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RESUMEN

Las oscilaciones climaiicas del Pleistoceno, y en particular los eventos
glaciales, han afectado Ia diversidad genética y la historia evolutiva de la biota
en los hemisferios Norte y Sur. Estos drasticos eventos provocaron la migracion
y reduccion de las poblacionales con la posterior recolonizacion y expansion
tras el retroceso de los glaciares. En el presente estudio se evalud las
consecuencias de las glaciaciones del Pleistoceno sobre la variacion, estructura
genética y la historia demogréafica del grillo rojo Cratomelus armatus. Se
analizaron secuencias del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | de 187
ejemplares pertenecientes a 39 localidades, abarcando la mayor parte de la
distribucion de esta especie. Los datos fueron analizados mediante
aproximacion filogenética, red de haplotipos, analisis de estructura poblacional
bayesiana y analisis demogréaficos. Tanto el analisis filogenético y de red de
haplotipos mostraron linajes congruentes a lo largo de la distribucion de C.
armatus. La red de haplotipos mostré haplogrupos diferenciados entre si por
uno a cuatro pasos mutacionales, lo que sugiere una baja divergencia genética
entre éstos. El AMOVA entre cuencas mostré una mayor varianza genética
dentro de las poblaciones (54,99%) que entre grupos (23,84%), mientras que el
analisis espacial bayesiano GENELAND mosird tres grupos genéticos con bajos
valores de probabilidad posterior. Se observaron valores altos de diversidad
haplotipica, pero bajos valores de diversidad nucleotidica, lo que sugiere que

existiria una diferenciacion genética reciente con un rapido crecimiento de las
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poblaciones. Tanto las pruebas de neutralidad como la distribucion de
diferencias pareadas sugieren signos de expansion demografica para todos los
haplogrupos analizados. La baja estructura genética encontrada estaria
relacionada con aspectos ecolégicos de esta especie, tales como su alta

vagilidad y amplio rango distribucional.




SUMMARY

Pleistocene climatic oscillations, particularly glacial events have affected the
genetic diversity and evolutionary history of biota in the Northern and Southern
hemispheres. These dramatic events led to the migration of population reduction
with subsequent recolonization and expansion after the retreat of glaciers. The
consequences of Pleistocene glaciations on the variation, genetic structure and
demographic history of red cricket Cratomelus armatus were assessed.
Sequences of the mtDNA Cytochrome Oxidase | of 187 individuals and 39
localities along the species range were analyzed. Aligned sequences were
analyzed using phylogenetic approach, haplotype network, Bayesian population
structure and demographic analysis. The phylogenetic analysis and haplotype
network revealed consistent lineages along distribution of C. armatus. The
haplotype network showed haplogrupos separated by few mutational steps,
which suggest a genetic differentiation between them. The AMOVA between
watersheds showed that the genetic variance was greater within populations
(54,99%) than among groups (23,84%), while the spatial analysis Bayesian
GENELAND showed three genetic groups with low values of posterior
probability. High values of haplotype diversity but low values of nucleotide
diversity were observed, which suggest a recent genetic differentiation with rapid
population growth. The neutrality tests and the distribution of pairwise
differences suggest signs of demographic expansion for all haplogroups

analyzed. The low genetic structure found would be related fo ecological




aspects, such as high vagility and large home range of this species.
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INTRODUCCION

Los ciclos glaciales del Cuaternario han afectado el rango distribucional de un
gran nimero de especies y sus efectos han sido estudiados desde el punto de
vista de la filogeografia con el objetivo de analizar la distribucion espacial de
linajes genéticos (Avise y col. 1987; Avise 2000; Hewitt 2004a). Bajo este
escenario las oscilaciones climaticas del Pleistoceno, y en particular los eventos
glaciales, tuvieron importantes consecuencias sobre la diversidad genética y la
historia evolutiva de los taxa (Avise 2000; Hewitt 2000, 2004b). Los ciclos
glaciales, asociados a la latitud y topografla de las regiones afectadas (Hewitt
2004b), provocaron la migracién y reduccion de las poblacionales y la posterior
recolonizacion y expansion tras el retroceso de los glaciares (Hewitt 1999, 2000,
2004b). El establecimiento de los glaciares produjo contracciones y
fragmentacién de las poblaciones en aguellos habitats libres de hielo, lo que
trajo como consecuencia la formacion de zonas geograficas aisladas con
condiciones ambientales estables; lo provocé que las poblaciones se
mantuvieran distribuidas de forma alopétrica y aisladas entre si (Hewitt 2000,
2004b). Producto de este aislamiento se esperaria encontrar distintos linajes y
poblaciones estructuradas (Avise 2000). Los impactos de los ciclos glaciales
sobre los patrones distribucionales de la biota han sido bastante estudiados

para el Hemisferio Norte, en particular Europa y Norteamérica (Hewitt 1996,

2000, 2004b), sin embargo para e! sur de Sudamérica los estudios han




aumentado sélo en los ditimos afnos (Villagran y Hinojosa 1997; Villagran y
Hinojosa 2005; Beheregaray 2008; Himes y col. 2008; Sérsic y col. 2011,
Segovia y col. 2012; Vera-Escalona y col. 2012; Vidal y col. 2012; Marin y col.

2013).

Durante los periodos glaciales en el Hemisferio Sur los vientos provenientes del
oeste alcanzaron altas latitudes (45-50°S) y ocasionaron una disminucién de las
temperaturas estimadas en 6-8°C y un aumento de la humedad; condiciones
que permitieron el establecimiento de importantes glaciares en los Andes y el
sur de Sudamérica (Hubbard 1997; Heusser y col. 1999; Denton y col. 1999;
Clark y col. 2012). En la actualidad existe evidencia glaciolégica,
geomorfolégica, paleohidrolégica y edafoldgica que da cuenta del importante
avance de los glaciares en el sur de Chile (Clapperton 1990, 1991; Glasser y
col. 2008; Harrison y Glasser 2011; Garcia 2012). El maximo avance de
glaciares y depresion de las temperaturas durante el Pleistoceno en el sur de
Chile se produjo hace 20.000-18.000 afos, etapa que se desarrollé al mismo
tiempo que en el Hemisferio Norte (Clapperton 1990, 1991). Dentro de este
periodo de cambio climatico el Ultimo Maximo Glacial (UMG, 26.000-13.000
afios atras) constituye la fase de maxima extension de las capas de hielo, las
que abarcaron desde los 56°S hasta los 35°S a lo largo de la Cordillera de los
Andes y en torno a los 41°S en areas bajas y a nivel del mar en América del Sur

(Clapperion 1993; McCulloch y col. 2000). Durante este periodo los glaciares




cubrieron un area continua desde la Patagonia hacia el noroeste y el sur de Isla
de Chiloé formando un gran campo de hielo continental (Heusser 2003;

Harrison y Glasser 2011; Garcfa 2012).

A la fecha, una serie de antecedentes dan cuenta de la importancia de estos
eventos glaciales sobre la actual distribucién de los bosques del sur de Chile
(Villagran y Hinojosa 1997; Villagran y Hinojosa 2005). De acuerdo a
antecedentes geoldgicos y glaciolégicos se estima que aproximadamente dos
tercios de la actual supeificie de los bosques al sur de los 43°S y en los Andes
de la Region de Los Lagos fue afectada por los glaciares durante el UMG
(Holling y Schilling 1981; Denton y col. 1999). Sin embargo, para la zona litoral y
areas con altitudes intermedias como la Cordillera de Nahuelbuia (38°S) y
Cordillera Pelada (39°S) se ha registrado una mayor estabilidad del sustrato y la
vegetacién en funcion de la ausencia de huellas de actividad periglacial (Veit y
Garleff 1995). De acuerdo a Villagran (1991, 1995), en base del registro polinico
se han propuesto distintas areas de refugios bidticos para los bosques
templados lluviosos de Chile centro-sur; entre ellas la depresién intermedia del
centro-sur de Chile en la Regién de Los Lagos y en el norte de Isla de Chiloé
(35-42°S), la costa de la Regién de Los Lagos (40-42°S), la Cordillera de la
Costa de la Region de Los Lagos (36-40°S) vy el litoral y faldeos costeros de
Chile Central (35-30°S). De estas areas, zonas importantes de refugio

reconocidas dentro del continente corresponden a la Cordillera de Nahuelbuta




(38°8) y Cordillera Pelada (39°S), asi como también areas intermedias entre
montafias bajas (Villagran, 1985; Villagran y col. 1996; Victoriano y col. 2008).
Considerando los efectos fisicos y climaticos del UMG, la existencia de estas
areas de refugio, con condiciones ambientales mas favorables, permitié por una
parte la sobrevivencia de diversas especies del bosque templado-lluvioso y por
otra parte la fragmentacion de su distribucion, lo que actualmente se expresa en
las diferencias genéticas observadas entre poblaciones de especies lefiosas
con distribuciones restringuidas en el sur de Sudamérica (Alinuit y col. 1999;

2001; Premoli y col. 2000).

Los efectos de las glaciaciones sobre la diversidad genética han sido
estudiados en diversos taxa; entre ellos los mamiferos (Himes y col. 2008;
Marin y col. 2013; Paima y col. 2012; Rodriguez-Serrano y col. 2006;
Rodriguez-Serrano 2011; Vianna y col. 2011), reptiles (Vera-Escalona y col.
2012; Vidal y col. 2012), peces (Unmack y col. 2009; Mufioz-Ramirez y col.
2014) y anfibios (Nufiez y col. 2011; Vasquez y col. 2013). Desde el punto de
vista de la variabilidad genética y de acuerdo a la teoria neutral desarrollada por
Nei (1973) vy Nei y col. (1975), se esperaria observar una pérdida de diversidad
genética en las nuevas areas colonizadas tras el retiro de los glaciares y una
mayor diversidad en dreas no afectadas por los procesos de glaciacion. Para el
roedor Ofigoryzomys longicaudatus Palma y col. (2012) encontraron areas con

alta diversidad haplotipica que sugieren la existencia de zonas de refugios en la




costa y la depresién central de Chile (39-40°S) a partir de las cuales los
individuos se dispersaron rapidamente hacia el norte y sur de estas latitudes
tras el retroceso de los glaciares. Ofros autores encontraron una alta
estructuracion en poblaciones de Lontra provocax a lo largo de su distribucion
en areas afectadas y no afectadas por glaciares durante el UMG (Vianna y col.
2011). En términos demograficos algunos autores han observado fluctuaciones
en el tamario efectivo poblacional de ciertas especies bajo el escenario de los
eventos glaciales {Marin y col. 2013; Vera-Escalona y col. 2012), mientras que
en otros taxa no existen signos de expansion demografica postglacial (Breitman

y col. 2012).

En el presente trabajo se utiliza como modelo de estudio el grillo rojo
Cratomelus armatus Blanchard (Orthoptera: Anostostomatidae). Crafomelus
Blanchard es un género endémico de Chile y esta formado por tres especies;
éstas son C. armatus, C. infeger Ander y C. meritus Gorochov, las que se
distribuyen desde Valparaiso (32°S) a Aysén (45°S). La especie C. armatus
presenta la mayor distribucion que abarca la franja comprendida entre los 34-
45°S y ocupa tanto ambientes costeros como precordillera (Aifaro y col. 2015;
Elgueta y col. 1999; Eades y col. 2015). Esta especie es abundante en suelos
himedos bajo troncos y material en descomposicién y forma parte de la dieta
de algunos carnivoros (Sade y col. 2012; Zuiiga y col. 2008). Tomando en

consideracién los antecedentes de esfe modelo de estudio, el presente trabajo




estudia las consecuencias de las glaciaciones del Pleistoceno, en particular del
UMG, sobre la historia demografica y la estructura filogeografica en diferentes
poblaciones del grillo rojo C. armatus en base al anélisis de DNA mitocondrial.
Tomando en cuenta que la distribuciéon actual de esta especie abarca areas
afectadas y no afectadas por los glaciares durante el UMG, se analiza la
estructura genética y la historia demografica de las poblaciones bajo el

escenario de los eventos glaciales del Pleistoceno.




HIPOTESIS

Dado que las glaciaciones provocaron la contraccién y expansion de las
poblaciones luego del retiro de los glaciares con consecuencias sobre la
diversidad genética y la historia demografica de los diferentes taxa, las hipotesis

propuestas en el presente trabajo son:

1) Las oscilaciones climaticas del Pleistoceno provocaron una contraccion en
las poblaciones de C. armatus, lo que se reflejara en areas de mayor (libres de
hielo) y menor diversidad genética (afectadas por el hielo) a lo largo de la

distribucion de C. armatus.

2) La historia demografica de C. anmatus fue afectada por las oscilaciones
climaticas durante el Pleistoceno, lo que se reflejara en fluctuaciones en el

tamafio poblacional efectivo de la especie.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las consecuencias del Pleistoceno sobre la estructura genetica e
historia demografica de las poblaciones de C. armafus a lo largo de su

distribucion actual.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analizar la variacion y estructura genética en poblaciones de C. armaius a lo

largo de su distribucion actual.

2) Analizar la historia demografica en poblaciones de C. armatus y su relacion

con las glaciaciones del Pleistoceno.




MATERIALES Y METODOS

Muestreo de individuos

Se analizaron 187 individuos de C. armafus a partir de 39 localidades tanto en
ambientes costeros como de precordillera (Tabla 1). Los muestreos se
realizaron a lo largo de la distribucién actual conocida para esta especie y que
comprende el tramo entre la Provincia Cardenal Caro (O’Higgins, 34°S) y la
Provincia de Aysén (Aysén, 45°S) (Figura 1).

Los ejemplares recolectados fueron fijados y conservados en etanol 99% hasta
el momento de la exiraccion de DNA. Cada uno de los ejemplares fueron
identificados de acuerdo a los caracteres diagnésticos propuestos por Gorochov
(1999), tales como la forma de los ganchos paraproctales, presencia de
procesos en los tergitos abdominales 7 y 8 del macho y la forma de la placa

genital del macho.
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Figura 1. Localidades de muestreo de C. armatus utilizadas en el estudio. Los
nameros representan la identificacion de las localidades (Tabla 1). El area
sombreada muestra la extensién de la capa de hielo durante el UMG
(Clapperton 1993).
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Extraccion, amplificacion y secuenciacién de DNA

La extraccion de DNA se realizd a parlir de tejido muscular de la pata
metatoracica de los individuos siguiendo lo propuesto por Jowett (1986). Para la
extraccion se siguié el Método de Sales. Se amplificaron secuencias parciales

del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COIl), utilizando los partidores

universales 5 CAACATTTATITTGATTTITIGG 3 y 5 TCC AAT GCA CTA
ATC TGC CAT ATT A 3’ (Simon y col. 1994). La amplificacién de DNA se llevd
a cabo mediante la técnica PCR (Polymerase Chain Reaction). La mezcla de
reaccion incluyé 3 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 pyM de cada partidor, 1
U de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA) y 50-100 ng de DNA total. EI
protocolo térmico para la reaccion PCR fue: 94°C por 5 minutos, seguido de 36
ciclos de 94°C por 45 segundos, 45°C por 30 segundos y 72°C por 60
segundos, con una extension final de 72°C por 2 minutos. Los productos PCR
fueron visualizados en gel de agarosa al 2% mediante comparacion con DNA
ladder de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las muestras amplificadas fueron
enviadas a Macrogen, Inc. {Sell, Korea) para su purificacién y secuenciacion
utilizando los mismos partidores descritos arriba. Las secuencias obtenidas
fueron editadas y alineadas mediante el programa BIOEDIT v7.0.5.2 (Hall

1999).
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Andlisis filogenético, diversidad genética y estructura poblacional

Las relaciones filogenéticas de los haplotipos fueron reconstruidas mediante el
método de Inferencia Bayesiana (I1B) usando el programa Mr. Bayes v.3.1.2
(Ronguist y Huelsenbeck 2003). Para obtener el modelo de sustitucion
nucleotidica mas apropiado a los datos basado en el método BIC (Bayesian
Information Criterion) se utilizd el programa jModelTest 0.1.1 (Posada 2008).
Los valores de probabilidad posterior se calcularon a partir de los arboles
obtenidos mediante el algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC), utilizando
los siguientes parametros: nimero de generaciones=5.000.000; fraccidn
descartada (burning)=0,25; frecuencia de muestreo=1000 y ndmero de
cadenas=4. El modelo utilizado en el analisis fue GTR+G.

La diversidad genética y estructura filogeografica fue analizada considerando
las cuencas delimitadas por rios en la distribucién de la especie. Se definieron 8
grupos; éstos fueron: (1) Coihueco 1 (COI1), Coihueco 2 (COI2), Talcahuano
(THN), Coyanco (COY), Hualpén (HUA), Laguna Pineda (LAG) y Coronel
(COR); (2) Parque Nacional Nahuelbuta (NAH) y Vegas Blancas (VEG); (3)
Cerro Nielol (NIE), Teodoro Schmidt (TSC) y El Alamo (ALA); (4) Vilcun (VIL),
Huerquehue (HUE), Lican Ray (LIC), Fundo Santa Olga (FSO), Neltume (NEL)
y Reserva Nacional Mocho Choshuenco (MOC); (6) Parque Oncol (PON),
Valdivia (VAL), La Union (LUN), Camino Parque Nacional Alerce Costero (CAC)
y San Juan de la Costa (SJC); (6) Parque Nacional Puyehue 1 (PUY1), Parque

Nacional Puyehue 2 (PUY2), Puerto Octay (OCT), Puente Las Cascadas (PLC),
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Volcan Osorno {CVO), Punta Larga (PLA) y Parque Katalapi (KAT); (7) Chiloé 4
(CHI4), Chiloé 2 (CHI2), Chiloé 1 (CHI1), Chiloé 3 (CHI3), Chiloé 5 (CHI5) y
Yaldad (YAL); (8) Caleta Leptept (LEP), Chaitén (CHA) y El Amarillo (ELA).
(Tabla 1).

La diversidad genética se estim6 mediante los siguientes indices: 1) nimero de
sitios polimérficos (S) que expresan la variabilidad dentro del analisis genético;
2) niimero de haplotipos (K) que expresa el nimero de alelos diferentes; 3)
diversidad haplotipica (Hd) expresada como la probabilidad de encontrar dos
haplotipos diferentes en la muestra; 4) diversidad nucleotidica (Pi) que expresa
el nimero de diferencias nucleotidicas por sitio entre dos secuencias elegidas
aleatoriamente; y §) nimerc promedio de diferencias entre dos secuencias
(M.Todos los indices se estimaron mediante el programa DnaSP v 5.10.01
(Librado y Rozas 2009).

Para evaluar el nimero de pasos mutacionales y las diferencias en el nimero
de haplotipos se realizé un analisis network de haplotipos mediante el algoritmo
median joining (Bandelt y col. 1999) en el programa PopArt v1.7.1 (Leigh y
Bryant 2015).

Para analizar la estructura poblacional se realizé un analisis espacial bayesiano
GENELAND v.1.0.7 (Guillot y col. 2005) mediante una extension del programa
R (lhaka y Gentleman 1896). Este analisis permite localizar discontinuidades
genéticas entre las poblaciones a partir de los datos genéticos de los individuos

en un contexto espacial, con el fin de establecer el nimero mas probable de
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poblaciones (Garrido-Gardufio y Vazquez-Dominguez 2013). El nimero mas
probable de unidades poblacionales (K) se determiné mediante simulacién
Monte Carlo de Cadenas de Markov (MCMC), con cinco corridas (1.000.000 de
iteraciones en cada corrida) de K=1 a 20 y burnin=10%. Para evaluar el grado
de estructuracion entre las cuencas se calcularon valores de Fst pareados. La
significancia estadistica de los Fst pareados se bas6 en 1.000 permutaciones
con el programa Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer 2010). Adicionalmente
para evaluar la existenica de estructura entre las cuencas y los grupos inferidos
por GENELAND se realizé un analisis de varianza molecular (AMOVA). La
significancia estadistica de los indices de fijacidn Fsc (entre poblaciones dentro
de grupos), Fsr (entre poblaciones) y Fcr (entre grupos) se evalué mediante
1.000 permutaciones mediante el programa Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier y

Lischer 2010).

Analisis demografico

Con la finalidad de analizar si las poblaciones han presentado cambios
demograficos recientes se calcularon los indices D de Tajima y Fs de Fu
(Tajima 1989; Fu 1997) sensibles a los cambios demograficos. Para evaluar la
significancia estadistica de estas pruebas se realizaron 1.000 simulaciones
mediante el programa Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier y Lischer 2010). Se utilizo el
programa DnaSP 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009), para inferir posibles cambios

demograficos recientes a partir de la distribucion de las diferencias entre alelos,
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en funcién del tiempo de divergencia de éstos (mismatch). Se determiné la
distribucién de estas diferencias bajo un modelo de expansién demografica y se
calculé el indice de Raggedness (r} (Harpending 1994) y la desviacion de la
suma de cuadrados (SSD). El indice de Raggedness toma valores bajos
cuando una poblacion se encuentra en expansion, y valores altos cuando las
poblaciones se encuentran estaticas o en cuellos de botella (Harpending y col.
1993; Harpending 1994).

Para estimar la forma del crecimiento poblacional y evaluar una reciente
expansion demogréfica en las poblaciones de C. armatus se realizd un analisis
Skyline Plot Bayesiano (BSP) mediante el programa BEAST v1.8.0 (Drummond
y col. 2012). Los BSP se realizaron para los principales linajes genéticos
encontrados por el anélisis filogenético y la red de haplotipos. Todos los analisis
consideraron 100 millones de iteraciones con muestras cada 1.000 pasos. Para
obtener el modelo de sustitucion nuclectidica mas apropiado para cada uno de
los grupos genéticos se utilizo el programa jModelTest 0.1.1 (Posada 2008). A
lo largo de! andlisis la tasa de mutacion media se establecié usando una
distribucion normal (0,023 x 10% + 0,005 x 10 DE) basandose en valores
propuestos por Pratt y col. (2008) para Anostostomatidae. Para seleccionar el
modelo de reloj molecular mas apropiado se realizé un analisis Bayes factor,
utilizando los modelos strict clock, lognormal relaxed clock, exponential relaxed
clock y random local clock. Se utilizé el programa Tracer v1.5.0 (Rambaut y

Drummond 2009). Los plots demogréficos para cada uno de los grupos
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genéticos se visualizaron mediante el programa Tracer v1.5.0 (Rambaut y

Drummond 2009).
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RESULTADOS
Variacién y estructura genética

De un total de 187 secuencias se obtuvo un alineamiento de 861 sitios, de los
cuales 85 correspondieron a sitios polimérficos. Para el fotal de secuencias se
obtuvieron 72 haplotipos (Tabla 2). El andlisis filogenético de haplotipos mostré
cuatro clados (Figura 2). El clado 1 dividio tres subclados (l.a, L.b, l.c). El
subclado l.a estuvo asociado a haplotipos provenientes de Rio Bio-Bio y
Nahuelbuta. El subclado [.b estuvo asociado exclusivamente a Nahuelbuta,
correspondiente a la distribucién cordillerana-costera de C. armatus., mientras
que el subclado l.c estuvo asociado a haplotipos provenientes de Tolten-
Imperial, Tolten-Valdivia, Chiloé y Puelo-Yelcho (Figura 2). El clado Il incluyd
haplotipos provenientes de Rio Bio-Bio. El clado Ilf incluyd politomias en su
interior sin resolver, mientras que sus haplotipos estuvieron asociados a Rio
Bio-Bio, Tolten-Valdivia, Cuenca Costera, Rio Bueno, Chiloé y Puelo-Yelcho. El
clado 1V incluyd haplotipos asociados a Rio Bio-Bio, Tolten-Valdivia, Cuenca
costera, Rio Bueno, Chiloé y Puelo-Yelcho. Sin embargo, la posicion
filogenética de algunos haplotipos (1, 10 11,12, 14,186, 40) no fue bien resuelta
(Figura 2).

El nimero de secuencias, nimero de haplotipos, diversidad haplotipica,
diversidad nucleotidica y nimero promedio de diferencias entre dos secuencias

para cada una de las cuencas se eniregan en Tabla 3.
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Tabla 2. Haplotipos obtenidos a partir del gen mitocondrial COl para C.

armatus. Localidades estan indicadas en Tabla 1. Colores de localidades

(codigos) indican cuencas de origen (ver Figura 1).

Haplotipo Frecuencia Localidades

1 1 Coihueco: COI1_4

2 1 Coihueco: COI2_2

3 1 Talcahuano: THN1_3

4 1 Coyanco: COY1_1

5 1 Coyanco: COY1_2

6 1 Coyanco: COY1_3

74 4 Hualpén: HUA1_1; HUA1_2; HUA1_4; Laguna Pineda:
LAG1_13

8 1 Laguna Pineda: LAG1_1

9 1 Laguna Pineda: LAG1_2

10 1 Laguna Pineda: LAG1_3

11 1 Laguna Pineda: LAG1_4

12 2 Laguna Pineda: LAG1_5; LAG1_12

13 2 Laguna Pineda: LAG1_6; LAG1_11

14 1 Laguna Pineda: LAG1_9

15 1 Laguna Pineda: LAG1_10

16 1 Laguna Pineda: LAG1_14

17 2 Coronel: COR1_1; COR1_3

18 4 PN Nahuelbuta: NAH1 _1; NAH1_2; NAH1_3; NAH1_7

19 6 PN Nahuelbuta: NAH1_4; NAH1_5; NAH1_6; NAH1_9;
VEG1_1; VEG1_5

20 1 PN Nahuelbuta: NAH1T_8

21 1 PN Nahuelbuta: NAHT 10

22 1 Vegas Blancas: VEGT 2

23 2 Vegas Blancas: VEG1 3, VEGT 6

24 1 Vegas Blancas: VEG1 4

25 2 Cerro Nielol: NIE1_1; NIE1_6

26 1 Cerro Nielol: NIE1_2

27 i Cerro Nielol: NIE1_4; Fundo Santa Olga: FSO1_2; Valdivia:

: : ; PN Puyehue 2: ; Puente

Las Cascadas: : Camino Volcan Osorno: ;
Chiloé 5: CHI5_2; CHI5_5; CHI5_6

28 8 Cerro Nielol: NIE1_5; NIE1_7; Yaldad 1: YAL1_1; YAL1_3; El
Amarillo: ELA1_1; ELA1_3; ELA1_4, ELA1_6

29 1 Cerro Nielol: NIE1_8
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Tabla 2 (continuacién). Haplotipos obtenidos a partir del gen mitocondrial COI

para C. armatus. Localidades estan indicadas en Tabla 1. Colores de

localidades (codigos) indican cuencas de origen (ver Figura 1).

Haplotipo Frecuencia Localidades
30 38 Teodoro Schmidt: TSC1_1; El Alamo: ALA1_2; ALA1_3;
ALA1_4: Huerquehue: HUE1_1; Fundo Santa Olga: FSO1_1;
FSO1_3; FSO1_5; FSO1_6; RN Mocho Choshueco:
MOC1_3; Valdivia: : Camino PN Alerce Costero:
: San Juan de la Costa: : : i
PN Puyehue 2: : ? : : Puerto
Octay: : : : Puente Las Cascadas:
; ; : ; Camino Volcan
Osorno: ; Punta Larga: : Chiloé 1: CHI1_2;
CHI1_6
31 1 Teodoro Schmidt: TSC1_2
32 1 Vilean: VIL1_1
33 10 Lican Ray: LIC1_1; LIC1_2; LIC1_3; Neltume: NEL1_2;
NEL1_5; NEL1_7; NEL1_8; NEL1_11; RN Mocho
Choshuenco: MOC1_2; MOC1_5
34 1 Lican Ray: LIC1_4
35 1 Neltume: NEL1_1
36 1 Neltume: NEL1_3
37 1 Neltume: NEL1_6
38 1 Neltume: NEL1_9
39 1 Neltume: NEL1_10
40 1 RN Mocho Choshuenco: MOC1_1
41 1 RN Mocho Choshuenco: MOC1_4
42 27 RN Mocho Choshuenco: MOC1_6; MOC1_7; Parque Oncol:
: Valdivia: ; La Unién: : Camino PN
Alerce Costero: ; PN Puyehue 1: ;PN
Puyehue 2: ; ¢ ; ; Puerto
Octay: . ; Puente Las Cascadas: 2
: Camino Volcan Osorno: ; : Punta
Larga: : Paruge Katalapi: : ; Chiloe 1:
CHI1_3; CHI1_5; Chiloé 3: CHI3_1; Chiloé 4. CHI4_1;
Chaitén: CHA1_1; CHA1_3; CHA1_4
43 1 Valdivia:
44 1 La Unién:
45 2 La Unién: :
46 1 La Unién:
47 1 La Unién:
48 1 La Union:
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Tabla 2 (continuacién). Haplotipos obtenidos a partir del gen mitocondrial COl
para C. armatus. Localidades estan indicadas en Tabla 1. Colores de

localidades (codigos) indican cuencas de origen (ver Figura 1).

Haplotipo Frecuencia Localidades

—

49 Camino PN Alerce Costero:

50 2 Camino PN Alerce Costero: :

51 1 Camino PN Alerce Costero:

52 3 San Juan de la Costa: : :

53 5 San Juan de la Costa: : Chiloé 1: CHI1_7; CHI3_2;
CHI3 3; Caleta Leptepu: LEP1_3

54 1 PN Puyehue 1:

55 1 PN Puyehue 2:

56 1 PN Puyehue 2:

87 1 Puerto Octay:

58 1 Puente Las Cascadas:

59 1 Puente Las Cascadas:

60 1 Puente Las Cascadas:

61 1 Camino Volcan Osorno:

62 1 Punta Larga:

63 1 Punta Larga:

64 1 Parque Katalapi:

65 1 Chiloé 1: CHI1_4

66 2 Chiloé 5: CHI5_1; CHI5_4

67 1 Chiloé 5: CHI5_3

68 1 Chiloé 5: CHI5_7

69 1 Chiloé 5: CHI5_8

70 1 Chiloé 5: CHI5_9

71 2 Yaldad: YAL1_2; El Amarillo: ELAT_2

72 1 El Amarillo: ELAT 5
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Figura 2. Arbol filogenético de haplotipos obtenido a partir del método de
inferencia bayesiana basado en DNA mitocondrial. Numeros en los nodos
representan los valores de probabilidad posterior. Nimeros frente a las ramas
terminales representan las localidades de muestreo. Colores de los nimeros de
las localidades de muestreo representan las cuencas de origen como en Tabla

1y Figura 1.
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Tabla 3. Valores de diversidad genética para las cuencas (a pariir de
localidades) de C. armatus basados en DNA mitocondrial. N: nimero de
secuencias; K: nimero de haplotipos; H: diversidad haplotipica; Pi: diversidad
nucleotidica; : nimero promedio de diferencias entre dos secuencias; DE:

desviacion estandar.

Sitio Cuenca N K H+ DE Pit DE NzDE
1 Rlo Bio-Bio 23 17 0,964+ 0,026 0,00822 + 0,00090 6,957 + 3,393
2 Nahuelbuta 16 8 0,858 £ 0,063 0,00589 % 0,00112 4,950 + 2,542
3 Tolten-Imperial 12 7 0,879+ 0,075 0,00996 £ 0,00144 7,682 % 3,853
4 Tolten-Valdivia 28 16 0,862 £ 0,057 0,008086 £ 0,00098 6,056 + 2,972
§ Cuencacostera 27 14 0,932+ 0,026 0,00562 + 0,00062 4,060 + 2,089
6 Rio Bueno 41 14 0,790 £ 0,046 0,00523 + 0,00073 3,778+ 1,943
7 Chiloe 26 13 0,914+ 0,033 0,00718 + 0,00093 5,529 + 2,746
8 Puelo-Yelcho 14 ] 0,835+£0,062 0,00738 +0,00089 6,253 % 3,158
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La red de haplotipos mostrdo haplogrupos concordantes con los linajes
recuperados por el analisis filogenético bayesiano (Figura 3). El primer
haplogrupo (clado l.a) estuvo asociado a secuencias provenientes de las
cuencas Rio Bio-Bio y Nahuelbuta y separado del resto de haplotipos por tres
pasos mutacionales. El segundo haplogrupo (clado l.b) correspondié a
haplotipos provenientes exclusivamente de Nahuelbuta y estuvo separado por
cuatro pasos mutacionales. El tercer haplogrupo (clado 1.c) estuvo separado por
tres pasos mutacionales y agrupd haplotipos provenientes de diferentes
cuencas (i.e., Tolten-Valdivia, Tolten-Imperial, Chiloé, Puelo-Yelcho). La
topologia de este grupo mostré un haplotipe central de mayor frecuencia
(haplotipo 33) con varios haplotipos derivados de baja frecuencia y separados
por pocos pasos mutacionales; éstos estuvieron asociados exclusivamente a la
la cuenca Tolten-Valdivia (Figura 3). Los linajes correspondientes a los clados
I, Il y IV estuvieron separados por pocos pasos mutacionales. La red de
haplotipos no mostré una separacion clara entre estos grupos (clados {l, lll y IV
en el anélisis filogenético). Dentro de la red de haplotipos se ubicaron algunos
haplotipos de alta frecuencia y distribuidos en mas de una cuenca. Lo anterior
se observd por ejemplo para los haplotipos 42 (haplogrupo lll); haplotipos 30,
27, 53 (haplogrupo IV} y haplotipos 28, 71 (haplogrupo l.c). Estos haplotipos se
distribuyeron mayormente en cuencas bajo los 38°S. A partir del haplotipo 42 se

ubicaron varios haplotipos derivados de baja frecuencia (Figura 3).
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Figura 3. Red de haplotipos de C. armatus obtenida mediante el método median
joining y distribucién geogréafica de los haplotipos. Circulos negros representan
haplotipos inferidos por el programa. Nimeros representan los haplotipos como
en Tabla 2. El 4&rea sombreada muestra la extension de la capa de hielo durante
el UMG (Clapperton 1993).
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El an4lisis espacial bayesiano GENELAND mostr6 tres grupos genéticos para la
distribucion de C. armmatus. Aungque con baja probabilidad posterior, estos
resultados fueron concordantes en las cinco corridas analizadas (Figura 4). El
primer grupo estuvo compuesto exclusivamente por Nahuelbuta (38°S) (Figura
4A), el que fue concordante con lo encontrado por el analisis filogenético y de
red de haplotipos. El segundo grupo estuvo formado por las cuencas Tolten-
Imperial, Tolten-Valdivia, Cuenca costera, Rio Bueno, Chiloé y Puelo-Yelcho,
correspondiente a la franja ubicada entre los 39° y 43°S (Figura 4B). El tercer
grupo correspondid exclusivamente a la cuenca del Rio Bio-Bio (Figura 4C)
correspondiente a la distribucion extrema norte de C. armatus.

La prueba Fst mostré diferentes niveles de diferenciacion en las comparaciones
pareadas entre las cuencas (Tabla 4). Los mayores valores de Fst se
observaron en las comparaciones que incluyeron a las cuencas Nanuelbuta y
Tolten-Valdivia (Tabla 4). E| AMOVA para los grupos encontrados por el analisis
espacial GENELAND mostré que el componente de varianza entre grupos fue
mayor (Fcr=0,279) que el de las localidades agrupadas en cuencas (Fer=0,238)
(Tabla 5). Ambos criterios de agrupacién mostaron altos valores de

diferenciacién global (Fsr) (Tabla 5).
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Figura 4. Analisis espacial bayesiano GENELAND para la distribucion de C.
armatus. A: grupo 1; B: grupo 2; C: grupo 3. Las isoclinas de probabilidad
posterior muestran la distribucion espacial de los grupos genéticos encontrados.
Los puntos negros representan las localidades analizadas. Regiones con mayor

probabilidad de inclusién se indican en blanco.
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Tabla 4. Valores Fsr pareados para las cuencas analizadas en el estudio.
*Valores Fst pareados significativos, p<0,05. Cuencas (1: Rio Bio-Bio; 2
Nahuelbuta; 3: Tolten-Imperial; 4: Tolten-Valdivia; 5: Cuenca costera; 6: Rio

Bueno; 7: Chiloé; 8: Puelo-Yelcho).

1 2 3 4 5 6 7 8

1 0,00000

0,37400* 0,00000

0,21990* 0,44178~ 0,00000

0,30897* 0,50742* (0,08362 0,00000

0,21234* 0,61208* 0,29493* 0,40930* 0,00000

0,25988* 0,61218* 0,26786* 040281 0,03755 0,00000

0,16386* 0,50553* 0,09061* 0,23994* 0,06787* 0,03481* 0,00000

@@ ~N O 4 A W N

0,15084* 0,46144* -0,00130 0,09015 0,22677* 0,21143* 0,04056 0,00000
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Tabla 5. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) a partir de las localidades de C.
armatus. GL: grados de libertad; Fsc: entre poblaciones dentro de grupos; Fsr: entre

poblaciones; Fcr: entre grupos.

Numero de grupos Fuente de variacion indices de fijacion

Entre  Enfre poblaciones Dentro de
GL Fsc Fst Fer
grupos dentro de grupos poblaciones

Entre cuencas (8) 7 23,84* 21,17 54,99*** 0,277* 0,450*** 0,238***
Grupos Geneland (3) 2 27,97 25,59 45,44** 0,355 0(,535"* 0,279***
**n<0,001
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Analisis demografico de las poblaciones de C. armatus a lo largo de su

distribucién actual.

El criterio para definir los grupos de comparaciones en los andlisis demograficos
se basé en los clados y haplogrupos recuperados por el andlisis filogeneético y
de red de haplotipos respectivamente. No se analizé el clado [l por el bajo
nimero de muestras. Se encontré evidencia de expansion demogréafica en
todos los haplogrupos analizados mediante la prueba Fs de Fu (Tabla 6). La
prueba D de Tajima mostré valores negativos para todos los haplogrupos pero
éstos fueron significativos sélo para el haplogrupo Il (Tabla 8).

El andlisis de diferencias pareadas (mismatch) entre haplotipos, bajo un modelo
de expansion, sugiere un bajo numero de sustituciones entre ellos, con
tendencia a una distribucién unimodal y alta frecuencia de bajo nimero de
diferencias en los haplogrupos Lb, lll y IV (Figura 5).

Los valores del indice Raggedness (r) y las desviaciones de la suma de los
cuadrados (SSD) presentaron probabilidades no significativas para todos los
haplogrupos analizados, por lo que el modelo de expansion no puede ser
rechazado (Tabla 7).

El andlisis BSP para los grupos genéticos encontrados por el andlisis
filogenético y la red de haplotipos utilizd como mejor modelo para los datos el
exponential relaxed clock. Este andlisis mostré evidencia de un sutil pero

persistente crecimiento poblacional en todos los grupos excepto para el
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haplogrupo I.b (Figura 6). La no visualizacion de crecimiento para este
haplogrupo en el andlisis BSP, contrasta con la evidencia de expansion de las
pruebas de neutralidad (prueba Fs de Fu) y distribuciones pareadas. Lo anterior
podria tener relacion con el bajo niimero de muestras para este haplogrupo, lo

que limita al modelo bayesiano.
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Tabla 6. Pruebas de neutralidad D de Tajima y Fs de Fu para los principales

haplogrupos de C. amatus obtenidos a partir del analisis filogenético y de red

de haplotipos. Pi: diversidad nuclectidica; Theta/sitio: theta por sitio.

Haplogrupo Pi Theta/sitio D de Tajima (p valor) Fs de Fu (p valor)
b 0,03059  0,03189 -0,060 (0,467) -3,642 (0,006*)
lL.c 0,06627  0,07270 -1,152 (0,111) -12,425 (0,001*)
il 0,04940  0,05289 -1,991 (0,006™*) -25,786 (0,001**)
v 0,06063  0,06597 -1,564 (0,053) -9,217 (0,001**)
**Significante a p<0,01

33




Tabla 7. Pardmetros de la distribucion mismatch para los principales

haplogrupos de C. armatus obtenidos a partir de! analisis filogenético y de red

de haplotipos.
Haplogrupo Raggedness (p valor) SSD (p valor)
b 0,10667 (0,61400) 0,01868 (0,66300)
lc 0,03319 (0,35400) 0,01229 (0,31700)
I 0,02878 (0,47200) 0,00384 (0,49700)
v 0,01249 (0,99500) 0,07314 (0,03200)
**Significante a p<0,01
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Figura 5. Distribucion mismatch observada y esperada bajo un modelo de

expansion poblacional para los linajes inferidos por el analisis filogenético y de

red de haplotipos.
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Figura 6. Skyline Plot Bayesiano (BSP) para los linajes inferidos por el analisis

filogenético y de red de haplotipos. La linea negra representa la media. El area

sombreada representa el intervalo con 95% de densidad posterior.
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DISCUSION

El analisis filogenético y de red de haplotipos, a partir de secuencias de
citocromo oxidasa |, mostraron linajes congruentes a lo largo de la distribucion
de C. armatus. La red de haplotipos mostrd una topologia compleja con
haplogrupos diferenciados entre si por pocos pasos mutacionales, lo gque
sugiere una baja divergencia genética entre éstos. Deniro de la red de
haplotipos se ubicaron algunos haplotipos de alta frecuencia y distribuidos en
mas de una cuenca bajo los 38°S. Estos resultados podrian reflejar la retencion
de polimorfismos ancestrales o un contacto secundario ocurrido luego de una
expansion de las poblaciones de C. armatus.

El AMOVA mostré una mayor varianza genética dentro de las poblaciones que
entre grupos. El analisis espacial bayesiano GENELAND mostré tres grupos
genéticos con bajos valores de probabilidad posterior. Estos resultados
sugieren una incipiente y reciente diferenciacion entre estas poblaciones, lo que
podria estar relacionado a la ausencia de barreras geograficas limitantes para la
expansién distribucional de esta especie.

Las pruebas de neutralidad (Fs de Fu y D de Tajima en parte) y de diferencias
pareadas mostraron que los diferentes haplogrupos se ajustarian a un modelo
de expansion demografica, con una alta frecuencia de bajo nimero de
diferencias, lo que sugiere grupos con una historia microevolutiva reciente y con

signos de una reciente expansion poblacional.
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Tanto el analisis filogenético como la red de haplotipos y GENELAND mostraron
a la cuenca Nahuelbuta como un grupo genético diferente a las demés cuencas
y linajes. Lo anterior fue apoyado por altos valores de Fsr observados para esta
cuenca en comparacion a las restantes.

Diversos autores han propuesto la cordillera de Nahuelbuta (38°S) como un
area remanente de antiguos bosques templados lluviosos que sobrevivieron
durante las glaciaciones del Pleistoceno, y se mantuvieron aislados en
condiciones climaticas mas estables (Villagran, 1985; Villagran y col. 1996;
Vergara y col. 2014). Los resultados mostraron evidencia de expansion
demografica para este grupo genético, sin embargo no se observaron valores
altos de diversidad haplotipica y nucleotidica, en comparacién a areas
afectadas por las glaciaciones a lo largo de la distribucidn de C. armatus. Estos
resultados deben ser tomados con precaucion debido al bajo nimero de
muestras para el grupo.

Los valores de diversidad haplotipica y diversidad nucleotidica variaron entre
cuencas en pocas unidades de magnitud, registrandose valores mas altos en
Rio Bio-Bio y Cuenca costera, cuencas ubicadas fuera de los limites del area de
influencia de los hielos glaciales.

Diversos autores han observado niveles variables en la diversidad genética de
poblaciones de veriebrados (e.g., reptiles) que presentan una distribuciéon a lo
largo de los 38-43°S, estos autores han sugerido que corresponderia a historias

evolutivas asociadas a glaciaciones del Pleistoceno tardio (Victoriano y col.
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2008; Vidal y col. 2012). Estos autores observaron bajos niveles en la
diversidad genética de poblaciones distribuidas al sur de los 38°S en areas
influenciadas por el avance del hielo, lo que reflejaria una expansion reciente
desde estas latitudes luego del retiro de los hielos.

Los resuliados de este estudio no mostraron niveles de diversidad genética
bajos en cuencas como Tolten-Imperial, Rio Bueno y Puelo-Yelcho, de acuerdo
a lo esperado en area afectadas por las glaciaciones. Todas las cuencas
presentaron valores aitos de diversidad haplotipica, pero bajos valores de
diversidad nucleotidica, lo que sugiere que existiria una diferenciacion genetica
reciente con un rapido crecimiento de las poblaciones, patrén similar
documentado para poblaciones del roedor Oligoryzomys longicaudatus a lo
largo de su distribucidn en bosques templados del sur de Chile (Palma y col.
2012).

El efecto de las glaciaciones sobre la historia demografica de las poblaciones
ha sido estudiado en diversos taxa. Himes y col. (2008) observaron evidencias
de expansion demografica en poblaciones del monito del monte Dromiciops
gliroides al sur de los 40°S, mientras que poblaciones al norte de esa latitud
mantuvieron una historia demografica estable. Antecedentes similares han sido
documentados por Palma y col. (2012) para O. longicaudatus, quienes
observaron signos de expansién demografica en poblaciones distribuidas en los
bosques templados alrededor de los 38-41°S. Al respecto Sérsic y col. (2011)

han propuestc como importantes zonas de expansion demogréfica las areas
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bajas de la cordillera de la Costa del sur de Chile en base a evidencia
filogeografica congruente para vertebrados terrestres y plantas vasculares.

Tanto las pruebas de neutralidad como la distribucion de diferencias pareadas
sugieren signos de expansidn demografica para todos los haplogrupos
analizados. Los andlisis BSP mostraron un sutil pero persistente crecimiento
excepto en el haplogrupo correspondiente a Parque Nacional Nahuelbuta. Los
plot bayesianos mostraron un incipiente crecimiento anterior a la influencia del
UMG (26.000-13.000 afios atras), lo que sugiere una historia demogréafica
mucho mé&s antigua dentro del Pleistoceno. Sin embargo estos resultados
deben ser tomados como una primera aproximacion, por lo que se deberian
evaluar otras tasas de mutacion haplotipica para el marcador utilizado en este

estudio.
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CONCLUSIONES

El analisis filogenético y de red de haplotipos mostraron linajes congruentes a lo
largo de la distribucién de C. armatus. La red de haplotipos mostré una
topologia compleja con haplogrupos diferenciados entre si por pocos pasos
mutacionales, lo que sugiere una baja divergencia genética entre éstos. El
AMOVA mostré una mayor varianza genética dentro de las poblaciones que
entre grupos, mientras que el analisis espacial bayesiano GENELAND mostro
tres grupos genéticos con bajos valores de probabilidad posterior. Lo anterior
podria estar asociado a una reciente diferenciacién entre estas poblaciones.
Todas las cuencas presentaron valores altos de diversidad haplotipica, pero
bajos valores de diversidad nucleotidica, lo que sugiere que existiria una
diferenciacion genética reciente con un rapido crecimiento de las poblaciones.
Tanto las pruebas de neutralidad como la distribucion de diferencias pareadas
sugieren signos de expansién demografica para todos los haplogrupos
analizados. Sin embargo los andlisis BSP mostraron que esta expansion
corresponderia a una historia mucho mas antigua previa al UMG. La baja
estructura genética encontrada estaria relacionada con aspectos ecolégicos de
esta especie, tales como su alta vagilidad y amplio rango distribucional. Estos
resultados deben tomarse como una primera aproximacion, por lo que es

necesario evaluar otros marcadores mitocondriales y nucleares.
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