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RESUMEN

Luego del retroceso de los hielos de Patagonia tras el
Ultimo Maximo Glacial (UMG), se postula que los nuevos
habitats descubiertos fueron colonizados por inmigrantes
provenientes desde las Aareas cercanas (ue permaneciercon
libres de hielo durante la ultima glaciacidén. Sin
embargo, pocos estudics han logrado ilustrar estos
procesos. En este contexto, el presente trabajo propone
reconstruir la histeria de una poblacién de peces de un
lago postglacial de la Patagonia, asi como determinar el
origen y el modo de colonizacidén del lago a partir de
poblaciones adyacentes. Con este objetive, se analizd el
ADN mitocondrial del pez diadrdémico Galaxias maculatus,
proveniente de Lago Quetru, ubicado en la cuenca del Rio

Pascua, y del fiordo Calén, en el gue desemboca este rio.

Una marcada estructuracién de la diversidad genética
revela la existencia de dos poblaciones diferenciadas,
habitando de forma separada el lago y el fiordo. Los
bajos niveles de diversidad genética encontrados en el

lago, junto a una red de haplotipos en estrella, indican



que la poblacién de Lago Quetru habria pasado por un
evento de expansién reciente. En contraposicién, la
poblacién del fiordo exhibe altos niveles de diversidad y
una extensa y compleja red de haplotipos, revelando su
antiguo origen. Estos resultados sugieren gue la
poblacién presente actualmente en el fiordo habria
sobrevivido, wpor lo mencs, a la ultima glaciaciédn,
permaneciendo probablemente en el paleolitoral Pacifico.
Por otra parte, los patrones de diversidad genética
sugieren que la poblacidédn actual del lago habria sido
fundada luego de la desglaciacién local a partir de un
nimero probablemente reducido de migrantes provenientes

del fiordo.

A base de las fechas propuestas segln antecedentes
geoldgicos para la formacién de la cuenca del Rio Pascua
Yy por lo tanto del lagoc Quetru, la calibracidén de la tasa
molecular intraespecifica de G. maculatus did un valor de
entre 8,3% vy 12%, muy superior a las tasas calculadas a

partir de estudios filogenéticos en el género Galaxias.



ABSTRACT

After the retreat of Patagonian glaciers behind the Last
Glacial Maximum, the new habitats exposed were colonized
by immigrants coming from surrounding areas that remained
uncovered from icesheets during last glaciation. However,
few studies have illustrated this process. In this
context, the present work propose to reconstruct the
story of a fish population inhsbiting a Patagonian
postglacial lake, as well as determine its origin and the
lake’s colonization way from adjacents populations. For
this, we analized the mitocondrial DNA of the diadromous
fish Galaxias maculatus coming from Lago Quetru, located
in the Rio Pascua basin, and from the Calén Fiord, in

which this river flows.

A strong genetic structure reveals the existence of two
differentiated populations inhabiting separately the lake
and the fjord. The low levels of genetic diversity found
in the lake, as well as its starlike haplctipe network,
indicate that Lago Quetru population would have gone

through a recent expansion event. In opposition, the



fjord population exhibit high levels of genetic diversity
and an extensive and complex haplotype network, revealing
its ancient origin. These results suggest that the fjord
population would have survived, at least, the last
glaciation, probably remaining in the Pacific
paleolittoral. On the other hand, the genetic diversity
patterns suggest that the current lake’s population would
have been founded after the local deglaciation, from a
probably reduced number of migrants coming from the

Ehord.

According to proposed dates for the Ric Pascua basin
formation, based on geological data, the intraspecific
molecular rate calibration of &. maculatus throw a value
of 8,3%-12%. This wvalue far exceeds the rate wvalues
calculated from phylogenetic studies 1in the Galaxias

genus.



1. INTRODUCCION

Ciclos glaciales en Patagonia: consecuencias scbre la

distribucidn y diversidad genética de las especies.

Los repetidos ciclos glaciales del Cuaternario (2,5 Ma -
presente) provocaron fluctuaciones del volumen v
extension de las capas de hielo en distintos continentes,
en particular en las zonas de mayor latitud. Entre ellas
se encontraba el Manto de Hielo Patagénico, que, durante
los periodos glaciales, cubria la Cordillera de Los Andes
casi por completo (Rabassa, 2008). Durante el Ultimo
Maxime Glacial (UMG, hace 25.000-17.000 afios antes del
presente en Patagonia), éste se extendia a lo largo de
1.800 Km desde el norte de la Regidén de Los Lagos hasta
el extremo sur de Tierra del Fuego. Al sur de los 43° S,
cubria, muy probablemente, desde el margen oeste marino,
come lo indican analisis de estratigrafia de la zona de
les fiordeos (Da Silva y col., 1997), hasta poco mas alla
de la Cordillera de Los Andes. Asi lo indican las
morrenas terminales depositadas por el manto cerca del

limite este del lago General Carrera (Hein y col., 2010).



Durante la Ultima Terminacién Glacial, el retroceso de
los hielos provocd la separacién de esta gran capa en los
dos bloques que conforman los Campos de Hielo Patagdnico
Norte y Sur, dando origen a varias cuencas exorreicas que
actualmente drenan hacia el Océano Pacifico (Turner Y

col., 2005; McCulloch vy col., 2000).

Durante cada ciclo glacial se registra un incremento en
el volumen de hielo continental, una disminucién de las
temperaturas superficiales del mar y de la atmésfera a
nivel global, ademds de una disminucién del nivel del mar
y de la concentracidén atmosférica de gases de efecto
invernadero (Broecker vy Denton, 1990). Estos cambios
ambientales afectan generalmente la distribucién de las
especies, pudiendo ocurrir un desplazamiento del rango de
distribucién hacia zonas que permitan la permanencia de
las poblaciones durante las épocas glaciales (Hewitt,
2000, 2004). De otro modo, las especies pueden persistir
en areas geogradficas restringidas dentro de su previa
distribucién, debide a condiciones ambientales locales.
Estas aéreas han sido cominmente definidas como refugios

glaciales (Provan y Bennett, 2008).

Dentro de Patagonia han podido encontrarse ejemplos de

zonas de permanencia, dénde especies de lagartijas



(Victoriano y col., 2008; Vidal y col., 2011), plantas
(Hypochaeris palustris, Muellner y col., 2005; Fitzroya
cupressoides, Premoli V% col., 2000; Austrocedrus
chilensis, Pastorino y Gallo, 2002), roedores (Abrothrix
olivaceus, Smith Y GOk ¢ 2001; Oligoryzomys
longicaudatus, Palma y Col., 2005) vy peces (Galaxias
platei, Ruzzante y c¢ol., 2008; Zemlak y col., 2008;
Galaxias maculatus, Zemlak vy col., 2010; Percichthys
trucha, Ruzzante y col., 2006, 2008), que actualmente
ocupan zonas anteriormente cubiertas por glaciales,
debiercn permanecer, durante el UMG, al norte y/o al este
del Manto de hielo Patagdnice. Ruzzante y col. (2008)
proponen también la existencia de un refugio, en su
sentido estricto, ubicado dentro de las discontinuidades
del manto de hielo al sur-oceste de Los Andes, para la

especie G. Platei.

Un proceso inverso ocurre durante las épocas
interglaciales, cuando las especies amplian su rango de
distribucién, vya sea gracias a la aparicién de nuevos
hébitats disponibles, y/o de nuevas vias de comunicacién
entre habitats. En Patagonia se registran expansiones del
range de distribucidén a partir de las zonas de
permanencia previamente citadas, hacia las zonas

postglaciales. Por ejemplo, varios peces de agua dulce



(Percichthys trucha, Ruzzante vy col., 2006; Galaxias
platei, Zemlak vy col., 2008; Galaxias maculatus, Zemlak vy
col., 2010; Diplomystes mesembrinus, Poulin com. Pers.)
muestran linajes que durante la época glacial se
restringian al lado argentino de Patagonia, y que hoy se
encuentran también al oeste de Los Andes, gracias al
establecimiento de nuevos drenajes dque permitieron la

colonizacidén de esta zona.

Estos procesos han podido verse tanto a través de
registros fosiles, <como a través de marcas en la
diversidad genética de las especies (Hewitt, 2000, 2004).
En regiones donde los registros fésiles indican que ha
habido colonizacién postglacial, las especies han
mostrado una baja diversidad genética (Hewitt, 2004),
debide a la baja cantidad de mutaciones que han podido
acumularse en tan corto tiempo. En cambio, en aquellas
regiones que constituyeron antiguos refugios ¢ zonas de
permanencia, las peblaciones presentan una mayor
diversidad genética, por el hecho de poseer un mayor
tamafio poblacional y por su mayor tiempo de coalescencia.
Este es el argumento que se ha utilizado para demostrar
la antigledad vy sobrevivencia a periodos glaciales de
poblaciones de numerosas especies, como aguellas especies

de Patagonia anteriormente mencionadas, y otras muchas



pertenecientes, en su mayoria, al hemisferio norte
(Wallis y col., 2001; Wares y Cunningham, 2001; Hewitt,

2004) .

Al mencionar los cambios en la distribucién no se debe
olvidar que, en la mayoria de los casos, éstos se asocian
a variaciones importantes en la demografia y en general,
en la dindmica de las poblaciones (Hewitt, 2004). Estos
fenémenos demograficos, como son la extincién de linajes,
los cuellos de botella y los efectos fundadores luege de
una colonizacidn reciente, también afectan y marcan la
diversidad genética de las especies, provocando su

erosidén (Bernatchez vy col., 1989; Ruzzante v col., 20086).

Galaxias maculatus, pez migratorio que habita cuencas

patagdnicas.

Galaxias maculatus es un pez diadrémico gque presenta
distribucién gondwénica, al igual que la familia
Galaxiidae a la que pertenece. El origen de esta
distribucién ha generado un debate entre qguienes
sustentan la hipdtesis de una fragmentacidédn mesozoica
(Croizat y col., 1974; Rosen, 1974, 1978) vy gquienes

apoyan la hipdtesis de dispersidn transoceanica



(McDowall, 1978, 2002). Esta ultima hipétesis postula que
la amplia distribucién alcanzada por los galaxiidae se
deberia a la capacidad migratoria de aquellas especies de
cardcter diadrdémico. Estudios genéticos han apoyado esta
Ultima hipbétesis al obtener divergencias entre
continentes que datarian de una fecha muy posterior a la
fragmentacidén de Gondwana (Berra y col., 1996, Waters y
Burridge, 1999). Sin embargo, los resultados obtenidos
por Waters y col. (2000), no permiten descartar del todo

el rol de la vicarianza.

En América del sur, G. Maculatus se distribuye desde los
33° S hasta Tierra del Fuego, incluyendo zonas andinas y
valles que se encontraron cubilertos por el manto de hielo
Patagbébnico durante el Pleistocenoc (Cussac y col., 2004,
Habit y col., 2010). A lo largo de esta distribucién, G.
maculatus habita lagos, rios y zonas costeras Atlanticas
y Pacificas, presentando tanto poblaciones lacustres de
caracter no migratorioc, como también poblaciones
migratorias, que descienden a los estuarios a desovar. Es
este caridcter diadrdémico el gue hubiese permitido a la
especie ocupar ambientes marinos adyacentes a los hielos
continentales pleistocénicos (Mc. Dowall, 2002; Zemlack y
col., 2010). De hecho, resultados de Zemlack y col.

(2010) sugieren que su diversidad y estructura genética
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se habrian conservado casi intactas a pesar de los varios
ciclos glaciales. Los autores atribuyen toda evidencia de
estructuracién genética a la Dbarrera frente a la
dispersidn conformada por la Cordillera de la Costa y al

comportamiento no migratorio o diadrémico-filopatrico.

Dentro de las areas habitadas por G. maculatus
encontramocs la cuenca del ric Pascua. Ubicada en la XI
Regién de Chile, nace durante el retiro de los hielos de
la ultima glaciacién pleistocénica, al separarse los
Campos de Hielo Patagénicos Norte y Sur. Desde entonces,
el Campo de Hielo Sur comienza a drenar hacia el Océano
Pacifico a través de este rio, el cual, por su historia
glacial y por el hecho de desembocar en el Océano
Pacifico, conforma un sistema ideal para estudiar los
procesos de colonizacidn postglacial en especies
migratorias. En 2005, Turner y col. proponen un escehario
detallado de la desglaciacidén de esta zona, estimando a
12.800 afios AP la fecha de la ruptura del Manto de Hielo

Patagbénico (figura 1).
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Figura 1: Etapas del retroceso del flanco este del Manto
de Hielo Patagdnico (figura modificada de Turner y col.,
2005.) : (A) EI1 mdximo glaciar, 18.000 afios AP (B) Etapa
intermediaria, donde aparecen los lagos General Carrera y
Cochrane drenando haclia el este. (C) Tras un mayor
retroceso glacial, reunidn de ambos lagos en un solo gran
paleolago. (D) Situacidn luego del guiebre del Manto de
Hielo Patagdnico vy ruptura del dique de hielo que
sostenia el paleolago. Tras este evento, datado de 12.800
afios AP, se habria iniciado el drenaje de las aguas del
paleclage a través del rio Baker hacia el Océano
Pacifico.

En este estudic buscamos detectar una seflal de los
tltimos periodos glaciales sobre la diversidad genética
de G. maculatus en la Cuenca del rio Pascua. Debido a su

cardcter diadrdémico, planteamos que la especie hubiese

podido sobrevivir a los ©periodos méds frios del

12




Cuaternario Tardio, permaneciendo en el paleolitoral
Pacifico, y (re)colonizar las cuencas formadas luego del

retiro de los hielos.

Al postular esta hipdtesis, planteamos los siguientes

objetivos:

Utilizando el marcador molecular mitocondrial D-Loop,
queremos caracterizar y comparar la diversidad genética
de G. maculatus en la hoya hidrogréfica del rio Pascua y
en el fiordo Calén, dénde desemboca este rio, analizando

también el grado de estructuracidén de esta diversidad.

A partir de los datos de diversidad genética, pretendemos
inferir la historia demografica de las poblaciones dentro
de 1la zona estudiada, comparando vy contrastando la

historia glacial local y regional.

Recopilando las informaciones disponibles de la
variabilidad genética de G. maculatus en la literatura,
nos proponemos reconstruir las relaciones filogenéticas
entre los haplotipos encontrados en el presente estudio y
los analizados en otras poblaciones en Patagonia chilena

y argentina.

i3



2. MATERIALES Y METODOS

Recoleccidn de las muestras:

Las muestras fueron recolectadas durante los veranos 2007
y 2008. Se obtuvo y almacend en alcohol especimenes de G.
maculatus provenientes (i) del fiordo Calén, dentro de la
desembocadura del rio Baker (27 individuos), (ii) del
fiordo Calén, dentro de la desembocadura del rio Pascua
(43 individuos) vy (iii) del Lago Quetru, ubicado en la

cuenca de Rio Pascua (32 individuos), (figura 2).

14
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Figura 2: Mapa de origen de muestras. La localizacidn de
cada sitio de muestreo se indica con un cuadrado rojo. El
sitio (i) se ubica en el fiordo Calén, dentro de la
desembocadura del rio Baker (47°46¢ S, 73° 34 0), el sitio
(ii) en el fiordo Calén, dentro de la desembocadura del
rio Pascua (48° 13 §, 73° 19 0), y el sitio (iii) se
ubica dentro del desagie del lago Quetru, a 0,4 km de la
confluencia con el rio Pascua (48° 13 §, 73° 06 0).

Obtencidén de secuencias de la regidn controcl del ADN

mitocondrial:

Se llevd a cabo la extraccidn del ADN de cada individuo a
partir del tejido muscular, utilizando un protocolo de

extraccidén salina descrito por Aljanabi y Martinez

15



(1997). E1 ADN extraide se almacend a 4°C, para la
posterior amplificacién vy secuenciacién de la regidn

control (D-Loop) del ADN mitocondrial.

Un fragmento de alrededor de 1000 pares de bases se
amplificd utilizando el par de partidores GAL-F
(5" TAACTCTCACTCTTAACTCCCAAAG-37) Yy GAL-R (5" TGATAGTAAAGTCA
GGACCAAGCC3’), disefiados en nuestro laboratorio a partir
de la secuencia completa del ADN mitocondrial de a&.
maculatus (accesc GeneBank AP004104) . Para ello, se
utilizé un volumen de reaccién de 25 plL, gque contenia: 2
pL de dNTPs (2.5mM), 1,1 pL de MgCl, (50mM), 2,5 upL de
Tampdn 10x, 2 ul de cada partidor (10 p/ulL), 0,25 uL de
Tag polimerasa (5 U/uL), 14,15 pl de agua microfiltrada \
1 pL de ADN. Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: denaturacién inicial de 5 minutos a 94° C; 35
ciclos de: denaturacién a 94° C por 30 segundos,
anillamiento a 48° C por 30 seqg, y extensién a 72° C por
1 minuto, seguidos de una una elongacién final de 10

minutos a 72° C.

Los amplicones fueron visualizados en gel de agarosa al
2%, purificados utilizando el kit QIAquick (Qiagen) vy
luego enviados a Macrogen Inc. (www.macrogen.com) para su

secuenciamento bidireccional. Las secuencias forward Y

16



reverse fueron alineadas, ensambladas, vy editadas en el

programa PROSEQ 2.9 (Filatov, 2002).

Andlisis de diversidad genética y estructuracidn:

Se calcularon diferentes indices de diversidad molecular
para cada localidad (numerc de sitics polimérficos S,
nimero de haplotipos X, diversidad haplotipica H y numero
promedio de diferencias entre pares de secuencias ), a
través del programa DNAsp 4.1 (Rozas y col., 2003). Se
examind las relaciones filogenéticas de los haplotipos,
construyendo una red a través del programa NETWORK 4.5
(Bandelt vy col., 1999), usando el algoritmo de "“Median-
Joining” gque favorece las conecciones mas cortas durante

la reconstruccidn.

Se realizd también un andlisis de estructuracidn genética
entre pares de localidades calculando el indice “Pairwise
Fst”, en el programa ARLEQUIN 3.1 (Excoffier vy col.,
2005) ., Este indice cuantifica el nivel de diferenciacién
genética entre pares de sitios de muestreo, basandose en
el promedio de diferencias entre secuencias acumuladas
entre y dentro de cada localidad. A partir de este indice

se realiza un test de permutacidédn, basado en una

17



distribucién de valores esperados de Fst, bajo la
hipétesis nula de ausencia de diferenciacién entre
sitios. De este modo se entrega la probabilidad de
obtener un valor mayor o igual al del Fst observado a
través de estas permutaciones (P-value). El valor de Fst
indica la magnitud de la diferenciacién entre dos
poblaciones, mientras que el P-value correspondiente
indica la probabilidad de equivocarse al rechazar la
ausencia de diferencia genética. En el -casoc de este
trabajo, para poner a prueba la significancia del valor
de Fst obtenido, se realizan 1000 permutaciones de los

haplotipos entre los pares de sitios analizados.

Inferencia de la historia demogrdfica:

Luego de haber definido las poblaciones en base a los
analisis anteriores, se realizaron distintos analisis de
inferencia de la historia demogradfica de cada una de

ellas.

Se realizd en primer lugar el test de neutralidad de
Tajima para cada poblacién (Tajima, 1989, programa
ARLEQUIN 3.1). Este permite detectar si la distribucién

de los polimorfismos se desvia de la distribucién

18



esperada bajo un modelo nulo, que presupone un equilibrio
entre mutaciones y deriva génica. Suponiendo que nuestro
marcador molecular no es afectado por la seleccién
natural, el test nos 1informa sobre la variacidén o
mantencién del tamafio poblacional en el tiempo. Se basa
sobre el hecho que una variacién del tamafio provoca una
discrepancia entre dos estimadores del pardmetro 8 (=2Np,
donde N representa el tamafio efectivo poblacional y n la

tasa de substitucidn nucleotidica). Bi los dos

estimadores 05 (basado en el nimero de sitios
polimérficos) y O (basado en el promedioc de diferencias

acumuladas entre pares de secuencias) mostraran un valor
similar, seria indicativo de una poblacidén gque ha logrado
un equilibrio entre la fuerza de la mutacidédn (gue
introduce diversidad) y la de deriva génica (que provoca
la pérdida de diversidad), vy que por lo tanto, ha
mantenido su tamafio estable en el tiempo. En este caso,
el indice de Tajima (D) tendrd un wvalor cercanc a cero.
Si en cambio, este fuese negativo, seria indicativo de
una poblacién que atn no ha alcanzado este equilibrio,
por haber pasade por un evento de expansidén reciente.
Para obtener la significancia del resultado, se generan
muestras al azar bajo la hipdtesis de equilibrio de

fuerzas, a través de un algoritmo de coalescencia. El P-
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value del estadistico D representa la proporcidn de
valores D obtenidos al azar mencres o iguales al D

cbservado.

También, . para cada poblacidn, se construyd la
distribucidén del numero de diferencias entre pares de
secuencias, o "“Distribucidén Mismatch” (programa ARLEQUIN
3.1). Tal como describen Rogers & Harpending (19%82), una
poblacidén en eguilibrio demogrdfico debiera mostrar una
distribucidn multimodal, que refleja el proceso
estocédstico de desaparicién de haplotipos por deriva
génica. En contraste, una poblacidédn que haya pasado por
una expansién demcgrafica en el pasadc debiera presentar
una distribucién unimodal. La posicién de la moda de esta
distribucidn se relaciona con el tiempoc gue ha pasado
desde el <crecimiento poblacional, otorgandonos una
estimacidn del valor del parédmetro 7 = 2pt (dénde t es el
tiempo transcurride desde el inicio del evento de
crecimiento subito de la poblacidén). Tras construir la

distribucién, ARLEQUIN 3.1 estima los pardmetros
relativos a la expansidn poblacional, T, 8o
(correspondiente al inicic de la expansién) vy B

(correspondiente al final de la expansidn). Por medic de

un métcdo propuesto por Shneider vy Excoffier (1989), el
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programa busca aquellos valores de parametros gque
minimicen la suma de las desviaciones cuadradas (SSD)
entre la distribucidén mismatch observada y la esperada

bajo el modelo de expansidn subita.

Ademas, se reconstruyd la historia demografica utilizando
el programa LAMARK 2.1.5 (Kuhnex, Z2006). Este construye
drboles de coalescencia utilizando el criterio de
optimizacidén de Maxima Verosimilitud, a partir de los
cuales estima distintos parametros poblacionales. La tasa
de crecimiento g, asi como el valor del parametro O, son
estimados bajo el supuesto de un crecimiento exponencial
que sigue la siguilente férmula: 6 = Goe(ﬂﬁ), dénde 6. es
el valor del parémetro O en el tiempo t, v By es el valor

actual de 0. El1 tiempo del inicio de expansidén se

identificd en aguel momento en que 0. eguivale a 1% del

valor de 8y {(como lc recomiendan los autores del

programa) .

Sobre la Dbase de los parametros arrojados por los
andlisis anteriores, se estimé las fechas de los cambios
demografices en unidades de tiempos mutacionales. A
partir de estos datos, vy asumiendo que el lago no pudo

haber aparecido hace més de 12.800 afios AP (considerando
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los antecedentes geolégicos sobre el retiro de los hielos
en la zona, Turner vy col. 2005), se calculd la tasa de

substitucidén correspondiente a cada modelo demografico.

Relaciones filogenéticas de los  haplofipos de G.

maculatus de Sud-América:

Se reconstruyeron las relaciones filogenéticas de los
haplotipocs de G. maculatus a lo large de su distribucién
en Sud-América, utilizando los haplotipos reportados por
Zemlak y col. (2010) e incluyendo los haplotipos de Lago
Quetru y del fiordo. Por medio del programa MEGA 5.0
(Kumar vy col. 2008), se construyd un darbel de Méxima
Verosimilitud, sirviéndonos del mismo haplotipo de G.
maculatus de Tasmania empleade por los autores como
Qutgroup. LEl modelo de substitucidén nucleotidica de
GTR+I+G (G=0.5640, I= 0.6826) fue seleccionado por el

mismo programa.
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3. RESULTADOS

Diversidad y estructuracidn genética:

Durante este estudio, se obtuvieron 102 secuencias de 785
pares de bases cada una. Dentro del conjunte de
secuencias, se encontraron 92 sitios variables que

permitieron definir 77 haplotipos diferentes (tabla 1).
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Tabla Z: Indices de diversidad Molecular: Se indica el
numero de individuos (N}, al numero de sitios
polimérficos por individuo (S/N), el nimero de haplotipos
(K), el numero de haplotipos corregido por rarefaccidn
(K*), la diversidad haplotipica (H), y el promedio del
numero de diferencias entre pares de secuencias (I).

26.00 | 0.997

EZieﬁzcg:‘;ri 27 | 70 | 2.593 | 26 + + 15.467
€ 0.00 | 0.011

Dasembocadura 26.22 0.9%8

del rio 43 | 74 | 1.721 | 41 + + 12.874

Pascua 0.68 0.006

10.00 0.714
Lago Quetru 32 22 | 0.688 | 11 + | + 3.026
0.82 0.085

Al analizar las frecuencias haplotipicas (figura 3),
vemos gue la mayoria de los haplotipos son Unicos (91%).
Esta proporcidn aumenta en el fiordo donde los haplotipos
Unicos alcanzan un 97%. De los 66 haplotipos encontrados
en el fiordo, solamente 2 haplotipeos estédn compartido
entre las muestras de la desembocadura del Rio Baker vy
del Rio Pascua, vy ninguno con la muestra proveniente del
lago Quetru. En contraste con las muestras del fiordo,
solamente 11 Thaplotipos se detectan en el lago ¥
solamente 6 de ellos son Unicos. Dentro de los ctros
haplotipos, el haplotipeo 2 (HZ) muestra una frecuencia
elevada en comparacién a los otros haplotipos del lagoe o

del fiordo.
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Figura 3: Frecuencias de los 76¢ haplotipos encontrados en
Lago Quetru, en la desembocadura del rio Pascua y en la
desembocadura del rio Baker.

Al mismo tiempo, la red de haplotipos (figura 4) muestra
a los haplotipos de ambas desembocaduras mezclados dentro
de una extensa red. De manera contraria, los haplotipos
del lago se agrupan dentro de una estrella compacta, gran
parte de ellos derivando del hapletipo central de gran
frecuencia H2. Sd6lo dos de los haplotipos encontrados en
el lago escapan de esta estrella para mezclarse dentro de
la primera gran red. Cabe destacar que estos dos
haplotipos son genéticamente muy cercanos entre ellos

(s6lo 2 substituciones los separan).
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Figura 4: Relaciones  filogenéticas entre  los 77
haplotipos. Los haplotipes estdan representados como
circulos que poseen un drea proporcional a sus
frecuencias, calculadas a partir de las 102 secuencias.
Cada linea entre dos haplotipos es proporcional al numerc
de mutaciones que los separa.

Al comparar la localidad del lago frente a cada una de
las otras localidades, se encuentran signos de una
marcada diferenciacién genética en los altos valores del
indice Fst (tabla 3}, cuyos bajcs valores de P (<
0.00001) permiten rechazar la hipdtesis nula de ausencia
de diferenciacidén. En cambio, &l comparar entre las
muestras provenientes de las desembocaduras, el alto

valor de P (0.75) impide el rechazo de la hipdtesis nula.
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Estos resultados sugieren la existencia de una sola
poblacién en el fiordo, que se encuentra diferenciada de

la poblacidn del lago Quetru.

Tabla 3: Resultados del test de Fst.

Lago-Desembocadura rio Baker 0.46478 <0.00001

Lago-Desembocadura rio Pascua 0.46244 <0.00001
Ambas desembocaduras 0.00858 0.74775

Inferencia de la historia demogrdfica:

Para los analisis de inferencia demografica de la
poblacién del lago, se descartan dos haplotipcs gue
afectarian la sefial de laz historia demografica (H7 y H10,
tabla 1), debido a gue en la red Median-Joining aparecen
fuera del haplogrupo gue forman los haplotipos de esta

localidad.

El test de Tajima, realizade sobre la poblacidn del
fiordo, no permite rechazar la hipdétesis nula de
poblacidén en equilibrio (D= -0.951; P > 0.1). En cambio,

se rechaza en el caso de la poblacidén del lago, con un
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valor negativo y significativo del indice D (D= -1.647;
P < 0.05). Asumiendo que nuestro marcador molecular es
neutro, podemos inferir que la desviacién del equilibrio
de la poblacién del lago se debe a que ha pasado pOr un

evento de expansidn poblacicnal reciente.

La forma de la distribucién mismatch de la poblacién del
fiordo es multimodal (figura 5a), lo gue podria indicar
que esta habria alcanzado el eguilibrio deriva-mutacién.
La poblacién del Lago Quetru, en cambio, parece ajustarse
a la curva del modelo de expansién (1t = 1.670, figura
Sk . Suponiendo un crecimiento instanténeo, el valor del
parametro 7 indica que este evento habria ocurrido hace
aproximadamente 0.835 tiempos mutaciocnales. Por otra
parte, los wvalores de 0y v 8 {0.004 v 3.577
respectivamente), nos dan una idea de la magnitud del
crecimiento experimentado durante este tiempo por la
poblacién del lago, que habria multiplicado por mas de

800 wveces su tamario.
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Figura 5: Distribucidén del numero de diferencias entre
pares de secuencias para las poblaciones del fiordo
(figura a) y de Lago Quetru (figura b). El eje X indica
el numerc de diferencias entre pares de secuencias, y el
eje Y indica la frecuencia. Ademds de la distribucidn
obtenida a partir de los dates observados, se muestra la
distribucidn esperada segun el modelo de expansidn
subita. Se indican los intervalos de confianza del 95%
para cada pardmetro estimado. Se muestra en un gréafico
anexo la dindmica del tamafo efectivo esperada para cada
poblacidn, Indicando la fecha de ocurrencia de la
expansién poblacional del lage, dada por el valor del
pardmetro r.
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Asimismo, considerando un crecimiento exponencial, los
valores de tasa de crecimiento g y tamafio poblacional
obtenidos scbre la base del andlisis de Maxima
Verosimilitud (figura 6}, indican nuevamente a una
poblacién de reciente expansidén en la localidad del lago.
El crecimiento de esta poblacién se inicia hace
aproximadamente 1.2 tiempos mutacionales, valoxr
relativamente similar a la fecha estimada por el andlisis
de distribucidén Mismatch. Desde esta fecha, la poblacién
del lago habria incrementado cerca de 100 wveces su

tamafio, tal como indican los valores inicial vy actual del

parédmetro 0 (B8,=0.1, 0,=12.7).
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Figura 6: Variacidén del tamado efectivo (N = 6/2) de la

poblacidon del lago, en funcidn del tiempo, estimada por
método de Mdxima Verosimilitud. El1 eje Y indica el
tamafio, expresado en nimero de copias heredables y el eje
X el tiempo, en tiempos mutacionales. Se 1indican Ilos

valores del pardmetro 6 al inicio de la expansidn (6;) y

en el tiempo actual (6y), junto con la tasa de
crecimiento exponencial (g) , en unidades
mutacicnales*/tiempos mutacicnales. *Una unidad
mutacional corresponde al tiempo promedio, en afios, que
se requiere para fijar una mutacidn en cada secuencia.

A  partir de los valores de fechas en tiempos
mutacionales, y sobre la base de una tasa de mutacién de
1,8% (i.e. 0.018 cambios/sitioc/millén de afios), utilizada
por Zemlak y col. (2010) para estudiar la filogeografia
de G. maculatus en Patagonia, calculamos los tiempes de
inicio de expansién de la poblacidédn del lage. La

distribucién Mismatch nos da una fecha aproximada de
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59.000 afios AP, mientras que el analisis de Méaxima
Verosimilitud indica una fecha de 86.000 afios AP. Por
otro lado, asumiendo la fecha de 12.800 afiog AP para el
inicio del drenaje del rio Pascua (Turner v gol.y 2010,
figura 1) vy entonces comoc edad méaxima para el lago
Quetru, calculamos tasas de substitucién para €2
maculatus a partir de los valores de fechas en tiempos
mutacionales estimadas. En el caso de un crecimiento
instantanec la tasa estimada es de 8,3%, mientras gue

para un crecimiento exponencial es de 12,0%.

Relaciones filogenéticas de los haplotipos de G.

maculatus de Sud-América:

Analizados junto al restoc de los haplotipos encontrados
en Sud-América, vemos que los de la poblacién del fiordo
se encuentran repartidos dentro de uno de los cuatro
haplogrupos encontrades por Zemlak y col. (2004, figura
6), especificamente en el haplogrupo 4. El haplogrupo de
Lago Quetru aparece como otro subgrupo mds dentroc del
gran grupo de haplotipos patagdnicos, mientras gue los
haplotipos del fiordo, en su mayoria, se ubican fuera de

estos subgrupocs.
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Figura 6: (a) Arbol filogenético construido por método de
Maxima Vercsimilitud, gue incluye todes los haplotipos
encontrados a lo largo de la distribucidén de G. maculatus
en Sud-Ameéerica. Se indican los grupos (haplogrupos 1, 2,
3 y 4) y subgrupos (3A, 4A, 4B Y 4C) de haplotipos
fuertemente sustentados de femlak vy col. 2010, EI1
subgrupo marcado en verde corresponde al de los
haplctipos del lago Quetru, mientras que los haplotipos
de la poblacidn del fiordo, en amarillo, se encuentran
repartidos dentro del haplogrupce 4, con sdélo unc de sus
26 haplotipos ubicdndose dentro del subgrupo 4A, y dos
hapleoctipos dentro del 4C. (b)Figura modificada de Zemlak
v col. (2010), gque muestra la distribucidén de frecuencias
de los grupcs y subgrupos de haplotipos segun sitio de
muestreo.
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4. DISCUSION

Persistencia de 1la poblacidn marina durante lais)

glaciacidén(es) :

La elevada diversidad y ausencia de estructura genética
entre los sitios del fiorde (tabla 2), indican que en
esta =zona habita wuna poblacién de gran tamafio. EL
resultado no significative obtenido en el test de
neutralidad realizado a esta poblacién (P > 0.1), ademas
de su distribucién mismatch multimodal (figura 5a) y su
extendida red de haplotipos (figura 3) sugieren también
que no habria sufrido grandes variaciones en su tamafio
poblacional durante 1los Wdltimos periodos glaciales.
Considerando gue durante el UMG el manto de hielo se
extendia hasta el margen del Océanc Pacifico, la
poblacién probablemente habria permanecido en el
paleclitoral Pacifico adyacente al margen oeste del manto
de hielo Patagdnico. Luego del retroceso glacial, habria
extendido su rango de distribucién haciaz la zona del
fiorde. Estos resultados concuerdan con lo propuesto por

Waters vy Burridge en 1999, gquienes, luego de observar
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altos niveles de diversidad mitocondrial intraespecifica
en G. Maculatus, postulan gue la especie constituiria un
linaje antiguo, gque ha sido capaz de mantener poblaciones
de gran tamafio por large tiempo. De este modo la especie
habria evitadeo la extincién de linajes, acumulando un
gran nivel de diversidad genética. Esta capacidad de
sobrevivir y mantener grandes poblaciones se deberia al
caracter anadrdémico de G. Maculatus. E1 valor adaptativo
de este carédcter, segun McDowall (1980), corresponderia
precisamente a la capacidad de escapar de los climas

desfavorables durante las épocas glaciales.

El haplogrupo 4 de Zemlak y col. (2010, figura 6), dentro
del cual se encuentran repartidos los haplotipos del
fiordo, posee una amplia distribucién en Patagonia,
ubicédndose tanto en el norte come en el sur, a ambos
lados de la Cordillera de los Andes. Sin embargo presenta
los mayores valores de diversidad vy abundancia en
Patagonia norceste. Segun Zemlak vy col. (2010), dentro de
este haplogrupo habrian comenzadeo a diferenciarse a lo
menos 3 subgrupcos, a medida que la especie se dispersd
desde las regicnes costeras del noroeste de Patagonia
hacia el este de la Cordillera de Los Andes, via las

reglones costeras del sur.
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El hecho de gue los haplotipos de la poblacidn del fiordo
se encuentren repartidos dentro del haplogrupo de mayor
distribucién y diversidad de Patagonia, sin aparecer
dentro de ninguno de sus subgrupos, indica que los
individuos del fiordo pertenecen a una gran poblacidn
ancestral a partir de la cual se diferencian nuevos
subclados gue colonizan rics y lagos. Los datos de Zemlak
y col. (2010) indican que sus individuocs no se restringen
s6lo a la zona del fiordo, sinc que habitan también a lo
largo de lagos y <rios préximos a la costa oeste
patagdnica, encontrandose también en =1 canal Beagle, e
incluso en la desembocadura de Ric Chico, en la costa
austral de Argentina. Estos lagos y rios estarian, por
ende, conectades por un importante flujo génico con la
costa, y la diversidad genética de esta poblacidén marina
provendria, a lo menos en parte, de sus individuos

migratorios.

Efecto fundador tras la colonizacidn postglacial de Lago

Quetru

Tras el retrocesc de la cubierta glacial que se extendia
sobre la cuenca de Rio Pascua, el lagoc Quetru habria sido
colonizado por individuos de la especie G. Maculatus

provenientes de la poblacién marina. El analisis
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filogenético (figuras 6a y 6b) muestra gue la poblacidn
encontrada en este lago forma parte de los subgrupos gue
habrian comenzado a diferenciarse a partir de esgta gran
poblacién. Aungue nuestros datos no permitan descartar
del todo una procedencia argentina de los colonizadores,
gque habrian remontado, en ese caso, desde la costa
Atléntica, el origen Pacifico aparece como el mas
probable. Esto, debido a la distribucidn que pressnta G.
maculatus en la =zona, ausentdndose de la zona alta del
ric Pascua y de Lago OC' Higgins, donde habitaria en

cambio la especie G. platei (Zemlak vy col. 2008).

La baja diversidad gue actualmente presenta la poblacidn
de este lago (tabla 2) y el hecho de que posea haplotipos
muy similares entre si (figura 4), indica gue este evento
colonizador habria ocurride por wvia de un efecto
fundador. En este tipo de eventos participan muy pocos
individuos, cuya diversidad conforma una reducida muestra
de la gran diversidad genética de la poblacidén original.
Sin embarge, va fueran uno o varios los eventos de
fundacidn, estos pocos individuos colonizadores debieran
haber poseido una diversidad gue zreflejara la enorme
diversidad de la poblacidén del fiordo. Es decir que,
durante sus inicios, la poblacién de Lago Quetru debe

haber presentado una diversidad genética reducida, pero
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compuesta de haplotipos muy distintos entre si. Luego, la
fuerte deriva génica que ocurre al fundarse una nueva
poblacién a partir de un numero de individuos reducido,
habria eliminade gran parte de esta diversidad inicial.
Muy pocos haplotipos fundadores habrian scbrevivido a 1la
deriva, en particular el haplotipoc de mayor frecuencia
presente en el lago, a partir del cual se generaron los
haplotipos de baja frecuencia que conforman el haplogrupo
compacto, asi como uno de los dos haplotipos gue se

encuentran en la red extensa.

La diferencia de diversidad (tabla 2) y estructuracidén
genética entre el lago y los sitios del fiordo (tabla 3)
muestra que, luegce de la colonizacidédn, no se mantuvo un
flujo genético desde la desembocadura de Rio Pascua hacia
Lago Quetru. En el caso contrario, debiéramos ver a
varios de los haplotipos muestreados en el lage mezclados
dentro de 1la extensa red de la pobklacién marina. Sin
embargo, de los 11 haplotipos extraideos del lago, sélo
dos haplotipos Unicos se ubican dentro de esta gran red.
Estos se encuentran ademds muy relacionados entre si,
diferenciados por sélo dos mutaciones, siendo poco
probable que provengan de dos migrantes distintos del
fiordo. Con mayor probabilidad, eso0s haplotipos

provendrian de un sdélo haplotipc ancestral. Este habria
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sido transportado por los individuos colonizadores
durante el evento fundador, y habria sobrevivido a la
deriva génica tal como lo hizo el haplotipo central del
haplogrupo del lago. Sin embargo, este haplotipo habria
sido mayormente afectado por la deriva que el haplotipo
central del lago, lo gque explicaria el hecho de que sdlo
veamos a estos dos haplotipos tnicos, en vez de un
haplogrupo mas desarrollado. Los dos haplotipos
corresponderian entonces a una diversidad genética
remanente dentro de la poblacién del lago. Por esta
razén, se tomdé la decisidén de no incluirlos para los

andlisis de inferencia demogridfica en esta poblacién.

En contraste, nos ha sido imposible descartar totalmente
un posible flujo del lago hacia el fiorde. Debido a la
inmensa diversidad de la poblacién marina, seria muy
dificil encontrar haplotipos provenientes del lago que
hayan migrado rio abajo. Sin embargo, a pesar de gue 29
de los individuos de la zona de desembocadura del rio
Pascua fueran cclectados en sitios ubicados varios
kildémetros rio arriba (figura 7, sitios 2 y 3) no se
encontrd ningtn haplotipo del lage en esta zona. Esto nos
suglere que la poblacidn de la parte baja del rio seria
de cardcter anadrémico, mientras que la del lago

corresponderia a una poblacién residente. Tal

41



interpretacién ha sido propuesta en varias otras
poblaciones de Galaxias maculatus a lo largo de su
distribucién en Sudamérica (Cussac y col., 2004) Yy en

Oceanla (Waters y Burridge, 1999).

Figura 7: Ubicacidén de los sitios de muestreo dentro de

la desembocadura del rio Pascua.

Ademas, el hecho de que existan diferencias tré6ficas muy
notorias entre las localidades de Tortel y del lago
(Contreras, 2007) brinda mayor apoyo atun a la tesis de
escasa o nula movilidad entre las pocblaciones.

Finalmente, las razones por las cuales estas poblaciones
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habrian quedado desconectadas luego de su
establecimientc, podrian estar ligadas al establecimiento
de barreras fisicas al flujo génico, o bien al cambio en
la biologia de la especie, como se ha descrito para
clertas poblaciones residentes de G. Maculatus en Chile
(Zattara y Premoli, 2005), vy en el resto de su
distribucién en el hemisferio sur (Cussac y col., 2004,

McDowall, 1972, Ling y col., 2001).

De los otros subgrupos diferenciados a partir de 1la
poblacién marina, dos (4B vy 4cC, figura 6) habrian
aparecido en la Patagonia Argentina. Al igual que la
poblacién de Lago Quetru, éstos exhiben una distribucién
Andina y se situan a gran distancia de la costa. Por lo
tanto, podrian corresponder a poblaciones formadas a
traves de un mecanismo similar al de la poblacién del
lago, wvia un efecto fundador a partir de la poblacién
marina. Este modo de colonizaciédn constituiria una
segunda manera de generar variabilidad genética dentro de
esta especie migratoria, al originar nuevas pcblaciones
de diferente compecsicién genética. Este podria tratarse
de un mecanismo generalizadoe dentro de los peces
migratorios afectados por los ciclos glaciales: varias
otras poblaciones de G. Maculatus y de otras especies

migratorias de la familia Galaxiidea, tanto de Sudamérica
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como de Oceanila, muestran distribucién postglacial
(Cussac y col., 2004, Waters vy Craw, 2008), pudiendo
haber sido originadas también por medic de un efecto
fundador. Por ejemplo, Ling y col. (2001) describen a 3
poblaciones residentes de G. Maculatus, habitando 3 lagos
distintos de Nueva Zelanda, que se habrian originado a
partir de un proceso como el que describimos para la
poblacidén de Lago Quetru. Estas poblaciones, como muchas
otras poblaciones residentes descritas para G. maculatus
(Mc. Dowall, 1972), muestran diferencias morfolégicas,
que podrian evidenciar el inicio de un proceso de

especliaciodn.

Esta respuesta biogeografica de G. Maculatus frente a los
cambios ambientales asociados a los ciclos glaciales,
difiere de la respuesta mostrada por las especies de agua
dulce que no exhiben cardcter diadrdémico. En vez de
desarrollar g¢grandes poblacicones resilientes en el mar,
estas especies recurririan a la recolcnizacién de nuevos
habitats postglaciales, a partir de distintos refugios o
zonas de permanencia limnicas, desarrollando una
diversidad genética estructurada. Este es el casco de G.
Platei, especie habitante de rios y lagos patagénicos. A
pesar de no ser una especie diadrdmica, este pez de agua

dulce habria lograde scbrevivir a las glaciaciones,
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gracias a su tolerancia a las bajas temperaturas. Esto le
habria permitido permanecer en antiguos rios y lagos
proglaciales, al este vy oeste del manto de hielo
(Ruzzante y col., 2008). A partir de estos refugios o
zonas de permanencia, Vv dgracias a su habilidad para
migrar dentro de sistemas de agua dulce, lograria luego
establecer una distribucidén postglacial, evidenciando una
gran capacidad de recolonizar nuevos hébitats. Por medio
de esta estrategia limnica, habria llegado a establecer
una amplia distribucidén en Patagonia (Zemlak vy col.,
2008) v a dominar el ensamble de peces dentro de las
cuencas Andinas de esta reglidn, sobre tode en lagos
ubicados a gran altura (Habit v col., 2010). Sin embargo,
a diferencia de G. maculatus, muestra una diversidad
genética estructurada, a zraiz de su permanencia en

refugios glaciales (Zemlak y col. 2008).

G. platei ha sido también reportada dentro de nuestra
zona de estudio, en la cuenca del lago O Higgins, gque
origina el rio Pascua (Zemlak vy col., 2008, datos no
publicados). Sin embargo, habria llegado a colonizar esta
zona de manera diferente a &. maculatus, permaneciendo,
durante el UMG, en algun habitat limnicc ubicado al sur

de la Patagonia Argentina (Zemlak vy col., 2008). Desde
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esta zcna habria colonizado el lago 0'Higgins tras el

deshielo.

Estimacicon de la tasa molecular intraespecifica de G,

maculatus:

Lago Quetru se habria formade durante la desglaciacién
local e inicio del drenaje de Lago O'Higgins a través del
rio Pascua. Esto ocurrié tras el gquiebre del Campo de
Hielc Patagdnico, evento acotado con una edad méxima de
12.800 afios AP (Turner v col., 2005); figura 1). Si bien
esta fecha corresponde al inicio del drenaje del rio
Baker a partir de Campe de hielo Norte, tras romperse el
digue de hieloc que encajonaba las aguas de un gran
paleclago en el sector del lago General Carrera, podemos
suponer una fecha similar para el inicio del drenaje del
rio Pascua, pues este nace a partir de Campoc de hielo
Sur. Sin embargo, las fechas de inicio de expansidn de su
poblacidén (29.000 y 86.000 afios AP), calculadas en base a
la tasa de 1.8% cambios/sitio/milldén de afios, claramente
sobreestiman la fecha de dicho suceso. Esta incongruencia
podria deberse a que la tasa de substitucidédn utilizada no
es adecuada para ser aplicada en el estudio de eventes
tan recientes como el de la expansidén de la poblacidn de

Lago Quetru, debido a la dependencia temporal gue han
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mostrado las tasas de substitucién (Ho y col. 2005). Para
muchos grupos ya se ha demostrado que, a mayor antigiiedad
del evento evolutive, menor es el valor de 1la tasa
calibrada (Ho y col., 2005; Burridge y col., 2008). De
hecho, la tasa de 1.8% corresponde al valor asintdtico
que toma la curva de calibracidén de la tasa de Galaxias
(Burridge y col., 2008), definido en base a fechas que
superan los 200.000 afios AP. Bajo esta fecha, al calibrar
en base a eventcocs cada vez mds recilentes, los autores
obtienen tasas que aumentan de manera expconencial, vy que
a la vez muestran gran incerteza en sus estimaciones. Por
lo tanto, y dado que podemos extrapolar la edad geclégica
del lago Quetru segin la fecha de la apertura del Manto
Patagénico, lo mas apropiado es estimar una tasa de
mutacidén intraespecifica para nuestra especie, calibrando
sobre la base de la fecha citada. Obtenemos entonces una
Tasa de 8,3%, segun el modelo de crecimiento instantianec,
y de 12Z%, 51 suponemos un crecimiente exponencial.
Burridge y col. (2008) obtienen tasas similares para el
género Galaxias, al calibrar en base a un evento de
divergencia gque habria ocurrido hace 12.000 afios AP en
Nueva Zelanda, segun indica la edad del evento geoldgice

acoplado.
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5. CONCLUSIONES

En el fiordo Calén, encontramos a una poblacién marina de
G. maculatus, cuyos elevados niveles de diversidad
genética sefialan su antiguo origen. Esta poblacién habria
lograde scbrevivir a uno, o tal vez a varios periodos
glaciales, permaneciendo en el paleolitoral Pacifico.
Luego, el retroceso de los glaciares que ocupaban la zona
del fiorde durante el UMG habria permitido gue la
pokblacién se extendiera hasta esta =zona. La gran
capacidad migratoria de sus individuos les  habria
permitidoe también colonizar otros nuevos habitats
expuestos durante la Ultima Terminacién Glacial, como es
el caso de Lago Quetru. Tras su formacidn, este lago
habria recikido la 1llegada de un bajo numeroc de
colonizadores marinos, que desde entonces habrian
constituido una poblacién residente, estableciéndose una
marcada estructuracién entre ambas poblaciones. FEate
mecanismo de colonizacién por efecto fundador habria

moldeado la diversidad genética de  muchas otras
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poblacicnes de G. maculatus que hoy se encuentran

habitando lagos postglaciales.

Asi como los eventos vicariantes gque han permitido
calibrar el relc] molecular en varias especies (Burridge
v col., 2008, Craw y col., 2008), el evento de expansidn
postglacial detectado en nuestro trabajo nos permitid
calibrar una tasa de substitucidn a corta escala
tempcral. Sin embargo, debemos tener presente que el
evento colonizador no necesariamente ocurre
inmediatamente después de la apariciédn del nuevo habitat,
que la expansién poblacional puede suceder después de
algin tiempo transcurride tras la llegada de los
colonizadores, Vv gue tampoco contamos con la cronoclogila
absoluta especifica a la cuenca del rio Pascua, por lo
gque los menores valores de tasas aqul estimados, de 8,3 y
12% deben considerarse como un pisc. A partir de este
valor, la tasa podria aumentar, segun valores de fechas

de expansidn mds recientes.

Este trabajo representa un avance significative en el
estudio de los procesos de recolonizacidn postglacial a
través de efectos fundadores. A la vez, se pone en
evidencia las consecuencias de este proceso, come la

pérdida de diversidad genética a nivel poblaciocnal y el
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establecimiento de estructura genética espacial en las
especies. Los resultados también contribuyen al debate
sobre el usc en inferencia demogridfica de tasas de
substitucidn nucleotidica obtenidas a partir de
reconstrucciones filogenéticas. Como ha sido
recientemente sugerido por especialistas de la evolucién
molecular (Ho vy col., 2005), nuestros resultados muestran
una tasa nucleotidica estimada en base a los eventos
geomorfoldgicos, muy superior a la obtenida en estudios
filogenéticos y usadas previamente para reconstruir la
historia demografica de peces patagénicos. Esta evidencia
pone en duda estas estimaciones, asi como la visidn
general de los procescs biogeograficos en el cono sur de

sudamérica.
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