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RESENA
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Relaciones filogeneticas y biogeografia histérica de los caracoles de
agua dulce del género Biomphalaria Preston, 1910 (Mollusca:

Planorbidae) del Altiplano Sur

Por

Gonzalo Andrés Collado Inzulza




RESUMEN

&

En el presente trabajo se examinan las relaciones filogenéticas y los procesos
biogeograficos que han moldeado la distribucién de los caracoles de agua dulce del
género Biomphalaria en el Altiplano Sur. En el primer capitulo se describen las
caracteristicas geomorfolégicas de la regién y se revisa el estatus actual del
conocimiento taxondémico y sistemético del género Biomphalaria. En el segundo
capitulo se examinan las relaciones filogenéticas entre especies del género para evaluar
su monofilia y conocer la posicion sistematica de las poblaciones altiplanicas utilizando
secuencias de DNA nuclear de los transcritos internos de RNA ribosomal ITS1 e ITS2 y
del gen mitocondrial de RNA ribosomal 16S. En el tercer capitulo se utiliza el gen
mitocondrial de evolucidn mds rdpida citocromo oxidasa subunidad 1 (COI) para
examinar el papel de la vicarianza y la dispersion como mecanismos que promueven law
diferenciacién de los taxa. En el cuarto capitulo se utilizan técnicas filogenéticas y de
morfometria multivariada para evaluar la influencia del aislamiento geografico en la
diferenciacion a microescala geogréfica de las poblaciones de caracoles confinados a

pequefias vertientes al interior de dos salares altipldnicos. En el quinto capitulo se

discuten los principales hallazgos de esta tesis.




ABSTRACT

In this thesis I examine the phylogenetic relations and biogeographic process that-have
shaped the distribution of the populations of freshwater snails. of thé genus
Biomphalaria from the southern Altiplano. In the first chapter I briefly describe the
geomorphologic characteristics of the region and review’ the current state of the
taxonomic and systematic knowledge of the genus Biomphalaria. The second chapter
examines the phylogenic relationships among species of the genus to evaluate its
monophyly and to determine the systematic position of the Altiplano populations using
nuclear ribosomal DNA sequences of the internal transcripts ITS1 and ITS2 and .
mitochondrial ribosomal DNA. sequences of the 16S gene. In the third chapter I use the
faster-evolving cytochrome oxidase subunit 1 (COI) locus, to examine the role of
vicariance and dispersion as mechanisms which promote the differentiation of taxa. In
the fourth chapter I utilize phylogenetic techniques and multivariate morphometrics to
evaluate the influence of geographic isolation in the differentiation at a microgeographic
scale of the snail populations confined to springs within two Altiplano salt pans.

Chapter fifth discusses the principal results of the study.




CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL
|
1.1. Taxonomia y relaciones filogenéticas de Biomphalaria
[

Los caracoles del género Biomphalaria son moluscos pulmonados de agua dulce
ampliamente distribuidos en Sudamérica, Caribe, América Central, sur de USA, Medio
Oriente y Africa (Malek, 1985; Brown, 1994; DeJong et al,, 2001; Campbell et al.,
2000). Estos caracoles tienen importancia econémica y médica debido a que varias
especies son hospederos intermediarios del tremétodo pardsito Schistosoma mansoni
Sambon, 1907 que causa schistosomiasis en los seres humanos.

Los estudios taxonémicos en Biomphalaria han sido abordados principalmente a
través de la morfologia de la concha y anatomia del :sistema reproductivo (Paraense,
1966, 1975, 1981, 1984, 1988, 2003; Valdovinos y Stuardo, 1991), pero ha habido
dificultades en el reconocimiento de las especies debido a la similitud que presentan
estos grupos de caracteres (Yong et al.,, 1991, 1995; Estrada et al.,, 2006). El uso de
técnicas moleculares, principalmente basadas en andlisis RFLPs, ha ayudado a la
identificacion y reconocimiento de especies (Caldeira.et al., 1998, 2000; Spatz et al.,
1999, 2000; Vidigal et al., 1998, 2002; Velasquez et al., 2002).

Las relaciones filogenéticas en Biomphalaria han sido estudiadas por Bandoni et
al. (1995), Woodruff y Mulvey (1997), Campbell et al. (2000), Vidigal et al. (2000),
DeJong et al. (2001) y Estrada et al. (2006). Producto de estos analisis se ha postulado
un origen neotropical para Biomphalaria (Bandoni et al., 1995; Woodruff y Mulvey,
1997; Campbell et al,, 2000; Delong et al., 2001), propuesta que difiere del origen
Gondwiénico previamente hipotetizado (Pilsbry, 1911; Davis, 1980). El nimero de
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especies de Biomphalaria no se conoce con exactitud, aunque actualmente se reconocen
30-35 especies validas del género (Delong et al., 2001; Estrada et al., 2006; Jorgensen
et al., 2007). Del total de especies propuestas, solo .23'fueron incluidas en el estudio
filogenético mas inclusivo realizado hasta ahora en Biomphalaria (Delong et al., 2001)
(Fig. 1.1). De acuerdo a estos autores, varios “linajes basales”, incluyendo B. peregrina
Y B. helophila, intercambiaron posiciones en las ramas iniciales del arbol, por lo que no
hubo resolucién sobre el origen del grupo. Los autores también infirieron un clado rico
en especies neotropicales, otro conformado por B. glabrata y las derivadas especies
africanas, y dentro de este clado un complejo de especies del rio Nilo. Sin embargo, a
pesar de estos importantes hallazgos, la si§temética. filogenética del grupo puede ser
considerada en estado de flujo debido a que las especies descritas para Chile y el
Altiplano Sur no han sido incluidas en este tipo de investigaciones.

En Chile, incluyendo el Altiplano Sur, las poblaciones _de Biomphalaria han sido
asignadas a diferentes especies, variando la clasificacién segiin los autores. De acuerdo
a Paraense (1966), todas las especies nominales propuestas hasata esa fecha en Chile
serfan sinénimos de B. peregrina. Para las regiones de Arica-Parinacota y Tarapacd se
han citado dos especies del género (Nicosia y Gaete, 2003). De acuerdo a Sielfeld
(2001) existirian cuatro especies vélidas de Biomphalaria en el pais (Tabla 1.1.). La
recopilacién realizada por Valdovinos (1999) Rermitic’; reconocer 10 especies del
género, pero en un estudio més reciente este autor informé de sélo siete (Valdovinos,
2006) (Tabla 1.2.). La superposicién de taxa entre estos dos Gltimos estudios es cuatro
especies. En el presente estudio las relaciones filogenéticas de Biomphalaria serdn

examinadas en un contexto global utilizando secuencias de DNA nuclear de las regiones
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Figura 1.1. Hipétesis filogenética postulada por Delong et al. (2001). El drbol
constituye uno de los 234 arboles igualmente parsimoniosos construido a partir de
matrices combinadas de secuencias (16S, ITS1 e ITS2), La topologia es idéntica al 4rbol
ML.




Tabla 1.1. Especies del género Biomphalaria Preston, 1910 citadas para Chile y el
Altiplano Sur de acuerdo a Sielfeld (2001).

Especie Localidad
B, peregrina (d’Orbigny, 1835) Chile central
B. costata (Biese 1951) Salar de Carcote (=Salar San Martin)
B. thermala (Biese 1951) Salar de Ascotan

B. aymara Valdovinos & Stuardo 1991 Isluga

Tabla 1.2. Especies del género Biomphalaria Preston, 1910 citadas para Chile y el
Altiplano Sur de acuerdo a Valdovinos (2006).

Especie Localidad
B. atacamensis (Biese 1951) Rio Copiapd
B. chilensis (Antén 1839) Valparaiso al Rio Puelo
B. schmiererianus (Biese 1951) Rio Elqui a Rio Iflapel
B. montana (Biese 1951) Rio Hurtado (Provincia de Coquimbo)
B. costata (Biese 1951) Salar de Carcote (=Salar San Martin)
B. thermala (Biese 1951) Salar de Ascotan

B. aymara Valdovinos & Stuardo 1991 Isluga (Altiplano chileno)

M




1.2.  Clasificacion de Biomphalaria

El género Biomphalaria pertenece a la clase gasterépoda del Phylum Mollusca. Los
gasterdpodos, del griego gaster, vientre + podos, pie, son los tipicos caracoles provistos
de una concha que encierra las partes blandas cuando el animal se encuentra retraido en
su interior. Esta clase estd formada por tres subclases, Opistobranquia, Prosobranquia y
Pulmonata. Los opistobranquios son exclusivamente marinos, consistiendo de
nudibranquios y liebres de mar, caracterizados por la ausencia de una concha visible
externamente y la presencia de branquias expuestas. Los prosobranquios son moluscos
con branquias internas cuyo nombre significa literalmente branquias adelante del
corazén. Estos gasterépodos son fundamentalmente marinos, aunque contienen
numerosos representantes en aguas continentales. Los pulmonados son gasterépodos
hermafroditas exclusivamente continentales, con uno a dos pares de tentaculos y que
respiran por pulmones. Dentro de la Subclase Pulmonata hay dos o&rdenes,
Stylomatophqra y Basommatophora. Los Stylomatophora tienen dos pares de tentaculos
retrictiles en la cabeza con ojos en los extremos distales de los tentdculos superiores. La
concha puede o no estar presente. En los Basommatophora la cabeza tiene un par de
tenticulos no retractiles con ojos en la base. Siempre presentan concha y las aberturas
sexuales de ambos sexos estan separadas. Son representantes de agua dulce. De acuerdo
a Sielfeld (2001), el orden Basommatophora, al cual Biomphalaria se encuentra
adscrito, incluye cinco familias en Chile: Ancylidae, Planorbidae, Physidae,
Lymnaeidae y Chilinida. Los caracoles Biomphalaria pertenecen a la familia
Planorbidae y son sus tnicos representantes en Chile. Presentan concha planisespiral y
tenticulos con ojos en la parte interna de sus bases. A nivel de subfamilia Biomphalaria

pertenece a los Planorbinae.




1.3. El Altiplano

El altiplano sudamericano es una extensa depresidn intermontafiosa encerrada por las
cordilleras Occidental y Oriental de Los Andes centrales que abarca el sector oriental
del norte de Chile, gran parte de Bolivia, el centro y sur del Pertl y el noroeste argentino
(Fig. 1.2). El altiplano constituye la segunda planicie mds alta del mundo, con cerca de
2000 km de largo y 200 km de ancho, extendiéndose entre los 14-23° de latitud Sur y
66-71° de longitud Oeste con altitudes que varian de 3.700 a 4.600 m (Lavenu et al,
1984; Argollo y Mourguiart, 2000; Placzek et al., 2006). El altiplano presenta un clima
tropical semidrido a érido, con una estacién lluviosa corta (diciembre-marzo) y una
larga estacién seca (abril-noviembre) (Silvestre et al,, 1999) que dan cuenta de una
precipitacién anual que varia de 700 mm en el norte a menos de 100 mm en el sur y
rangos de temperatura que oscilan entre -20°C en las noches invernales a 20 °C durante
el dia en el verano (Fornari et al., 2001). Las precipitaciones caen principalmente entre
los meses de diciembre y febrero a través del llamado “Invierno Altiplénico” (Hurlbert
y Chang, 1984). Sin embargo, aunque estas pueden no alcanzar el area altiplénica
suroccidental, es posible que lleguen a través de escorrentfas o por infiltracion
subterranea (Keller y Soto, 1998). )

Determinar con exactitud los periodos de elevacién del Altiplano ha sido una -
tarea dificil de realizar existiendo diferentes interpretaciones entre los autores. Marshall
y Sempere (1993) mencionan que la elevacion del Altiplano se inicié aproximadamente
60 millones de afios atras (Ma), presentando una fase de rapido alzamiento entre 20 y 30
Ma. Se ha estimado gue la Cordillera Oriental de Los Andes alcanzé el 33% de su altura

actual entre inicios y mediados del Mioceno y el 50% hace 10 Ma. La planicie

altiplanica tendria una historia similar, alcanzando 25-30% de su elevacion actual en los
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inicios del Mioceno y el 50% hace 10 Ma, con incremento rdpido en el Plioceno (2-5
Ma), alcanzando elevaciones modemas alrededor de 2.7 Ma (Gregory-Wodzicki, 2000)
(Fig. 1.3). Por otro lado, Ghosh et al. (2066) estimaron que ¢l Altiplano se elevd a una

tasa promedio de 1.03 £ 0.12 milimetros por afio entre 10.3 y 6.7 Ma, alcanzando su

altitud moderna entre 6.7 y 5.8 Ma.
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Figura 1.2, El altiplano y las principales cuencas hidrolégicas segiin Risacher (1992).
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Figura 1.3. Elevacién estimada a través del tiempo para la Cordillera Occidental,
Altiplano v la Cordillera Oriental vista en seccion transversal desde Oeste a Este.

Reconstruccion realizada por Hartley (2003).

El Altiplano Central estd compuesto por una variedad de cuencas hidrolégicas, la
mayorfa de las cuales son de caracteristicas endorreicas (Lavenu et al., 1984). Al norte
se ubica el Jago Titicaca, el més alto del mundo (3.808 msnm) y que se extiende por
cerca de 8.560 km” (Risacher, 1992). Este lago descarga en el lago Poopo (3.718 m;
2.300 km?; 2,5 m de profundidad) por intermedio del rio Desaguadero. La siguiente
cuenca de 2.500 km? de superficie se ubica mas al sur, es el Salar de Coipasa (3.656 m),
que ocasionalmente recibe aportes del lago Poopo. En la zona norte del salar existe un
lago permanente alimentado por el rio Lauca. Mds al sur la depresién central del
Altiplano es ocupada por el salar méas grande del mundo, el Salar de Uyuni (3.653 m),

que tiene una superficie de 10.000 km® (Risacher, 1992). En el Altiplano Sur
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correspondiente a territorio chileno se han descrito 33 cuencas endorreicas (Montti y
Henriquez, 1972) que han sido clasificadas en dos tipos, las hidrolégicamente cerradas,
cuyo Yinico mecanismo de descarga es la evaporacic'm', y las hidroldogicamente abiertas,
las cuales son superficialmente cerradas, pero presentan comunicacion subterrinea con
cuencas aledafias.

Durante el Pleistocenc en el Al‘;iplano existieron grandes paleolagos "por sobre los
3.650 msnm, los cuales integraron numerosas cuencas hidrograficas aisladas en la
actualidad (Servant y Fontes, 1978; Lavenu et al., 1984; Clapperton, 1993; Sylvestre et
al., 1999; Fornari et al., 2001; Placzek et al., 2006). Estos lagos se caracterizaron por
presentar fluctuaciones en el nivel de agua que llevaron a expansiones y regresiones de
sus costas, lo que ha sido explicado por cambio climético (cambios en la circulacién
atmosférica y deglaciacién) (Fornari et al., 2001). Lavenu et al. (1984) describieron los
lagos Mataro y Cabana con estimaciones tenta';ivas en el Plioceno-Pleistoceno para el
primer caso y Pleistoceno medio en el segundo. El nivel del lago Mataro se desarrolld a
una altura de 3.950 msnm cubriendo lo que es hoy el lago Titicaca y se extendid haciala -
zona sur del Altiplano. Este paleosistema fue el que abarcd la. mixima extension
conocida. Posterior a este se desarrolld el paleolago Cabana durante el Pleistoceno
medio y cuya superficie alcanz6 3.900 msnm. Servant y Fontes (1978) identificaron el
paleolago Ballivian en el Altiplano norte a2 una altura de 3.860 msnm, durante el
Pleistoceno medio-inferior. Contemporéneo a este sistema, en el Altiplano centro sur se
desarrollé el lago Escara, identificado y fechado por Fornari et-al, (2001} en 190.000
afios. La superficie de este sistema se ubico a 3.780 msnm. Hacia fines dei Pleistoceno
se desarroll6 el lago Minchin, sistema datado entre 72.000 y 32.000 afios (Servant y

Fontes, 1978; Fornari et al., 2001) y que alcanzé 3.825 msnm. Fontes y Servant (1976)
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describieron el lago Tauca, el Gltimo gran paleclago conocido. Fue datado entre 12,200
y 16.500 afios, con una superficie ubicada a 3.815 msnm (Mourgiart et al., 1997), y un
maximo nivel alcanzado hace 13.200 afios (Sylves;tre et al,, 1999), La fqrmacién'
Coipasa se desarroll6 al final de la era glacial y su superficie alcanzd 3.656 msnm
(Fornari et al, 2001). En un estudio mas reciente, Placzek et al. (2006) mediante
fechados con radiocarbono y U-Th determinaron la edad de varios paleolagos
altipldnicos, constituyendo las estimaciones més modernas realizadas hasta ahora en la
region (Fig. 1.4-1.6). La fase lacustre Ouki tuvo aproximadamente 80 m de profundidad
entre 120 y 98.000 afios atrds. El lago Salinas se desarrolld entre 95-y 80.000 afios, el
lago Inca Huasi aproximadamente hace 46.000 afios y el lago Sajsi entre 24 y 20.500
afios. El lago Tauca, el mis extenso paleolago existente durante los pasados 120.000
afios segun estos autores, fue datado entre 18.100 y 14.100 afios. Este sistema alcanzé
una extensién de 60.000 km® y una profundidad de 140 m. E! tltimo paleolago descrito
por estos autores es el Coipasa, datado entre 13.000 y 11.000 afios y con
aproximadamente 55 m de profundidad. Placzek et al. (2006) también mencionan que el

paleolago Minchin no habria existido y serfa un término ambiguo.
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Figura 1.4. Secci6n transversal esquemdtica de las cuencas del Titicaca, Poopo,

Coipasa y Uyuni de acuerdo a Placek et al. (2006).
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Figura 1.5. Paleolagos existentes en el Altiplano de acuerdo a Placeck et al. (2006).
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1.4. Mecanismos de diferenciacion en gastrépodos de agua dulce

En especies de caracoles de agua dulce se han propuesto varios factores para explicar la
diversidad de especies y la diferenciacion que ocurre dentro y entre las poblaciones.
Entre estos se pueden sefialar las caracteristicas del hébitat (Jarne y Delay, 1991),
factores demograficos (Stidler y Jarne, 1997), rasgos de histeria de vida (Dejong et al,
2003; Liu et al., 2003), sistema de apareamiento (Jarne, 1995; Charbonnel et al., 2002;
Mavérez et al, 2002a), prevalencia de pardsitos (Charbonnel et al, 2002) y (vi)
actividades humanas (Mavarez et al., 2002b; Campbell et al., 2000). La presente
investigaci6n se enmarca en la filogenia y filogeografia de los taxa de Biomphalaria del
Altiplano Sur, En esta region es posible encontrar poblaciones de Biomphalaria
“habitando una diversidad de sistemas acuéticos. Por la inestabilidad asociada a este tipo
de habitat, fundamentalmente en relacién a las fluctuaciones del nivel de agua que
pueden provocar sequias e inundaciones catastréficas (Mavérez et al, 2002b), las
poblaciones de caracoles de agua dulce estan propensos ha sufrir procesos demogréficos
tales como cuellos de botella, extinciones y recolonizaciones (Charbonnel et al., 2002;
Dejong et al., 2003). Se ha informado también que la fragmentacién del hébitat, sumado
a procesos demograficos, puede llevar a una alta diferenciaciéon genética entre las
poblaciones de caracoles de agua dulce (McCauley, 1991; Dejong et al.,, 2003; Mavarez
et al., 2002b). De acuerdo a Johnson (2005), en organismos acudticos la fragmentacion
del habitat potenciaria la fragmentacion de las poblaciones debido a que “habitats
adecuados frecuentemente estdn inmersos dentro de ambientes terrestres inadecuados”.
En gasterépodos se ha descrito también que las espec‘{es acudticas que han sido
fraccionadas por barreras terrestres son grupos propensos a la diferenciacion debido a

que estarfan incapacitados de moverse entre sistemas aislados (Liu et al., 2003). De
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acuerdo a lo anterior, es esperable que en el Altiplano Sur-la diversidad de especies sea,
mayor que ]a reconocida hasta ahora.

Los rasgos de historia de vida también pueden }nﬂuir en la estructura genética de
los caracoles de agua dulce (Stddler y Jarne, 1997). Pare_l el género Pyrgulopsis, cuyo
ciclo de vida es enteramente acudtico, con desarrollo directo y capacidad de dispersién
limitada (Liu et al., 2003), se han descrito mas de 120 es;Jecies e‘n los sistemas hidricos
aislados de California, Nevada y México. De acuerdo a O’Brien y Blinn (1999) los
ecosistemas de vertientes del desierto de Cu;tro Ciénagas en México constituyen cunas
de endemismo para Pyrgulopsis debido al aislamiento geografico prolongado que ha
existido entre los sistemas hidricos. Las espécies de Bz‘omphalaria,. ademas de ser
organismos acuaticos con vagilidad limitada, son hermafroditas, por lo que
potencialmente pueden reproducirse tanto por fertilizacién cruzada cc;mo
autofertilizacion (Stddler y Jarne, 1997). En Biomphalaria el desarrollo es del tipo
directo (Observacion personal). Los adultos ponen cépsulas de huevos sobre un
substrato en cuyo interior ocurre el desarrollo temprano y los estados larvales trocéfora
y veliger, por lo que existe ausencia de fase plancténica. Los juveniles posteriormente
eclosionan como adultos en miniatura. De acuerdo a Campbell et al. (2000), esta
estrategia reproductiva permitiria la formacién de demos aislados y semiaislados en
estos caracoles, un tipo de estructura poblacional que probablemente acelera la
diferenciacion y especiacién entre las poblaciones. Ademads, la habilidad de
autofertilizacién de Biomphalaria es un factor que influye en el éxito de colonizacién y
recolonizacién de hdabitats (Woodruff y Mulvey, 1997). De acuerdo a estos
antecedentes, es esperable que Biomphalaria en el Altiplano Sur sea un grupo de

naturaleza especiosa o esté propenso a la diferenciacién, tal como ha sido notado por
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Campbell et al. (2000) para otras especies neotropicales del género. Para las vertientes
occidentales del Altiplano Sur la historia més reciente ‘indica quedurante el Cuaternario
la region fue objeto de una intensa actividad voIce’miéa y sedimentaria que afecto los
extensos sistemas lacustres que evolucionaron. a cuencas evaporiticas de diverso
tamafio, procesos que alin seencuentran en desarrollo. En la actualidad, estas cuencas
constituyen ambientes aislados generalmente delineados por cadenas de volcanes que
alcanzan 4000-6500 m de altura (Risacher et al., 2003) y cuya depresion central es’
ocupada por numerosos sistemas hidricos (rios, arroyos, lagos, lagunas, vertientes,
bofedales y salares) con propiedades fisicas y quimicas variables (Vila, 1975;
Miihlhauser et al., 1995; Dorador et al., 2003; Risacher et al.; 2003) que han limitado el
tipo y rango de distribucién de la biota (Keller y Soto, 1998; Martinez et al., 1999;
Miérquez-Garcia et al., 2009). Lo anterior, asociado al aislamiento de las cuencas
endorreicas, sugiere aislamiento de la biota que habitg estos sistemas hidrolégicos. De
hecho, se ha postulado que las poblaciones de peces del. género Orestias Valenciennes,
1839 fueron fragmentadas en multiples subpoblacioﬁes total o parcialmente aisladas
(Northcote, 2000; Liissen et al. 2003; Vila, 2006), lo que 'ha'sido asociado a los cambios
geoldgicos y muy particularmente a la variacion en Io'is niveles de agua de las cuencas
hidrograficas que permitieron su dispersion a través ae tos lagos pleistocénicos y las
cuencas respect&vas (Villwock y Sienknecht, 1996; Parker y Kornfield, 1995; Keller y
Soto, 1998; Northcote, 2000; Liissen et al., 2003; V%]a, 2006; Morales, 2009; Scott,
2010). Las caracteristicas acudticas de Biomphalaria hacen que el ciclo de vida de estos
caracoles esté directamente relacionado con la evolucién de los sistemas hidrologicos
existentes en el area. Si bien los mecanismos que promueven la divergencia de las

poblacicnes de Biomphalaria en la region altiplanica no han sido investigados, el

18




registro fosil revela su presencia al menos desde la formacién Ouki (Placzek et al,

2006). Esto sugiere, como en el caso de' Orestias, que la presencia de Biomphalaria en

la regién puede ser atribuida a los grandes cuerpos de agua presentes a fines del

Pleistoceno y seria es esperable que la diferenciacién de las poblaciones haya sido .

también estimulada por procesos vicariantes. -
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1.5. Hipétesis y objetivos
Hipétesis

Antecedentes. Los caracoles de agua dulce del género Biomphalaria se distribuyen en
América, Africa y Medio Oriente, siendo las especies neotropicales las que alcanzan
una mayor diversidad y para las cuales existe un mayor grado de conocimiento. Un
grupo que ha recibido poca atencién lo constituyen las poblaciones neotropicales de
Biomphalaria del Altiplano Sur, Esta region altoandina ha sido fuertemente afectada
por eventos geoldgicos, vulcanismo, sedimentacién y fluctuaciones climdticas durante
el Cuaternario, lo que ha influenciado la dispersion de la biota de agua dulce (Northcote,
2000; Liissen et al., 2003; Vila, 2006). En organismos acudticos, la fragmentacion del
habitat probablemente potencia la diferencicion de las poblaciones debido a que
ambientes adecuados frecuentemente se encuentran en ambientes terrestres inutilizables,
y el flujo génico dependerd de las capacidades de dispersiéon de los organismos
(Johnson, 2005). El conocimiento sistemético de las poblaciones de Biomphalaria
restringidas al Altiplano Sur se encuentra en estado alfa debido a que existen
poblaciones recientemente descubiertas no descritas, el niimero de especies varia en

funcion de los autores y se desconocen sus relaciones de parentesco.

Hipétesis 1. Las poblaciones altiplanicas de Biomphalaria constituyen un grupo
monofilético y estarian més estrechamente relacionadas con especies neotropicales que
africanas del género. De esta hipdtesis se espera que las especies altiplanicas

compartiesen un ancestro comiin con taxa distribuidos en la regién neotropical.

Hipétesis 2. La estructura filogenética de las poblaciones de Biomphalaria del

Altiplano Sur es congruente con la division fisiogeografica de la region. De esta
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hipétesis se espera que la topologia de un darbol filogenético refleje grupos
monofiléticos (linajes) circunscritos a las cuencas hidrograficas donde los caracoles

fueron muestreados.

Antecedentes. En el Altiplano Sur es posible encontrar una variedad de subsistemas
hidricos al interior de cuencas hidrogrificas y cuyas propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas no son homogéneas (Chong, 1988; Risacher y Fritz, 1991; Keller y Soto,.
1998). Ejemplos de estos habitats lo constituyen el Salar de Ascotdn y Salar de Carcote,
en cuyo interior existen una serie de vertientes que presentan un aparente grado de
aislamiento y donde es posible encontrar caracoles Biomphalaria. Estas condiciones de
aislamiento acopladas al ciclo de.vida acudtico, desarrollo directo y vagilidad limitada
hacen a Biomphalaria un modelo adecuado para estudiar la divergencia evolutiva dentro
y entre las poblaciones restringidas a estos ambientes particulares. En los peces del
género Orestias se han encontrado dos taxa distintos,, uno correspondiente al Salar de
Ascotdn (O. ascotanensis) y otro correspondiente al Salar de Carcote (O. sp.) (Morales,
2009; Scott, 2010). Adicionalmente, ambos taxa presentan una alta estructura
poblacional a} interior de cada salar (Morales, 2009). Como en el caso de Orestias, los
caracoles Biomphalaria restringidos a estos sistemas pueden presentar un grado similar

de diferenciacion. i

Hipétesis 3. Las poblaciones de Biomphalaria restringidas a las vertientes del Salar de
Carcote y Salar de Ascotdn presentan una alta estructura poblacional considerando las
barreras terrestres que afslan parcialmente estos sistemas hidricos. De esta hipétesis se
espera observar una alta divergencia genética y morfoldgica entre salares y entre

vertientes al interior de cada salar.
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1.5. Objetivos
Objetive general

Entender los factores que promovieron y promueven la diferenciacion entre taxa de

Biomphalaria del Altiplano Sur, tanto a escala espacial como temporal.

Objetivos especificos

1) Examinar las relaciones filogenéticas del género Biomphalaria utilizando secuencias

de DNA nuclear y mitocondrial.

2) Proponer para las poblaciones altipldnicas de Biomphalaria una clasificacion basada

en el Concepto Filogenético de Especie.

3) Examinar la estructura genética y morfolégica en poblaciones de Biomphalaria del

Salar de Ascotdn y Salar de Carcote.
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Resumen

La taxonomfa y filogenia de los caracoles del género Biomphalaria se encuentran en
estado de flujo. En el presente estudio utilizamos secuencias originales y previamente
publicadas del gen mitocondrial de RNA ribosomal 16S y de las regiones riucleares
ITS1 e ITS2 para construir filogenias utilizando como outgroup una especie de
Helisoma. Si bien los andlisis separados produjeron arboles que compartieron la
mayoria de los clados, el analisis combinado recuperé la filogenia més resolutiva y
soportada. Hipotetizamos que después de un evento cladogenético ocurrido a fines del
Mioceno en una especie ancestral de Biomphalaria surgieron dos clados principales,
uno diverso que incluye la mayorfa de las especies neotropicales, todas las africanas y
B. helophila como su grupo hermano, y otro exclusivamente neotropical, identificado en
este estudio, consistiendo de B. peregrina/B. oligoza més taxa altiplanicos. Los tiempos
de divergencia entre linajes basales al interior del clado de mayor diversidad fueron
estimados en el Plioceno temprano. La divergencia al interior del nuevo clado
neotropical fue trazada hasta el Pleistoceno medio y tardio. Los andlisis moleculares
apoyan el reconocimiento de las especies nominales B. thermali y B. costata
previamente sinonimizadas con otros taxa sudamericanos utilizando caracteres

morfol6gicos y sugieren que B. schrammi no forma parte de Biomphalaria.
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Introduccion

Los caracoles de agua dulce del género Biomphalaria Preston, 1910 se encuentran
ampliamente distribuidos en la regién neotropical y africana. Dentro del grupo, algunas
especies son hospederos intermediarios de Schistosoma mansoni Sambon, 1907, un
platelminto digeneo que causa schistosomiasis. Esta enfermedad afecta. a més de 200
millones de personas en América, Africa y Medio Oriente (Allen et al., 2002; Campbell
et al, 2000), produciendo graves dafios econémicos (WHO, 1993, 1998). En
enfermedades producidas por parasitos transmitidos por hospederos intermediarios es de
suma importancia conocer la diversidad de especies, distribucién geografica y origen de
los organismos vectores por lo que estudios taxondmicos y filogenéticos en estos grupos
son en extremo relevantes, La taxononfa en Biomphalaria ha sido abordada
principalmente a través de la morfologia de ia concha y anatomia del sistema
reproductivo (Paraense, 1966, 1975, 1981, 1984, 2003a; Valdovinos y Stuardo, 1991).
Sin embargo, la similitud que presentan estos caracteres entre taxa ha dificultado la
clasificacion (Paraense, 1988; Estrada et al., 2006). Més recientemente, la incorporacion
de técnicas moleculares, basadas principalmente en analisis de RFLPs, ha ayudado a Ia.
identificacién y reconocimiento de especies, esfuerzo que ha sido mayoritariamente
concentrado en las especies que habitan el neotropico (Caldeira et al., 1998, 2000; Spatz
etal., 1999, 2000; Velasquez et al., 2002; Vidigal et al., 1998, 1999, 2000, 2001, 2002).
En el ultimo tiempo, el género Biomphalaria ha sido foco de intensos estudios
filogenéticos principalmente por la importancia médica que tienen estos caracoles en
relacidn al desarrollo de la schistosomiasis. El estudio de las relaciones filogenéticas ha
sido abordado a través de aproximaciones moleculares (Bandoni et al., 1995; Woodruff

y Mulvey, 1997; Campbell et al., 2000; Vidigal et al., 2000; DeJong et al., 2001 y
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Estrada et al., 2006). En algunos de estos estudios se ha postulado un origen neotropical
del género (Woodruff y Mulvey, 1997; Campbell et al., 2000; Delong et al., 2001),
propuesta que difiere del origen Gondwénico previa:mente postulado (Pilsbry, 1911;
Davis, 1980). Es importante notar que de las 30-35 especies reconoc%das en
Biomphalaria (DeJong et al,, 2001; Estrada et al., 2006; Jergensen et al., 2007), solo
han sido analizadas filogenéticamente cerca del 60% del espectro de taxa. En andlisis
cladistico, un muestreo incompleto puede llevar a qstimaciones erroneas de la filogenia
de un grupo mientras que la incorporacién de taxa no analizados previamente
necesariamente producird cambios en la topologia de un érbol ﬁlogenético. El estudio
filopenético mas inclusivo en relacién al nimero de especies consideradas de
Biomphalaria incluyd 23 especies (DeJong et al., 2001). Estos autores infirieron un
clado rico en especies neotropicales y recuperaron a B. glab;*ata como el grupo hermano
de las especies africanas. Mas importante atin, DeJong et al. (2001) corroboraron que un
origen neotropical de Biomphalaria constituye la hipdtesis mds aceptable para el
género. Sin embargo, a pesar de estos importantes hallazgos en términos de re}aciones
evolutivas, se desconoce la posicidn sistemética de poblaciones/especies no analizadas
previamente desde el punto de vista filogenético, asi como también la posicién hasta
ahora ambigua de algunos taxa en la filogenia restan por ser clarificadas. Por ejemplo, a
niveles cercanos a la raiz de la filogenia de Biomphalaria las afinidades entre taxa son
pobremente entendidas.

En el Altiplano Sur sudamericano existe una d_iversidad de sistemas hidricos
aislados donde es posible encontrar poblaciones de caracoles Biomphalaria cuyas

afinidades filogenéticas son desconocidas. A pesar de que en la regién se han descrito

las especies Biomphalaria thermali (Biese, 1951) del Salar de Ascotdn, B. costata
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(Biese, 1951) del Salar de Carcote y B. aymara Valdovinos y Stuardo, 1991 de los
bofedales de Isluga, la taxonomia de estas especies y otras poblaciones del grupo
recientemente descubiertas estd lejos de ser estabie. Por ejemplo, Malek (1985)
considerando caracteres morfoldgicos argumentd que B. thermali corresponderia a B.
andecola Orbigny 1835, especie. que habita en Peri y Bolivia mientras para Paraense
(1966) B. costata constituirfa un sinénimo de B. peregrina Orbigny 1835, una especie
ampliamente distribuida en Sudamérica. Ambas hipdtesis hasta ahora no han sido
evaluadas.

En este estudio obtuvimos secuencias de DNA del gen mitocondrial 16S rRNA y
de las regiones transcritas internas ITS1 ¢ ITS2 de los genes nucleares ribosomales de
caracoles altiplanicos y otras especies de Biomphalaria para ser analizadas
filogenéticamente en conjunto con secuencias disponibles en la literatura para especies
del género. Los objetivos del presente estudio son 1) examinar las relaciones
filogenéticas en Biomphalaria considerando la incorporacién de nuevas secuencias en
un analisis inclusivo y multilocus del grupo, 2) examinar la monofilia, pesicién.
sisterndtica y relacién hacia el grupo hermano de las poblaciones/especies altiplanicas, y

3) evaluar la sinonimia de los taxa altoandinos.
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Materiales y métodos

Grupos de datos

Para este estudio se compilaron todas las secuencias de DNA obtenidas por
Delong et al. (2001) disponibles en GenBank, las cuales comprenden 42 secuencias-del
gen mitocondrial 16S y 41 secuencias de las regiones transcritas internas ITSI e ITS2
de los genes nucleares ribosomales. También -incorporamos secuencias de los tres loc;i
provenientes de diferentes autores (Tabla 1). La totaiidad de secuencias incluidas en
este estudio abarca gran parte del drea de distribucién del género. Para los anélisis
moleculares utilizamos como grupo externo la especie Helisoma irivolvis cuyas
secuencias fueron obtenidas por DeJong et al. (20{)1;. La eleccidn coﬁo grupo externo

de una especie de Helisoma se bas6 en andlisis filogenéticos realizados previamente

(Bandoni et al., 1995; Delong et al., 2001; Morgan et al., 2002).

Obtencidn de muestras y extraccion de DNA

En este trabajo obtuvimos caracoles de poblaciones de Biomphalaria
distribuidas en el Altiplano Sur, los cuales fueron fijados en etanol absoluto. Los
caracoles fueron muestreados con un cedazo desde macréfitas en localidades
pertenecientes a seis cuencas hidrograficas cerradas ubicadas a mas de 3.500 m de altura
en el Altiplano Sur (Fig. 1). La cuenca Caquena incluyé cinco localidades (Visviri,
Umaqui, Vicco, Colpa y Caquena) mientras que la cuenca Lauca siete (Parinacota,
Chuviri, Piacota, Chibatambo, Lauca, Lauca Sur y Chungara). Las cuencas del Salar de

Huasco, Isluga y Salar de Carcote incluyeron una localidad de muestreo. De la cuenca
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del Salar de Ascotin obtuvimos secuencias de dos localidades. También se obtuvieron
secuencias de la especie B. peregrina de La Plata, Argentina, a partir de muestras
generosamente proporcionados por la Dra. Alcjandr-a Rumi. El DNA genémico fue
extraido utilizando el método de extraccion CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide)
(Winnepennickx et al, 1993). Para esto se rompié la concha de los animales
separdndola de las partes blandas y una pequeiia porcién del tejido muscular del pie fue
disecada y depositada en un tubo conteniendo 600 m! de 100 mM de Tris, 1.4 M de
NaCl,, 20 mM de 4cido -etilendiaminotetraacético, 2% CT_AB, 0.2% de b-
mercaptoethanol y 0.01 mg de Proteinasa K. Las muestras fueron maceradas e
incubadas a 65°C por 40 min con agitacién constante cada 15 min..Las proteinas y
lipidos fueron removidos utilizando 300 ul de cloroformoe mediante centrifugacion a
13.000 rpm por 10 min. El DNA fue precipitado manteniendo las muestras en
isopropanol frio por 30 min a 4°C y luego centrifugadas a 13.000 rpm durante 15 min.
Finalmente el DNA fite lavado en etanol 70%, secado y resuspendido en 50 ml de agua

destilada,

Amplificacion de DNA

Se obtuvieron secuencias parciales en 1-5 especimenes por cuenca y locus (Tabla 1).
Para la amplificacién mediante PCR del gen mitocondrial 16S se utilizaroh Tos primers
16Sar (5-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3") y 16Sbr (5°-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3") (Palumbi, 1996). La region nuclear ITSI fue
amplificada con los primers ETTS2 (5-TAACAAGGTTTCCGTAGGTGAA-3) (Kane'y
Rollinson, 1994) e ITSIR (5-ACGAGCGAGTGATCC ACCGC-3) (Vidigal et al,

2004). La region ITS2 fue amplificada con los primers ETTSI (5’-TGCTTAAG’ITC
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AGCGGGT-3") (Kane & Rollinson, 1994) e ITS2F (5-
CGTCCGTCTGAGGGTCGGTTTGC-3) (Vidigal et al, 2000a). Las amplificaciones-
fueron llevadas a cabo en un volumen de reaccién‘ de 50 ul con 0.8 unidades de
TagDNApolimerasa, 15 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs y 1 uM de cada primer. El
programa PCR para el gen 16S consistié de una denaturacion inicial a 94°C por 60 s, 35
ciclos de amplificacién (94°C por 40 s, 55°C por 50 s, 72° por 60 s) y una extension
final a 72° por 10 min. El programa PCR para las regiones nucleares consisti6 de una
denaturacién inicial a 95°C por 3 min, 34 ciclos de amplificacion (95°C por.45 s, 54°C
por 60 s, 72° por 2 min) y una extension final a 72° por 5 min. Los productos
amplificados fueron secuenciados a través de la empresa Macrogen. El estudio
incorpora 33 secuencias originales para el locus 168, 27 para ITS1 y 29 para ITS2

(Tabla 1).

Edicion de secuencias y andlisis filogenético

Las secuencias de DNA fueron editadas utilizando el programa BioEdit (Hall,
1999) y alineadas empleando el programa Clustal X (Thompson et al., 1997) con un
ajuste final mediante inspeccion visual. Los porcentajes de divergencia entre las
secuencias fueron calculadas utilizando el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).
Para las reconstrucciones filogenéticas se utilizaron los métodos de Méxima Parsimonia
(MP), Maxima verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana (BI). El analisis MP se realizo
en el programa PAUP* (Swofford, 2003) empleando una biisqueda heuristica utilizando
el algoritmo TBR (tree bisection and reconnection) con adicién de secuencias random y
reteniendo 100 arboles en cada analisis. La confianza estadistica de los. nodos fue

evaluada utilizando 100 pseudoréplicas “bootstrap™ (Felsenstein, 1985). El analisis ML
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se realizé en el programa PAUP* utilizando el mejor modelo evolutivo seleccionado
bajo el Akaike Information Criterion (AIC) en el programa jModelTest 0.I.1 {Posada,
2008). El anélisis bayesiano se implementé en el prog;"ama MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist
y Huelsenbeck, 2003) con el mejor modelo evolutivo seleccionado bajo el Bayesian
Information Criterion (BIC) en jModelTest y se aplict ‘.a los grupos. de datos
combinados. Se utilizé la aproximacién condicional para evaluar si los distintos grupos
o particiones de datos (16S, ITS1 e ITS2) tienen diferente sefial filogenética. y de esta
manera determinar si es posible que sean combinados-en un finico andlisis filogenético.
La congruencia entre grupos de datos fue evaluada por pares mediante Ia prueba ILD
(incongruence length difference) (Farris et al,, 1994) implementado en PAUP* como el
“the homogeneity partition test”, mediante 100 réplicas. Un valor P mayor o igual a
0.05 permite combinar los datos. Una forma alternativa de analizar dos o mds grupos de
datos es utilizar Evidencia Total, la cual permite combinar datos si estos se encuentran
disponibles (Kluge, 1989). Los andlisis de congruencia y Evidencia Total se realizaron
adoptando dos estrategias adicionales. Una consistid en’ construir una matriz de datos
que incluyé todos los taxa para los cuales las secuencias de los tres loci utilizados en
este trabajo estaban disponibles. La segunda estrategia incluyo taxa para alguno de los
cuales no habia secuencias correspondientes a algunos loci. En este caso, los sitios en la
matriz de datos de los taxa incompletos fueron tratados como “missing data”. Esto ha
mostrado aumentar la resolucidn filogenética sin llegar a preducir resultados ambiguos
(Wiens y Reeder, 1995; Wiens, 1998). El resultado de este procedimiento fue la
obtencioén de una matriz de 67 secuencias concatenadas en el primer caso y una de 90

secuencias para el segundo, y en resultados y discusiones utilizaremos esta terminologia

31




para describir este tipo de andlisis. Los caracteres no informativos para parsimonia

fueron excluidos de los analisis.

Tiempos de divergencia

Para estimar los tiempos de divergencia de los clados y linajes se construy6 un érbol
bajo inferencia bayesiana utilizando un reloj molecular estricto el programa BEAST
(Drummond y Rambaut, 2007). La distancia de los taxa terminales exi'stentes.y de los
ancestros hipotetizados a los nodos puede ser convertida en tiempos de divergencia si se
dispone de una fecha de referencia (como un registro fosil o ev.ento geoldgico) o una
tasa de mutacién conocida. En este estudio utilizamos una tasa de sustitucién
nucleotidica de 1.9% por millén de afios para el éen 168, valor promedio entre 1.6% y
2.2%/Ma, correspondiente al rango de tasa de divergencia de este gen determinada para
invertebrados (Cunningham et al., 1992; Patarnello et al,, 1996) y que fue usado por
DelJong et al. (2001) para estimar tiempoé divergenci; entre B. glabrata y las especies

africanas del grupo.
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Figura 2.1. Localidades de muestreo de poblaciones de Biomphalaria del Altiplano Sur.

Tabla 2.1. Origen geogréfico de las muestras de Biomphalaria y nimeros de acceso

GenBank de las secuencias de DNA utilizadas en el andlisis filogenético.

N® Acceso

Especie/poblacidn Origen
168 ITSI ITS2

B. alexandrina {Ehrenberg, 1831)* AY030203 AY030371 AY030371 Egipto(1}
AY030204 AY030372  AY030372 Egipto(2)

B. amazonica Paraense, 1966* AY030216 AY030384  AY030384 Brazil(1)
AY030217 AY030385  AY030385 Brazil{2)

B. angulosa® DQ084848 DQO84889 - Tanzania

B. camerunensis (Boettger, 1941)° AY030198 AY030366  AY030366 Cameroon(1)
AY030199 AY030367  AY030367 Cameroon(2)

B. choanomphala (Martens, 1879) AY030202 AY030370  AY(030370 Tanzania

B. edisoni Estrada et al. (2006)° - AY364446  AY364450 Colombia(l)

. AY364448  AY364451 Colombia(2}
- AY364449 AY364452 Colombia(3)
B. glabrata (Say, 1818)"° AY030206 AY030374  AY030374 Rep. Dominicana
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B. helophila (Qrbigny,1835)*
B. intermedia (Paraense y Deslandes,

1962)*
B. kuhniana {Clessin, 1883)°

B. obstructa (Morelet, 1849)"

B. occidentalis Paraense, 1981*

B. oligozd®

B. peregrina {Orbigny,1835)*
B. peregrina {Orbigny,1835)¢
B. peregrina {Orbigny,1835)"
B. peregrina (Orbigny, 1835) r

B. pfeifferi (Krauss, 1848)°

B. prona (Martens, 1873)"

B. schrammi (Crosse, 1864)"
B. schrammi (Crosse, 1864)¢

B. smithi Preston, 1910*

B. sp. Bolivia®

B. sp. Cuba®

B. sp. Cuba®

B. sp. Puerto Rico®

B. stanleyi (Smith, 1888)°

B. straminea (Dunker, 1848)*

B. sudanica (Martens, 1873}*

B. temasealensis Rangel-Ruiz, 1987°
B. tenagophila (Orbigny,1835)*

Visviri®
Uimaquis

AY030207
AY030208
AY030209
AY030230

AY030215

AY030210
AY030211
AY030212

AY 030228
AY030229
AY030221

AY03023?
AY030232

GU168591
GU168592

AY030193
AY030194
AY030195
AY030196
AY030222
AY030223
AY030233

AY030205
AY030218
AY030224
AY030225
AY030226
AY030197
AY030213
AY0302i4
AY030200
AY030201
AY030227
AY030219
AY030220
Pendiente

Pendiente

AY030375
AY030376
AY030377
AY030399

AY030383

AY030378
AY030379
AY030380

AY030397
AY030398
AY030389

AY030400
AY030401

AY030361
AY030362
AY030363
AY030364
AY030390
AY030391
AY030402
AY425743
AY425744
AY030373
AY030386
AY030393
AY0303%4
AY030226
AY(30365
AY(303381
AY030382
AY030368
AY030369
AY030396
AY030387
AY030388
Pendiente

Pendiente
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AY030375
AY030376
AY030377
AY030399

AY030383

AYQ30378
AY030379
AYQ30380

AY030397
AY030398
AY03038%
AF198679
AF198680
AY030400
AY030401
AF198676
AF198677

DQ143961
DQ143962
AY030361
AY030362
AY030363
AY030364
AY030390
AY030391
AY030402
AF198681
AF198682
AY030373
AY030386
AY030393
AY030394
AY030226
AY030365
AY030381
AY030382
AY030368
AY030369
AY030396
AY030387
AY030388
Pendiente

Pendiente

Puerto Rico
Brasil
Venezuela
Cuba

Parapuay

Dominica
Colombia

Venezuela

USA

México

Brasil

Brasii{1}

Brasil(2)

Uruguay

Brasil {Minas Geraisl)
Brasil {Minas Gerais2)
Brasil (RS)

Argentina (Mendozal)
Argentina (Mendoza2)
Brasil (Ourinhos!)
Brasil {Ourinhos2)
Senegal

Camertin

Sudan

Madagascar
Venezuela

Venezuela

Brasil (Minas Gerais])

. Brasil (Minas Gerais2)

Brasil (Minas Gerais3)
Uganda
Bolivia
Cubal

Cuba2
Puerto Rico
Uganda
Brasil(1)
Brasil(2)
Kenia
Tanzania
Méxrico
Paraguay
Brasil
Altiplano Sur
Altiplano Sur




Vioco® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur

Caquena® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Colpa® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur-
Lauca Norte® Pendiente Pendiente.  Pendiente Altiplano Sur
Lauca Sur® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Chungara® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Cotacotani® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Piacota® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Parinacota® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Chuviri® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Chibatambo® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Salar de Huasco® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Isluga® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Salar de Carcote® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplanio Sur
Pendients Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Salar de Ascotén® Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur
Pendients - Pendjente Pendiente Altiplano Sur
Pendiente Pendiente Pendiente Altiplano Sur

Secuencias incorporadas en este estudio: a: DeJong et al., 2001, b: Jorgensen et al., 2007, c: Estrada et al.,
2000, d: Vidigal et al,, 2000a, e: Standley et al., (no publicadas); f: Tuan y dos Santos (no publicadas); g:

presente estudio,
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Resultados

Con las secuencias originales determinadas en este estudio y las obtenidas desde
GenBank se construyeron matrices de datos que resultaron en 78 secuencias para el gen
168, 75 secuencias para la region ITS1 y 83 secuencias para ITS2 que fueron analizadas

de manera separada y combinada.

Gen 16S

La amplificacién por PCR del gen 16S produjo un fragmento parcial de 412 a
439 nucledtidos en 30 ejemplares del Altiplano Sur y tres de La Plata, Argentina. La
composicién nucleotidica considerando toda.s las secuencias analizadas fue 36.4% A,'
10.5% C, 37.4% T y 15,7% G. La longitud final del alineamiento fue 457 sitios
nucleotidicos considerando estas secuencias y las obtenidas de GenBank. El nﬁrﬁero de
caracteres informativos para parsimonia fue 108. El andlisis MP entregé 100 drboles
igualmente parsimoniosos de longitud 307 (indice de consistencia= 0.49; indice de
retencién= 0.88), a partir de los cuales se construy6 un arbol de consenso de mayoria
que se muestra en el Anexo (fig. A). Este andlisis muestra a la especie B. schrammi
posicionada fuera de Biomphalaria y recupera, ademas, dos grandes clados. El primero,
mas diverso, fue compuesto por la mayoria de las especies neotropicales y todas las
africanas, que se agruparon en seis subclados. Tres subclados tuvieron bajo a moderado
soporte bootstrap, el conformado por especies africanas (52%), el que incluye a B.
amazonica, B. prona y B. sp. de Bolivia (68%) y el que conformaron B. intermedia, B.
straminea y B. kuhniana (66%), mientras tres fueron bien soportados. Uno fue
conformado por B. glabrata (97%), otro por especies de México y Caribe (100%) y un
tercero por B. occidentalis y B. tenagophila (81%). B. helophila y B. sp. de Cubal no
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fueron resueltas por este analisis. El segundo gran clado fue conformado por la especie
neotropical B. peregrina més las poblaciones altiplanicas de Biomphalaria (100%). En
este clado fue posible distinguir cuatro subclados, Lmo conformado p;ar secuencias
obtenidas de las cuencas Lauca y Salar de Huasco (85%), otro formado por secuencias
del Salar de Ascotan (54%), un tercero por secuencias del Salar de Carcote (69%) y un
cuarto por secuencias de B. peregrina de Argentina (67%). El resto de la secuencias
altiplénicas y de B. peregrina de Uruguay y Brasil no fueron resueltas con este gen. El
analisis ML 16S (GTR+G; -Ln L= 2284.154) produjo tres drboles que muestran las
mismas dos agrupaciones mayores de especies inferidas bajo MP, uno de los cuales se
muestra en el Anexo (fig. B). En este andlisis; B. sp. de Cubal aparece como el grupo

hermano del clado de mayor diversidad.

Regiones nucleares ribosomales

La amplificacién por PCR de la region de RNA ribosomal ITS1 produjo un
fragmento de 385 a 395 nucledtidos en 26 ejemplares del Altiplano, Sur y uno de La
Plata. La composicién nucleotidica considerando todas las secuencias analizadas fue
22.4% A, 25.8% C, 22.4% T y 29.3% G. Ei alineamiento final considerado en el
analisis fue de 494 sitios nucleotidicos. El nimero de caracteres informativos para
parsimonia fue 222. El 4rbol de consenso de mayoria de 100 arboles igualmente
parsimoniosos (longitud= 460; indice de consistencia= 0.73; indice de retencion= 0.97)
que se muestra en el Anexo (Fig. C) resolvi6 cuatro clados, uno mayor, con un valor de
soporte de 72%, fue compuesto por dos subclados, €l de B. glabrata més las especies
africanas (100%) y otro rico en especies neotropicales (70%). Un segundo clado lo

conformaron B. peregrina y las poblaciones altipldnicas de Biomphalaria (100%} y un
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tercero las especies de México y Caribe (100%). Estos tres. clados no muestran
resolucién entre si ni respecto a B. helophila, que forma una rama independiente en el
arbol. El cuarto clado, posicionado fuera de estas agn.ipaciones, fue conformado por B.
schrammi (100%). Al interior del clado B. peregrina/taxa altiplanicos-se resuelven las
secuencias del Salar de Ascotin (72%), las. de las cuencas Lauca y Salar de Huasco
(72%) vy las de B. peregrina de Argentina, Uruguay y Brasil (71%). El andlisis ML ITS1
(GTR+G; -Ln L= 3090.3933) produjo un 4rbol que recuper6 los mismos clados
inferidos por MP, pero con las especies de México e islas del Caribe y B. helophila
como grupos hermanos consecutivos del resto de las especies (Anexo; fig. D).

Para la region [TS2 se amplificé un fragmento de 418 a 471 nucledtidos en 28
ejemplares del Altiplano Sur y uno de La Plata."La composicion nucleotidica
considerando todas las secuencias analizadas fue 16.8% A, 26.8% C, 28.7% T y 27.7%
G. El alineamiento final fue' de 528 sitios nucleotidicos. Los caracteres informativos
para parsimonia fueron 183. El arbol de consenso regla de la mayorfa de 100 4rboles

igualmente parsimoniosos (longitud= 594; indice de .consistencia= 0.58; indice de

retencion= 0.89) que se muestra en el Anexo (Fig. E) recuperd cinco clados. En este.

arbol el clado B. peregrinaltaxa altiplanicos incluye un nuevo representante, B. oligoza
(100%), para el cual no se dispone de secuencias para los loci 16S e ITS1. El andlisis
recupera también el clado B. glabrata més especies africanas (100%). El resto de las
especies neotropicales conforma tres clados bien soportados, pero no resueltos. Al igual
que en el andlisis 168 e ITS1, no se resuelve la posicion de la especie B. helophila, la
cual forma una rama independiente del resto de las especies. El andlisis ML ITS2 (TvM

+@G; -Ln L= 3877.094) produjo un arbol presentado en el Anexo (fig. F).
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Andlisis combinado

El an4lisis que combind los tres grupos .dc datos para las cuales los tres loci estaban
disponibles (Tabla 1) incluyd 1479 caracteres, de los cuales 469 resultaron informativos
para parsimonia. El resultado de la prueba de homogeneidad de particiones ILD fue de
0.01 para todas las combinaciones de datos realizadas (16S e-ITS1, 16S e ITS2, ITS1 €
ITS2, 168, ITS1 e ITS2). Este valor de probabilidad no permite combinar los datos de
acuerdo a la prueba de hipdtesis, pero de acuerdo a Cunningham (1997), un Vaior de P
mayor o igual a 0.001, mejora o no reduce la sefial filogenética. Considerando este
criterio, v la mayor resolucién entregada por el éarbol c‘ombinado, en este trabajo
construimos filogenias combinando las tres particiones en una misma matriz de datos.
Esta estrategia, ademas, es consistente con la aproximacion Evidencia Total (Kluge,
1989). El arbo! de consenso de mayoria (no mostrado) de 100 érboles igualmente
parsimoniosos (longitud= 1269; indice de consistencia= 0.59; indice de retencién= 0.92)

recuperd dos clados. El primero, més diverso, incluye dos subclados con divisiones
internas menores: un subclado fue conformado por ;species de México y Caribe (5.
obstructa, B. temascalensis, B. sp. Cuba2, B. sp. Puerto Rico), que son el grupo
hermano de un conglomerado de especies mayoritariamente sudamericanas, las cuales
forman cuatro clados menores (B. tenagophila/B. occidentalis; B. sp. Cubal/B. prona;
B. sp. Bolivia/B. amazonica; B. straminea, B. intermedia y B. kuhniana). En este
anélisis B. kelophila aparece siendo el grupo hermano de estas especies con un soporte
bootstrap significativo (75%). El segundo subclado recuperé a B. glabrata como el
grupo hermano de las especies africanas (100% bootstrap), las cuales se subdividen en

dos clados hermanos menores, uno conformado por B. smithi, grupo hermano de B.

alexandrina, B. choanomphala y B. sudanica; y otro por B. camerunensis, B. pfeifferi y
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B. stanleyi. El segundo subclado principal fue conformado por B. peregrina 'y las
poblaciones altiplénicas de Biomphalaria, confirmando los hallazgos obtenidos en los
andlisis separados. Al interior de este clado, s6lo los e.specimenes de B. peregrina y los
muestreados en el Salar de Carcote y Salar de Ascotan forman grupos monofilético (77
y 95 y 92% bootstrap, respectivamente). En este anélisis, al igual como acontecié en los
analisis separados, B. schrammi se posiciona fuera de Biomphalaria. El anélisis
combinado realizado con la matriz de 90 secuencias entregd valores de soporte de nodos
similares a los obtenidos en el analisis combinado de 67 secuencias. La topologia
obtenida en este andlisis es practicamente la misma, con la excepcién de los nuevos taxa
incorporados a la matriz de datos (Fig. 2.2). El andlisis confirma la posicién de B.
oligoza al interior del clado junto a B. peregrina y los taxa altipldnicos recuperado en el
analisis ITS2, aunque formando un grupo monofilético con B. peregrina, y de B.
andecola formando un grupo monofilético con B. prona, y este clado siendo el grupo
hermano de la especie B. edisoni. Al interior del clado africano se confirma la posicién
de B. angulosa recuperada en el anélisis 16S ¢ 1TS1. El anélisis ML con 90 secuencias
recuperd dos 4rboles que difieren sélo en la posicidn que intercambian dos secuencias
de la localidad altiplénica de Isluga. La topologia de estos arboles, aunque similar a los
obtenidos por MP, difieren de este anélisis en que B. helophila y las especies de USA,
Meéxico y Caribe aparecen como grupos hermanos consecutivos del resto de las especies
neotropicales y africanas de Biomphalaria (Fig. 2.3). Al interior del clado B.
peregrinalB. oligozaftaxa altiplanicos, B. oligoza aparece como el grupo hermano de B.
peregrina 'y se recuperan los grupos que incluyen la secuencias de las cuencas de Lauca

y Salar de Huasco, Salar de Carcote y Salar de Ascotén. El anélisis realizado mediante

IB con 90 secuencias entregd un arbol de consenso similar al analisis ML. En este arbol
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las especies de USA, México y Caribe aparecen como el grupo hermano del resto de las
especies, y se recuperaron los mismos dos clados principales inferidos en el andlisis de

MP y ML (Fig. 2.4).

Tiempos de divergencia

La divergencia entre los dos clados principales recuperados en el présente
estudio fue estimada en 6.23 Ma. Los tiempos de divergencia entre linajes basales al
interior del clado de mayor diversidad fueron estimados en el Plio;;eno. La divergencia
entre B. glabrata y las especies africanas fue estimada haber ocurrido cerca de 2.6 Ma,
concordando con estimaciones previas (Woodruff y Mulvey, 1997; Campbell et al.,
2000; Delong et al., 2001). DeJong et al. (2001) estimaron que la divergencia entre 5.
glabrata y las especies africanas ocurrid aproximadamente entre 2.9 y 4.0 Ma. La

divergencia al interior del nuevo clado neotropical fue trazada hasta el Pleistoceno

medio y tardio (fig. 2.5).
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Discusion

Un nuevo clado neotropical en Biomphalaria

El andlisis molecular realizado en el presente estudio revela que el género
Biomphalaria esti dividido filogenéticamente en dos clados principales, uno que
incluye la mayoria de las especies neotropicales y todas las africanas, con B. helophila
como grupo hermano, y un nuevo clado exclusivamente neotropical compuesto por 5.
peregrina, B. oligoza y los taxa altipldnicos. El respaldo para este grupo monofilético
fue de 100% de soporte bootstrap bajo MP en los tres andlisis realizados por separado-
(ITS1, ITS2 y 168) y en los andlisis combinados. Los andlisis ML e IB también
recuperaron esta agrupacion, y en este (ltimo caso con una probabilidad posterior de
1.0. El tamafio més corto de los fragmentos ITS1 obtenidos por DeJong et al. (2001) en
B. peregrina comparado a otras especies del género, probablemente indicativos de
eventos de delecion para estos autores, también fueron encontrados en las secuencias
amplificadas en las poblaciones altiplanicas, sugiriendo una relacion de ancestria comin
entre ambos grupos. Como consecuencia de este importante hallazgo, ahora se debe
considerar a B. peregrina més estrechamente relacionado a las poblaciones/especies
altiplénicas de Biomphalaria y no como el grupo hermano de todas las especies del
genero, como habia sido previamente hipotetizado (DeJong et al., 2001).

Bandoni et al. (1995) utilizando alozimas hipotetizaron que la especie neotropical
B. glabrata es el grupo hermano de las especies africanas de Biomphalaria.
Posteriormente Campbell et al. (2000) y Delong et al. (2001) utilizando secuencias de
DNA corroboraron esta importante inferencia filogenética considerando que B. glabrata
es uno de los més importantes hospederos intermediarios de S. mansoni en el mundo v,

de hecho, todas las especies africanas son susceptibles al parasito. Si bien el anélisis MP
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16S no soporta esta hipdtesis de relacion de grupos hermanos, fue apoyada por el
andlisis MP ITS1 (98% bootstrap). El analisis MP ITS2 recuper6 también a B. glabrata
formando un grupo monofilético con las especies a'ﬁ-icanas, aunque siendo 'el grupo
hermano de un subset de estas especies (B. alexandrina, B. choanomphala, B. snfzithi, B.
sudanica), aunque con bajo soporte bootstrap (54%).WEI analisis combinado MP con las
dos matrices de datos recupera a B. glabrata como el grupo hermano de las especies
africanas (100% bootstrap), relacién también recuperada en el analisis ML combinado e
inferencia bayesiana (iombinado (1 .00_ de p.p).

Delong et al. (2001) recuperaron ademds un clado rico en especies neotropicales y
otro clado que denominaron “el complejo de especies ;iel Nilo”, compuesto por especies
africanas principalmente distribuidas en los cuerpos de agua aledafios a este sistema.
Estos dos grupos monofiléticos fueron recuperados en el presente estudio, concordando
con este estudio previo. Sin embargo, en o;tros aspectos de la filogenia ambos estudios
no son concordantes. Por ejemplo, en niveles basales del drbol el estudio de DeJong et
al. (2001) resultd controversial. Su hipdtesis filogenética escogida, uno de 234 4rboles
igualmente parsimoniosos, topoldgicamente congruente con el arbol ML, recuperd a B.
peregrina como el grupo hermano del resto de las especies del género, aunque su
posicion sistemdtica no fue consistente a través de todos los andlisis ya que
intercambiaba posiciones con B. helophila. La inclusion en el presente estudio de 17
poblaciones altiplanicas, analizadas en conjunto con secuencias de especies
neotropicales y africanas, permitio obte;ner un nuevo cuadro conceptual de la filogenia
del género. La inclusion de B. peregrina en el nue‘vo clado neotropical permitié que la

posicién de B. helophila se haya estabilizado en la filogenia como grupo hermano del

clado de mayor diversidad con un soporte bootstrap significativo de acuerdo al analisis
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MP (70%). Esta hipdtesis de relaciones no fue recuperada, sin embargo, en la inferencia
bayesiana ni en ¢l anélisis ML ya que en ambos casos se infiere el nuevo clado
neotropical, pero un subclado compuesto por espec.ies de México y Caribe.aparece
ahora como grupo hermano del resto de las especies (excluyendo a B. schrammi).
DeJong et al. (2001) recuperaron también a B. prona 'y B. an_decola formando un grupo
monofilético con alto soporte boofstrap, apareciendo como su grupo hermano el taxén
B. sp. Cubal. La inclusién de B. edisoni realizada en el presente estudio permite un
nuevo reposicionamiento de taxa en la filogenia de Biomphalaria, ya que esta especie se
incluye en el clado con alto soporte bootstrap como grupo hermano de las especies B.
prona 'y B. andecola. Basado en evidencia morfologica Paraense (1988) propuso el
complejo B. straminea para incluir esta especie, B. kuhniana y B. intermedia. En el
presente estudio se recuperd consistentemente este grupo monofilético, concordando
con la evidencia morfologica. Como grupo hermano de este clado aparece B.
amazonica, concordando con los hallazgos de estudios filogenéticos previos (Vidigal et
al.,, 2000a; DelJong et al,, 2001; Pontier et al., 2002). El clado formado por B.
tenagophila y B. occidentalis fue recuperado con altos valores de soporte én todos los
andlisis realizados en el presente estudio. Estos resultados concuerdan con anélisis
filogenéticos previos (Woodruff y Mulvey, 1997; Vidigal et al., 2000; Dciong et al.,
2001) y con caracteres morfoldgicos descritos por Paraense (1981; 1984) que muestran
una estrecha relacion entre ambas especiesi. De hecho, considerando este tipo de
caracteres y perfiles de RFLP, Spatz et al. (1999) propusieron agrupar ambas especies
mds la subespecie B. fenagophila guabensis en el complejo B. tenagophila. Otro grupo
de especies estrechamente relacionadas recuperado en el andlisis 1TS2 fue el

conformado por B. peregrina y B. oligoza, corroborando los hallazgos previos
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informados por Vidigal et al. (2000a) utilizando este mismo ‘locus y por Spatz et al.

(2000) que consideraron perfiles de RFLP.

Origen de Biomphalaria

Dos hipétesis alternativas acerca del origen de Biomphalaria pueden ser
encontradas en la literatura. Una de ellas postula que Biomphalaria tiene un origen
Gondwanico, lo que explicarfa la presencia de estos caracoles en Africa y en el
Neotrdpico (Pilsbry, 1911; Davis 1980, 1992). Més recientemente Woodruff y Mulvey
(1997) utilizando alozimas sugirieron que Biomphalaria se origind en Sudamérica y la
presencia de estos caracoles en Africa corresponde a un evento de dispersion pasiva
ocurrida no mas de 5 millones de afios atrdas. Mas recientemente, analisis moleculares
basados en secuencias de DNA (Campbell et al., 2000; DeJong et al., 2001) han
confirmado que esta propuesta constituye la hipétesis méas aceptable sobre el origen de
Biomphalaria, 1o cual fue corroborado por el presente estudio. Considerando lineas de
evidencia independientes que soportan estos hallazgos, tales como el registro fdsil,
algunos autores incluso han llegado a suponer que Biomphalaria tenga un origen
Norteamericano (Delong et al., 2001; Morgan et al., 2002). Morgan et al. (2002)
basaron su propuesta en un andlisis filogenético que incluyé varios géneros de
Planorbidae, incluyendo los géneros norteamericanos Helisoma (Wetherby, 1879) v
Pecosorbis Taylor, 1985, los cuales aparecieron en una “posicién basal” respecto a
Biomphalaria. La sugerencia de Morgan et al. (2002) ciertamente es una posibilidad,
pero el género Helisoma también tiene representantes en Sudamérica (Paraense,
2003a,b; Vidigal et al., 2000a) y la escases del registro fosil en esta 4rea puede ser un

simple artefacto de muestreo, haciendo esta conclusién prematura. El hecho de que el
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género Helisoma sea mas diverso en Norteamérica y esté poco representado en

Sudameérica (DeJong et al., 2001) tampoco es conclusivo, .

Filogenia de Biomphalaria y su relacion con S. mansoni

Las tres especies neotropicales infectadas naturalmente con S. mansoni, B.
glabrata, B. tenagophila 'y B. straminea (Lutz, 1916, 1“9‘1 8, 1934) ;;ertenecen a distintos
clados. Lo mismo acontece para la cuatro especies que han sido infectadas‘#
experimentalmente con el pardsito, B. amazdnica, B. helophila (bajo Tropicorbis
albicans), B. havanensis y B. peregrina (Richards, 1963; Corréa y Paraense 1971;
Michelson, 1976; Paraense y Corréa, 1973; 1585), las cuales se consideran potenciales
hospederos de S. mansoni. Otras especies del génerc; tales como B. occ;'dentalis, B,
obstructa, B. schrammi, B. orbignyi, B. kuhnianay B. tenagophila guaibensis han sido
consideradas refractarias del parasito (Floch y Fauran, 1954; Paraense et al,, 1964;
Paraense 1975; Paraense y Corréa, 1982, 1987; Sullivan y Hu, 1996) o no existe
informaci6n al respecto. Esto indica que los eventos de cladogénesis—en este grupo de
especies neotropicales no estdn relacionados con la evolucién del parésito sino que la
ocurrencia de este se debe a eventos de adquisicion independientes. Lo anterior no serfa
efectivo para B. glabrata y las especies africanas, considerando que B. glab}‘atc;.es uno
de los hospederos intermediarios mds importantes del gr;po y todasrﬁ las especies

africanas son vectores, una consecuencia de la herencia filogenética ocurrida en este

clado.

Implicancias taxondmicas
Los andlisis filogenéticos moleculares muestran que-la sinonimia de las especies

nominales descritas para el Altiplano chileno, es decir, B. thermali y B. costata con B,
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andecola y B. peregrina, respectivamente, no es apropiada. Para el caso B. thermali/B.
andecola s6lo podemos remitirnos al analisis filogenético realizado con la region ITS2,
que es la regién para la cual se dispone de una -secuencia de B. andecola para
comparacion (Delong et al., 2001), ademds del anélisis combinado con la matriz de 90
secuencias que incluye también a este taxén. De acuerdo al analisis filogenético
molecular, B. andecola forma parte del clado neotropical rico en especies, al interior del
cual forma un grupo monofilético con un ejemplar de la especie B. prona, cuyas
secuencias fueron obtenidas de caracoles de Venezuela {Delong et al., 2001).,Las cinco
secuencias obtenidas de especimenes del Salar de Ascotdn, localidad tipo de B. thermali
(vea Biese, 1951) forman parte del clado que agrupa a B. peregrinalB. oligoza més las
poblaciones altipldnicas de Biomphalaria. De esta manera, es claro que ambos taxa
corresponden a diferentes linajes, y pertenecen a diferentes clados. Para el caso B.
peregrina/B. costata podemos comparar secuencias considerando todos los grupos de
datos utilizados en el presente estudio. Si bien en el analisis ITS1 e ITS2 B. peregrina
conforma un clado junto a las poblaciones altiplénicas, divisién que incluye la vertiente
norte del Salar de Carcote, localidad tipo de B. costata (vea Biesg, 1951), las cinco
secuencias de esta especie nunca forma un grupo monofilético con las de B. peregring.
En el analisis MP 168, las tres secuencias de B. peregrina de La Plata obtenidas en este
estudio forman un grupo monofilético con una de las secuencias de esta especie
obtenida por DeJong et al. (2001). Mas aiin todavia, el arbol ML obtenido con el gen
16S muestra que B. costata no forma parte de B. peregrina. Asi, la evidencia molecular
no apoya la sinonimia establecida para las especies altiplanicas. Con las secuencias

utilizadas en este estudio podemos concluir muy poco acerca de la identidad de la
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especie altiplanica B. aymara debido a la escasa resolucion obtenida al'interior del clado
B. peregrinaftaxa altipldnicos.

" Aunque varios estudios filogenéticos en B.iomphalaria han incluido a, B.-
schrammi, su posicién sistemdtica al interior del género ha sido puesta en duda. En
realidad, varias lineas de evidencia sugieren que esta especie 'no pertenece a
Biomphalaria, 1o que refleja, como en muchos otros grupos de moluscos, la necesidad
de incorporar estudios filogenéticos en este tipo de problemas. Vidigal et al. (2000)
sugieren que B, schrammi es un taxén “intermedio” entre H. trivolvis y otras especies-de
Biomphalaria. De acuerdo a Delong et al. (2001) B. schrammi parece estar tan
distantemente relacionada a otras Biomphalaria como a Helisoma, pudiendo representar ..
un linaje separado o intermedio. De hecho, las secuencias 5.88 resultaron idénticas para
casi todas las species de Biomphalaria examinadas y H. trivolvis, con la excepcién de B,
schrammi, que presentd dos diferencias nucleotidicas. Por otro lado, el estudio
filogenético realizado por Morgan et al. (2002) utilizando el gen de RNA ribosomal 288
y el exén 2 de actina posiciona a B. schrammi al interior de un clado conformado por
ocho especies de Biomphalaria, lo que soporta la inclusion de esta especie en el género.
Sin embargo, este resultado puede ser producto del escaso nitmero “de especies
consideradas. El presente estudio, el mds inclusivo en términos del nimero de taxa
considerados hasta ahora en Biomphalaria; muestra que en todos los andlisis B.

schrammi forma un linaje independiente del resto de las especies del género.
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Figura 2.5. Reconstruccion de los tiempos de divergencia entre linajes de Biomphalaria
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nimeros en los nodos representan millones de afios. Se incluyd una secuencia por
poblacién/especie para generar un drbol bayesiana utilizando un reloj molecular estricto. La
escala pequefia indica 0.7 sustituciones por sitio por millon de afios. La escala mayor esta dada

en millones de afios.

Biogeografia de las poblaciones/especies altipldnicas

Todos los andlisis realizados en el presente estudio recuperaron las ﬁoblaciones
altiplénicas de Biomphalaria al interior de un nuevo clado exclusivamente neotropical.
Esto se suma a otros grupos monofiléticos previamente recuperados en el género
(Bandoni et al., 1995; Campbell et al., 2000; Vidigal et al., 2000a; DeJong et al., 2001),
permitiendo obtener un cuadro conceptual mas acabado sobre la filogenia de este

meédica y econdmicamente importante grupo de caracoles. Considerando un reloj

molecular estricto, la variacion de las secuencias 16S indica que los diferentes linajes
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altipldnicos de Biomphalaria evolucionaron a fines del Cuaternario, durante el
Pleistoceno medio. Calibraciones del tiempo evolutivo utilizando secuencias del gen
citocromo b determinadas en taxa codistribuidos COH“]O los peces del género Orestias
Valenciennes, 1839 fueron estimados en cerca de 370.000 a 600.000 afios atrds (Liissen
et al, 2003), concordando con las estimaciones realizadas aqui. Aparte de estos
hallazgos y del reconocimiento de las especies nominales altiplanicas B. thermali y B.
costata como integrantes del nuevo clado neotropical, la escasa resolucién obtenida
internamente no permite establecer conclusiones sobre los patroynes que influyeron en la
actual distribucion geografica de las poblaciones en el drea. Para clarificar las relxz-iciones
al interior de este nuevo grupo monofilético se requiere investigar loci de evolucién mas
rapida, tales como secuencias del gen mitocondrial citocro;no ¢ oxidasa subunidad 1
(COI), las cuales probaron ser altamente Tesolutivas en un estudio que considerd taxa
africanos pertenccientes a un complejo de especies estrechamente relacionadas de

Biomphalaria del rio Nilo de reciente divergencia (Jergensen et al., 2007).
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Abstract
The landscape of the Neotropical southern Andean Altiplano is characterized b); a
succession of closed basins originated from the Miocene to the Holocene. In this region,
the number of species and phylogenetic relationships among freshwater snail-s of the
genus Biomphalaria are uncertain. Here we obtained sequences of the mitochondrial
gene cytochrome oxidase subunit I from 17 Altiplano popula.ttions, including topoty;iés
of three nominal species, which were analyzed together with published sequences of the
genus using different methods of phylogenetic reconstruction and a species of Helisoma
as outgroup. The Altiplano populations conform a monophyletic group whose sister
group is the Neotropical species B. peregrina. Within this clade we recovered four main
lineages well supported and congruent with geographical distributions. One clade
includes topotypes restricted exclusively to the Ascotan basin, the type locality of the
nominal species B. thermali. A second clade includes sequences that correspond to
topotypes restricted to the Isluga and Carcote basins, the type localities of the nominal
species B. gymara and B. costata, respectively. Two monophyletic groups clustered
snails restricted to several aquatic systems within the Caquena and Lauca basins, which
may represent candidate species. The branching pattern of the sequences suggests that
in the diversification of these snails, events of vicariance inferred in the PICiSt.OCEI;G

have predominated over dispersal phenomena.
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1. Introduction

The freshwater lunged snails of the genus Biomphalaria Preston, 1910 are
restricted to tropical and su‘bt'ropical areas of A[;nerica, Africa and the Middle East
(Malek, 1985; Campbell et al., 2000; DeJong et al., 2001). At present, 30-35 species of
the genus are considered valid species (DeJon;g e.t al.,, 2001 ; Estrada et al., 2006;
Jergensen et al., 2007), although its taxonomy is opén to modi"ﬁca'gioné, mainly by the
description of new species.

The Neotropical southern Andean Altiplano, located in the Andean Western
Cordillera, is a region whose landscape is characterized by a large number of closed
basins originated as consequence of a high tectonic, sedimentary and volcanic activity
occurred from the Miocene to the Holocene, in addition to complex climatic events
(Fornari et al., 2001; Risacher et al., 2003; Strecker, 2007). In fact, it has been reported
that the region has suffered the activity of more than 170 Upper Miocene and Plio-
Pleistocene volcanoes (Wémer et al., 2000) and the development of a succession of
several paleolakes (Clapperton 1993; Fornari et al,, 2001; Placzek et al., 2006). At
present, the basins constitute restricted environments generally delineated by volcano
chains reaching 4000-6500 m iﬁ elevation (Risacher et al., 2003) and whose central
depression is occupied by numerous hydrological systems, including rivers, springs,
lakes, lagoons, streams, swamps and salars. Its isolation, climatic effects and the
composition of deposits of the drainage area have influenced the characteristics of
water quality in relation to the range of temperature, content and concentration of salts,
dissolved oxygen and ionic composition (Dorador et al., 2003; Risacher et al., 2003;
Marquez et al., 2010). The climate of southern Altiplano is cool and semi-arid to arid

and its geological and ecological features provide an interesting scenario to study the
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diversification of the species and populations of the aquatic organisms that live there.
Despite its great apparent aridity, this area does receive water, mostly from the so-
called “Bolivian winter”, which produces rain and'sm‘)wstorms from Dpcember to
March. This precipitation amounts to between 50 and 200 mm a]lgng the sout.h—north
axis (Hurlbert and Chang 1984; Chong, 1988). Although this.climatic phe'nomenon
does not reach the lower altitudes of the desert, precipitati'on' from the high mountains
reaches the drainage system from runoff and sgbterranean filtration (Keller and Soto,
1998). Additionally, according to investigations carried out in some aquatic systems of
the region, the geology and climate have led to surface waters that contain a ;/f:;y high
saline load (Vila, 1975; Muhlhauser et al., 1995; Dorador et al., 2003), which could
limit the type and distribution range of the bi.ota (e.g. Keller and Soto, 1998). Several
species of invertebrates and vertebrates are found in these systc;ms; although the fish _
fauna, composed principally of the endemic killifish of the genus Orestia.;
Valenciennes, 1839 is the most studied group (Parenti, 1984; Pinto and Vila, 1987,
Northcote, 2000; Lussen et al., 2003). Concerning zoogeographic patterns, the current
latitudinal distribution of these cyprincdontiforms in the“ southern Altiplano is
hypothesized to be a consequence of the fragmentation of populations during the
Pleistocene after the large lakes Ballivian and Minchin dried up (Vila, 2006).

In some aquatic systems of the southern Altiplano is possible to find
populations of Biomphalaria, The number of valid species of this group is uncertain.
The species Biomphalaria thermala (Biese, 1951), Biomphalaria costata (Biese, 1951)
and Biomphalaria aymara Valdovinos and Stuardo, 1991 hz;vc been described in the

region (Sielfeld, 2001; Valdovinos 1999, 2006), although some authors do not agree

with this classification. Malek (1985), for example, argued that B. thermala is only a
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population of Biomphalaria. andecola (Orbigny, 1835), which also inhabits Peri and
Bolivia, while according to Paraense (1966), B. costata corresponds to Biomphalaria
peregrina (Orbigny, 1835), a widespread -species in South America (Paraense, 1966).
In a recent phylogenetic analysis of the genus Biomphalaria, the Altiplano poprlllations
were recovered in a strongly supported clade together. B. oligoza (Orbigny, 1835) and’
B. peregrina (Collado and Méndez, 2010); but the. in.temal resolution of the
relationships was poor.

Although in the southern Altiplano several geological studies have been carried
out (Charrier, 1997; Wormer et al., 2000; Coutand et al., 2001; Carrapa et al., 2006;
Strecker, 2007), a comprehensive framework bf the geological events concerning the
chronology of the origin of the basins is far from being completed, The species of
Biomphalaria are hermaphroditic snails with direct development and limited vagility,
and thus constitute a suitable model to test biogeographic hypotheses concerning
geographic isolation in isolated habitats, or alternatively passive dispersal phenomena.
In this study we obtained DNA sequences of the mitochondrial gene cytochrome
oxidase subunit I (COI) from 17 Altiplano populations of Biomphalaria to test the
hypothesis that the phylogenetic structure of these snails is congruent. with the
geographic splitting of the region. To obtain a Tobust phylogeny of the group, we
analyzed mtDNA sequences of Altiplano populations, including topotypes of the three
nominal species, together with published sequences of species of the genus from other
geographic regions available in GenBank (see below). Under a vicariance hypothesis,
we expect to find Altiplano lineages restricted to the basins where the snails were

sampled. The alternative hypothesis is a shallow phylogeny.
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2. Materials and methods
2.1, Sample collection

Individuals of B;:omphalarz'a were collected from 17 localities belonging to six
different closed hydrological basins of the southern Andean Altiplano (Table 3.1; Fig.
3.1), a geographic area located between 17° and 22° S latitude that forms part of the
South American biogeographic province of the Puna (Morrone, 2004). Some localities
are isolated by terrestrial barriers, and are all above 3500 m altitude. The Caquena basin
includes five collection sites: Umaqui, Vioco, Colpa, Caquena and Visviri. The Lauca
basin includes eight collection sites: Parinacota, Chuviri, Piacota, Cotacotani, Lauca
River (sample 1), Lauca River (sample 2 “Lauca Sur”), Chibatambo and Lago
Chungard. The Isluga basin contains a homonymous town, river and swamp that
correspond to the type locality of B. aymara. We obtained snails from the swamp. The
Salar de Huasco basin includes one collection site in a spring of the salar. The fifth
basin was Salar de Carcote, which includes one collection site in the spring of the salar
that corresponds to the type locality of B. costata (see Biese, 1951). The sixth basin was
Salar de Ascotdn, type locality of B. thermali. Two collection sites from this salar were

included,

2.2.  DNA sequencing and phylogenetic analyses

Genomic DNA was extracted from snails preserved in absolute ethanol using the
CTAB method (Winnepennickx et al., 1993). The COI region corresponding to the
mitochondrial gene cytochrome oxidase 1 (COI) was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) in 2-17 specimens per basin (Table 1) using the primers HCO2198 (5'-

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3") and LCO14%0 (5°-
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GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") developed by Folmer et al. (1994).
Amplified products were sequenced by the Macrogen Company. These sequences were
edited and aligned by visual inspection using the program BioEdit (Hall, 1999).
Percentages of sequence divergence were calculated using the program mGA 4
(Tamura et al., 2007). Phylogenetic relationships were examined usi;ig the methods of
Maximum Parsimony (MP), Maximum Likelihood (ML; ant;f Bayesian inference (B'I);'
the first two of these were performed using the progra£n PAUP* (Swofford, 2003). The
MP analyses used a heuristic search with the TBR (tree bisection dnd reconnection)
branch swapping algorithm, with thé addition of random seqﬁences. Character states
were treated as unordered, assuming equal weight. The statistical confidence of the
nodes was evaluated using 1000 bootstrap pseudorep]icatés (Felsenstein, 1985). For the
ML analyses we selected the best evolutionary model under the Akaike Information
Criterion (AIC) using the program jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008). The phylogenies
have been estimated by Bayesian inference with MrBayes v. 3.1.2 For the Bayesian
analyses we used MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) with the best model
of sequence evolution obtained with jModelTest under the Bayesian Information
Criterion (BIC). The COI ingroup included 64~ sequences: 48 from Neotropical
Altiplano populations, eight from non Altiplano Neotropical species and eight from
Africa (Table 2). For the phylogenetic analyses the outgroup utilized was Helisoma
trivolvis (Say, 1817) based on previous phylogenetic analyses (Bandoni et al., 1995;
Delong et al., 2001; Morgan et al., 2002) [GenBank access number COI, AY227371,

sample from Canada (Remigio and Herbert, 2003)].
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Table 3.1. Geographic position of Altipiano localities sampled and number of sequences

obtained in the present study. NSB: number of sequences by basin.

Population Hydrological N® COI Latitude (S) Longitude (W)  Altitude (m)
system sequences .

Caguena basin .
Visviri Swamp 3 17°35746" 69°28°32" 4078
Umagqui Swamp 3 17°44* 12" 69°23'26"° 4132
Vioco Swamp 3 18°02°30™ 69°16"45" 4383
Colpa Stream-swamp 1 18°03°29" 69°13'52" 4384
Caquena River-swamp 3 18°03'33™ 69°12°16™ 4398
NSB 13

Lauca basin
Parinacota Stream-swamp 3 18°12°51> 69°18°05°" 4399
Chuviri Swamp 3 18°10°09" 69°20°05" 4374
Piacota Lageon 3 18°12702™ 69°16'04 4427
Cotacotani Lake 2 18°12721" 65°13'50™ 4525
Lauca River | River 1 18°11°39** 69°16°25"" 4395
Lauca River 2 River 1 18°22°37" 69°20°49" 4232
Chibatambo Stream-swamp I 18°22°37 69°20°49"" 4232
Chungard Lake 3 18°13°56"" 69°10°52™ 4583
NSB 17

Isfuga basin
Isluga River-swarmp 19°15°10" 68°42° 15" 3776

NSB

Huasco basin
Salar de Huasco Spring 2 20°15°33" 68°52°24 3805

NSB 2

Carcote basin
Salar de Carcote  Spring 7 21°1804" 68°1921" 3688

NSB 7

Ascotdn basin
Salar de Ascotan  Spring 2(V2) 5 21°29°07"" 68°15'21 3716

Spring 6 (V6) 3 21°29°53” 68°15°26”" 3716
NSB 8

Divergence times

Divergence times among Biomphalaria lineages were estimated using the BEAST
program, which employs a bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algorithm
(Drummeond et al., 2007), using a COI substitution rate of 2-4% My (see Campbell et

al, 2000). The bayesian tree included one sequence by population/species of
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Biomphalaria analyzed under a strict molecular clock and the COL model of evolution

obtained in JModelTest.

2.3.  Biogeography
In order to examine the diversification pattern of populations of Biomphalaria
from the southern Altiplano, the localities were coded according to their basins and
mapped onto a phylogenetic hypothesis in the software Mesquite 2.6 (Maddison and

Maddison, 2010).
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Figure 3.1. Sampling localities of Biomphalaria populations within the closed basins in the

southern Andean Altiplano.
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Table 3.2. Geographic origin of Biomphalaria samples studied, GenBank accession numbers

and sources of the sequences of the mtDNA COI gene utilized in the present study.

Species/Population Accession n® Location Source
B. alexandrina (Ehrenberg, 1831) DQ034825 Egypt Jorgensen et al. (2007)
B. angulosa DQOR4826 Ruaha River, Tanzania Jorgensen et al. (2007)
B. camerunensis (Boettger, 1941} DQO084827 Lake Bakassi, Camerocn Jorgensgn et al. (2007)
B. choanomphala (Martens, 1879)  DQ084828 Lake Victoria, Uganda Jorgensen et al. (2007)
B. glabrata (Say, 1318) DQO084824 Puerto Rico Jorgensen et al. (2007)
B. occidentalis Paraense, 1981 AF199090 Brazil Martin and Rollinson,
i unpublished
B. pfeifferi (Krauss, 1848) AF199105 Madagascar .Martin and Rollinson,
unpublished
. . : Standley et al,
B. peregrina (Orbigny,1835) GU16_8593 Mendoza, Argentina unpublished
La Plata, Argentina Present study
B. smithi Preston, 1910 DQ084836 Lake Edward, Uganda Jorgensen et al. (2007)
B. stanleyi (Smith, 1888) DQ084837 Lake Albert, Uganda Jorgensen et al. (2007)
B, straminea (Dunker, 1848) AF199084 Brazil . Martin and Rollinson,
unpublished
B. sudanica (Martens, 1873) DQO084838 Lake Albert, Uganda Jorgensen et al. (2007}
B, tenagophila (Orbigny,1835) AF19908% Brazil Martin and Rollinson,

B. sp. Visviri

AB. sp. Vioco

B. sp. Caquena
B. sp. Colpa

B. sp. Umaqui

B. sp. Piacota

B. sp. Cotacotani
B. sp. Parinacota
B. sp. Chungara
B. sp. Chuviri

B. sp. Huasco

B. sp. Lauca Sur
B. sp. Chibatambo
B. sp. Lauca

B. sp. Isluga

B. sp. Carcote

B. sp. Ascotan

GU168060-GU168062
GU168063-GU168065
GU168066-GU168068
GU168069

GU168070-GU168072
GU168073-GU 168075
GU168076-GU 168077
GU168078-GU168080
GU168081-GU168083
GU 168084

GU168085-GU 168086
GU168087

GU168088

GU 168089

GU168090-GU168092
GU168093-GU168099
GU168100-GU168107

Altiplano, Chile
Altiplano, Chile
Altiplano, Chile
f
Altiplano, Chile
i
Altiplano, Chile
Altiplano, Chile
Altiplano, Chile
Altiplane, Chile
Altiplano, Chile
Altiplano, Chile
Altiplano, Chile
Altiplano, Chile

Altiplano, Chile
Altiplano, Chile

unpublished

Present study
Present study
Present study

Present study

Present study
Present study
Present study
Present study -
Present study
Present study
Present study
Present study

Present study
Present study
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3. Results E

| |

The amplification of the COI gene produced a fragment of 663 nucleotides for
the specimens of the southern Altiplano, \;vhich was reflected in the final length of th;
alignments. The nucleotide composition considering all the. sequences was 25.8% A,
14.0% C, 41.7% T and 18.4% G. The number of informative characters for parsimony
was 108. The COI MP analyses produced 48 equally 'pe‘;rsimonious trees (length= 266;
consistency index = (0.55; retention ‘index = 0.88). All these trees recovered the
Altiplano populations as a monophyletic group within%iBz’omphalaria. (84% bootstrap
support), with B. peregrina as sister group (100%) (see tfle consensus tree, fig. 3.2). The
analyses also inferred the Neotropical species B. glabrata as sister group of all the
African species (83%) and B. tenagophila as sister group of B. occidentalis (69%). The
COI ML analyses (GTR + G; -Ln L= 2691.591) produced three trees with minimum
" differences in the topologies, one of them is show in Fiugure 3. The Bayesian analyses
produced a consensus tree (not show) with the same topology in basal and terminal
nodes compared to the ML analyses. As in MP, the last two methods recovered the
Altiplano populations as a particular lineage within Biomphalaria (1.00 posterior
probability (p.p.) under BI). Within the Altiplano clade, four lineages were identified for
all three methods utilized in the present study to reconstruct phylogenies. One clade is
composed of the populations of the Caquena basin (97%%bootstrap under MP/ 1.00 p.p:
under BI); a second clade by the populations sampled ‘%from the Lauca and Salar de
Huasco basin (86% /1.00 p.p.); and a third by the pOpuiafions sampled from Isluga and
Salar de Carcote E?asin (95%/1.00 p.p.). The fourth lineage was formed by the

population from the Salar de Ascotdn (99%/1.00 p.p.).
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The mean genetic divergence among all Biomphalaria taxa was 4.7% using the
two-parameter model (K2P) of Kimura (1980). The minimum genetic divergence
observed was 2.8% between the Neotropica! B peregrina and Altiplano taxa,
corroborating its close phylogenetic relationship. The highest distance occurs lbetween
this last group and the African taxa (Table 3.3). The COI distances among Altiplano
populations and B. peregrina is given in Table 4. The div.ergence times between B.
peregrina and Altiplano taxa was estimated around 1.01 to 0.47 My. All the divergence

times among the Altiplano lineages were estimated in the Pleistocene (Fig. 3.3).

Table 3.3. Percent of mean genetic sequence divergence (K2P) among groups of taxa from COIl

data.
. . Neotropical species
B. glabrata  African species . .
Non Altiplano B. peregrina

B. glabrata
African species 6.4
Neotropical species 8.0 8.6
(non Altiplano)
B, peregrina 5.9 10.4 9.9
Altiplano taxa T 106 1. 103 2.8
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Table 3.4. Percent of divergence between pairs of sequences of mtDNA COI- from Altiplano

populations using K2P. (Only one sequence per population was selected).

Taxa/Population i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 if 12 13 14 15 16 17

1. B. peregrina

2. Visvir 23

3. Umaqui 25 00

4. Colpa 25 00 00

3. Vioco 25 006 00 00

6. Caquena 25 00 00 00 00

7. Parinacota 33 20 20 20 20 20

8. Piacota 3.6 23 23 23 23 23 03

9. Chengard 36 23 23 23 23 23 03 03

10. Chibatambo 3.3 20 20 20 20 20 00 03 03
11. Cotacotani 36 23 23 23 23 23 03 00 03 03

12. Chuviri 33 20 20 20 20 20 00 03 03 00 03

13. Lauca 3.4 22 22 22 22 22 02 05 05 02 05 02

14. Lauca Sur 3.3 2.0 20 20 20 20 00 03 03 00 03 00 0.2

15. Huasco 33 20 20 20 20 20 00 03 03 00 03 00 02 00 -

16.Ishiga 33 20 20 20 20 20 18 22 22 18 22 18 20_18 1i8

17. Carcote 29 17 1.7 17 17 1.7 1.5 18 18 15 18 15 17 15 15 08

18. Ascotdn 29 26 26 26 26 26 28 3.1 28 28 31 28 29 28 28 29 26
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4. Discussion

4.1. Molecular analyses

In this paper we used molecular phylogenetlc ‘analyses to examine relatlonshlps
and deal with the taxonomic status of a poorly defined group of populatlons of
Biomphalaria from the Neotropical southern Altiplano, and test blogeographic'
hypothesis regarding its diversification pattern. The COI molecular analyses retrieved
Altiplano populations in a well supported clade, with the neotropical species B,
peregring as its sister group. The Altiplano populations are not closely related to
African taxa according to the phylogenies obtained, which is consistent with the -
geographic separation of these groups of species and the molecular phylogenies that
shows a sister group relationships between these species and the Neotropical B.
glabrata (Campbell et al., 2000; DeJong et al., 2001).

The COI percentage sequence divergence among lineages within the Altiplano
clade (0.2-3.1%, Table 4) show similar values relative to the nucleotide variation within,

the Nilotic species complex (1.1-3.0%), a clade of closely related species of
Biomphalaria from Africa, which was identified in the‘imolecular analyses carried out
by DeJong et al. (2001) and whose phylogenetic relatlonshtps were further studied by
Jorgensen et al. (2007). The COI genetic distances between rion-Altiplano Neotropical
species ranged from 5.7% to 10.9%; values that are greater than the pairwise distances
found between Altiplano species and between African species, indicating that these.
Neotropical taxa are more ancient as suggested. by the nHucIeotide polymorphism. Thus,
considering the phylogenetic structure and the range of nucleotide divergence found in
the Altiplano clade, we may define this monophyletic group as the “Southern Altiplano

species complex™ of Biomphalaria. b
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4.2. Taxonomic implications

Besides the monophyly of Altiplano populations recovered in the present study,
the COI sequences revealed the existence of four main lineages within this
mo.nophyletic group (clades 1-4; Fig. 3.2 and 3.3). Clade 1 contains the snails from the
five collection sites sampled within the Caquena basin, a drainage located in the
northern part .of the study area. Clade 2 includes snails restricted to eight localities
within the Lauca basin, plus sequences of the snails from the Salar de Huasco basin.
The MP, ML and BI analyses suggest that these two lineages may represent candidate
species for which there are no available scientific names, and the percentage sequence
divergence support this consideration (Table 3.4). To explain the finding that snails
sampled in the Salar de Huasco, Huasco basin, appear forming a monophyletic groups
with snail from the Lauca basin, we hypothesize that this distribution pattern may be the
result of common ancestry starting from a stem population that suffered recent
vicariance, that the species has a larger distribution range and that we have not found
samples at intermediate localities between the basins, or alternatively be the product of
passive avian transport as has been demonstrated for other species of gastropods (Rees,
1965; Malone, 1965; Wesselingh et al, 1999). Clade 3 contains -seqqences that
correspond to topotypes restricted to the Isluga and Carcote basins; th;a type localities of
B. aymara and B. costata, respectively. These nominal species could not be )
differentiated phylogenetically in the present study, but Collado and Méndez (2010)
inferred that these taxa do not form a monophyletic group. According to Valdovinos
and Stuardo (1991), B. costata and B. aymara are valid species considering size, shell

morphology and the presence of a vaginal pouch in the first species; this character is not

present in the later species. Despite that the basins where these snails live are separated
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by five other basins that span near 300 km and are not interconnected, and therefore
gene flow is unlikely, additional gene sequences or morphological data are required to
further evaluate the hypothesis of one or two différent taxa. Collado and Méndez
(2010), on the other hand, suggested that B. costata is a diffel;eqt species of B.
peregrina, and the present study corroborate this. Clade 4 was fon;qed by the sequences
from the Salar de Ascotan, Ascotan basin, the type locality c;f' B. Eermala. This taxon,
distinguished on the basis of the phylogenetic analyses and genetic divergenc_:e

constitutes the most southern and divergent of all Altiplano population examined in the

present study.

4.3. Divergence times

Using a rate of evolution of the COI gene of 2%-4% per million years (My),
Campbell et al. (2000) estimated that the lineage of*African species diverged from an
ancestor similar to B, glabrata approximately 3.6-1.8 million years ago (My). Based on
this rate of evolution and a strict molecular clock we estimated this divergence between
2.81-1.00 My. All the divergence times among Altiplano populations were estimated in
the Pleistocene (0.95 to 0.26 My) (Fig. 3.3), suggesting that the isolation of some
hydrological systems could have,occurred in this period. Using mitochondrial control
region sequences of the killifish Orestias, divergence times in species of the “agassii
complex” of the southern Andean Altiplano were estimated at 0.37 to 0.88 My by
Liissen et al. (2003) and between the Middle Pleistocene and the Holocene (Scott,
2010), which is concordant with our estimates. In the Altiplano there have been
repeated episodes where extensive paleolakes have expanded and retracted, attributed to
climatic changes (Servant and Fontes 1978; Clapperton 1993; Fornari et al. 2001; Fritz

et al. 2004). Although a number of paleolakes have been described in the region, their
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ages have not always been determined. Recently, Placzek et al. (2006) recognized six
lacustrine phases, from the Coipasa formation -(13.000-11.000 years BP) to the Quki
formation (120.000-98.000 years). These datings, togéther with that of the oldest dated
Altiplano lake [Lake Escara, 191.000 years (Fornari et al., 2001)] suggest onssib]e
vicariance events as a product of the expansions and regressions .of these paleolakes for
populations found in the Lauca basin as suggested by ‘the percentage sequence
divergence. The estimated divergence times among the snail populations of the Salar de .
Carcote and Salar de Ascotdn, and between these populations and those belonging tc;
other lineages predate any of the known dated lacustrine cycles, but all of them are
situated within the Pleistocene, a period where the volcanism and tectonic events
influenced and molded the landscape of the southern Altiplano and coincident with the

development of the paleolake Ballivian (Womer et al., 2000; Fornari et al., 2001;

Risacher et al., 2003).

4.4. Biogeography

Phylogenetic analyses suggest that the species and populations of Biomphalaria
from Southern Altiplano comprise a monophyletic_group that includes four distinct
lineages. Using a phylogeny of this group is feasible to hypothesize events pf geological
evolution of this area mapping the character “basin occurrence” onto a tree. We base the
inference in a ML analysis. The mapping of the distribution of Biomphalaria snails-onto
the tree, using B. peregrina as outgroup, is shown in Figure 3.4. The biogeographical
reconstruction supports the hypothesis of vicariance among isolated basins, with three
splitting events of the area. The first event separated the Ascot4n basin from the rest of
the area. Subsequently the Caquena basin split from the Lauca and Isluga-Carcote

basins and finally Lauca from these last two drainages. The splitting occurred between
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the Isluga and Carcote basins could not be inferred using the COI nucleotide variation.
The position of the sequences of Salar de Huasco within the Lauca clade constitutes the

only possible case of dispersal.

X

hungaris

hebatarmbc

lunsco] 2

liaseaol
auca Sur

shupal

— = e e W

------------------

Basins

B Lauca

£ Ishuga
2 Carcote .
0 Caquena |
[ Huasco L
B Ascolan

Figure 3.4. Mapping of localities upon a maximum likelihood tree reconstructed with COI
sequences (HKY85 + G + I model). In the left corner of the figure are shown the drainage

basins from the southern Altiplano.

This investigation was undertaken to addresses the origin and diversification of
southern Altiplano populations of Biomphalaria. Phylogenetic trees revealed that these
populations constitute a monophyletic group of closely related species, two of which
need to be described formally. Additionally, the data provide evidence that Pleistocene

events possibly linked to complex geological processes such as tectonics and volcanism
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in the region, associated to climate effect, have promoted allopatric speciation in the

group.
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Resumen

Objetivo Las cuencas de Ascotan y Carcote encierran salares alimentados por una serie
de vertientes total o parcialmente aisladas por barreras terrestres representando
experimentos naturales que permiten investigar la diferenciacion de las poblaciones a
escala microgeogrdfica. Andlisis filogenéticos sugieren -que las poblaciones de
Biomphalaria que habitan estos sistemas corresponderian a dos unidades evolutivas
independientes. En este trabajo examinamos la variacion morfolégica y genética dentro
y entre salares para 1) evaluar la hipétesis de dos diferentes taxa, 2) examinar la
divergencia genética y morfolégica entre poblaciones y 3) estimar el rango de
distribucién de las especies al interior de ambos sistemas evaporiticos para saber si

coexisten en simpatria o alopatria.
Lugar de estudio Altiplano Sur, Cordillera de los Andes, Regi6n Neotropical.

Meétodos Para estimar la variacién morfolégica se midieron nueve variables de la
concha en 263 caracoles provenientes de nueve localidades (vertientes) del Salar de
Ascotan y tres del Salar de Carcote. De un subset de caracoles se obtuvieron secuencias
del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (COI) que fueron -analizadas
utilizando los métodos de mdixima parsimonia, méxima verosimilitud, -inferencia

bayesiana y red de haplotipos.

Resultados Los analisis moleculares recuperaron dos clados con alto soporte bootstrap,
uno consistiendo de caracoles muestreados en la vertiente 1 del Salar de Carcote,
localidad tipo de B. costata, y otro que incluye caracoles de 11 vertientes diseminadas
en ambos salares conteniendo poblaciones adjudicadas a B. thermali. La red de

haplotipos revela dos haplogrupos claramente diferenciados. De un total de siete
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haplotipos encontrados, ambos taxa presentan haplotipos tdnicos (dos y cinco,
respectivamente). En B. thermali uno de los haplotipos presenté fuerte estructura
filogeografica mientras el méis comiin estuvo llnlresentc en nueve locglidades
considerando ambos salares. El andlisis discriminante asignd correctamente los

¢jemplares de B. costata a su localidad tipo el 78.1% de las veces.

Conclusiones principales Los andlisis moleculares y morfoldgicos revelan la existencia
de dos linajes alopétricos en estas cuencas endorreicas. Los haplotipos compartidos
muestran que la dispersién entre salares es un proceso biogeografico comiin en B.
thermali. Como unidad de manejo, la poblacitn aislada de B. costata es prioritaria para

la conservacion.
Palabras clave:

Gasterépodos, Planorbidae, vicarianza, dispersion, andlisis filogenético,
filogeografia, anilisis multivariado, Salar de Ascotin, Salar de Carcote, Altiplano

Sur, Chile.
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Introduccion

El Altiplano de los Andes centrales es la segunda planicie mas alta del mundo, con una
altura promedio sobre los 3.800 m (Fornari et .al., 2'001). El Altiplano Sur contiene
numerosas cuencas endorreicas intravolcénicas que albergan un lago, una costra salina o
un salar en su depresion central. La mayoria de estos sistemas hidrcglégicos son
remanentes de lagos més profundos que alguna vez. cubrieron grandes extensiones de
tierra, inundando cuencas que-en la actualidad se encuentran aisladas por cadenas
montafiosas de gran altura (Risacher et al., 2003) que funcionan como barreras terrestres
tedricamente infranqueables para la biota restringida al agua dulce (Keller y Soto, 1998;.
Chong, 1988; Vila, 2006). El Altiplano Sur ha sido afectado por volcan-ismo,
sedimentacién y oscilaciones paleoclimdticas (Clapperton 1993; Worner et al., 2000;
Fornari et al., 2001; Risacher et al., 2003; Strecker, 2007; Placzek et al., 2006),
constitnyendo un escenario ideal para evaluar hipdtesis biogeograficas que promueven

la especiacion.

El Salar de Ascotdn y el Salar de Carcote

En la regién austral del Altiplano Sur correspondiente a territorio chileno existen dos
sistemas evaporiticos endorreicos colindantes, las cuencas de Carcote (561 km?) y de
Ascotin (1.757 km®). Se desconoce si estos sistemas se originaron de manera
independiente o surgieron después de un evento eruptivo del volcan Chiliapichina (3900
m), el cual presenta conos con extensiones de terreno que actualmente forman una
barrera terrestre que divide ambas cuencas. La cuenca de Carcote, que yace a 3.690 m
de altura, tiene una precipitacién.anual de 100-150 mm y una temperatura media de

5.8°C. En su interior encierra el Salar de Carcote (104-108 km?) y poco més de 45
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sistemas hidricos aislados y semiaislados, incluyendo el Lago Verde y el Lago Flaco,
que en conjunto alcanzan 3 a 4 km?® de superficie (Hulbert et al., 1976; Risac;her et al,,
2003). La cuenca de Ascotén, localizada a 3.716 m, .incluye el Salar de Ascotin (243
kmz), una laguna central de 18 km?® (Risacher et al., 2003) y cerca de una veintena _de
vertientes aisladas y semiaisladas, la mayoria de ellas ubicadas‘en la ribera este del
salar. Este salar presenta la misma temperatura y precipitaciones promedio que las

registradas en el Salar de Carcote.

Relaciones filogenéticas

El género Biomphalaria Preston, 1910, familia Planorbidae, es un grupo de caracoles de
agua dulce que se encuentra ampliamente distribuido en zonas tropicales y subtropicales
de Ameérica y Africa (Paraense, 1966, 1975; Maiék, 1985; Campbell et ‘al., 2000;
Jorgensen et al., 2007), siendo la region neotropical la que concentra el mayor nimero
de especies (Vidigal et al., 2000; Estrada et al., 2000; Delong et al., 2001). En el
Altiplano Sur, anélisis filogenéticos utilizando secuencias de las regiones nucleares
ITS1 ¢ ITS2 y del gen mitocondrial de RNA ribosomal 16S recuperaron las poblaciones
altiplanicas de Biomphalaria en un grupo monofilético junto a las especies
neotropicales B. peregrina (Orbigny, 1835) y B. oligoza (Orbigny, 1835) (Collado y
Méndez, 2010). Anélisis moleculares posteriores utilizando el gen de evolucion més
rapida citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 permitieron inferir el complejo de especies
altiplanicas de Biomphalaria, conformado por 4-5 especies (Collado et al., 2010); entre
las que se encuentran Biomphlaria thermali (Biese, 1951), confinada al Salar de
Ascotan, y Biomphalaria cost;ta (Biese, 1951), restringida al Salar de Carcote. Estos
hallazgos concuerdan con la diferenciacién morfologica realizada por Biese (1951)en el

paper en que originalmente se nombraron las especies, pero estaban en desacuerdo con
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Malek (1985), quien consideré a B, thermali como una ‘poblacién de Biomphalaria
andecola (Orbigny, 1835), y también con Paraense (1966), quien sinonimizé a B.-
costata con B. peregrina. Si bien los andlisis f_ilogenéticos indican que B. costata y B.
thermali son especies vélidas (Collado y Méndez, 2010; Collado et al., 2010), estas
investigaciones solo incluyeron muestreos restringidos a una sola vertiente del Salar de
Carcote en el caso de B. costata y dos vertientes del salar de Ascotén en el caso de B.
thermali, por lo cual la taxonomfa, distribucién geografica y relaciones filogenéticas

entre las poblaciones de caracoles que habitan estos sistemas evaporiticos ain restan por

ser clarificadas.

Evaluacion de hipdtesis

En este trabajo se examinan las relaciones filogenéticas entre poblaciones de.
Biomphalaria del Salar de Carcote y Salar de Ascotdn mediante el andlisis de
secuencias mitocondriales del gen citocromo c oxidasa subunidad 1 (COI) y se investiga
la variacién morfoldgica utilizando andlisis multivariado de la concha en caracoles
obtenidos durante extensos muestreos al interior de ambos salares para responder tres
preguntas fundamentales, La primera intenta evaluar mas profundamente la hipdtesis de
dos diferentes taxa distribuidos en estas cuencas endorreicas. Morales (2009) y Scott
(2010) recientemente han informado de la presencia de dos taxa distintos de peces del
género Orestias Valenciennes 1839 en estos salares, O. ascotanensis Parenti, 1984 del
Salar de Ascotdn y O. sp. del Salar de Carcote. En la segunda evaluamos si las barreras
terrestres han promovido la diferenciacion a microescala geografica entre vertientes
considerando que estos caracoles son hermafroditas potencialmente autofecundables
que presentan desarrollo directo y vagilidad limitada. En las especies citadas de

Orestias se ha encontrado una estructura genética relativamente alta en ambas cuencas
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endorreicas (Morales, 2009). Finalmente estamos interesados en estimar el rango de
distribucién de las poblaciones de Biomphalaria al interior de ambos sistemas
evaporiticos:

Materiales y méiodos

Obtencidn de muestras

Se recolectaron ejemplares de Biomphalaria en cada una de las localidades
(vertientes) de cada salar donde estos caracoles fueron encontrados. Los animales
fueron preservados en alcohol absoluto para el posterior analisis morfométri;o y
genético. En el Salar de Ascotin se muestred toda la ribera Este y Sur, encontrandose

caracoles en nueve vertientes. El Salar de Carcote fue rodeado completamente,

encontrandose caracoles en tres vertientes (Fig. 4.1).

Estudio morfoldgico

Para el estudio morfoldgico se muestreé un total de 263 caracoles considerando
ambos salares {Tabla 4.1). En 20-32 individuos por sitio se midieron nueve variables de
la concha utilizando un ocular micrométrico (Fig. 2). Para reducir las difere;ncias entre
los promedios y varianzas entre las muestras y variables las medidas fueron
transformadas a logaritmo (Sokal y Rohlf, 1981). Para evaluar la variabilidad en la
morfologia de la concha entre sitios se realiz6 un andlisis de componentes principales
(PCA). Para determinar si los individuos pueden ser correctamente asignados a cada una
de las localidades se realizo un analisis discriminante lineal (LDA), el cual maximiza la
discriminacién entre los grupos usando combinaciones lincales de variables. Para este

andlisis se consideraron las cinco primeras componentes principales como datos de
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entrada. Cada uno de los analisis fue realizado en el programa Statistica v 6.0 (Statsoft,

2004).

Salar de
Carcote

Salar de

Ascotan

Figura 4.1. Localidades de muestreo en el Salar de Carcote y Salar de Ascotén.

(V= vertiente).
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Figura 4.2. Imagen de la morfologia externa de la concha de Bz‘omphalafi_a {A:.lado derecho, B:
lado vental, C: lado izquierdo) mostrando las nueve variables lineales medidas en ‘e]‘presente
estudio: 1. Longitud de la concha, 2, Alto de la concha, 3. Longitud umbo extremo anterior, 4.
Longitud anterior de la tiltima vuelta, 5. Ancho del peristoma, 6. Alto del peristoma, 7. Longitud

ventral de la concha, 8. Ancho ventral de la concha, 9. Longitud del callo peristomal.

Andlisis molecular

El DNA gendémico fue extraido de 77 caracoles, correspondientes a un subset de
gjemplares utilizados en el andlisis morfolégico, mediante el método de exfraccion
CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide) (Winnepennickx et al., 1993). Las
secuencias COI fueron amplificadas mediante PCR en ambos sentidos utilizando los
partidores HCO2198 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3" y L.CO1490 (5*-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") desarrollados por Folmer et al. (1994). Las
condiciones para el PCR fueron las siguientes: 2 min a 94 °C, 35 ciclos a 94 °C por 30 s,
40 °C por 30 s y 75 °C por 45 s, con una extensién final a 72 °C por 10 min. Los
productos amplificados fueron secuenciados a través de la empresa Macrogen. Para la
edicién de las secuencias se utilizé el programa BioEdit (Hall, 1999). Las secuencias

obtenidas en el presente estudio fueron alineadas junto a ocho secuencias de caracoles
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de las vertientes 2 y 6 del Salar de Ascotdn, siete de la vertiente 1 del Salar de Carcote y
tres de B. peregrina correspondientes al grupo externo que fueron secuenciadas
previamente (Collado et al., 2010) (Tabla 4.1): Para el an4lisis filogenético se utilizaron

los métodos de méxima parsimonia (MP), maxima verosimilitud (ML) e inferencia

bayesiana (IB). El an4lisis de MP fue realizado en eliprograma PAUP*4.0 (Swotford,

2000) implementando una busqueda heuristica con el algoritmo de 'b;'anch swapping
TBR (tree bisection and reconnection) y adicion al azar de secuencias. Los c;lrz;cteres
fueron considerados como desordenados y tTat;idos con igual peso. El soporte de los
nodos fue evaluado usando el método de bootstrap (Felsenstein, 1985) con 1000
pseudoréplicas. Para el analisis ML se selecéion el mejor modelo de evolucién de
secuencias mediante el Akaike Information Criterion (AIC) utilizando €l programa
JModelTest 0.1.1 (Posada, 2008). EI anélisis bayesiano fire realizado en el programa
MrBayes 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) utilizando el mejor modelo de
evolucién de secuencias seleccionado bajo el Bayesiar; Information Criterion (BIC)
obtenido en jModelTest. La constitucién nucleotidica y el porcentaje de divergencia
entre grupos de secuencias provenientes de los diferentes sitios de muestreo fue
estimada utilizando el programa MEGA 4.0 (Kumar et al., 2004). Las relaciones entre
los haplotipos fueron visualizadas mediante un mediar joining network imi:lcmcntado
en el programa Network. Los indices de diversidad (S: nimero de sitios polimérficos,
K: nimero de haplotipos, H: diversidad de haplotipos y =: diversidad nucleotidica)
fueron estimados en el programa DnaSP 4.0, Para estimar desviaciones del modelo de
neutralidad selectiva se calcularon valores de significancia realizando las pruebas de

Tajima (D) y Fu y Li (D).
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Tabla 4.1. Localidades de muestreo, nameros de acceso GenBank y mimero de

ejemplares utilizados en el presente estudio.

Latitudfongitud N° GenBank n
Salar/sitio Morfologia  Secuerncias-

Salar de Carcote ’
Carcote v1 21°16°047°/68°19°2 1" 32 16
Carcote v2 21°17°49"/68°20708™ 25 13
Carcote v3 21°16°59"/68°20°28" 26 17
Salar de Ascotdn
Ascotdn v2 21°29°07"'/68°15°21™ 20 5
Ascotén v3 21°29°28"/68°15°27" 20 3
Ascotan v4 21°29°39"*/68°15°26™ 20~ 3
Ascotdn v3 21°29°47"*/68°15°26™ 20 5
Ascotdn v6 21°29°53'/68°15"26" 20 3
Ascotan v7 21°32'03"°/68°15°43 20 6
Ascotan v8 21°33'58"7/68°14739"" B 20 8
Ascotan v0 21°35°47"/68°14°27 20 7
Ascotan v10 21°36’32"/68°15° 10" 20” 6
Grupo externo
B.peregrina La Plata, Argentina - 3

Total - 263 95

Resultados

Andlisis filogenético y variacion genética

La amplificacion del gen COI produjo un fragmento de 663 nucle6tidos en los

caracoles del Salar de Ascotén y Salar de Carcote, resultando en la longitud final del

alineamiento. La composicién nucleotidica considerando las 95 secuencias utilizadas en

este estudio fue 26.5% A, 13.3% C, 17.5% G y'42.7% T. El nimero de caracteres

informativos para parsimonia fue 30, El andlisis MP entregd un arbol con una longitud

minima de 34 pasos (indice de consistencia= 0.94; fndice de retencién= 0.99) que se

muestra en la Figura 4.3. Dos clados fueron recuperados, uno mayor que incluye las

secuencias de las nueve vertientes del Salar de Ascotén y las secuencias de las vertientes

2 y 3 del Salar de Carcote, y otro menor consistiendo exclusivamente de las secuencias
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de la vertiente 1 (norte) det Salar de Carcote. El andlisis bootstrap apoya la separacién
de ambos clados con un valor de soporte de 100%, mientras que cada clado fue apoyado
por un 97% y 100%, respectivamente. Al interior del ;clado mayor las secuencigs de las
vertientes 9 y 10 del Salar de Ascotén formaron un-subclado respaldado por un 98% de
bootstrap, correspondiente a un haplotipo tnico. El anélis?s' ML recuper$ la misma
topologia que la obtenida bajo MP y en la IB sélo vari6 la posicién de una secuencia al
interior de uno de los clados (drboles no mostrados). En este dltimo caso, las
agrupaciones fueron respaldadas por una probabilidad posterior de 1.00. La variacién
nucleotidica entre las secuencias de ejemplares dentro de las localidades fue minima y
en varios casos no se detecté variacion. Un ejemplo de esto dltimo lo constituyen las
secuencias de caracoles de las vertientes 2, 3, 4, 6, 7, 9 y 10 del Salar de Ascotdn-y de
las vertientes 2 y 3 del Salar de Carcote. Las secuencias de las vertientes 5 y 8 del Salar
de Ascotén y de la vertiente 1 del Salar de Carcote tuvieron un 0.1% de variacién. La
divergencia entre caracoles de la vertiente 1 del Salar de Carcote vy el resto de las

vertientes fue estimada entre 2.5 y 3.2% (Tabla 4.2).
Red de haplotipos

Los indices de diversidad COI asociados a las cuencas de Ascotin y Carcote
fueron k=7, §=22, H=0.45 y n= 0,0061. El despliegue de los haplotipos recuperd dos
grupos independientes separados por cerca de 15 pasos mutacionales, uno
correspondiente a la vertiente 1 del Salar de Carcote y otro que incluye las secuencias
de todos los caracoles muestreados en el Salar de Ascotdn y en las vertientes 2 y 3 del
Salar de Carcote (Fig. 4.4). Estos haplogrupos son concordantes con los dos clados

inferidos en los drboles filogenéticos obtenidos con los tres métodos utlizados para
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construir filogenias. Considerando estos resultados, cada haplogrupo fue analizado
separadamente, Para los haplotipos del clado 1 los indices de diversidad fueron k=5,
S=8, H=0.352 y n=0,00229 y para el clado 2 k=2, é=1, H=0.46 y 1r=0,000§9. Las
pruebas D de Tajima y F de Fu y Li no.rechazaron la hipdtesis de neutralidad selectica
en las poblaciones del clado 1 (D= -0.181, P > 0.10; F= -0,88760, P > 0.10) ni en el
clado 2 (D= 1,0344, P > 0.10; F=0,885, P > 0.10). Un haplotipo exclusivo de los
caracoles muestreados en las vertientes 9 y 10 del Salar de Ascotan estuvo relacionado
al primer grupo, confirmando los resultados del analisis filogenético. No se encontré

ningln otro haplotipo en estas dos tiltimas localidades.

Tabla 4.2. Porcentajes de divergencia entre grupos de secuencias COI provenientes de los
diferentes sitios de muestreo (“v” significa vertiente) utilizando el model de sustitucidn

nucleotidica Kimura 2-pardmetros (Kimura, 1980).

Sitio Cvl Cv2 Cvl AvZ Avd Avi AvS Ave Av7 AvE Avo-
Carcote v1
Carcote v2 2.6
Carcote v3 26 00
Ascotéan v2 26 00 0.0
Ascotan v3 26 00 00 00
Ascotan v4 26 00 00 00 0D
Ascotdn v5 2.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ascotdn v6 26 00 00 00 00 00 00
Ascotdn v7 26 00 00 00 00 00 00 00
Ascotdn v8 2.5 0.0 00 0.0 0.0 00 01 00 00
Ascotédn v9 32 08 08 08 08 08 083 08 08 08
Ascotdn v10 32 08 08 08 08 08 08 08 03 08 00
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Morfologia -

En el PCA el primer componente principal fue altamente correlacionado con el longitud
de la concha y explicé el 93.4% de la varianza total imientras el segundo com_pone'nte.
fue altamente correlacionado con el alto de la apertura de la concha y explico el 1.9% de
la varianza. De esta manera, los primeros dos ejes ortogona]e§ explicaron el 95.4% de la
variacion en la morfologfa de la concha entre los sitios, con.el primer eje capturando la
mayor parte de la variacién. El andlisis de componentes principales (fig. 4.5) muestra
que en el espacio multivariado hay una separacién completa de las poblaciones de las
vertientes 1 y 3 del Salar de Carcote y cierta sobrepocision entre-las vertientes 1 y 2.
Para el Salar de Ascotdn el andlisis muestra una considerable sobreposicion entre las
vertientes, pero se separan de las del Salar de Carcote. El LDA mostr6 una capacidad de
discriminacién significativa (Wilk’s A= 0.019; P<0.000]) y reveld que entre el 35.0 y
84.0% de los individuos fueron correctamente clasificados en las localidades, con uh

promedio de 68.1% (Tabla 4.3). Este andlisis asignd correctamente los ejemplares de B.

costata a la vertiente 1 del Salar de Carcote el 78.1% de las veces.
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Figura 4.3. Arbol obtenido del anélisis de mxima parsimonia utilizando secuencias de mtDNA

COL Los nimeros en los nodos indican los valores de soporte bootstrap.
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Ascotanv2 av8 (33 ind )
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9 Carcote v1(161nd.)
s Carcote v2 (13ind.)
~ Carcote v3 (17 ind.)

Clado 2

Figura 4.4. Red de haplotipos COI obtenidos de caracoles muestreados en el Salar de Carcote y

Salar de Ascotan. Se muestran los clados obtenidos mediante el andlisis filogenético.
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Figura 4.5. Representacion grafica de las medidas de la concha de ejemplares de Biomphalaria
obtenidas de poblaciones del Salar de Carcote y Salar de Ascotén en funcién de las dos primeras

componentes principales.

Tabla 4.3. Matriz de clasificacién obtenida del LDA de las frecuencias de los casos asignados a
las vertientes (v) del Salar de Carcote (C) y Salar de Ascotén (A). Filas: clasificaciones

observadas; columnas: clasificaciones predichas. P= porcentaje de clasificacion correcta.

Localidad Av2 Av3 Avd AvS Ave Avi Av8 Av9 Avi0 Cvl Cv2z Cv3 P

Ascotan v2 7 2 3 2 4 0 0 1 0 1] 1 0 35.0
Ascotan v3 1 10 1 5 2 1 0 0 0 0 0 0 50.0
Ascotan v4 1 2 14 0 1 0 1 0 1 0 0 0 70.0
Ascotan v3 0 3 0 13 2 1 0 0 0 0 1 0 65.0
Ascotan vé 2 6 2 2 6 2 0 0 0 0 0 0 30.0
Ascotan v7 2 0 1 1 i 15 0 0 0 0 0 0 75.0
Ascotan v8 0 0 0 0 0 o 16 0 0 0 ] 4 80.0
Ascotan v9 3 0 0 0 0 0 0 15 2 0 0 0 75.0
Ascotan v10 0 0 3 0 0 0 0 1 16 0 0 0 80.0
Carcote vl 0 1 0 0 0 0 0 0 0 25 6 0 78.1
Carcote v2 1 0 0 0 0 0 1 0 0 2 21 0 84.0
Carcote v3 0 0 0 ¢ 0 0 3 ¢ 1 0 1 21 80.8

Total 17 24 24 23 16 9 21 17 20 27 30 25  68.1
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Discusion

En el presente estudio se examiné la variacion morfol6gica y genética entre poblaciones
de caracoles restringidas a las cuencas de Ascotdn y Carcote, ubicadas en el Altiplano
Sur andino. Independiente del método usado para construir filogenias, los caracoles
muestreados en la vertiente 1 del Salar de Carcote conformaron un grupo monoﬁiético
separado de los caracoles de las vertientes 2 y 3 de este mismo salar, cuyas secuencias
se agruparon en ;m clado mayor junto a las secuencias de las vertientes del Salar de
Ascotén, Los porcentajes de divergencia genética utilizando el gen COl estimados entre
estos grupos (2.5-3.2%) caen dentro del rango estimado para delimitar especies de
Biomphalaria (Jorgensen et al., 2007; Collado et al., 2010) y otros gastrépodos de agua
dulce (Hershler et al.,, 1999, 2003; Liu et al., 2003; Bichain et al., 2007). Por otro lado,
los caracoles de las vertientes 2 a 8 del Salar de Ascotén presentaron el haplotipo més
comum, el cual fue compartido por los caracoles de las vertientes 2 y 3 del Salar de
Carcote. Concordante con esto, la red de haplotipos muestra dos grupos claramente
diferenciados cuyo porcentaje de divergencia es 2.7% (K2P). De esta manera, las
filogenias obtenidas, la red de haplotipos y los porcentajes de divergencia genética
sugieren que en estos salares existen dos linajes evolutivos distintos, uno confinado a la
vertiente | del Salar de Carcote, localidad tipo de B. costata (vea Biese, 1951), y otro
que abarca todas las vertientes del Salar de Ascotan més las vertientes 2 y 3 del Salar de
Carcote, adjudicadas a B. thermali, especie cuya localidad tipo corresponde a la
“vertiente Sur del Salar de Ascotdn” (vea Biese, 1951). Estos resultados tienen
implicancias biogeograficas mas profundas que analisis filogenéticos previos que
identificaron dos linajes distintos con muestras puntuales realizadas en ambos salares

(Collado y Méndez, 2010; Collado et al., 2010), ya que se infiere una distribucidn
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geografica amplia en B. thermali, con poblaciones diseminadas en ambos salares,
mientras B. costata queda restringida a sélo una vertiente del Salar de Carcote. La
estructura filogenética también sugiere que ambos tax.a estarian aislados desde pl punto
de vista reproductivo, aunque experimentos de fertilizacion y estudios de historia de
vida son necesarios para evaluar més profundamente esta hipétesis.

Aunque la morfologia de la concha I‘[a sido cuestionada en el reconocimiento de
especies de Biomphalaria (Parense, 1975, 1988; Caldeira et al., 1998; Vidigal et al.,
1998, 2001; Estrada et al., 2006), en el presente estudio el analisis multivariado de la
morfometrfa de la concha permiti6 separar B. thermali dé B. costata, considerando que
los caracoles de las vertientes 2 y 3 del Salar de Carco_te, genétif:amcnte asignados a B.
thermali, fueron ;eparados por el PCA. Por otro lado, los caracoles de las vertientes 9 y
10 del Salar de Ascotin también fueron separados en el espacio multivariado,
sugiriendo cierta estructuracién en la morfologia de Ia concha, concordando con los

datos genéticos. Sin embargo, los caracoles de las vertientes 2 a 8 de este mismo salar
mostraron una considerable sobreposicién en elmespacio multivariado y gené?icamente
no fueron diferenciados, sugiriendo mezcla de las poblaciones o Ia existencia de una
componente ambiental asociada al fenotipo. —

El andlisis molecular indica que B. costata y B. thermali presentardn una baja
diversidad genética. En relacion a B. costata, que presentd dos haplotipos, sugiere que
estarian fijados en la pblacion, La baja diversidad en esta especie podria explicarse por
haber pasado por un cuello de botella o mezcla de las poblaciones en posibles periodos
de inundaciones. En B. thermali la diversidad fue mayor. En esta especie 60 individuos

presentaron el haplotipo mas comiin, el cual fue detectado en vertientes de ambos

salares; tres individuos presentaron haplotipos tnicos, mientras otros 13 individuos
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presentaron un haplotipo restringido exclusivamente a las vertientes 9 y 10 del Salar de
Ascotén.

Los analisis morfométrico y genético 'realizadc.)s en el presente estudio permiten
el reconocimiento de dos especies diferentes en el Salar de Ascotdn y Salar de Carcote,
B. thermali y B. costata, aunque con patrones de distribuciér} discordantes entre ambos
taxa. Aunque fue revelada alguna sobreposicion en las caracteristicas morfométricas de
los caracoles de las vertientes 1, 2 ¥ 3 del Salar de Carcote, el analisis discriminante
asigné correctamente los caracoles de estos sitios a las especies en un porcentaje

superior al 78 %.

Patrones biogeogrificos

Se ha estimado que los distintos linajes del complejo de especies altiplanicas de
Biomphalaria divergieron promovidos principalmente por procesos vicariantes
ocurridos durante el Pleistoceno Medio (Collado et al., 2010), concordando con tiempos
de divergencia estimados entre poblaciones altiplanicas codistribuidas de Orestias del
“complejo agassizii” (Liissen et al., 2003). La actual distribucion de -cstos peces en la
regién ha sido hipotetizada también como una consecuencia de eventos vicariantes
ocurridos en el Pleistoceno una vez que los paleolagos Ballivian y Mi;lchin se
contrajeron (Lilssen et al, 2003; Vila, 2006). Esto habria ocurrido después de que
poblaciones ancestrales de peces fueron fraccionadas cuando el clima seco afectd
extensos paleolagos que comunicaron diferentes cuencas altipldnicas durante el
Plioceno y Pleistoceno, incluyendo las cuencas de Carcote y Ascotéin (Servant y Fontes,
1978; Clapperton, 1993; Fornari et al., 2001; Fritz et al., 2004; Placzek et al., 2006).

Una de las interpretaciones posibles para explicar la presencia de B. thermali en

vertientes del Salar de Carcote es mediante colonizacién post especiacién.
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Considerando que el salar de Ascotén estd ubicado a una mayor altura_que el Salar de
Carcote, la colonizacién pucio ser promovida por dispersion pasiva mediante deriva en
aguas superficiales durante inundaciones o comuriicz‘.iciones subterrdneas entre. ambos
salares. Conexiones hidricas subterrineas entre distintos sistemas acudticos han sido
informadas en el Altiplano Sur. Dispersién mediada por aves, fenémeno documentado
en gastropodos (Rees, 1965; Malone, 1965; Wesselingh et -al., 1999), constituye otra
probable explicacién. Cualquiera sea la causa, los haplotipos codistribuidos én ambos
salares sugieren que la dispersion entre salares es un proceso biogeografico comiin en B,
thermali. Esto indica que muestreos mds inclusivos de un taxén pueden revelar patrones
biogeograficos mds complejos que los previamente hipotetizados en la regién (Liissen et
al, 2003; Vila, 2006; Collado et al., 2010). Patrones similares de distribucion
geografica de las especies de Biomphalaria reportadas en el presente estudio en ios
salares de Ascotdn y Carcote se ha recientemente informado para especies de Orestias
en estos mismos sistemas (Morales, 2009; Scott, 2010). En un analisis filogenstico
utilizando secuencias mitocondriales de la regi‘én control de estos ciprinodontes,
Morales (2009) recuperé dos grandes clados, uno correspondiente a O. ascotanensis del
Salar de Ascotdn y O. sp. del Salar de Carcote, cuyos tiempos de divergencia fueron
estimados en 280,000 afios. Al interior de cada salar se encontraron- grupos de
haplotipos separados correspondientes a vertientes o grupos de vertientes. En el salar de
Ascotén las vertientes 1 y 11 estdn diferenciadas entre si y del resto de las vertientes. En
‘Carcote se recuperaron dos grupos: uno que incluye exclusivamente haplotipos de la
vertiente 1, y otro que incluye un haplotipo presente en las 3 vertientes, el cual se

encuentra fijado en la vertiente 2 mientras que en las vertientes 1 y 3 se presente en baja

frecuencia (2009).
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El presente estudio revela que B. thermali es una especie cuya distribucién
geogréfica abarca localidades distribuidas en ambos salares mientras B. costata estaria
restringida a una Unica vertiente aislada del Salar de; Carcote por lo que habrian dos
linajes alopatricos en estas cuencas endorreicas. Este descubrimiento tiene profundas
consecuencias en relacién a la biodiversidad existente en esta area geogréafica
geolOgicamente dindmica y de ambientes fragiles potencialmente perturbables por
actividades econdémicas mineras y de extraccién de aguas ya que bajo las limitadas

condiciones de confinamiento, B. costata es prioritaria para la conservacion.
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CAPITULO 5

DISCUSION GENERAL

En esta seccion primero se entrega un resumen de las hipétesis vy de los resuitados
obtenidos en relacién a estos planteamientos para luegd discutir los principales
hallazgos realizados en esta tesis. Las principales preguntas de este trabajo se responden

en la Tabla 5.1.
5.1. Analisis de hipotesis

Hipétesis 1. Las poblaciones altipldnicas de Biomphalaria constituyen un grupo
monofilético y estarian mds estrechamente relacionadas con especies neotropicales que
africanas del género. De esta hipétesis se esperaba que las especies altipldnicas

compartieran un ancestro comun con taxa distribuidos en la region neotropical.
Resultados obtenidos en los capitulos 2 y 3 de esta tesis:

1) Los andlisis filogenéticos separados (16S, ITS1 e-ITS2) y combinados
(16S-+HITS1+ITS2) recuperaron las poblaciones altiplanicas de Biomphalaria
formando un grupo monofilético con un subgrupo de taxa neotropicales con los

cuales comparten un ancestro comun,

2) Las poblaciones altiplanicas de Biomphalaria no se encuentran estrechamente
relacionadas con las especies africanas del grupo, las cuales derivan de un ancestro

similar a B. glabrata, de amplia distribucidn en el neotrépico.
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Hipétesis 2. La estructura filogenética de las poblaciones de Biomphalaria® del
Altiplano Sur es congruente con la divisién fisiogeografica de la region, De esta
hipétesis se esperaba que la topologia de un érl;ol filogenético reﬂejara_ grupos
monofiléticos (linajes) circunscritos a las cuencas hidrogrificas donde los caracoles

fueron muestreados.
Resultados obtenidos en el eapitulo 3 de esta tesis:

1) Las secuencis de mtDNA COI revelaron que las poblaciones de Biomphalaria del
Altiplano Sur conforman un grupo monofilético cuyo grupo hermano corresponde a la
especie neotropical B. peregrina. Dentro de este clado fueron recuperados cuatro linajes
bien soportados que resultaron en su mayoria congruentes con la procedencia geografica

de los animales, soportando la hipdtesis de vicarianza.

Hipotesis 3. Las poblaciones de Biomphalaria restringidas a las vertientes del Salar de
Carcote y Salar de Ascotdn presentan alta estructura poblacional considerando las
barreras terrestres que afslan parcialmente estos sistemas hidricos. De esta hip6tesis se
esperaba que hubiese divergencia genética y morfologica entre salares y entre vertientes

al interior de cada salar. -

Resultados obtenidos en el capitulo 4 de esta tesis:

1) La hipétesis de estructuracién poblacional fue soportada parcialmente por los datos
obtenidos en esta tesis debido a que fue posible observar sélo agrupaciones
morfologicas correspondientes a los caracolés de las vertientes del Salar de Carcote y
las vertientes 9 y 10 del Salar de Ascotdn. En estas dos tltimas vertientes los caracoles

compartieron un tnico haplotipo.
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3.2. Relaciones filogenéticas en Biomphalaria

Uno de los hallazgos més importantes del presente estudio es que el gén;:ro
Biomphalaria consiste de dos grandes clados. En el drbol de evidencia total, en el cual
se combinaron las secuericias ITS1, ITS2 y 168, fue altamente soportada la monofilia de
B. peregrina, B. oligoza y las poblaciones altiplanicas- (100%), y de un clado
conformado por el resto de las especies neotropicales y africanas de Biomphalaria
(70%). La divergencia entre estos dos clados fue trazada hasta fines del Mioceno, de
acuerdo a estimaciones hechas a través de un reloj molecular 168.

En el clado B. peregrina/B. oligozaltaxa altiplanicos la escasa resoluci6n interna
utilizando estas secuencias no permitio establecer relaciones d; grupos hermanos entre
los taxa. Sin embargo, las distancias genéticas estimadas utilizando las secuencias ITS2
sugieren que el grupo hermano de las poblaciones altiplanicas podria corresponder a B.
peregrina considerando que Ia similitud es mayor entre este tax6n y las poblaciones
altipldnicas que entre estas y B. oligoza. En un anilisis posterior utilizando in gen dé
evolucién més répida como el citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 pudo determinarse que
B. peregrina es una especic estrechamente relacionada a las -poblaciones altiplénicas
constituyendo la mejor hipétesis como grupo hermano para este grupo.

Las relaciones de grupos hermanos inferidas en el presente estudio entre la
especie neotropical B. glabrata y las especies afticanas de Biomphalaria fueron
congruentes con hallazgos realizados en andlisis filogenéticos previos (Bandohi et al,,
1995; Campbell et al., 2000; DeJong et al., 2001). Una de las hip6tesis planteadas para
explicar el origen de las especies afticanas es un evento de dispersion transatlantica
mediante rafting sobre vegetales o transporte aéreo por aves de un ancestro similar a B.

glabrata, lo que habria sido favorecido por la capacidad de autofecundacién de estos
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gasteropodos. El andlisis filogenético molecular révela, de esta manera, que
Biomphalaria es un grupo parafilético,

La inferencia realizada en el presente estudic; respecto a que B. schrammi no
pertenece al género Biomphalaria es consistente con andlisis filogenéticos previos
realizados en este grupo (Vidigal et al, 2000; Delong et al., 2001), pero entra en
conflicto con una hipétesis filogenética construida con secuencias del exén 2 dq actina y
del gen 28S de RNA nuclear ribosomal, el cual recuperf'J a esta especie al interior de un
grupo restringido de especies del género (Morgan et al,, 2002). Sin ~embargo,
considerando el muestreo mas inclusivo realizado er; esta tesis y que todos los andlisis
filogenéticos realizados con la_s secuencias ITS1, ITS2 y IQS excluyeron a B. thrammi
del grupo, esta especie podria alternativamente servir como grupo externo para futuros
analisis filogenéticos en Biomphalaria, soportando apreciaciones previas (Delong et al.,
2001; Morgan et al., 2002).

El mayor muestreo realizado en el presente estudio permitié establecer una
filogenia lo suficientemente robusta como para proponer un nuevo escenario evolutiv;
del género Biomphalaria. Sin embargo, ain resta por clarificar el origen del grupo.
Ademds, en el presente estudio se incluyeron muestras de caracoles Biomphalaria de
una regién particular del Altiplano, correspondiente al drea suroccidental de esta~
planicie altoandina por lo que un muestreo mas extensivo, que at;grque las zonas

altiplanicas de los paises vecinos, incluyendo la cuenca del lago Titicaca, podria revelar

nuevos patrones biogeogrificos y relaciones de grupos hermanos desconocidos hasta

ahora.,
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5.3. Modelo biogeogrifico de los taxa del Altiplano Sur

Las hipétesis filogenéticas construidas utilizando secuencias de DNA permiten postular
un escenario biogeogrdfico que permite explicar en parte la actual distribucion
" geografica del complejo de especies de Biomphalaria del Altiplano Sur. Las
poblac;iones altiplanicas de Biomphalaria divergieron de un ancestro similar a B.
peregrina a mediados del Pleistoceno. Este resultado fue obtenido a través de dos
estimaciones independientes basadas en el reloj molecular, una con el gen 16S y otra
con el gen COl, siendo ambas concordantes. Especificamente, éon el gen 16S las
poblaciones altipldnicas de Biomphalaria divergieron de su grupo hermano hace 0.93
Ma mientras que con el gen COI la divergencia ocurri6 entre 1.07 y 0.47 Ma. Esta }echa
es posterior al gran alzamiento de los Andes Centrales y seria coincidente con el
desarrollo del paleolago Cabana, cuyas dataciones tentativas lo situan en el Pleistoceno
Medio (Lavenu et al., 1984). Estas estimaciones son_congruentes con tiempos de
divergencia estimados entre taxa del género Orestias distribuidos en la region
altiplanica. Por ejemplo, O. agassizzii del rio Isluga habria divergido de O.
ascotanensis, O. sp de Carcote y O. agassizzii del rio Collacahua y Salar de Huasco
hace 1.263 Ma (Scott, 2010). Probablemente después de que el Altiplano Sur alcanzé
alturas similares a las actuales, el vulcanismo y la sedimentacién (atin en ocurrencia),
asociados a efectos climéaticos que afectaron los sistémas hidrologicos de la regién y
configuraron la actual fisonomia del paisaje, la division geomorfolégica del Altiplano
Sur promovié la divergencia de las poblaciones a partir de una poblacién ancestral
similar a B. peregrina, dando origen al complejo de especies de Biomphalaria del
Altiplano Sur. El anilisis molecular 16S indica que los tiempos de divergencia entre

linajes al interior del complejo altiplanico ocurrieron entre 0.46 y 0.04 Ma mientras que
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con el gen COI indica un tiempo de divergencia entre 0.95 y 0.26 Ma. Cosiderando este
altimo gen, B. thermali del Salar de Ascotan habria divergido primero del resto de los
linajes entre 0.95 y 0.35 Ma. Esta especie habr%a extendido posteriormente su
distribucién al Salar de Carcote. Postérior a este evento se habria separado la region
norte del Altiplano Sur correspondiente a la cuenca Caquenﬁ, origindndose una nueva
especie de Biomphalaria en este sistema entre 0.83 y 0.31 Ma. Subsecuentemente
divergieron los linajes correspondientes a las cuencas de Carcote (vertiente 1) y Lauca,
entre 0.69 y 0.26 Ma. Estas estimaciones también son congruentes con tiempos de
divergencia inferidos entre linajes altiplanicos de Orestias (Liissen et al., 2003; Scott,

2010) y serfan coincidentes con el desarrollo del paleolago Ballivian clurante el
Pieistoceno Medio (0.7 Ma; Clapperton, 1993;_F0mary et al.,, 2001; Placzgk et al,,
2006). El analisis molecular 16S indica que B. ayt;mra, que con el gen COI se agrupa
junto a ejemplares de la vertiente 1 del Salar de Carcote, divergié de ;JtI‘OS linajes

altiplanicos 0.04 Ma. Este periodo es coincidente con el desarrollado del paleolago Inca

Huasi en el Pleistoceno inferior (Placzek et al., 2006).

3.4. Implicancias taxon6micas -

El hallazgo de que el género Biomphalaria es parafilético indica -que la
sistemdtica del grupo necesita ser revisada para construir una clasificacién basada en el
contexto filogenético. Revisi6n sistematica también necesita ser desarroilada en otra
parte del drbol, la relacionada con la especie neotropical B. schrammi, que
probablemente deba ser asignada a un nuevo género u otro previamente establecido. En
el presente estudio evaluamos dos hipétesis de sinonimia relacionadas con especies del
Altiplano  Sur postuladas utilizando caracteres-- morfolégicos, una fuertemente

posicionada en Ia literatura por mas de 40 afios (Paraense, 1966), y otra por 25 afios

131




(Malek, 1985). En el primer caso, Pdraense (1966) sinonimizé la especie de amplia
distribuci6n en la regién neotropical, B. peregrina, con B. costata del Salar de Carcote.
En ninguno de los anélisis realizados, que incluyen se‘cuenc,ias ITSI, ITS2, I6S y COI,
las secuencias de los caracoles obtenidos de la localidad tipo de B. costata se agruparon
con B. peregrina, indicando que B. costata es una especie vé.Iida del género, resucitada
en el presente estudio, no soportando la hipétesis de Paraense (1966). En el segundo
caso, Malek (1985) sinonimiz6 B. thermali del Salar de Ascotan con B. andecola del
Titicaca. El tnico locus posible de ser usado para comparacion de los cuatro loci
utilizados en el presente estudio fue el locus ITS2, regién secuenciada en ambos taxa
(DeJong et al,, 2001; Collado y Méndez, 2010). Estas secuencias revelan que B.
thermali es una especie diferente de B. andecola debido a que pertenecen a clados
distantemente relacionados, no soportando la hipétesis de Malek (1985). El analisis
filogenético COI infirié a la especie nominal B. aymara de los bofedales de Isluga al
interior de B. costata, lo que estuvo en conflicto con los anélisis realizados con las
secuencias 165 e ITS2, que muestran a B. aymara no resuelta o formando parte de otra
agrupacién. Considerando estos informaci6én molecular, favorecemos la hipétesis de dos
diferentes taxa. Sin embargo, es importante notar que el presente estudio no demuestra
ni niega que sean grupos hermanos, sino que establece que ambos taxa forman parte del
complejo altiplanico.

Los andlisis filogenéticos realizados en el presente estudio permiten postular la
existencia de dos especies nuevas, una diseminada en diferentes s{stemas hidrolégicos
de la cuenca Caquena, zona norte del drea de estudio, y otra restringida a sistemas de la

cuenca Lauca y Huasco. Ambos taxa serdn descritos en un préximo trabajo.
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Tabla 5.1. Resumen de las principales preguntas y resultados obtenidos en esta tesis,
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Resultados
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