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RESUMEN

Los insectos del Orden Plecoptera, presentan desarrollo dulceacuicola con imagos
terrestres voladores. La condicién de vuelo suprimido (dptera o braquiptera) es excepcional.
Gripopt;rygidae presenta géneros con vuelo suprimido en Australia, Nueva Zelanda y
Sudamérica. En la regién austral de Sudamérica existen cuatro géneros monoespecificos
apteros, que superponen su distribucién con otros seis macrépteros de amplia distribucién.
Este estudio propuse evolucién independiente para el rasgo dptero, y que el mecanismo que
condujo a la fijacién del caricter no volador habria ocurrido en pequefios refugios aislados
con limitado flujo génico, formados durante las continuas perturbaciones glaciales, donde
las condiciones desfavorables para los alados permitirfan la sobrevivencia de aquellos con
vuelo suprimido, explicando la abundancia de especies no voladoras en latitudes australes.
Esta hipotesis fue evaluada con un anélisis filogenético y el mapeo de los rasgos asociados
al desarrollo de las alas para la familia Gripopterygidae. Los resultados confirman que el
apterismo habria evolucionado de forma independiente. El mecanismo fue evaluado en la
filogeografia de Limnoperia jaffueli (Navés), donde el origen de las poblaciones fue
relacionado con su condicién de fenotipo tnico (braquipteras o macroptero), estos habrian
recolonizado de forma independiente las cuencas australes tras el dltimo méximo glacial,
donde las braquipteras derivan de refugios australes a diferencia de las macrépteras.
Nuestros resultados muestran una compleja historia en Limnoperla, cuestionando su
condicién monoespecifica, ademés determinamos que la recolonizacién ocurrié a partir de

midltiples refugios, pero que sin embargo esta habria ocurrido de forma independiente al

fenotipo alar, encontrando ambos tipos de poblaciones en un mismo linaje, con lo que esta

parte de la hipotesis no se confirma.




SUMMARY

The insects of the Order Plecoptera have freshwater nymphs and flying terrestrial imagos
(macrdptera). Flightless (apterous or brachipterous) species are exceptions in this Order.
Gripopterygidae has a number of flightless genera distributed in Australia, New Zealand
and South America. In South America there are four monospecific apterous genera; other
six macropteran genera which are widely distributed are superimposed distributions with of
the apterous species.

This study proposed independent evolution for the wingless trait, and that the mechanism
leading to the fixation of flightless character occurred in small refuges, isolated with
limited gene flow, formed during the continucus glacial perturbations. Here unfavorable
conditions for the winged allow the survival of those with suppressed flight, explaining the
abundance of flightless species in austral latitudes.

The hypothesis was evaluated with a phylogenetic analysis and mapping of the traits
associated with the development of the wings to Gripopterygidae. The results confirm that
the wingless condition would have evolved independently. The mechanism was evaluated
in a phylogeography of Limnoperla jaffueli (Navés), where the origin of the populations
was related to their status as unique phenotype (brachypterous or macropterous). These
would independently recolonized the austral basins after the last glacial maximum, where
brachypterous derived from australs refuges unlike of macropterous. Our results reveal a
complex history in Limnoperla, questioning its monospecific condition. Is determined that
recolonization occurred from multiple refuges, but nevertheless this would have happened

independently of the wing phenotype, found both types of population in the same lineage.

With this part of the hypothesis is not confirmed.




CAPITULOI:

INTRODUCCION GENERAL

Marco tedrico:

Una de las principales innovaciones de la Clase Insecta ha sido el desarrolio del vuelo, que
le ha permitido colonizar casi todos los hébitats y les condujo a una diversificacién que
actualmente representa cerca de un tercio del total de la diversidad de especies del Reino
Animal. De los 31 érdenes actuales sélo tres no presentan alas, el resto pertenece a taxa
alados (Pterygota).

Sin embargo, en casi todos los Pterygota ocurren casos de reduccién secundaria de alas
(CSIRO & Naumann, 1991). El control genético de este polimorfismo, es muy variado (un
simple locus, poligenes, plasticidad) (Bilton ef af 2001, Zera & Denno, 1997), Ia reduccidn
de alas esta relacionada con miltiples componentes fisioldgicos, ecolégicos y morfoldgicos
todos de gran importancia evolutiva. Tres son Ias hipétesis més frecuentemente estudiadas
para explicar la perdida del vuelo en Insecta: 1.- La existencia de un compromiso en-tre la
oogénesis y las estructuras del vuelo (misculos y -alas) (Jonson, 1969, Cmokrak & Roff.
2002). Otro tipo de compromiso aborda la funcién termorreguladora de las alas, donde
existe un compromiso entre la pérdida de calor y la ausencia de alas (Douglas, 1981,
Kingsolver & Koehl, 1994). 2.- La heterogeneidad de hébitat, dorde sistemas estables
favorecen la permanencia y con ello Ia incapacidad de volar, mientras que sistemas mas
dindmicos favorecen el escape (Southwood, 1962, Denno, 2001). 3.- El aislamiento podria

generar condiciones que favorezcan la perdida de la capacidad de dispersién ya sea por




ausencia de depredadores o por la reduccién de lugar de desarrollo (Darwin, 1872), estos

escenarios han sido discutidos por Andersen (1997).

Plecoptera es un Orden de Insecta cuyo desarrollo juvenil ocurre en los cuerpos de agua
mientras que los imagos son formas aladas muy breves en su ciclo de vida. Siendo el medio
dulceacuicola un hébitat fragmentado incluido en una matriz terrestre, el vuelo es
indispensable para establecer el flujo génico y la colonizacién entre sistemas o cuencas no
relacionadas (Roderick, 1996, Bilton et al, 2001). Los miembros del orden Plecoptera han
sido sefialados como voladores poco eficientes, de modo que sus poblaciones tienden a
estructurarse segiin la hidrografia (Schultheis et al, 2002). Es asi como la variabilidad en la
longitud de las alas en especies voladoras afecta la vagilidad y la recolonizacién de
ambientes perturbados, mientras que factores abidticos como el viento pueden explicar
procesos a no mas de 10km (Malmqvist, 2000). Los casos de especies con pérdida del
vuelo son considerados excepcionales y su distribucidn esta frecuentemente restringida. El
patroén de distribucién de estas especies con escasa capacidad de dispersion puede
explicarse a través de eventos histéricos como son la captaci6n fluvial, el cambio en el flujo
de rios, cambios en los niveles de cuerpos de agua, entre ofros.

Gripopterygidae es una familia presente iinicamente en el hemisferio sur, con miembros en
Oceanfa y América del Sur, su diversificacién ha sido relacionada con Ia fragmentacion del
supercontinente Gondwana (Zwick, 1973, 2000). En ambos continentes existen casos de
apterismo y braquipterismo con una mayor concentracioén de casos en las Islas de Nueva
Zelandia (McCulloch ef al. 2009, 2010). La diversidad de Gripopterygidae de Sudamérica

presenta cuatro particularidades:




1- Concentra 27 géneros de la familia, lo que corresponde al 52% del total de géneros
actuales.

2- La distribucién es findamentalmente andino-patagénica (desde los 32°S). S6lo cuatro
géneros estan presentes en la regién tropical y uno en el altiplano

3- Los géneros andino-patagdnicos presentan poca diversidad de especies (sélo tres de los
23 géneros tienen mas de dos especies).

4- Su distribucién geografica esta superpuesta en la mayoria de los géneros.

Estas caracteristicas cuando se han presentando en la flora, han sido interpretadas como
indicios de una historia sometida a perturbaciones y de restricciones a zonas de refugio
(Villagran, 1994, Villagrin & Hinojosa, 1997), lo que podria ser interpretado igualmente
para estos insectos. Ademdas sugieren buenas capacidades de recolonizacién y dispersion
post-glacial. En este escenario, los taxa con vuelo suprimido corresponden a una excepcion,
donde cuatro de los cinco géneros monoespecificos restringidos al extremo austral (48°-
54°S, dos de ellos sélo en Islas Falkland) presentan apterismo monomérfico, lo que no es
fécil de explicar conocidas las perturbaciones que han suffido estas latitudes. Por otra parte,
existe un (nico género monoespecifico con polimorfismo macréptero-braguiptero, para
ambos sexos Limnoperla jaffueli (Navas), que a diferencia de las especies apteras es de
amplia distribucién (32°-53°8). Lo més frecuente es que sus poblaciones se presenten con
fenotipo 100% macrépteros y se encuentran en todo el rango de distribucién latitudinal,
s6lo para algunas poblaciones de la costa de Chile central existe la condicién mixta yenla

regitn austral ocurren poblaciones 100% braquipteras.

La condicién dptera de especies y géneros en conjunto con su distribucitn restringida a la

region austral (al sur de Campos de hielo sur), sugiere la existencia de refugios australes




asociados a las continuas perturbaciones de la region, en estas condiciones de aislamiento
pudo haber evolucionado el rasgo aptero. En cuanto a las relaciones sistematicas de los taxa
apteros, el estudio morfolégico basado en las genitalias masculinas indica que no estarian
emparentados, y se les ha distribuido en dos subfamilias diferentes (Illies, 1963, 1964) por
lo que la evoluci6n del rasgo aptero deberia interpretarse como un proceso de convergencia
evolutiva. Si bien, no han sido resueltas las relaciones filogenéticas entre los géneros con
claridad, algunos estudios sefialan que las subfamilias no tendrian respaldo filogenético
(Thomas et al, 2000, Terry & Whiting, 2005, tesis 5). Un problema de estos anélisis
corresponde a la escasa cobertura taxondmica de la familia Gripopterygidae, y a que éstos
no incluyen especies con vuelo suprimido, de modo que fas interrogantes planteadas
persisten.

Para proponer los mecanismos que han operado en la fijacién de los rasgos que suprimen el
vuelo en las especies actuales es fundamental poder inferir la condicién ancestral de estos
rasgos en los linajes (Anderson, 1997). Para lograr inferir distintos escenarios evolutivos se
requiere de filogenias robustas que resuelvan la monofilia de los taxa sudamericanos
respecto de los de Oceania, asi como la relacion que existe entre los linajes que presentan
taxa con vuelo suprimido y de este modo responder cuantas veces pudo ocutrir {a evolucién

de estos tas gos en Gripopterygidae.

I.a mayor abundancia de especies con vuelo suprimido en la regién austral sugiere una
ventaja de esta condicién en este escenario por sobre los alados. Sin embargo, en la
actualidad muchos taxa voladores presentan la ampliacion de sus rangos de distribucién

hasta el extremo austral de Sudamérica. Es razonable pensar que la sobrevivencia




diferencial a favor de especies con vuelo suprimido durante las perturbaciones glaciales en
esta region, representaria una ventaja por sobre las especies voladoras.

Aim cuando el braquipterismo puede tener un origen génico diferente del apterismo, las
consecuencias ecolégicas de las capacidades de dispersion son las mismas, de modo que
una especie polimérfica seria un buen modelo para evaluar el efecto de las perturbaciones
glaciales en la supresion del vuelo.

McCulloch et al. (2009) enfrentan un problema similar con Gripopterygidae de Nueva
Zelandia, para lo cual construyen una filogeografia con varias especies de Zelandoperia
Tillyard. Este género presenta especies con diferente longitud de alas, algunas de ellas han
perdido la capacidad de volar. Los autores corcluyen que si bien las especies braquipteras
estin mas genéticamente estructuradas que las aladas, algunas especies aladas muestran una
estructuracion similar, sugiriendo que Ia pérdida del vuelo puede ocurrir antes que la
pérdida de las alas. Sin embargo, los autores basan sus conclusiones en comparaciones
interespecificas y no trabajan con especies polimérficas.

El modelo ideal de especie para evaluar la mantencién diferencial de fenotipos voladores y
no voladores frente a perturbaciones que produzcan aislamientos debiera cumplir con tres
requisitos: 1.~ ocupar un amplio rango de distribucion més alld del afectado por las
perturbaciones glaciales, 2.- ser polimdrfica en el desarrollo de las alas y 3.- presentar
poblaciones con diferente frecuencia de fenotipos. Estos requisitos los presenta Limnoperla
Jaffueli (Navas), siendo una especie candidata para reconstruir en ella las secuencias de
colonizacién postglacial y de esta forma identificar la existencia de eventuales refugios en
zonas perturbadas por glaciaciones. Estas poblaciones australes relictuales, debieran
presentar solo fenotipos braquipteros, habiendo fijado este rasgo en condiciones de

aislamiento, en contraste con otras poblaciones monomérficas macrépteras que se




encuentran a la misma latitud, estas no derivarian de refugios glaciales en la zona, sino que
vendrian de lugares mds al norte, donde no habria ocurrido fijacién del rasgo, es asf como
poblaciones monomorficas braquipteras y macrdpteras de latitudes australes proximas, no

debieran de constituir un mismo lingje.

Finalmente existen escasos antecedentes que evalten las capacidades de dispersién post-
glacial en Plecoptera, siendo los recientes aportes de McCulloch ef al. (2009, 2010) en taxa
de Nueva Zelandia las referencias mas proximas, asi como los estudios de la recolonizacion
post-glacial para Norteamérica de otra taxa dulceacuicola como es Megaloptera (Heilveil &

Berlocher, 2006).




OBJETIVOS E HIPOTESIS.

Esta tesis esta organizada en cinco capftulos, el primero ha sido una introduccion del
problema “pérdida del vuelo en Plecoptera Gripopterygidae”. El segundo aborda aspectos
macroevolutivos relacionados con la sistemética de la familia y el reconocimiento de
grupos monofiléticos con fenotipes discretos en cuanto al desarrollo del vuelo. El tercero
estudia la condicién polimorfica en. la morfologia de Limnoperla jaffueli para relacionar
estos estados con la distribucién geogréfica que presentan. El cuarto trabaja sobre la especie
polimérfica L. jaffueli, para explorar aspectos microevolutivos mediante filogeografia para
identificar Ia relacién entre el polimorfismo alar, y la existencia de refugios australes en
condiciones de aislamiento. El capitulo final aborda las repuestas y las limitaciones
alcanzadas en el estudio de la reduccién del vuelo en Gripopterygidae. A continuacién se
detallan las hipétesis, objetivos y predicciones que tratardn cada uno de los capitulos

sefialados anteriormente.

Obijetivo General:

Evaluar si para Gripopterygidae la mayor frecuencia de fenotipos con vuelo suprimido en el
extremo austral de Sudamérica, se debe a Ia fijacién de estos rasgos en condiciones de
aislamiento geogrifico y restricciones al flujo génico provocadas por las continuas

perturbaciones glaciales en esta regién.

Hipétesis 1.- EI rasgo dptero ha evolucionado independientemente en el extremo

austral de Sudamérica.




Prediccién: Las especies dpteras de distribucién austral no conmstituyen un grupo
monofilético, presentando en un mismo clade tanto especies dpteras como macrépteras.
Objetivos especificos:

1.- Construir una hipétesis filogenética robusta para los géneros de Gripopterygidae.

2.- Mapear los rasgos macréptero, dptero y polimérfico sobre la filogenia.

Hipdtesis 2.- Condiciones de aislamiento y restricciones al flujo génico conducen a Ia

fijacion de fenotipos con vuelo suprimido en Gripopterygidae.

Predicciones:
a) Se espera que una especie polimérfica como L. jaffueli presente un filograma resuelto

dadas las restricciones histéricas al flujo génico, en localidades sometidas a perturbaciones.

b) Se espera que la recolonizacién de una especie polimérfica como L. jaffueli sobre una

regién sometida a perturbaciones glaciales, ocurra a partir de varios refugios.

** ¢) Se espera que una especie polimérfica como L. jaffueli presente zonas de refugio sobre

regiones afectadas por perturbaciones glaciales, estas poblaciones sélo presentaran

fenotipos braquipteros.

Obijetivos especificos:

1.- Describir y definir los estados macrdptero y braquiptero para L. jaffueli.
2.- Construir una hipdtesis filogeogréafica para L. jaffueli.

3.~ Construir una red de haplotipos y relacionarla con la distribucién geografica




Resultados alternativos a las hipdtesis planteadas:

1.- Si las especies dpteras australes sudamericanas constituyen un gropo monofilético, la
fijacion del rasgo podria haber ocurrido muy ancestralmente. Si el clado incluyera especies
dpteras de Oceania el escenario de la fijacion habria ocurrido antes de la actual
configuracién continental. En ambos casos Ia evolucion del rasgo no habria ocurrido

independientemente.

2.~ 8i en la filogeografia de L. jaffueli, las poblaciones de fenotipo tinico braquipteras de
distribucién austral, resultan ser derivadas desde poblaciones de norte a sur, entonces la
fijacion del rasgo braquiptero en poblaciones de L. jaffueli es un fenémeno reciente de
adaptacién a condiciones locales durante su recolonizacién austral, y la existencia de

refugios australes no habria facilitado el establecimiento del polimorfismo alar.
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CAPITULO I1:
SISTEMATICA MOLECULAR DE LA FAMILIA GRIPOPTERYGIDAE (INSECTA:

PLECOPTERA) Y LA EVOLUCION DEL POLIMORFISMO ALAR.

RESUMEN:

La familia Gripopterygidae se compone aproximadamente de 300 especies y 52 géneros,
distribuidos en tres masas continentales: América del Sur, Australia y Nueva Zelandia. Los
estudios filogenéticos realizados en Plecoptera, con datos morfoldgicos y moleculares,
cuestionan la monofilia de la familia y sus subfamilias. En concordancia, las recientes
sintesis taxonémicas de los Gripopterygidae para Sudameérica, consideran insatisfactoria la
vigente clasificacion, demandando estudios comparativos con un mayor niimero de taxa. En
este estudio realizamos un anilisis filogenético para 44 especies y 32 géneros,
representando las cinco subfamilias y la mayor parte de los géneros de Ameérica del Sur.
Nuestra aproximacién fue realizada con el marcador nuclear H3 y los marcadores
mitocondriales 168 y COI. Los andlisis fueron realizados con los métodos de Inferencia
Bayesiana,'Ma'.xima Parsimonia y Méximum Likelihood. Nuestros resultados nos permiten
respaldar la monofilia de Gripopterygidae, Dinotoperlinae sensu lato, Leptoperlinae sensu
stricto y Gripopteryginae sensu stricto, asi como discutir las relaciones entre ofros linajes.
Los fenotipos que han suprimido el vuelo como e} apterismo y el braquipterismo, se
presentan con poca frecuencia en el Orden, pero en Gripopterygidae se presenta con mayor
recurrencia en taxa de distribucién austral. La evolucién de estos rasgos resulta ser

independiente en las taxa aqui estudiadas.
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INTRODUCCION:

La familia Gripopterygidae fue establecida por Enderlein en 1909 conjuntamente con las
subfamilias Gripopteryginae y Antarctoperlinae. La clasificacién en subfamilias mis
recientes fue propuesta por McLellan (1977) quien reconoce cinco: Dinotoperlinae
(Australia), Zelandoperlinae (Australia, Nueva Zelandia y América del Sur), Leptoperlinae
(Australia y América del Sur), Antarctoperlinae (Nueva Zelandia y América del Sur) y
Gripopteryginae (América del Sur). La familia actualmente se compone de 278 especies
(Tabla 2.1). La distribucién de estas taxa presentes Ginicamente en el hemisferio sur, sugiere
que su diversificacién ha ocurrido asociada con Ia fragmentacién del supercontinente
Gondwana (Zwick 1973, 2000). Especies actuales o fosiles de Gripopterygidae no estin
presentes en Africa e India, quienes se separan hace 165-150 MYA del Gondwana. La
familia habria evolucionado en América del Sur, Nueva Zelandia, Australia y Antérctica
quienes permanecen unidas por gran parte del Creticico tardio, hace 80 MYA inician su
fragmentacion hasta lograr su actual configuracién (Amorim et al. 2009). Esta distribucién
es congruente con las otras tres familias del Suborden Antarctoperlaria (Eusteniidae,
Diamphipnoidae y Austroperlidae), quienes se presentan tinicamente en América del Sur
y/o Oceania. De estas cuatro familias, Gripopterygidae es la de mayor diversidad con un
niimero creciente de especies que en el censo mds reciente se propone en alrededor de 300
especies distribuidas en 55 géneros (Lecci & Froehlich 2011).

La monofilia de Gripopterygidae se soporta en rasgos de su morfologia ninfal, las que
presentan un ramillete de branquias retrictiles, ubicadas en la membrana supra anal (Zwick
1973, 2000). Esta estructura es posiblemente homéloga al filum terminale de otros érdenes

de insectos primitivos, pero su modificacion con funcién respiratoria constituye una
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apomorfia para la familia (Zwick 2000). Posteriormente Terry & Whiting (en preparacion)
realizan un analisis que combina los datos morfolégicos y los moleculares derivados de seis
marcadores (12S, 168, 188, 28S, COIl y H3). Sus resuitados han puesto en duda la
- monofilia de Gripopterygidae, cuyo clado subordina a las otras fres familias de
Antarctoperlaria. Sin embargo, estos resultados son aiin cuestionados dado que este estudio
tuvo como objetivo resolver las agrupaciones de familias a nivel de todo el orden
Plecoptera, incluye a todas las familias y las representa solo con una pequefia muestra, en
¢l caso de Gripopterygidae, esta fue representada s6lo por 19 taxa, por otra parte el anélisis
fue inferido tinicamente con el método de Méxima Parsimonia.
Siguiendo a Zwick (2003), Gripopterygidae tiene como grupo hermano a Austroperlidae
quienes constituirian la Superfamilia Gripopterygoidea, la que a su vez es grupo hermano
de Eusthenioidea quien retine a Diamphipnoidae + Eustheniidae. Estas cuatro familias
representan el Suborden Antarctoperlaria, el que se encuentra bien soportado en todos los
estudios filogenéticos realizados (Fochetti & Tierno de Figueroa, 2008).
Dentro de Gripopterygidae se han propuesto varios agrupamientos en subfamilias, los que
han sido planteados inicialmente sobre la base de su morfologia alar y posteriormente sobre
inusuales rasgos como la pérdida de branquias y Ia reduccién del vuelo. Sin embargo los
argumentos més robustos se han encontrado en el estudio de la morfologia genital, lo que
ha llevado a modificar los antiguos agrupamientos.
Hlies (1963) publica su revisién de los Gripopterygidae de América del Sur. Este trabajo es
considerado fundador y como punto de partida para los estudios de biodiversidad del grupo
(Vera & Camousseigth, 2006). En este trabajo se describen la mayor parte de los géneros y
especies que conocemos actualmente, y ademas se establece un sistema de agrupamientos a

nivel de cinco subfamilias. En un trabajo anterior, Illies (1958) propone la familia
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Abranchioperlidae sobre la base de una ninfa proxima a Gripopterygidae pero desprovista
de branquias, posteriormente esta es integrada a Gripopterygidae como un sinénimo de
Notoperla en la subfamilia Leptoperlinae, y la pérdida de las branquias se considera como
una apomorfia del género. McLellan (1977) redefine la diagnosis de Leptoperlinae al
estudiar los géneros presentes en Oceania, al tiempo que propone la subfamilia
Dinotoperlinae para reunir un conjunto de especies Australianas que habian sido ubicadas
previamente en Gripopteryginae y Paragripopteryginae (McLellan 1971). De este modo,
ambas subfamilias desaparecen de Australia, resultando Dinotoperlinae y Gripopteryginae
exclusivas de Australia y América del Sur respectivamente. En esta misma oportunidad,
McLellan (1977) propone la subfamilia Zelandoperlinac para un conjunto de especies
exclusivas de Nueva Zelandia y para Notoperlopsis de América del Sur. Ademis establece
la sinonimia de Paragripopteryginae en Gripopteryginae. Estos cambios los realiza
fundamentalmente sobre el estudio de la morfologia genital y del sistema nervioso. El
analisis de estos rasgos es impulsado por la reduccion de las alas en la mayor parte de las
especies Neozelandesas, lo que impide estudiar los tradicionales rasgos de la venacion alar.
Este problema fue enfrentado en el caso de especies apteras presentes en el extremo austral
de América del Sur donde Aubert (1956) describe 4ndiperla willinki como una especie
aptera cuyas ninfas han perdido los ocelos y habitan sobre glaciares. Su inusnal
conformacién de caracteres motiva la proposicién de una nueva subfamilia llamada
Andiperlinae. En ella se ubica también al género aptero Apteryoperla de Nueva Zelandia
que habita en altas montafias australes en ambientes empapados de deshielo glaciar.
Posteriormente son incluidas en esta subfamilia las especies Megandiperla kuscheli Ties
1960 y Andiperlodes holdgatei 1llies, 1963 ambas del extremo austral de América del Sur.

Illies (1964) reexamina los cuatro géneros de Andiperlinae y propone que los rasgos de
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diagnosis han covariado, como una respuesta ecoldgica a las extremas condiciones de
viento y luvia donde se desarrollan, y de esta forma serian resultado de convergencia
evolutiva. Andiperlinae es disuelta y los cuatro géneros son renbicados en tres subfamilias
preexistentes sobre la base de su morfologia genital y ninfal.

La configuracién actual de cinco subfamilias sigue vigente, pero ha sido considerada ain
insatisfactoria (McLellan & Zwick 2007 y Stark ef af. 2009). Ademads se requiere de una
revision de Ias categorias genéricas dadas para América del Sur, donde existen escasas
apomorfias morfol6gicas y en algunos casos estdn definidos por una combinacién particular
de rasgos. Esta postura es parcialmente respaldada por el estudio de Terry & Whiting (en

preparacién) quienes solo encuentran sustento en una de las cinco subfamilias de

Gripopterygidae.

A continuacién se indica para la Familia Gripopterygidae la configuracién de subfamilias,
géneros y niimero de especies actuales, segilin su distribucién continental (modificada de
Stark et al. 2009):

AUSTRALIA: Dinotoperlinae: Dinotoperla Tillyard (35), Eunotoperla Tillyard (1),
{lliesoperla McLellan (12)," Nebiossoperla McLellan ‘(3), Trinotoperia Tillyard (16),
Nescicoperla Theischinger (1), Dundundra Theischinger (1) y Kirrama Theischinger (2).
Leptoperlinae: Leptoperla Newman (28), Newmanoperla McLellan (4), Cardioperia
McLellan (10) y Riekoperla McLellan (23).

NUEVA ZELANDIA: Zelandoperlinae:Acroperla McLellan (5), Apteryoperia Wisely (6),
Auklandobius Enderlein (4), Holcoperla Mclellan (3), Megaleptoperla Tillyard @),

Nesoperla Tillyard (3), Rakiuraperla McLellan (1), Rungaperla McLellan (2), Taraperla
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McLellan (4) y Zelandoperia Tillyard (6). Antarctoperlinae: Vesicaperla McLellan (7) y
Zelandobius Tillyard (29).

AMERICA DEL SUR: Zelandoperlinae: Notoperlopsis lllies (1). Leptoperlinae:
Notoperia Endetlein (7) y Senzilloides Illies (1). Antarctoperlinae: Antarctoperla
Enderlein (2), Araucanioperla llies (2), Ceratoperla lilies (2), Chilenoperla Illies (6),
Megandiperia lllies (1), Pelurgoperia lllies (1} y Plegoperla Ilies (2). Gripopteryginae:
Andiperla Aubert (1), Andiperlodes llies (2), Aubertoperla lilies (2), Claudioperla 1llies
(1), Faiklandoperla McLellan (1), Gripopteryx Pictet (17), Guaranyperla Froehlich (3),
Limnoperla 1llies (1), Neopentura Iles (1), Paragrypopteryx Enderlein (11),
Pehuenioperla Vera (1), Potamoperla lllies (1), Rhithroperla lilies (2), Teutoperla lllies
(4), Tupiperla Froehlich (14) y Uncicauda McLellan & Zwick (2). Dinotoperlinae:
Alfonsoperla McLellan & Zwick (1), recientemente asignada a la subfamilia por (Froehlich

2010).

Reduccion del vuelo en Gripopterygidae:

Como ya ha sido sefialado, fa reduccién del vuelo ocurre en gran parte de los taxa de Nueva
Zelandia (McLellan, 2066). Los géneros de Zelandoperlinae Rungaperla, Apteryoperia,
Holcoperla y Rakiuraperla son apteros. Ademds en el género Aucklandobius sdlo A.
complementarius Enderlein es alada. En los géneros Zelandoperla y Taraperla solo Z.
pennulata McLellan y T. johnsi McLellan son micréptera y 4ptera respectivamente, y en el
género Nesoperia todas las especies presentan reduccién del vuelo y sélo N. Julvenscens
Tillyard presenta polimorfismo con fenotipos voladores y no voladores. Por otra parte en

Antarctoperlinae las especies de Vesicaperla son épteras a excepcion de V. townsendi
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McLellan, que presenta alas vestigiales, y el vinico Zelandobius 4ptero es Z. brevicauda
McLellan.

En Sudamérica la reduccion del vuelo se da tinicamente en algunas taxa, los géneros de
Antarctoperlinae: Megandiperla 'y de Gripopteryginae: Andiperlodes, Andiperla y
Falklandoperia son 4pteros, mientras que la Uinica especie de Limnoperla, L. jaffueli Navas
es polimérfica presentando fenotipos voladores y no voladores. En Zelandoperlinae el
macho de Notoperlopsis femina llies es braquiptero y la hembra macroptera (McLellan et
al 2006). En Leptoperlinae el género Notoperla presenta especies con toda las
combinaciones de fenotipos alares (Vera, 2011), siendo las hembras macrépteras y los
machos micropteros en N. fuegiana (Enderlein), N. fasciata McLellan y N. magnaspina
McLellan. En esta iltima los machos pueden llegar a ser braquipteros; N. macdowalli
McLellan & Mercado es dptera, mientras que en N. archiplatae (Illies) los machos varian
desde dpteros hasta macrépteros, finalmente en N. funelina (Navis) las hembras son
braquipteras o macropteras y los machos son macrdpteros.

En Australia al igual que en América del Sur la mayor parte de las especies son
macropteras y unas pocas han reducido el vuelo. Solo dos especies son 4pteras Leptoperla
cacuminis Hynes y Riekoperla darlingtoni (Illies), otras ocho son braquipteras: Leptoperia
kallistae Hynes, L. varia Kimmins, Riekoperla isosceles Theischinger, R. cornuta
Theischinger, R. intermedia Theischinger, Dinotoperla hirsuta McLellan, D. walkeri Dean

& Clair y Eunotoperla kershawi Tillyard (Dean & Clair 2006).

Distribucion de los taxa.
Cuando se compara la diversidad de especies de Gripopterygidae entre las tres masas

continentales donde se presentan, ocurre que en América del Sur la mayor parte de los
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géneros son monotipicos o estén constituidos nicamente por dos especies, a diferencia de
lo que ocurre en Australia y Nueva Zelandia. Este patrén fue descubierto y discutido
tempranamente por Ilies (1969) y atn cuando se han realizado numerosos aportes
taxonémicos desde entonces, la situacién no ha cambiado. En general se acepta que las
regiones afectadas por las glaciaciones pleistocénicas han perdido gran parte de su
biodiversidad, y son los sobrevivientes en refugios los que deben recolonizar las regiones
antes cubiertas por el hielo. Sin embargo al observar regiones que sufrieron estos procesos
en Europa y Nueva Zelandia, estas se presentan con numerosas especies para cada género a
diferencia de América del Sur, desconociéndose los factores pueden haber operado para
explicar tal discrepancia (Illies 1969).

En cuanto a la distribucién de los taxa en América del Sur, se observan dos conjuntos
separados por la diagonal arida sudamericana, en la Regién Neotropical principalmente al
sur de Brasil se distribuyen Gripopteryx, Paragripopteryx, Tupiperla-y Guaranyperla. Las
restantes especies se ubican en la regién biogeogrifica Andina (Morrone 1999). En la
regién Andina tinicamente ¢l género Claudioperla se distribuye en el altiplano del extremo
norte de Chile, en Bolivia, Perii, Ecuador y Colombia. Estin ausentes en el norte grande y
parte del norte chico, logrando su mayor abundancia y diversidad de especies en Chile
Central y Sur entre los 33° y 46° de latitud Sur, un segundo pico de diversidad se encuentra
en el extremo austral entre los 48° y 54° de latitud Sur, ocurriendo un reemplazo de las
especies presentes en el tramo anterior. Es en este tramo donde se presentan los tres géneros
apteros Andiperla, Andiperlodes y Megandiperla. De este modo resulta una distribucion
bimodal de la diversidad de Plecoptera en Chile (Camousseigth 2005 y Palma & Figueroa

2009).
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En Chile la mayor parte de los géneros superponen total o parcialmente su distribucion,
pudiendo coexistir en el mismo habitat, a diferencia de muchas de las taxa de Nueva
Zelandia, donde las especies se presentan localmente distribuidas, en particular aguellas
que han perdido la capacidad de volar, como las del género Vesicaperia (McLellan 1993).
Esta situacién contrasta con la distribucién de los taxa 4pteros de Chile, los que presentan
amplias distribuciones tal es el caso de Megandiperla que se ha encontrado en dos lugares
distantes en los archipiélagos al sur de peninsula de Taitao (Lanfranco 1982). Mas
documentado es ef caso de Andiperla, cuya distribucién ocupa glaciales al norte de Campos
de hielo norte (Kohshima 1959), al sur de campos de hielo Sur (Lanfranco 1982) y en la
cordillera de Darwin al sur de Tierra del Fuego (Vera ef al. 2012) ocupando un espacio
entre los 47° a 55° de Latitud Sur; recientemente se ha descrito una segunda especie de
Andiperlodes para la Argentina (Pessag 2009), con lo que el género presentarfa una especie
continental en Los Andes Orientales y otra en los archipiélagos del Pacifico. Dada la escasa
capacidad de dispersién de los Plecoptera dpteros y las perturbaciones glaciales ocurridas
sobre su hébitat, estas distribuciones sélo pueden explicarse tras Ia sobrevivencia en
refugios pleistocénicos, salvo para ¢l caso de Andiperla, donde la continuidad glacial pudo

ser su medio de dispersién y la actual fragmentacion del hielo su aislamiento.

Diversos procesos ocurridos en Gripopterygidae como: la divergencia en el desarrollo de
habitos ninfales terrestres y la reduccion del vuelo han sido relacionados con eventos
pleistocénicos en varias oportunidades, donde se ha propuesto que el hielo produce relictos
aislados que pueden conducir a especiacion (Illies 1964, 1968), este escenario favorece
rasgos que reducen el vuelo, evitando la fuga desde los escasos lugares aptos para el

- desarrollo (Lencioni 2004), también se favorecen rasgos que aprovechan Ia abundancia de
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oxigeno disuelto en el agua (perdida de branquias) y facilitan la biisqueda de alimento en la
vegetacion circundante (ninfas terrestres) (McLellan 1979). Estos procesos podrian haber
hecho converger algunos rasgos en taxa no emparentadas filogenéticamente, o bien haber
dado origen a taxa de exclusiva morfologia que habrian dispersado y especiado junto a los
sucesivos avances y retrocesos glaciales del Pleistoceno. La morfologia genital parece
apoyar la hipotesis de convergencia, pero no se cuenta con estudios filogenéticos que
permitan evaluar estas hipdtesis.

Los antecedentes sistemdticos sefialados no dan respaldo a los agrupamientos al interior de
Gripopterygidae, con lo que un andlisis filogenético se hace necesario a fin de entender
come se relacionan los taxa que portan fenotipos con reduccién del vuelo, si estos
constituyen o no grupos monofiléticos y si los grupos han evolucionado
independientemente en los continentes que se presentan. En esta oportunidad nuestro
objetivo es realizar un anélisis filogenético amplio, que incluya la mayor parte de los
géneros de Gripopterygidae posibles mediante una aproximacién molecular y asi explorar

las relaciones sisteméticas con los fenotipos que han perdido la capacidad de volar.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo taxonémico (Tabla 2.11 y 2.1II)
Se estudiaron 37 especies de Gripopterygidae, 2 Austroperlidae, 1 Diamphipnoidae, 1
Eusteniidae y 2 Perlidae, estos tiltimos fueron utilizados como grupo externo (Tabla 2.1D.
La muestra de Gripopterygidae incluye a miembros de las cinco subfamilias y representan

la mayor parte de los géneros de América del Sur. Para incorporar un mayor niimero de
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Dinotoperlinae de Australia y Zelandoperlinae de Nueva Zelandia, se utilizaron secuencias
adicionales descargadas desde Genbank para los marcadores Histona 3 (H3) y la subunidad
menor del ribosoma (16S) (Tabla 2.1IX), el anlisis final se realizé con dos taxa como grupo
externo y 47 en el grupo interno. De ellas 43 fueron Gripopterygidae y cuatro representaron

ofras familias de Antarctoperlaria, las que se han incluido para verificar la monofilia de

Gripopterygidae.

Extraccion de DNA, amplificacién y secuenciaci6n

La extraccion de DNA total fue realizada a partir de tejidos del meso y metatérax a los que
se les retiraron las alas, patas y tubo digestivo. Se utilizo vn método de extraccién salina
(modificado de Jowett, 1986),

Especimenes museolégicos fueron sometidos a pruebas de extraccidn sin buenos
resultados. Por ello 1a mayor parte de los especimenes estudiados debieron ser colectados
durante la ejecucion de este estudio y fueron conservados en etanol absoluto. En la tabla
2.11 se indican las especies y localidades de los especimenes utilizados para la extraccién de
DNA 'y posterior amplificacién. Para evitar dificultades en la identificacién especifica, la
totalidad de los especimenes utilizados fueron imagos, de preferencia machos. Los
individuos fueron recolectados mediante sacudida del follaje circundante al cuerpo de agua,
volteando objetos riberefios o mediante técnicas de crianza de ninfas de tltimo estadio
(Vera, 2008). Otros especimenes fijados en etanol fueron conseguidos desde colecciones de
especialistas en Nueva Zelandia y Brasil.

Secuencias parciales de dos genes mitocondriales y un gen nuclear fueron amplificadas por
medio de PCR. Para los genes mitocondriales rDNA 16S y COI se utilizaron los primers

5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’ y 5°-CTCCGGTTTGAACTCAGATC-3’ (Palumbi
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et al.,1991), 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ y 5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3” (Folmer et al., 1994), respectivamente.
Para el gen nuclear H3 los primers utilizados fueron FH3-AF 5°-
ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC-3° and H3-AR 5-
ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC-3’ (Colgan ef al., 1998).

Las concentraciones finales para la PCR fueron: 1X amplificacién buffer, 3mM MgCl,,
0.15mM para cada dNTP, 0.2uM, de cada primer para 168 (0.15pM de cada primer para
COD 1U de Tagq polymerase y 0.1 pg de DNA templado. La amplificacién de 16S se
realizé con el siguiente ciclo de temperaturas: 3 min de desnaturalizacion inicial a 94° C,
seguidos por 38 ciclos de 30 sec de desnaturalizacién a 94° C, 1 min de alineamiento a 50°
Cy 1 min de extensi6n a 72° C, finaliza con 10 min a 72° C. La amplificacién de COI
utiliz6 40 ciclos de 30 sec de desnaturalizacién a 94° C, 1 min de alineamiento a 48° C yl
min de extensién a 72° C, finaliza con 10 min 2 72° C. La amplificacién de H3 utilizé 35
ciclos de 30 sec de desnaturalizacién a 94° C, 30 sec de alineamiento a 47° C y 30 sec de
extensién a 72° C, finaliza con 10 min a 72° C. Los fragmentos amplificados fueron
visualizados en un gel de agarosa 1% (p/v) y enviados a secuenciar a Macrogen, Inc.

(Seil, Corea).

Alineamiento y anilisis filogenético
Los alineamientos fueron realizados con CLUSTAL W (Thompson ef al. 1994) en
BIOEDIT v7.0.5.2 (Hall, 1999). Para 163 rDNA utilizamos el Multiple Alignment Mode

seguido por edicién manual. Para COI y H3 tanto el alineamiento como la edicién fueron

realizados manualmente.
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El andlisis filogenético fue realizado utilizando las siguientes particiones: cada gen por
separado, la combinacién de H3 con 168, de COI con 16S y los tres genes combinados
(evidencia total). Las taxa con secuencias compatibles disponibles en GenBank, tinicamente
aportan con los genes 168 y H3 y fueron incorporados en cuatro de las seis particiones, de

modo que en el andlisis de evidencia total las taxa complementarias fueron codificadas con

el signo “?” y consideradas como missing para COL. Cada particién fue analizada con los’

siguientes métodos de inferencia filogenstica: 1) Méxima Parsimonia (MP) utilizando el
programa PAUP* v4.0b10 (Swofford, 2002), se realizé blsqueda heurfstica con adicién
aleatoria de secuencias y el algoritmo TBR (tree bisection and reconnection). Todos los
caracteres fueron tratados con igual peso y los indels tratados como missing. 2) Maximum
Likelihood (ML) fue realizade utilizando el programa PAUP* v4.0b10. El modelo de
sustitucién nucleotidica més apropiado fue estimado con el programa IMODELTEST 0.1.1
(Posada & Crandzll, 2008). El modelo seleccionado para todos los analisis fue el modelo
general de tiempo reversible con sitios invariables y distribucién gamma {GTR+I+@G). El
soporte estadistico para los nodos en MP y ML fue evaluado con el método de bootstrap
(Felsenstein, 1985), usando 1000 pseudoréplicas. 3) para Inferencia Bayesiana (IB) las
relaciones filogenéticas fueron inferidas utilizando el programa Mr.Bayes v3.1.2 (Ronquist
& Huelsenbeck, 2003). Probabilidades a posteriori fucror estimadas desde una muestra de
arboles construidos con simulaciones de Monte Carlo con cadenas de Markov. Cuatro
cadenas fueron corridas al menos 10 millones de generaciones cada una, muestreando cada
1000 generaciones y eliminando el 10% de las muestras como Bum-in.

La evolucién de la reduccién del vuelo fue estimada por el método de mapeo filogenético
usando ML y el modelo de evolucién MK1 reconstruidos en el programa Mesquite

(Maddison & Maddison, 2003). Los estados ancestrales de los caracteres fueron
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optimizados sobre la filogenia obtenida para la particién 16S+H3 utilizando el método de

ML.. La codificaci6n del caricter fue macrdptera = 0, dptera = 1 y braquiptera =2,

RESULTADOS

Secuencias

Los alineamientos de secuencias utilizados para los genes H3, 16S y COI resultaron en
241pb, 538pb y 613pb respectivamente. Las secuencias de H3 y 168 disponibles en Gen
Bank proceden del estudio de Terry & Whiting (en preparacién) v no se encuentran para
todas las taxa que estudiaron. Por ello se incluyé sélo a las que presentan ambas secuencias.
Ademés en su estudio no se indica el origen del material, lo que puede Hevar a
identificaciones erradas cuando se trata de ninfas. Es asi como muchas de las especies s6lo
estan identificadas a nivel de género, alin cuando varios de ellos son monoespecificos. Un
ejemplo de ello es que para H3 la secuencia de Pelurgoperla es idéntica a la de
Antarctoperla, en circunstancias que nuestras amplificaciones muestran que ambos
difieren. Por este motivo cuando nos file posible evitamos utilizar otras secuencias desde la

base de datos.

Analisis filogenético

En cuanto a Ja monofilia de Gripopterygidae, los anilisis de MP para todas las particiones,
no recuperan a Gripopterygidae como un grupo monofilético, resultando en una topologia
que subordina los integrantes de las otras familias de Antarctoperlinae (Fig. 2.1a). Sin

embargo estos nodos no presentan respaldo estadistico. Un resultado similar se observa en
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el andlisis de IB para los genes COI e H3 cuando se toman individualmente. Por otra parte
los andlisis de ML ¢ IB para todas las restantes particiones si recuperan la familia
Gripopterygidae como un linaje y presentan respaldo estadistico (Tabla 2.1V, clado G).
Ademas ubican a Austroperlidae como su grupo hermano. Posteriormente se implementé
una basqueda heuristica con MP que forzé la monofilia de Gripopterygidae, resultando
topologfas similares a las obtenidas con los otros anélisis (Fig. 1b).

Dentro de Gripopterygidae, cuando se analizan los genes de forma independiente el gen
168 es el que mejor resuelve con todos los métodos de inferencia, mientras que los
marcadores COI e H3 recuperan 4rboles con politomias en Ios nodos basales. Los andlisis
de MP no resultaron en hipétesis tinicas, y el menor nimero de 4rboles se obtuvo con COI,
s6lo dos arboles igualmente parsimoniosos con 2646 pasos (CI= 0.1878, IR=0.3227) para
243 caracteres igualmente parsimoniosos. Estos arboles con escasa resolucién se asemejan
a los resultados de H3. Sin embargo el gen 16S aplicado constraints, resulto en 14 4rboles
iguaimente parsimoniosos con 944 pasos (CI=0.3729, R¥+0.5294) y 149 caracteres
informativos para parsimonia. En este caso la topologfa se resuelve mejor y todos los
cambios topolégicos que distinguen estos 14 drboles ocurren dentro del clado E (se define
més adelante). Los andlisis de ML e IB resuelven arboles tinicos, pero con abundantes
politomias para cada gen.

Los anélisis de particiones combinadas mejoran los resultados, tanto en Ia topologia como
en los respaldos estadisticos. La combinacitn de 16S+H3 (Fig. 2) asi como la de los tres
genes (Fig. 3) resultan en topologfas similares, las que difieren en las relaciones al interior
del clado E y en la resolucién de los nodos basales al interior de Gripopterygidae. Los

andlisis de IB muestran una politomia en los nodos basales, la que varia en el nimero de
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linajes involucrados en ella, segin sea la combinacién de genes utilizados. Los resultados

de ML son los de mayor resolucion.

En cuanto a los géneros que fueron representados con més de una especie, los resultados
son similares en todos los analisis que tuvieron resolucién, y muestran que cada uno de los
siete géneros Araucanioperla, Aubertoperla, Dinotoperla, Teutoperla, Zelandobius,
Vesicaperla y Notoperla se presenta como un unico linaje con respaldo estadistico,
mientras que los géneros Chilenoperla y Pelurgoperla no presentan este respaldo y
muestran una linica configuracién topolégica, en donde Pelurgoperla personata se incluye
en Chilenoperla como gmpo hermano de Chilenoperla elongata, mientras que
Chilenoperla puerilis se distancia del género Chilenoperla y se ubica como grupo hermano
de Pehuenioperla llaima, recuperéndose el clado (4ntarctoperla michaelseni (Ch. puerilis+

P. llaima)) de forma independiente del clado (Ch. puelche (P. personata + Ch. elongata)).

La descripcion topoldgica de las relaciones entre géneros se realiza sobre la hipétesis de
ML obtenida con la particién de evidencia total, ya que fue la que obtuvo una mayor
resolucién y respaldos (Fig. 2.3). Se reconocen los clados A:(Ch. puelche + (Pelurgoperia
+ Ch. elongata)), B: (Antarctoperla + (Ch. puerilis + Pehuenioperia)), C: (Ceratoperla +
Araucanioperla), D: (dlfonsoperia + Aubertoperlat (Illiesoperla + Dinotoperla), a este
clado se le ha llamado Dinotoperlinae semsu latus, E: incluye 11 géneros de
Gripopteryginae exceptuando Aubertoperla y Neopentura, a este clado se le ha llamado
Gripopteryginae sensu stricto, ¥: (Riekoperla + (Senzilloides + Notoperla)), a este Erupo se
le ha llamado Leptoperlinae sensu strictus. Los valores de soporte estadistico para los

clados sefialados en cada anélisis y particién se muestran en Ia tabla 2.IV. Las restantes
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relaciones genéricas asi como }as relaciones entre los clados ya sefialados no muestran una
topologia estable en los diversos andlisis asi como escasos soportes estadisticos. Los
andlisis de IB para cada particién, reflejan esta falta de resolucién colapsando los nodos a

ese nivel y generando politomias entre los clados A-F y los restantes géneros.

Las subfamilias como estin actualmente configuradas no encuentran respaldo en ninguno
de los andlisis, sin embargo existen clados que se aproximan a ellas, en las figuras 2.1, 2.2
¥y 2.3 se han coloreado las ramas de acuerdo a la subfamilia asignada a cada especie. El
clado F retine a los Leptoperlinae salvo por Newmanoperla, Ia que en ningin analisis se
incluy6 en este clado. El clado D reiine a los Dinotoperlinae y a dubertoperla, esta Gltima
en muchos andlisis resulta grupo hermano de dlfonsoperla. El clado E como ya fue
indicado reiine a casi todos los Gripopteryginae. Sin embargo las relaciones en su interior
varfan en los diversos andlisis. Las relaciones mds estables son la ubicacién de Andiperla
como grupo hermano de los restantes géneros y a la asociacién de los cuatro géneros
neotropicales Paragripopteryx, Gripopteryx, Guaranyperla y Tupiperla. Zelandoperlinae
se encuentra disperso en todos los édrboles. Antarctoperlinae se organiza en grupos
definidos (clados A, B y C), o en géneros individuales, pero no se combinan para formar un
linaje. Los Gnicos Antarctoperlinac de Nueva Zelandia Vesicaperla y Zelandobius no

constituyen un grupo monofilético.

Evolucién de los fenotipos con reduccién del vuelo.
Los resultados del Mapeo filogenético de Ia reduccién del vuelo (Fig. 4) muestran
evolucién independiente de los rasgo 4ptero y braquiptero. No se observan relaciones

supragenéricas de los rasgos.
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DISCUSION

La familia Gripopterygidae se comporta como un linaje en todos nuestros andlisis, a
excepcién de la estimacion de MP e IB para los genes COI e H3 que no muestran
resojucién a ese nivel. En los restantes analisis de ML e IB el grupo hermano de
Gripopterygidae es Austroperlidac como habria sido sugerido de forma independiente en
anteriores estudios filogenéticos realizados con morfologia (Zwick 1973, 2000, 2003). El
resultado de MP es similar al que obtienen Terry & Whiting (en preparacién) cuyo estudio
es el que pone en duda la monofilia de Gripopterygidac y que se habria realizado
tnicamente con MP. A nuestro parecer hay argumentos para apoyar la monofilia de
Gripopterygidae y atribuir estos problemas a un artefacto de la estimacién de MP cuando se

realiza sobre datos moleculares.

Los resultados de los géneros Chilenoperla y Pelurgoperla como parafiléticos, son
congruentes con los antecedentes de la morfologia ninfal (Vera 2008), donde previamente
se indicaba la necesidad de una eventual modificacién taxondmica. Ambas evidencias
independientemente apuntan en la misma direccién, donde Pelurgoperia puede ser

considerado como un miembro del linaje de Chilenoperla y Ch. puerilis deberia ser

excluida.

Las agrupaciones de subfamilias no encuentran respaldo en nuestros resultados, siendo
congruente con las opiniones que de forma independiente presentaban los estudios de Terry
& Whiting (en preparacion) y McLellan & Zwick (2007). Sin embargo nuestros resultados

dejan ver una serie de linajes que se relacionan parcialmente con estas categorias
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taxondmicas. Gripoteryginae sensu strictus es uno de los linajes de mayor cohesion en
nuestros analisis, sin embargo al interior de este no logramos un resultado @mico al
comparar las metodologfas de inferencia filogendtica, es posible que se requicra de
marcadores de mayor variabilidad para consensuar una tinica topologfa, un candidato puede
ser Cyt-b. Dinotoperlinae fue reconocido como un linaje por el estudio de Terry & Whiting
(en preparacién), sin embargo contaba con un limitado muestreo, al incorporar un mayor
nimero de taxa, los géneros de América del Sur dubertoperla y Alfonsoperia se integran a
Dinotoperlinae (clado D), inicialmente Alfomsoperla fue descrito pero no asignado a
subfamilia, recientemente Froehlich (2010) en su catilogo de las especies neotropicales lo
asigna a Dinotoperlinae sin desarrollar un explicacién. Nuestros resultados muestran una
estrecha vinculacién de Alfonsoperla con Aubertoperla y confirman su ubicacién en
Dinotoperlinae, de modo que a este conjunto lo hemos denominado Dinotoperlinae censas
lato ya que incorpora a Aubertoperla, que en ninguno de nuestros analisis se agrupo con los
restantes Gripopteryginae. Adn cuando nuestra muestra de Leptoperlinae es pequeiia,
permite relacionar taxa de ambos continentes, como se habia sefialado con anterioridad, sin
embargo excluyen a Newmanoperla, de modo que lo designamos como Leptoperlinae
sensu stricto. Sin duda que Antarctoperlinae es el grupo més complejo y requiere de una
reorganizacion, los clados A, B y C muestran una tendencia a relacionarse, pero no logran
respaldo estadistico, el resto de los géneros adopta diversas ubicaciones. Finalmente
Notoperlopsis no muestra asociacién con los Zelandopetlinae de modo que esta subfamilia
tampoco se comporta como un lingje. Un resultado de esta configuracion es que las
relaciones transoceénicas ocurren en gran parte de la topologta, sélo los clados A, B, Cy E,

tiene representantes exclusivos de América del Sur, lo que hace suponer que gran parte de
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la diversificacién genérica de la familia se desarrollé antes de la fragmentacién del

supercontinente Gondwana.

Reduccion del vuelo

Al observar la topologia resultante, los taxa dpteros no se refinen en un clado y cada uno de
los géneros que las contienen Andiperla, Vesicaperta y Notoperia se presentan distantes
unos de otros. De igual forma ocurre con las especies braquipteras de Limnoperia,
Notoperla y Notoperlopsis. Ain cuando la nueva configuracién vulnera Ia estructura de
subfamilias, esta no afecta Ia relacién que presentan las especies con reduccién del vuelo
aqui incluidas, de modo que la evolucién independiente de estos rasgos encuentra en
nuestro estudio un respaldoe filogenético. El efecto que estas especies provocan sobre Ja
reconstruccién del estado ancestral de Ios linajes es despreciable, siendo la pérdida del
vuelo exclusividades de cada género y la mayor parte de los ancestros del linaje
Gripopterygidae presentan el fenotipo volador. Por lo tanto la evolucién independiente de

los rasgos es la mejor explicacion.

Ciertamente existen muchas otras taxa que presentan reduccion del vuelo, cuya remota
distribucién ha dificultado obtener especimenes aptos para estudios moleculares, y que no
han sido incluidas en este trabajo. Se requiere de nuevos esfuerzos para complementar estos
resultados, en especial de aquellos géneros monoespecificos cuyas relaciones son afin

inciertas y podrian contribuir resolviendo o aumentando el respaldo de los nodos basales de

la filogenia de Gripopterygidae.
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Tabla 2.LDiversidad de especies actuales y de géneros para la Familia Gripopterygidae

segun su distribucién geografica. Modificada de: Fochetti & Tierno de Figueroa 2008,

Froehlich 2010 y McLellan 2006. En paréntesis se indica el ntimero de géneros incluidos en

el presente andlisis filogenético.

América del Sur | Nueva Zelandia | Australia total
Géneros 27 (24) 12(4) 13(4) 52 (32)
Especies 90 72 134 278
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Tabla 2.ll. Datos de los especimenes utilizados para la obtencién de secuencias. Se indica el nombre de
la especie, su familia o subfamifia en el caso de los Gripopterygidae, el sexo (M=&, H=9), su fenotipo de
desarrollo alar (M= macroptero, A= dptero, B= braquiptero), sus datos de coleia y los codigos de acceso a

Gen Bank.
Famili Cédigos de acceso Gen
Especie S:?b?an?i!% exdfen. Localidad de colecta Bank
168 COIl H3
. . . . SA, Chile, Cauquenes, Rio
I"g"ez?;f ;;t; T Perhdz—;;(l)_.;hmllcl MM Curanilahue 22-01-2006; [XOCKAOOOXK [0 EXOXOO0C0K
apale 30°50'S/72°30'W
, . . . SA, Chile, Cauquenes, Rio
Nigroperla costalis  Perlidac Latreillel gy [ g | Curanitaue 22-01-2006;  hooooooodiooaccoaoooooon
30°50°'S/72°30'W
. . Diamphipnoidae SA, Chile, Talca, Viiches Alto 06-
Diamphipnoa sp. 1™ picker 1950 | M [ M | 042007; 35°36'5/71°03W  |O000000 ROCOOC0MK 300000008
Neuroperlopsis patris | Eustheniidae SA, Chile, Nuble, Shangrila 26-
Hlies 1960 Tillyard 1921 | M | M 01-2006, ROCOO00CK | XIA0O00KX OO0
Penturoperla barbata | Austroperlidae MM SA, Chile, Talca, Vilches Alto 06-
Illies 1960 Tillyard 1921 04-2007; 35°36'S/71°03"W
Klapopteryx armillata | Austroperlidae SA, Chile, Talca, Viiches Alto 06-
Navis 1928 Tillyard 1921 | M 1 M | "04.2007; 35236571003 W [eoe0ccxfooooonaionooo
raucarnioperla bullocky SA, Chile, Canquenes, Rio
(Navas 1933) Antarctoperlinae] M | M Curanilahue 30-05-2005; oooocok ooooooaboooooox
30°50'S/72°30'W
Araucarioperla brinki SA, Chile, Cauquenes, Rio
(Froehhf:; 1960) Antarctoperlinae| H | M Curanijlahue 30-05-2005; X000 IO0CCO0DN POOCKX XXX
30°50'S/72°30'W
. SA, Chile, Canquenes, Rio
Ceraz‘?ﬁiee ’:‘; ;';i:;waber Antarctoperlinas| M | M Curanilahue 13-09-2005; PODO00O0K [XXO0CCOK XXX X000
30°50'5/72°30'W
, SA, Chile, Cautin, Lago
Neape ];t;:algzmsﬁsca Gripopteryginae} M | M Conguillio 16-01-2005; XI000000K | X000 IOCKEXE XX
38°37S71°40'W
Plegoperla punctota . SA, Chile, Valdivia, Oncol 06-12-
(Frochlich 1960) Antarctoperlinae| H | M 2005 600000 POOOCCNK KUK
Antarctoperla - . .
michaelseni Antarctoperlinae| M | M SA, Chile, S:;:; ago, Cajén del OOOERK | 0000000 oo x
(Klapalek 1904) po
Pehuenioperla llaima . SA, Chile, Cautin, lago Conguillio
Verazopy  |Antarctoperlinas) M | M ™50 45 008; 38037571040 W |"0C00000X HOXI00O0KI0ORXIC0RK
Vesicaperla celmisia . NZ, CO, Old Man Range,
MeLellan 2003 Antarctoperiinae] H | A 1450 01-01-1992. AOOCKO0OK POOOEOOK] X0000a0aK
Vesicaperla trilinea . NZ, CO, Pisa Range, 1680msnm,
McLellan 2003 Antarctoperlinas| H | A 23.01-2002. OROooak Bonacoaa hoooaones
Zelandobius uniramus : NZ, 81, Wairuna South, Storry .
McLellan 1993 Antarctoperlinae| M | M Peak, 09-10-2005. XOOO0000K | XXI0000MK [XXXXKXXX
Zelandobius .
machurneyi An perlinae| M | M NZ, CO Nokomai Range, 7-nov-
2004. XXX POCOOOOCK 00K
McLelian 1993
Zelandobius trun . .
1312 Lc;l;:: 1 99:_;"” Antarctoperlinas; M | M [NZ, OL, Chain Hills, 28-ene-~2004 Joooooooxoocooondoomonoo
Zelandobius unicolor . NZ, MC, McKinnon Stm, Godley, ]
Tillyard 1923 Antarctoperlinae| M | M 22-10-2004. Pocoaaxx poccoooc] xeocoooo
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Chilenoperla elongata . SA, Chile, Talca, Vilches Alio 06-
Verazoos [Amtarctoperdinac) M | M 770, 5007. 35031571003 W (000000 R0R0000K120000000K
Chilenoperla puelche . SA, Chile, Cautin, Manzanar 03- i
Vera 2011 Antarctoperlinac] M | M | ™7 o007, 38027'5/71040W | PROPRR00K0000000K X300000X
Pelurgoperla personata . SA, Chile, Llangunihie, Rio Blanco ,
Hlies 1963 Antarctoperlinac| M | M 15-02-2009; ) AN I
Chilenoperla puerilis . SA, Chile, Coihaique, Rio La
lilies 1963 [Antarctoperlinac) M | M Paloma 15-09-2007 HROOO000K XK XIORANK
Alfonsoperla flinti SA. Chi .
. . . , Chile, Cauntin, Manzanar 03- _
Zwick é&o gchellan Dinotoperlinae | M | M 11-2007; 38°27'S/71°40°W X0 OO 00X [00000KKK
Lore SA, Chile, Cautin, Lago
Aubertoperla liesi | Gripopteryginae| M | M | Conguillio 16.01.2005;  booooooadocoscooehaosnoos
38°37'S71°40'W
- SA, Chile, Magallanes, Punta
4 "b""’l"l‘;?"";‘;g’;"”"’b Gripopteryginas{ M | M Arenas 12-02-2008; RO RRKINK X000k
168 53°08'S/71°01'W
Linmoperla jaffueli . . SA, Chile, Santiago, Cajén del
(Navis 1928) | Oripopteryginae| M | M Maipo R A
Rhithroperla rossi . . SA, Chile, Aysén, Rio Cisnes, 5-
(Froehlich 1960) | STipopteryginac M | M 02-2006; POOCOOO 0000 PO
Yeutoperla brundini . . SA, Chile, Aysén, Rio Cisnes, 5-
Tllies 1963 Gripopteryginac| M | M 02-2006; S R
Teutoperla maulina . . SA, Chile, Cauquenes, Rio
Vera 2006 anoptcryglnae H|M Curanilahue 19_11_2005; B0 80 80l e sttt b 0(he 08,09 0441
Uncicauda testacea . . SA, Chile, Coihaique, Rfo La
(Vera2006) | Onipopteryginae| M | M Paloma 15-02-2007 S S
Potamoperla myrmidon| ., . " SA, Chile, Coibaique, La Tapera, N W
(Mabille 1891) | OriPopteryginac] M § M ™ oo o ones 14-02:2006  fo s
Claudioperla tigrina . . SA, Chile, Parinacota, Lago N YN N—_—
(lapalek 1004) | Oripopterveinas| MM | =0y 0s'10-12.2005; .
Andiperla willinki Grivoptervei Mla SA, Chile, Tierra del Fuego, Cord. NN
Aubert 1956 poperyginae de Darwin 05-01-2006; A
Paragripopteryx . . SA, Brasil, Jundiai, Serra do Japi N S
Enderlein 1909 __{Orpopteryginae| [ M |7y .7 01 008 2301458 /46057W. OO 00000
. . . . SA, Brasil, Jundiai, Serra do Japi
Gripopteryx Pictet 1841| Gripopteryginae M 11-03-2008; 23°14°§/46°57°W. [RCCO00K | 00000CKK IOKKKXXX
. . . ) SA, Brasil, Jundiai, Serra do Japi
Tupiperla Gripopteryginae| M | M 11-03-2008: 23°14°S/46°57° W, |F000XNO0C000G 0000000
Guaranyperla guapiaral .. . . SA, Brasil, Jundiai, Serra do Japi
Froehlich Gripopteryginae| M | M | 1103 2008; 23°14°5/46°57°W. [P000R00 100000000 ha000000¢
Senzilloides SA, Chile, Cautin, Lago
pangm]vullii Leptoperlinae MM Conguillio 16-01-2005; 000X XX DOCo0ONX oOooomx
(Navis 1928) 38°37'S71°40W
Notaperla macdowalli
McLellan & Mercado | Leptoperlinae | M | A | SA, Chile, Santiago, Yerba Loca |xoooooohooooooa haooooon
2005
Notoperla magnaspina . SA, Chile, Cothaique, Bafio viejo
McLellan 2006 Leptoperlinae B 2009: KOO XODO0OCO KXXXXXKX,
Notoperla tunelina . SA, Chile, Ultima esperanza 06-
(Navés 1917) Leptoperlinae | H | M 02-2008: 51°15'S/ 72°55'W  |O00X00Ion0OnXX X XKGOaRX
Notoperlopsis femi SA, Chile, Cauquenes, Rio
o I;Iliespig 063 G Zelandoperlinae| H | M Curanilzhve 13-09-2005; ACOO000 {00000 X 3000000
30°50'S/72°30'W
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Tabla 2.I1L Referencias de las secuencias descargadas desde GenBank para los genes 16

y H3.

especie subfamilia Acceso 168 Acceso H3
Riekoperla triloba Leptoperlinae EF623171 EF622590 -
Newmanoperla exigua Leptoperlinae EF623162 EF622583
Dinotoperla serricauda | Dinotoperlinae EF623165 EF622586
Dinotoperla sp. Dinotoperlinae | EF623160 EF622582
llliesoperla australis Dinotoperlinae | EF623158 EF622580
Zelandoperla agnetis Zelandoperlinae | EF623157 EF622579
Acroperla trivacauta Zelandoperlinae | EF623155 EF622578

Tabla 2.IV. Respaldos estadisticos para los nodos A-G, resultados de cada particién y

método de inferencia. Se indica en cada casillero los valores para las tres metodologias

MP/ML/IB, siendo los dos primeros resultados de Bootstrap y el tiltimo de probabilidad 4

posteriori. No observable con las taxa disponibles= no, clado ausente o sin respaldo=-.

Particiones
165+COI
Clados 168 CoO1 H3 16S+COI 16S+H3 3

A 78/97/1.0 | 57/-/0.96 ~/-/- 93/95/1.0 71/82/1.0 | 92/100/1.0
B 85/90/1.0 -/-/1.0 -f-f- 90/72/1.0 94/94/1.0 94/95/1.0
C 72/70/1.0 -/-/- /- -171/1.0 62/78/1.0 -[65/1.0
D 70/85/1.0 no /-~ f-/- 67/76/1.0 -/82/1.0
E 96/95/1.0 -/-{0.99 -/-/0.82 81/98/1.0 | 100/100/1.0 | 96/100/1.0
F /-/- no 50/-/1.0 /- -182/1.0 -/84/ 1.0
G -/-/0.92 ~f-/- ~f-f- --/1.0 -/54/0.99 -/55/1.0

OO




a s b

Figura 2.1. Hipotesis filogenéticas obtenida con el método de MP para la particién del gen
16S. Los colores representan las siguientes subfamilias: Antarctoperlinae (rojo),
Gripopteryginae (azul), Dinotoperlinae (café), Leptoperlinae (verde) y Zelandoperlinae
(violeta), se indica los respaldos estadisticos para bootstrap sobre los nodos. a) 4rbol que
muestra la subordinacion de elementos de otras familias en Gripopterygidae. b) érbol

corregido tras aplicacion de constraints para forzar la monofilia de Gripopterygidae.
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Figura 2.2. Hipétesis filogenética obtenida con el método de IB para la particién de dos
genes combinados (16S+H3). Los colores representan las siguientes subfamilias:
Antarctoperlinae (rojo), Gripopteryginae (azul), Dinotoperlinae (café), Leptoperlinae
(verde) y Zelandoperlinae (violeta). Se indican los nodos con respaldo estadistico para
bootstrap MP/ML, y bajo ellos la probabilidad a posteriori de IB.
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Figura 2.3. Hipotesis filogenética obtenida con el método de ML para la particion de los
tres genes combinados (16S+COI+H3). Se indican en cuadros los linajes A, B, C, D, E,F y
con una flecha el nodo del linaje G. Los colores representan las siguientes subfamilias:
Antarctoperlinae (rojo), Gripopteryginae (azul), Dinotoperlinae (café), Leptoperlinae
(verde) y Zelandoperlinae (violeta). Se indican los nodos con respaldo estadistico para

bootstrap MP/ML, y bajo ellos la probabilidad a posteriori de 1B.
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Figura 2.4.Reconstruccion de los estados ancestrales para la reduccién del vuelo en
Gripopterygidae. Se obtuvo con el andlisis de ML, modelo MK 1 estimado sobre el arbol de
ML para la particion de dos genes combinados (16S+H3). Los fenotipos se indican con
colores y figuras: rojo aptero (Andiperla willinki); blanco macréptero (Chilenoperia

elongata); negro braquiptero (Notoperla magnaspina).
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CAPITULO I

DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y POLIMORFISMO ALAR DE LIMNOPERLA

JAFFUELI (NAVAS, 1930) (PLECOPTERA, GRIPOPTERYGIDAE)
RESUMEN:

Limnoperla jaffueli (Navis 1930), es la especie de Gripopterygidae que se distribuye en el
mayor rango latitudinal de América del Sur, y pese a los diversos estudios que la citan, es
necesaria vna actualizacion de su distribucidn, la que damos a conocer en base a datos
georeferenciados y asignados a cuencas hidrogrificas para Chile. Ademas esta. especie
presenta polimorfismo en el desarrollo de las alas, reconociéndose individuos voladores
(macrépteros) y no voladores (braguipteros). En este trabajo se describen
morfométricamente ambos fenotipos y se estudia su relacién con la distribucién geogréafica
mediante un z;nélisis de componentes principales.

Los resultados muestran ausencia o escasos datos distribucionales para cuencas de la zona
norte, costeras y archipi€lagos de Aysén y Magallanes. Se reportan 15 nuevas poblaciones
con individuos braquipteros, siete de ellas con ambos fenotipos, mientras que aquellas
tnicamente de fenotipo braguiptero se ubican al sur de los 45°S. El anilisis morfométrico
muestra una distribucién bimodal para la longitud alar, mientras que en el PCA se

reconocen dos grupos al norte y sur de los 45°S.
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INTRODUCCION:

Limnoperla jaffueli (Navas 1930), constituye un género monotipico y es la especie de
Plecoptera que presenta el mayor rango de distribucién latitudinal de Chile, desde los 30°S
hasta Tierra del Fuego (Vera & Camousseigth 2006). Ademas parece ser la especie més
frecuente' de muestrear en los sistemas hidricos de la zona centro, sur y Austral de Chile
(Oyanedel ef al. 2008; Valdovinos et al. 2010). Adicionalmente L. jaffueli es el tfinico
Gripopteryginae que presenta polimorfismo alar, presentando fenotipos voladores y no
voladores, estos Gltimos con una mayor frecuencia hacia el extremo austral de su rango de
distribucién.

La distribucién de los Plecoptera de América del Sur ha sido revisada en varias
oportunidades, y en especial para Gripopterygidae a partir del trabajo findador de Illies
(1963). Sin embargo, en la mayor parte de estos trabajos se indican rangos latitudinales o
regionales de distribucion sobre la base de revisiones bibliograficas (Zwick 1973;
Cekalovic, 1976; Camousseigth 1995; Vera & Camousseigth 2006; Vera 2008; Palma &
Figueroa 2008; Stark et al. 2009; Froehlich 2010). Los rangos de distribucién sefialados
podrian presentar errores de identificacién inicial, cuando se soportan tinicamente en el
estudio de ninfas, como es habitual en el trabajo limnolégico, siendo los imagos los que
maximizan una identificacién confiable. La causa de estas dificultades en identificacién
ninfal se debe a dos factores: 1.- la falta de herramientas adecuadas de identificacién, 2.- la
falta de estudios especificos en la discriminaci6én de las especies en sus diferentes estadios.

Para L. jaffueli la identificacién de imagos es simple y esta registrada en herramientas como
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claves, descripciones y figuras desde Illies ( ), Benedetto (1974) y Stark ez al (2009),
lo que se encuentra en oposicién con la discriminacién de sus ninfas, las que se asemejan
morfoldgicamente a varios otros géneros de Gripopteryginae como son: Claudioperla
lilies, 1963, Rhithroperla 1llies,1963 y Teutoperla lilies,1963, estos dos nltimos pueden
coexistir con Limnoperla y superponer su distribucion desde los 35°S hasta Tierra del
Fuego. La discriminacién entre las ninfas de Limnoperla con las de Rhithroperla y
Teutoperla se logré en los estudios de Vera 2005 y 2006 respectivamente. Estos trabajos
fueron incorporados por McLellan & Zwick (2007) y Statk et al. (2009), quienes entregan
herramientas de identificacién para ninfas sudamericanas. Estas contribuciones son
relativamente recientes y hacen esperable la persistencia de dificultades en la identificacion
en publicaciones contemporéneas. Por otra parte, aiin se hace necesaria una revisién de Ia
distribucién dada con anterioridad en la bibliografia. Por esta razén nos hemos planteado
como un primer objetivo actualizar a nivel de cuencas hidrograficas la distribucién de I.
Jjaffueli para asf poder explorar como se distribuyen los fenotipos que reducen el vuelo, cual
es su continuidad geogréfica, su frecuencia y su relacién con el gradiente latitudinal,
pudiendo o no establecer una variacion clinal con la latitud.

El polimorfismo en €l desarrollo de las alas de esta especie, se presenta como fenotipos
voladores (macrépteros) y no voladores (braquipteros), esta condicién es conocida para
otros Plecoptera a nivel global y dentro de la familia Gripopterygidae por ¢jemplo para
Nesoperla fulvescens Tillyard, 1923 (Zelandoperlinae). En L. jaffueli el polimorfismo se
presenta en ambos sexos y fue descrita inicialmente por Illies (1963) para poblaciones
monomoérficas de uno u otro fenotipo, siendo macréptera la mas frecuente y braquiptera
excepcional, solo describe en un par de poblaciones para Magallanes y en un tinico imago

macho proveniente de Valdivia. lilies (1963} discuti6 esta variacién como una adaptacién a
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las condiciones ventosas australes. Ademas, seiiala que la reduccién de las alas estaria
asociada a la elongacion de las antenas y a la reduccion de los cercos.

Para explicar la conservacion de miltiples fenotipos en el desarrollo de las alas para otros
insectos se han planteado varias hipétesis. Un grupo de ellas enfrenta el problema como un
sistema de compromisos entre el desarrollo de alas y la musculatura del vuelo versus un
mayor tamafio para desarrollar génadas y huevos (Jonson, 1969, Crnokrak & Roff. 2002).
En este caso se favorece la dispersion (mnacrdpteros) frente a escenarios cambiantes y la
permanencia (braquipteros) frente a escenarios estables (Southwood, 1962, Denno, 2001),
aqui la longitud de las alas podrfa ser un rasgo determinado cuantitativamente, el que se
expresaria de acuerdo a umbrales (Roff 1994, 2001) pudiendo revertir el fenotipo dentro de
una poblacién. Otro grupo de hipdtesis acude a las causas histéricas donde el aislamiento
favorece por seleccion natural a los estacionarios frente a los dispersantes, estos Gltimos al
abandonar la poblacién se pierden fuera de la “isla” conduciendo a la fijacién del rasgo no

volador (Darwin, 1872, Anderson 1997).

La extensién de la distribucion geografica de L. jafuelli la expone tanto a un gradiente
climitico como a una abrupta perturbacién histérica, como han sido las glaciaciones
pleistocénicas, convirtiéndola en un buen modelo para explorar estas hip6tesis en diversos
escenarios. Al respecto este estudio busca como un segundo objetivo describir
morfométricamente la variacion fenotipica, para evaluar cuan continua o discreta se

presenta la longitud de las alas, como se relaciona con el sexo, otras variables

morfométricas y con la distribucién geografica de las poblaciones.
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MATERIALES Y METODOS:

Para la actualizacion distribucional de L. jaffueli hemos utilizado las referencias
bibliogrificas que sefialen 2 lo menos los especimenes identificados junto a su localidad
especifica, y hemos omitido aquellos que solo indican rangos de latitud. Se han estudiado e
identificado los imagos depositados en las colecciones del Museo Nacional de Historia
Natural (MNHN) y del Instituto de Entomologia José Herrera Gonzélez de Ia Universidad
Metropolitana de Ciencias de la Educacién (UMCE). Adicionalmente se han recolectado
nuevos especimenes (imagos) en zonas deficitarias y que han sido georeferenciadas en
grados de latitud y posteriormente transformadas a UTM con las herramientas disponibles
en “http://recursos.gabrielortiz.com™.

La evaluacion morfométrica se realizo s6lo con especimenes conservados en etanol de 70%
0 superiores, los cuales en su mayoria provenfan de colectas recientes realizadas para este
estudio. Gran parte de los especimenes (imagos) museolGgicos se encuentran montados en
seco, provocando torsién y deformidad del cuerpo durante su deshidratacion, ademas de la
fragilidad de sus apéndices, los que frecuentemente se encuentran mutilados. Esta

condicién impide su medicién y por ello fueron excluidos del analisis.

Material examinado: se examinaron 844 imagos para su identificacién y asignacién a
cuencas hidrogréficas. 441 fueron medidos para el analisis morfométrico 441. En la Tabla

3.1 y Figura 3.1 se indica el ntimero y procedencia de los especimenes medidos. Para
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incorporar Ia méxima variabilidad morfoldgica de la especie, se incluyo poblaciones entre

los 33°8 y los 54°S, con especimenes de ambos sexos y fenotipos.

La morfometrfa consideré mediciones corporales lineales, tomadas en una lupa
estereoscopica Nikon con oculares de 10X y objetivos (zoom) de 0,7X a 3X, con reglilla
incorporada al ocular. Las variables morfoméiricas evaluadas se muestran en la figura 3.2 y
se explicitan a continuacién:

LT: longitud corporal, medida en vista dorsal desde el margen anterior del clipeo y hasta el
margen posterior del X tergo abdominal.

La: longitud de la antena, medida desde la base del escapo hasta su extremo distal.

Le: longitud del cerco, medida desde su esclerito basal hasta su extremo distal.

LAA: longitud del ala anterior, medida como una linea recta desde la tegula hasta el dpice
de la Amina.

Lip: longitud del fémur posterior, medida en vista lateral, estableciendo una linea recta
desde el centro de la articulacion con el trocinter, hasta su extremo distal.

Ac: ancho cefélico, medido en vista dorsal como Ja distancia méxima entre los margenes
externos de 10s ojos.

At: ancho del mesonoto, medido en vista dorsal como la distancia en linea recta entre
ambas tegulas.

Estas siete variables fueron incluidas en un anélisis de componentes principales (PCA) sin
previa transformacion, utilizando el programa SPSS 17.0. El analisis visual sobre la
distribucién de casos en el espacio multivariado incluyé el sexo, el fenotipo y las
poblaciones de origen. Adicionalmente se realiz6 un anélisis discriminate para evaluar los

grupos identificados con el PCA.
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RESULTADOS:

Distribucién geografica de L. jaffueli

Estudio bibliogrifico:

La localidad Tipo de la especie es: Chile Valparaiso Estero Marga Marga (Navis 1928);
otras especies que posteriormente fueron establecidas como sinénimos se presentaban en
las Provincias de Malleco, Nuble y Llanquihue (Navés 1930, 1933; Froehlich 1960). En la
revision de Hlies (1963) se indican 25 localidades en Chile (se excluye Chiloé continental,
Aysén y Tierra del Fuego) y se declara a esta especie como la de mayor distribucién,
presentindose desde Valparaiso a Magallanes tanto en la costa como en la Cordillera de los
Andes, ademas se identifica por primera vez en Argentina para Neuquén. El catilogo de
Cekalovic (1976), extiende su distribucién al norte en la localidad de Coquimbo: EI Bato y
al sur en Tierra del Fuego: Rusfin, agrega una serie de otras localidades intermedias a las ya
seiialadas. Vera (2005) adiciona una poblacion en la costa de Caugnenes, Rio Curanilahue.
Miserendino & Pizzolon (2003) y Pessacq & Miserendino (2008) reconocen nuevas
localidades asociadas a la Cordillera de Los Andes en la Patagonia argentina, para las
provincias de Chubut, Santa Cruz y Rfo Negro. Finalmente los estudios de QOyanedel et al.
(2008) y Valdovinos et al. (2010) registran la especie para la Provincia de Aysén en Chile,
lo que le da continuidad regional a los registros de distribucion. En el Catilogo de
Froehlich (2010) se resume esta informacion en Regiones y Provincias. El esfuerzo de

muestreo representado en los trabajos anteriormente citados resulta en el reconocimiento
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casi sin excepcion de poblaciones de fenotipo macroptero. Solo Illies (1963) reconoce tres
localidades con braquipteros: Valdivia: Isla teja; Magallanes: Pto. Bories Rio Cuchara;

Ultima esperanza, Lago Porterio.

Estudio de imagos depositados en colecciones:

Se estudiaron 72 especimenes montados en seco desde la coleccién entomoldgica UMCE.
Se identificaron 19 localidades representativas del centro sur de Chile, 16 especimenes
presentaron el fenotipo braquiptero (tabla II), distribuidos en siete localidades, dos de ellas
contienen ambos fenotipos con lo que se trataria de poblaciones de fenotipo mixto (Cautin
Los Nirres Pitrufquén; Arauco San José de Colico).

La coleccién entomolégica del MNHN presenta dos formatos: en seco y en himedo. Se
estudiaron 58 especimenes montados en seco los que se distribuyen en 20 localidades, 12
especimenes presentan fenotipo braquiptero (Tabla II) distribuidos en dos localidades:
Canquenes Canelillos solo con braquipteros y Arauco San José de Célico con ambos
fenotipos. Los especimenes en himedo han sido depositados en esta coleccién en su
mayoria como un resultado del presente estudio, e incluyen 714 imagos distribuidos en 43
localidades, de ellas 5 representan poblaciones solo de fenotipo braquiptero (Aysén Dos
Lagunas, Jeinimeni, Tamango; Magallanes Rio grey, Lago Deseado) y tres representan
poblaciones con fenotipos mixtos (Region Metropolitana Aculeo; Cauquenes Los Ruiles;
Valdivia Bonifacio). La coleccion del MNHN representa todo el rango distribucional de la

especie.

En la Figura 3.3 se muesira un mapa de Chile que transfiere los datos de distribucién 2

cuencas hidrogréaficas, donde se observa que la mayor parte de las localidades citadas en
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bibliografia se asocian a centros urbanos y de grandes cuencas. Los datos museoldgicos y
las recolectas recientes realizadas para este estudio, permiten dar continuidad latitudinal a
la distribucion en las principales cuencas desde Choapa (IV Region) hasta Baker (XI
Regi6n), interrumpiéndose parcialmente en Chiloé Continental al sur de Puelo. Los
registros son inexistentes para: la cuenca del Rio Bravo, Campos de Hielo Sur y Ia estepa
patagdnica (continental y de Tierra del Fuego), alin cuando esta Gltima ha sido explorada
recurrentemnente. Los registros de las grandes cuencas contrastan con la ausencia de datos
para las cuencas pequeiias, en especial las costeras de todo el pais. Gran parte de los nuevos
registros se han realizado justamente en estas cuencas. Chiloé tinicamente cuenta con un
registro y no hay datos para los archipiélagos al sur de Chiloé.

El estudio de las recientes localidades exploradas, resulta en el hallazgo de nuevas
poblaciones braquipteras y por primera vez de poblaciones de fenotipo mixto, sin presentar
estados intermedios (tabla 3.IT). Entre Choapa y Chilod, las poblaciones con fenotipo
braquiptero se ubican fundamentalmente en la zona costera del centro sur del pais, su
continuidad es incierta dada la escases de muestreos. Las poblaciones de fenotipo mixto
presentan ambos fenotipos para los dos sexos en variable. Hace excepcién 1a poblacién de
Aculeo (Region Metropolitana), que se ubica en el valle central y contiene escasos
individuos braquipteros. En Aysén y Magallanes las poblaciones braquipteras son
frecuentes en ambientes de bosque degradado a estepa y comparten latitud con poblaciones
de fenotipo macroptero, las que se ubican en ambiente de bosques. No se han identificado

poblaciones de fenotipo mixto en esta regién geografica.
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Morfometria del Polimorfismo de L. jaffueli:

La distribucion de cinco variables semeja una curva gausiana sin ser normal, Lant se
muestra irregular y LAA presenta dos modas. La distribucién de la razén LAA/AC se
muestra bimodal (Fig. 3.4), lo que separa con precision a los calificados como voladores
de los no voladores.

Los anilisis de componentes principales muestran que los dos primeros componentes
explicaron el 65,5% de la varianza. El primer componente principal explica el 42,53% de la
varianza, donde las siete variables se relacionan positivamente, siendo las de mayor
importancia: LT, LAA, Lant y Lip. El segundo componente principal explica el 22,97% de
la varianza, se relaciona positivamente con AC y AT, siendo estas mismas variables las de
mayor importancia.

La distribucién de los individuos en el espacio multivariado, no mmestra la formacién de
grupos discretos. Cuando se observa la distribucién de los individuos de fenotipo
braquiptero respecto de los de fenotipo macréptero (Fig. 3.5), se observa una tendencia a
ordenarse, donde una mayor densidad de braquipteros se ubica en el extremo menor del
CP1 y todo el rango del CP2, con mayor densidad en su exiremo positivo, la nube de
puntos adquiere una forma de “media luna”; los individuos de fenotipo* macréptero se
agrupan en el centro del campo y hacia €l extremo mayor del CP1. Cuando se observa la
distribuci6n de los sexos, ambos se presentan en todo ¢l espacio, pero la mayor parte de los
machos en ambos fenotipos, se agrupan en el extremo negativo de CP2 y menor de CP1, en
oposicion a las hembras.

Al considerar la distribucién geografica, los individuos tienden a agruparse en el espacio
multivariado seglin su localidad de origen, pero muestran una alta superposicién, sin

ordenarse de a cuerdo a un clino latitudinal. En la figura 3.6 los individuos han sido
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coloreados segiin su procedencia y Ias localidades fueron numeradas latitudinalmente. En la
nube de puntos se observa la formacién de dos grupos continuos a ambos lados de una
“diagonal ascendente”. El grupo superior reine a las poblaciones australes desde la cuenca
del Rio Aysén, hasta la cuenca del Azopardo en Tierra del Fuego (13-18), donde la mds
diferenciada corresponde a Dos Lagunas. En el grupo inferior se retinen las restantes
poblaciones (1-12), e incluye la locatidad tipo de L. jaffueli (Marga-marga) situada en una
posicion central en la nueve de puntos.

Ei andlisis discriminante aplicado a estos dos grupos resulta en una Vmica funcion
discrimfnate, la que clasifica los sujetos en dos grupos de forma significativa (eigenvalue
3,401, sig. 0.000). La ecuacién discriminante incluyé cinco variables y excluyo a LFP y
AT (D1=-1.182 + 0.149LT + 1.209Lant + 0.061Lc + 0.185LAA - 7.810AC). Finaimente el
98,2% de los individuos fueron clasificados en sus grupos de origen y solo 2,8 % (8

individuos del gupol fueron clasificados en el grupo 2.

DISCUSION:

En cuanto a la distribucién de L. jaffueli, es posible afimar que se encuentra en gran parte
de las cuencas de la vertiente occidental de la Cordillera de los Andes desde los 30° de
latitud Sur hasta los 54° en Tierra del Fuego. Sin embargo, identificamos disyuncién en las
cuencas costeras, en torno a Campos de hielo sur, y en las zonas de estepa patagdnica en el
continente y Tierra del Fuego, ademds de la ausencia de registros en los archipiélagos. Es
posible que esta falta de datos se deba a un sesgo de muestreo, ya que la continuidad de esta
especie capaz de explotar diversos hédbitat no parece cuestionarse, pese a ello las cuencas

hidrogréficas de Chile central y sur se ven intervenidas por la accién antropogénica en la
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cordillera con la mineria, en el valle central por la agricultura y el urbanismo, y
especialmente en la costa desde el Maule a Los Lagos por la explotacién forestal. Para I.
Jaffueli se han reportado ninfas e imagos consumiendo una variada dieta, que muestra en
lugares de explotacion forestal el consume abundante de polen de pino y aromo (Tiemo de
Figueroa et al. 2006), lo que hace esperable su presencia en otros lugares también
intervenidos. En este escenario, los nuevos registros han incrementado la distribucion de
los fenotipos no voladores, tanto en nimero de localidades como en extensién geografica.
De este modo, este fenotipo continta siendo poco abundante pero miés frecuente que lo
reportado con anterioridad (Illies 1963). El braquipterismo se presenta en gran parie del
rango latitudinal de la especie, y no se concentra finicamente en las regiones australes.
Ademss los registros de braquipterismo muestran una transferencia desde una posicion
costera en el Centro-Sur de Chile a una posicién més continental en la regién Austral. En
las regiones de Aysén y Magallanes se encuentran poblaciones de fenotipo tnico, ya sean
braquipteras o macrdpteras, pero no hay registro de poblaciones de fenotipo mixto ,
mientras que desde Valdivia al norte se presentan poblaciones de fenotipo mixto, las que
son reportadas en este estudio por primera vez y se encuentran principalmente en
localidades costeras.

De las siete variables morfométricas estudiadas en I. jaffueli, solo la longitud de alas
muestra una distribucién bimodal. Cuando se le ajusta con el ancho de la cabeza, en la
razén LAA/AC, resulta en un aumento de la discriminacién de ambos fenotipos (Fig. 3.4).
Otras variables como el largo corporal, de las antenas y de los cercos estarian influenciado
por la dieta, el sexo y desarrollo del individuo, como se indica en estudios de ciclo de vida,
donde estas variables frecuentemente son malos indicadores de Ia talla relativa de un

individuo y se prefiere utilizar el ancho de la cabeza para inferirla (Zwick 2003). La
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distribucién de las variables de longitud alar, antenas Y cercos no se asemejan entre si, de
modo que la sugerencia de Illies (1963) donde discrimina ambos fenotipos con estas tres

variables no ha sido respaldada.

El PCA de las siete variables ordena a los individuos en voladores y no voladores aiin
cuando muestran algo de superposicion.

En el espacio multivariado se reconocen dos regiones, que agrupan por una parte a las
poblaciones de distribucién Centro-Sur a norte de los 45°S ¥ por otra a las de distribucion
Austral. En la regién Centro-Sur el fenotipo braquiptero se concentra en el extremo de
individuos més pequefios (<CP1) y los macropteros ocupan el lugar de tamafios medianos a
grandes (>CP1 y <CP2). En la Regidn Austral, todos los individuos tienden a ser mas bien
robustos (>CP2), y el fenotipo braguiptero ocupa gran parte del rango de tamafios.

Se observa que el sexo influye como era esperado, para cada grupo y poblacién, donde las
hembras ocupan los lugares de mayor talla.

La influencia de la latitud sobre las variables morfométricas estudiadas no fue claro,
observindose un aumento de la variabilidad de CP1 ¥ CP2 conforme disminuye la latitud.
Posiblemente la segregacion de ambos fenotipos y su amplia distribucién impide el
reconocimiento de un clino latitudinal.

Finalmente la distribucion de los dos fenotipos no parece tener una explicacion simple y se

deben explorar tanto causas histéricas como ecolégicas.
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cmenes y locadades estudiadas en elandlst mordomertico. Se indican b
subcuencss y s coocdenadas en grados ¥ UT™.

focalidad R | Subcuencax Coordenadas
Grados [T2: |
Zonald
1Iv=lp=iso.ﬂem 30[Est. Maga Marga |71°11722.387|W 20591603
CoBhuzy 33%16°3,487 |5 | 631696298 1Y
2 [Sentiaso, Maipo, L. 62|Est.n.l!xue 170°52°45,73"1W| 32614397
Aculeo 33v51°28,5271 5| 625200823 |¥
3 [Maule, Cxuquenes, R, [39jR.Curaniiahue 7293032 A7 (W) 18301512
Curaniahue | 35'50°1,45" | 5 | 6028804,68|Y
4 [Maule, Lonares 3 |R.l.unco¢rih 71729475 {W| 27483035 ¢
35°57'134" | 5| 6018272 17|V
5 fAraucania, Cautin, 30|Cacitin Alto {hxsta [71°32732,16°{W| 26366198
Manzanar antes juntaR. 38%2737.847]5 | 573961225V
Quepel _
6 [Araucania, Cautw, 30|Cautin ARa {hasta |71°38°27 A7|W 269669.04
Conpguilio antes unta R 38738°4695°1 S | 5719120.814Y
Quepe]
7 |Los Rios, Valdivia, & |Costeras entre R | 73°23°3.667 [W] 12399522
Banifacio Lingue yR. 35°4138.52°] 5 | 5597002.28
Valdivia

8 {tos Lagas, Osama, 3B|R.Pb'quen 72N8°45,547 W] 23204881
Anticura 40+39°23,7" |5 | 549398724
W
5

alf

9 [Los bgos, Lanquihue, L.|30| Costeras entre R. | 72*1035,89" |W| 23615127

Tagua PerohueyR.  |41738°52.247] 5 | 538446527
Pueky
10|Los lazos, Plena. L. |9 ‘a.v:u: 72727836 [W] 21953419
Yeicho 301218 667 5 | 521061117 }Y
11|Azén, Aém, L. B [Costermentre  {72°38 25427 W] 21834112
Risopatrén Seno Ventizquero}44°1624,577 51 5091650.71
yR.Cones
12|Axen, Cotraque,la | B [R.Canes 7178552 [wW| 29098881
Tapera, B Cisnes v37-37.837 5 | 5055087,08 )y
%% T5{Astn, Cataque, |37|R-Sempsan ’11-5'&54.31- W| 27757002 |
3 Balmaceda, R. huemules] a5'31°47,06 5 | 295425223 |
1alAzen, Comaque, Das  [38]R.Serpzon 71384634 || 263781,62
as 25°54°28 85°] 5 ] 291212989 1Y
T5|Resén, Capean Prat L | 1 [R-Bakerente  |7227°4589°|W) 23773557
Cochrane Desagie1.5.M. [47°11'57.987] S | 476685431
CarzrayR.dela
Colonia

16| Magalianes, Ultina 13|Costeras entre  |72'59°22,38°]W] 22146818 |
Esperanza, R. Serrand FardoCavoy  [51°1335187] 51 43174281

3

Fordo Peel
17|Magalanes, Magalanes, 143 Costeras 71535817 |w| 3033394
Seno Skyring Cantinentales del52732°43,337] 5 | 4574351,02
Seno Skyring —
18|Magalianes, Tierra del  [26]Costeras entre R. {68*45°46,38" W] 515404,72
Fuego, L Desexdo AropardoySens {54°22120275 | 397528817

Serrand

Figura 3.1. Mapa de Chile con los puntos de distribuci6n de las poblaciones incluidas en el

estudio morfométrico.
Tabla 3.L Ntimero de especimenes medidos para cada poblacién incluida en el estudio

morfométrico, se indica la subcuenca y las georeferencias de procedencia.




Figura 3.2.
(ver texto para simbologia). De izquierda a derecha:

vista general del fenotipo braquiptero, vista general del fenotipo macréptero.
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Imagos @ de L. jaffueli en vista dorsal, con las mediciones linéales trazadas
cabeza y térax de fenotipo braquiptero,




Tabla 3.IL Localidades que presentaron individuos de fenotipo
(museolégicas: MNHN, UMCE

¢l fenotipo (macrépteros: Macro,

georeferencias, la procedencia de las muestras examinadas

y de colectas tomadas para este estudio: aqui),

braquipteros: Braq) y sexo (machos M, hembras F) de los individuos presentes en la

braguiptero. Se indican las

muestra.
Localidad Coordenadas Altitud| Procedencia | Macro | Bra

S W mt. MJ|F[M|F

XIII Regién, Santiago, Laguna

Aculeo 33°51°28,52” 70°52°45,73” 379 aqui 86 55(3 2

VI Regidn, Colchagra,

Pichilernu 34°23'11.39" 71°59'14.12" 30 UMCE 1

VII Regi6n, Rio Curanilahue

(R.N. Los Ruiles) 35°50'01,48" 72°303247" 214 aqui 25 42|31 19

VII Regi6n, Cauquenes,

Canellillos 35°54'41.08" 72°41'04.52" 37 UMCESMNHN| 3 4}5 5

VI Regién, Cauquenes

Trehualemu N 35°57'25.48" 72°44'52.93" 14 UMCE 1

X1 Regién Cautin Los Nirres,

Pitrufquén 38°59'07.00" 72°38'13.47" 93 UMCE 1 312

VII Regi6n Concepcion Colico

Norte 37°23'3247" 73°19'57.73" 127 UMCE+MNHN| 1 4|2

VIII Regidn, Arauco San José

de Colico 37°21'41.17" 73°2023.26" 112 UMCE 3 141

XIV Regién, Valdivia,

Bonifacio 39°41738,52” 73°234,66” 75 aqui 1 1|1 3

XIV Regién, Valdivia, Oncol ~ 39°45'32.28" 73°20'13.52" 378 aqui 1

X1 Region, Aysén, M-N. Dos

Lagunas 45°54°48,86” 71°38°46,34” 680 aqui 22 A7

X1 Regién, RN. Lago

Jeinimeni 46°50'10.61" 72°00'01.30" 855 aqui 1

X1 Regitn, R.N. Tamango,

lago Cochrane 47°11°57,98” 72°27°45,89” 182 aqui 1

X1I Region, P.N.Torres del

Paine, Rio Serrano 51°13'35.18" 72°5922.38" 20 aqui 5 7

XII Regi6n, Tierra del Fuego,

Lago Deseado 54°722'12.02" 68°45'46.38" 174 aqui 9 16
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Figura 3.3. Distribucion de L. jaffueli, sobre un mapa de cuencas hidrograficas de Chile
(modificado de Niemeyer y Cereceda 1984). Se indican los puntos tomados de la literatura,
desde colecciones y las muestras tomadas en este estudio; las poblaciones solo con
individuos de fenotipo braquiptero, con flechas rojas; las poblaciones mixtas, con un
grafico de torta que muestra la proporcion de individuos con fenotipo braquiptero en rojo,
macréptero en azul y en nimero de individuos de la muestra.
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Figura 3.4. Distribuciones de las frecuencias para las sicte variables morfométricas
consideradas en L. jaffieeli, han sido estimadas sobre 441

poblaciones de El cuadro del extremo inferior derecho muestra la razén larg

individuos provenientes de 18

o del ala
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PCA, la linea azul traza los limites entre las poblaciones 1-12 y 13-18.
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CAPITULO IV
FILOGEOGRAFIA DE L. JAFFUELI (PLECOPTERA: GRIPOPTERYGIDAE) Y SU

RELACION CON EL POLIMORFISMO ALAR.
RESUMEN

Con el objetivo de inferir la historia de recolonizacion postglacial de L. jaffueli y examinar
la relacién que este proceso puede presentar con su polimorfismo alar, se realiz6 un estudio
filogeografico utilizando 540 pb del gen mitocondrial ND2 para 20 localidades, las cuales
representan todo su rango de distribucién latitudinal. Los resultados muestran una historia
compleja donde se identifican 37 haplotipos distribuidos en 3 haplogrupos ampliamente
diferenciados: uno en el extremo norte de su distribuciéon y con fenctipo macréptero,
mientras que el segundo proviene de la costa maulina y retine a2 la porcidn braquiptera de
una poblacidn mixta. Finalmente el tercer y mayor de los grupos cubre todo el rango de
distribucién e incluye 18 poblaciones de la muestra y ambos fenotipos. Este tercer grupo
muestra una estructura tipo estrella para las poblaciones al norte de Chiloé, con los
elemenfos australes distantes y de haplotipos exclusivos. El grupo no muestra una
disminucién de la variabilidad genética de norte a sur como habria sido esperado en una
expansion post glacial unidireccional, sino que muestran varios centros de diversidad
genética derivados desde zonas de refugio. Al menos cuatro conjuntos diferentes de
haplotipos ocupan la distribucién al sur de Chiloé sobre la zona afectada por el dltimo
maximo glacial, de ellos solo en uno se concentra el fenotipo no volador, junio a
poblaciones solo de fenotipo volador, esto implica que la distribucién exclusiva del

fenotipo no volador no habria sido influida por la historia glacial reciente.
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INTRODUCCION

En el estudio de los procesos microevolutivos, el anélisis filogeografico tiene como una
meta central el determinar aquellos procesos que dan cuenta de la diversidad genética en las
poblaciones de una especie (Avise 2000). Habitualmente los procesos que afectan la
dimensién espacial de Ia distribucién de las especies son determinantes en el
establecimiento del flujo génico y con ¢llo la estructuracién genética (Zera et al 1997;
Roderick 1996). Chile presenta una biodiversidad sometida a una serie de procesos
geoldgicos de larga y reciente data, que la transforma en un modelo ideal para estudiar el
efecto de estos procesos sobre la diversidad genética y fenotipica.

Durante e} Mioceno medio a superior (14 2 12 Ma cal a.p.) con la formacién del Estrecho
de Drake, América del Sur se desprende definitivamente del supercontinente gondwana, lo
que permite Ia evolucién de su biota en aislamiento. Durante el Plioceno (5,1 a 1.63 Ma al
a.p.) se produce el mayor levantamiento de la cordillera de Los Andes y se establece el
desierto de Atacama, dando origen a la actual diagonal 4rida sudamericana lo que margina
Ia biota austral de otros procesos de la biota neotropical (Hinojosa y Villagrin 1997).
Durante el Pleistoceno cinco periodos glaciales han afectado el extremo austral de América
del Sur, dejando restringida a la mayor parte de Ia biota de Chile a relictos costeros
(Villagran 1994), desde donde habria recolonizado los espacios dejados por los hielos
durante los interglaciares. El tltimo maximo glacial LMG (Glaciacién Llanquihue), ocurrié
enire 24.000 a 17.700 afios cal a.p. y cubrid de hielo Los Andes entre los 28° y los 42° S
aproximadamente, a partir de los 42°30” a 55° S se extendi6 hacia el Pacifico en un

continuo campo de hielo (Heusser 2003), este escenario fue seguido de un acelerado
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proceso de deglaciacién hace 15 a 16.000 afios cal a.p., logrando un estado final de
deglaciacion hace 12.800 afios cal a.p. atrds con la fragmentacién de los campos de hielo
norte y sur, dando origen al rio Baker que drena hacia ¢l Pacifico (Turner et al. 2005). En Ia
actualidad existe una abundante biodiversidad en las regiones antes cubiertas por el hielo
durante las glaciaciones, gran parte de ella es monotemdtica y se relaciona con especies
distribuidas al norte u este de lo que fizeron los campos de hielo Pleistocénicos, parte de
esta biodiversidad es exclusiva del extremo Austral. Estudios biogeograficos y
filogeograficos han permitido identificar un origen multiple de la diversidad genética, lo
que ha llevado a la identificacion de relictos pleistocénicos en regiones australes del
continente ubicadas colindantes a lo que fueron los campos de hielo o en fragmentos de
territorios protegidos de las glaciaciones (Plantas vasculares de tierra del fuego, Posadas
1996; en Patagonia continental, Cosacov ef al. 2010; en peces dulceacuicolas, Zemlak ef al.
2008; Burridge et al. 2006). Para las poblaciones sometidas a las interrupciones glaciales el
aislamiento pudo favorecer procesos de seleccion natural o deriva génica conducentes a
especiacién por vicarianza, grandes divergencias genéticas intraespecificas o la fijacién de

fenotipos particulares.

Los procesos de recolonizacion, estan determinados por la vagilidad de las especies y por
los requerimientos ecolégicos de cada taxa (Zera 1997). Para los insectos de desarrollo
acudtico los procesos de dispersién més importantes suelen ser la deriva y captacién fluvial
permitiéndoles ocupar gran parte de las cuencas hidrogrificas, la dispersién entre cuencas
ocuire principalmente mediada por el vuelo (Bilton 2001). La recolonizacion post glacial es
entonces dependiente de estas capacidades intrinsecas, esperandose una estructuracion

genética asociada 2 la hidrografia (Heilveil & Berlocher 2006; Schultheis et al. 2002). En
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las especies en donde existe pérdida total del vuelo o polimorfismo en el desarrollo de las
alas o de la musculatura asociada, es esperable una estructuracion atin mas evidente y en el

caso de Ia recolonizacién post glacial la diversidad debiera de encontrarse jerarquizada

hacia el frente de migracion.

Los Plecoptera son insectos de desarrollo acumitico con imagos voladores, los que
habitualmente son considerados malos voladores, presentan especies montafiosas que se
desarrollan en aguas frias, y frecuentemente en aguas de deshielo glacial (Tllies 1969),
convirtiéndose en modelos ideales de estudio en los procesos de recolonizacién post
glacial. Sin embargo son escasas las aproximaciones filogeograficas donde se les ha

incluido (McCullock et al. 2010).

Dentro de la familia Gripopterygidae existen varias especies aitoandinas y australes que han
perdido la capacidad de volar y que explotan habitat periglaciales. Esta condicién es poco
frecuente dentro del orden Plecoptera (Fochetti & Tierno de Figueroa 2008). En algunas
regiones geogréficas como en Nueva Zelanda, la pérdida del vuelo para varias familias de
Plecoptera es la condicion mas frecuente y 12 convergencia de este rasgo se ha atribuido a
particulares procesos de disminucién de 4rea habitable combinada con aislamiento durante
1as glaciaciones pleistocénicas (McLellan 2006; Mynott ef al. 2011). En América del Sur es
una condicién escasa pero cuando se presenta se ha reportado en distribuciones australes o
altoandinas {(Vera & Camousseigth 2006; Vera, 2011). Para estas taxa se ha planteado que
la perdida de las alas es una adaptacién a las condiciones extremas de viento y pluviosidad
que alli se presentan (Illies, 1964). Los procesos de aislamiento en estas especies puede ser

tratadas como causal de Ia pérdida del vuelo (Darwin 1859) o como una preadaptacién que
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ha permitido la subsistencia en estos ambientes, dejando su huella en la posterior

recolonizacién como poblaciones relictas (McCullock et al. 2010).

Los estudios en Gripopterygidae neozelandeses (McCullock et al. 2010, Mynott et al,
2011) incluyen especies de diferentes géneros y fenotipos alares, sefialan que las especies
con vuelo suprimido presentan poblaciones relictas y estin mads estructuradas que las
voladoras, pero que en algunos casos, las especies voladoras podrian haber perdido la
capacidad de volar antes de perder sus alas, de modo que se muestren tan estructuras como
las no voladoras. Estos estudios filogeograficos incluyen especies representadas por
poblaciones tnicas o escasas y que no presentan polimorfismo intraespecifico en el
desarrollo de las alas y por consiguiente del vuelo, por tanto afin queda inconcluso el efecto

del polimorfismo sobre la interpretacion que se hace a partir de la diversidad genética.

Limnoperlia jafuelli (Navéis 1930), es una especie de Gripopterygidae que cumple con una
serie de atributos que permiten evaluar la relacién entre la perdida del vuelo y su efecto
sobre 1a recolonizacién post-glacial. 1°.- Se distribuye en Chile desde los 30°S hasta Tierra
del Fuego (Vera & Camousseigth 2006), desde Ia costa Pacifica hasta la cordillera de Los
Andes, actualmente ocupa toda Ia extensién que fue afectada por el filtimo méaximo glacial
incluida Tierra del Fuego (Fig. 4.1). 2°.- Presenta dos fenotipos en cnanto al desarrolio del
vuelo, los braquipteros imposibilitados de volar en ambos sexos y los macrépteros. 3°.- Las
poblaciones macr6pteras son las més abundantes y ampliamente distribuidas, mientras que
las poblaciones de fenotipo braquiptero estdn restringidas al extremo austral de Sudamérica.
Existen ademds poblaciones de fenotipo mixto, sin estados de transicién entre macrépteros

y braquipteros, las que se distribuyen fundamentalmente en la zona costera entre los 35°S a
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39°S (Vera & Meéndez en preparacion) (Fig. 4.1). Adicionalmente existen registros
museoldgicos de individuos braquipteros en varios sectores de este intervalo costero, los
¢ue probablemente constituyen parte de poblaciones de fenotipo mixto inadecuadamente
muestreadas.

De acuerdo a la vagilidad de las especies los procesos de glaciacién y deglaciacion afectan
diferencialmente su dispersién y recolonizacion (Valdovinos ef al. 2010). Es asi como para
especies dulceacuicolas como Galaxias y Aegla restringidas al medio acuitico, el
repoblamiento de Ias regiones de Aysén y Magallanes ocurrié a partir de refugios al este de
Patagonia conjuntamente con el cambio de drenaje de los rios al pacifico tras la
fragmentacion de Campos de hielo pleistocénicos (Zemlak ef al. 2008, Perez-Losada ef al,
2011). Y no como una dispersién desde poblaciones del norte. Sin embargo para los
insectos voladores, esto si es posible como ha ocurrido para Nigronia y Chorthippus en el
hemisferio norte (Heilveil & Berlocher 2006, Hewitt, 2000), quienes han ocupando las
cuencas con forme retroceden los hielos pleistocénicos de sur a norte. En América del! Sur
no han datos de este tipo para insectos voladores, lo que permite plantearnos un interesante
escenario para Limnoperla. Siendo esta especie polimérfica en el desarrollo de alas podrian
las poblaciones de fenotipo volador dispersarse de norte a sur siguiendo la deglaciacién de
los campos de hielo mientras que las poblaciones de fenotipo no volador lo realizarian de
este a oeste como otros organismos de vagilidad reducida. Esto dado que las poblaciones de
Limnoperia que ocupan las regiones antes cubiertas por campos de hielo solo se
manifiestan monomérficamente ya sea como voladoras o como no voladoras, afin cuando
estén a Ja misma latitud en Aisén y Magallanes.

El objetivo del estudio filogeogrifico de L. jaffueli, es evaluar Ia hipétesis de que en

Patagonia las poblaciones no voladoras representan relictos pleistocénicos que han
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dispersado escasamente, mientras que las poblaciones voladoras debieran mostrar la
expansién post-glacial esperada de norte a sur, en este escenario las poblaciones de fenotipo
mixto distribuidas en la costa de Chile central y fuera de las dreas afectadas por las
glaciaciones debieran representar las poblaciones mas ancestrales que han sido
influenciadas en menor grado por las interrupciones glaciales presentando mayor diversidad

genética.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y extraccién de DNA

Las muestras fueron recolectadas con el método de sacudida del follaje y volteado de
objetos adyacentes a los cuerpos de agua. Todos los especimenes fueron fijados y
conservados con etanol absoluto. L. jaffueli fue representada para todo su rango de
distribuci6n latitudinal, con 20 localidades (Tabla 4.1, 4.2 y fig. 4.1). Se estudiaron al
menos 5 individuos para cada cuenca hidrografica que fue incluida, totalizando 107
individuos. Cada individuo fue disecado y se tomo el meso y metatérax sin tubo digestivo

para la extraccion de DNA.

Extraccién, Amplificacién y secuenciacién de DNA

La extraccién de DNA total se realizo siguiendo el método propuesto por Jowett (1986).

El gen mitocondrial NADH Dehydrogenase (ND2) fue amplificado mediante PCR
(Polymerase  Chain  Reaction), utilizando los  partidores TM-J-192 5'-

AGCTATTGGGTTCAGACCCC-3" y N2-N-732 5-GAAGTTTGGTTTAAACCTCC-3’
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de Bonacum et al, 2001. ND2 fue seleccionado por ser fragmento variable del DNA
mitocondrial y que ha sido utilizado previamente para inferir procesos Plio y Pleistocénicos
(Flanders, et al. 2009; Nitta & O’Grady, 2008). Sin embargo el marcador més recurrente en
estudios filogeogrificos de insectos es COI (McCulloch, et al. 2010; McCulloch, et al.
2009; Heilveil & Berlocher, 2006; Fochetti, et al. 2009). Durante Ia seleccién del marcador
evaluamos la variabilidad de COI'y de Cy#b, sobre una muestra de Iopalidades distantes, el
primero de ellos mostré escasa o ninguna variabilidad, mientras que Cyfb fue tan variable
como ND2.

La PCR fue realizada para un volumen final de 30pl, conteniendo 1u! de DNA templado,
IX de buffer de amplificacién, 3mM MgCl,, 0.15mM de cada dNTP, 0.2 uM, de cada
primer, y 1U de Tag polymerase. La termociclacién sigue el siguiente protocolo: 5 min de
desnaturalizacién inicial a 94° C, seguido de 35 ciclos de 1min de desnaturalizacién a 94°C,
45 seg de alineamiento a 44° C y 1 min de extensién a 72° C, finaliza con 5 min a 72° C.
Los fragmentos amplificados fueron visualizados en un gel de agarosa a 1%(p/v) y

enviados a purificar y secuenciar a Macrogen, Inc. (Seil, Corea).

Alineamientos y Diversidad Genética

Los alineamientos fueron realizados en el Software BIOEDIT v7.0.5.2 (Hall, 1999) y
revisados manuaimente. Para cada poblacién se estimo la diversidad haplotipica (h) y
nucleotidica (x), el nimero de sitios polimérficos, el niimero medio de las diferencias por

pares y ademads se exirajeron los haplotipos, mediante el Sofiware DnaSP, versién 4.10.6

(Rozas et al. 2003).
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Anilisis Filogeografico

Se utilizaron dos métodos de inferencia filogenética: 1) Méaxima Parsimonia (MP)
utilizando el programa PAUP* v4.0b10 (Swofford, 2002), se realizé bisqueda heuristica
con adicién aleatoria de secuencias y el algoritmo TBR (tree bisection and reconnection).
Todos los caracteres fueron tratados con igual peso y los indels tratados como missing. El
soporte estadistico para los nodos fue evaluado con el método de bootstrap (Felsenstein,
1985), usando 1000 pseudoréplicas. 2) Inferencia Bayesiana (IB) donde las relaciones
filogenéticas fueron inferidas utilizando el programa Mr.Bayes v3.1.2 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003). Probabilidades a posteriori fueron estimadas desde una muestra de
arboles construida con simulaciones de Monte Carlo con cadenas de Markov. Cuatro
cadenas fueron corridas con 10 millones de generaciones cada una, muestreando cada 1000
generaciones- y eliminando el 10% de las muestras (burnin). El modelo de sustitucién
nucleotidica utilizado fue el modelo gerieral de tiempo reversible con sitios invariables y
distribucién gamma (GTR+I+G). Los é4rboles fueron enraizados con la inclusién de
Araucanioperla brincki (Froehlich) como grupo externo, Este Gripopterigydae se encuentra

fuera del clado Gripopteryginae sensu stricto (Vera & Méndez en preparacion).

Para visualizar las frecuencias geograficas relativas a cada haplotipo y haplogrupo, se
construyo un network de haplotipos por medio del algoritmo median-joining (MJ) network

usando el programa Network version 4.201 (Bandelt ez al. 1999).

Estructura Poblacional
Se implemento el test de estructura genética geogrifica, mediante el andlisis de la varianza

molecular (AMOVA) con 1.000 permutaciones (Excoffier et al. 1992), el que fue
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computado en el Software Arlequin, versién 3.5.1.2 (Excoffier ef al. 2005). La varianza
molecular fue particionada dentro de poblaciones y entre poblaciones segiin tres criterios de
clasificacién geografica: a) Biogeogréfica: provincias biogeograficas de Chile central,
Maulina, Valdiviana y Bosque Magallnico (Morrone ef al. 1997, Morrone 2000); b)
hidrografica: rios tipificados de acuerdo a su torrente desde I a VII (Niemeyer & Cereceda
1984); y c) respecto de ios campos de hielo del LGM, ya sea que la localidad se encuentre

fuera o dentro de la regi6n antes cubierta de hielo (Tabla 4.2).

RESULTADOS:

Estructura poblacional para Limnoperla jaffueli

Se identificaron 37 haplotipos del gen mitocondrial ND2 para las 20 poblaciones y 107
especimenes analizados (Tabla 4.1). Las frecuencias nucleotidicas para toda la muestra foe;
C (12.66%), T (31.48%), A (36.65%) y G (19.21%). El alineamiento obtuvo un total de 91
sitios polimérficos (8), sin necesidad de insertar indels. La diversidad haplotipica (H) fue:

0.938+0,013 y la diversidad nucleotidica 0,02752+0.00329.

La distribucién de los haplotipos en Ias poblaciones se muestra en la Figura 4.2. Cuatro
poblaciones muestran un haplotipo Vmico. El haplotipo mas frecuente es el HIO y se
presenta en 7 poblaciones de Chile central-sur, las regiones de Aisén y Magalianes
presentan diversos haplotipos que estfn ausentes en el resto de la muestra, entre ellos el

mas frecuente es H30 y se presenta en tres poblaciones. En el extremo norte de la
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distribucién dos poblaciones concentran nueve haplotipos, que no se encuentran en el resto

de la muestra y entre ambas comparten H4.

Un MY network de haplotipos identifica tres mayores haplogrupos (Fig. 4.3) G1 (N=1), G2
(N=11) y G3 (N= 25) separados por miiltiples pasos mutacionales, la distancia entre los
grupos 1 a 3 es de 45 mutaciones y la de 3 a 2 es de 20. Dentro del haplogrupo 3 se
reconocen dos regiones, una que refine a la mayor parte de las poblaciones de la muestra y
se ubica en Chile central-sur (32° a 40°S aproximadamente), con la sélo excepcién de la
poblacion de Conguilla. La segunda regién retine a las restantes poblaciones desde la

cuenca del Rio Puelo (41°S) hasta Tierra del Fuego (55°S).

Los resultados del anélisis filogenético se muestran en la Figura 4.5,

La inferencia con MP encontré 11 drboles igualmente parsimoniosos con un largo de 239
pasos (C[=0.7992, RI= 0.8601, RC= 0.6873), la topologia de todos los 4rboles coincide en
reconocer los mismos tres haplogrupos del MJ network, las discrepancias topol6gicas
ocurren al interior de los grupos G3 y G2. El respaldo estadistico solo apoya estos tres
haplogrupos y no resuelve al interior de ellos.

El método de IB distingue los grupos G1 y G2, este tltimo estaria anidado en G3. El grupo
G3 se muestra como una gran politomia, desde donde se distinguen tres clados que
reiinen a las poblaciones australes al sur de los 41° de latitud. Las probabilidades a
posteriori muestran respaldo para estos tres clados, los que representan respectivamente las
localidades de: a) Lago Tagua+Tapera; b) Taperat+Balmaceda y ¢) Dos Lagunas+Rio

Serrano+Seno Skyring+Lago Deseado.
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El andlisis de AMOVA. fue realizado sobre el grupo 3, dado que los restantes grupos
presentan una diferenciacion muy elevada y un pequefio tamafio de muestra. Los resultados
(Tabla 4.3) muestran estructura para todas las clasificaciones analizadas. El aumento en el
namero de regiones explica un incremento en la varianza explicada por estas diferencias,
llegando a ser 40.66% cuando se trabaja con cinco regiones. El criterio hidrografico es el
que maximiza la varianza explicads entre grupos, mientras que la dicotomia entre las

regiones cubiertas o no de hielo durante el tiltimo méximo glacial, apenas es significativa,

DISCUSION:

Estructura filogeogrifica de Limnoperla jaffueli

Los resultados de la filogeografia de I. jaffueli basada en el gen parcial ND2 son
inesperados, en cuanto a la enorme diferenciacién genética que muestran los tres grupos de
haplotipos, estos grupos se distribuyen geogrificamente de forman continua, lo que puede
revelar la existencia de otros procesos que participan en la diferenciacién de estas tres
unidades genéticas.

El haplogrupo 1 (G1) incluye solo un haplotipo (H13) que se distingue por 45 pasos
mutacionales del hapiotipo més cercano (Fig. 4.3), esta constituido por individuos
provenientes de una porcién de la poblacién RUIL, mientras que la porcién restante
presenta el haplotipo mis frecuente (H10) y que forma parte del haplogrupo 3 (G3). El
analisis filogenético ubica este haplotipo como el grupo hermano de todo el resto de la

muestra (Fig.4.4}. La poblacién RUIL se ubica geogréficamente en Ia costa de 1a region del
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Maule (Fig. 4.1), en lugares que no fueron afectadas por el dltimo maximo glacial y que
habrian servido de refugio durante las glaciaciones pleistocénicas, considerando ademés el
descenso de las lineas de costa. De acuerdo con ello, Ia hip6tesis de estudio esperaba que
esta poblacién presentara los haplotipos mds ancestrales de Ia especie, es asi como los
individuos del grupo 1 (G1) podrian interpretarse como derivados de una poblacién relicta.
En cuanto a los fenotipos de desarrollo alar, la poblacién RUIL es de fenotipo mixto, donde
todos los individuos no voladores (braquipteré)s) Presentan el haplotipo H13, exclusivo del
grupo 1 y los macrépteros presentan el haplotipo H10, el més frecuente del grupo 3. Ambos
fenotipos fueron recolectados simult4neamente, de modo que es dificil explicar que no
exista cruzamiento tratindose de la misma especie.

A partir de estos resultados pueden emerger varias hipétesis explicativas de esta asociacién
fenotipo-genotipo: 1.- representa el encuentro de dos grupos aislados largamente, donde los
residentes de la poblacién relicta son no voladores y se dispersan escasamente, lo que
impide que el haplotipo H13 (G1) este en otras poblaciones, por otra parte los inmigrantes
son macrépteros con mayores capacidades de dispersion ¥y portan el haplotipo H10, el mis
frecuente en el resto de la especie. En este escenario la conservacién de las variantes
genéticas en ambos fenotipos debe necesariamente implicar que no ha existido
cruzamiento, lo que sugiere un modelo evolutivo de eleccién de la pareja reproductiva. 2.-
La divergencia molecular revela especies hermanas de tipo cripticas que han desarrollado
mecanismos intrinsecos de aislamiento reproductivo, lo que les permite coexistir en ese
lugar, dicho encuentro secundario puede ser independiente del fenotipo alar. Finalmente
para explorar cualquiera de estas hipdtesis se requiere de un disefio de muestreo que estudie

mas individuos e incorpore nuevas cuencas costeras.
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El haplogrupo 2 (G2) muestra respaldo en el andlisis filogenético y retine a las poblaciones
con mayor diversidad haplotipica (tabla 4.1). En el MJ network (Fig. 4.3) se observa una
estructura con abundantes haplotipos raros y no muestreados o extintos. El grupo se
distancia por 20 pasos mutacionales del haplotipo més préximo.

-Este grupo retine 2 poblaciones del extremo norte de distribucién de la especie, junto a dos
haplotipos provenientes de la regién del Maule (Cleme), dando cuenta del 24,3% de los
haplotipos hallados. en toda la muestra. Este escenario sugiere que un linaje muy diverso en
el extremo norte de la distribucién de Ia especie fue submuestreado en este estudio. No es

posible ampliar la discusién dada Ia pequefia muestra tomada de este haplogrupo.,

El haplogrupo 3 (G3) es el que refme a la mayor parte de las poblaciones estudiadas y
ocupa casi el 90% de 1a distribucion latitudinal de la especie (Figs. 4.2 y 4.3). En este grupo
es posible explorar la hipétesis planteada sobre recolonizacion postglacial dado que cubre
regiones cubiertas y no cubiertas por el dltimo maximo glacial, asi como incluir a las
poblaciones de fenotipo tnico (macrdpteras y braquipteras) ubicadas en la region de Aisén
y Magallanes. En el andlisis del MJ network (Fig. 4.3 derecha) se distinguen dos regiones:
1.- regi6n que presenta una estructura tipo estrella donde un haplotipo m4s frecuente (H10)
esta presente en siete de las poblaciones y los restantes haplotipos en su mayoria se
distancian por uno o dos pasos mutacionales de H10, Esta estructura sugiere un proceso de
expansién, como era esperado para las poblaciones de Chile central-sur en un escenario
post—glacial.

2.- regién que incluye cuatro subgrupos, de los cuales tres presentan respaldo filogenético
(Fig. 4.4). Las poblaciones reunidas en Ia regién 2 son de distribucién austral (Aisén y

Magallanes) salvo por parte de la poblacién CON proveniente de la Araucania. Siete de las

]
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poblaciones halladas aqui no comparten haplotipos con la regién 1 y se organizan en tres
subgrupos diferentes, lo que es coherente con la hipétesis de multiples refugios
perigraciales en el exttemo austral de la distribucion de la especie. La distribucién
geogréfica de los subgrupos muestra que las tres poblaciones de Magallanes incluida Tierra
del Fuego forman parte de un mismo linaje, el que a su vez presentaria una conexidn
trasandina con fa regién de Aisén (Fig4.3). Las poblaciones de Aisén y de Chiloé
continental muestran relaciones mas complejas entre sf, sus haplotipos no se presentan en

otras regiones y relacionan poblaciones de cuencas trasandinas ¥ Pacificas.

Criterios de clasificacién geografica y estructura filogeografica

En cuanto a la clasificacién en grupos geograficos, la especie muestra sefiales de evidente
estructuracién, sin embargo la diversidad genética encontrada no logra ser explicada en su
totalidad por los escenarios evaluados con los criterios biogeogréficos, glaciales e
hidrogréficos. Dada la gran diferenciacién encontrada al interior de la especie, estos
criterios solo fueron evaluados con AMOVA. sobre el haplogrupo G3, excluyéndose los
individuos que se agruparon en G1 y G2.

De los tres criterios analizados, el de clasificacién hidrolégica fue el que mejor representa
la estructura, y es también ¢l que genera el mayor niimero de grupos, llegando a explicar un
40,66% de la varianza entre regiones. Mientras que ¢l criterio que divide las poblaciones en
funcion del MGP, fue el que explica Ja menor varianza entre grupos, apenas un 17,47%.
Tratindose de insectos con desarrollo acudtico, estos resultados sugieren que el régimen de

los sistemas hidricos es de mayor relevancia en Ia dispersién atin cuando los imagos son
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estados voladores. Es asf como la vagilidad de estos insectos estaria limitada por la

evolucién de Ia hidrografia que Ios soporta mas que por factores intrinsecos de dispersi6n,

Relacion entre los fenotipos y la filogeografia

En cuanto 2 la distribucién de los fenotipos con vuelo suprimido para esta especie, se
ubican en diversos partes de Ia red de haplotipos (G1 y G3) y no tnicamente en un linaje.
En todos los elemento de G1, mientras que en G3 se ubican tanto en la regién de Chile
central que muestra una expansién, como en la region Austral, que muestra linajes relictos.
Al haber varios linajes con esta condicién, esta distribucién de fenotipos podria tener
explicaciones ad hoc para cada caso.

Lo més relevante para conirastar la hipétesis sobre el origen de las poblaciones de fenotipo
tinico en la regi6n austral, puede visualizarse en la distribucién del fenotipo braquiptero en
la regi6n austral (R2) de G3 (Fig. 4.3). EI MJ network muestra un linaje de tres haplotipos
diferenciados por un paso mutacional entre si, retine las poblaciones de Tierra del Fuego
(Ldes), Magallanes (Sky, Serr) y una de las de Aysén (Dlag), este grupo ademds presenta
respaldo filogenético (Fig. 4.4) y es el que contiene a todas las poblaciones estudiadas con
braquipterismo de la regién austral. Se encuentra una conexién trasandina para estas
poblaciones, demostrando la existencia de refugios australes a partir de los cuales se habria
colonizado las tierras dejadas por los glaciales pleistocénicos, esto esta de acuerdo a la
hipétesis planteada. Sin embargo y ain cuanto todos las poblaciones de fenotipo tinico
braquipteras se retinen en este linaje, la poblacién de Magallanes “Serr” es \inicamente de

fenotipo macrdptero y comparte haplotipos con todas las poblaciones de fenotipo tnico
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braquiptero, contrariamente a lo esperado si los macrdpteros provinieran de un linaje

diferente ubicado més al norte.

Finalmente este estudio identifica tres lingjes que se encuentran muy diferenciados y
podrian responder a otros procesos, cuya comprension puede mejorarse al ampliar el
muestreo en cuencas no exploradas, principalmente cuencas costeras de Chile central-sur y
en el extremo norte de Ia distribucién de la especie, donde la orogénesis andina pudo jugar
un rol relevante. La evidencia molecular recogida podria estar demostrando la existencia de

especies cripticas al interior de Limnoperla.

En cuanto a la relacién de los procesos de dispersion post glacial y la distribucion de los
fenotipos, esta evidencia demuestra que la colonizacién postglacial ha ocurrido desde
multiples refugios de forma independiente del tipo de fenotipo alar que las poblaciones
presenten y no darian cuenta de la causa para la condicién de fenotipo 1inico en las

poblaciones australes.
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Figura 4.1. Distribucién conocida en Chile para L. jaffueli. Los puntos de color rojo
muestran registros sélo de fenotipos braquipteros, los azules solo de macropteros y los
verdes sefialan poblaciones de fenotipo mixto. El area sombreada indica la superficie
cubierta por hielo durante el Gltimo maximo glacial. A la derecha se muestran las 20

poblaciones muestreadas para este estudio.




Tabla 4.1.- Localidades y especimenes analizados de . Jaffueli.
que pertenecen las muestras, las coordenadas en grados, el nimero de ind
presentan (M= macréptero, B= braquiptero),

desviacion estandar.

ividuos (secuencias) estudiadas, el fenotipo que
el mimero de haplotipos y la diversidad haplotipica ¥y nucleotidica junto a su

Se detallan las siglas utilizadas en e] texto, las subcuencas a las

Localidad Siglas Subcuencas Coordenadas N F h H T
1 ogwﬁww%%m? Llima  R.Choapa Medio w”mwwwww Y5 M 4 090080.061 0,00630:0.00007
) <§m%w _Mwoﬁ“ Valpo  Est. Marga Marga wﬁ_m.w_wm%,w 6 M 6 1.000:0.096 0.0148140,00275
3 <%amwm%m FellPe, slica R. Aconcatua medio wmwwwmwwm 5 M 2 0.600£0,175 0,00111£0,00032
4 mgﬁwnw:ﬂwep L Acle  Est Athue wm“wwwmmum S MB 3 0.800£0.164 000185000051
5 zmam%mﬂm%wwp R Rul R Curanilahue wwommﬁwm%u,m 8 MB 2 0536:0,123 0,048610.01118
6 zﬁ_mww%ww S Cleme R Loncomilla wwwwwmwwm 5 M1 0 0
7 omﬁwmmwwwﬂwm Chilll R Itataalto wwwwwuwmm“ S5 M 2 060050175 0,00111£0,00032
g Emﬁwm%w%haﬁ Manza Bmwmmww_m mﬂwa mmwwxm V5 M 3070060218 0.004445000167
o ?em%m%mmﬂﬁ? Con SWMW Allo w_wwa wm”wwmwww“” S 5 M 3 070080218 0.01852:001047
o Areucania, Cautln, 5 R. Pucén wwmwﬂw Y5 M 3070060218 0003702000144
1y LosRos Valdivia, g5 Loy sovaigsp & 6 MB 2 0530170 0003950.00128
jp Los wwmmw%%sp Anti R Pilaiquen wﬂ@wmwmm,m 5 M 2 0.400£0237 0.00074:0.00044
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13 Los lagos, Costeras entre R. 72°10°5,89” W

Llanquihue, L. Tagua Tagua Petrohue y R. Puelo 41°38°52,44” § 6 M4 0.876+0.129 0.010490.00306
. . Costeras entre Seno
Aisén, Aisén, L. . . 72°31°45,42” W ;
14 Risopatrén Riso <gamM_MMMM YR, 44°16'24.57" § 5 M 2 0.400£0237 0.00222+0.00132
Aisén, Coihaique, . 71°38°5,52” W
15 LaTapera, R. Cisnes Tape R. Cisnes 6 M 3 0.600+0.215 0.00469+0,00257

44°37°37,.83” §
Aisén, Coihaique,

. 71°50°54,81”" W
16  Balmaceda, R. Balma R. Simpson om1s » 5 M 2 0.400£0.237 0.00074:0.00044
45°31°47,06” 8
huemules
Aisén, Coihaique, . 71°38°46,34” W
7 Doslagumas = D28 R Simpson 45°504886» s 0 B 1 0 0
Magallanes, Ultima Costeras entre Fiordo 72°59°22,38" W
'8 Esperanza, R, Serrano S CalvoyFiordoPeel 51°13°35,18» § > B 3 0.800£0.164 0.002220,00050
Magallanes, .
Costeras Continentales 71°53'58,1” W
19 Magallanes, Seno Sky . B934 B 5 M 1 0 0
Skyring del Seno Skyring  52°32 43,33 §
. Costeras entre R.
Magallanes, Tierra del 68°45°46,38” W
20" Fuego, L. Deseado  1des  Azopardoy Seno 21202 0 B 10 0

Serrano




Tabla 4.I1.- Grupos de poblaciones clasificadas con diferentes criterios geograficos.
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Provincias bi S Ubicacién respecto de los
Localided Tovincias blogeograiicas Zonas hidrogréficas campos de hielo durante el
ocali
(Morrone ef 021053§7 & Morrone (Niemeyer & Cereceda 1984) LM
(Heusser 2003)
1| Liima 1 Rios en torrente de
2| Valpo . régimen mixto de la zona
3| Alica Chile Central semidrida _
4| Acule Fuera del hielo
5 Ruil HI Rios en torrente de
6 | Cleme Maulina egim c:ubham:gla Zona
7| Chilla
g Con Bajo los campos de hielo
10 Puc IV Rios tranquilos con
regulacion lacustre de ia "
11| Vald Valdivg zona hiimeda de Chile Fuera del hielo
12| Ang iviaha
13| Tagua
14| Riso V Rios caudalosos de Ia
15| Tape Patagonia septentrional
16| Balma
17| Dlag Bajo los campos de hielo
V1 y VII Rios de la zona de
18| Serr - campos de hielo de la
Bosque Magallinico Patagonia meridional y
197 Sky territorios situados al sur del
estrecho de Magallanes
20| Ldes




Figura 4.2.

Distribucién de los 37 haplotipos
de ND2 identificados entre las 20
poblaciones de L. Jaffueli
analizadas.

Flechas rojas representan
poblaciones Gnicamente
braquipteras; negras tinicamente
macropteros y verdes a
poblaciones de fenotipo mixtas.
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Tabla 4.4. Resultados de AMOVA, para los haplotipos del gen ND2 de 17 poblaciones de
Limnoperla jaffueli reconocidas en el grupo G3. Particiones segln la distribucién en
funcién del MGP, regiones biogeogréficas y regimenes de cuencas hidrogrificas.

Particion

~df.

Suma de
los
cuadrados

Componentes
de fa varianza

Porcentaje
de la varianza

MGP

Entre
regiones
Entre
poblacicnes
dentro de
regiones
Dentro de las
poblaciones

kK

15

68

25.358

145.964

46.182

0.52748 va

1.81329 vb

0.67917 vc

17.47

60.04

2249

FCT=0.17466

FSC=0.72751

FST=0.77511

<0.04

<0.001

<0.001

Biogeografia
Entre
regiones
Entre
poblaciones
dentro de
regiones
Dentro de las
poblaciones

13

68

214.267

104.317

46.182

0.79720 va

1.45969 Vb

0.67917 vc

27.15

49.72

23.13

FCT=0.27152

FSC=0.68246

FST=
0.76868

<0.003

<0.001

<0.001

Hidrologia
Entre
regiones
Entre
poblaciones
dentro de
regiones
Dentro de las
poblaciones

12

68

100.544

70.779

46.182

1.18250va

1.04667 vb

0.67917 vc

40.66

35.99

23.35

FCT=0.40659

FS5C= 0.60647

FST=0.76648

<0.001

<0.001

<0.001
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Figura 4.3.- Median-joining (MJ) network de 20 poblaciones de L. jaffueli basado sobre
secuencias parciales del gen mitocondrial ND2. El tamatio de las circunferencias representa
la frecuencia de cada haplotipo, los pasos mutacionales se indican con numeraciones rojas.
Cada color representa Ia proporcién de individuos de Ia poblacion de origen que presenta el
haplotipo, los haplotipos no muestreados o desconocidos 1o se simbolizan, las flechas
sefialan la presencia de individuos de fenotipo braquiptero.

Izquierda: muestra el network completo con tres mayores haplo grupos diferenciados.
Centro: muestra un mapa de cuencas hidrograficas, donde se han coloreado Jas cuencas
muestreadas, la barra de color muestra la distribucién de haplogrupos y la simbologia de
localidades de acuerdo a la tabla 4.1.

Derecha: ampliacién del recuadro que muestra el grupo 3. Los 6valos muestran dos
regiones distinguiles dentro de G3.
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Figura 4.4.- Arbol de M#xima Parsimonia para los 37 haplotipos de ND2 encontrados en
20 poblaciones de Limnoperla jaffueli. Se indican los respaldos de los nedos para 100
pseudoréplicas de bootstrap y probabilidades a posteriori de inferencia bayesiana. Las
barras oscurecidas muestran los tres clados congruentes con los haplogrupos encontrados
en el network y las achuradas muestras los subgrupos que se distinguen dentro del grupo 3.
El mapa muestra évalos que encierran las poblaciones que presentan los haplogrupos de
cada grupo, ver el texto para el detalle.
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CAPITULO V:

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Logro de los objetivos e hipétesis abordados en esta tesis (ver tabla 5.1)

En cuanto a la hipétesis 1 “El rasgo dptero ha evoluciocnado independientemente en el
extremo austral de Sudamérica”, se realizaron los anslisis filogenéticos y de método
comparado sobre una muestra de 50 taxa para tres genes, resultando una hipétesis
filogenética robusta y parcialmente resuelta. Con elio se cumplié con los objetivos
especificos planteados.

En cuanto a la sistemética del grupo, se reconoce la familia Gripopterygidae como un grupo
monofilético en casi todos los analisis (métodos y particiones). Las hagrupaciones de
subfamilias aceptadas en la actualidad, no encuentran respaldo filogenético, pero si
logramos encontrar algunos linajes que con pequefias excepciones se aproximan a algunas
subfamilias de modo que las hemos llamado: Gripopteryginae sensu stricto (sin
Aubertoperla), Leptoperlinae sensu stricto (sin Newmatoperia) y Dinotoperlinae sensu lato
(con Aubertoperla). Las dificultades de la resolucion se encuentran dentro de la familia
Gripopterygidae en los nodos basales, generando una politomia a nivel de las subfamilias.
En cuanto a Ia reconstruccién de estados ancestrales para la reduccién del vuelo, los taxa de
fenotipo dptero no constituyen un clado y se distribuyen en distintas regiones de la
topologia, por lo tanto la evolucién independiente de estos rasgos encuentra respaldo

filogenético. De esta forma se cumple la prediccién y la hipétesis 1 resuita ser afirmativa,
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Limitaciones:

Se hace evidente que para el analisis filogenético que, aln cuando se ha aumentado el
numero de taxa, hace falta lograr una mayor representacion de elementos australianos y
neozelandeses para poder resolver las agrupaciones a nivel se subfamilias y quizés sea
necesario explorar nuevos genes nucleares. En cuanto a la reconstruccion de estados
ancestrales, se requiere de un mayor esfuerzo de muestreo para representar los taxa &pteros

faltantes. Una vez realizado esto se podria estimar algunos tiempos de divergencia.

En cuanto a la hipétesis 2 “Condiciones de aislamiento ¥ restricciones al flujo génico
conducen a Ia fijacién de fenotipos con vuelo suprimido er Gripopterygidae”.

El modelo a estudiar Limnoperla Jaffueli fue caracterizado morfolégicamente ¥y en su
distribucién. Nuestros resultados muestran que la especie se distribuye de forma continua
en las grandes cuencas de la vertiente occidental de Ia cordillera de Los Andes desde los
30° a los 54° de latitud Sur incluida Tierra del Fuego; estando ausente en regiones de estepa
patagénica (Magallanes y Tierra del Fuego). Se identificaron regiones sin informaci6n en
los archipiélagos al sur de Chilog, en la mayor parte de las cuencas costeras de Chile central
Y en regiones aledafias a los campos de hielo, debido probablemente a una falta de esfuerzo
de muestreo. El fenotipo mas frecuente es el macrptero, mientras que el braquiptero, a
diferencia de Io reportado con anterioridad, resulta estar ampliamente distribuido tanto en la
regi6n austral como en Chile central, con poblacienes de fenotipo tinico y ofras con ambos
fenotipos respectivamente. El analisis morfoméirico de los fenotipos muestra una
distribucién bimodal para el largo de las alas, sin relacidn con otras variables de la

envergadura. Ef andlisis de componentes principales, ordené la muestra en dos regiones que
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reinen a las poblaciones de Chile central hasta el norte de Aysén y por otra parte a las
restantes poblaciones hasta Tierra del Fuego, estos grupos encuentran significancia en un
analisis discriminante. El primer grupo retine a los fenotipos més graciles, mientras gue el
grupo austral a los fenotipos méis robustos. Estos grupos no se relacionan con el
braquipterismo, ni con una secuencia latitudinal, de modo que la reduccion de las alas es un
fenémeno complejo que debe responder tanto a causas histéricas como ecolbgicas.

La diversidad genética de las 20 poblaciones de Limnoperla jaffueli estudiadas, muestra
estructuracion geogréfica. Para las poblaciones el extremo norte, Chile central-sur, Aysén y
Magallanes existen haplotipos tinicos no compartidos con las otras regiones geogréficas. La
filogeografia muestra un resultado inesperado, donde se reconocen tres haplogrupos muy
divergentes, dos de ellos representan unas pocas poblaciones (Los Ruiles en parte; Ilapel,
Valparaiso y Clemente), las restantes poblaciones se reiinen en un network que muestra un
estado de crecimiento poblacional (forma de estrella), para las poblaciones de Chile central
hasta Pto. Montt, con un haplotipo més frecuente presente en siete de las 10 poblaciones
que incluye la estrella. Las restantes poblaciones hasta el extremo sur muestran cuatro
Ppequefios grupos con relaciones estrechas y escasa variabilidad. El fenotipo braquiptero se
distribuye es todo el network, sin embargo las poblaciones de fenotipo tinico presentes en
Aysén y Magallanes se relacionan directamente ¥ se separan de las macrpteras de Aysén,
no de las de Magallanes (seno Skyring). Estos resultados sugieren la presencia de relictos
australes e identifica maltiples puntos de origen para la recolonizacién post glacial, pero no
muestran que en todas las poblaciones relictas australes se hubjera fijado el rasgo no
velador, de modo que no es conclusivo en ese aspecto y la prediccién planteada en esta
tesis solo se cumple parcialmente. Por otra parte el arbol polarizado de acuerdo a los

resultados filogenéticos obtenidos en la primera parte de esta tesis, nos muestra que un
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haplotipo de las cuencas costeras de Chile central y que esta presenta en una poblacién de
fenotipo mixto es el grupo hermano de todo el resto, de modo que se cumple lo esperado

para identificar a estas poblaciones como relictas.

Finalmente se puede decir que para la hipdtesis 2 los resultados no son concluyentes, dado
que ¢l estudio de un experimento natural de aislacién y restriccién de flujo génico como fue
el ocurrido para L. jaffueli en relictos australes durante el maximo glacial pleistocénico,
revela que para esta especie, los relictos australes recolonizan las 4reas adyacentes desde
una ubicacidn trasandina, lo que se evidencia en miltiples refugios, pero que solo en uno de
estos linajes se concentra n las poblaciones con fenotipo braquiptero. Ademds este mismo
linaje es el que incluye y comparte haplotipos con una poblacién de fenotipo Gnico
macroptero. La interpretacion de este patrén es que la fijacion del rasgo volador y no
volador es independiente de Ia condicién de refugio austral, y estas poblaciones de fenotipo

tinico responderian a procesos ecoldgicos méas que a histdricos.

Limitaciones:
La diversidad genética encontrada sugiere la necesidad de incorporar nuevos marcadores
para interpretar los resultados. Por otra parte se hace necesaria la incorporacién de un

mayor nimero de cuencas costeras en el muestreo.
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Tabla 5.1. Resumen del logro de los objetivos planteados en esta tesis

Hipétesis, Predicciones y Objetivos especificos

Resultado obtenido

Hipétesis 1.- El rasgo dptero ha eveolucionado
independientemente en el extremo anstral de
Sudamérica.

Se cumple

Prediccion: Las especies dpteras de distribucion
austral no constitupen un grupo monofilético,
presentando en un mismo clado tanto especies
dpteras como macropteras.

Se cumple

Obijetivos especificos:
1.- Construir una hipétesis filogenética robusta para
Ios géneros de Gripopterygidae.

Se construye con 47 taxa y 3 genes
parciales, presenta respaldos de
géneros, algunos grupos proximos a
subfamilias, pero con falta de
resolucién en los nodos basales

dentro de Gripopterygidae, esta
familia es reconocida como
monofilética.

2.- Mapear los rasgos macrdptero, dptero y
polimérfico sobre Ja filogenia.

Se idenfifica origen independiente
para los rasgos que suprimen el
vuelo.

Hipotesis 2.- Condiciones de aislamiento y
restricciones al flujo génico conducen a Ia
fijacion de fenotipos con vuelo suprimido en
Gripopterygidae.

Parcial, los resultados no son
concluyentes, ya que de los relictos
australes derivan poblaciones de
fenotipos Unicos volador y mno
volador.

Predicciones:

a} Se espera que una especie polimorfica como L.
Jaffueli presente un filograma resuelio dadas las
restricciones historicas al flujo gémico, en
localidades sometidas a perturbaciones

Se cumple parcialmente ya que el
filograma esta resuelto cerca de la
base mostrando restricciones al flujo
génico, pero muestra limitada
resolucién dentro de G3.

b) Se espera que la recolonizacién de una especie
polimorfica como L. jaffueli sobre una region
sometida a perturbaciones glaciales, ocurra a
partir de varios refugios.

Se cumple ocurre, al menos 4
grupos con  haplotipos no
compartidos se encuentran
geogrédficamente relacionados.

¢) Se espera que una especie polimorfica como L.
Jaffueli presente zonas de refugio sobre regiones

No se cumple, presenta zonas de
refugio en regiones australes, pero

afectadas por perturbaciones glaciales, estas | las poblaciones macropteras
poblaciones  solo  presemtaran  fenotipos | australes forman parte de las
braquipteros. oblaciones relictas.

Objetivos especificos:
1.- Describir y definir los estados macroptero y
braquiptero para L. jaffueli.

Ambos estados se presentan como
grupos discretos, donde el largo de
las alas fue el rasgo morfolégico
més explicativo de la distribucién de
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. la variabilidad.
2.- Construir una hipétesis filogeografica para L. | La filogeografia muestra topologias
Jaffueli. con linajes resueltos en la porcion
basal, y para tres linajes australes.
3.- Construir una red de haplotipos y relacionarla | Muestra estructuracién geografica,
con su distribucidn geografica y sus fenotipos. donde un escenario hidrologico es el

mis explicativo. Se identifican
grupos derivados de miiltiples
refugios que presentan haplotipos
exclusivos. El braquipterismo se
distribuye en diversas agrupaciones
y es compartido en el extremo
austral con el macropierismo.

Proyecciones:

Al finalizar este estudio consideramos cumplido el objetivo general que nos planteamos,
pero nuesiros resultados nos dejan con mds preguntas que respuesias. Lejos de encontrar
una relacion directa entre las perturbaciones australes y la reduccién del vuelo en
Gripopterygidae, encontramos origenes independientes de estos fenotipos, lo que quiere
decir que en cada caso se podria encontrar un proceso tinico e irrepetible que de cuenta de
este fenotipo, como ocurre en la convergencia de los rasgos, en este caso la ausencia del
rasgo puede tener distintas causas dentro de la familia. En la exploracion del modelo
polimérfico no encontramos una explicacién simple sino que podrian ocurrir procesos
histéricos combinados con fenémenos ecoldgicos, donde es necesario identificar la
contribucién de estos factores, para cada grupo que presente individuos con reduccion del
vuelo. La divergencia genética encontrada sugiere la necesidad de estudiar sus unidades

taxondmicas, donde Limnoperla es actualmente considerada como un género

monoespecifico.
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Un tema aparte corresponde a la diversidad genética mostrada por la poblacién de Los
Ruiles (cuenca costera de Chile central) para L. jaffueli, esta pablacién es de tipo mixta y
muestra dos haplotipos uno para cada fenotipo, los macropteros presentan el haplotipo mas
frecuente de la especie y los braquipteros muestran un haplotipo Gnico separado por 47
pasos mutacionales del anterior. Esta situacién no puede abordarse satisfactoriamente con
el disefio desarrollado en este estudio, a modo de hipdtesis, debiera de existir un
mecanismo que conserve la diferencia genética' entre dos fenofipos de una misma
poblacién, pudiendo ocurrir una seleccién diferencial de las parejas reproductivas. Otra
alternativa v la que ofrece la mayor reestructuracién del estudio es que se trate
efectivamente de especies diferentes de tipo cripticas. En cualguier caso se hace
indispensable para abordar este estudio, incorporar una mayor muestra de las poblaciones
en cuencas costeras de Chile central. Fr el estudio molecular incluimos solo dos
poblaciones provenientes del margen costero, alin cuando existia material museoldgico de
otras poblaciones de la costa y de fenotipo mixto, este no estaba en las condiciones
adecuadas para el trabajo molecular.

Otro aspecto es el estudio de las poblaciones al norte de la cuenca del Rio Aconcagua, las

que fueron escasamente exploradas y sin embargo mostraron una alta diversidad de

haplotipos tnicos.

Para finalizar, ¢l estudio que se ha realizado en esta tesis mnestra un escenario mds
complejo que el esperado para dar respuesta a las preguntas planteadas, no obstante, da
cuenta del descubrimiento de un modelo de insectos que permite abordar preguntas de

cardcter histérico en procesos macroevolutivos y microevolutivos que escasamente habia
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sido estudiado con estos fines. Los resultados expuestos agui muestran que afin existe
escaso entendimiento dei efecto glacial sobre taxa sensibles como son las relacionadas a
cuencas hidrograficas y cuya dispersién ocurre mediado imagos voladores a diferencia de
peces anfibios y otros invertebrados bentdnicos, lo que invita al estudio de ofras taxa
dulceacuicola para indagar sobre la existencia del evidente patron de divergencia molecuiar
que aqui se ha descubierto. Por otra parte la evolucidn de la pérdida del vuele en
Gripopterygidae parece tener causas miiltiples incluso en especies emparentadas, la extensa
historia de la taxa en estudio, la pudo someter a diversos eventos que la condujeron a ia
pérdida del vuelo, los cuales pueden o no estar relacionados. En sintesis los resultados
aclaran y corrigen varios supuestos de la recolonizacién post glacial lo que permite limpiar
el sistema de estudio y redirigir las preguntas sobre el modelo, unidades y procesos,

abriendo una avenida de anélisis para preguntas macro y microevolutivas.




