, Hardy-Weinberg equilibrium, observed heterozygosity (Ho). expected heterozygosity (He), probability
of population Hardy-Weinberg equilibrium P(HW) and heterozygous deficit (Fis) found in three Nahuelbuta lake systems.

Sistemas lacustres Nahuelbutanos

Isoenzimas Locus L. Chica de San Pedro Lago Lleu-Lleu L. La Posada
Esterasa 1 1 0.600 583 0.5167
2 0400 0.4167 0.4833
Hesp 0.4800 0.4861 0.4994
H. obs 0.3667 0.5333 0.3667
Fis 0.244 -0.089 0.274
P(HW) 0.05803 0.49162 0.033630
Esterasa 2 1 0.6750 0.6083 0.5417
2 0.3250 0.3917 0.4583
Hesp 0.4387 0.4765 0.4965
H. obs 0.1833 0.4833 0.1167
Fis 0.588 -0.006 0.768
PHW) 0.0000 0.963651 0.0000
EST-3 1 0.600 0.5417 0.4833
2 0.400 0.4583 0.5167
Hesp 0.4800 0.4965 0.4994
H. obs 0.2667 0.4833 0.4667
Fis 0451 0.035 0.074
P(HW) 0.000447 0.786413 0.566320
AAT-1 1 0.5833 0.4750 0.4583
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Sistemas lacustres Nahuelbutanos

Isoenzimas Locus L. Chica de San Pedro Lago Lieu-Llen L. La Posada
2 0.4167 0.5250 0.5417
Hesp 04861 04988 0.4965
H. obs 0.2333 04833 0.4833
Fis 0.526 0.039 0.035
P(HW) 0.000042 0.760710 0.786413
Fis 0.320 0.194 0.041
P(HW) 0.012178 0.132931 0.748041
LAP 1 0.7667 0.5417 0.5833
2 02333 04583 0.4167
Hesp 0.3578 04965 0.4861
H. obs 0.2000 04833 0.4667
Fis 0448 0.035 0.048
P(HW) 0.000457 0.786413 0.707566
PGM 1 0.7667 0.5417 0.4833
2 0.2333 04583 0.5167
H.nb 0.3608 0.5007 0.5036
H. obs 0.1333 04500 0.5333
Fis 0.632 0.102 -0.059
P(HW) 0.019822 0.428909 0.645142
PGI 1 0.5917 0.5250 0.5583
2 0.4083 04750 0.4417
Hesp 0.4832 04988 0.4932
H. obs 0.1833 04167 0.4833
Fis 0.626 0 0.1730 0.028
P(HW) 0.0000 0.18024 0.825850
Promedio H.esp. 04278 04926 04963
H. obs 0.2249 0.4666 0.4225
Fis 0.4793 0.0601 0.1500

TaBLA 4. Comparacion pareada entre poblaciones. Sobre diagonal valores-P (valor-P estimado bajo 1000 permutaciones) y bajo diagonal

se muestran valores de Fst

TABLE 4. Pair-wise Fst between populations. Above diagonal P-value (P -values estimated from 1000 permutations). Below diagonal Fist

values are shown.

Valor- P
Lagos L. Chica L. Lleu-Lleu L. La Posada
L. Chica — 0.04 0,02
Valores de Esten L. Lleu-Lleu 0,04 — 0,45
poblaciones _
L. La Posada 0,05 0 —
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TaBLA 5: AMOVA calculada para las tres poblaciones. Global Fst entre poblaciones, calculados para un valor de AMOVA = 0.029 (P =

0.017, significancia estimada a partir de 10000 permutaciones).

TABLE 5. AMOVA performed on the three populations. Global Fist between populations estimated from the AMOVA = 0.029 (P = 0.017,

significance estimated from 10000 permutations)

Fuente de variacion df Suma de Componentes  Porcentaje de
cuadrados de la Varianza variacion
Dentro poblaciones 2 17,57 0,057 292
Entre poblaciones 357 680,07 1,905 97,08

DISCUSION

EquiLierio Harpy WEINBERG, DEFICIT HETEROZIGOTOS Y
DESEQUILIBRIO GAMETICO.

La electroforesis de proteinas, marcadores relativamente
conservados, ha sido utilizada preliminarmente y como
referenciaparaestimarlavariacionexistenteenpoblaciones
naturales de bivalvos dulceacuicolas, permitiendo hacer
inferencias sobre aspectos poblacionales (van der Bank
1995; Nagel ef al. 1996; Mulvey ef al. 1997: Berg ef
al. 1998, 2007; Hoeh ef al. 1998: Curole et al. 2004;
Elderkin ef al. 2006). También aspectos relacionados con
la funcion metabolica y la adecuacion biolégica (Brokordt
et al. 2000 a.b).

Respecto al desequilibrio de Hardy-Weinberg., los
datos sugieren que algin factor importante ha influido
drasticamente sobre la Laguna Chica para provocar esta
desviacion significativa en relacién a las poblaciones
restantes. Casos de desequilibrio de Hardy-Weinberg relativo
al déficit de heterocigotos. han sido reportados como una
situacion frecuente en bivalvos marinos (Saavedra ef al.
1993; Gallardo er al. 1998, Laudien ef al. 2003; Zouros &
Foltz 1984; Gaffney ef al. 1990; Bierne er al. 1998). También
se ha registrado en bivalvos dulceacuicolas (Hoeh ef al.
1998: Berg ef al. 1998, 2007; Johnson ef al. 1998; Elderkin
ef al. 2006). Este deficit ha sido atribuido a diversos factores
tanto en poblaciones dulceacuicolas como marinas, entre
ellos la presencia de alelos nulos (Foltz 1986), endogamia,
reproduccion no aleatoria, seleccion y efecto Wahlund
(Gaffney ef al. 1990; Biemne ef al. 1998). Al analizar la
deficiencia de heterocigotos por cuenca encontrado en
laguna Chica y laguna La Posada. los resultados obtenidos
permiten sugerir como factores causales la endogamia
v procesos reproductivos no aleatorios. Experiencias
previas en bivalvos dulceacuicolas de la familia Unionidae
(Utterbackia), han atribuido este déficit a las estrategias
reproductivas, encontrandose. diferencias en los valores
obtenidos para poblaciones hermafroditas y gonocdricas
(Hoeh ef al. 1998).

Respecto al desequilibrio gamético en invertebrados
dulceacuicolas. este ha sido escasamente documentado.
Estudios realizados en la ameba dulceacuicola, Naegleria
revelaron via electroforesis. valores significativos de
desequilibrio gametico, los cuales permitieron concluir
relevantes aspectos sobre su modo de reproduccion (Pernin
& Cariou 1997). Los resultados revelaron desequilibrio
en las fres poblaciones de Diplodon. es posible que este
grupo presente un modo de reproduccion alternativo,
hermafroditismo facultativo y autofecundacion. Esta
complejidad en las estrategias reproductivas no es
excluyente, puesto que todavia se desconocen detalles de
su modo de reproduccion, la mayoria de los estudios se han
cenfrado fundamentalmente en aspectos anatomicos de los
gloquidios (Gonzalez. 1998). Estudios a nivel cromosdmico
realizados por Peredo et al. (2003) en Diplodon chilensis.,
revelaron cierto grado de hermafroditismo. A nivel de familia
se ha descrito hermafroditismo en los hyriidos (Hebling &
Penteado 1974, Avelar & Mendonca 1998). En Paxyodon
syrmatophorus se ha encontrado hermafroditismo en baja
proporcion (Beasley ef al. 2000). Las hembras de Hyridella
depressa conservarian tejido gonadal masculino durante
su vida. lo que se denomina microhermafroditismo (Byrne
1998). Excepcionalmente, existen especies que conservan
el desarrollo directo, situacion descrita para Diplodon
charruanus d'Orbigny 1835 (Bonetto ef al. 1986).

ESTRUCTURACION POBLACIONAL VERSUS ECOLOGIA DE LA ESPECIE
En paisajes fragmentados con baja conectividad el flujo
genético entre las subpoblaciones tiende a disminuir y la
deriva génica aumenta (Mech & Hallett 2001), estructurando
poblaciones de habito sedentario. En la mayoria de los
bivalvos dulceacuicolas e invertebrados en general los
niveles de estructuracion poblacional son determinados por
su capacidad de dispersion (Bilton ef al. 2001). Ademas
de la habilidad para sortear condiciones adversas durante
los estadios larvales, siendo este uno de los caracteres
mas relevantes desde el punto de vista de la evolucion del
grupo (Berg er al. 1998, 2007; Bilton ef al. 2001). Un caso
emblematico respecto a su gran capacidad de dispersion es
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Lampsilis siliquoidea, bivalvo dulceacuicola de la familia
Unionidae cuyo hospedador puede recorrer distancias que
varian entre 6,5 y 75 km (Lyons & Kanehl 2002).

Los valores obtenidos en este estudio, revelan un elevado
flujo génico entre los sistemas lacustres estudiados. El indice
de fijacion de Wright (Fst=0.0274) y AMOVA indican que no
hay estructuracion entre las poblaciones, tratandose de una
sola gran poblacion que se mantiene homogénea donde la
varianza genética se distribuye dentro de las poblaciones.

En los bivalvos dulceacuicolas es frecuente la migracion
a grandes distancias via foresis (Walker ef al. 2001). Esta
migracion enfre sistemas lacustres estaria mediada por
peces. los cuales son hospedadores de larvas gloquidios
(Viozzi & Brugni 2001). Adicionalmente la dispersion
por aves migratorias no es un fenomeno excluyente.
Se ha postulado como agente dispersor a las aves de la
especie Podiceps mavor; la cual se asienta temporalmente
en los humedales aledaflos a estos lagos costeros (Lara
et al. 1988). Respecto a la intervencion antropica no
se excluye como factor dispersor adicional, situacion
que ha sido documentada en los trabajos de Lara ef al.
(1988). relacionada al consumo humano: existen registros
arqueologicos que revelan el hallazgo de wvalvas de
Diplodon en asentamientos indigenas, desde el Pleistoceno
en Chile (Sanchez & Inostroza 1985).

IMPLICANCIAS EVOLUTIVAS ¥ CONSERVACION

Bajo la perspectiva de la genética de poblaciones la
diversidad ha sido considerada un factor clave en la
conservacion, minimizando el riesgo de extineion (Saccheri
ef al. 1998) y favoreciendo el potencial evolutivo de las
especies (Spielman ef al. 2004). La pérdida de diversidad
genética reduce la habilidad de las poblaciones para sortear
los cambios ambientales. (Frankham ef al. 1999, Frankham
et al. 2002). Si existe compromiso de la aptitud reproductiva
como consecuencia de la pérdida de diversidad genética
(heterozigocidad), el riesgo de extincion es inminente
(Saccheri ef al. 1998, Newman & Pilson 1997, Bijlsma et
al. 1999, Reed ef al. 2002).

En general los valores de diversidad alélica fueron bajos
e ideénficos para las tres poblaciones estudiadas. Los
valores de diversidad podrian ser explicados desde el
punto de vista evolutivo, como consecuencia de procesos
de recolonizacion generados por una cadena de eventos
postglaciales vy tectdnicos pleistocénicos, los cuales
modificaron los ecosistemas acuaticos locales (Mardones
& Jaque 1996). Al igual que los sucesos postglaciales
ocurridos en Norteamérica, cuyos efectos fueron evaluados
en el bivalvo dulceacuicola Amblema aplicata, el cual
se caracterizd por bajos niveles de diversidad genética
(Elderkin ef al. 2006).

Un posible evento de recolonizacion posterior desde los
habitats de refugio pudo reducir los niveles de diversidad
genética de Diplodon, como consecuencia del efecto
fundador. Esta hipdtesis puede estar sustentada en su
paleo-distribucion, en cuanto a la secuencia temporal este
se encontraria desde finales del Pleistoceno (12.500 afios
A.P) en un sitio de Monte Verde (Dillehay 1997) hasta el
Holoceno tardio en sitios de Chile central.

Antecedentes respecto a los efectos de las glaciaciones
pleistocénicas en los ecosistemas dulceacuicolas de Chile,
revelan impactos significativos en el caudal, obstruccion
en los sistemas de drenajes. modificacion en sus
parametros fisicoquimicos y fragmentacion continental
(Clappertonl993; Turner ef al. 1996). Historicamente el
origen de estos sistemas lacustres se remonta al Pleistoceno.
En relacion al origen de la Laguna Chica y La Posada
ambas se emplazan en antiguos valles de la Cordillera de
la Costa y cuyos drenajes fueron bloqueados por dunas
y cordones litorales ocurridos en la ultima transgresion
marina durante Pleistoceno Superior (Mardones & Jaque
1996). Los valores de diversidad genética (heterozigosidad
observada y esperada) son mayores en el Lago La Posada
que en el Lago San Pedro, contrario a lo esperado, ya que
por su origen comun deberian presentar niveles similares.
También esto es valido para el Iindice de endogamia (Fis),
que es el doble en Lago San Pedro. indicando una fuerte
endogamia. en relacion a La Posada. Respecto al lago
Lanalhue y Lleu -Lleu su origen es comun (tectonico)
derivado del solevantamiento de las terrazas costeras de
la plataforma de Arauco. El sistema de drenaje del lago
Lleu-Lleu fue obstruido en el Pleistoceno Reciente. por
las formaciones rocosas, debido a las periodicas crisis
sismicas. Los valores de diversidad genética en el Lago
Lleu-Lleu son semejantes a los de La Posada. con un indice
de endogamia mucho menor (Tabla 3), indicando que los
valores de variabilidad genética no pueden ser atribuidos
al origen geoldgico de los cuerpos de agua. sino que a
efectos antropicos.

Asi, desde el punto de vista de intervencion anftropica,
a diferencia de los otros dos sistemas lacustres, Laguna
Chica de San Pedro y Lago Lanalhue son los mas
impactados. Respecto a la primera. esta ha evolucionado
desde tiempos prehispanicos a la actualidad desde una
condicion oligofrofica a una mesofrofica (Parra ef al.
2003). El Lago Lanalhue actualmente presenta un gran
deterioro en la calidad del agua siendo catalogada como
eutrofica, fundamentalmente por la influencia de areas
urbanas y remocion paulatina del bosque nativo (Parra
et al. 2003). En este lago se ha encontrado evidencias de
una fuerte declinacion de la poblacion de Diplodon. en la
actualidad es dificil encontrar poblaciones de esta especie
(Valdovinos, cont.pers.).
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Los estudios realizados por Cisternas et al. (2000) revelan
drasticas transformaciones en el uso de suelo y un incremento
en la tasa de sedimenfacion. como consecuencia del
reemplazo de lavegetacion de estas cuencas. Existe evidencia
en ofras latitudes, que revelan el impacto negativo causado
por niveles excesivos de sedimentos sobre poblaciones de
bivalvos dulceacuicolas. causando su declinacion paulatina
(Neves & Widlak 1988, Leff ef al. 1990). El estado actual
de Diplodon chilensis en el Lago Lanalhue es terminal. la
disminucion de su rango geografico en sistemas lacustres,
es consecuencia de factores que han sido relacionados
directamente con los procesos de eutroficacion (Valdovinos
& Pedreros 2007).

Experiencias demostradas mediante isoenzimas en bagres
de la especie Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus 1766),
revelaron como causal de origen los factores antropicos en
la pérdida de diversidad genética (Gallo & Diaz-Sarmiento
2003). Estos factores relacionados con la sobreexplotacion,
produjo una importante declinacion de la especie y deterioro
de la cuenca, siendo un factor determinante en los niveles
de variacion. Estos eventos ya han sido previamente
reconocidos como precursor de la pérdida de variabilidad
genética (Reeves ef al. 1995).

La declinacion paulatina de la familia Hyriidae no ha sido
debidamente considerada, sin embargo, se menciona por
primera vez en los trabajos de Parada & Peredo (2005).
Estos autores reconocen la accidn anfropica como principal
causal de la fragmentacidn de habitat y de la calidad de
agua, afectando la estructura poblacional en Diplodon.

Sobre la base de los resultados obtenidos a nivel genético
poblacional en Diplodon chilensis, se concluye que los
factores anfropicos son los que determinan la variabilidad
genética. Las estrategias de conservacion de las poblaciones
de Diplodon chilensis deben estar dirigidas al manejo de
los cuerpos lacustres, especialmente en el Lago Lanalhue
v Laguna Chica de San Pedro. Adicionalmente, se propone
el uso de marcadores complementarios que permitan
profundizar en el conocimiento de la diversidad genética de
la poblacion y comprender la dinamica de las estrategias de
reproduccion usadas por Diplodon chilensis en respuesta a
cambios ambientales de corto plazo.
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