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RESUMEN

En Chile, el camardn dulceacuicola Parastacus pugnax habita en ambientes
que a lo largo de su distribucion incluyen areas con atributos geogréficos,
climéticos e historicos contrastantes. Hasta ahora, el conocimiento de esta
especie se ha enfocado hacia aspectos biolégicos y ecoldgicos, pero no ahonda
en su diversidad evolutiva y los procesos asociados. Esto ultimo constituye el
objetivo principal de esta tesis. Analizamos la diversidad genética de P. pugnax
utilizando un fragmento COI y sus asociaciones con atributos del paisaje en el
rango centro-sur de su distribucion. Los niveles de diversidad y estabilidad
demogréfica resultaron contrastantes asociado a la condicion andino — costera
de las cuencas. El nimero de grupos genéticos que maximiza las diferencias
entre ellos (FCT) fue de 14. Nuestros resultados indican que existe
estructuracion entre cuencas costeras y que historias paleocliméaticas complejas
guiaron su configuracion actual en el paisaje. No existe correlacion significativa
entre la distancia genética y geografica lineal, ni con las distancias estimadas
por la ruta de minimo costo. Considerando los principales resultados de esta
tesis proponemos que futuros planes de conservacion deben considerar el
acervo genético de las poblaciones de P. pugnax con énfasis en su distribucién

costera debido la susceptibilidad asociada a pequefios tamafos efectivos.
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ABSTRACT

In Chile, the freshwater crayfish Parastacus pugnax inhabits environments that
throughout their distribution include areas with contrasting geographical, climatic
and historical attributes. Until now, the knowledge of this species has focused on
biological and ecological aspects, but does not delve into its evolutionary
diversity and associated processes.The latter constitutes the main objective of
this thesis.We analyzed the genetic diversity of P. pugnax using a COI fragment
and its associations with landscape features in the central-southern range of its
distribution. The levels of diversity and demographic stability were contrasting
associated with the Andean-coastal condition of the basins.The number of
genetic groups that maximizes the differences between them (FCT) was 14.Our
results indicate that there is structuring between coastal basins and that
complex paleoclimatic histories guided its current configuration in the
landscape.There is no significant correlation between genetic and linear
geographic distance or with the distances estimated by the least cost
path.Considering the main results of this thesis, we propose that future
conservation plans should consider the genetic pool of P. pugnax populations
with emphasis on their coastal distribution due to the susceptibility associated

with small effective sizes.
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INTRODUCCION

La estructuracion genética en una especie es influenciada por la interaccion
entre atributos biologicos, caracteristicas del paisaje y factores histéricos a lo
largo del desarrollo de su historia evolutiva (Hughes y Hilley 2003). Aquellas
especies antiguas y poco vagiles, que se han mantenido en habitats
disgregados, tienden a presentar poblaciones altamente divergentes, en
comparacion a especies vagiles y de origen reciente (Scalici y Bravi 2012,
Helms et al. 2015). Las caracteristicas del paisaje, como la configuracion
geomorfoldgica, la presencia de barreras geograficas y gradientes climaticos,
juegan un rol en procesos de flujo génico y por lo tanto en la estructuracion de
las poblaciones. En este contexto, los efectos de las oscilaciones
paleoclimaticas han sido reconocidos como importantes conductores en los
procesos de estructuracion filogeografica (Avise 2000). Para taxa antiguos, los
eventos paleoclimaticos que han implicado la reduccion de tamafios efectivos,
pudo generar procesos de deriva y haber tenido como consecuencia la pérdida
de variabilidad y subsecuente diferenciacién interpoblacional (Avise 2009, Irwin
2002). De este modo, comprender el contexto paleoclimético y caracteristicas

del paisaje en el que se ha desarrollado la historia evolutiva de una especie



ayuda a esclarecer los procesos que configuraron sus patrones espaciales de

variabilidad genética.

En Sudamérica, la inestabilidad climatica provocada por las glaciaciones en el
Pleistoceno registré ciclos que alteraron los regimenes térmicos y de
pluviosidad, incidiendo en las condiciones ambientales y en la geomorfologia.
Destacan entre ellas la Gran Glaciaciéon Patagonica (~ 1,1 Ma), la glaciacion
mas fria del Pleistoceno (~ 0,7 Ma), y el Ultimo Maximo Glacial (UMG ~ 25000 a
23000 afos) (Rabassa et al. 2011; Hulton et al. 2002; McCulloch et al. 2000),
qgue tuvieron gran impacto en la distribucion y diversidad de la biota (Hewitt
2004; Provan y Bennet 2008). Desde los 36° a los 42°S los avances Yy
retrocesos de las lenguas glaciales modificaron el paisaje generando cambios
en los cursos hidricos y promoviendo la formacion de refugios. Para el
escenario del centro-sur de Chile tales efectos fueron mas intensos en especies
con distribuciones que abarcaban rangos andinos, en comparaciéon con aquellas
remitidas a relieves costeros (Sérsic et al. 2011), a lo que se agrega un
gradiente de incremento latitudinal de los efectos glaciales. En especies
dulceacuicolas esto ha sido documentado varias veces (Unmack et al. 2009,

Mufioz-Ramirez et al. 2014, Ruzzante et al. 2006).

En particular las especies dulceacuicolas limitadas por la disposicién y tipo de

sistema que habitan, se ven afectadas por la interaccion entre los procesos



paleoclimaticos y por los atributos del relieve, esto Ultimo generando
aislamientos entre distintos sistemas hidrograficos (Hurwood y Hughes 2001;
McGlashan y Hughes 2001). Junto a lo anterior, los cambios eustaticos en el
nivel del mar durante el Pleistoceno oscilaron entre descensos de 125 m
(Fleming et al. 1998) y elevaciones de 140 m (Rabassa 2008). Esto ultimo
probablemente tuvo consecuencias como la pérdida de habitat, y a su vez
afectd la distribucion costera de especies dulceacuicolas (Roxo et al. 2014,
Tscha et al. 2017). En Chile estos cambios eustaticos produjeron
transgresiones que afectaron procesos sedimentarios (Bernhardt et al. 2015) y
la formacion de terrazas (Jara-Mufioz y Melnick 2014), modificando la extensién
y distribucion del habitat de muchas especies. Por lo anterior, especies antiguas
gue habitan tanto areas costeras como la depresion intermedia probablemente
posean linajes que han sido afectados de distinta manera durante la historia
paleoclimatica. Un caso con tal situacion geografica son los camarones de la
familia Parastacidae. Las especies de esta familia son especialistas en habitat
acuaticos o terrestres saturados de agua, que tienden distribuirse

discontinuamente en zonas bajas y planas.

La familia Parastacidae esta representada actualmente por 175 especies (15
géneros) con distribucion gondwanica. Tres géneros componen el clado
sudamericano (Parastacus, Samastacus y Virilastacus) y muestran monofilia

reciproca con los restantes géneros de origen Australasiano (Crandall et al.



2000). El uso de registro fésil (Feldmann y Pole 1994, Martin et al. 2008)
permitid6 situar la radiacion de esta familia en 134 Ma, y los linajes
Sudamericanos se habrian originado hace c. 85 Ma (Toon et al. 2010). En Chile
estan presentes tres géneros: Samastacus, Virilastacus y Parastacus. Dentro
de este ultimo en Chile existen dos especies (P. nicoleti y P. pugnax)
emparentadas con el resto de las especies del género distribuidas en Brasil,
norte de Argentina y Uruguay. En particular, P. pugnax es la especie hermana
de las especies del lado atlantico, mientras que la otra especie chilena de
Parastacus (P. nicoleti) corresponde a un clado de divergencia mas basal
(Crandall et al. 2000). Segun lo anterior, se podria inferir que sus ancestros
existieron previos a la formacion de la geomorfologia actual, incluyendo Los
Andes. Acorde con la notable antigledad de este género, los procesos como
orogénesis y modificacion de los cursos fluviales debieron influir en la

divergencia de sus linajes.

Los estudios acerca de Parastacidae nativos de Sudamérica se han enfocado
en su historia natural y en la descripcién de nuevas especies (Palaoro et al.
2015, Rudolph y Almeida 2010, Ribeiro et al. 2017), sin que hayan sido
estudiados en el marco de la variacion geografica (Silva-Castiglioni et al. 2011,
Dalosto y Santos 2011, Pinheiro y Oliveira 2016, Salgado y Tacon 2015, Costa
et al. 2016, Yafez et al. 2018, Dalosto et al. 2015, Vega et al. 2017). Algunas

especies, como Parastacus brasiliensis, P. pugnax y P. nicoleti, son



catalogadas como excavadores primarios, y poseen requerimientos en los
niveles de saturacion de agua (Rudolph 2013). Ademas, los representantes de
esta familia poseen desarrollo directo, lo que sumado a los atributos de su
habitat (baja conectividad), sugieren una baja vagilidad. Para taxa
dulceacuicolas antiguos estos atributos podrian contribuir a generar altos
niveles de estructuracion (Abell et al. 2008). Un estudio reciente (Miranda et al.
2018) acerca de la diversidad de P. brasiliensis evidencia sefales de
aislamiento y acentuada divergencia entre linajes. Similares casos de diversidad
genética probablemente se encuentren en otras especies de camarones
sudamericanos del mismo género. En este sentido, varios estudios concuerdan
en que la estructuracibn genética de los camarones dulceacuicolas es
consistente con los limites de sus habitats (Dawkins et al. 2010, Miller et al.
2014). Acorde con lo anterior, algunos taxa dulceacuicolas tienden a contener
diversidad criptica, es decir, la diferenciacion genética no se acompafia de una
evidente diferenciacion morfologica (Cook et al. 2008, Wood et al 2018, Xu et al.
2009), y los camarones dulceacuicolas parecen mostrar este tipo de diversidad
(Buhay et al. 2007, Mathews et al. 2008, Larson et al. 2012, Dawkins et al.

2017).

De las siete especies pertenecientes a la familia Parastacidae en Chile, la
especie endémica Parastacus pugnax (Poeppig 1835) posee el mayor rango de

distribucion, que se extiende de manera disgregada entre la cuenca del rio



Aconcagua (32°50’S) y la cuenca del rio Imperial (38°4’S), tanto en la costa
como en los valles. Su habitat consiste en areas depositacionales con alta

saturacién de agua llamadas “vegas”, donde construye sistemas de galerias
subterrdneas (Rudolph 2013). La edad del taxén P. pugnax ha sido estimada en
aproximadamente 30 Ma, basado en COI (Victoriano & D’Elia en revision).
Considerando lo anterior, P. pugnax representa un modelo particular para
estudios filogeograficos, el cual podria evidenciar patrones espaciales en
rangos geograficos reducidos a lo largo de su distribucion. Ademas de su
singularidad ecoldgica y evolutiva, posee alto valor cultural y es motivo de las
llamadas “fiesta del camardén” en las que es sometido a una fuerte presion
extractiva (Silva y Spoerer 2006). Lo anterior justifica ain mas indagar acerca
de los patrones espaciales de diversidad y la historia que los ha generado, con
el fin de sustentar planes de conservacion considerando el acervo de sus
poblaciones. Frente a un escenario en el cual el habitat de la especie se
encuentra evidentemente muy estructurado, se torna relevante conocer cuales
han sido las rutas mas probables de conectividad entre poblaciones. En tal
caso, algunas herramientas de analisis espacial, como las rutas de minimo

costo (LCP, Least-cost path), pueden aportar informacién util para estudiar la

influencia del paisaje.

El rango de habitat de P. pugnax incluye areas de drenaje que difieren en

atributos como tamafo, historia paleoclimética y conectividad. Las cuencas



costeras de pequefio tamafio deberian albergar menos poblaciones por cuenca
en comparacion a aquellas de mayor tamafio ubicadas en los valles de la
depresion intermedia y que se originan en Los Andes. Como consecuencia,
aguellas poblaciones con tamarfios efectivos pequefios podrian haber sido mas
propensas al efecto de la deriva, mientras que grandes tamafos podrian
contribuir a mantener la variabilidad genética. De acuerdo a la distribucion
espacial de los efectos glaciales en Chile, éstos habrian sido diferentes en
rangos costeros y andinos. Estos Ultimos debido a su extensa area podrian
evidenciar mas de una historia paleoclimatica dentro de una misma cuenca. Por
una parte, las poblaciones en los valles de la depresion intermedia, debido a
periodos de conexidn entre drenajes ocasionado por deshielos y la suavidad del
relieve, podrian evidenciar flujo historico inter e intracuenca. A su vez,
poblaciones ubicadas al interior de cuencas andinas en zonas afectadas por la
inestabilidad paleoclimética, permafrost y la extensibn de glaciares,
posiblemente muestren sefiales de reduccién poblacional histérica. Por otra
parte, las cuencas costeras que no fueron afectadas directamente por cambios
asociados a la temperatura y deshielos (mayor estabilidad de habitat), debieron
haber sido afectadas principalmente por las variaciones en el nivel del mar, por
lo que, asociado a su menor tamafio (menores tamafios poblacionales), podrian
mostrar menor diversidad intracuenca y mayor diferenciaciéon intercuencas, en

comparaciéon con cuencas Andinas.



Debido a las diferencias de condiciones dentro del rango de distribucion de P.
pugnax, sus atributos bioldgicos y las posibles consecuencias de lo sefialado
anteriormente, surge la pregunta: ¢Cudl es la estructura genética de las
poblaciones de P. pugnax y qué asociacion podria tener con atributos fisicos de
las cuencas hidrograficas? El objetivo principal de esta tesis es responderla
utilizando herramientas moleculares y modelos de distribucion espacial, en el
marco de la genética del paisaje y la filogeografia. Para lograr esto
consideramos la diversidad presente en un gen mitocondrial, generando
informacion que permita inferir acerca de procesos neutrales que pudieron

influir en los patrones de estructuracion historica de esta especie.



HIPOTESIS

A lo largo de la distribucion de P. pugnax existen cuencas de diversa magnitud
y que sufrieron distintos procesos a lo largo de su historia paleoclimatica. La
discontinuidad del ambiente de vegas, que habita P. pugnax, se ve marcada
tanto a gran escala por el efecto de la Cordillera de la Costa y por las divisorias
de agua intercuencas, como a menor escala por el aislamiento de vegas dentro
de areas de drenaje. Lo anterior en conjunto con los rasgos bioldgicos de la
especie (baja vagilidad, conducta excavadora, requerimientos de habitat y
antigledad), habrian modelado su estructura y diversidad genética de tal

manera que:

Hipotesis 1: P. pugnax posee alta diversidad genética beta, acorde con los
atributos geograficos de las cuencas hidrogréficas (conectividad, atributos

fisicos y posicion relativa: costeras o andinas).

Prediccion 1: Al realizar andlisis de estructuracion (ej. AMOVA) es esperable
encontrar resultados significativos de estructuracion donde las mayores

varianzas geneéticas son explicadas al comparar entre cuencas.
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Prediccion 2: Al aplicar un andlisis de estimacion de grupos poblacionales
(SAMOVA) es esperable encontrar un k>1 donde las mayores subdivisiones se

asocian a cuencas de origen costero.

Hipotesis 2: En cuanto a la diversidad intra cuenca, es hipotetizable que el
tamafo de las cuencas Yy la idoneidad historica al interior de éstas se asocien

con los niveles de variabilidad genética.

Prediccion 1. De acuerdo a la hipétesis anterior es esperable obtener
correlaciones significativas positivas entre los tamafios de las cuencas y

diversidad genética.

Prediccion 2: Areas de mayor estabilidad como cuencas andinas deberian

mostrar mayor frecuencia de indicadores de equilibrio, en cambio en areas

costeras debieran existir mas casos de desequilibrio demografico.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Estimar los patrones de estructuracion filogeografica de P. pugnax y los factores

histéricos que pudieron modelar tal diversidad.

Objetivos especificos
1. Investigar la estructura filogeogréfica de P. pugnax y relacionarla con los
atributos fisicos de las cuencas en que se distribuyen dentro del area de

estudio.

2. Comparar los atributos del escenario geogréfico de la distribucion de P.

pugnax dentro del area de estudio y evaluar si muestran relacion con la

diversidad genética.
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MATERIALES Y METODOS

Escenario geografico y procedimiento de muestreo
El &rea de estudio abarca parte de la distribucion de Parastacus pugnax en la
zona centro sur de su distribucidn, concretamente entre los 36°S y 38°S. El
disefio de muestreo fue realizado sobre la division de areas de cuencas

hidrogréaficas proporcionada por la DGA (www.dga.mop.gob.cl). Para capturar

escenarios contrastantes en cuanto a historia paleoclimatica y grado de
continentalidad, se seleccionaron siete cuencas costeras (ubicadas
exclusivamente en la Cordillera de la Costa), dos de origen Andino (que
desembocan en el mar pero con origen en la Cordillera de los Andes) y la Isla
Santa Maria (que en episodios pasados constituyé parte de una cuenca
costera) (Tabla 1, Figura 1). En total se muestrearon 55 sitios. Los muestreos
fueron realizados durante el invierno de los afios 2016, 2017 y 2018. La época
de muestreo fue escogida para facilitar la captura de individuos debido al
anegamiento de areas depositacionales y a la actividad mas superficial. Para
esto fueron utilizadas bombas de vacio de fabricacion artesanal que evitan
destruir las galerias de los camarones al extraerlos. Las localidades

muestreadas fueron georreferenciadas y los individuos fueron preservados
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individualmente en alcohol potable 95° para la posterior extraccion de tejido.

Para todos los trabajos de obtencién de muestras en terreno, se conté con los

respectivos permisos

(SubPesca).
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Figura 1. Mapa del area de estudio. Cada sigla corresponde a un sitio de
estudio. Los colores indican las diferentes cuencas. Los triangulos y circulos
muestran la condicion de andina y costera. (Coordenadas geograficas, nombre
de los sitios, numero de individuos por sitios se encuentran en el Anexo 1).
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Extraccion de ADN y PCR
Se seleccionaron 475 individuos distribuidos en: dos cuencas hidrogréaficas de
origen en Los Andes (la cuenca del rio Biobio y la cuenca del rio Itata) y, dentro
del mismo rango de latitudes, en siete cuencas de origen costero: Mela, Puda,
Coliumo, Andalién, Carampangue, Lebu y Lanalhue (Fig. 1), ademas se

considero la Isla Santa Maria.

Se extrajo ADN desde el tejido muscular de las quelas utilizando el kit Wizard
SV Genomic DNA Purification (Promega). Un fragmento de la region COI fue
amplificado  por PCR utilizando  partidores LCO 1490 (5-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) y HCO 2198 (5-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’). Las concentraciones de los
componentes de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por cada
reaccion de 25 pul fueron: 5 uM de DNA, 1 pL de cada partidor con
concentracion inicial de 10 uM y 12,5 L DreamTagqPCR Master Mix (2x) (cod:
K1072, Thermofisher). Las amplificaciones se realizaron segun indica Victoriano
et al. (2008). Los productos obtenidos por PCR fueron enviados a Macrogen
Inc. para su purificacidbn y secuenciacién. Las secuencias de ADN fueron
editadas y alineadas utilizando el programa CodonCodeAligner v.3.5
(CodonCode Corporation, Dedham, MA, USA). Posteriormente, fueron
traducidas a aminoacidos con el fin de verificar la ausencia de codones de

término.
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Analisis moleculares
Para describir la diversidad genética de P. pugnax estimamos la diversidad
haplotipica (Hd), diversidad nucleotidica (1) y sitios segregantes (S) para cada
sitio y cuenca. Se obtuvo los valores de area de unidades hidrogréaficas (km?)
para las categorias “cuenca”, “subcuenca’ y “sub-subcuenca”’ (DGA,

www.dga.mop.gob.cl), y se correlacionaron con la diversidad genética (Hd y ).

Para estimar la estabilidad demografica se aplico el test de neutralidad Fs de Fu
(Fu 1997) para cada cuenca. Los analisis de las distribuciones de desajuste de
las comparaciones pareadas (mismatch) y las estimaciones del indice de
desigualdad (Rgg) junto a sus respectivos valores de probabilidad (valor de
significancia p<0,05) fueron obtenidos utilizando el algoritmo coalescente con

1000 pseudo réplicas en el programa DnaSP v.5 (Librado y Rozas 2009).

Para recuperar las relaciones genealdgicas se identificaron los haplotipos y sus
respectivas frecuencias en el programa TCS (Clement et al. 2000) generando
una red por medio del algoritmo Median-Joining (Bandelt et al. 1999). La red fue
editada con el programa PopArt (Leigh y Bryant 2015). Para evaluar si existe
aislamiento por distancia entre pares de localidades realizamos un test de

Mantel entre la distancia geogréfica lineal y distancia genética (p-distance).
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Para evaluar la estructuracion se realiz0 un analisis de varianza molecular
(AMOVA) en el programa Arlequin 3.11 (Excoffier y Schneider 2005) para tres
agrupaciones definidas a priori: 1) todas las cuencas, 2) s6lo cuencas de origen
andino, y 3) s6lo cuencas de origen costero. Para evaluar la estructuracion
geografica e identificar las unidades poblacionales y su distribucion, fue
utilizado el andlisis espacial de varianza molecular (SAMOVA, Dupanloup et al.
2002). De acuerdo a un analisis preliminar, con mas de 31 grupos la
diferenciacion no es plausible y el valor del estimador de varianza entre grupos
FCT no alcanza un pik. Se probaron con grupos (K) desde K=2 hasta K=31 para
55 localidades. Para cada K se llevaron a cabo 100 procesos de anillo con
condiciones de 10000 permutaciones. Se obtuvieron las matrices de distancia
genética (FST) y geografica (km) de los grupos inferidos con SAMOVA
utilizando los programas Arlequin 3.11 (Excoffier y Schneider 2005) y Past
v.2.17c (Hammer et al. 2001), respectivamente. Con el fin de evaluar la
probable existencia de asociacion entre distancia espacial y genética, fue
estimado el grado de correlacion de ambas hemi-matrices mediante un test de
Mantel (Mantel 1967) utilizando el paquete “vegan” v.2.5-5 (Oksanen et al.

2019) implementado en R v3.5.3 (R Development Core Team, 2019).

Modelos de idoneidad de habitat
Con el fin de estimar las probabilidades de ocurrencia de la especie a lo largo

del espacio geografico, tanto para el presente, como para el pasado (y de esta
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manera inferir niveles de estabilidad ambiental), fueron generados modelos de
idoneidad de habitat presente y para el tltimo Maximo Glacial (UMG). Para esto
fueron utilizadas las 19 variables bioclimaticas (para ambos tiempos) desde la

base de datos WorldClim (Hijmans et al. 2005, https://www.worldclim.org) con

resolucion de 30 s (~1 km). Debido a que la correlacion entre variables puede
conducir a un sobreajuste de los modelos, seleccionamos un subconjunto de las
variables biocliméticas. Para realizar esto ultimo, las capas de las variables
fueron superpuestas utilizando el programa Qgis 2.18 (Quantum GIS
Development Team 2016) y se extrajeron los conjuntos de variables para cada
registro de presencia. Con esos datos se realizd un analisis de componentes
principales (PCA) y se estim6 el coeficiente de correlacion de Pearson
evidenciando aquellas menos correlacionadas (r<0.5) (Dormann et al. 2013),
con las que finalmente se construyeron los modelos de idoneidad. Estos
analisis fueron realizados utilizando el paquete de R “vegan” (Oksanen et al.

2019).

Las variables bioclimaticas utilizadas correspondieron a Bio4 (estacionalidad de
temperatura), Bio5 (temperatura maxima del mes mas calido), Bio6
(temperatura minima del mes mas frio), Biol3 (precipitaciéon del mes mas
hamedo), Biol4 (precipitacion del mes mas seco) y Biol5 (estacionalidad de
precipitacion) para construir y proyectar los modelos. El rendimiento del modelo

construido se evalué utilizando el AUC (area bajo la curva ROC). Un total de 89

17


https://www.worldclim.org/

registros de presencia a través de la distribucion total de la especie fueron

obtenidos por el proyecto FONDECYT 1161650.

Rutas de minimo costo (LCP).
Para construir el modelo de idoneidad de habitat presente a partir del cual
fueron inferidas las rutas de minimo costo, utilizamos 19 variables biocliméticas

de la base de datos WorldClim (Hijmans et al. 2005, https://www.worldclim.org).

Debido al habito excavador de P. pugnax, incorporamos en el modelo 16 capas
de variables edaficas (ocho variables fisicas mas pH a 1 y 0.3 m de profundidad
cada una) obtenidas desde el servidor SoilGrid (Hengl et al. 2014,

http://www.soilgrids.org) y la altitud obtenida desde el servidor

http://www.earthenv.org/topography con la misma resolucion (~1 km). La

selecciéon de las variables utilizadas para reconstruir el modelo siguid la
metodologia descrita anteriormente. Se utilizé la libreria “biomod2” version 3.1-
25 (Thuiller et al. 2012) implementada en R (R Development Core Team, 2009)
para generar modelos de distribucion de especies (SDM). Fueron evaluadas
siete técnicas de modelado: 'MAXENT.Phillips', 'GLM', 'RF', 'GAM', 'GBM',
'MARS' y 'FDA'. Los datos de presencia fueron divididos en un conjunto que
contenia el 75% de los puntos de datos utilizados para calibrar los modelos
(datos de entrenamiento) y un conjunto con el 25% de los puntos de datos para
evaluar el modelo (datos de prueba). Para cada una de las técnicas se

realizaron diez réplicas y los datos de presencia se seleccionaron al azar por
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validacion cruzada. Las técnicas de modelado implementadas en biomod2
necesitan datos de presencia y ausencia de distribucion. Debido a que nuestros
conjuntos de datos contienen sélo registros de presencia, se seleccionaron
aleatoriamente 1000 pseudo-ausencias utilizando diez réplicas (Barbet-Massin
et al. 2012). El poder predictivo se evalu6 con el area bajo la curva
caracteristica operativa relativa (AUC) y el estadistico de habilidad real (TSS).
El modelo ensamblado se obtuvo utilizando el enfoque de prediccion por
conjuntos implementado en biomod2 que utiliza un método de consenso
promedio ponderado para reducir la incertidumbre basada en el modelo y
excluye los resultados de las técnicas con bajo poder de prediccion (Marmion et
al. 2009; Thuiller et al. 2009). Los puntajes TSS superiores a 0.7 se usaron para
construir el modelo ensamblado final. Este ultimo fue empleado para calcular
las rutas de minimo costo (LCP; Wang et al. 2008) utilizando Qgis y para
generar una matriz de distancia entre pares para los grupos identificados

previamente mediante SAMOVA.

Se calcularon los centroides entre las localidades de cada grupo identificado
con SAMOVA con el fin de usarlos para estimar la distancia geografica y LCP.
Para el andlisis de correlacion entre las rutas de minimo costo y distancia
genética, se generd la matriz de distancia genética entre pares de grupos

estimados usando SAMOVA vy evalud la correlaciéon con la matriz LCP. Las
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correlaciones fueron realizadas en R utilizando la libreria “vegan” v2.5-5

(Oksanen et al., 2019).
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RESULTADOS

Atributos del area geografica y estabilidad de la idoneidad de
habitat.
En el area de estudio, el habitat de P. pugnax se distribuye de manera
discontinua por la poca conexién entre areas de drenaje provocada por la
heterogeneidad del paisaje. Como era esperable, las cuencas andinas, que
abarcan los valles de la depresién intermedia, resultaron de mayor tamafio que
las cuencas costeras. Por ejemplo, la cuenca del Itata (14.144 km?) que es la
mas pequefia de las andinas fue por lo menos seis veces el tamafio de la
cuenca Lanalhue (2.143 km?), que es la mas grande entre las cuencas

costeras.

Los modelos de idoneidad de habitat para el presente y el UMG, presentaron
una estimacion del rendimiento aceptable AUC=0.983 (d.e.=0.019). Nuestro
modelo para el tiempo presente sugiere que entre los 36°S y 38°S la
distribucion del habitat de P. pugnax presenta altos valores de idoneidad en
zonas con bajo relieve y altitud, tanto en las cuencas andinas de los valles de la

depresion intermedia como en las cuencas costeras (Figura 2B, Figura 7). En
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especial se encontraron altos valores de idoneidad en areas circundantes al
curso de los rios Itata y Biobio, atravesando la Cordillera de la Costa. Entre los
37°S y 38° S las areas que abarcan las cuencas costeras Carampangue, Lebu
y Lanalhue presentaron los valores mas grandes de idoneidad. A partir de los
38° y hacia el Sur los valores de idoneidad decrecen. Contrastando escenarios
del presente y la proyeccion al UMG, ambas concordaron en un alto valor de
habitat idéneo sobre las planicies litorales. De manera opuesta, en el modelo
del UMG las cuencas de origen Andino entre los 36°S y 37,5°S mostraron
valores de idoneidad que van desde bajos a moderados, mientras que en el
presente éstas areas presentan valores de moderados a altos. En ambos
tiempos, la Cordillera de la Costa presenta valores pequefios de idoneidad de

habitat.
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Figura 2. Proyecciones de modelos de idoneidad de habitat para los tiempos
Ultimo Maximo Glacial (UMG) y presente. La linea punteada gris representa el
limite del borde costero durante el UMG. Las lineas negras representan el limite
de las cuencas hidrogréficas en estudio (las mismas en la Figura 1). Los tonos
calidos (rojos) indican una alta idoneidad de habitat, mientras que los tonos frios
(azules) una baja idoneidad.

Variabilidad genética y patrones de estructuracién.
Se obtuvo un total de 475 secuencias de 678 pb de largo. Cada sitio de estudio
con su nombre y sigla, numero de individuos, georreferenciaciéon (longitud,
latitud), indices de diversidad haplotipica y nucleotidica, y sus correspondientes
desviaciones estandar, se informan en el Anexo 1. Los mismos indicadores
pero estimados por cuenca se presentan en la Tabla 1. Los mayores valores de
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diversidad haplotipica por cuenca corresponden a las dos cuencas de origen
andino, que son las de mayor tamafo; contienen mas sitios de muestreo y por
lo tanto mas secuencias (Itata sitios=12, N= 95; Biobio sitios=16, N=150). Para
el indice de diversidad nucleotidica el valor maximo corresponde a la cuenca
Biobio (pi= 0,07), mientras que los valores minimos en general corresponden a
las cuencas costeras que tienen solo dos sitios de estudio. La excepcion la
constituy6 la cuenca Carampangue que a pesar de poseer 79 individuos en

ocho localidades tuvo una diversidad nucleotidica baja (171=0,001 +£0,0001).

Tabla 1. Valores de diversidad genética para las diez cuencas. Se presentan:
Sitios (mismos acrénimos que en la Figura 1), Numero de sitios (n°sitios),
ndamero de individuos (N), n° de sitios segregantes (S), n° de haplotipos (h),
diversidad haplotipica (Hd) y su desviacién estandar (d.e. Hd), diversidad
nucleotidica (1T) y su desviacion estandar (d.e. ).

Cuenca Sitios de muestreo .n.o N S h Hd de. ™ d.e.
sitios Hd m
Mela M1-M2 2 11 5 6 0,8 0,114 0,002 0,000
Itata VE-NI-TR-OV-EH-RI- 12 95 80 48 0,973 0,007 0,025 0,001
LA-CA-SP-TU
Puda P1-P2 2 18 8 7 0,765 0,073 0,002 0,000
Coliumo C1-C2 2 19 4 5 0,696 0,077 0,001 0,000
Andalién R1-R2-PE-FL 4 40 50 11 0,728 0,068 0,030 0,001
Biobio DS-TH-HU-LC-TO-CH- 16 150 67 25 0,905 0,012 0,070 0,001
YU-U1-U2-RC-SJ-CU-
SE-SU-MU-LS
Isla Santa PB-TC 2 12 7 6 0,818 0,084 0,003 0,000
Maria
Carampangue HO-LM-VC-LL-PI-CR- 8 79 10 11 0,673 0,033 0,001 0,000
PC-CN
Lebu CB-LE 2 17 13 5 0,507 0,14 0,003 0,001
Lanalhue CC-CE-HL-CL-CO 5 34 63 7 0,72 0,06 0,052 0,002
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Para las relaciones genealogicas recuperadas en la red se individualizaron 148
haplotipos, de los cuales sélo dos fueron compartidos entre cuencas distintas
(Itata y Mela, VI 'y M1: Figura 3). En general los haplotipos se comportaron bajo
un patron de divergencia congruente con su disposicion geografica. Las
cuencas costeras Coliumo, Mela y Puda se muestran agrupadas y separados
por pocos pasos mutacionales de las localidades més costeras de la cuenca del
rio Itata (i.e. VI, BI, Fig. 3). Los haplotipos de la cuenca del Itata, en general,
presentaron pocos pasos mutacionales entre ellos y forman un haplogrupo en
forma de estrella con un haplotipo dominante. Los haplotipos pertenecientes a
la cuenca del Biobio no forman un haplogrupo Unico, pero mostraron una
tendencia a formar haplogrupos por sitio, de los que algunos fueron
relacionados con localidades de la cuenca del rio Itata (SP, Figura 3) y del rio
Andalién (FL y PE, Figura 3). Los cuatro haplotipos de la Isla Santa Maria se
encuentran relacionados con los de la cuenca del Carampangue. Estos Gltimos
se distribuyen en dos haplotipos con frecuencia de aproximadamente diez y
nueve haplotipos con menor frecuencia, separados entre si por uno o dos pasos
mutacionales. Los haplotipos de la cuenca Lebu se encuentran cercanos en la
red a los de Carampangue y a uno de los sitios de la cuenca del Lanalhue (HL).
En aproximadamente la misma latitud (38°S, Figura 1), el haplogrupo de la
cuenca del Lanalhue mostré una gran diferenciacion en la red (>40 pasos

mutacionales) con el haplogrupo LS (Los Sauces) de la cuenca del Biobio. Este
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altimo haplogrupo mostré la mayor divergencia respecto a todos los demas

haplotipos en el analisis.
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Figura 3. Red de haplotipos. Cada circulo representa un haplotipo, y su tamafio
la frecuencia. El color indica la cuenca de procedencia. Las siglas sefialan los
sitios de estudios (mismos que en Figura 1). Las distancias entre haplotipos
mayores a tres pasos mutacionales son sefialados con nimeros.
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El indicador de estabilidad demografica Fs fue negativo y significativo para
cuatro cuencas (Mela, Itata, Puda y Carampangue) sugiriendo un modelo de
expansion demografica, aunque para las dos ultimas, estos valores resultaron
cercanos a cero. Segun el indice de Rgg la cuenca del Itata present6 sefales
de expansion demografica, para las otras cuencas, los valores de Rgg no
fueron significativos (Tabla 2). Los graficos de frecuencia de desajuste
evidenciaron que las cuencas de origen en Los Andes presentan una
distribucion multimodal (Figura 1 A y B) y las cuencas costeras una unimodal
(Figura 1 C-J). Las excepciones a esto fueron las cuencas Andalién y Lanalhue

gue presentan una distribucion bimodal.

Tabla 2. Resultados de expansién demogréfica Fs y valores de significancia
asociados p (Fs), indice de irregularidad Rgg con sus valores de significancia
p(Rgg) para diez cuencas.

Cuenca Fs p(Fs) Rgg p(Rgg)
Mela -2,508 0,019 0,067 0,087
Itata -12,356 0,013 0,005 0,021
Puda -2,584 0,034 0,083 0,163
Coliumo -1,385 0,103 0,156 0,316
Andalién 9,337 0,990 0,119 0,998
Biobio 11,486 0,969 0,013 0,854
Isla Santa Maria -0,848 0,281 0,060 0,132
Carampangue -6,061 0,002 0,124 0,269
Lebu 0,958 0,709 0,476 0,965
Lanalhue 23,528 1 0,108 1

28



Itata Biobio
0.100 . 0.1001
'i Frecuencia Observada
00751 |~ Frecuencia Simulada o075]
§ R?=0.08
g o050 p>0.05 0.0501
4
w
0.0251 0.0251
0.0001 0.000
0 [ 10 15 20 25 30 35 40 [) 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Mela Puda
ost] R=012 | 0% R?=0.1
451 p<0.05 0451 p>0.05
0401 0.401
0.351 0.35
=
E 0.304 0.301
g 0.25¢ 0.254
o 4 4
Loz 0.20
0.151 0.154
0.10 0.10{
0.051 0.05{
0.004 - 0.001
0 § 10 15 20 F3 [) 5 10 15 20 25
Coliumo Andalien
0501 R2=0.12 0501 R2=0.17
0.45) p>0.05 0.451 p>0.05
0.404 0.401
0.35¢ 0.351
=
0301 0.301
30257 0.25]
@ 0201 0.204
s
0.15 0.15{
0.101 0.101
0.051 0.054
0.00- - 0.001 0. W=
[} 5 10 15 20 25 ] 5 0 15 20 25 30 35 40 45
Isla Santa Maria Carampangue
050) R=0.16 °j°' R= 0.05
0.45) p>0.05 0:45) p<0.05
0401 0.401
0351 0.351
E 0301 030
§ 0251 0.251
D 0.201 0.20{
w
0.151 0.151
0.10{ 0.101
0.051 I 0051
0.001 I 0.00
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Lebu Lanalhue
0501 R=011 | %% R’=0.25
0.451 p>0.05 0457 p>0.05
0.401 0.401
0351 0.351
o
8 0.301 0301
% 0251 0.251
2 0201 0.201
w
0.151 0.15]
0.104 0.104
0051 0.05
0.001 0.001
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Numero de diferencias entre pares Numero de diferencias entre pares

Figura 4. Frecuencias de distribuciones de desajuste entre pares bajo un
modelo de expansién. El color de los histogramas de cada cuenca coincide con
el color de la cuenca en el mapa del area de estudio (Figura 1).
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El resultado del andlisis de correlacion entre el promedio de la distancia
genética entre pares de poblaciones y la distancia geogréfica entre ellas, indico
que existe una asociacion positiva y significativa (Rho=0,426 p=0,001) (Figura
2), sugiriendo un patrén de aislamiento por distancia. Ademas, observando la
distribucion de las comparaciones, fue posible apreciar tres grupos genéticos

independientes de la distancia geografica (Fig. 5).

B [o2]
o o

a3
o

Distancia genética (p)

0 50 100 150 200
Distancia geografica (km)

Figura 5. Grafico de correlacién entre pares de sitios de estudio. El eje X
representa la distancia geogréafica entre poblaciones, y el eje Y la distancia
genética p-distance.
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En el andlisis de AMOVA entre los tres criterios de agrupaciones evaluadas
(Total cuencas, Cuencas Andinas y Cuencas Costeras), la agrupacion ‘Total
Cuencas’ mostré6 un bajo porcentaje de variacion entre grupos (32,83%
FCT=0,328) y alto entre poblaciones dentro de grupos. Se observé un resultado
similar para la agrupacion ‘Cuencas Andinas’, pero ambos resultados fueron no
significativos. Un resultado significativo se obtuvo para la comparacion entre
‘Cuencas Costeras’ (56,4% FCT=0,563, Cuencas: Mela, Puda, Coliumo,
Andalién, Isla Santa Maria, Carampangue, Lebu, Lanalhue), lo que evidencié un

mayor aporte de las Cuencas Costeras a distinguir grupos entre cuencas.

Tabla 3. Resultados del AMOVA para tres configuraciones de cuencas. Se
indican: fuente de variacion, grados de libertad (g.l.), variacion (%), estadistico F
y valor de significancia (p).

Variacion

Fuente de variacién g.l. (%) Estadistico F p

Total Entre grupos 9 32.83 FCT=0.328 0
cuencas (10)

Entre poblaciones dentro 45 60.25 FSC=0.897 0

de grupos

Dentro de poblaciones 420 6.92 FST=0.930 0
Cuencas Entre grupos 1 23.12 FCT=0.231 0
Andinas

Entre poblaciones dentro 26 68.44 FSC=0.890 0

de grupos

Dentro de poblaciones 217 8.44 FST=0.915 0
Cuencas Entre grupos 7 56.40 FCT=0.563 0
Costeras

Entre poblaciones dentro 19 39.04 FSC=0.895 0

de grupos

Dentro de poblaciones 203 4.56 FST=0.954 0
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Genética del paisaje
El &rea (km?) para tres categorias de area de drenaje: Cuenca (CC), subcuenca
(SCC) y Sub-subcuenca (SSCC) y los sitios que en ellas se incluyen se
informan en el Anexo 2. El numero de localidades dentro de las cuencas vario
entre 2 y 16, y dentro de SSCC entre 1 y 5 sitios, El coeficiente de correlacion
de Pearson entre el area y la diversidad haplotipica resultdé no significativo
(p>0,05) para las tres categorias de cuencas (CC), (SCC) y (SSCC) (Tabla 4).
Para la diversidad nucleotidica se encontr6 una fuerte correlacion positiva a
nivel de cuencas (rho= 0,745 p=0,033), y moderada aunque significativa para

SSCC (rh0=0,392; p=0,035).

Tabla 4. Correlacion de las diversidades haplotipica y nucleotidica con el
tamafio del area de drenaje para tres magnitudes de cuenca; CC: Cuenca,
SCC: Subcuenca; y SSCC: Sub subcuenca.

Hd L
g.l Rho p g.l Rho p
CcC 6 0,523 0,183 6 0,745 0,033*
SCC 17 0,211 0,383 17 0,366 0,122
SSCC 27 0,268 0,159 27 0,392 0,035*

* Indica los valores significativos (p<0,05).

Los resultados de SAMOVA mostraron que el nUmero de grupos genéticos y la

configuracion de éstos que maximiza sus diferencias fue de 14 (FCT= 0.806, %
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variacion= 80.61). Con mayor numero de grupos los valores de FCT contindan
aumentando pero no de manera relevante. Los sitios incluidos en cada grupo
son (las ubicaciones de los sitios por nUmero de grupo se encuentran en la
Figura 7): (1: U2) (2: SJ-CU) (3: SP-TU) (4: PB-TC-VC-HO-LM-PI-LL-PC-CR-
CN-LE-CB-CC) (5: FL-DS-TH-HU-U1) (6: LC-CH-YU-RC) (7: SU-MU) (8: M1-
M2-BI-VI-P1-P2-C1-C2) (9: NI-VE-TR-OV-EH-RI-LA-CA-R1-R2)(10: LS)(11: CE-

CL-CO)(12: HL)(14: TO-SE)(13: PE).
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Figura 6. Gréafico de los valores FCT (negro) y FSC (gris) para cada namero de
grupo probado con SAMOVA. Los puntos rojos indican n°grupos=14.

A partir del modelo de idoneidad de habitat (Figura 7) el andlisis de las rutas de

minimo costo entre los grupos identificados previamente por SAMOVA sugirié
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una tendencia a presentar conectividad en areas centrales de la depresion
intermedia y, de manera paralela, en el borde costero de las planicies litorales.
Ademas evidencio tres rutas que conectan poblaciones a través de areas
deprimidas de la Cordillera de la Costa: a), entre los puntos 9 y 8 en el valle del
rio Itata, b) entre los puntos 5y 1 en el valle del rio Biobio, y c) entre los puntos
11 y 10, que corresponde a la falla de Nahuelbuta (Glodnyet al. 2008) que
atraviesa a Cordillera de la Costa cerca de los 38°S (Figura 7). La correlacion
entre la distancia genética de los grupos inferidos con SAMOVA vy la distancia
geografica lineal resultd no significativa (Figura 8). Encontramos la misma
ausencia de significancia de correlacion utilizando las distancias conducidas por

la ruta de minimo costo (Figura 9).
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Figura 7. Rutas de minimo costo (LCP) entre los grupos definidos por SAMOVA
sobre el mapa de distribucion de idoneidad de habitat del tiempo presente.
Cada circulo y numero sefialan un grupo identificado por SAMOVA. Las lineas
en azul corresponden a las rutas de minimo costo (LCP) entre grupos.
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Aislamiento por distancia
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Figura 8. Resultado del test de correlacion de Spearman entre distancia
genética Fst y distancia lineal (km) entre pares de grupos de SAMOVA. En el
grafico se indican el coeficiente de correlacion (r) y su valor de significancia (p).
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Figura 9. Resultadodel test de correlacion de Spearman entre distancia genética
Fst y la distancia estimada porla ruta de minimo costo entre pares de grupos de
SAMOVA. En el gréfico se indican el coeficiente de correlacion (r) y su valor de
significancia (p).

37



DISCUSION

Diversidad intraespecifica
En este estudio encontramos niveles de variabilidad contrastantes al comparar
poblaciones de P. pugnax de cuencas costeras con cuencas de origen andino.
Esto sugiere que diferencias eventualmente marcadas por la condicion andina-
costera de las cuencas tendrian impacto en los niveles de diversidad de P.
pugnax. Esas diferencias podrian estar relacionadas con atributos geogréficos
de las cuencas. Por ejemplo, el tamafio de las cuencas es distinto comparando
entre andinas y costeras. Las primeras, que ademas de tener una mayor area,
parecen haber sido mas estables, por lo que podrian albergar y mantener mas
poblaciones. Lo anterior en conjunto con el relieve poco pronunciado pudo
permitir mayor conectividad historica intra cuenca, promoviendo el flujo entre
poblaciones y por ende una mayor diversidad. Por otra parte, las cuencas
costeras que son mMAas pequefias que las andinas y albergan menos
poblaciones, es probable que hayan sido inestables debido a eventos como
transgresiones marinas. Esto podria implicar que un menor nuamero de

poblaciones contribuyan con los bajos niveles de diversidad encontrados.
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La variabilidad genética intraespecifica de la Familia Parastacidae en
Sudamérica no ha sido ampliamente estudiada, aunque destaca un estudio
reciente realizado por Miranda et al., (2018) en Parastacus brasiliensis, una
especie excavadora con extenso rango de distribucion en Brasil y Uruguay.
Estos autores investigaron la variabilidad de tres genes (16S, 28S y COI) e
identificaron seis linajes. Ellos sugieren que los niveles de variabilidad de P.
brasiliensis sensu stricto dentro de poblaciones son mas bajos que entre
poblaciones, y que esto posiblemente se encuentre relacionado a una mayor
diversidad en algunas areas y a los altos niveles de diferenciacion entre
poblaciones locales. Ademas destacan la estructuracion de algunas
poblaciones y la contribucidén del habito excavador restringiendo el flujo génico
entre cuencas. P. brasiliensis y P. pugnax son especies filogenéticamente
cercanas (Toon et al. 2010), incluso mas que con la otra especie del mismo
género nativa en Chile P. nicoleti (Crandall et al. 2000). Debido a esta cercania
filogenética y considerando la similitud en el habito excavador (Palaoro et al.
2013, Rudolph 2013), podria esperarse que P. pugnax (asi como otros
Parastacidae endémicos de Sudamérica) muestren niveles y patrones

espaciales de variabilidad genética similares.

Estructuracion
Nuestros resultados de AMOVA muestran que la variacion entre grupos es

significativa solo en cuencas costeras. Esto indica que existe estructuracion en

39



poblaciones costeras y ausencia de ella en cuencas andinas. Es posible que los
efectos de los periodos glaciales e interglaciales tengan relacion con la
ausencia de estructuracion encontrada en cuencas andinas. Por ejemplo, el
retroceso de las capas glaciares (Glasser et al., 2008) y la acumulacion de
aguas de deshielo en los valles de la depresion intermedia (Muratli et al., 2010)
incrementaron la densidad de los drenajes durante el cuaternario (Rehak et al.,
2010). Estos sucesos pudieron favorecer el anegamiento de areas
depositacionales y la conectividad de habitats dulceacuicolas. Para especies
restringidas a ese tipo de habitat, dichos procesos podrian haber aumentado la
permeabilidad al flujo entre drenajes adyacentes y con ello impedir que se
generara estructuracion, especialmente en la depresion intermedia. Lo anterior
podria reflejar el comportamiento de las cuencas andinas en este estudio.
Pudimos observar, en la red de haplotipos, que algunos haplogrupos de la
cuenca del rio Itata se encuentran relacionados con los de la cuenca del rio
Biobio. Un estudio filogeogréafico en el anuro Rhinella arunco ha documentado
alta diversidad haplotipica y ausencia de estructuracion en sus poblaciones en
el area del Itata (Vasquez et al. 2013). Para el camardn de vega, el flujo entre
cuencas cercanas en el area del Itata es posible, pese a ser un excavador
primario, porque debido a su dependencia a habitats dulceacuicolas, durante
periodos de anegamiento su capacidad de dispersion puede ser mayor en

terrenos inundables con bajo relieve, lo cual habria ocurrido también a escala

40



historica. El flujo génico entre cuencas vecinas ha sido evidenciado en otras

especies de la familia Parastacidae (Schultz et al. 2008, Gouws 2010).

En eventos como transgresiones marinas y alzas en el nivel del mar que
ocurrieron durante las glaciaciones del Pleistoceno, las planicies costeras de
Chile, que son naturalmente estrechas, pudieron quedar parcialmente
sumergidas. Como consecuencia, la estructuracion de las poblaciones en
cuencas costeras podria ser resultado de la reduccion de la planicie costera en
el pasado, que pudo disminuir el hébitat de P. pugnax y dejar poblaciones
aisladas al oeste de la Cordillera de la Costa. Un estudio en el camardn
dulceacuicola excavador Engaeus sericatus (Decapoda: Parastacidae) basado
en variacion del gen 16S indica que la conectividad entre paleodrenajes y
también entre los drenajes actuales explicarian los patrones geogréaficos de
divergencia genética encontrada (Schultz et al. 2008). Ellos indican que en
especies como E. sericatus (y otros camarones dulceacuicolas) la conectividad
gue se observa entre pequefios drenajes costeros adyacentes posiblemente
sea mejor explicada por vias de migracion entre paleo drenajes. Ademas, los
autores sefialan que la variacion genética entre individuos dentro de
poblaciones es minima. De manera similar, en nuestros resultados encontramos
gue la variacion dentro de poblaciones es baja. Otros estudios en camarones
dulceacuicolas coinciden en encontrar baja variabilidad dentro de poblaciones y

alta estructuracion a nivel de drenajes (Gouws et a., 2006, Gouws et al. 2010,
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Schultz et al., 2007 Dawkins et al., 2010, Miranda et al., 2018, Breinholt et al.,

2011, Hurry 2015).

Un aspecto interesante es que las poblaciones al Este del lago Lanalhue (CL,
CO y CE en la red), son genéticamente distantes a la encontrada al extremo
Oeste del mismo lago (HL). Esta cuenca experimentd varios procesos
paleoclimaticos y geoldgicos, los que modificaron su geomorfologia, por
ejemplo transgresiones, el alzamiento del margen continental y luego la
sedimentacion de cursos fluviales para formar el lago Lanalhue (Stefer et al
2010, Pedoja et al. 2011). Es posible que esos eventos hayan jugado un rol en
el reordenamiento de las poblaciones de especies dulceacuicolas, entre ellas
las de P. pugnax. Dada la divergencia con el resto de los haplotipos en la red
podriamos inferir que esas tres poblaciones (CL, CO y CE) pertenezcan a un
linaje distinto, pero para corroborar esto seria necesario considerar otros

marcadores moleculares.

El andlisis de estructuracion (SAMOVA) indica que el nUmero y composicién de
grupos geneéticos no coincide con la delimitacion de las cuencas. En ellos, casi
el total de las poblaciones costeras se distribuyen en dos grupos que retnen
sitios geograficamente cercanos. Estos resultados sugieren que existio
conectividad entre cuencas costeras vecinas, aunque la estructuracion entre

cuencas costeras es la mayor segun el AMOVA. Durante las glaciaciones,
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debido a los descensos del nivel del mar, las planicies costeras hoy sumergidas
guedaron expuestas (Rabassa 2008, Jara-Mufioz y Melnick 2014), y los
periodos de conectividad entre cuencas en una planicie costera mas amplia y
con alta idoneidad de habitat posiblemente generaron flujo entre poblaciones
cercanas. Esto coincide con los pocos pasos mutacionales que separan los
haplogrupos costeros en nuestra red de haplotipos. Pero para especies
dulceacuicolas la conectividad entre paleodrenajes costeros puede variar
dependiendo de las caracteristicas de la plataforma y de los atributos biol6gicos
de la especie (Baggio 2017). Aproximadamente en los 36° y los 37,5° tienen
lugar las desembocaduras de los rios Itata y Biobio (respectivamente) que
atraviesan la Cordillera de la Costa. En la plataforma costera ambos rios
poseen cafiones submarinos, pero es mucho mas acentuado el del rio Biobio
(Volker et al. 2012). Esto dltimo también se asocié a un mayor flujo de
sedimentos producto de la erosién glaciar en los Andes durante el Plioceno
(Melnick et al. 2009). En contraste, el cafion del Itata es menos profundo y
acentuado respecto al del Biobio, y ubicado sobre una parte de la plataforma
con poca pendiente. En el pasado, estos bajos relieves posiblemente
permitieron el flujo entre la cuenca del rio Itata y las cuencas costeras en
latitudes cercanas. Acorde con nuestros resultados, en la red los Unicos
haplotipos compartidos entre cuencas corresponden a la cuenca del rio Itata y
la cuenca costera Mela ubicadas en el mismo rango latitudinal. Respecto a la

relacion entre las poblaciones de las cuencas de los rio Biobio y la cuenca
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costera adyacente Andalién, éstas limitan en areas de recurrente inundacion
historica (Link et al. 2019), por lo que era esperable encontrar sefiales de
conectividad en especies dulceacuicolas. Nuestro resultados concuerdan con
esto ultimo, encontramos que uno de los grupos inferidos por SAMOVA posee
localidades del Biobio y Andalién, y similar cercania se muestra en la red de
haplotipos. De manera anéloga, indicios de conectividad entre las cuencas lItata,
Biobio y Andalién, también han sido documentados en otros estudios en peces

(Unmack et al. 2009), anuros (Vasquez et al. 2013) y grillos (Alfaro et al. 2018).

Estabilidad demografica
Segun nuestros resultados, las cuencas de origen Andino (ltata y Biobio)
presentan diferencias en los estimadores de estabilidad demografica. Estos
comportamientos distintos entre cuencas andinas es posible que hayan surgido
por el rango latitudinal y longitudinal que ocupan. En nuestros resultados de la
red de haplotipos no existe un haplogrupo Unico para las poblaciones de la
cuenca de rio Biobio, sino varios haplogrupos conformados por uno o dos sitios
de estudio. En ese sentido, poblaciones al interior de la cuenca del rio Biobio
pudieron verse mas afectadas que las del rio Itata por las condiciones
periglaciares, como por ejemplo la formacién de permafrost y por la erosion
generada por los procesos de deshielo. Ademas el relieve es mas rugoso y
pronunciado en la cuenca del rio Biobio, que fue erosionada por el avance y

retroceso de glaciares (Rehak et al., 2010). Lo anterior pudo tener como
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resultado discontinuidad en la distribucion del hébitat de P. pugnax y a su vez
afectar el flujo entre poblaciones geograficamente distantes. En contraste, la
cuenca del rio Itata posee un haplogrupo en forma de estrella en la red y varios
haplotipos de baja frecuencia, lo que sugiere un proceso de expansion
demografica reciente. En el area de la cuenca del rio Itata el efecto de periodos
interglaciales (como acumulacion de agua de deshielo y la modificacion de los
cursos de los rios) pudieron mantener la conectividad entre poblaciones
cercanas del camaron, favoreciendo procesos de expansion. Otras especies
han mostrado sefiales de expansion genética en la cuenca del rio Itata (Mufioz-
Ramirez et al., 2014). Es posible que en el area de la depresion intermedia las
condiciones ambientales hayan sido promotoras de tales procesos para

especies asociadas a habitats dulceacuicolas.

Es conocido que areas con condiciones estables en el tiempo son promotoras
de alta diversidad intraespecifica (Gonzalez-Wevar et al., 2015). Varios estudios
sugieren que parte del rango costero del sur de Chile corresponde a areas de
estabilidad bioclimatica que permitieron el mantenimiento de refugios durante
las glaciaciones (Victoriano et al., 2008, Sérsic et al. 2011,). La exposicion de la
plataforma costera actual sucedié durante el Mioceno al Plioceno Temprano ~5
Ma y su contraccion desde el Plioceno Tardio ~3 Ma (Melnick y Echtler, 2006).
La contraccion de la linea de la costa provocada por las alzas del nivel del mar

(Rabassa2008, Bernhardt et al. 2015) y por el hundimiento de la plataforma
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litoral (Rehak et al. 2008, Jara-Muiioz y Melnick 2014), debié reducir el habitat
disponible para el camaron de vega, ubicado normalmente en areas inundables
en baja altitud. Por lo anterior, entre las poblaciones actuales del camaron de
vega, ubicadas en el presente en las planicies costeras emergidas, en el
pasado probablemente hayan sufrido un proceso de extincion local, con
posterior recolonizacion, debido a episodios pasados de desaparicion del

habitat.

En nuestros resultados las cuencas del rango costero, que presentan
desviaciones de neutralidad segun el analisis Fs de Fu, no muestran diferencias
significativas con el modelo nulo del indice de raggedness, lo que sugiere que
sus poblaciones han experimentado expansion. Ese patron es avalado por un
escenario de alta idoneidad de habitat para P. pugnax durante el UMG vy el
tiempo presente (ver resultados de modelos de nicho). Pero también es posible
gue sea ocasionado por el pequefio numero de sitios muestreados en cada
cuenca costera. Debido al reducido tamafio de esas cuencas, el numero de
poblaciones encontradas es naturalmente menor comparado a cuencas de

origen en Los Andes.

Genética del paisaje
Encontramos una correlacion positiva entre la diversidad nucleotidica y el

tamafio de area para las categorias cuenca y sub subcuenca. Estos resultados
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sugieren que los niveles de diversidad genética se encuentran asociados al
tamafo de la cuenca hidrografica, y podria implicar que las poblaciones en
cuencas costeras (de menor tamafo), han sido susceptibles a procesos de
deriva y aislamiento. También es posible que el tamafio de las cuencas
andinas, asumiendo que areas mayores pueden albergar también mayores
tamafos efectivos poblacionales (Avise 2009, Irwin 2002, Berger 2018), sea
promotor de la diversidad genética encontrada. Aunque este parametro (tamafio
de cuenca) no ha sido ampliamente estudiado en especies excavadoras
restringidas a ambientes dulceacuicolas, sobre todo en Sudamérica, algunos
estudios en peces coinciden en encontrar una correlacion positiva entre el area
de drenaje y la diversidad genética (Kovach et al. 2015, Kremer et al. 2017).
Mufidz-Ramirez et al. 2014 sugieren que el pequefio tamafio de las cuencas del
lado Pacifico de Sudamérica puede contribuir con tamafos efectivos reducidos
por el area disponible, y se esperarian poblaciones poco diversas

genéticamente.

Al igual que la gran mayoria de los parastacidos de Sudamérica, P. pugnax es
un excavador (primario) y como todos presenta desarrollo directo, estas
caracteristicas sugieren una limitada capacidad de dispersion. Ademas, el
habitat restringido a sistemas hidricos discontinuos en un relieve heterogéneo
podria influir de manera negativa en la conectividad entre poblaciones,

incluyendo aquellas ubicadas dentro de la misma cuenca. Si la discontinuidad
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de habitat del camardon de vega es influenciada por un gradiente en las
condiciones ambientales, podria existir una correlacion positiva entre la
distancia genética (FST) y la ruta que los conecta usando el minimo costo de
idoneidad del modelo de nicho de P. pugnax. Pero en nuestros resultados no
encontramos una correlacion significativa. Esto podria sugerir que
independiente de la idoneidad de habitat y de la cercania geografica, las
poblaciones de P. pugnax pueden mostrar altos niveles de diferenciacién. Por lo
anterior, otros factores como la sinuosidad del relieve podrian haber jugado un
rol protagonico modelando la estructura genética de las poblaciones de P.

pugnax.

Observamos discrepancias entre los dos analisis de aislamiento por distancia
lineal (Mantel) realizados en este estudio, donde solo uno resultd significativo.
Estos analisis se diferencian en el niumero de muestras a comparar. El
resultado significativo compara entre todos los sitios de estudio (55 sitios),
mientras que el no significativo compara entre las agrupaciones de los
resultados de SAMOVA (14 grupos). Lo anterior da soporte a la idea que las
poblaciones de P. pugnax podrian mostrar un alto grado de diferenciacion aun a
nivel de “vega”. Por otra parte, nuestros analisis de distancia (Mantel y LCP)
entre los grupos inferidos por SAMOVA resultaron ambos no significativos. En
el primero, la distancia lineal fue estimada entre cada grupo, y en el segundo, la

distancia corresponde a la ruta en la que la suma de los costos parciales tiene
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el menor costo acumulado, la cual no es necesariamente lineal sino que
depende de la heterogeneidad del paisaje. Pero debido a que éste andlisis
(LCP) considera una sola ruta (la de menor costo) entre cada grupo,
probablemente no logra capturar la distinta magnitud de conectividad del
paisaje entre areas de variada separacion geografica. También, para algunos
puntos geograficamente distantes pero genéticamente cercanos no podemos
considerar reales las ubicaciones de los centroides que se comparan, lo que
pudo afectar las estimaciones de la distancia geografica, como seria el caso del
grupo 3 (SP-TU). Wang et al. (2008) investigaron la aplicabilidad de evaluar la
conectividad del paisaje incorporando modelos de idoneidad de habitat en el
analisis de ruta de minimo costo (LCP). Ellos mencionan que ese analisis (LCP)
no considera factores como el tamafio y la delimitacion de los parches de
hébitat. Particularmente, la distribucién del habitat de P. pugnax se encuentra
disgregada en parches de areas depositacionales (“vegas”) actualmente poco
conectadas entre ellas. Por esto, en futuros estudios seria mas realista
incorporar la delimitacion del habitat (dreas depositacionales o vegas) y

considerar no sélo una ruta de dispersion.
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CONCLUSIONES

La influencia de la condicién de origen de las cuencas (origen andino y origen
costero), y en algunos casos (cuencas del Lanalhue, de Lebu y del
Carampangue) sumado al efecto vicariante de la Cordillera de la Costa,
posiblemente configuraron a gran escala la estructura filogeogréfica de P.
pugnax en el rango centro sur de su distribucion. El patron de variabilidad que
encontramos (mayor diversidad en cuencas de origen andino que en cuencas
costeras) estad asociado al tamafio de las cuencas. Como el tamafio de las
cuencas, a su vez, se debe a la configuracion geomorfoldgica en el centro-sur
de Chile, también estaria relacionado con la condicion Andina o Costera. Las
variaciones en el nivel del mar posiblemente promovieron la estructuracion
presente en las poblaciones de las cuencas costeras. De manera paralela en
los valles de la depresion intermedia, los efectos periglaciares, como
anegamiento de areas producto del deshielo y la modificacion de redes de
drenaje, permitieron una mayor disponibilidad de habitat y favorecieron la
conectividad entre y dentro de cuencas de origen en los Andes, impidiendo que
se haya generado estructuracion. Estas conclusiones sugieren historias

complejas con resultados contrastantes para las distribuciones costeras y
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Andinas del camarén de vega. Ademas podrian indicar patrones emergentes

para otras especies dulceacuicolas excavadoras de la misma familia.

No tenemos evidencia para rechazar nuestra primera hipotesis (alta diversidad
genética beta acorde a los atributos de las cuencas), porque en general
encontramos una diversidad genética mayor en cuencas andinas que en
cuencas costeras. Pero debemos remarcar que la mayor estructuracion
encontrada corresponde a cuencas de origen costero. Ademas de esto, el
analisis de estimacion de grupos poblacionales evidencié que las mayores
subdivisiones intracuencas se asocian a cuencas de origen andino,
especificamente a la cuenca del rio Biobio, lo que posiblemente se asocie a las
caracteristicas topogréficas de la cuenca. Acerca de nuestra segunda hipotesis,
no encontramos evidencia para rechazarla, esto principalmente porque
encontramos correlacion entre caracteristicas del paisaje (tamafio de las

cuencas) y los niveles de diversidad genética.

Finalmente, las caracteristicas biolégicas de P. pugnax, como el habito
excavador (primario) y la naturaleza del relieve, seguramente restringieron el
flujo entre cuencas de origen Andino y costeras. Las mismas caracteristicas
pudieron parcialmente impedir el flujo entre poblaciones geograficamente
distantes. Estudios futuros deberian investigar los patrones de variabilidad

considerando la distribucion completa del camaron de vega, aumentando el

51



namero de unidades hidrograficas andinas (en este estudio solamente hay dos),
para esclarecer si la condicion Andina o costera de las cuencas es un factor
influyente en todo el rango o solo en el centro-sur de Chile. Sugerimos que las
poblaciones costeras de P. pugnax, debido a su pequefio tamafio efectivo
poblacional y baja diversidad, son susceptibles a reducciones de sus tamarfos
efectivos, por lo que requieren mayor atencién en un contexto de conservacion.
Esas caracteristicas, bajo un escenario de constante presion extractiva y sin
resguardo de las tallas de captura, podrian conducir a la pérdida de parte del
acervo genético de P. pugnax. Por éstos motivos instamos a la regularizacién
de su consumo estableciendo cuotas y periodos de extraccion y fiscalizando la

sobreexplotacién en actividades culturales.
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ANEXO 1
Datos de identificacion de los sitios de estudio: nombre, georreferenciacion y estimadores de diversidad genética.

Tabla Al. Se indican: Cuenca de cada sitio (Cuenca), sigla (Sitio), nombre de cada sitio (Nombre), georreferenciaciéon (Latitud y Longitud), nimero
de individuos Parastacus pugnax por sitio (N), nimero de sitios segregantes (S), diversidad haplotipica (Hd) y su desviacién estandar (d.e. Hd)
diversidad nucleotidica () y su desviacion estandar (d.e. m). Las siglas son las utilizadas en el mapa de estudio (Figura 1), red de haplotipos
(Figura 3) y SAMOVA.

Cuenca Sitio Nombre Latitud Longitud N S Hd d.e. Hd n de.m
Mela M1 Mela 1 -36,3543167 -72,8216 2 1 1 0,5 0,00147 0,00074
Mela M2 Mela 2 -36,3547167 -72,8098833 9 3 0,694 0,147 0,00154 0,00045
Itata BI Boca Itata -36,3713667 -72,8543167 9 1 0,222 0,166 0,00034 0,00026
Itata NI Ninhue -36,3865 -72,508278 7 4 0,524 0,209 0,00172 0,00077
Itata VE Verquico -36,388854 -72,150101 3 9 1 0,272 0,00954 0,0032
Itata \ Vegas del Itata -36,41 -72,86 8 5 0,929 0,084 0,00271 0,00047
Itata TR Treguaco -36,427833 -72,623667 7 | 11 0,81 0,13 0,00832 0,00123
Itata oV Oro Verde -36,570639 -72,188694 5 6 0,9 0,161 0,0042 0,0011
Itata EH El Huape -36,624967 -72,5449 10 0,756 0,13 0,00263 0,00095
Itata RI Ruta Itata -36,652833 -72,229083 10 0,911 0,077 0,00346 0,00072
Itata LA Laguna Avendafio -36,754111 -72,453194 8 3 0,821 0,101 0,00229 0,00036
Itata CA Calle Alegria -36,850917 -72,078333 10 | 32 | 0,778 0,137 0,01622 0,00661
Itata SP San Pedro Pemuco -36,948861 -72,300528 10 | 26 | 0,933 0,062 0,01321 0,00303
Itata TU Tucapel -37,25433333 -71,94601167 8 4 0,75 0,139 0,00263 0,00058
Puda P1 Puda 1 -36,4991667 -72,9013056 10 | 6 0,667 0,163 0,00205 0,00076
Puda P2 Puda 2 -36,5005556 -72,8958333 8 4 0,464 0,2 0,00178 0,00081

Coliumo C1 Coliumo 1 -36,5691667 -72,9519444 10 | 1 0,556 0,075 0,00084 0,00011

Coliumo c2 Coliumo 2 -36,5695833 -72,9545278 9 4 0,806 0,12 0,00203 0,00045
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Tabla Al. (Continuacién) Se indican: Cuenca de cada sitio (Cuenca), sigla (Sitio), nombre de cada sitio (Nombre), georreferenciacién (Latitud y

Longitud), nimero de individuos Parastacus pugnax por sitio (N), nUmero de sitios segregantes (S), diversidad haplotipica (Hd) y su desviacion

estandar (d.e. Hd) diversidad nucleotidica (1) y su desviacién estandar (d.e. m). Las siglas son las utilizadas en el mapa de estudio (Figura 1), red

de haplotipos (Figura 3) y SAMOVA.

Andalién R1 Rafael 1 -36,670917 -72,750833 10 0 0 0 0
Andalién R2 Rafael 2 -36,669806 -72,738917 10 0 0 0 0
Andalién PE Penco -36,734056 -72,912028 10 0,644 0,152 0,00327 0,00116
Andalién FL Florida -36,8138889 -72,83336111 10 | 21 | 0,867 0,085 0,01588 0,00172
Biobio DS Denavi Sur -36,760383 -73,101317 5 3 0,7 0,218 0,0018 0,00073
Biobio TH Talcahuano -36,773717 -73,107 10 | 4 0,711 0,117 0,00263 0,00044
Biobio HU Hualpén -36,801418 -73,16093895 10 | 33 0,2 0,154 0,01091 0,00841
Biobio LC Laguna Caulles -36,991028 -72,412111 10 | 31 | 0,378 0,181 0,01622 0,00728
Biobio TO Tomeco -36,999694 -72,649278 8 0 0 0 0 0
Biobio CH Charrua -37,0791157 -72,3167213 10 | 13 0,2 0,154 0,0039 0,00301
Biobio YU Yumbel -37,09725 -72,591 10 0 0 0 0
Biobio Ul Unihue 1 -37,113694 -72,934972 10 0,644 0,101 0,00173 0,0007
Biobio u2 Unihue 2 -37,133139 -72,925167 8 0,25 0,18 0,00262 0,00189
Biobio RC Rio Claro -37,183055 -72,59444 10 | 34 | 0,756 0,13 0,01481 0,00586
Biobio SJ Santa Juana -37,2298 -72,9633 10 | 1 0,356 0,159 0,00109 0,00049
Biobio cu Curali -37,229867 -72,963367 10 | 5 0,667 0,163 151 0,00052
Biobio SE Santa Elena -37,3508 -72,5241 10 | 48 | 0,378 0,181 0,01526 0,01123
Biobio SU La Suerte -37,33594 -72,3282 9 1 0,222 0,166 0,00034 0,00025
Biobio MU Mulchen -37,630000 -72,350000 10 | O 0 0 0 0
Biobio LS Los Sauces -37,969778 -72,826861 10 | 6 0,911 0,077 0,00349 0,00056
Isla Santa Maria PB Playa las Ballenas -37,027028 -73,542083 6 0,867 0,129 0,00373 0,00131
Isla Santa Maria TC Tres Cuevas -37,027694 -73,521194 6 7 0,867 0,129 0,00419 0,00128
Carampangue VC Vega Chillancito -37,229333 -73,223667 10| O 0 0 0 0
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Tabla Al. (Continuacién) Se indican: Cuenca de cada sitio (Cuenca), sigla (Sitio), nombre de cada sitio (Nombre), georreferenciacién (Latitud y

Longitud), nimero de individuos Parastacus pugnax por sitio (N), nUmero de sitios segregantes (S), diversidad haplotipica (Hd) y su desviacién

estandar (d.e. Hd) diversidad nucleotidica (1) y su desviacién estandar (d.e. m). Las siglas son las utilizadas en el mapa de estudio (Figura 1), red
de haplotipos (Figura 3) y SAMOVA.

Carampangue HO Horcones -37,236829 -73,228034 9 2 0,556 0,165 0,00104 0,00036
Carampangue LM Los Maitenes -37,241133 -73,230567 10 | 2 0,378 0,181 0,0006 0,00031
Carampangue PI Pichilo -37,249167 -73,213806 12 6 0,455 0,17 0,0015 0,00081
Carampangue LL LLico -37,25 -73,38927444 9 2 0,417 0,191 0,00092 0,00045
Carampangue PC CaraPr:;;igue -37,251889 -73,269056 9 1 0,556 0,09 0,00088 0,00014
Carampangue CR Carampangue -37,278 -73,2504 10 2 0,2 0,154 0,00065 0,0005
Carampangue CN Curanilahue Norte -37,424889 -73,387389 10 1 0,2 0,154 0,00035 0,00027
Lebu LE Lebu -37,6121 -73,550617 9 7 0,417 0,191 0,00275 0,00153
Lebu CB Curicé Lebu -37,619667 -73,641583 8 7 0,607 0,164 0,00466 0,00147
Lanalhue cc Curaco -37,56735 -73,14255 9 2 0,556 0,165 0,00102 0,00036
Lanalhue CE Camino Elicura -37,57811 -73,14957 7 1 0,286 0,196 0,00043 0,00029
Lanalhue CL Calebu -37,701983 -73,6395 8 1 0,25 0,18 0,00037 0,00027
Lanalhue HL Huentelolen -37,9505 -73,408556 7 0 0 0 0 0
Lanalhue co Contulmo -37,981722 -73,246361 3 0 0 0 0 0
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ANEXO 2

Datos utilizados para las correlaciones entre el area y diversidad genética para tres categorias de cuenca (Cuenca, SubCuencay

SubSubCuenca)

Tabla A2. Se indican por cada categoria de cuenca Cuenca, SubCuenca y SubSubCuenca. Cddigo de cada una obtenido desde la Direccién

General de Aguas de Chile (Cédigo DGA, www.dga.mop.gob.cl ), drea (km?), nimero de sitios presentes en el area(n Sitios), Sitios de

estudio (cada sigla corresponde a un sitio de estudio, nombres y nimero de individuos se encuentran en Anexo 1), diversidad haplotipica

(Hd), desviacién estandar de Hd, diversidad nucleotidica (1) y desviacion estandar de m.

Categoria Cddigo DGA Area (kmz) n Sitios Sitios de estudio Hd d.e. Hd T de.n
Cuenca 080 (Mela) 172,41 2 M1, M2 0,80000 | 0,11400 | 0,00200 | 0,00050
081 (Itata) 11326,37 12 BI, NI, VE, VI, TR, OV, EH, RI, LA, CA, SP, TU 0,97300 | 0,00700 | 0,02500 | 0,00190
082 (Puda) 378,42 2 P1, P2 0,76500 | 0,07300 | 0,00200 | 0,00050
082 (Coliumo) 239,07 C1,C2 0,69600 | 0,07700 | 0,00100 | 0,00020
082 (Andalién) 1498,59 4 R1, R2, PE, FL 0,72800 | 0,06800 | 0,03000 | 0,00190
083 (Biobio) 24368,8 16 DS, TH, HU’IC'(L:J" -;S’ ;:l' '\\;ILlJJ’ LE; U2, RC, 5, 0,90500 | 0,01200 | 0,07000 | 0,00140
084 (Isla Santa Maria) 30,8 2 PB, TC 0,81800 | 0,08400 | 0,00300 | 0,00080
085 (Carampangue) 1262,08 8 VC, HO, LM, PI, LL, PC, CR, CN 0,67300 | 0,03300 | 0,00100 | 0,00010
087 (Lebu) 857,89 2 LE, CB 0,50700 | 0,14000 | 0,00300 | 0,00140
088 (Lanalhue) 1695,71 5 CC, CE, CL, HL, CO 0,72000 | 0,06000 | 0,05200 | 0,00240
SubCuenca 801 213,91 2 M1, M2 0,80000 | 0,11400 | 0,00231 | 0,00053
814 2401,68 5 BI, VI, TR, NI, EH 0,87000 | 0,04500 | 0,01622 | 0,00149
811 3695,99 2 VE, OV 0,92900 | 0,08400 | 0,02680 | 0,00554
813 3470,65 3 RI, LA, CA 0,93100 | 0,02700 | 0,02894 | 0,00310
812 2316,36 2 SP, TU 0,93500 | 0,03800 | 0,02373 | 0,00151
820 471,20 4 P1, P2, R1, R2 0,67900 | 0,06700 | 0,01097 | 0,00056
821 297,91 3 C1,C2, PE 0,83300 | 0,04100 | 0,02205 | 0,00274
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Tabla A2 (Continuacién). Se indican por cada categoria de cuenca Cuenca, SubCuenca y SubSubCuenca. Cddigo de cada una obtenido

desde la Direccién General de Aguas de Chile (Cédigo DGA, www.dga.mop.gob.cl ), area (km?), nimero de sitios presentes en el drea(n

Sitios), Sitios de estudio (cada sigla corresponde a un sitio de estudio, nombres y nimero de individuos se encuentran en Anexo 1),

diversidad haplotipica (Hd), desviacion estdndar de Hd, diversidad nucleotidica () y desviacién estdndar de .

822 991,84 1 FL 0,86700 | 0,08500 | 0,01588 | 0,00172
839 1710,40 7 DS, TH, HU,U1, U2, SJ, CU 0,81000 | 0,02700 | 0,05398 | 0,00247
838 2407,01 5 TO, LC, YU, CH, RC 0,53400 | 0,07900 | 0,01923 | 0,00339
836 3352,92 1 SE 0,37800 | 0,18100 | 0,01526 | 0,01123
833 2125,85 2 SU, MU 0,57300 | 0,06100 | 0,00200 | 0,00022
835 3596,51 1 LS 0,91100 | 0,07700 | 0,00349 | 0,00056
840 38,54 2 PB, ST 0,81800 | 0,08400 | 0,00364 | 0,00086
852 431,23 5 LM, HO, VC, PI, CR 0,67700 | 0,06000 | 0,00175 | 0,00027
853 408,67 3 LL, PC, CN 0,65900 | 0,05900 | 0,00139 | 0,00020
872 205,03 2 LE, CB 0,50700 | 0,14000 | 0,00390 | 0,00140
880 267,04 1 cC 0,55600 | 0,16500 | 0,00102 | 0,00036
882 1536,81 4 HL, CE, CL, CO 0,53000 | 0,08600 | 0,04309 | 0,00837
SubSubCuenca 8000 213,91 2 M1, M2 0,80000 | 0,11400 | 0,00231 | 0,00053
8145 294,28 2 BI, VI 0,66200 | 0,12600 | 0,00153 | 0,00039
8144 447,68 2 TR, NI 0,84600 | 0,07400 | 0,01426 | 0,00132
8118 850,68 1 VE 1,00000 | 0,27200 | 0,00954 | 0,00320
8115 204,90 1 ov 0,90000 | 0,16100 | 0,00420 | 0,00110
8140 429,34 1 EH 0,75600 | 0,13000 | 0,00263 | 0,00095
8134 873,80 2 RI, CA 0,92600 | 0,04300 | 0,01134 | 0,00388
8133 369,28 1 LA 0,82100 | 0,10100 | 0,00229 | 0,00036
8124 902,03 1 SP 0,93300 | 0,06200 | 0,01321 | 0,00303
8122 261,92 1 TU 0,75000 | 0,13900 | 0,00263 | 0,00058
8200 471,20 4 P1, P2, R1, R2 0,67900 | 0,06700 | 0,01097 | 0,00056
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Tabla A2 (Continuacién). Se indican por cada categoria de cuenca Cuenca, SubCuenca y SubSubCuenca. Cddigo de cada una obtenido
desde la Direccién General de Aguas de Chile (Cédigo DGA, www.dga.mop.gob.cl ), area (km?), nimero de sitios presentes en el drea(n

Sitios), Sitios de estudio (cada sigla corresponde a un sitio de estudio, nombres y nimero de individuos se encuentran en Anexo 1),

diversidad haplotipica (Hd), desviacion estdndar de Hd, diversidad nucleotidica () y desviacién estandar de .

8210 297,91 3 C1,C2, PE 0,88300 | 0,04100 | 0,02205 | 0,00274
8220 991,84 1 FL 0,86700 | 0,08500 | 0,01588 | 0,00172
8394 389,52 3 DS, TH, HU 0,47000 | 0,11200 | 0,00558 | 0,00386
8392 465,09 2 U1, u2 0,75800 | 0,06000 | 0,02842 | 0,00260
8384 567,97 2 TO, LC 0,63400 | 0,06900 | 0,02857 | 0,00301
8385 567,07 3 YU, RC, CH 0,36100 | 0,10900 | 0,00653 | 0,00291
8391 298,25 2 SJ, CU 0,27900 | 0,12300 | 0,00089 | 0,00041
8366 432,00 1 SE 0,37800 | 0,18100 | 0,01526 | 0,01123
8334 272,20 1 SU 0,22200 | 0,16600 | 0,00034 | 0,00025
8333 611,45 1 MU 0 0 0 0

8355 466,09 1 LS 0,91100 | 0,07700 | 0,00349 | 0,00056
8400 38,54 2 PB, ST 0,81800 | 0,08400 | 0,00364 | 0,00086
8520 431,23 5 LM, HO, VC, PI, CR 0,67700 | 0,06000 | 0,00175 | 0,00027
8530 408,67 3 LL, PC,CN 0,65900 | 0,05900 | 0,00139 | 0,00020
8720 205,03 2 LE, CB 0,50700 | 0,14000 | 0,00390 | 0,00140
8800 267,04 1 cC 0,55600 | 0,16500 | 0,00102 | 0,00036
8823 111,14 1 HL 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
8822 554,73 3 CE, CL, CO 0,21600 | 0,12400 | 0,00034 | 0,00020
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